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lncRNA XIST-miR137-ATG5调节细胞自噬功能在肠癌细胞 5-氟胞嘧啶
耐药性中的作用 *

李 吉 徐 莹 褚以忞 蒯 榕 周 璐 张海芹
（上海交通大学医学院附属同仁医院（上海市同仁医院）内窥镜室 上海 200336）

摘要目的：本文旨在研究长链非编码 RNA XIST-miR137-ATG5的相互作用，同时探讨其调节细胞自噬功能与肠癌细胞 5-氟胞

嘧啶敏感性的关系。方法：实时聚合酶链反应(real time PCR)检测 XIST与 miR-137在肠癌细胞中的表达；采用脂质体转染法将

si-XIST，miR-137转染入肠癌 SW480及 HCT116细胞中。采用 CCK-8检测瞬时转染 si-XIST对肠癌细胞增殖及 5-FU敏感性的

影响；并利用双荧光素酶报告实验检测 miR-137与 XIST, miR-137与 ATG5相互关系。Western blot方法检测 XIST- miR137-

ATG5对细胞自噬的影响。结果：与正常结肠细胞 FHC比较，XIST在结肠癌细胞系明显高表达，miR-137在结肠癌细胞系明显低

表达。与阴性对照组比较，转染 si-XIST后，SW480及 HCT116细胞增殖能力明显受到抑制，对 F-5U的敏感性增强，且抑制自噬蛋

白 Beclin-1及 LC3II/LC3 I的表达。miR-137可与 XIST，ATG5 3'UTR结合，抑制 XIST和 ATG5的表达及功能。在结肠癌 SW480

细胞中共转染 miR-137 inhibitor或过表达 ATG5可逆转 XIST沉默引起的 5-FU耐药，同时可逆转因 XIST沉默引起的自噬蛋白

表达的抑制。结论：LncRNA XIST或可通过调控 mir137-ATG促进结直肠癌细胞 SW480自噬从而提高其对 5-FU的耐药，针对其

这一机制，可为将来针对结肠癌的靶向治疗提供一定的实验基础。
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LncRNA XIST-miR137-ATG5 Mediate Cell Autophagy to Attenuate 5-FU
Resistance in Colorectal Cancer Cells to 5-FU*

To investigate the interaction of long noncoding RNA X-inactive specific transcript (XIST) -miR137-ATG5

and explore the relationship between its function of autophagy mediating and 5-FU sensitivity in colorectal cancer cells. The

relative expressions of XIST and miR-137 in colorectal cancer cell lines were detected by real-time polymerase chain reaction

(qRT-PCR). The lipofection assay was utilized in XIST and miR-137 transfection experiments. CCK-8 assay was used to detect cell

viability and the 5-FU sensitivity in colorectal cancer cells. Moreover, luciferase reporter system was used to determine binding ability

between miR-137 and XIST or ATG5. Additionally, indicating protein expressions were determined by western blotting. We

found that XIST expression was increased in CRC cells comparing to normal colon cell FHC, which showed a negative correlation with

miR-137 expression. In addition, XIST knockdown noticeably inhibited the proliferation of CRC cells and enhanced 5-FU sensitivity. It

revealed that XIST knockdown suppressed the expression of Beclin-1 and ratio of LC3II/I. miR-137 was validated to target XIST and

3'UTR of ATG5, playing an important role in restraining the expression and function of XIST and ATG5 . Inhibition of miR-137 or over-

expression of ATG5 could effectively reverse elevated 5-FU sensitivity upon XIST knockdown in SW480. It is suggested

that LncRNA XIST could target miR-137 promoting autophagy to facilitate 5-FU chemoresistance in CRC and XIST-miR137-ATG5 may

serve as a potential therapeutic target for patients with colorectal cancers.
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前言
结直肠癌（Colorectal cancer, CRC）是常见的消化道恶性肿

瘤之一，为第 3位最常见恶性肿瘤，其死亡率占恶性肿瘤第 4
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位[1]。目前，基于氟尿嘧啶和铂类药物的化疗依然是结肠癌的标

