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Abstract
BACKGROUND
Colon cancer ranks 5th in both incidence and mortality 
among malignant tumors in China. Chemotherapy is 
the main treatment method. Studies have shown that 
immunosuppressive agent FTY720 has a certain inhibitory 
effect on cancer cell proliferation. Inhibitors combined 
with chemotherapy drugs can improve the therapeutic 
effect of cancer. In this study, immunosuppressive agent 
FTY720 and gemcitabine were used together to treat 
colon cancer cells, and the role of miR-494/mammalian 
Ste20-like kinase 1 (MST1) in the proliferation and 
apoptosis of colon cancer cells was explored, with an aim 
to provide a new treatment for colon cancer.

AIM
To investigate the effects of FTY720 and gemcitabine on 
the survival and apoptosis of colon cancer cells and the 
potential molecular mechanisms involved.

METHODS
Colon cancer SW1116 cells were treated with gemcitabine 
at concentrations of 0.0001 μg/mL, 0.001 μg/mL, 
0.01 μg/mL, 0.1 μg/mL, and 1 μg/mL and FTY720 at 
concentrations of 2.5 μmol/L, 5 μmol/L, 7.5 μmol/
L, 10 μmol/L, and 12.5 μmol/L. CCK8 assay and flow 
cytometry were applied to detect the survival rate and 
apoptosis rate of SW1116 cells. Quantitative real-time 
polymerase chain reaction was used to measure the 
levels of miR-494 and MST1 mRNA. Western blot was 
carried out to detect the expression levels of MST1, p21, 
and Caspase-3 proteins. Dual-luciferase reporter assay 
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was performed to verify the relationship between miR-
494 and MST1.

RESULTS
Gemcitabine and FTY720 reduced the survival rate 
of colon carcinoma SW1116 cells in a concentration 
dependent manner. According to the results, 0.1 μg/mL 
gemcitabine and 10 μmol/L FTY720 with an inhibition rate 
of about 50% were selected for subsequent experiments. 
Gemcitabine and FTY720 both inhibited cell survival 
and promoted cell apoptosis, and their combined use 
was better than the single use. Overexpression of miR-
494 reversed the effects of FTY720 and gemcitabine on 
survival and apoptosis in SW1116 cells. MiR-494 targeted 
and regulated MST1. Inhibition of MST1 reversed the 
effects of FTY720 and gemcitabine on the survival and 
apoptosis in SW1116 cells.

CONCLUSION
FTY720 and gemcitabine inhibit SW1116 cell survival 
and promote apoptosis through the miR-494/MST1 
pathway. The combination of FTY720 and gemcitabine 
has more significantly inhibitory effects on the survival 
and apoptosis of SW1116 cells.

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Colon cancer; FTY720; Gemcitabine; MiR-494; 
MST1; Survival rate; Apoptosis rate
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摘要
背景
结肠癌在我国恶性肿瘤中发病率和死亡率均居第5
位, 化疗是其主要治疗方式, 有研究表明免疫抑制剂
FTY720对癌症细胞增殖起一定的抑制作用, 抑制剂
联合化疗药物可提高癌症治疗效果. 本研究使用免
疫抑制剂FTY720与吉西他滨联合处理结肠癌细胞, 
并探索miR-494/哺乳动物Ste20样激酶1(mammalian 
Ste20-like kinase 1, MST1)对在此过程中对结肠癌细
胞增殖和凋亡的影响, 以期为结肠癌的治疗提供新
的思路. 

目的
研究FTY720和吉西他滨对结肠癌细胞存活率和凋亡
的影响和潜在的分子机制. 

方法
用0.0001 μg/mL、0.001 μg/mL、0.01 μg/mL、0.1 μg/

mL、1 μg/mL的吉西他滨和2.5 μmol/L、5 μmol/L、
7.5 μmol/L、10 μmol/L、12.5 μmol/L的FTY720处
理结肠癌SW1116细胞, CCK8法和流式细胞术检测
SW1116细胞存活率和凋亡率, 实时定量聚合酶链式
反应检测miR-494和MST1 mRNA的含量, Western blot
检测MST1、p21和Caspase-3蛋白表达水平, 双荧光
素酶报告系统验证miR-494与MST1的调控关系. 

