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FGD5-AS1调控miR-3163/CNPY2轴对脑胶质瘤

细胞增殖和凋亡的影响
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3首都医科大学宣武医院神经外科, 北京 100053)

摘要   该文旨在探究长链非编码RNA((LncRNA) FGD5反义RNA1( FGD5-AS1)调控微小RNA-
3163(miR-3163)/冠层成纤维细胞生长因子信号调节因子2(CNPY2)轴对脑胶质瘤细胞增殖和凋亡的

影响。qRT-PCR检测正常星形胶质细胞和胶质瘤细胞U87、LN229、U251中LncRNA FGD5-AS1、
miR-3163、CNPY2 mRNA表达量 ; 将U87细胞分为对照 (NC)组、sh-NC组、sh-FGD5-AS1组、sh-
FGD5-AS1+anti-NC组、sh-FGD5-AS1+anti-miR-3163组、miR-NC组、miR-3163 mimic组、miR-
3163 mimic+OE-NC组、miR-3163 mimic+OE-CNPY2组。通过克隆形成实验和流式细胞术分别检

测细胞增殖和凋亡情况 ; Western blot检测细胞中CNPY2、细胞周期蛋白D1(CCND1)、Bcl-2相关X
蛋白(Bax)的表达量 ; RNA免疫共沉淀(RIP)和双荧光素酶实验检测LncRNA FGD5-AS1、miR-3163、
CNPY2的靶向关系。与正常星形胶质细胞相比, LncRNA FGD5-AS1、CNPY2 mRNA表达量在U87、
LN229、U251细胞中显著升高, miR-3163表达量在U87、LN229、U251细胞中显著降低(P<0.05), 其
中U87细胞的三指标变化趋势最为明显 ; 与sh-NC组或miR-NC组相比 , sh-FGD5-AS1组或miR-3163 
mimic组集落形成数量以及CNPY2和CCND1蛋白表达量显著降低 , 细胞凋亡率、Bax蛋白表达量显

著升高 (P<0.05); 与sh-FGD5-AS1+anti-NC组或miR-3163 mimic+OE-NC组相比 , sh-FGD5-AS1+anti-
miR-3163组或miR-3163 mimic+OE-CNPY2组集落形成数量以及CNPY2、CCND1蛋白表达量显著升

高 , 细胞凋亡率、Bax蛋白表达量显著降低 (P<0.05); RIP实验和双荧光素酶实验均表明miR-3163与
LncRNA FGD5-AS1、CNPY2存在靶向关系(P<0.05)。敲降LncRNA FGD5-AS1可通过上调miR-3163
表达, 进而靶向下调CNPY2表达, 从而抑制脑胶质瘤细胞增殖并促进其凋亡。

关键词      脑胶质瘤; LncRNA FGD5-AS1; miR-3163/CNPY2轴; 增殖; 凋亡

The Effects of FGD5-AS1 on the Proliferation and Apoptosis 
of Glioma Cells by Regulating the miR-3163/CNPY2 Axis
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Abstract       This study aims to investigate the effects of the LncRNA (long non‑coding RNA) FGD5‑AS1 
(FGD5 antisense RNA 1) on the proliferation and apoptosis of glioma cells by regulating the miR‑3163 (microR‑
NA‑3163)/CNPY2 (canopy FGF signaling regulator 2) axis. The expression levels of LncRNA FGD5-AS1, miR-
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3163, and CNPY2 mRNA in normal human astrocytes and glioma cells (U87, LN229, U251) were detected by qRT-
PCR. U87 cells were divided into the following groups: control (NC) group, sh-NC group, sh-FGD5-AS1 group, 
sh-FGD5-AS1+anti-NC group, sh-FGD5-AS1+anti-miR-3163 group, miR-NC group, miR-3163 mimic group, 
miR-3163 mimic+OE-NC group, and miR-3163 mimic+OE-CNPY2 group. Cell proliferation and apoptosis were 
assessed by colony formation assay and flow cytometry, respectively. The protein expression levels of CNPY2, 
CCND1, and Bax were measured by Western blot. The targeting relationships among LncRNA FGD5-AS1, miR-
3163, and CNPY2 were verified by RIP (RNA immunoprecipitation) and dual-luciferase reporter assays. Compared 
with normal human astrocytes, the expression levels of LncRNA FGD5-AS1 and CNPY2 mRNA were significantly 
increased in U87, LN229, and U251 cells, while miR-3163 expression was significantly decreased (P<0.05). 
Among these, U87 cells showed the most pronounced changes in all three indicators. Compared with the sh-NC 
group or miR-NC group, the sh-FGD5-AS1 group or miR-3163 mimic group exhibited significantly reduced colony 
formation numbers and CNPY2 and CCND1 protein expression levels, along with significantly increased apoptosis 
rates and Bax protein expression levels (P<0.05). Compared with the sh-FGD5-AS1+anti-NC group or miR-3163 
mimic+OE-NC group, the sh-FGD5-AS1+anti-miR-3163 group or miR-3163 mimic+OE-CNPY2 group showed 
significantly increased colony formation numbers and CNPY2 and CCND1 protein expression levels, as well as 
significantly decreased apoptosis rates and Bax protein expression levels (P<0.05). RIP and dual-luciferase reporter 
assays confirmed the targeting relationships between miR-3163 and LncRNA FGD5-AS1, as well as between miR-
3163 and CNPY2 (P<0.05). Knockdown of LncRNA FGD5-AS1 can inhibit glioma cell proliferation and promote 
apoptosis by upregulating miR-3163 and downregulating CNPY2.

