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Abstract
BACKGROUND
Irinotecan (camptothecin-11, CPT-11) is a first-line 
chemotherapy drug for advanced colon cancer, but CPT-

11 resistance limits its efficacy. Studying the mechanism 
of CPT-11 resistance in colon cancer and restoring the 
sensitivity of colon cancer cells to CPT-11 are of great clinical 
value in prolonging the life time of colon cancer patients.

AIM
To investigate the effect and mechanism of long 
intergenic non-coding RNA-p21 (lincRNA-p21) on CPT-
11 resistance in colon cancer cells.

METHODS
HCT-8 and SW480 cells were used to construct irinotecan-
resistant HCT-8/CPT-11 and SW480/CPT-11 cell lines by 
continuously exposing them to increasing concentrations 
of CPT-11, and the expression of lincRNA-p21 in the cells 
was detected by real-time quantitative polymerase chain 
reaction (RT-qPCR). After transfection with pcDNA-
lincRNA-p21 or si-lincRNA-p21, the effect of CPT-
11 on the viability of HCT-8/CPT-11 cells or SW480/
CPT-11 cells was measured by cell counting kit-8 (CCK-
8) assay. The regulatory effect of lincRNA-p21 on the 
phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B (PI3K/AKT) 
pathway was preliminarily analyzed by Western blot. 
After pretreatment with PI3K/AKT pathway inhibitor 
LY294002 prior to transfection with si-lincRNA-p21, or 
pretreatment with PI3K/AKT pathway agonist Recilisib 
prior to transfection with pcDNA-lincRNA-p21, the effect 
of CPT-11 on cell viability in HCT-8/CPT-11 cells or 
SW480/CPT-11 cells was measured by CCK-8 assay. 

RESULTS
LincRNA-p21 expression in CPT-11 resistant cells 
was significantly lower than that in parental cells. 
Overexpression of lincRNA-p21 inhibited the resistance 
of HCT-8/CPT-11 cells and SW480/CPT-11 cells to 
CPT-11, while knockdown of lincRNA-p21 enhanced 
the resistance of HCT-8/CPT-11 cells and SW480/CPT-

LincRNA-p21调控PI3K/AKT信号通路逆转结肠癌细胞伊
立替康耐药性
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11 cells to CPT-11. Western blot results showed that 
overexpression of lincRNA-p21 inhibited the activity 
of the PI3K/AKT pathway, while knockdown of 
lincRNA-p21 enhanced the activity of the PI3K/AKT 
pathway. LY294002 inhibited the promotive effect of 
lincRNA-p21 knockdown on CPT-11 resistance, while 
Recilisib inhibited the inhibitive effect of lincRNA-p21 
overexpression on CPT-11 resistance. 

CONCLUSION
Up-regulation of lincRNA-p21 can inhibit the CPT-11 
resistance of colorectal cancer cells, while down-regulation 
of lincRNA-p21 can promote their CPT-11 resistance, 
which may be related to the regulation of the PI3K/AKT 
signaling activity by lincRNA-p21.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: LincRNA-p21; Colon cancer; Irinotecan; PI3K/
AKT; Resistance
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摘要
背景
伊立替康(camptothecin-11, CPT-11)为晚期结肠癌的
一线化疗用药, 但CPT-11耐药性限制了CPT-11的化疗
效果. 研究结肠癌CPT-11耐药的机制, 并恢复结肠癌
细胞对CPT-11的敏感性, 对延长结肠癌患者的生命
时间具有十分重要的临床价值. 

目的
探讨长链基因间非编码RNA-p21(long intergenic non-
coding RNA-p21, lincRNA-p21)对结肠癌细胞CPT-11
耐药的作用和机制.

方法
采用结肠癌HCT-8细胞和SW480细胞利用CPT-11
持续接触浓度递增法分别构建伊立替康耐药HCT-
8/CPT-11细胞和SW480/CPT-11细胞, 并利用实时定
量聚合酶链式反应(real-time quantitative polymerase 
chain reaction, RT-qPCR)检测细胞内lincRNA-p21表
达. HCT-8/CPT-11细胞和SW480/CPT-11细胞分别
转染pcDNA-lincRNA-p21或si-lincRNA-p21后, 细胞
计数试剂盒-8(cell counting kit-8, CCK-8)实验检测
CPT-11对细胞活性的影响; 蛋白质免疫印迹(Western 
blot)初步分析了lincRNA-p21对磷脂酰肌醇3-激酶
/蛋白激酶B(phosphoinositide 3-kinase/protein kinase 
B, PI3K/AKT)通路是否有调节作用. 采用PI3K/AKT

通路抑制剂LY294002预处理已转染si-lincRNA-p21
的HCT-8/CPT-11细胞和SW480/CPT-11细胞或采用
PI3K/AKT通路激动剂Recilisib预处理已转染pcDNA-
lincRNA-p21的HCT-8/CPT-11细胞和SW480/CPT-11
细胞, CCK-8实验检测CPT-11对细胞活性的影响.