结果
吉西他滨(0.0001 μg/mL、0.001 μg/mL、0.01 μg/
mL、0.1 μg/mL、1 μg/mL)和FTY720 (2.5 μmol/L、
5 μmol/L、7.5 μmol/L、10 μmol/L、12.5 μmol/L)均
可降低结肠癌SW1116细胞的存活率, 且具有浓度依
赖性, 根据结果选取抑制率约为50%的0.1 μg/mL吉
西他滨和10 μmol/L的FTY720进行后续实验, 吉西他
滨和FTY720均可抑制细胞存活并促进细胞凋亡, 且
联合使用比单独使用效果更好; 过表达miR-494可逆
转FTY720、吉西他滨对SW1116细胞存活率和凋亡
的作用; miR-494靶向调控MST1; 抑制MST1可逆转
FTY720和吉西他滨对SW1116细胞存活率和凋亡的
影响. 

结论
FTY720和吉西他滨通过miR-494/MST1抑制SW1116
细胞存活, 促进细胞凋亡. FTY720和吉西他滨对结肠
癌SW1116具有抑制作用, 且联合使用效果更佳. 

© The Author(s) 2020. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 化疗是结肠癌的主要治疗方式, 免疫抑制剂

对癌症患者起一定的作用. 本研究中使用免疫抑制剂

FTY720与吉西他滨联合处理结肠癌细胞, 对结肠癌的治

疗可能起到一定的积极作用. 

薛珊, 邢颖, 宋华伟. FTY720通过miR-494/MST1抑制结肠癌细胞并增加
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0  引言

我国结肠癌患病率和死亡率均在上升, 2015年新发37.6
万例, 死亡19.1万例, 在我国恶性肿瘤中发病率和死亡

率均居第5位[1]. 化疗是大多结直肠癌患者的标准治疗

方法, 化疗中加入生物制剂可延长患者总生存期的中

位数[2]. 
FTY720又称芬戈莫德, 是在器官移植和多发性
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硬化症中广泛使用的免疫调节剂. 研究表明, FTY720
对结肠癌细胞具有明显的抑制作用[3]. 吉西他滨是一

种抗肿瘤药物, 被应用于包括结直肠癌在内的多种癌

症治疗, 吉西他滨可通过激活哺乳动物Ste20样激酶1 
(mammalian Ste20-like kinase 1, MST1)诱导结肠癌细胞

凋亡[4]. 但FTY720对吉西他滨作用的结肠癌细胞的敏感

性有怎样的影响目前还不清楚. 本研究发现, miR-494与
MST1存在结合位点. miR-494在结直肠癌中表达上调, 
并可促进癌细胞增殖、迁移、侵袭等行为[5,6]. 本研究假

设, FTY720可通过miR-494调控MST1增加结肠癌细胞

对吉西他滨的敏感性. 
本课题以人结肠癌细胞系SW1116为研究对象, 检

测FTY720和吉西他滨联合使用对结肠癌细胞存活和凋

亡的影响, 以及miR-494和MST1在此机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料  人结肠癌细胞株SW1116购自美国模式菌

种收集中心(american type culture collection, ATCC); 
FTY720、吉西他滨和胰蛋白酶购自美国Sigma-Aldrich
公司; DMEM高糖培养基和胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)购自美国Gibco公司; 双荧光素酶报告系统(Dual-
Luciferase Reporter Assay System)购自美国Promega公司; 
Lipofectamine 2000转染试剂、RNA提取试剂Trizol、
实时定量聚合酶链式反应(real-time polymerase chain 
reaction, RT-PCR)试剂盒、反转录试剂盒购自宝生物工

程(大连)有限公司公司; CCK8试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司; 双染色流式法细胞凋亡检测试剂盒

购自美国BD公司; miR-494 mimics(miR-494)、miR-494
抑制物(anti-miR-494)、MST1抑制剂(si-MST1)和阴性

对照(miR-NC、anti-miR-NC和si-NC)、MST1双荧光素

酶报告载体购自上海吉玛制药有限公司; MST1抗体、

p21抗体、Caspase-3抗体和GAPDH抗体购自美国Santa-
cruz公司; Real-time PCR仪购自美国Bio-Rad公司; 流式

细胞仪购自美国BD公司; BCA蛋白检测试剂盒购自美

国Thermo. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养、药物处理: SW1116细胞培养于含10% 
FBS、1% 青-链霉素的DMEM高糖培养基中, 置于37 ℃ 
5% CO2培养箱中培养, 湿度保持95%. 将细胞培养至对

