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[摘　要] 目的：探讨长链非编码R NA( long non-coding R NA， lncR NA)FGD5-A S1对人结直肠癌细胞株侵

袭、迁移和凋亡能力的影响。方法：分别通过 lncRNA FGD5-A S1干扰、过表达和阴性对照质粒

转入结直肠癌细胞株(LoVo、HT29)。采用qRT-PCR检测转染效果；采用细胞流式法检测分析干

扰、过表达 l n c R N A  FG D 5 -A S 1后对结直肠癌细胞L oVo和H T 2 9凋亡能力的影响；采用细胞划痕

试验分析干扰、过表达 l n c R N A  FG D 5 -A S 1后对结直肠癌细胞L oVo和H T 2 9迁移能力的影响；采

用Trans wel l实验分析干扰、过表达 lncR NA FGD5-A S1后对结直肠癌细胞L oVo和HT29侵袭能力

的影响。结果：成功构建干扰、过表达 lncRNA FGD5-A S1的结直肠癌稳转细胞株，转染 lncRNA 

FGD5-AS1干扰质粒的结直肠癌细胞LoVo和HT29侵袭、迁移能力显著下降，凋亡能力显著上升；

转染 lncRNA FGD5-A S1过表达质粒的结直肠癌细胞LoVo和HT29侵袭、迁移能力显著上升，凋亡

能力显著下降。结论：LncRNA FGD5-AS1可显著提升结直肠癌细胞的侵袭及迁移能力，同时可显

著抑制结直肠癌细胞的凋亡。
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Abstract Objective: To investigate the effects of long non-coding RNA (lncRNA) FGD5-AS1 on invasion, migration and 

apoptosis of human colorectal cancer cell lines (LoVo, HT29). Methods: LncRNA FGD5-AS1 was transfected 

into colorectal cancer cell lines (LoVo, HT29) by interference, overexpression and negative control plasmid. The 
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结直肠癌在消化系统相关肿瘤中的发病率居