结果
与亲本细胞相比, CPT-11耐药细胞中lincRNA-p21
表达明显降低. 过表达lincRNA-p21抑制HCT-8/CPT-
11细胞和SW480/CPT-11细胞对CPT-11耐药性, 而
敲低lincRNA-p21增强HCT-8/CPT-11细胞和SW480/
CPT-11细胞对CPT-11耐药性. Western blot结果显示, 
lincRNA-p21过表达抑制PI3K/AKT通路活性; 而敲
低lincRNA-p21增强PI3K/AKT通路活性. LY294002
能抑制lincRNA-p21敲低对CPT-11耐药的促进作用; 
Recilisib能抑制lincRNA-p21过表达对CPT-11耐药的
抑制作用.

结论
上调lincRNA-p21能抑制结肠癌细胞CPT-11耐药性, 
而下调lincRNA-p21能增强结肠癌细胞CPT-11耐药
性, 这种调节作用可能与lincRNA-p21调控PI3K/AKT
信号通路活性相关.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: lincRNA-p21在HCT-8/CPT-11和SW480/CPT-
11细胞中低表达. 过表达lincRNA-p21能部分逆转HCT-8/
CPT-11和SW480/CPT-11细胞的CPT-11耐药性并伴随抑制

磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B活性; 敲减lincRNA-p21以

上指标呈相反结果.
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0  引言

结肠癌是一种常见的消化道肿瘤, 是全球癌症患者死亡

的常见原因[1]. 化疗是常见的结肠癌治疗手段之一, 但
结肠癌的化疗效果常受到化疗药物耐药性的制约[2]. 而
鉴定逆转结肠癌化疗耐药的生物标志物并阐明潜在的

分子机制有助于开发新的治疗结肠癌的策略[3]. 伊立替

康(camptothecin-11, CPT-11)为晚期结肠癌的一线用药, 
但经过一段时间化疗后, 往往造成化疗耐药性增加. 因
此, 深入研究结肠癌CPT-11耐药的机制, 并恢复结肠癌

http://e.so.com/search/eclk?p=50a6fyW6vTwnn_sHX4V00NQJJK-Ugq6VTaigg8AoRUCXp0wB9bZfDe6-L1wu3jKkHiAxpBI6SZnQh9SAr8Husw7Ql55rQyTRGZ6baKeOamga2qAx7k_T4jNiE6G9OiSEbOIZU1FbgvF76bp_CABLKFccQqbzA0_9gsenRQiYSCrpFXk9WYG6dj_YK2Yke3XEEgw12-pV7_O-aMScaajTNwtSDqVIzvO9mgxXLpBK-QITFwVDwkpiXEM51AuJSs5VYRQeNZjse75SkvsrAy6W5dz_kbmYTdA7ONbdV2aqsJX4GFsdejx8B824VHGz-ccxeDZEEr0sc2xjbS6PVLxf-7NpAz42UwbTx9l78RTNpYJnsPlh58-c4ch-DZNF8UpLc5Pdd0a9-N9CfcXElgKbZi7x5Duoi3Pj2PKY9v-grEEX8UiswMTuc9S7rd-EhuS7O8o_iBRupib4umC75_BbIXIU4WG6n2ZGA0RkiSY3RQI1VBvA47X8hOvh0RkeqzcxTJJlIFFgax2jUf3pO3EqxhcBC2763eYeJjl50D9IxwP7GhdTdK0o0k6HjCHs6M6zWQAGpCd2ByWSWMTFAGEx-2gw_OoXuWddcLsC524nWLfzZkSvVWC3MHHmJNGkmw9OnnFgqNwi78tX2pDiofZA2kt25PiG7Q&ns=0&v=2&at=Q2VsbCBDb3VudGluZyBLaXQtOCABY2NrLTgC5ZCJ6Iez6K-V5YmC&aurl=aHR0cDovL3d3dy5hY21lYy1lLmNvbQ&sig=1f69&bt=1&st=1573548921741&dd=1573548940100&cl=37&cr=2&dw=540&dh=881&px=110&py=7&kd=101&p1=125&p2=19&p3=5&p4=76&ud=1573548940161
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细胞对CPT-11的敏感性, 对延长结肠癌患者的生命时间