数生长期, 消化传代. 将细胞培养至贴壁后, 在培养液

中加入终浓度为0.0001 μg/mL、0.001 μg/mL、0.01 μg/
mL、0.1 μg/mL、1 μg/mL的吉西他滨和/或2.5 μmol/
L、5 μmol/L、7.5 μmol/L、10 μmol/L、12.5 μmol/L的
FTY720, 继续培养24 h, 收集细胞进行实验. 
1.2.2 细胞转染: 将对数生长期的SW1116细胞用培养液

稀释至1×l06-2×l06个/mL, 以200 μL细胞/孔的密度接

种于6孔板中, 融合度为80%-90%时进行转染. 先用无血

清培养液稀释脂质体、miR-NC、miR-494、anti-miR-
NC、anti-miR-494、si-NC、si-MST1等载体, 将脂质体

和各组载体分别以体积混合, 室温孵育20 min, 加入到

培养好的细胞中, 混匀, 培养6 h, 换完全培养基, 转染

48 h, 收集细胞进行实验或药物处理. 分组: miR-NC组、

miR-494组、anti-miR-NC组、anti-miR-494组、si-NC
组、si-MST1组. 
1.2.3 qRT-PCR检测mRNA的表达: 收集各组SW1116
细胞, Trizol试剂提取细胞总RNA, 反转录合成cDNA, 
再以cDNA为模板按照Real-time PCR的说明书进行反

应合成miR-494和MST1 mRNA. 引物如下: miR-494上
游: 5’-TGAAACATACACGGGAAACCTC-3’, 下游采

用通用引物5’-GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3’; 
MST1上游: 5’-GGGTCCCAGTAGCCAAGAT-3’, 下游: 
5’-GAGGCACCACATACCATTCA-3’; 内参U6上游引物: 
5’-CGCTTCGGCAGCACATATACTA-3’, 下游采用通用

引物. 运用2−ΔΔCt方法进行数据分析. 
1.2.4 CCK8实验检测细胞存活率和半数抑制浓度: 收
集FTY720和/或吉西他滨处理24 h后的SW1116细胞, 
0.25%胰蛋白酶消化, 培养液稀释细胞以2×103个/孔
(100 μL细胞)接种于96微孔板中, 加入10 μL CCK8溶液, 
培养2 h, 酶标仪测定450 nm吸光度(Absorbance value, A)
值. 细胞存活率 = 实验组A值/对照组A值×100%. 抑制

率% = (对照组A值-实验组A值)/对照组A值×100%. 以
药物浓度和抑制率分别为横轴和纵轴, 绘制浓度效应

曲线, 计算半数抑制浓度(50% inhibiting concentration, 
IC50). 
1.2.5 流式细胞术测定细胞凋亡率: 将SW1116细胞以

2×105个/孔接种于6孔板中, 培养24 h (细胞贴壁), 然后

用FTY720和/或吉西他滨处理24 h, 消化收集细胞, 按照

凋亡试剂盒说明书进行操作, 加入5 μL膜联蛋白标记的

V-FITC和5 μL碘化丙啶, 混匀后室温避光20 min, 流式

细胞仪检测凋亡率. 
1.2.6 双荧光素酶报告实验: SW1116细胞转染48 h, 收
集细胞, Trypsin消化, 计数, 以1×104个细胞/孔接种于24
孔板中, 培养24 h , 观察若细胞融合度达到80%-90%, 进
行转染, 分别构建MST1的野生型(WT-MST1)和突变型

(MUT-MST1)双荧光素酶报告载体, 将报告载体分别与

miR-NC或miR-494共转染SW1116细胞, 转染后培养48 
h, 裂解细胞, 根据试剂盒检测荧光素酶活性. 以海肾荧

光素酶活性为内参照, 计算相对萤火虫荧光素酶活性. 
1.2.7 Western blot实验: 将转染48 h后的各组SW1116细
胞用RIPA裂解液裂解, 超声破碎细胞, 收集蛋白. 将蛋
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白样本进行SDS-PAGE, 转膜, 封闭1 h, 加入一抗(MST1: 
1:1000, p21: 1:2000, Caspase-3: 1:2000), 4 ℃孵育过夜. 
洗膜2次, 然后加入的二抗(1:1000), 室温孵育1 h. 以
GAPDH为内参照, 分析蛋白水平. 