高不下，无论是国内还是国外，其发病率和致死

率 均 呈 现 升 高 的 趋 势 [ 1 - 2 ]。 为 延 长 结 直 肠 癌 患 者

的生存期和改善患者的预后，学术界及临床均加

大了对结直肠癌早期诊断及治疗的探索。影响结

直肠癌发生、发展的因素较为复杂，而在这些肿

瘤影响因素中，基因扮演着极为重要的角色 [3-4]。

基因对肿瘤的影响主要为干预肿瘤细胞的细胞周

期，同时还可作用于肿瘤细胞的增殖、侵袭及转

移，并最终影响到肿瘤的发生、发展过程[5]。

长链非编码RNA(long non-coding RNA，lncRNA)
作为R NA分子，无法翻译成蛋白质，且核苷酸长

度不低于2 0 0个 [ 6 ]。作 为 一 类 表 观 遗 传 学 R N A ，

lncRNA可对相关基因的表达水平进行调节[7]。在肿

瘤的发生、发展过程中，部分 lncRNA的表达会出

现异常，且表达水平直接影响到肿瘤的侵袭、转

移能力，对于细胞的凋亡也可发挥一定的干预作

用 [8]。在部分肿瘤中， lncR NA的异常表达可能成

为其重要的肿瘤预后判断标志物和有效的治疗靶

点，这也为今后结直肠癌的诊断及治疗提供了新

的方向[9]。

FG D 5反义R N A  1 (FG D 5  a n t i s e n s e  R N A  1，

F G D 5 - A S 1 ) 是 一 种 于 一 些 肿 瘤 中 最 新 被 发 现 的

l n c R N A ， 其 过 度 表 达 已 被 证 实 与 肿 瘤 细 胞 的 侵

袭、转移能力密切相关 [10]。在当前的研究中，有

课题组 [11-12]发现FGD5-A S1在部分肿瘤组织和细胞

系中的表达存在异常升高的趋势，且其表达水平

与口腔鳞状细胞癌细胞的增殖、转移和侵袭能力

呈正相关，但与细胞的凋亡则呈负相关，而相关

的体内实验也证实了 F G D 5 - A S 1 所发挥的致癌作

用，提示 F G D 5 - A S 1 是口腔鳞状细胞癌的致癌基

因。这也为FGD5-AS1在肿瘤中的作用机制提供了

新的思路，但FGD5-AS1在结直肠癌的发生、发展

过程中所发挥的作用目前还未知。本研究主要利

用体外实验来验证FGD5-AS1对结直肠癌侵袭和转

移能力的影响，从而为其可能作为结直肠癌新的

早期诊断指标和治疗靶点提供依据。

1  材料与方法

1.1  材料

人结直肠癌细胞株 L oVo 、 H T 2 9 购自上海细

胞库； F G D 5 - A S 1 干扰、过表达和阴性对照质粒

由上海吉玛制药技术有限公司设计合成；高糖培

养基购自美国Gibco公司；胎牛血清购自PA A实验

室；R N A提取试剂盒( T R Izo l试剂)和转染试剂盒

(Lipofectamine® 2000)购自美国Invitrogen公司；反

转录试剂盒(Prime Script RT reagent Kit)和荧光定

量试剂盒(SYBR Premix Ex Taq)购自日本Takara生物

技术公司；绿色荧光标记试剂盒(Annexin V-FITC/
PI Apoptosis Detection Kit)购自昆明诺唯赞生物科

技有限公司；异丙醇和氯仿购自国药集团化学试

剂有限公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞复苏与培养

打开水浴锅并设置温度为37 ℃，从液氮中取

出需复苏细胞；迅速解冻后放入低速离心机中离

transfection effect was detected by qRT-PCR assay. The effects of interference and overexpression of lncRNA 

FGD5-AS1 on the apoptotic ability of LoVo and HT29 in colorectal cancer cells were analyzed by flow cytometry. 

Cell scratching assay was used to analyze the effects of interference and overexpression of lncRNA FGD5-AS1 

on the migration ability of LoVo and HT29 in colorectal cancer cells. Transwell experiment was conducted to 

analyze the effects of interference and overexpression of lncRNA FGD5-AS1 on the invasion ability of LoVo and 

HT29 in colorectal cancer cells. Results: Stable colorectal cancer cell lines with interference and overexpression 

of lncRNA FGD5-AS1 were successfully constructed. The invasion and migration ability of LoVo and HT29 cells 

transfected with lncRNA FGD5-AS1 interference plasmid were significantly decreased, and the apoptosis ability 

was significantly increased. The invasion and migration ability of LoVo and HT29 cells transfected with LncRNA 

FGD5-AS1 overexpressing plasmid were significantly increased, while the apoptosis ability was significantly 

decreased. Conclusion: lncRNA FGD5-AS1 can significantly enhance the invasion and migration ability of 

colorectal cancer cells, and significantly inhibit the apoptosis of colorectal cancer cells.

Keywords long non-coding RNA; colorectal cancer; invasion; migration; apoptosis
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心(1 000 r/min，5 min)；加入1 mL含10%胎牛血清

的培养液，吹成细胞混悬液；转移至10 mL离心管

中，加入7 mL培养液进行混匀后铺板，待细胞贴

壁后换液，继续培养。

1.2.2  细胞转染

将 L oVo 和 H T 2 9 细 胞 分 为 6 组 ： 细 胞 不 做 处

理 ， 为 C o n t r o l 组 ； F G D 5 - A S 1 干 扰 质 粒 阴 性 对

照，为s i R N A -N C组；FG D 5 -A S 1 - 1干扰质粒，为

s i -FG D 5 -A S 1 - 1组；FG D 5 -A S 1 - 2干扰质粒，为s i -
FGD5-AS1-2组；FGD5-AS1过表达质粒阴性对照，

为 p c D N A - N C 组； F G D 5 - A S 1 - 1 过表达质粒，为

pcDNA-FGD5-AS1组。

分别用不含血清的培养基稀释FGD5-A S1-1、

F G D 5 - A S 1 - 2 干 扰 质 粒 ( s i R N A - F G D 5 - A S 1 - 1 、

s i R N A -F G D 5 - A S 1 - 2 ) 、F G D 5 - A S 1 阴性对照质粒

( s i R N A - N C ) 、 F G D 5 - A S 1 过 表 达 质 粒 ( p c D N A -
F G D 5 - A S 1 ) 、F G D 5 - A S 1 阴性对照质粒 ( p c D N A -
NC)以及Lipofectamine 2000，静置5 min，缓缓将