具有十分重要的临床价值及社会意义. 
长链基因间非编码RNA-p21(long intergenic non-

coding RNA-p21, lincRNA-p21)被称为p53直接转录靶, 
已发现其在多种人类实体瘤中下调[4,5], 且lincRNA-p21
可以抑制肝癌、肺癌和胃癌等肿瘤的发生发展[5-7]. 而, 
lincRNA-p21在结肠癌中对化疗耐药性影响的研究尚

少. 因此本实验主要研究l incRNA-p21对结肠癌细胞

CPT-11耐药性的调节作用, 并初步研究其作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞HCT-8和SW480购自于美国

典型培养物保藏中心(american type culture collection, 
ATCC); 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)和PRMI-1640
培养基购于美国Gibco公司; 细胞计数试剂盒-8(cel l 
counting kit-8, CCK-8)、辣根过氧化物酶(horseradish 
peroxidase, HRP)耦合的二抗和二喹啉甲酸(bicinchoninic 
acid disodium, BCA)试剂盒购于江苏碧云天公司; CPT-
11粉剂由江苏恒瑞公司赠予; TRIZol试剂、逆转录试

剂盒和SYBR GreenⅠ购于日本Takara公司; 磷脂酰

肌醇3-激酶(phosphoinositide 3-kinase, PI3K)、磷酸化

PI3K(phospho-PI3K, p-PI3K)、蛋白激酶B(protein kinase 
B, AKT)和磷酸化AKT(phospho-AKT, p-AKT)抗体购

于美国CST公司. PI3K/AKT通路抑制剂LY294002和激

动剂Recilisib购自美国Med Chem Express公司; 包含全

长lincRNA-p21的克隆载体(pcDNA-lincRNA-p21)和靶

向抑制lincRNA-p21的siRNA(si-lincRNA-p21) (序列为: 
GAUAGAUAAUGUUCCUCAA)以及pcDNA空载体

(pcDNA-vector)和阴性siRNA(siRNA-Negative control, si-
NC) (序列为: UUCUCCGAACGUGUCACGU)由上海吉

玛公司合成. 
1.2 方法

1.2.1 CPT-11耐药的细胞株的诱导与构建: 按照文献[8]

中描述的方法, 采用药物持续接触浓度递增法逐步诱

导HCT-8细胞和SW480细胞对CPT-11耐药. 取对数期生

长状态良好的HCT-8细胞和SW480细胞用胰酶消化, 离
心后弃上清并重悬, 取约1×106细胞数的细胞接种于含

CPT-11初浓度为5 μmol/L的培养基中, 每48 h后换液一

次. 同一浓度的药物反复处理3代细胞, 当细胞能维持

生长且存活率大于80%时, 根据细胞存活状况不断增

加药物浓度, 并依此反复处理, 直至其能在50 μmol/L
的药物浓度中稳定生长, 命名为HCT-8/CPT-11细胞和

SW480/CPT-11细胞. 使用耐药细胞株前, 将其培养在含

有25 μmol/L CPT-11的细胞培养液中持续培养1 wk. 
1.2.2 细胞培养: HCT-8、SW480、HCT-8/CPT-11和

SW480/CPT-11细胞在含有10%FBS的PRMI-1640培养液

中, 置在37 ℃和5%CO2的条件下培养, 并且每隔2 d换液

一次, 每周用0.25%胰蛋白酶消化传代. 
1.2.3 结肠癌CPT-11耐药细胞转染: HCT-8/CPT-11
和SW480/CPT-11细胞接种于6孔板中, 贴壁后利用

Lipofectamine 3000辅助转染si-lincRNA-p21、si-NC、
pcDNA-lincRNA-p21和pcDNA-vector, 6 h后更换为新鲜

培养基, 继续培养细胞48 h. 细胞经实时定量聚合酶链

式反应(real-time quantitative polymerase chain reaction, RT-
qPCR)确定已经转染成功后, 用于后续实验. 
1.2.4 RT-q P C R实验: 使用TRIZol试剂提取待测细