统计学处理 结果均以mean±SD表示, 数据采用

SPSS 19.0统计软件进行分析, 采用独立样本t检验和单

因素方差进行分析. 以P<0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 FTY720和吉西他滨对人结肠癌SW1116细胞存活率

的影响 与0 μg/mL浓度的吉西他滨(100.11%±10.02%)
相比, 0.0001 μg/mL、0.001 μg/mL、0.01 μg/mL、0.1 
μg/mL、1 μg/mL的吉西他滨处理的结肠癌SW1116
细胞的存活率(95.14%±9.26%、86.84%±8.73%、

0.16%±7.14%、54.18%±5.27%、37.68%±3.59%)
逐渐降低, 具有剂量依赖性, 计算得IC50 = 0.1024 μg/
mL, 差异均具有统计学意义(P <0.05); 与0 μmol/L的
FTY720 (100.01%±10.01%)相比, 2.5 μmol/L、5 μmol/
L、7.5 μmol/L、10 μmol/L、12.5 μmol/L的FTY720处
理的结肠癌SW1116细胞的存活率(87.67%±8.37%、

71.34%±7.25%、64.30%±6.51%、48.28%±4.56%、

39.97%±4.03%)逐渐降低, 具有剂量依赖趋势, 差异均具

有统计学意义(P<0.05), 计算得IC50 = 8.625 μg/mL (表1、
表2). 根据结果, 后期实验选用存活率约为50%的吉西他

滨浓度0.1 μg/mL, FTY720浓度10 μmol/L. 
2.2 FTY720和吉西他滨对SW1116细胞存活率凋亡及

miR-494、MST1表达的影响 与对照组相比, 吉西他滨

组和FTY720组的SW1116细胞中miR-494的含量均降

低(P <0.05), MST1、p21和Caspase-3蛋白表达量均升

高, 细胞存活率均降低(P <0.05), 细胞凋亡率均上升

(P <0.05); 吉西他滨+FTY720组结果与吉西他滨组和

FTY720组结果趋势一致, 且效果更显著(图1、表3). 说
明两者联合使用可抑制SW1116细胞存活并促进细胞

凋亡, 且比单独使用效果更好. 
2.3 过表达m i R-494能逆转F T Y720、吉西他滨对

细胞S W1116细胞存活率凋亡的影响  与吉西他滨

+FTY720+miR-NC组相比, 吉西他滨+FTY720+miR-494
组SW1116细胞的miR-494含量升高(P <0.05), p21和
Caspase-3表达显著降低(P <0.05), 细胞存活率升高

(P <0.05), 凋亡率下降(P <0.05)(图2、表4、表5). 说明过

表达miR-494可逆转FTY720、吉西他滨对SW1116细胞

存活率和凋亡的作用. 
2.4 miR-494靶向调控MST1 Targetscan预测结果显示, 
MST1的3’-UTR序列中含有与miR-494互补的位点(图
3A). 双荧光素酶报告系统结果如表6所示, 与miR-NC组

相比, miR-494组野生型WT-MST1的萤火虫荧光素酶相

对活性显著下降(P <0.05); 而突变型MUT-MST1的萤火

虫荧光素酶相对活性无明显变化. Western blot结果发现, 
过表达miR-494组的MST1mRNA和蛋白表达量显著下

降(P <0.05); miR-494抑制组的MST1 mRNA和蛋白表达

量均显著上升(P <0.05)(图3B、表7). 
2.5 抑制MST1可逆转FTY720和吉西他滨作用的细

胞SW1116的细胞存活率及凋亡的影响 与吉西他滨

+FTY720组和吉西他滨+FTY720+si-NC组相比, 吉
西他滨+FTY720+si-MST1组的SW1116细胞中MST1 
mRNA含量降低(P <0.05), p21和Caspase-3表达显著降低

(P <0.05), 细胞存活率升高(P <0.05), 凋亡率下降(P <0.05)
(图4、表8). 说明抑制MST1可逆转FTY720和吉西他滨

对SW1116细胞存活率和凋亡的影响. 