Keywords       glioma; LncRNA FGD5-AS1; miR-3163/CNPY2 axis; proliferation; apoptosis

脑胶质瘤作为成人中枢神经系统最常见的原

发性恶性肿瘤 , 其发病率显著高于其他类型的原发

性中枢神经系统恶性肿瘤 , 约占全部恶性病例的

80%[1]。其中 , 高级别胶质母细胞瘤因其显著的化疗

耐药性和高复发率等特征 , 导致患者预后极差 , 生存

质量严重受损 [2]。临床数据显示 , 即使采用手术切除

联合放化疗等综合治疗手段 , 患者的中位生存期仍

难以突破15个月 [3]。这一现状凸显了开发新型分子

标志物与精准靶向治疗策略的迫切性 , 同时也彰显

了其在改善患者生存预后方面的重要意义。长链非

编码RNA(long non-coding RNA, LncRNA)作为一类

重要的表观遗传调控分子 , 已被广泛证实参与恶性

肿瘤发生发展的多环节调控过程 [4]。近年来研究进

一步指出 , LncRNA通过其精确的时空表达调控 , 在
肿瘤的发生与发展中扮演着关键的顺式或反式调控

角色 , 而这一过程与染色质层面的功能增强子连接

组的异常重构密切相关 , 这为非编码RNA在胶质瘤

等复杂疾病中的作用提供了新的视角 [5]。FGD5反
义RNA1(FGD5 antisense RNA 1, FGD5-AS1)转录自

FGD5基因的反义链 , 有研究指出其在癌症发生过程

中发挥重要调控作用。在脑胶质瘤组织中 , LncRNA 

FGD5-AS1显著高表达 , 然而沉默其表达后 , 癌细胞

增殖、迁移和侵袭均受到显著抑制[6]。近期研究揭示, 
肿瘤微环境存在动态变化 , 如神经元与胶质瘤细胞

间形成的异常突触活动可作为驱动肿瘤增殖的关键

外在因素 [7], 提示FGD5-AS1等分子可能参与肿瘤细

胞内在信号通路与外部微环境间的复杂交互网络。

微小RNA-3163(microRNA-3163, miR-3163)是具有调

控功能的非编码小RNA, 通过靶向特定mRNA参与多

种疾病的发生发展过程 [8]。有研究指出 , 与正常细胞

相比 , 在结直肠癌细胞中miR-3163表达量显著降低 , 
敲除序列相似性家族201成员A(family with sequence 
similarity 201 member A, FAM201A)可通过上调miR-
3163表达靶向调控结肠癌转移相关基因1(metastasis-
associated in colon cancer 1, MACC1)表达 , 从而抑制

