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缺氧诱导因子-1α纳米抑制剂的构建及在逆转结直肠癌细胞化疗耐药中的应用

郑传浩，但瑞珏，奚 茜，应 望，罗 强  陆军军医大学（第三军医大学）第二附属医院消化内科，重庆

［摘要］ 目的 对缺氧诱导因子-1α（hypoxia-inducible factor 1α， HIF-1α）抑制剂YC-1进行纳米化

改性，探究其在逆转结直肠癌化疗耐药中的作用。方法 利用YC-1分子中的活性官能团羟基（-OH）与

甲氧基聚乙二醇-羧酸的羧基（methoxy-polyethylene glycol carboxylic acid， mPEG350-COOH）缩合反应构

建纳米抑制剂 mPEG350-YC-1 （MYC-1），并通过核磁共振氢谱（1H nuclear magnetic resonance， 1H-NMR）
进行验证；利用透射电子显微镜（transmission electron microscope， TEM）分析其形貌，利用动态光散射

（dynamic light scattering， DLS）分析其粒径分布情况；通过将FITC标记的MYC-1 （FYC-1）与HCT15细胞

相互作用，利用激光共聚焦显微镜观察细胞对FYC-1的摄取能力；CCK-8实验检测MYC-1的细胞毒性；

通过耐药HCT15细胞（resistant-HCT15， R-HCT15）的毒性实验和活/死细胞染色检测MYC-1对化疗药物

5-氟尿嘧啶（5-fluorouracil，5-Fu）的增敏效果；采用免疫荧光染色和Western blot实验来检测MYC-1逆转

耐药的机制。构建小鼠 R-HCT15 皮下移植瘤模型，采用简单随机分组法将小鼠分为 PBS（n=3）、5-Fu
（n=3）、MYC-1（n=3）和MYF（n=3）组。通过绘制肿瘤体积增长曲线，测量完成疗效评估当日的小鼠肿瘤

质量，对比各组小鼠肿瘤生长情况，从而评价MYC-1逆转结直肠癌对 5-Fu耐药的能力。结果 成功制

备了纳米抑制剂 MYC-1，通过 TEM 和 DLS 验证 MYC-1 在水相溶液中能自组装成直径约为（19. 96±
2. 97） nm 的纳米颗粒。成功制备 FYC-1，将 FYC-1与 HCT15细胞相互作用，FYC-1能更好地被细胞摄

取，表明两亲性的 MYC-1具有更强的内吞入胞能力；MYC-1与 5-Fu联合作用于 R-HCT15结肠癌细胞，

其耐药指数（resistant index， RI）由 7. 99 下降到 1. 55，耐药指数的相对逆转率（relative reversal rate， 
RRR）为 80. 60%；活/死细胞染色显示，MYC-1 能增加 5-Fu 对 R-HCT15 细胞的毒性；免疫荧光染色和

Western blot实验表明MYC-1能够有效抑制HIF-1α在胞内的表达（P<0. 01）；MYC-1与 5-Fu联合作用于

R-HCT15皮下移植瘤小鼠，与PBS（P<0. 001）、5-Fu（P<0. 01）和MYC-1（P<0. 01）比较，MYF组治疗效果

最佳；肿瘤组织HIF-1α免疫荧光染色显示，MYC-1和MYF组HIF-1α表达下降；小鼠重要脏器HE染色

显示，各治疗组重要脏器未见明显损害。结论 MYC-1纳米抑制剂能够通过降低结直肠癌细胞HIF-1α
蛋白的表达，从而逆转结直肠癌对于5-Fu化疗的耐药性，有效改善5-Fu的治疗效果。

［关键词］ 结直肠癌；耐药；缺氧诱导因子-1α；YC-1纳米颗粒

［中图法分类号］ R735. 35；R914. 2；R979. 19 ［文献标志码］ A

Preparation of nanosized hypoxia-inducible factor 1α inhibitor and its application 
in reversing chemoresistance in colorectal cancer cells
ZHENG Chuanhao， DAN Ruijue， XI Xi， YING Wang， LUO Qiang  Department of Gastroenterology， Second 
Affiliated Hospital， Army Medical University （Third Military Medical University）， Chongqing， China