Lipofectamine加入siRNA-FGD5-AS1-1、siRNA-FGD5-
AS1-2和siRNA-NC中，静置25 min，缓缓加入细胞，

于37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中进行培养。

1.2.3  qRT-PCR验证干扰效果 
按TRIzol法提取总RNA，反转录合成cDAN。

根 据 P C R 反 应 体 系 加 入 对 应 体 积 的 试 剂 和 样

本 ， 并 将 q R T - P C R 程 序 设 定 为 ： 9 5  ℃ 预 变 性  
5 min，95 ℃变性10 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸

3 0  s ，4 0 个循环。在 P C R 结束后制作熔解曲线：  
95 ℃变性15 s，60 ℃变性1 min。95 ℃变性15 s，

60 ℃变性15 s。数据处理：采用2 −∆∆Ct法分析qRT-
PCR的数值；采用GraphPad PRISM 6.0软件制图。

1.2.4  细胞流式检测

转染后48 h，用PBS洗2遍，胰酶消化并计数，

用缓冲液混悬细胞，调整细胞密度为5×105个/mL； 
取 2 0 0  µ L 上 步 骤 的 细 胞 混 悬 液 ， 加 入 1 0  µ L 
Annexin-FITC和10 µL 20 µg/mL的PI试剂，室温下

避光孵育10 min；加入500 µL缓冲液，于流式仪器

下检测并分析细胞凋亡。

1.2.5  细胞划痕实验

在 6 孔 板 板 底 用 直 尺 每 隔 1  c m 划 横 线 ， 保 证

每 孔 至 少 穿 过 5 条 线 ； 选 择 处 于 对 数 生 长 期 的 细

胞，消化计数，以1 0 0  r / m i n离心5  m i n，弃去培

养 液 ， 用 含 1 0 %  F B S 的 D M E M 重 新 混 悬 细 胞 沉

淀，调整细胞密度至 3 × 1 0 5个 / m L 。取 2  m L 细胞

混悬液均匀铺于6孔板内，于37 ℃、5% CO 2恒温

培养箱中培养；待细胞生长至80%，用无菌10 μL

枪 头 沿 着 直 尺 ， 尽 量 垂 直 于 背 后 的 横 线 划 痕 ，

弃去培养液，用 P B S 洗 2 遍，加入含有 1 %  F B S 的

D M E M，于3 7  ℃、5 %  CO 2恒温培养箱中培养；

分 别 在 0  h 、 4 8  h 后 ， 于 光 学 显 微 镜 下 观 察 并 拍

照，观察细胞的迁移情况。

1.2.6  Transwell实验

选择8 μm Transwel l小室并在小室底部均匀涂

上Matr igel基质凝胶，于37 ℃、5% CO 2恒温培养

箱中孵育1 5  m i n；选择处于对数生长期的细胞，

消化计数，以100 r/min离心5 min，弃去培养液，

用无血清的DME M重新混悬细胞沉淀，调整细胞

密度至2.5×10 5个/mL；每个小室内加入200 μL细

胞混悬液，在下层孔内加入500 μL含有10% FBS的

DMEM，于37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养；取

出小室，弃去培养基，PBS洗2遍，用无菌棉棒轻

轻擦去小室内侧多余的细胞，加入4%多聚甲醛，

室温固定30 min；弃去固定液，PBS洗3遍，加入

0.1%结晶紫，脱色摇床孵育5 min；弃去结晶紫染

液，PBS洗3遍，弃去多余液体，于光学显微镜下

观察计数并进行拍照。

1.3  统计学处理

实验过程中取得的数据均选择SPSS 22.0统计

学软件进行数据分析，每个实验重复3次。计数资

料以例(%)表示，计量资料以均数±标准差(x±s)表

示。选择Fisher及Chi- square精确检验进行分析，
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  FGD5-AS1的干扰、过表达效果