癌细胞的生长与干性 , 并增强其化疗敏感性 [9]。冠层

成纤维细胞生长因子信号调节因子2(canopy FGF sig‑
naling regulator 2, CNPY2)是冠层家族的一员, 在多种

组织中广泛表达 , 参与调节多发性恶性肿瘤的恶性

生物学行为[10]。在神经胶质瘤研究中, 上调miR-30e-
3p可通过靶向下调CNPY2抑制细胞增殖, 并促进其凋

亡 [11]。本研究前期经 starBase数据库预测发现 , miR-
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3163与LncRNA FGD5-AS1和CNPY2均存在结合位

点, 同时基于以上研究现状, 推测LncRNA FGD5-AS1
可能通过调控miR-3163/CNPY2轴在脑胶质瘤发展过

程中发挥调控作用。因此 , 本研究旨在探究LncRNA 
FGD5-AS1在脑胶质瘤中的具体作用机制。

1   材料与方法
1.1   实验细胞

人胶质瘤细胞U87(货号 : HT-X1726)、LN229(货
号 : HTX2762)、U251(货号 : HT-X1725)以及正常人星

形胶质细胞 (normal human astrocyte, NHA)(货号 : HT-
X2408)均购自深圳市豪地华拓生物科技有限公司。

1.2   主要试剂

LncRNA FGD5-AS1干扰质粒 (sh-FGD5-AS1)
及对照 (sh-NC)、LncRNA FGD5-AS1野生 /突变型

(FGD5-AS1-WT/MUT)质粒、miR-3163模拟物 (miR-
3163 mimic)及对照 (miR-NC)、反义miR-3163(anti-
miR-3163)及对照 (anti-NC)、CNPY2过表达质粒

(OE-CNPY2)及对照 (OE-NC)、CNPY2野生 /突变型

(CNPY2-WT/MUT)质粒均由生工生物工程 (上海 )股
份有限公司合成 ; RNA提取试剂盒 (货号 : XY0232)购
自上海信裕生物科技有限公司 ; miRNA反转录试剂

盒 (货号 : 11148ES10)购自翌圣生物科技 (上海 )股份

有限公司 ; 通用性反转录试剂盒(货号 : RR092A)购自

TaKaRa公司; 荧光定量PCR试剂盒(货号: QP078)购自

艾美捷科技有限公司 ; Annexin V-FITC/PI双染细胞凋

亡检测试剂盒 (货号 : KGA1102)购自江苏凯基生物技

术股份有限公司 ; CNPY2、细胞周期蛋白D1(cyclin 
D1, CCND1)、Bcl-2相关X蛋白 (Bax)、GAPDH一抗

及HRP标记的二抗 (货号 : 66173-1-Ig、60186-1-Ig、
60267-1-Ig、60004-1-Ig、SA00001-1)购自武汉三鹰生

物技术有限公司 ; 双荧光素酶活性检测试剂盒 (货号 : 
BTN130595-NFO)购自北京百奥莱博科技有限公司 ; 

RNA免疫沉淀 (RNA immunoprecipitation, RIP)试剂盒

(货号: Bes5101)购自广州伯信生物科技有限公司。

1.3   qRT-PCR实验

使用试剂盒从培养的细胞中提取总RNA, 经
NanoDrop分光光度计测定D260/D280值 , 确认RNA纯度

后, 采用试剂盒进行反转录合成cDNA。随后, 使用荧

光定量PCR试剂盒在ABI 7500型实时荧光定量PCR系
统上进行qRT-PCR扩增(反应体系: 10 μL SYBR Green 
Master Mix、2 μL cDNA模板及上下游引物各0.4 μL, 
加ddH₂O至20 μL。扩增程序: 95 ℃预变性2 min; 随后

95 ℃变性15 s,  60 ℃退火/延伸30 s, 40个循环)。实验

采用表1所列的特异性引物, 以U6或GAPDH作为内参

基因, 通过2−ΔΔCt法计算目的基因的相对表达水平。

1.4   细胞培养及分组处理

取U87细胞以2×10⁵/皿的密度接种于培养皿中 , 
置于37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中常规培养。培

养期间每2~3天更换1次新鲜培养基 , 密切观察细胞

生长状态。待细胞生长至80%汇合度时 , 弃去培养

液, 加入0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液, 于37 ℃消化

约1~2 min, 在显微镜下观察到细胞变圆脱落时立即

加入含10%胎牛血清的完全培养液终止消化, 吹打制

成单细胞悬液后按13׃比例传代。取3代内生长状态

稳定的细胞用于后续实验研究。将生长状态良好的

U87细胞分为对照 (NC)组、sh-NC组、sh-FGD5-AS1
组、sh-FGD5-AS1+anti-NC组、sh-FGD5-AS1+anti-
miR-3163组、miR-NC组、miR-3163 mimic组、miR-
3163 mimic+OE-NC组、miR-3163 mimic+OE-CNPY2
组。转染前24 h, 将U87细胞以2×10⁵/孔的密度接种