［Abstract］ Objective　To modify YC-1, an inhibitor of hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) into 
nanoparticles and explore its effect on reversing chemoresistance of colorectal cancer cells.  Methods　Nano-
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inhibitor mPEG350-YC-1 (MYC-1) was prepared by the carboxyl condensation reaction of the active functional 
group hydroxyl (-OH) in the YC-1 molecule with methoxy polyethylene glycol carboxylic acid, and was verified 
by 1H nuclear magnetic resonance (1H-NMR).  Its morphology was analyzed by transmission electron 
microscope (TEM), and its particle size distribution was analyzed by dynamic light scattering (DLS).  By 
interacting FITC-labeled MYC-1 (FYC-1) with HCT15 cells, the uptake ability of FYC-1 by the cells was 
observed using laser confocal microscopy.  The cytotoxicity of MYC-1 was measured with CCK-8 assay.  The 
sensitization effect of MYC-1 on the chemotherapy drug 5-Fu was detected through toxicity tests of resistant 
HCT15 cells (resistant HCT15, R-HCT15) and live/dead cell staining.  The mechanism of MYC-1 reversing 
drug resistance was determined with immunofluorescence staining of HIF-1α and western blotting.  Finally, a 
subcutaneous transplanted tumor model of R-HCT15 cells was constructed.  The tumor bearing mice were 
randomly divided into PBS, 5-Fu, MYC-1, and MYF groups, with 3 mice in each group.  The tumor volume and 
weight were observed after treatment in each group to evaluate the ability of MYC-1 to reverse 5-Fu resistance 
in colorectal cancer.  Results　The nano-inhibitor MYC-1 was successfully prepared.  TEM and DLS showed 
that MYC-1 could self-assemble into nanoparticles with a diameter of approximately 19. 96±2. 97 nm in 
aqueous solution.  FYC-1 was also successfully prepared.  When FYC-1 was interacted with HCT15 cells, 
FYC-1 could be better taken up by the cells, indicating that the amphiphilic MYC-1 could be better 
endocytosed into the cells to exert its function.  When MYC-1 and 5-Fu acted in combination in colon cancer 
R-HCT15 cells, the resistance index (RI) was decreased from 7. 99 to 1. 55, and the relative reversal rate 
(RRR) of RI was 80. 6%.  Live (green)/dead (red) cell staining revealed that MYC-1 increased the toxicity of 
5-Fu to R-HCT15 cells.  Immunofluorescence staining (P<0. 01) and Western blotting indicated that MYC-1 
effectively inhibited the intracellular expression of HIF-1α.  The combined action of MYC-1 and 5-Fu on mice 
with R-HCT15 subcutaneous transplanted tumors had the best therapeutic effect when compared with PBS (P<
0. 001), 5-Fu (P<0. 01), and MYC-1 (P<0. 01).  Immunofluorescence staining of HIF-1α in tumor tissues 
displayed that the expression of HIF-1α was decreased in the MYC-1 and MYF groups.  HE staining showed 
that there was no obvious damage to the important organs in each treatment group.  Conclusion　Nano-

inhibitor MYC-1 can reverse the drug resistance of colorectal cancer to 5-Fu chemotherapy by reducing the 
expression of HIF-1α protein in colorectal cancer cells, thereby effectively improving the therapeutic effect of 5-Fu.

［Key words］ colorectal cancer； drug resistance； hypoxia-inducible factor 1α； YC-1 nanoparticles
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结直肠癌（colorectal cancer， CRC）是全球癌症死

亡的第三大常见原因，每年有将近 900万人死于该病，

预计在 2035 年，全球将增加 250 万结直肠癌新病例，

在新诊断的患者中，有 20% 的患者已经发生转移，有

25%的患者存在高转移风险［1-5］。我国结直肠癌的发

病率迅猛增长，已成为世界上结直肠癌的高发地区之

一，严重影响人们的身心健康［6-8］。5-氟尿嘧啶（5-

fluorouracil，5-Fu）作为一种胸苷酸合成酶的抑制药

物，可以通过抑制DNA合成而阻止肿瘤的生长。临床

上，5-Fu 常用作基础化疗药物，用于改善不可切除或

者转移性结肠癌的辅助治疗［9-12］。然而，大量文献和

临床研究数据表明，长期使用 5-Fu治疗结直肠癌容易

产生耐药，致使癌细胞出现转移或复发，总体治疗效

果不佳［13-14］。因此，如何有效逆转结直肠癌对 5-Fu的

耐药性，提高其疗效具有重要的研究意义。

有文献报道，缺氧诱导因子-1α（hypoxia-inducible 
factor 1α， HIF-1α）是介导肿瘤化疗耐药的关键调控

分子［15-18］。文献指出，肿瘤微环境缺氧会导致癌细胞

中HIF-1α的表达上调，并通过激活下游信号通路诱导肿

瘤增殖、侵袭、迁移和耐药［17，19-21］。因此，抑制HIF-1α蛋

白的表达是增敏化疗、逆转耐药的潜在治疗手段［22-23］。
YC-1 是一种 HIF-1α 抑制剂，它最初是作为一种鸟苷

酸环化酶激活剂，被用于预防和治疗血管栓塞［24-25］。
近年来，较多文献指出 YC-1 能够显著抑制肿瘤细胞

HIF-1α的表达，通过将YC-1与化疗药物联用，能起到

化疗增敏的效果［26-27］。但是，YC-1存在疏水性强（几

乎不溶水）、靶点多、副作用大等不足，这也限制了其

应用范围［28］。目前，基于 YC-1 进行结构改性和化学
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修饰得到了一系列具有特殊功效的衍生物，其中，利

