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长链非编码 RNA FGD5-AS1对垂体瘤的影响及其机制研究

韩晓正，任洪波，贺 龙，宋志远，牛国栋　（邯郸市中心医院神经外三科，河北 邯郸 056008）

［摘 要］　目的　探讨长链非编码 RNA FGD5-AS1 对垂体瘤（PA）细胞增殖、迁移、侵袭的影响，并分析其可能的作用机制。

方法　体外培养人 PA细胞系HPAs、RC-4BC、HP75和人星形胶质细胞系NHA，RT-PCR检测上述细胞系中 FGD5-AS1和miR-15a的
表达水平。取对数生长期的HP75细胞随机分为沉默组和阴性对照组，沉默组转染 shRNA-FGD5-AS1，阴性对照组转染 shRNA-NC，

RT-PCR检测 2组细胞中 FGD5-AS1和miR-15a的表达水平，CCK-8实验、细胞划痕实验、Transwell实验检测 2组细胞增殖、迁移及侵

袭能力，Western blot检测 2组细胞Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达，双荧光素酶报告基因实验验证 FGD5-AS1和miR-15a的靶

向关系。结果　与 NHA细胞相比，HPAs、RC-4BC、HP75细胞中 FGD5-AS1的表达水平显著升高（P<0. 05），而 miR-15a的表达水平

显著降低（P<0. 05）。与阴性对照组相比，沉默组HP75细胞中的FGD5-AS1表达水平降低（P<0. 05），miR-15a表达水平升高（P<0. 05），
OD 值下降（P<0. 05），细胞迁移及侵袭能力降低（P<0. 05），Wnt3a 和 β-catenin 蛋白表达降低（P<0. 05）。FGD5-AS1 能特异性结合

miR-15a使细胞荧光素酶活性降低（P<0. 05）。结论　FGD5-AS1在PA细胞中表达升高，沉默FGD5-AS1能够抑制PA细胞的增殖、迁

移及侵袭，其机制与其对miR-15a的靶向调控有关。
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Study on the effect and mechanism of long non-coding RNA FGD5-AS1 on pituitary adenoma
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Abstract: Objective　To investigate the effects of long non-coding RNA FGD5-AS1 on the proliferation，migration，and invasion of 
pituitary adenoma （PA） cells，and to analyze its potential mechanism of action. Methods　Human PA cell lines HPAs，RC-4BC，HP75，and 
human astrocyte cell line NHA were cultured in vitro. The expression levels of FGD5-AS1 and miR-15a in the above cell lines were detected 
by RT-PCR. HP75 cells in the logarithmic growth phase were randomly divided into the silencing group and the negative control group. The 
silencing group was transfected with shRNA-FGD5-AS1，while the negative control group was transfected with shRNA-NC. The expression 
levels of FGD5-AS1 and miR-15a in the two groups of cells were detected by RT-PCR. The proliferation，migration and invasion abilities of 
the two groups of cells were determined by CCK-8 assay，wound healing assay，and Transwell assay. The expression of proteins related to the 
Wnt/β-catenin signaling pathway in the two groups of cells was detected by Western blot. The targeting relationship between FGD5-AS1 and 
miR-15a was verified by dual-luciferase reporter gene assay. Results　Compared with the NHA cell，the expression level of FGD5-AS1 was 
significantly increased in the HPAs，RC-4BC，and HP75 cells （（P<0. 05），whereas the expression level of miR-15a was significantly 
decreased （P<0. 05）. Compared with the negative control group，the expression level of FGD5-AS1 was decreased （P<0. 05），the expression 
level of miR-15a was increased （P<0. 05），the OD value was decreased （P<0. 05），the migration and invasion abilities of cells were reduced 
（P<0. 05），and the expression of Wnt3a and β-catenin proteins was decreased in the silencing group of HP75 cells（P<0. 05）. FGD5-AS1 
could specifically bind to miR-15a，leading to a decrease in cell luciferase activity （P<0. 05）. Conclusion　FGD5-AS1 is overexpressed in 
PA cells，and silencing FGD5-AS1 can inhibit the proliferation，migration，and invasion of PA cells，and the mechanism is related to its 
targeted regulation of miR-15a.