在 L oVo 、 H T 2 9 细 胞 中 ， 相 较 于 s i R N A - N C
组，si-FGD5-AS1-1组和si-FGD5-AS1-2组中FGD5-
A S 1 的表达水平明显降低，差异有统计学意义，

其中s i -FGD5-A S1-1组FGD5-A S1表达水平最低；

FGD5-A S1在pcDNA-FGD5-A S1组的表达水平显著

高于pcDNA-NC组(P<0.05，图1)。

2.2  细胞凋亡水平

si-FGD5-A S1、siRNA-NC分别转染入LoVo、

HT29细胞后，si-FGD5-AS1组的细胞凋亡率显著高

于siRNA-NC组；pcDNA-FGD5-A S1和pcDNA-NC
分别转染入L oVo、H T 2 9细胞后，p c D N A -FG D 5 -
AS1组细胞凋亡率显著低于pcDNA-NC组，差异均

有统计学意义(均P<0.05，图2、3)。
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2.3  FGD5-AS1对迁移能力的影响

与转染了siRNA-NC相比，转染了FGD5-AS1的

siRNA序列的LoVo、HT29细胞的空隙更大。迁移

率结果也表明干扰FGD5-AS1后，LoVo、HT29细胞

迁移能力有下降(P<0.05)，即FGD5-A S1低表达对

LoVo、HT29细胞的迁移能力有抑制作用。FGD5-
A S1稳定过表达的LoVo、HT29细胞划痕的空隙明

显小于 p c D N A - N C 组。稳定过表达 F G D 5 - A S 1 的

LoVo、HT29细胞与转染pcDNA-NC相比，细胞迁

移率有显著升高(P<0.001)，即过表达FGD5-AS1会

提高LoVo、HT29细胞迁移能力(图4)。

2.4  FGD5-AS1对侵袭能力的影响

与 转 染 了 s i R N A - N C 相 比 ， 转 染 了 F G D 5 -
A S 1 的 s i R N A 序 列 的 L oVo 、 H T 2 9 细 胞 穿 过 小 室

基底膜的数目显著减少，说明与 s i R N A - N C 组相

比，其细胞侵袭能力显著降低( P < 0 . 0 5 )，即干扰

FGD5-A S1会降低LoVo、HT29细胞的侵袭能力。

与 转 染 了 p c D N A - N C 相 比 ， 稳 定 过 表 达 F G D 5 -
A S1的LoVo、HT29细胞穿过小室基底膜的数目显

著增加(P<0.001)，说明与pcDNA-NC组相比，其

细胞侵袭能力显著升高，即过表达  FG D 5 -A S 1会

提高LoVo、HT29细胞的侵袭能力(图5)。

图1 qRT-PCR检测FGD5-AS1的表达情况

Figure 1 Expression of FGD5-AS1 detected by qRT-PCR

与NC组相比，*P<0.05，**P<0.01。

Compared with NC group, *P<0.05, **P<0.01.

图2 流式细胞术检测各组细胞凋亡相对表达水平

Figure 2 Relative expression level of apoptosis was detected by flow cytometry

与NC组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

Compared with NC group, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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图3 流式细胞术检测各组细胞凋亡结果

Figure 3 Cell apoptosis was detected by flow cytometry
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图4 si-FGD5-AS1和pcDNA-FGD5-AS1对结直肠癌细胞迁移能力的影响

Figure 4 Effects of Si-FGD5-AS1and pcDNA-FGD5-AS1 on the migration ability of colorectal cancer cells 

与NC组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

Compared with NC group, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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3  讨论