准治疗方案但其在结肠癌患者中不断上升的耐药性问题限制

了其在临床上的应用 [1]。微小 RNA(microRNA，长度在 19～

25nt的短链非编码 RNA)和长链非编码 RNA（lncRNA,长度大

于 200nt的非编码 RNA）为代表的非编码 RNA在结直肠癌的

发生发展及治疗中发挥重要作用[2,3]。有研究报道 lncRNA通过

吸附 miRNA作用于自噬相关基因从而肿瘤细胞对化疗，激素

治疗等治疗方法抵抗提供有利环境[4,5]。长链非编码 RNA XIST

(lncRNA-X-inactive specific transcript, XIST) 是 XIST基因的转

录产物，其在肿瘤中高表达且作为癌基因参与肿瘤进展的调

控，有多篇文献报道其通过与miR-137结合产生交互作用，共同

参与靶向基因的调控，对肿瘤的发生发展过程产生重要影响[6-8]。

本研究拟以人结肠癌细胞系为研究对象，检测其 XIST，

miR-137的表达及其与自噬相关基因的相互作用，揭示其对结

肠癌细胞化疗敏感性的影响，将为结肠癌的靶向诊断治疗提供

新的靶点。

1 材料与方法

1.1 主要材料和试剂

人 结 肠 癌 细 胞 株 HCT-116、HT29、SW480、LS174T、

SW620、DLD-1购自中国科学院上海生命科学院细胞库；人正

常结肠上皮细胞 FHC 购自上海沪震生物科技有限公司；

DMEM高糖培养基，DMEM-F12 培养基购自美国 Hyclone 公

司；胎牛血清、细胞用青霉素 /链霉素和 EDTA胰酶购自美国

Gibco公司；CCK-8试剂购自日本同仁化学研究所；总 RNA分

离提取试剂 TRIzol、转染试剂 lipofectamineTM 3000购自美国

invitrogen公司；反转录试剂盒及实时荧光定量 PCR检测试剂

购于宝日医生物技术（北京）有限公司；4%多聚甲醛购自生工

生物工程（上海）股份有限公司；结晶紫染色液、蛋白提取 RIPA

裂解液、BCA蛋白定量检测试剂盒，鼠抗人 b-actin单克隆抗体

及辣根过氧化物酶标记抗体（HRP）抗鼠及抗兔二抗购自上海

碧云天生物技术有限公司。ECL化学发光试剂盒购自德国

Millipore公司。荧光素酶报告系统质粒购自美国 Promega公

司。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，靶向

lncRNA XIST 的小干扰 RNA 及阴性对照 si-NC、has-mir-137

mimics购自上海吉玛制药技术有限公司，序列见表 1和表 2。

1.2方法

1.2.1 细胞培养及转染 人结肠癌细胞株 HCT-116、HT29、

SW480、LS174T、SW620、DLD-1贴壁培养于含 10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素和 100 滋g/mL链霉素的 DMEM培养液，人结

肠上皮细胞株 FHC贴壁培养于含 10%胎牛血清、100 U/mL青

霉素和 100 滋g/mL 链霉素的 DMEM-F12 培养液 , 放置于

37℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中培养。将处于对数生长期的

SW480细胞以 1.5× 105个 /孔的密度接种于 6孔细胞培养板

中（2 mL培养基 /孔），于 37℃ 、5% CO2饱和湿度的培养箱中

培养 24 h。当细胞融合度达 30%～50%时，按照转染试剂 lipo-

fectamineTM 3000说明书的要求进行细胞转染。转染设计为 2

组，即处理组（si-XIST，miR-137 mimics 或 pcDNA-3.1（+）

-ATG5）和阴性对照组（si-NC，mimics NC或 pcDNA-3.1（+））。

转染 6 h后，将培养基换为新鲜完全培养基继续培养，并进行

后续实验。

1.2.2 实时荧光定量 PCR检测人结肠细胞各细胞株 lncXIST及

mir-137 表达水平的检测 肠癌细胞 FHC, HCT116, HT29,

SW480, SW620, Ls174t, DLD-1或转染 24 h后的各组细胞，即

处理组（si-XIST 或 miR-137 mimics）和阴性对照组（si-NC 或

mimics NC）采用 TRIzol进行细胞裂解，抽提总 RNA，采用

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect Real

Time)试剂盒进行逆转录实验，获得各样品 cDNA。将 cDNA稀

释 10倍后作为模板，b-actin或 U6 为内参，按照 TB Green誖
Premix Ex TaqTM (TIi RNaseH Plus)试剂盒说明书提供的方法在