奥西呱和唯立西呱已被美国食品药品监督管理局

（Food and Drug Administration，FDA）批准用于治疗射

血分数降低的肺动脉高压和心力衰竭［29-31］。然而，对

YC-1进行纳米化改性以改善其生物利用度和药效的

研究还较少。因此，研究YC-1的化学修饰，以增加其靶

向性和生物相容性并应用于逆转结直肠癌化疗具有重

要意义。

近年来，纳米材料由于其独特的理化性能、尺寸、较

高的比表面积等优势，被广泛用于生物医学领域［32-34］。
肿瘤微环境具有增强渗透和滞留效应（enhanced 
permeability and retention effect， EPR），允许纳米药物

在肿瘤富集（即被动靶向），从而有效提高药物在肿瘤

部位的局部药物浓度、降低其副作用［35-37］。因此，通

过化学修饰等手段将疏水的 YC-1修饰成两亲性的纳

米药物，以改善其在肿瘤部位的聚集和肿瘤利用率，

有助改善其抑制HIF-1α表达的能力，从而有效增加癌

细胞对化疗药物5-Fu的敏感性，具有重要研究意义。

1　材料与方法

1. 1　细胞和主要试剂

人正常结肠上皮细胞 HCoEpiC 购自中国吉妮欧

生物科技有限公司；人结肠癌细胞 HCT15、耐 5-Fu 的

人结肠癌细胞（resistant-HCT15， R-HCT15）购自中国

誉弛生物科技有限公司。YC-1、甲氧基聚乙二醇-羧

酸的羧基（methoxy-polyethylene glycol carboxylic acid， 
mPEG350-COOH）、FITC-PEG2000-COOH、5-Fu、N，N'-二
环己基碳二亚胺（DCC）、4-二甲氨基吡啶（DMAP）、二

氯甲烷（CH2Cl2）和氘代氯仿（CDCl3）均购自中国阿拉

丁生化科技股份有限公司。HIF-1α 单克隆抗体购自

美国 CST 公司。β-actin、HRP-山羊抗兔 IgG 均购自中

国爱博泰克公司。DMEM、青-链霉素、胰酶均购自美

国GIBCO公司，胎牛血清（FBS）购自英国BBI Solutions
公司。CCK-8 试剂盒购自中国葆光生物技术有限公

司。活/死细胞双染试剂盒购自中国碧云天生物技术

股份有限公司。iF555-Tyramide、Alexa Fluor 488 标记

山羊抗兔 IgG、戊二醛电镜固定液和多聚甲醛均购自

中国塞维尔生物科技公司。

1. 2　实验动物

本实验使用的 15 只 4~6 周龄雄性 BALB/c-Nude
裸鼠［体质量（20±2）g］均从中国华阜康实验动物技术

有限公司采购［实验动物生产许可证号：SCXK（京）

2024-0006］。动物饲养于陆军军医大学第二附属医院

实验动物中心 SPF 级屏障系统内［使用许可证号：

SYXK（渝）2022-0018］，环境参数严格控制在（25±1）℃

恒温，不限制饮食饮水。为减少动物痛苦，所有给药

治疗时于异氟烷吸入麻醉后操作。本研究设定人道终

点为体质量下降超初始值25%、持续拒食超48 h或肿瘤

体积超过1 000 mm3。达到人道终点的动物采用过量戊

巴比妥钠（100 mg/kg，腹腔注射）实施安乐死。所有实验

操作按照中国《实验动物管理条例》（2017年修订版）及

国际实验动物评估和认可委员会（Association for 
Assessment and Accreditation of Laboratory Animal 
Care，AAALAC）指南执行，并获陆军军医大学动物实

验伦理委员会批准（AMUWEC20245289）。

1. 3　方法

1. 3. 1　mPEG350-YC-1（MYC-1）的合成　　将194. 8 mg 
（0. 64 mmol）YC-1、224. 0 mg（0. 64 mmol）mPEG350-COOH、
158. 5 mg （0. 77 mmol） DCC、46. 2 mg （0. 38 mmol） 
DMAP溶于160 mL CH2Cl2中，冰浴中搅拌反应30 min，
于常温下继续搅拌反应24 h，然后通过硅胶柱层析分离

法对上述产物进行分离和提纯，以得到目标产物MYC-1。
利用 CDCl3 溶解上述产物，并利用核磁共振氢谱（1H 
nuclear magnetic resonance， 1H-NMR）对其表征。