3  讨论

FTY720是临床批准的多发性硬化症免疫调节剂, 通过

鞘氨醇-1-磷酸1受体的功能拮抗作用将T细胞隔离于淋

巴结, 有研究表明[7]其在肿瘤的化疗中也可发挥作用. 
FTY720可增强卡铂和它莫西芬在卵巢癌患者来源的

异种移植模型中的抗肿瘤活性[8]; FTY720可抑制基底

样乳腺癌生长[9]并增强胶质母细胞瘤细胞对替莫唑胺

的敏感性[10]. 有研究表明[11], FTY720对结直肠癌细胞也

有毒性作用. 吉西他滨用于治疗结肠癌、肺癌、卵巢

癌、肝胆系统肿瘤等肿瘤, 且效果良好[12,13]. FTY720在
吉西他滨对结肠癌的治疗中是否有辅助作用, 目前尚

不完全清楚. 
本研究通过用不同浓度的FTY720和吉西他滨分别

或联合处理结肠癌SW1116细胞发现, FTY720和吉西他

滨均可抑制结肠癌细胞SW1116的存活并促进细胞凋

亡, 细胞存活率约为50%时吉西他滨浓度为0.1 μg/mL, 
FTY720浓度为10 μmol/L, 且两者联合使用对SW1116细
胞的抑制作用更强. 说明FTY720对吉西他滨抗结肠癌

治疗具有促进作用, 但具体机制尚不清楚. 
有研究表明[4], 吉西他滨可通过激活MST1并与亲

环素D形成线粒体复合物促进结肠癌细胞的死亡. 而
本研究通过生物信息学预测发现, miR-494与MST1的
3’UTR区存在互补序列, 推测MST1可能是miR-494的靶

基因. 因此, 本研究假设, FTY720可能通过miR-494靶向

MST1促进吉西他滨对SW1116细胞的抑制作用. 
MST1是一种促凋亡激酶, 是凋亡信号传导和细胞

功能障碍的关键介质, 其过表达可引起细胞的持续凋

亡, 其缺失可导致严重的免疫缺陷, MST1在脑及心肌缺

血再灌注损伤、糖尿病、器官大小控制及肿瘤抑制中

起着重要作用[14-17]. Hippo通路在癌症中发挥其独特的
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表  4  过表达miR-494(mean±SD, n  = 3)

分组 miR-494

miR-NC 1.00±0.09

miR-494 2.71±0.12a

t值        34.200

P值          0.000

与miR-NC组比较, aP<0.05.

     

表  3  FTY720能增强吉西他滨对细胞SW1116细胞存活率凋亡及miR-494、MST1表达的影响(mean±SD, n  = 9)

分组 miR-494 MST1蛋白 p21 Caspase-3 细胞存活率(%) 凋亡率(%)

Control 1.01±0.10 0.31±0.03 0.16±0.01 0.11±0.01 100.00±10.01  8.81±0.92

吉西他滨  0.38±0.04a 0.68±0.07a 0.52±0.05a 0.44±0.04a     54.16±5.27a 20.15±2.06a

FTY720  0.35±0.03a 0.75±0.07a 0.59±0.06a 0.48±0.05a     51.01±5.11a 22.37±2.48a

吉西他滨+FTY720     0.12±0.01abc    1.61±0.12abc   1.13±0.09abc   0.96±0.09abc       33.64±3.35abc    45.67±3.62abc

F值     415.714     144.618    134.545    119.569          174.905         43.759

P值        <0.001       <0.001       <0.001       <0.001             <0.001          <0.001

与control组比较, aP<0.05; 与吉西他滨组比较, bP<0.05; 与FTY720组比较, cP<0.05.

     

表  2  FTY720对SW1116细胞存活率的影响(mean±SD, n  = 9)

FTY720浓度 细胞存活率(%)

0 100.01±10.01

2.5 87.67±8.37a

5 71.34±7.25ab

7.5 64.30±6.51abc

10 48.28±4.56abcd

12.5 39.97±4.03abcde

F值 93.224

P值 <0.001

与0组比较, aP<0.05; 与2.5组比较, bP<0.05; 与5组比较, cP<0.05; 与7.5组比较, dP<0.05; 与10组比较, eP<0.05.