ABI 7900实时荧光定量 PCR仪进行 qPCR检测。qPCR引物见

表 3。qPCR反应条件为：第一步，95℃30s；第二步，95℃5 s、

60℃30 s，40个循环。实时荧光定量 PCR的结果以 2-△ △ Ct表示

目的基因 RNA的相对表达水平，△ △ Ct=[处理组 Ct 靶基因 -处理

组 Ctb-actin] - [阴性对照组 Ct 靶基因 - 阴性对照组 Ctb-actin]。设阈值

2-△ △ Ct>1.5时提示为高表达。

1.2.3 CCK-8法检测结肠癌细胞株的增殖活性 检测转染对

肠癌细胞的影响。收集肠癌细胞 SW480, HCT116转染 8h后的

各组细胞，即处理组（si-XIST或 miR-137 mimics）和阴性对照

组（si-NC或mimicsNC）以 1500个 /孔的细胞密度分别接种于96

孔平底细胞培养板中，每孔用完全培养基将体积补充为 100滋L/
孔，每组设 5个重复孔；细胞分别继续培养 1 d，2 d，3 d，4 d和

5d后，加入 10 滋L/孔 CCK-8试剂继续培养1 h，使用酶联免疫

检测仪在波长 450 nm处检测各孔吸光度值并进行统计。

检测 5-FU 对肠癌细胞的作用。收集肠癌细胞 SW480,

HCT116转染后 8h的各组细胞，即处理组（si-XIST，miR-137

mimics或 pcDNA-3.1-ATG5）和阴性对照组（si-NC，mimics NC

si-NC: Negative control siRNA.

表 1 siRNA序列

Table 1 Sequences of small interfering RNAs(siRNAs)

microRNA microRNA Sequence(5'-3')

mimics NC UUUGUACUACACAAAAUACUG

miR-137 mimics UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG

mimics NC: mimics Negative control.

表 2 microRNA序列

Table 2 Sequences of microRNAs

siRNA siRNA Sequence(5'-3')

si-NC GTTCTCCGAACGTGTCACGT

si-XIST GCTGCAGCCATATTTCTTACT

表 3 PCR引物序列

Table 3 Sequences of PCR Primers

Gene Forward primer(5'-3') Reverse primer(5'-3')

茁-actin
AGAGCTACGAGCTGC-

CTGAC

AGCACTGTGTTGGCG-

TACAG

XIST
ACGCTGCATGTGTCCT-

TAG

GAGCCTCTTATAGCT-

GTTTG

3610· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.19 OCT.2020

或 pcDNA-3.1（+）），以 3000个 /孔的密度分别接种于 96孔细

胞培养每孔用完全培养基将体积补充为 100 滋L/孔，每组设 5个

重复孔；细胞接种 12小时后，分别更换含 5 滋g/mL，10 滋g/mL，
15 滋g/mL 5-FU 的培养基，继续培养 48 h，加入 10 滋L/ 孔
CCK-8试剂继续培养 1 h，使用酶联免疫检测仪在波长 450 nm