1. 3. 2　MYC-1形貌和粒径分布检测　　将MYC-1和

YC-1分别用DMSO溶解，以配制成 10 mmol/L的母液，

备用；将上述母液用H2O分别稀释1 000倍至10 μmol/L。
取 10 μL 10 μmol/L 的样品液滴于超薄碳支持膜铜网

上，自然沉降 5 min，移除铜网上的样品液并用醋酸双

氧铀染色5 min，吸走醋酸双氧铀染液并用蒸馏水洗净多

余染料，待自然晾干后通过透射电镜仪器（transmission 
electron microscope， TEM）进行形貌观察。此外，上述

10 μmol/L 样品液直接通过动态光散射（dynamic light 
scattering，DLS）进行测试，以测量其在溶液中的尺寸。

1. 3. 3　荧光标记纳米抑制剂FITC-PEG2000-YC-1（FYC-1）
的合成　　FYC-1的制备同 MYC-1合成方法一致：将

35. 8 mg（0. 12 mmol） YC-1、23. 4 mg（0. 01 mmol） 
FITC-mPEG2000-COOH、42. 2 mg（1. 6 mmol）DCC、14. 1 mg
（0. 12 mmol） DMAP溶于 25 mL CH2Cl2中，冰浴中搅拌

反应 30 min后于常温搅拌反应 24 h。通过硅胶柱层析

分离法提取目标产物FYC-1，并利用 1H-NMR进行表征。

1. 3. 4　激光共聚焦显微镜（confocal laser scanning 
microscope， CLSM）观察纳米抑制剂 FYC-1　　配制

10 mmol/L的FYC-1母液，备用；然后将FYC-1母液用无

血清 DMEM 稀释至 10 μmol/L 的溶液，并将其与

HCT15细胞作用24 h，随后通过CLSM观察。

1. 3. 5　CCK-8实验　　将状态良好的 HCT15细胞和

HCoEpiC 细胞以 5 000 个/孔铺于 96 孔板，在 37 ℃、

5%CO2下孵育 24 h，待细胞完全贴壁后去掉培养基并

用PBS润洗孔板 2次。用无血清培养基配制不同浓度
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的MYC-1溶液（0、10、20、30、40、50 μmol/L），将不同浓

度的 MYC-1 溶液加入各孔，继续培养 24 h 后去掉

MYC-1溶液，PBS 润洗孔板 2次后每孔加入 100 μL 含

有 10%CCK-8溶液的培养基，在培养箱孵育 30 min 后

用酶标仪于 450 nm 处测量每个孔的吸光度［A（450）］
值 ，并 根 据 公 式 计 算 细 胞 活 率［细 胞 存 活 率 =
（A 处理-A 空白）/（A 对照-A 空白）× 100%］。

1. 3. 6　逆转耐药实验　　将R-HCT15细胞用不同浓

度MYC-1（1、2、5、8、10、20、40 μmol/L）作用 48 h，测定

无毒性的 MYC-1浓度。将 HCT15和 R-HCT15细胞与

不同浓度 5-Fu（0、16. 5、31. 3、62. 5、125. 0、250. 0、
500. 0、1 000. 0 μmol/L）作用 48 h，测定两种细胞的半

数抑制浓度（half inhibitory concentration， IC50），并分

别用 IC50（HCT15）和 IC50（R-HCT15）表示。将上述筛

选出的无毒性浓度的 MYC-1 加入 R-HCT15 细胞预处

理，然后将不同浓度 5-Fu（0、16. 5、31. 3、62. 5、125. 0、
250. 0、500. 0、1 000. 0 μmol/L）继续孵育R-HCT15细胞

48 h，作为R-HCT15+MYC-1组，通过Origin 2021软件非

线性拟合计算 IC50值。耐药指数（resistance index， RI）
和耐药相对逆转率（relative reversal rate， RRR）计算公

式为：R-HCT15 耐药指数（RIR-HCT15）=IC50（R-HCT15）/
IC50（HCT15）；R-HCT15+MYC-1耐药指数（RIR-HCT15+MYC-1）=
IC50（R-HCT15+MYC-1）/IC50（HCT15）；耐药相对逆转

率（RRR）=（RIR-HCT15-RIR-HCT15+MYC-1）/RIR-HCT15×100%。

1. 3. 7　活/死细胞染色实验　　将 R-HCT15 细胞分

别接种于 4个细胞培养皿中，并分为PBS、5-Fu、MYC-1
以及MYC-1+5-Fu（MYF组）4组，用无毒浓度的 5-Fu和

MYC-1通过单一和联合作用于R-HCT15细胞 48 h，随
后用钙黄绿素（calcein， CAL）和碘化吡啶（pyridine 
iodide， PI）分别对活、死细胞进行染色，通过荧光显微