于6孔板中 , 使转染当天细胞汇合度达到70%~80%。

按照Lipofectamine 3000转染试剂说明书制备转染复

合物 : 将上述1.2中质粒与P3000试剂共同加入Opti-
MEM培养基中 , 同时将Lipofectamine 3000试剂稀释

于Opti-MEM培养基中。将上述两种稀释液轻轻混合, 

表1   qRT-PCR引物序列

Table 1   qRT-PCR primer sequences
基因

Gene
正向引物(5ʹ→3ʹ)
Forward primer (5ʹ→3ʹ)

反向引物(5ʹ→3ʹ)
Reverse primer (5ʹ→3ʹ)

LncRNA FGD5-AS1 TCA TGC CTG TAA TCC CAG CA TCT GCC TCC CGA GTT CAA AT

miR-3163 GCC GAG TAT AAA ATG AGG GCA CTC AAC TGG TGT CGT GGA

CNPY2 CAA ACT ACA GGT CCC AGG ATA G CAC AGG AAA CTA CAT CTC CCA

U6 CTC GCT TCG GCA GCA CAT ATA CT ACG CTT CAC GAA TTT GCG TGT C

GAPDH CTG GGC TAC ACT GAG CAC C AAG TGG TCG TTG AGG GCA ATG
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室温孵育15 min, 以形成转染复合物。将复合物逐滴

加入细胞孔中, 轻轻摇匀, 转染6 h后更换为新鲜完全

培养液。除NC组外 , 其余各组均转染相应质粒48 h
后收集细胞以进行后续检测。

1.5   克隆形成实验检测细胞增殖情况

各组U87细胞以相同密度 (1×103/孔 )接种于6孔
板 , 在37 ℃、5% CO2条件下持续培养14天 , 期间每

48~72 h更换1次新鲜培养基以维持营养供应。培养

终止后, 采用1 mL 4%多聚甲醛于室温固定20~30 min, 
固定完成后, 弃去固定液, 用PBS洗涤2次, 每次2 min。
随后每孔加入500 μL 0.1%结晶紫染色液, 于室温避光

染色20~30 min。染色完成后, 弃去染色液, 用流水缓

慢冲洗多余染料 , 直至背景清晰。将培养板倒置于吸

水纸上自然晾干 , 最后通过倒置显微镜观察细胞并计

数。

1.6   流式细胞术检测细胞凋亡情况

各组U87细胞经胰酶于37 ℃消化后 , 收集细胞

悬液, 于4 ℃、1 000 r/min离心5 min, 弃上清。用预

冷的PBS洗涤细胞1次, 再次于4 ℃、1 000 r/min离心

5 min。弃上清后 , 用1× Annexin V结合缓冲液重悬

细胞 , 调整细胞密度至1×106/mL。避光条件下依次

加入5 μL Annexin V-FITC, 室温下孵育15 min; 之后

加入5 μL PI染液 , 于室温避光孵育5 min, 反应终止

后立即上机检测。通过流式细胞术分析, 以Annexin 
V-FITC+/PI−为早期凋亡细胞, Annexin V-FITC+/PI+为

晚期凋亡/坏死细胞, 计算总凋亡率(早期+晚期)。
1.7   Western blot实验检测CNPY2、CCND1、
Bax蛋白表达量

将收集的各组U87细胞加入RIPA裂解缓冲液裂

解获取总蛋白, 并在SDS-PAGE上分离蛋白。之后, 将
它们转移到PVDF膜上 , 将PVDF膜置于含5%脱脂牛

奶的TBST封闭液中 , 于室温摇床上封闭1~2 h。洗涤

后, 在4 °C下与CNPY2、CCND1、Bax一抗(1000 1׃稀释)
孵育过夜。之后 , 用HRP标记的二抗 000稀释 2׃1) )室
温孵育膜2 h。最后 , 通过ECL系统观察蛋白条带 , 并
使用ImageJ软件量化条带灰度值。