结直肠癌细胞较易出现侵袭、转移，从而造

成大部分的结直肠癌患者预后不理想[13-14]。当前临

床研究仍未能完全探明导致结直肠癌细胞出现侵

袭及转移的具体机制，同时结直肠癌尚缺少适合

临床应用的早期诊断指标，且在其转移及预后的

判断上也存在诸多难点，以上问题均造成结直肠

癌患者治疗面对着一系列的问题 [15]。本研究对结

直肠癌发生、发展的分子机制进行探讨，旨在寻

找相关的靶点，为结直肠癌的早期诊断、治疗提

供新的研究思路。

近 年 来 ， 随 着 二 代 测 序 的 高 速 发 展 ， 越 来

越 多 的 研 究 [ 1 6 - 1 7 ]结 果 显 示 l n c R N A 可 在 多 个 过 程

中发挥对细胞凋亡、增殖及分化的调节作用。而

lncRNA在肿瘤中所扮演的角色也较为复杂，其不

仅可发挥抑癌的作用，同时也扮演着促癌基因的

角 色 ， 部 分 l n c R N A 甚 至 在 不 同 肿 瘤 中 可 发 挥 完

全相反的作用，其发挥的作用涉及肿瘤细胞的凋

亡、侵袭及增殖等各个过程 [ 1 8 - 1 9 ]。在肿瘤中异常

高表达的 lncRNA大部分会呈现出相应的生物学功

能，研究 [20]显示 lncRNA H19对膀胱癌细胞的增殖

能力有明显的促进作用。此外，相关研究 [21]显示

肺癌中 lncRNA HOTAIR的表达水平与其转移呈明

显的正相关。而其他研究 [22]则对影响肝癌患者预

后的重要影响因素进行分析，结果显示： lncRNA 

图5 si-FGD5-AS1 和pcDNA-FGD5-AS1对结直肠癌细胞侵袭能力的影响(结晶紫染色，×100)

Figure 5 Effects of si-FGD5-AS1 and pcDNA-FGD5-AS1 on the invasion ability of colorectal cancer cells (crystal violet staining, 

×100)

与NC组相比，*P<0.05，***P<0.001。

Compared with NC group, *P<0.05, ***P<0.001.
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HOTTIP/HOXA 13的表达水平与肝癌患者预后存

在明显相关性。因此，对于肿瘤相关的 lncRNA进

行进一步的探索可明确 lncRNA在部分肿瘤中所发

挥的分子生物学机制，同时也可为接下来肿瘤的

分子治疗提供相应的理论基础。

本研究在成功构建稳定干扰、过表达 lncRNA 
FGD5-A S1及阴性对照LoVo、HT29细胞株后，观

察 L oVo 、 H T 2 9 细胞的侵袭、迁移和凋亡能力，

结果显示：si-FGD5-A S1转染至LoVo、HT29细胞

后，细胞的凋亡率显著高于siRNA-NC组；pcDNA-
FGD5-A S1转染至LoVo、HT29细胞后，细胞的凋

亡率显著显著低于pcDNA-NC组。划痕试验验证了

FGD5-A S1低表达对LoVo、HT29细胞的迁移能力

有抑制作用，同时过表达FGD5-AS1会提高LoVo、

HT29细胞迁移能力。侵袭实验证明了干扰FGD5-
A S1会降低LoVo、HT29细胞的侵袭能力，同时过

表达FGD5-A S1会提高LoVo、HT29细胞的侵袭能

力。 F G D 5 - A S 1 的过度表达被发现与肿瘤细胞的

侵袭、转移能力密切相关 [10]。有学者 [11- 12]证实了

F G D 5 - A S 1 在口腔鳞状细胞癌组织和细胞系中的

表达存在异常升高的趋势，且其表达水平与口腔

鳞状细胞癌细胞的增殖、转移和侵袭能力呈正相

关，但与细胞的凋亡则呈现为负相关性。由此，

我们选择基因转染的手段对 lncRNA FGD5-A S1在

结直肠癌细胞中进行过表达和低表达处理，以此

通 过 体 外 实 验 来 观 察 在 结 直 肠 癌 细 胞 中 l n c R N A 
F G D 5 - A S 1 可能发挥的生物学作用，结果提示：

lncRNA FGD5-A S1可显著提升结直肠癌细胞的侵

袭及迁移能力，同时可显著抑制结直肠癌细胞的 
凋亡。

综 上 所 述 ， 本 研 究 发 现 结 直 肠 癌 促 癌 基 因

lncRNA FGD5-A S1在结直肠癌细胞中能促进细胞

的 侵 袭 、 迁 移 能 力 ， 同 时 能 抑 制 细 胞 凋 亡 ， 但

lncRNA FGD5-AS1对结直肠癌的具体作用机制还需

进一步研究。
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