镜观察并拍照。

1. 3. 8　Western blot实验　　以常氧环境培养R-HCT15
为常氧组，以缺氧环境培养 R-HCT15 为缺氧组，以缺

氧环境下用 10 μmol/L MYC-1孵育R-HCT15细胞设为

MYC-1 组。将 R-HCT15 细胞于上述条件作用 24 h 后

提取蛋白，随后通过 SDS-PAGE 电泳、转硝酸纤维素

膜、5% 牛奶封闭 1 h、一抗（HIF-1α、β-actin 稀释比例

1∶1 000）4 ℃孵育过夜、TBST洗膜 3次（每次 10 min）、

二抗（HRP-山羊抗兔 IgG，稀释比例 1∶2 000）室温孵

育 2 h、TBST洗膜 3次（每次 10 min）、滴加超敏化学发

光液后于凝胶成像仪上观察。

1. 3. 9　免疫荧光染色实验　　以常氧环境培养R-HCT15
设为常氧组，以缺氧环境培养 R-HCT15 设为缺氧组，

以缺氧环境下用 10 μmol/L MYC-1孵育R-HCT15细胞

设为 MYC-1 组。将 R-HCT15 细胞于上述条件作用

24 h 后通过 4% 多聚甲醛固定 24 h、PBS 清洗 3 次、破

膜液破膜 20 min、3%BSA封闭 30 min、一抗（HIF-1α稀

释比例 1∶500）4 ℃孵育过夜、二抗（iF555-Tyramide 稀

释比例1∶500）常温暗盒孵育50 min、封片后通过CLSM
拍照观察。

1. 3. 10　活体疗效评估　　准备 4周龄 BALB/c-Nude
裸鼠12只，在大腿外侧注射1×107个人结肠癌R-HCT15
细胞，构建皮下移植瘤模型；待肿瘤生长 3周后，用耳

标将小鼠从 1~12随机编号，随后将小鼠放于一个鼠笼

中，采用简单随机分组的方法，从鼠笼随机抓取老鼠，

每次 3只，将第 1~4次抓取的老鼠分别标记为 PBS（n=
3）、5-Fu（n=3）、MYC-1（n=3）以及 MYF（n=3）组。其中

PBS 组不做任何处理；5-Fu 组每隔 1 日腹腔给药 5-Fu 
（2. 5 mg/mL） 200 μL；MYC-1组每隔 1日通过尾静脉给

药MYC-1（100 μmol/L） 200 μL；MYF组每隔1日通过尾

静脉给药MYC-1（100 μmol/L） 200 μL，次日通过腹腔给

药5-Fu（2. 5 mg/mL） 200 μL，各组共给4次药。每隔1天

测量小鼠的肿瘤体积，计算公式为：Vtumor=A×B2/2，其中

A为肿瘤的长径（mm），B为肿瘤的短径（mm）。

1. 3. 11　肿瘤组织免疫荧光染色　　将取下的肿瘤

通过 4%多聚甲醛固定 24 h、石蜡包埋、切片后通过脱

蜡、梯度脱水、EDTA抗原修复、3%BSA封闭 30 min、一
抗（HIF-1α 稀释比例 1∶200）4 ℃ 孵育过夜、二抗

（Alexa Fluor 488 标记山羊抗兔 IgG，稀释比例 1∶500）
常温暗盒孵育 50 min、DAPI染色 10 min、封片后，通过

CLSM观察。

1. 3. 12　脏器HE染色　　将取下的小鼠内脏通过固

定、包埋、切片后制备石蜡切片，随后通过苏木素染色

10 min、酸洗、酸性酒精处理 5 min、伊红染色 5 min、脱
水透化后用丙烯酰胺封片，通过正置荧光显微镜拍照

观察。

1. 4　统计学分析

所有数据以 x̄±s 表示，使用 Origin 2021 软件进行

数据处理与图形绘制，HIF-1α免疫荧光染色荧光强度

值及小鼠疗效评估最后 1 d肿瘤体积的数据均为计量

资料，数据均服从正态分布，组间比较采用两独立样

本 t 检验，P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　两亲性纳米抑制剂MYC-1的制备

如图 1A 所示，YC-1 与 mPEG350-COOH 在 DCC/
DMAP催化作用下，25 ℃反应 24 h合成两亲性化合物

mPEG350-YC-1 （MYC-1）。产物纯化后，通过对 YC-1、
mPEG350-COOH 以及产物 MYC-1 的 1H-NMR 进行结构

解析，结果显示YC-1分子的 1H-NMR图在 4. 75 ppm处

的特征峰属于 1 号位上-CH2-，2、3 号位的 2 个呋喃环

氢分别对应 6. 87 ppm和 6. 48 ppm 2个特征峰；而图谱
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中 5. 65 ppm 位移处的峰属于 4 号位-CH2-特征峰。在

mPEG350-COOH图谱中，3. 35 ppm化学位移峰属于典型

的５号位 CH3O-上 H 的特征峰。另一方面，在 MYC-1
的 1H-NMR图中，5. 25 ppm处的峰属于对应底物YC-1
分子中 1号位的-CH2-的特征峰，导致该位置上氢化学