1.8   LncRNA FGD5-AS1、miR-3163、CNPY2靶
向关系验证

RIP实验 : 首先在RIP裂解缓冲液中处理细胞 , 
然后按照试剂盒步骤操作。最后处理与AGO2抗体

或对照IgG抗体结合的磁珠以收集免疫沉淀物, 并进

行qRT-PCR分析。

双荧光素酶实验 : 将存在与miR-3163互补结

合位点的FGD5-AS1/CNPY2野生型 (WT)及其对应

突变型 (MUT)序列 , 分别克隆至pmirGLO报告载体

中。随后, 按照Lipofectamine 3000转染试剂说明书

进行共转染: 每孔加入500 ng报告质粒(FGD5-AS1-
WT/MUT或CNPY2-WT/MUT)及 50 nmol/L miR-
3163 mimic或miR-NC, 将其分别稀释于50 μL Opti-
MEM培养基中 ; 另取1.5 μL Lipofectamine 3000稀
释于50 μL Opti-MEM中。将二者混匀静置后, 室温

孵育 15~20 min形成转染复合物 , 将其逐滴加入细

胞孔中, 轻轻摇匀。转染6 h后更换为新鲜完全培养

液。继续培养48 h后, 弃去培养液, 用PBS洗涤细胞

1次。每孔加入100 μL裂解缓冲液, 于室温摇床上裂

解15 min。收集裂解液 , 按照双荧光素酶检测试剂

盒说明书 , 在多功能酶标仪或化学发光检测仪上依

次测定萤火虫荧光素酶活性与海肾荧光素酶活性。

以海肾荧光素酶活性为内参。

1.9   统计分析

采用GraphPad Prism 9.0软件对数据进行分析 , 
采用Shapiro-Wilk检验对数据进行正态分布检验 , 服
从正态分布的计量资料表示为平均值±标准差(x

_
±s)。

通过 t检验进行两组间比较 ; 通过单因素方差分析进

行多组间比较 , 采用Levene检验对数据方差齐性进

行检验 , 方差齐的数据进一步两两比较采用SNK-q
法。当P<0.05时, 差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   胶质瘤细胞中LncRNA FGD5-AS1、miR-
3163、CNPY2 mRNA表达量

与NHA相比 , LncRNA FGD5-AS1、CNPY2 
mRNA表达量在U87、LN229、U251中显著升高 , 
miR-3163表达量在U87、LN229、U251中显著降低

(P<0.05), 其中U87细胞三指标变化趋势最为明显。

具体结果见图1。
2.2   敲降LncRNA FGD5-AS1对miR-3163的影响

sh-NC组与NC组相比 , 细胞中LncRNA FGD5-
AS1、miR-3163表达量无明显变化(P>0.05); 与sh-NC
组相比 , sh-FGD5-AS1组细胞中LncRNA FGD5-
AS1表达量显著降低 , miR-3163表达量显著升高

(P<0.05); sh-FGD5-AS1+anti-miR-3163组与 sh-
FGD5-AS1+anti-NC组相比 , 细胞中LncRNA FGD5-
AS1表达量无明显变化(P>0.05), miR-3163表达量显
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著降低(P<0.05), 具体结果见图2。
2.3   敲降LncRNA FGD5-AS1对U87细胞增殖、

凋亡的影响

与NC组相比, sh-NC组集落形成数量、细胞凋亡

率均无明显差异 (P>0.05); 与sh-NC组相比 , sh-FGD5-
AS1组集落形成数量明显降低 , 细胞凋亡率显著升高

(P<0.05); 与sh-FGD5-AS1+anti-NC组相比 , sh-FGD5-
AS1+anti-miR-3163组集落形成数量显著升高 , 细胞凋

亡率显著降低(P<0.05), 具体结果见图3和图4。
2.4   敲降LncRNA FGD5-AS1对U87细胞中CNPY2、
CCND1、Bax蛋白表达量的影响

sh-NC组与NC组相比, 细胞中CNPY2、CCND1、
Bax蛋白表达量无明显差异 (P>0.05); sh-FGD5-AS1
组与 sh-NC组相比 , 细胞中CNPY2、CCND1蛋白表