处检测各孔吸光度值并进行统计。

1.2.4 蛋白质印迹（western blot）技术检测人结肠细胞株蛋白水

平的表达 收集各组转染 48h后的细胞，即处理组（si-XIST，

miR-137 mimics或 pcDNA-3.1-ATG5）和阴性对照组（si-NC，

mimics NC或 pcDNA-3.1（+））采用 RIPA蛋白裂解液进行细胞

总蛋白提取，并使用 BCA蛋白定量试剂盒进行各组蛋白定量，

取蛋白 50 滋g/孔上样用 10%SDS-PAGE分离，转移至 PVDF

膜 1h后，用 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，分别使用一抗 茁-actin，
LC1/LC3 ATG5, Beclin 1 (1:1000)4℃孵育过夜，TBST漂洗 10

min，洗三次后，再加入 HRP标记点羊抗兔、羊抗鼠（1:2000）室

温孵育 1 h，经 ECL发光液反应后，暗室曝光，以 茁-actin为内
参进行比较。

1.2.5 双荧光素酶报告实验 本实验采用双荧光素酶报告系

统检测 lncXIST靶向结合 mir-137及 mir-137靶向结合 ATG5

3'UTR。将野生型 ATG5 3'UTR和突变型 ATG5 3'UTR及野生

型 lncXIST和突变型 lncXIST克隆至 pGL3-Promoter质粒萤火

虫荧光素酶下游，将待测细胞铺于 12孔板中，当细胞融合度达

80%时，按照转染试剂 lipofectamineTM 3000说明书建议将质粒

和 microRNA共转染至贴壁细胞，并将海肾荧光素酶表达质粒

共转染至细胞中作为内参。转染 48 h后，按照 Promega双荧光

素酶报告系统试剂盒说明书进行检测。

1.3 统计学方法

应用 Graphpad Prism 8.0软件对实验结果进行分析，所有实

验重复 3次，实验数据以 x± s表示，两组间比较采用 t检验，多组

间比较采用方差分析进行统计。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 lncRNA XIST在不同结直肠癌细胞中的表达情况及对结

肠癌细胞增殖及对 5-fu耐药和自噬蛋白的影响

实时荧光定量 PCR结果显示，以人结肠上皮细胞株 FHC

为阴性对照，lncRNA XIST 在结肠癌细胞系 HCT116，HT29，

SW480，SW620，Ls174T，DLD-1中均高表达，其中在 SW480细

胞中的表达最高，且差异具有统计学意义（P<0.01），见图 1A。

siRNA转染 24 h后，与阴性对照组比较，si-XIST组的 SW480

和 HCT 116细胞中 XIST的 RNA表达水平均明显降低 (t =22.