位移从 4. 75 ppm向 5. 25 ppm的移动是由于酯键形成

而产生的吸电子效应；此外MYC-1分子中 2~5号位所

对应的特征峰与小分子YC-1和mPEG350-COOH上的峰

可一一对应，表明成功制备了两亲性MYC-1（图1B）。
2. 2　MYC-1的形貌特征与粒径分布结果

通过TEM和DLS观察YC-1和MYC-1在水溶液中

的形貌和粒径分布情况。TEM 检测结果显示，由于

YC-1具有较强的疏水性，在水溶液中它会形成块状聚

集体，这也是限制其广泛使用的主要原因之一；而两

亲性MYC-1能够在水溶液自组装成直径约为（19. 96±
2. 97）nm的纳米颗粒（图2A）。随后，通过DLS对其粒径

分布情况进行测试，在水溶液中MYC-1尺寸分布均匀，

直径约30 nm，然而YC-1则呈多尺寸多分散状态，这与

其形成不规则聚集体有关（图 2B）。以上结果表明

MYC-1分散在水溶液中时，能自组装成尺寸均匀的纳

米颗粒。

2. 3　MYC-1的生物安全性评估结果

利用 CCK-8 实验测试 MYC-1 对人结肠癌细胞

HCT15 和人正常结肠上皮细胞 HCoEpiC 的毒性。结

果显示，用MYC-1对HCT15和HCoEpiC细胞作用 24 h
后，MYC-1 表现出浓度依赖的细胞毒性，细胞存活率

随着浓度的增加而降低，在 10 μmol/L 时，HCT15 和

HCoEpiC 细胞的存活率分别为（91. 4±1. 1）%、（91. 8±
0. 1）%（图3）。以上结果表明，MYC-1的浓度在10 μmol/L
以下具有较好的生物安全性，因此，将 10 μmol/L 的

MYC-1确定为后续细胞实验的安全浓度，以评估其逆

转化疗耐药的功效及其机制。

2. 4　细胞对两亲性MYC-1的摄取效果

参照MYC-1的制备方法，利用FITC-PEG2000-COOH
与 YC-1 的反应来制备 FITC 标记的 YC-1（FYC-1），以

模拟肿瘤细胞对纳米抑制剂 MYC-1 的摄取能力（图

4A）。通过 1H-NMR 对 FYC-1 进行分析，结果显示，

YC-1上1~4号位处的氢（4. 75、6. 92、6. 49和5. 68 ppm）
与 FITC-PEG2000-COOH 中 5 号位重复单元里的 H 特征

峰 3. 65 ppm在产物的FYC-1的 1H-NMR图谱中均能够

明显检测到（5. 35、6. 98、6. 49、5. 66 和 3. 65 ppm）；其

中，1 号位的位移差是由于 FITC-PEG2000对临近-CH2-
产生的吸电子效应所致（图 4B）。以上结果表明，成功

构建荧光标记的FYC-1。
利用无血清 DMEM 将 FYC-1配制成 10 μmol/L 的

溶液，并与HCT15细胞相互作用，随后通过CLSM观察
FYC-1与 HCT15细胞的作用情况。结果显示，具有两
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图1　MYC-1合成路线及 1H-NMR谱图
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亲性结构的 FYC-1 在水溶液中可自组装形成纳米颗