Keywords: FGD5-AS1；miR-15a；pituitary adenoma；cell proliferation；cell migration；cell invasion；Wnt/β-catenin signaling pathway

垂体瘤（pituitary adenoma，PA）是一种常见的颅内

肿瘤，约占原发性颅内肿瘤的 15%。虽然恶性 PA 少

见，但部分 PA 具有侵袭性，生长迅速，可破坏鞍区正

常组织结构，浸润血管壁，侵犯海绵窦及周围脑组织。

由于手术完全切除 PA 较困难，因此患者的复发率较

高[1]。研究发现，PA的侵袭性可能与某些基因表达的

失调有关，然而其具体机制还有待进一步研究[2]。因

此，迫切需要研究 PA发病的分子机制，以开发针对该

肿瘤的新治疗策略。FGD5-AS1是近期发现的长链非
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编码 RNA（long non-coding RNA, lncRNA）家族中的一

员，其在多种肿瘤中起着促癌的作用[3]。Ghafouri-Fard
等[4]对 47例 PA 患者手术切除的组织样本进行分析发

现，FGD5-AS1在 PA 组织中明显升高，提示 FGD5-AS1
可能与 PA 的发生发展有关。miR-15a 是一种目前研

究较多的肿瘤相关 miRNA，在包括 PA 在内的许多肿

瘤中作为重要抑癌因子发挥作用[5]。研究显示，

FGD5-AS1 可以靶向结合 miR-15a 发挥肿瘤调控作

用[6]。但目前 FGD5-AS1 能否靶向 miR-15a 在 PA 中发

挥作用尚不清楚。因此，本研究旨在探讨 FGD5-AS1
对 PA 细胞增殖、迁移、侵袭的影响，并探讨其可能的

作用机制。

1　材料与方法

1. 1　细胞系和主要试剂

人星形胶质细胞系 NHA 和人 PA 细胞系 HPAs、
RC-4BC、HP75均购自美国 ATCC 中心，置于含 10% 胎

牛血清的RPMI-1640培养基中培养。TRIzol试剂购自

北京天根公司；CCK-8试剂盒购自北京达科为公司；反

转录试剂盒 PrimeScript RT Reagent Kit、RT-PCR 试剂

盒 One Step PrimeScript™ RT-PCR Kit 购自大连宝生物

公司；FGD5-AS1敲低质粒（shRNA-FGD5-AS1）及敲低

质粒阴性对照（shRNA-NC）、miR-15a 模拟物（miR-15a 
mimics）及模拟物阴性对照（NC-mimics）、FGD5-AS1野

生型/突变型荧光素酶报告基因质粒（WT-FGD5-AS1/
MUT-FGD5-AS1）购自上海吉玛制药公司；FGD5-AS1、
miR-15a、GAPDH、U6 引物及 Lipofectamine 2000 试剂

购自美国 Invitrogen公司；双荧光素酶报告基因检测试

剂盒购自美国 Promega公司；基质胶、Transwell小室购

自美国Millipore公司；兔抗人Wnt3a、β-catenin、GAPDH
抗体及山羊抗兔二抗 IgG购自美国Santa Cruz公司。

1. 2　细胞转染及分组

取对数生长期的 HP75 细胞接种于 12 孔板，随机

分为沉默组和阴性对照组，沉默组转染 shRNA-FGD5-

AS1，阴性对照组转染 shRNA-NC，参照 Lipofectamine 
2000 试剂说明书进行转染，24 h 后收集细胞进行

RT-PCR，验证转染质粒效率。

1. 3　RT-PCR检测FGD5-AS1、miR-15a表达

采用 TRIzol 试剂提取 HPAs、RC-4BC、HP75、NHA
细胞及沉默组和阴性对照组细胞总 RNA，按照 Prime⁃
Script RT Reagent Kit试剂盒说明书逆转录合成 cDNA，

以 cDNA 为模板，加入各个 PCR 引物，按照 One Step 
PrimeScript™ RT-PCR Kit试剂盒说明书操作进行 PCR
扩增。PCR 引物序列见表 1。PCR 反应条件如下：