     

表  1  吉西他滨对结肠癌SW1116细胞存活率的影响(mean±SD, n  = 9)

吉西他滨浓度(μg/mL) 细胞存活率(%)

0 100.11±10.02

0.0001 95.14±9.26

0.001 86.84±8.73ab

0.01 70.16±7.14abc

0.1 54.18±5.27abcd

1 37.68±3.59abcde

F值 92.142

P值 <0.001

与0组比较, aP<0.05; 与0.0001组比较, bP<0.05; 与0.001组比较, cP<0.05; 与0.01组比较, dP<0.05; 与0.1组比较, eP<0.05.
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致瘤能力, 而MST1是Hippo通路的核心成分(MST1/2、
LATS1/2、YAP和TAZ)之一, 因此MST1通过Hippo通路

参与对肿瘤的调控过程, 其过表达可抑制肿瘤细胞增

殖和存活[18]. MST1在胰腺导管癌(PDAC)和非小细胞肺

癌A549细胞中均表达下调, 其过表达可降低细胞活力

并促进细胞死亡, MST1过表达与线粒体呼吸功能受损

和细胞能量代谢受抑制密切相关[19,20]. MST1在结直肠

癌中也表达下调, 其过表达可诱导癌细胞凋亡并抑制细

     

表  6  双荧光素酶报告实验(mean±SD, n  = 9)

分组 WT-MST1 MUT-MST1

miR-NC 1.00±0.10 0.96±0.10

miR-494  0.21±0.02a 0.99±0.10

t值        23.240          0.636

P值        <0.001         0.534

与miR-NC组比较, aP<0.05.

     

表  5  过表达miR-494能逆转FTY720、吉西他滨对细胞SW1116细胞存活率凋亡的影响(mean±SD, n  = 9)

分组 p21 Caspase-3 细胞存活率(%) 凋亡率(%)

吉西他滨+FTY720   0.90±0.09 0.85±0.08 33.10±3.05 38.18±3.58

吉西他滨+FTY720+miR-NC   0.89±0.09 0.87±0.08 33.21±3.24 38.42±3.67

吉西他滨+FTY720+miR-494     0.41±0.04ab   0.30±0.03ab   69.18±7.03ab   15.96±1.62ab

F值        377.663     481.139        415.192        434.467

P值          <0.001       <0.001          <0.001          <0.001

与吉西他滨+FTY720组比较, aP<0.05; 与吉西他滨+FTY720+miR-NC组比较, bP<0.05.

图  1  FTY720、吉西他滨对SW1116细胞增殖凋亡及MST1、p21、Caspase-3蛋白表达的影响. A: FTY720、吉西他滨对细胞SW1116细胞凋亡

的影响; B: FTY720、吉西他滨对细胞SW1116细胞增殖的影响; C: MST1、p21、Caspase-3蛋白的表达; D: miR-494的表达. PI: 碘化丙啶.
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胞增殖和迁移[21]. 本研究结果发现, FTY720和吉西他滨

均可促进MST1 mRNA和蛋白的表达, 抑制细胞存活并

促进细胞凋亡, 抑制MST1可逆转FTY720和吉西他滨对

SW1116细胞存活和凋亡的作用, 说明FTY720通过促进

图  2  过表达miR-494能逆转FTY720、吉西他滨对细胞SW1116凋亡及MST1、p21、Caspase-3蛋白表达的影响. A: 过表达miR-494能逆转

FTY720、吉西他滨对细胞SW1116细胞凋亡的影响; B: MST1、p21、Caspase-3蛋白的表达. PI: 碘化丙啶.
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图  3  miR-494靶向、调控MST1. A: MST1的3’UTR含有miR-494的互补序列; B: MST1蛋白的表达.
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miR-494 3’       CUCCAAAGGGCACAUACAAAGU     5’
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表  8  抑制MST1可逆转FTY720和吉西他滨作用的SW1116的细胞存活率及凋亡的影响(mean±SD, n  = 9)

分组 MST1 mRNA p21 Caspase-3 细胞存活率(%) 凋亡率(%)