粒，在与HCT15细胞作用24 h后，细胞内能够观察到明

显的绿色FITC荧光信号。然而，以FITC-PEG2000-COOH
作为对照组与 HCT15 细胞作用 24 h 后，细胞对 FITC-

PEG2000-COOH 摄取能力有限，细胞内仅有微量绿色

FITC 荧光信号（图 5）。以上结果表明，FYC-1 纳米粒

子能够成功被细胞内吞，也表明两亲性 MYC-1 在与

HCT15细胞作用后，具备内吞入胞的潜力。

2. 5　MYC-1逆转R-HCT15细胞对5-Fu的耐药性

利用 CCK-8 实验评估 MYC-1 对 R-HCT15 细胞作

用 48 h 的细胞毒性，结果显示，高浓度的 MYC-1 对

R-HCT15具有一定的细胞毒性，但是低浓度的MYC-1
（1 μmol/L）对 R-HCT15 细胞基本无毒，细胞存活率约

92. 60%（图6A）。因此，选取1 μmol/L的 MYC-1 作为联

合治疗浓度来评估其增敏 5-Fu 对 R-HCT15 细胞的

毒性。随后，利用 CCK-8 实验测定 5-Fu 对 HCT15 细

胞、R-HCT15 及 R-HCT15+MYC-1 的细胞抑制率并拟

合细胞抑制曲线，结果显示，相对于HCT15细胞，5-Fu

对 R-HCT15 细胞的细胞抑制曲线明显右移，IC50浓度

明显增大，说明R-HCT15细胞对 5-Fu的杀伤效果产生

了一定的抗性。但当将 5-Fu 联合 1 μmol/L 的 MYC-1
作用于 R-HCT15 细胞后，其细胞抑制曲线出现左移，

且 IC50 浓度变小，说明 MYC-1 明显增强了 5-Fu 对

R-HCT15 细胞的杀伤效果（图 6B，表 1）。对 RI 进行

计算，结果显示，MYC-1 作用于 R-HCT15细胞后，其RI
由 7. 99下降到了 1. 55，RI 相对逆转了 80. 60%（表 1）。

以上结果表明MYC-1具有逆转耐药的潜力。

2. 6　活/死细胞染色评估 MYC-1 增敏 5-Fu 的杀伤

效果

通过活/死细胞染色进一步评估MYC-1对5-Fu的增

敏效果。结果显示，MYC-1或 5-Fu单药处理R-HCT15
细胞与 PBS处理组的结果类似，呈现出多数的活细胞

（绿色）和较少的死细胞（红色）；但联合给药的MYF组

则出现大量红色荧光的死细胞（图 7）。以上结果进一

步说明，MYC-1 增加了 5-Fu 对 R-HCT15 的细胞毒性，

具有逆转化疗耐药的效果。
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图2　YC-1和MYC-1的形貌和粒径分布检测
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图4　FYC-1的合成路径图及 1H-NMR结果示意图
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2. 7　MYC-1在体外逆转5-Fu耐药的机制

采用免疫荧光染色和 Western blot 实验观察各组

间 HIF-1α 蛋白的表达情况，以探究 MYC-1 逆转化疗

耐药的机制。免疫荧光结果显示，在常氧条件下细胞

内 HIF-1α的红色荧光信号较弱，而在缺氧条件下，红

色荧光信号显著增加，表明缺氧条件下能上调HIF-1α
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图6　MYC-1逆转5-Fu耐药实验

表1　MYC-1对 IC50和耐药指数的影响

分组
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图7　MYC-1逆转R-HCT15耐5-Fu实验
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蛋白的表达。在缺氧条件下，用 MYC-1 孵育细胞后，