25，P＜0.01; t=21.86, P＜0.01),差异有统计学意义，见图 1B。

CCK8 检测结果显示，siRNA 转染结肠癌细胞株 SW480 和

HCT 116后 1 d，2 d各组细胞的增殖能力无明显差异；在 siR-

NA转染后 3 d、4 d和 5 d时，si-XIST组细胞的增殖明显受到

抑制，差异有统计学意义(P＜0.05) (图 1C)。SW480和 HCT 116

细胞在含 5-FU（5，10和 15 滋g/mL）中培养 24 h后，si-NC和

si-XIST组细胞存活率不同，差异有统计学意义，见图 1D（P＜
0.01）。western blot结果显示，siRNA转染 48 h后，与阴性对照

组比较，si-XIST组的 SW480和 HCT 116细胞中凋亡相关蛋白

Cleaved caspase-3表达明显上升，自噬相关蛋白 Beclin-1，LC3

II/LC3I明显降低，见图 1E。

2.2 miR-137 与 lncRNA XIST 相互作用及对结直肠癌细胞

SW480自噬相关蛋白的影响

实时荧光定量 PCR结果显示，以人结肠上皮细胞株 FHC

为阴性对照，miR-137 在结肠癌细胞系 HCT116，HT29，

SW480，SW620，Ls174T，DLD-1中均低表达，其中在 SW480细

胞中的表达最低，且差异具有统计学意义（P<0.01），见图 2A。

microRNA mimics转染 24 h后，与阴性对照组比较，SW480和

HCT 116细胞中 miR-137 mimics组的 XIST的 RNA表达水平

均明显降低(t =18.7，P＜0.05),差异有统计学意义，见图 2B。且

在 SW480和 HCT 116细胞中 miR-137的表达增高 (t =9.316，

P＜0.01; t=7.323, P＜0.01)，已有文献报道在神经胶质瘤及肺癌

细胞中，XIST可与 miR-137结合并影响 miR-137在肿瘤细胞

中的功能[8,9]。本研究利用生物信息学技术手段，结合 Starbase

(http://starbase.sysu.edu.cn)等数据库预测 XIST 序列中有已知

miR-137结合位点，并利用双荧光素酶报告实验进行验证，结

果显示 miR-137直接调控 XIST的表达，如图 2D。同时，有文献

报道[10]，miR-137可靶向结合自噬相关基因 ATG5 3'UTR，通过

Starbase(http://starbase.sysu.edu.cn)数据库预测其结合位点，并

利用双荧光素酶报告实验进行验证，结果显示 miR-137直接调

控 ATG5的表达，如图 2E。采用 western blot方法进一步对

ATG5 蛋白表达进行检测，发现转染 miR-137 mimics 之后，

ATG5 的蛋白表达明显降低，如图 2F。实验结果表明，

XIST-miR-137-ATG5或可共同调节细胞功能。

2.3 LncRNA XIST通过调控 mir137-ATG 抑制结直肠癌细胞

SW480自噬从而提高其对 5-fu的敏感性

通过在结肠癌细胞系 SW480 中共转染 microRNA in-

hibitor，siRNA和 pcDNA3.1质粒进行分组。CCK-8结果显示，

在结肠癌 SW480 细胞中共转染 miR-137 inhibitor 或过表达

ATG5可逆转 XIST沉默引起的 5-FU耐药，见图 3A。western

blot结果显示，在结肠癌细胞 SW480中沉默 miR-137或过表

达 ATG5，可逆转因 XIST沉默引起的自噬蛋白表达的降低，见

图 3B。

3 讨论

结肠癌是发生于结肠部位的肿瘤，好发于直肠至乙状结肠

交界，发病率位居消化道肿瘤第三位[11]。国家癌症中心于 2013

年公布了我国 2003-2005年肿瘤生存数据显示，我国结直肠癌

患者的 5年相对生存率位 47.2%，仍远低于发达国家水平。目

前结肠癌治疗方法主要包括根治性手术治疗、化学药物治疗以

及分子靶向治疗等[12]。然而，随着肿瘤细胞对化疗等治疗手段

耐药性的不断上升，临床治疗亟需新的药物敏感分子靶标出

现。随着全基因组研究技术的蓬勃发展，关于非编码 RNA与肿

瘤关系的研究方兴未艾。LncRNA是长度在 200 nt~100 kb之

间、缺乏蛋白质编码能力的 RNA分子。其可在表观遗传学水

平、转录水平和转录后水平等多层面调控基因的表达，是细胞

生长、分化、侵袭和药物作用的关键调节剂[13,14]。 LncRNA-XIST

是位于 X染色体失活中心 XIST基因的转录产物，是 X染色体

失活过程的关键性起始物 15。有研究发现 XIST在结肠癌，膀

胱癌和胃癌中等肿瘤中表达失调，并通过扮演癌基因的角色参
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图 1 lncRNA XIST在不同结直肠癌细胞中的表达情况及对结肠癌细胞增殖及对 5-fu耐药和自噬蛋白的影响

A lncRNA XIST在不同细胞系中 RNA表达水平；B转染小干扰 RNA后，SW480和 HCT116细胞中 XIST的 RNA水平；C转染小干扰 RNA对

SW480和 HCT116细胞的增殖的影响；D转染小干扰 RNA对 SW480和 HCT116细胞 5-FU药物敏感性的影响；E转染小干扰 RNA对 SW480和

HCT116细胞凋亡和自噬相关蛋白表达的影响。

Fig.1 The relative expression of XIST in different colorectal cancer cell lines and knockdown of it downregulated the proliferation, elevated sensitivity to

5-fluorouracil(5-FU) and attenuated autophagy of SW480 and HCT116.