吉西他滨+FTY720 1.17±0.12 0.91±0.09 0.86±0.08 33.41±3.28 38.40±3.57

吉西他滨+FTY720+si-NC 1.18±0.12 0.92±0.09 0.84±0.08 33.37±3.30 38.27±3.56

吉西他滨+FTY720+si-MST1   0.51±0.05ac   0.56±0.05ac   0.38±0.04ac   62.68±5.98ac   18.14±1.66ac

F值     374.377      359.406      423.333       411.490        434.858

P值       <0.001        <0.001        <0.001          <0.001          <0.001

与吉西他滨+FTY720组比较, aP<0.05; 与吉西他滨+FTY720+si-NC组比较, cP<0.05.

     

表  7  miR-494调控MST1的表达(mean±SD, n  = 9)

分组 MST1 mRNA MST1蛋白

miR-NC 1.01±0.10 0.30±0.03

miR-494  0.26±0.03a   0.08±0.01a

anti-miR-NC 0.96±0.10 0.32±0.03

anti-miR-494 2.67±0.26c 0.71±0.07c

F值      425.182     363.309

P值       <0.001       <0.001

与miR-NC组比较, aP<0.05; 与anti-miR-NC组比较, cP<0.05.
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MST1抑制结肠癌. 
miR-494在结肠癌5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-Fu)

耐药细胞系中表达下调, 通过调节DPYD表达增强结肠

癌细胞对5-Fu的敏感性[22]. 本研究证实了, FTY720和吉

西他滨均可抑制SW1116细胞中miR-494的表达, 过表达

miR-494可逆转FTY720、吉西他滨对SW1116细胞存活

率和凋亡的作用. 通过双荧光素酶报告系统和Western 
blot结果发现, miR-494靶向负调控MST1的表达, 间接证

实两者的调控关系. 
综上所述, 本研究阐述了, 在结直肠癌SW1116细

胞中, FTY720和吉西他滨通过下调miR-494靶向促进

MST1的表达, 进而抑制SW1116细胞存活, 促进细胞凋

亡, 从而达到治疗结直肠癌的目的. FTY720具有增强结

直肠癌对吉西他滨敏感性的作用. 

文章亮点

实验背景

结肠癌患者确诊时多为中晚期, 化疗是其主要治疗方

式. FTY720是一种作用机制独特的免疫抑制剂,可用

于器官移植、自体免疫疾病、肿瘤和炎症等疾病的治

疗. 研究表明, FTY720联合化疗药物在癌症中起到积

极作用, 本研究采用FTY720联合吉西他滨处理结肠癌

细胞, 并探讨两者对结肠癌细胞的抑制作用和机制. 

实验动机

本研究中使用到的是吉西他滨, 它是目前治疗结肠癌

的有效药物之一; FTY720对结肠癌细胞也具有一定的

毒性作用, 两者联合使用可能对患者的健康有一定的

积极意义.

实验目标

提高吉西他滨对结肠癌细胞的抑制作用, 探讨其对结

肠癌的抑制机制. 

实验方法

本篇论文为了达到目标采用了细胞转染、实时定量聚

合酶链式反应、CCK8法、流式细胞术、Western blot
和双荧光素酶报告实验的方法, 同时进行数据比较时

选择独立样本t检验进行两组间比较, 单因素方差进行

多组间比较. 

实验结果

选取抑制率约为50%的0.1 μg/mL吉西他滨和10 μmol/
L的FTY720进行实验, 吉西他滨和FTY720均可抑制

细胞存活并促进细胞凋亡, 且联合使用比单独使用

效果更好; 过表达miR-494可逆转FTY720、吉西他滨

对SW1116细胞存活率和凋亡的作用; miR-494靶向

调控MST1; 抑制MST1可逆转FTY720和吉西他滨对

SW1116细胞存活率和凋亡的影响. 

实验结论

根据实验结果, 得出吉西他滨和FTY720可能通过调控

miR-494/MST1途径抑制结肠癌细胞增殖, 促进细胞凋

亡, 达到抑制结肠癌的目的. 

展望前景

吉西他滨和FTY720的联合使用在结肠癌的临床治疗

中具有潜在的应用价值. 
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