胞的总R N A, 利用逆转录试剂盒合成基因c D N A
链. 以cDNA为模板, 加入SYBR GreenⅠ及引物混合

后用7500 Fast Applied Biosystems进行RT-qPCR实验. 
LincRNA-p21反应条件: 95 ℃ 5 min, 40个循环: 95 ℃ 
1min, 74 ℃ 30s, 72 ℃ 34s. GAPDH引物(5’-3’): 正向

引物: GGGAAATTCAACGGCACAGT , 反向引物: 
AGATGGTGATGGGCTGCCC; lincRNA-P21引物(5’-3’): 
正向引物: GGGTGGCTCACTCTTCTGGC, 反向引物: 
TGGCCTTGCCCGGGCTTGTC. 以GAPDH为内参, 行
2-ΔΔCt法进行量化lincRNA-p21表达. 
1.2.5 CCK-8检测细胞活性: 细胞按照4000个/孔的密度

接种于96孔板培养板中, 按照实验指定的要求, 采用或

者不采用LY294002(10 μmol/L)[9]和Recilisib(10 μmol/
L)[10]预处理细胞30 min, 再采用不同浓度(25, 50, 100, 
150, 200 μmol/L)[8] CPT-11培养细胞24 h. 实验达到终点

时间后, 加入10 μL CCK-8染色液, 在细胞培养箱中孵

育2 h后, 在450 nm处测定各孔吸光度. 
1.2.6 蛋白质免疫印迹(Western blot): 以裂解液(10 
mmol/ L Tris-HCl、150 mmol/ L NaCl、0.11% SDS、1% 
Triton-100、2 μg/mL Aprotinin、2 μg/mL Leupeptin、1 
mmol/L PMSF)抽提已转染细胞的总蛋白, BCA法定量

蛋白含量. 每样品取20 μg细胞总蛋白进行电泳, 然后转

移蛋白至聚偏二氟乙烯(polyvinylidene fluoride, PVDF)
膜上, 5%脱脂奶粉室温封闭2 h, 随后, 将膜与p-PI3K、

PI3K、p-AKT、AKT一抗(稀释度1:500)在4 ℃温育过

夜. 第二天, 洗涤膜后, 将膜与HRP标记的二抗(稀释度

1:10000)一起室温孵育1 h. 洗涤膜后, 使用Tanon GIS凝
胶成像系统ECL显影, 曝光成像. 用Image J软件扫描灰

度值, 以GAPDH内参灰度值为对照, 用其比值作图. 
统计学处理 采用SPSS 20.0统计软件进行数据分

析, 符合正态分布的数据表示为mean±SD. 俩组数据比

较, 采用成组t检验; 多组间数据两两比较, 先行方差分

析齐性检验, 满足方差齐的条件下, 运用方差分析的后

续检验. P<0.05为差异有统计学意义. 
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2  结果

2.1 CPT-11耐药细胞的鉴定 HCT-8细胞的IC50值为

44.62 μmol/L±5.14 μmol/L, HCT-8/CPT-11细胞的IC50值
为172.35 μmol/L±8.26 μmol/L, 耐药指数为3.86; SW480
细胞的IC50值为47.83 μmol/L±4.02 μmol/L, SW480/
CPT-11细胞的IC50值为219.64 μmol/L±11.18 μmol/L, 
耐药指数为4.59; 与HCT-8细胞或SW480细胞比较, HCT-
8/CPT-11细胞(图1A)或的SW480/CPT-11细胞(图1B)的
细胞活性均明显升高(P<0.01). 以上结果表明CPT-11耐
药细胞构建成功. 
2.2 CPT-11耐药细胞中lincRNA-p21表达 通过RT-qPCR
检测CPT-11耐药细胞和亲本细胞中lincRNA-p21相对表

达量. 结果如图2显示, 分别与HCT-8细胞或SW480细胞

比较, HCT-8/CPT-11细胞(图2A)或SW480/CPT-11细胞(图
2B)中lincRNA-p21的相对表达量均明显降低(P<0.01). 
2.3 敲低lincRNA-p21增强CPT-11耐药细胞对CPT-11
耐药性 分别对HCT-8/CPT-11细胞或SW480/CPT-11细胞