A The relative expression of XIST in different colorectal cancer cell lines; B The relative expression of XIST in SW480 and HCT 116 after small interfere

RNA transfection; C The cell viability of SW480 and HCT 116 after small interfere RNA transfection; D The sensitivity of 5-fluorouracil(5-FU) in SW480

and HCT 116 after small interfere RNA transfection; E The relevant protein expression of apoptosis and autophagy pathway in SW480 and HCT 116 after

small interfere RNA transfection.

与肿瘤发生发展过程的调控[16-18]。Yang[19]等人发现 XIST靶向

结合 miR-93-5p参与 HIF-1A/AXL信号通路的调控促进肠癌

细胞的侵袭功能。在最近的一项乳腺癌研究中，XIST被证实可

作为一个与 PD-L1治疗相关的免疫标志物用于乳腺癌的诊疗[20]。

3612· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.19 OCT.2020

图 2 miR-137在各肠癌细胞中的表达，miR-137与 lncRNA XIST相互作用及对结直肠癌细胞 SW480自噬相关蛋白的影响

A miR-137在不同细胞系中 RNA表达水平；B转染microRNAmimics后，SW480和 HCT116细胞中 XIST的 RNA水平；C转染 microRNA

mimics, SW480和 HCT116细胞中 miR-137的 RNA水平；D miR-137与 XIST的相互作用；E miR-137与 ATG的相互作用；F转染小干扰 RNA或

转染 microRNA mimics对 SW480自噬相关蛋白表达的影响。

Fig.2 The relative expression of XIST in different colorectal cancer cell lines, miR-137 targeted XIST and ATG5 and inhibited the expression of XIST

and ATG5

A The relative expression of miR-137 in different colorectal cancer cell lines; B The relative expression of XIST in SW480 and HCT 116 after microRNA

mimics RNA transfection; C The relative expression of miR-137 in SW480 and HCT 116 after microRNA mimics RNA transfection; D The interaction

between miR-137 and XIST; E The interaction between miR-137 and ATG5 F The relevant protein expression of autophagy pathway ATG5 in SW480

and HCT 116 after small interfere RNA or microRNAmimicstransfection.

上述研究表明，XIST对不同类型癌症的下游靶点有广泛的调

控作用，但缺乏其与耐药相关机制被报道，XIST在结直肠癌中

的作用机制更是有待深入研究，以期为结直肠癌的诊疗提供相

关依据。本研究发现，长链非编码 RNA XIST在肠癌细胞中均

高表达，且与 miR-137在肠癌中低表达趋势一致。进一步在结

肠癌细胞中敲减 XIST的表达，发现细胞增殖能力受到抑制，同

时可提高肠癌细胞对 5-FU的敏感性，对自噬相关蛋白分析发

现，降低细胞中 XIST的表达同时抑制了自噬相关蛋白表达，或

抑制细胞的自噬功能。针对 XIST与自噬功能的关系研究，Sun[21]

等人研究发现，沉默 XIST可通过抑制非小细胞肺癌的自噬从

而提高癌细胞对化疗的敏感性，这一现象与本研究中 XIST的

作用一致，可通过沉默 XIST抑制肿瘤细胞的自噬，从而提高其

对化疗药物的敏感性，此外，本研究对这一机制进行深入研究

发现 XIST 通过与 miR-137 的吸附进行相互作用靶向调控
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图 3 LncRNA XIST通过调控 mir137-ATG抑制结直肠癌细胞 SW480

自噬从而提高其对 5-fu的敏感性

A通过共转染相应的小干扰 RNA, microRNA mimics和过表达质粒，

肠癌细胞 SW480对 5-FU的敏感性情况；B通过共转染相应的小干扰

RNA, microRNA mimics和过表达质粒，肠癌细胞 SW480自噬相关蛋

白的表达情况。

Fig.3 XIST affected proliferation and autophagy in SW480 dependent on

miR-137/ATG5

A The 5-FU sensitivity of SW480 cells co-transfected with indicated

plasmids or nucleic acids. B Representative image of autophagy protein in

SW480 co-transfected with indicated plasmids or nucleic acids.