95 ℃ 2 min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 10 s，共进行 40 个循环。

GAPDH、U6分别作为 FGD5-AS1、miR-15a的标准化内

部参照。以2-△△Ct法计算FGD5-AS1、miR-15a表达。

1. 4　CCK-8实验检测细胞增殖活性

取沉默组和阴性对照组 HP75 细胞，胰酶消化后

制备单细胞悬液，以 5 000个/孔的浓度接种于 96孔板

中，继续培养 24 h、48 h、72 h 后向每孔加入 10 µL 
CCK-8溶液，并在 37 ℃下继续培养 2 h，使用酶联免疫

检测仪测定各孔在 490 nm 波长处的光密度（optical 
density，OD）值。

1. 5　细胞划痕实验检测细胞迁移能力

取沉默组和阴性对照组HP75细胞，以 5×105个/孔
的密度接种至 6孔板，待细胞生长覆盖满细胞板孔面

后，用 10 µL 无菌枪头垂直于细胞板作“一”字划痕，

PBS清洗 2次，加入无血清细胞培养基继续培养 24 h，
在 0 h 和 24 h 时显微镜下拍照记录划痕宽度，计算细

胞迁移率。

1. 6　Transwell实验检测细胞侵袭能力

取沉默组和阴性对照组 HP75 细胞，胰酶消化后

制备无血清单细胞悬液，取200 µL细胞悬液（含2×104个
细胞）接种于涂有基质胶的 Transwell 小室上室内，下

室加入 500 µL含 10%胎牛血清的RPMI-1640培养基，

培养 24 h后取出小室，PBS清洗 3次，棉签拭除上室面

未穿膜的细胞，5% 戊二醛溶液固定细胞，染色、封片

后于高倍倒置显微镜下计数穿膜细胞。

1. 7　Western blot 检测 Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋

白表达

取沉默组和阴性对照组 HP75细胞，RIPA 裂解液

冰上裂解提取细胞总蛋白，BCA法检测蛋白浓度。将

30 µg蛋白加载到各泳道行 10% SDS-PAGE电泳分离，

再电转至PVDF膜上，洗膜后用 5%脱脂奶粉封闭 2 h，
将膜与兔抗人Wnt3a（1∶1 000稀释）、β-catenin（1∶1 000

表1　PCR相关引物序列

基因

FGD5-AS1
GAPDH
miR-15a
U6

正向引物（5'-3'）
GCACGTAAAAGGCCTTTGCA
GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT
GCCGAGTAGCAGCACACATAA
AAGGTCATCCCAGAGCTGAA

反向引物（5'-3'）
GCTAACGCACACACACAAGG
GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
CAGTGCGTGTCGTGGAGT
CTGCTTCACCACCTTCTTGA
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稀释）、GAPDH（1∶2 000稀释）抗体在 4 ℃条件下孵育

过夜，第 2 天洗膜后加入山羊抗兔二抗 IgG，室温孵

育 1 h，ECL显影，Quality One软件分析各条带灰度值。

1. 8　双荧光素酶报告基因实验验证 FGD5-AS1 和

miR-15a的靶向关系

收集HP75细胞接种于 12孔板，随机分为 4组，将

WT-FGD5-AS1或MUT-FGD5-AS1质粒分别与miR-15a 
mimics 或 NC-mimics 共转染至 HP75 细胞，依次作为

WT-FGD5-AS1+miR-15a mimics 组 、WT-FGD5-AS1+
NC-mimics 组 、MUT-FGD5-AS1+miR-15a mimics 组 、

MUT-FGD5-AS1+NC-mimics 组。转染 24 h 后裂解细

胞，应用双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测各组

HP75细胞相对荧光素酶活性。

1. 9　统计学方法

数据采用 SPSS 21. 0 软件分析，符合正态分布的

计量资料以均数±标准差（x̄±s）表示，2 组间比较采用

独立样本 t检验，P<0. 05表示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　不同细胞系中FGD5-AS1、miR-15a表达水平比较

RT-PCR 结果显示，HPAs、RC-4BC、HP75 细胞中

FGD5-AS1的表达水平均明显高于NHA细胞（P<0. 05），
而miR-15a的表达水平均明显低于NHA细胞（P<0. 05），
见图1。选择FGD5-AS1表达水平最高的HP75细胞进