转染si-lincRNA-p21, CCK-8法检测敲低lincRNA-p21对
CPT-11耐药细胞的敏感性的影响. HCT-8/CPT-11细胞敲

低lincRNA-p21(图3A)后, 与si-NC组比较, si-lincRNA-p21
组HCT-8/CPT-11细胞在100、150、200 μmol/L CPT-11浓
度下的细胞活性均明显升高(P<0.05; P<0.01; P<0.001), 
见图3B. 在SW480/CPT-11细胞中也得到了类似的结果, 
见图3C和3D. 以上结果提示, lincRNA-p21敲低能增强

CPT-11耐药性. 
2.4 过表达lincRNA-p21促进CPT-11耐药细胞对CPT-
11敏感性 分别对HCT-8/CPT-11细胞或SW480/CPT-11
细胞转染pcDNA-lincRNA-p21, CCK-8法检测过表达

lincRNA-p21对CPT-11耐药细胞的敏感性的影响. HCT-8/
CPT-11细胞过表达lincRNA-p21(图4A)后,与pcDNA-vector
组比较, pcDNA-lincRNA-p21组HCT-8/CPT-11细胞在CPT-
11处理下的细胞活性均明显降低(P<0.001), 见图4B. 在
SW480/CPT-11细胞中也得到了类似的结果, 见图4C和
4D. 以上结果提示, lincRNA-p21过表达能对CPT-11增敏. 
2.5 lincRNA-p21对PI3K/AKT通路的调控作用 Western 
blot检测敲低或过表达lincRNA-p21对PI3K/AKT通路

的调控作用: 转染si-lincRNA-p21后, 与si-NC组比较, si-
lincRNA-p21组HCT-8/CPT-11细胞(图5A)或SW480/CPT-
11细胞(图5B)中p-PI3K和p-AKT的相对表达量均明显

升高(P<0.01). 转染pcDNA-lincRNA-p21后, 与pcDNA-
vector组比较, pcDNA-lincRNA-p211组HCT-8/CPT-11
细胞(图5C)或SW480/CPT-11细胞(图5D)中p-PI3K和

p-AKT的相对表达量均明显降低(P <0.01). 结果提示, 
lincRNA-p21敲低促进CPT-11耐药细胞p-PI3K和p-AKT
的表达, 而lincRNA-p21过表达抑制CPT-11耐药细胞

p-PI3K和p-AKT的表达. 
2.6 PI3K/AKT信号通路参与lncRNA-p21对CPT-11耐药

性的调节作用 LY294002预处理的转染si-lincRNA-p21
的CPT-11耐药细胞或Recilisib预处理的转染pcDNA-
lincRNA-p21的CPT-11耐药细胞对PI3K/AKT通路信号

的影响见图6.
采用C C K-8检测LY294002预处理的转染s i -

l incRNA-p21的CPT-11耐药细胞对CPT-11敏感性的

影响. 结果显示,与si-lincRNA-p21组比较, si-lincRNA-
p21+LY294002组HCT-8/CPT-11细胞(图7A)或SW480/
CPT-11细胞(图7B)分别在100、150、200 μmol/L CPT-11
下的细胞活性均明显降低(P <0.05或P <0.01或P <0.001). 
提示, LY294002预处理能抑制lincRNA-p21敲低对CPT-
11耐药性的促进作用. 

采用CCK-8检测Recilisib预处理的转染pcDNA-
lincRNA-p21的CPT-11耐药细胞对CPT-11敏感性的影

响. 结果显示, 与pcDNA-lincRNA-p21组比较, pcDNA-
lincRNA-p21+Recilisib组HCT-8/CPT-11细胞(图7C)或
SW480/CPT-11细胞(图7D)在CPT-11下的细胞活性均

明显升高(P<0.001). 结果提示, Recilisib预处理能抑制

lincRNA-p21过表达对CPT-11增敏作用. 
以上实验结果共同提示, PI3K/AKT信号通路参与

lincRNA-p21对CPT-11耐药性的调节作用. 