HIF-1α荧光信号明显下降，表明MYC-1能进入癌细胞

并有效抑制 HIF-1α的表达（图 8A）。通过对 3组细胞

中的HIF-1α红色荧光信号进行量化分析，发现MYC-1
组细胞的红色荧光信号强度比缺氧组降低了 4. 3 倍

（P<0. 01，图 8B），进一步证实了MYC-1具有显著抑制

细胞 HIF-1α 表达的能力。此外，Western blot 结果进

一步显示，MYC-1处理组和常氧组细胞中的HIF-1α表

达均明显弱于缺氧组（图 8C）。以上结果证明，MYC-1
能够较好地被癌细胞摄取并显著抑制HIF-1α的表达，

为激活下游信号通路逆转耐药提供了理论依据。

2. 8　MYC-1在体内逆转化疗耐药的疗效评估及机制

利用 R-HCT15 构建耐药肿瘤细胞皮下移植瘤小

鼠模型，以评估 MYC-1 对 5-Fu 的增敏效果（图 9A）。

在开始给药后第 15天（即完成疗效评估当日），荷瘤小

鼠实物图显示，MYF 组的肿瘤体积明显小于 5-Fu、
MYC-1 和 PBS 组（图 9B）。在给药治疗和药效观察期

间，肿瘤体积的生长曲线图（经归一化处理后）显示，

MYF组中的肿瘤生长速率得到了显著的抑制，而其他

3 组肿瘤生长速率都显著高于 MYF 组，在第 15 天，

MYF 组肿瘤体积明显小于 PBS（P<0. 001）、5-Fu （P<
0. 01）和 MYC-1（P<0. 01）组（图 9C）。此外，将治疗后

的肿瘤组织剥离后进行比较和称量，以进一步评估

MYF的治疗效果，离体肿瘤实物图显示MYF组的肿瘤

组织的确更小（图 9D），而离体肿瘤质量的统计结果则

进一步证实MYF组的良好治疗效果（图 9E）。以上结

果说明，MYC-1具备增敏 5-Fu化疗效果，逆转 5-Fu耐

药的重要作用。

通过对肿瘤组织进行HIF-1α免疫荧光染色，结果

显示，MYC-1 和 MYF 组的肿瘤组织 HIF-1α（绿色）的

表达明显低于PBS和 5-Fu治疗组（图 9F），表明MYC-1
能通过下调肿瘤组织中 HIF-1α的表达来增加肿瘤对

5-Fu 药物的敏感性。小鼠主要离体脏器的病理染色

结果显示，各组均无明显的病理特征（图 9G）。以上结

果表明，MYC-1通过降低肿瘤组织中HIF-1α的产生来

提高 5-Fu的治疗效果，有效逆转结直肠癌对 5-Fu的耐

药性。

3　讨论

3. 1　MYC-1逆转化疗耐药的效能及机制

两亲性MYC-1通过mPEG350-COOH修饰后，在水溶

液中自组装形成粒径约（19. 96±2. 97）nm的均匀纳米颗

粒，不仅解决了疏水性YC-1的团聚难题，还能通过增强

渗透滞留效应靶向富集于肿瘤，为体内递送提供了物理

基础。荧光标记实验显示，经FITC-PEG2000-COOH修饰

的类似物 FYC-1可被癌细胞有效摄取，证实两亲性分
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图8　MYC-1抑制R-HCT15细胞HIF-1α表达
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图9　MYC-1逆转5-Fu耐药的活体疗效评估及机制研究

（图9G续下页）
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子结构通过增强细胞膜亲和力提升了细胞内化效率，

这为 MYC-1在细胞内发挥 HIF-1α抑制作用奠定了递

送基础。CCK-8实验数据表明，MYC-1预处理可显著

增强 5-Fu 对 R-HCT15 细胞的抑制效果，其 IC50 从
（144. 25±38. 02）μmol/L 降至（27. 99±14. 28）μmol/L，
RI 从 7. 99 降至 1. 55，耐药指数相对逆转了 80. 60%，

揭示其对 5-Fu耐药的显著逆转作用。活/死细胞染色

进一步证实MYC-1对 5-Fu的增敏效果；细胞免疫荧光

实验和Western blot结果显示，在缺氧微环境中，HIF-1α
蛋白呈高表达状态，此实验结果与文献报道的结论一

致［38］。在相同缺氧条件下，MYC-1分子可下调HIF-1α
的表达水平，表明 MYC-1 通过降低 HF-1α 来逆转

R-HCT15 耐药的体外分子机制。荷瘤小鼠模型进一

步显示，单独给药 5-Fu 进行治疗时，尽管能在一定程

度上抑制肿瘤的生长速度，但其疗效显著弱于 MYF
组，表明MYC-1纳米制剂通过协同作用增强了 5-Fu化

疗敏感性。肿瘤组织免疫荧光染色显示，MYC-1 和

MYF组肿瘤组织中HIF-1α表达显著下调，证实MYC-1
通过抑制HIF-1α通路逆转耐药的分子机制，与文献报

道的 HIF-1α 高表达介导化疗抵抗的结论一致。重要

脏器HE染色结果显示，各治疗组未见明显病理特征，

表明该策略具有较好的组织相容性。

3. 2　MYC-1临床转化前景及挑战

MYC-1 通过增强渗透滞留效应实现肿瘤靶向富

集，能够显著抑制癌细胞 HIF-1α的表达，从而逆转结

直肠癌对 5-Fu的化疗耐药，有效改善了其化疗治疗效

果，是一种具有开发前景的方法。不仅如此，考虑到

HIF-1α 在乳腺癌、肺癌、胃癌等多种实体瘤中均呈高

表达状态，因此有理由期待MYC-1联合化疗药物这一

策略不仅适用于结直肠癌，对其它依赖HIF-1α通路的

癌症类型可能依然适用。然而，除了HIF-1α可以引起

化疗耐药之外，癌细胞凋亡异常、代谢重编程、瘤内

菌、干细胞富集和肿瘤高度异质性等因素都会导致化

疗治疗耐药［39-41］。因此，这些复杂因素都有可能影响

MYC-1在逆转化疗耐药应用中的效果，甚至可能引发

耐药复发的不良后果。由此可见，若要将MYC-1应用

于临床，还有漫长且充满挑战的道路需要探索。未

来，可以考虑在此基础上，对其进行靶向、载药修饰或

多靶点联合策略等，以进一步提高其肿瘤富集率、针

对肿瘤耐药的复杂机制进行多方位干预，充分发挥药

物之间的协同效应，从而达到更为理想的抗肿瘤效

果。在未来的临床试验和应用研究中，还可以借助精

准医学的理念，通过基因检测技术与肿瘤分子分型手

段，对患者的基因特征和肿瘤分子标志物进行深度剖

析，从而精准筛选出对MYC-1具有高敏感性的患者亚

群，实现治疗方案的高度精准化和个体化制定［42-44］。
综上所述，本研究构建的两亲性纳米抑制剂

MYC-1通过自组装形成尺寸均匀的纳米颗粒，显著增

强细胞摄取并抑制HIF-1α表达，有效逆转结直肠癌细

胞对 5-Fu 的耐药性。其在体内外模型中展现的较好

的逆转耐药能力，为化疗耐药难题提供了新解决方

案。尽管临床转化仍面临耐药机制复杂性等挑战，

MYC-1联合化疗的策略在 HIF-1α 相关实体瘤治疗中

具有广阔前景，值得开展深入研究。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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