达量显著降低 , Bax蛋白表达量显著升高 (P<0.05); 
sh-FGD5-AS1+anti-miR-3163组与sh-FGD5-AS1+anti-
NC组相比, 细胞中CNPY2、CCND1蛋白表达量显著

升高, Bax蛋白表达量显著降低(P<0.05), 具体结果见

图5。
2.5   过表达miR-3163对CNPY2的影响

与 NC组相比 , miR-NC组细胞中miR-3163、
CNPY2 mRNA表达量无明显差异 (P>0.05);与miR-
NC组相比 , miR-3163 mimic组细胞中miR-3163
表达量显著升高 , CNPY2 mRNA表达量显著降低

(P<0.05); 与miR-3163 mimic+OE-NC组相比 , miR-
3163 mimic+OE-CNPY2组细胞中miR-3163表达量

无明显变化 (P>0.05), CNPY2 mRNA表达量显著升

高(P<0.05), 具体结果见图6。

n=6, *P<0.05.
图1   各胶质瘤细胞中LncRNA FGD5-AS1、miR-3163、CNPY2 mRNA表达量

Fig.1    Expression levels of LncRNA FGD5-AS1, miR-3163, and CNPY2 mRNA in various glioma cells
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图2   各组U87细胞中LncRNA FGD5-AS1、miR-3163表达量

Fig.2   Expression levels of LncRNA FGD5-AS1 and miR-3163 in U87 cells of each group
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n=6, *P<0.05.
图3   克隆形成实验检测各组U87细胞增殖能力

Fig.3   Clone formation assay for detecting the proliferation ability of U87 cells in each group

n=6, *P<0.05.
图4   流式细胞术检测各组U87细胞凋亡情况

Fig.4   Flow cytometry detection of U87 cell apoptosis in each group
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2.6   过表达miR-3163对U87细胞增殖、凋亡的影响

miR-NC组与NC组相比 , 集落形成数量和细胞凋

亡率均无显著差异(P>0.05); miR-3163 mimic组与miR-
NC组相比 , 集落形成数量显著降低 , 细胞凋亡率显著

升高 (P<0.05); miR-3163 mimic+OE-CNPY2组与miR-
3163 mimic+OE-NC组相比 , 集落形成数量显著升高 , 

细胞凋亡率显著降低(P<0.05), 具体结果见图7和图8。
2.7   过表达miR-3163对U87细胞中CNPY2、
CCND1、Bax蛋白表达量的影响

与 NC组相比 ,  miR-NC组细胞中 CNPY2、
CCND1、Bax蛋白表达量无显著变化 (P>0.05); 与
miR-NC组相比 , miR-3163 mimic组细胞中CNPY2、
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A: NC组; B: sh-NC组; C: sh-FGD5-AS1组; D: sh-FGD5-AS1+anti-NC组; E: sh-FGD5-AS1+anti-miR-3163组。n=6, *P<0.05。
A: NC group; B: sh-NC group; C: sh-FGD5-AS1 group; D: sh-FGD5-AS1+anti-NC group; E: sh-FGD5-AS1+anti-miR-3163 group. n=6, *P<0.05.

图5   Western blot实验检测各组U87细胞中CNPY2、CCND1、Bax蛋白表达情况

Fig.5   Western blot assay was used to detect the expression of CNPY2, CCND1, and Bax proteins in U87 cells of each group

n=6, *P<0.05.
图6   各组U87细胞中miR-3163、CNPY2 mRNA表达量

Fig.6   Expression levels of miR-3163 and CNPY2 mRNA in U87 cells of each group
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图7   克隆形成实验检测各组U87细胞增殖能力

Fig.7   Clone formation experiment detected the proliferation ability of U87 cells in each group
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图8   流式细胞术检测各组U87细胞凋亡情况

Fig.8   Flow cytometry detection of U87 cell apoptosis in each group
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CCND1蛋白表达量显著降低 , Bax蛋白表达量显

著升高 (P<0.05); 与miR-3163 mimic+OE-NC组相

比 , miR-3163 mimic+OE-CNPY2组细胞中CNPY2、
CCND1蛋白表达量显著升高 , Bax蛋白表达量显著

降低(P<0.05), 具体结果见图9。
2.8   LncRNA FGD5-AS1、miR-3163、CNPY2靶
向关系验证

生信预测结果显示 ,  miR-3163与 LncRNA 
FGD5-AS1、CNPY2存在结合位点 , 见图10。RIP实
验结果显示 : 与 anti-IgG组相比 , anti-AGO2组富集