3  讨论

CPT-11耐药是晚期结肠癌患者治疗失败的主要原因

之一[11]. 而探索逆转结肠癌CPT-11耐药的机制有助于

对延长结肠癌患者的生命时间. 近年研究[6,12,13]发现, 
lincRNA-p21在非小细胞肺癌, 食管癌和结直肠癌等多

种肿瘤中下调表达, 而上调lincRNA-p21抑制肿瘤细胞

的生长和侵袭. 有研究[14]报道lincRNA-p21具有增强结

直肠癌细胞对放疗敏感性的作用, 然而lincRNA-p21对
缓解结肠癌细胞CPT-11耐药性的作用目前尚未见报道. 
本研究发现, 相对于结肠癌亲本细胞, lincRNA-p21在
结肠癌CPT-11耐药细胞上低表达, 且敲低lincRNA-p21
表达增强结肠癌CPT-11耐药细胞的耐药性, 而过表达

lincRNA-p21能部分恢复结肠癌CPT-11耐药细胞对CPT-
11的敏感性. 这一结果提示, lincRNA-p21是治疗结肠癌

CPT-11耐药潜在的靶点. 
本研究对lincRNA-p21调控结肠癌CPT-11耐药的机

制进行了探索, 结果显示敲低lincRNA-p21促进p-PI3K
和p-AKT的表达; 而过表达lincRNA-p21则抑制p-PI3K
和p-AKT表达. 而PI3K/AKT信号传导在结肠癌发生发

展中起着重要作用[15-16], 并且有已有研究报道化疗耐药

结直肠癌组织或奥沙利铂耐药结直肠癌细胞中p-PI3K
和p-AKT高表达, 而抑制PI3K/AKT信号活性能抑制顺
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A B

D

图  3  LincRNA-p21敲低增强CPT-11耐药细胞对CPT-11耐药性(n  = 4). A: RT-qPCR鉴定si-lincRNA-p21在HCT-8/CPT-11细胞中转染效
率, 与si-NC组比较, aP = 0.000; B: si-lincRNA-p21转染后, HCT-8/CPT-11细胞在不同剂量的CPT-11处理24 h下的细胞活性, 与si-NC组比
较, bP = 0.023, cP  = 0.006, dP  = 0.000; C: RT-qPCR鉴定si-lincRNA-p21在SW480/CPT-11细胞中转染效率, 与si-NC组比较, eP = 0.000; D: si-
lincRNA-p21转染后, SW480/CPT-11细胞在不同剂量的CPT-11处理24 h下的细胞活性, 与si-NC组比较, fP  = 0.032, gP  = 0.015, hP  = 0.000. 
lincRNA-p21: 长链基因间非编码RNA-p21; CPT-11: 伊立替康; RT-qPCR: 实时定量聚合酶链式反应.

图  1  通过CCK-8法对构建的CPT-11耐药细胞进行鉴定(n = 4). A: 鉴定HCT-8/CPT-11细胞, 与HCT-8细胞比较, aP  = 0.003; B: 鉴定SW480/
CPT-11细胞, 与SW480细胞比较, bP = 0.000. CCK-8: 细胞计数试剂盒-8; CPT-11: 伊立替康.

图  2  RT-qPCR检测CPT-11耐药细胞中lincRNA-p21的表达(n = 3). A: lincRNA-p21在HCT-8细胞和HCT-8/CPT-11细胞中的表达, 与HCT-8细
胞比较, aP = 0.005; B: lincRNA-p21在SW480细胞和SW480/CPT-11细胞中的表达, 与SW480细胞比较, bP = 0.000. RT-qPCR: 实时定量聚合酶
链式反应; CPT-11: 伊立替康; lincRNA-p21: 长链基因间非编码RNA-p21.
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A B

图  5  LincRNA-p21对PI3K/AKT通路的调控作用(n  = 3). A: si-lincRNA-p21转染后, Western blot检测HCT-8/CPT-11细胞中p-PI3K、PI3K、
p-AKT和AKT的蛋白表达, 与si-NC组比较, aP = 0.000, bP  = 0.002; B: si-lincRNA-p21转染后, Western blot检测SW480/CPT-11细胞中p-PI3K、
PI3K、p-AKT和AKT的蛋白表达, 与si-NC组比较, cP = 0.000, dP  = 0.015; C: pcDNA-lincRNA-p21转染后, Western blot检测HCT-8/CPT-11细
胞中p-PI3K、PI3K、p-AKT和AKT的蛋白表达, 与pcDNA-vector组比较, eP = 0.006, fP  = 0.003; D: pcDNA-lincRNA-p21转染后, Western blot检
测SW480/CPT-11细胞中p-PI3K、PI3K、p-AKT和AKT的蛋白表达, 与pcDNA-vector组比较, gP = 0.004, hP  = 0.001. lincRNA-p21: 长链基因间
非编码RNA-p21; CPT-11: 伊立替康; PI3K: 磷脂酰肌醇3-激酶; p-PI3K: 磷酸化PI3K; AKT: 蛋白激酶B; p-AKT: 磷酸化AKT.