miR-137/ATG5从而提高肠癌细胞的自噬功能提高其对 5-FU

的耐药性，此研究对 XIST对肿瘤耐药性给予了详细的补充。

并且目前关于 XIST在结肠癌细胞自噬与耐药的文献报道仍较

少，探索结肠癌治疗中 XIST-自噬 -耐药的机制是否有其他信

号通路共同参与这一调控仍需深入挖掘。

miRNA在转录后基因的调控中扮演至关重要的角色。其

与 lncRNA均为关键的基因表达调控分子，目前他们的相互作

用对肿瘤发生发展的影响已经成为肿瘤学研究的热点内容。因

此，开展研究验证 miRNA-lncRNA可能为肿瘤的防治提供新

的思路。有大量文献报道 XIST/miR-137参与非小细胞肺癌[8]，

结肠癌 [22]，胶质瘤 [9] 等肿瘤的发展进程。此外有文献报道

miR-137通过靶向调控自噬相关基因 ATG5抑制前列腺癌自

噬并提高其对化疗药物的敏感性[10]。在本研究中，通过利用生

物信息学手段进行 microRNA相关数据库的检索，并采用双荧

光素酶报告系统验证，本研究发现 miR-137可结合 XIST并在

肠癌细胞中进行了表达水平的验证。并且，采用同样的方法，本

研究证实 miR-137 可靶向结合 ATG5 3'UTR，并且过表达

miR-137可有效降低肠癌细胞中 ATG5蛋白的表达。为进一步

验证 XIST/miR-137/ATG5在结肠癌自噬 -耐药的关系，本研究

通过 CCK-8和 western blot实验发现在结肠癌 SW480细胞中

共转染 miR-137 inhibitor或过表达 ATG5可逆转 XIST沉默引

起的 5-FU耐药，同时可逆转因 XIST沉默引起的自噬蛋白表

达的抑制。提示 LncRNA XIST或可通过调控 mir137-ATG抑

制结直肠癌细胞 SW480自噬从而提高其对 5-fu的敏感性。

自噬是依赖溶酶体途径对胞质蛋白和细胞器进行降解的

过程，是细胞在缺氧、营养缺失、放化疗损伤时维持细胞生存重

要方式 [23]。有研究发现，在自噬过程中，自噬相关基因（Au-

tophagy Related Genes，ATGs）通过调控清除部分内容物或受损

细胞器，从而达到缓解代谢压力促进细胞存活，为肿瘤细胞对

化疗，放疗，激素治疗等治疗方法抵抗提供有利环境[24,25]。ATG5

是自噬相关基因家族的重要一员，有研究显示，ATG5表达的

缺失会导致细胞自噬功能减低，干扰脂类物质的代谢，造成脂

类大量蓄积，阻碍能量循坏，进而干扰药物疗效 [26-28]。因此，

ATG5是影响化疗疗效的关键分子靶点。W, Zhang[27]等人发现

采用微小 miR-153-3p可抑制 ATG5的表达从而提高非小细胞

肺癌对吉非替尼（Gefitinib）的敏感性。M. Luo[29]发表的文献中

指出 miR-216b 可通过靶向调控 ATG5 影响维罗非尼(Vemu-

rafenib)在黑色素瘤中的疗效。以上研究表明，非编码 RNA对

ATG5的调控是影响细胞自噬 -耐药通路的重要机制。为此，在

本研究中，我们通过实验验证 XIST/miR-137/ATG5在结肠癌

自噬 -耐药通路中的重要调控作用，该研究有望为结直肠癌治

疗提供新的实验基础和临床价值[30]。

目前，lncRNA/miRNA/靶基因之间的交互作用是肿瘤耐

药机制研究的热点。本研究以细胞自噬为切入点，阐述基因间

相互作用对肿瘤耐药的影响。本研究结果对结肠癌 -自噬 -耐

药三者关系提供了重要的实验补充，期望为肿瘤靶向治疗提供

新的靶点，同时为结肠癌的防治提供新的思路。
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