行后续沉默实验。

2. 2　各组 HP75 细胞中 FGD5-AS1、miR-15a 表达水平

比较

RT-PCR结果显示，沉默组HP75细胞FGD5-AS1表

达水平低于阴性对照组（P<0. 05），miR-15a 表达水平

高于阴性对照组（P<0. 05），见图2。

2. 3　各组HP75细胞增殖活性比较

CCK-8 实验结果显示，24 h、48 h、72 h 时沉默组

HP75 细胞 OD 值均明显低于阴性对照组 (P<0. 05)，
见表2。

2. 4　各组HP75细胞迁移率比较

细胞划痕实验结果显示，阴性对照组和沉默组

HP75 细胞迁移率分别为（58. 64±4. 21）%、（26. 70±
3. 30）%，沉默组 HP75细胞迁移率明显低于阴性对照

组（P<0. 05），见图3。

2. 5　各组HP75细胞侵袭能力比较

Transwell实验结果显示，阴性对照组和沉默组侵袭

细胞数分别为（125. 25±24. 10）个、（48. 02±10. 00）个。

沉 默 组 HP75 侵 袭 细 胞 数 明 显 少 于 阴 性 对 照 组

（P<0. 05），见图4。
a：FGD5-AS1 相对表达；b：miR-15a 相对表达　*：与 NHA 细胞

比较，P<0.05
图1　不同细胞系中FGD5-AS1、miR-15a的表达水平

a：FGD5-AS1 相对表达；b：miR-15a 相对表达    *：与阴性对照组

比较，P<0.05
图2　各组HP75细胞中FGD5-AS1、miR-15a的表达水平

表2　沉默组和阴性对照组细胞OD值比较（x̄±s）

组别

阴性对照组

沉默组

t
P

24 h
0. 69±0. 12
0. 38±0. 08

3. 723
0. 020

48 h
1. 35±0. 10
0. 80±0. 09

7. 081
0. 002

72 h
2. 06±0. 24
1. 19±0. 14

5. 423
0. 006

图3　各组HP75细胞划痕实验（ ×200）
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2. 6　各组 HP75 细胞 Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋

白表达比较

Western blot 结果显示，阴性对照组和沉默组

HP75 细胞中 Wnt3a 蛋白的表达分别为（0. 92±0. 13）、

（0. 19±0. 06），β-catenin蛋白的表达分别为（0. 83±0. 11）、
（0. 28±0. 05）。沉默组 HP75 细胞 Wnt3a 和 β -catenin
蛋白表达均低于阴性对照组（P<0. 05），见图5。