图  4  LincRNA-p21过表达抑制CPT-11耐药细胞对CPT-11耐药性(n = 4). A: RT-qPCR鉴定pcDNA-lincRNA-p21在HCT-8/CPT-11细胞中的转
染效率, 与pcDNA-vector组比较, aP = 0.000; B: pcDNA-lincRNA-p21转染后, HCT-8/CPT-11细胞在不同剂量的CPT-11处理24 h下的细胞活
性, 与pcDNA-vector组比较, bP = 0.000; C: RT-qPCR鉴定pcDNA-lincrna-p21在SW480/CPT-11细胞中的转染效率, 与pcDNA-vector组比较, cP 
= 0.000; D: pcDNA-lincRNA-p21转染后, SW480/CPT-11细胞在不同剂量的CPT-11处理24 h下的细胞活性, 与pcDNA-vector组比较, dP = 0.000. 
lincRNA-p21: 长链基因间非编码RNA-p21; CPT-11: 伊立替康; RT-qPCR: 实时定量聚合酶链式反应.
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铂耐药性[17]. 故, 我们推测lincRNA-p21调节CPT-11耐
药性可能与其调控PI3K/AKT信号活性相关. 并且本研

究进一步研究发现, PI3K/AKT抑制剂LY294002能逆转

lincRNA-p21敲低对CPT-11耐药性的促进作用, PI3K/
AKT激动剂Recilisib能抑制lincRNA-p21过表达对CPT-
11增敏作用. 以上结果说明, lincRNA-p21通过调节PI3K/
AKT信号活性来调控CPT-11耐药性. 

另外, 众所周知PI3K/AKT抑制剂可以抑制肿瘤生

长、侵袭、转移以及逆转多种化疗药物耐药性[18], 但
PI3K/AKT信号活性同样也是正常细胞赖以生存、生

长、代谢与维持功能的重要信号[19]. 在正常的组织或细

胞中, PI3K/AKT信号同样也处于激活状态, 而抑制此信

号活性可能会造成一系列级联的副作用[18,19]. 另外, 一
些研究[20-22]数据显示, 高活性的PI3K/AKT信号能对抗老

年痴呆、帕金森和抑郁等中枢神经疾病, 而PI3K/AKT
抑制剂可加重这类疾病. 目前, 仅有西罗莫司和哌立福

新应用于临床, 而其他PI3K/AKT抑制剂仍处于研究阶

段. 而lincRNA-p21不但在众多肿瘤中下调[5-7,12,13], 并且

也在其他非肿瘤疾病如动脉硬化与冠心病等疾病中下

调表达[23,24], 且上调lincRNA-p21表达能一定程度减轻

该类疾病的进展. 虽然在本研究中, lincRNA-p21抑制

结肠癌CPT-11耐药细胞的PI3K/AKT信号活性, 但若能

开发针对特异性低表达lincRNA-p21疾病的靶向恢复

lincRNA-p21表达的制剂, 可能会避开PI3K/AKT抑制剂

的不良反应. 这项研究对于筛选PI3K/AKT抑制剂也起

到了一定的启示作用. 当然, 靶向恢复lincRNA-p21表
达是否真能应用于PI3K/AKT抑制剂的筛选仍需大量

的研究, 毕竟在其他细胞、组织或不同的处理条件中

lincRNA-p21也能影响众多信号通路活性. 
综上所述, lincRNA-p21是结肠癌CPT-11耐药治疗的

潜在靶点, 上调lincRNA-p21通过抑制PI3K/AKT信号传

导抑制结肠癌细胞CPT-11耐药, 从而起到部分恢复CPT-

A B

C D

图  6  LY294002和Recilisib对敲减或过表达lincRNA-p21的CPT-11耐药细胞PI3K/AKT信号活性的影响(n  = 3). A和B：LY294002预处理已转染si-

lincRNA-p21的HCT-8/CPT-11(A)和SW480/CPT-11(B)细胞后, Western blot检测p-PI3K、PI3K、p-AKT和AKT的蛋白表达; C和D: Recilisib预