2. 7　FGD5-AS1和miR-15a靶向结合关系验证

双荧光素酶报告基因实验结果显示，与 WT-

FGD5-AS1+NC-mimics组比较，WT-FGD5-AS1+miR-15a 
mimics组细胞相对荧光素酶活性明显降低（P<0. 05）；

而 MUT-FGD5-AS1+NC-mimics 组细胞相对荧光素酶

活性与 MUT-FGD5-AS1+miR-15a mimics 组比较，差异

无统计学意义(P>0. 05)，见图6。

3　讨论

PA是最常见的颅内肿瘤之一，其发病率为1/10 000。
多数 PA在组织学上被认定为良性病变，但一些 PA表

现出侵袭性特征，PA组织向周围侵袭生长，破坏鞍区

结构，无法通过手术完全切除，导致患者的复发率高，

并且手术后可能出现下丘脑损伤、视觉障碍、血管损

伤、脑脊液渗漏、垂体功能障碍等并发症。目前侵袭

性 PA 的治疗尚缺乏非常有效的药物，这严重影响了

PA 患者的预后[7-8]。因此，迫切需要进一步探讨 PA 发

生的潜在机制，为寻找新的 PA 治疗靶点和药物研发

提供理论依据。

lncRNA 是一种内源性非编码 RNA，其在基因组

中广泛转录，但缺乏蛋白质编码能力。研究表明，

lncRNA可通过各种不同机制参与不同的生物过程，调

控机体包括细胞增殖、分化、凋亡及侵袭等过程[9]。目

前陆续有研究发现，某些 lncRNA可能与 PA发病及侵

袭有关。Yu等[10]研究发现，lncRNA C5orf66-AS1在PA
组织和细胞中表达下调，并且与 PA 细胞的侵袭性有

关。lncRNA MEG3被发现能够通过参与细胞增殖、凋

亡和上皮间质转化过程抑制PA的发生[11]。Qiu等[12]通
过功能测定表明，LINC01004可在体外促进PA细胞的

恶性行为，并在体内促进 PA 的生长。但尚未发现调

控PA发病及侵袭的关键 lncRNA[2]。FGD5-AS1是一种

位于 3 号染色体上的长度为 3 772 个核苷酸的新型

lncRNA。2018年，FGD5-AS1首次被报道，随后被证明

与肾透明细胞癌的不良预后有关[13]。此后，FGD5-AS1
在更多的肿瘤中被发现表达异常增高，而敲低 FGD5-

AS1可显著降低肿瘤细胞的迁移、侵袭和增殖能力[14]。
研究显示，FGD5-AS1在卵巢癌组织中高表达，可促进

卵巢癌细胞增殖和血管生成，而敲低 FGD5-AS1 可抑

制上述过程[15]。在骨肉瘤的研究中发现，FGD5-AS1能

够通过增强自噬提高骨肉瘤细胞的阿霉素耐药性[16]。
Zhang 等[17]研究发现，FGD5-AS1是胰腺癌中的一种致

癌 lncRNA，其通过 miR-577调节 Wnt/β-catenin信号通

路促进胰腺癌的进展。He等[18]通过动物实验发现，敲

低FGD5-AS1能够抑制皮下异种移植物小鼠肝癌细胞

的生长和分化。有研究评估了 5种 lncRNA在PA组织

中的表达，结果显示 FGD5-AS1、EPB41L4A-AS1 在 PA
组织中的表达明显高于非肿瘤样本[4]。但 FGD5-AS1
在 PA 中的作用机制尚不清楚。本研究通过 RT-PCR
发现，3种PA细胞系中FGD5-AS1的表达均明显升高，

提示 FGD5-AS1 可能参与 PA 的发生发展。为了进一

步探讨 FGD5-AS1在 PA中可能的作用机制，本研究选

图4　各组HP75细胞Transwell实验（ ×400）

图5　各组HP75细胞Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白

*：P<0.05
图6　双荧光素酶报告基因实验
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择FGD5-AS1表达最高的HP75细胞进行沉默实验，结

果显示，敲低 FGD5-AS1 表达后 HP75 细胞的增殖活

性、迁移及侵袭能力均明显降低，表明 FGD5-AS1 与

PA 的恶性增殖及侵袭转移密切相关，敲低 FGD5-AS1
能够抑制 PA细胞的增殖及侵袭转移，进而抑制 PA的

发展。Wnt/β-catenin 信号通路是经典的 Wnt 信号通

路，其异常激活与肿瘤细胞的增殖、迁移及侵袭密切

相关[19]。本研究发现，敲低 FGD5-AS1表达后 HP75细

胞中 Wnt3a 和 β-catenin 蛋白表达明显降低，表明敲低

FGD5-AS1能抑制 PA细胞的Wnt/β-catenin信号通路，

敲低 FGD5-AS1对 PA细胞的增殖、侵袭及转移的抑制

作用可能通过Wnt/β-catenin信号通路实现。

研究显示，lncRNA 可以充当竞争性内源 RNA 与

miRNA 竞争性结合，从而调控肿瘤的发生发展[6]。因

此，FGD5-AS1 在 PA 发展中的作用亦可能与其靶向

miRNA，从而影响miRNA的生物学效应有关。研究发

现，FGD5-AS1 可以作为竞争性内源 RNA 靶向结合

miR-15a，从而发挥肿瘤调控作用[6]。但目前FGD5-AS1
在 PA 发展中的作用是否与其靶向结合 miR-15a 有关

尚不清楚。miR-15a 是目前研究较多的抑癌相关

miRNA 之一，2005 年 Bottoni 等[20]首次报道了 PA 和

miRNA的相关性，发现PA中miR-15a的表达较正常垂

体组织降低。以往研究明确了 miR-15a 在 PA 中作为

抑癌基因发挥作用，过表达miR-15a能够抑制PA细胞

增殖、迁移、侵袭及上皮间质转化[21-22]。本研究发现，

3 种 PA 细胞系中 miR-15a表达均明显降低，与既往研

究结果一致；进一步研究发现，敲低FGD5-AS1表达的

HP75 细胞中 miR-15a 表达升高，FGD5-AS1 能特异性

结合miR-15a使细胞荧光素酶活性降低。以上结果提

示，沉默FGD5-AS1对PA细胞增殖、侵袭、迁移及Wnt/
β-catenin信号通路的影响与其对miR-15a的靶向调控

有关。

综上所述，FGD5-AS1在 PA细胞中表达升高。沉

默 FGD5-AS1 能够抑制 PA 细胞的增殖、侵袭及迁移，

其机制与其对miR-15a的靶向调控有关。本研究为阐

明 PA 的发生发展机制提供了新的理论依据，并为其

分子治疗靶点的开发提供了一定的参考依据，但其具

体分子机制还需后续研究深入探讨。
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