处理已转染pcDNA-lincRNA-p21的HCT-8/CPT-11(C)和SW480/CPT-11(D)细胞后, Western blot检测p-PI3K、PI3K、p-AKT和AKT的蛋白表

达. LY294002: PI3K/AKT抑制剂; Recilisib: PI3K/AKT激动剂; lincRNA-p21: 长链基因间非编码RNA-p21; CPT-11: 伊立替康; PI3K: 磷脂酰肌醇

3-激酶; p-PI3K: 磷酸化PI3K; AKT: 蛋白激酶B; p-AKT: 磷酸化AKT.
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11化疗敏感性的作用. 这些发现可能为结肠癌CPT-11化
疗耐药患者提供了一个新的生物标记物和治疗策略. 

文章亮点

实验背景

伊立替康(camptothecin-11, CPT-11)耐药是晚期结肠癌患

者CPT-11化疗失败的主要原因之一. 而探索逆转结肠癌

CPT-11耐药的机制对提高晚期结肠癌患者的CPT-11化
疗具有重大意义. 

实验动机

长链基因间非编码RNA-p21(long intergenic non-coding 
RNA-p21, lincRNA-p21)在多种人类实体瘤中下调, 且其

可以抑制多种肿瘤的发生与进展. 而, 关于lincRNA-p21
在结肠癌中对CPT-11耐药性影响的研究尚未见报道.

实验目标

探讨lincRNA-p21在结肠癌CPT-11耐药细胞中对CPT-11
化疗敏感性的调节作用和机制.

实验方法

构建结肠癌CPT-11耐药细胞, 并利用实时定量聚合酶

链式反应(real-time quantitative polymerase chain reaction, 
RT-qPCR)检测细胞lincRNA-p21表达. 敲减或过表达

lincRNA-p21后, 通过细胞计数试剂盒-8(cell counting kit-
8, CCK-8)法检测结肠癌CPT-11耐药细胞对CPT-11敏
感性的变化; 并通过Western blot检测改变lincRNA-p21
表达对磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B(phosphoinositide 
3-kinase/protein kinase B, PI3K/AKT)通路活性的影响.

实验结果

结肠癌CPT-11耐药细胞中lincRNA-p21低表达. 上调

lincRNA-p21表达增强CPT-11耐药细胞对CPT-11敏感性

并伴随抑制PI3K/AKT通路活性, 下调lincRNA-p21表达

降低CPT-11耐药细胞对CPT-11敏感性并伴随增强PI3K/

A B

C D

图  7  PI3K/AKT信号通路参与lincRNA-p21对CPT-11耐药性的调节作用(n = 3). A: LY294002预处理已转染si-lincRNA-p21的HCT-8/CPT-11细

胞后, 检测在不同剂量的CPT-11处理24 h下的细胞活性, 与si-lincRNA-p21组比较, aP = 0.000, bP  = 0.015, cP  = 0.000; B: LY294002预处理已转染

si-lincRNA-p21的SW480/CPT-11细胞后,检测在不同剂量的CPT-11处理24 h下的细胞活性, 与si-lincRNA-p21比较, dP = 0.034, bP  = 0.008, fP  = 

0.000; C: Recilisib预处理已转染pcDNA-lincRNA-p21的HCT-8/CPT-11细胞后, 检测在不同剂量的CPT-11处理24 h下的细胞活性, 与pcDNA-

lincRNA-p21组比较, gP = 0.000; D: Recilisib预处理已转染pcDNA-lincRNA-p21的SW480/CPT-11细胞后, 检测在不同剂量的CPT-11处理24 h

下的细胞活性, 与pcDNA-lincRNA-p21组比较, hP = 0.000. LY294002: PI3K/AKT抑制剂; Recilisib: PI3K/AKT激动剂; lincRNA-p21: 长链基因间

非编码RNA-p21; CPT-11: 伊立替康; PI3K: 磷脂酰肌醇3-激酶; AKT: 蛋白激酶B.
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AKT通路活性.

实验结论

lincRNA-p21可通过调控PI3K/AKT信号通路活性进而

调节结肠癌耐药细胞对CPT-11敏感性的变化.

展望前景

本研究为结肠癌CPT-11化疗耐药患者提供了一个潜在

靶点和治疗策略. 另外, 这项研究对于筛选PI3K/AKT抑
制剂也起到了一定的启示作用. 
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