物中LncRNA FGD5-AS1、miR-3163、CNPY2表达

量均显著升高(P<0.05), 具体结果见图11A。双荧光

素酶实验结果显示 : 与miR-NC+FGD5-AS1-WT组
相比 , miR-3163 mimic+FGD5-AS1-WT组双荧光素

酶活性显著降低 (P<0.05), 与miR-NC+FGD5-AS1-
MUT组相比 , miR-3163 mimic+FGD5-AS1-MUT
组双荧光素酶活性无显著差异 (P>0.05); 与miR-
NC+CNPY2-WT组相比 , miR-3163 mimic+CNPY2-
WT组双荧光素酶活性显著降低 (P<0.05), 与miR-
NC+CNPY2-MUT组相比 , miR-3163 mimic+CNPY2-

A: NC组; B: miR-NC组; C: miR-3163 mimic组; D: miR-3163 mimic+OE-NC组; E: miR-3163 mimic+OE-CNPY2组。n=6, *P<0.05。
A: NC group; B: miR-NC group; C: miR-3163 mimic group; D: miR-3163 mimic+OE-NC group; E: miR-3163 mimic+OE-CNPY2 group. n=6, *P<0.05.

图9   Western blot实验检测各组U87细胞中CNPY2、CCND1、Bax蛋白表达情况

Fig.9   Western blot detected the expression of CNPY2, CCND1 and Bax proteins in U87 cells of each group   
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MUT组双荧光素酶活性无显著变化 (P>0.05), 具体

结果见图11B和图11C。
2.9   普适性验证

在LN229细胞中, 与NC组比较, sh-NC组集落形

成数量及细胞凋亡率无显著变化 (P>0.05); 与 sh-NC
组比较 , sh-FGD5-AS1组集落形成数量显著降低 , 细
胞凋亡率显著升高 (P<0.05); 与 sh-FGD5-AS1+anti-
NC组比较 , sh-FGD5-AS1+anti-miR-3163组集落形成

数量显著升高 , 细胞凋亡率显著降低 (P<0.05), 具体

结果见图12和图13。
Western blot结果显示 : 与NC组比较 , sh-NC

组 LN229细胞中 CNPY2蛋白表达量无明显变化

(P>0.05); 与 sh-NC组比较 , sh-FGD5-AS1组LN229
细胞中CNPY2蛋白表达量显著降低 (P<0.05); 与
sh-FGD5-AS1+anti-NC组比较 , sh-FGD5-AS1+anti-
miR-3163组LN229细胞中CNPY2蛋白表达量显著升

高(P<0.05), 具体结果见图14。

3   讨论
脑胶质瘤是一种生长迅速 , 具有高侵袭性和致
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死性的脑部恶性肿瘤 [12]。目前 , 脑胶质瘤的临床标

准治疗方案主要采用手术切除联合放化疗的综合治

疗模式。然而 , 该治疗策略面临多重挑战 : 首先 , 肿
瘤浸润性生长的特性导致手术难以完全清除病灶 ; 
其次 , 血脑屏障的存在严重降低了化疗药物的递送

效率; 再次, 肿瘤的高度异质性和易复发性进一步削

弱了治疗效果 [13]。基于此 , 开发具有广谱抗肿瘤活

性、高效递送特性和良好安全性的新型治疗策略 , 
已成为当前胶质瘤研究领域的重点攻关方向。

LncRNA不仅调节基因表达并参与信号转导途

径 , 还调节表观遗传、转录和转录后修饰 , 其表达水

平与多种生物学功能(包括细胞存活、癌症进展和转

5ʹ  UAUGUACU - - AAUAAUUUUAUC 3ʹ

3ʹ  CAGAAUGACGGGAGUAAAAUAU 5ʹ

5ʹ  AAUGGUGGCAAUGCCUUUUAUA 3ʹ

3ʹ  CACA AUCACCCCACUAA AAUAU 5ʹ

LncRNA FGD5-AS1

miR-3163

CNPY2

miR-3163

图10   miR-3163与LncRNA FGD5-AS1、CNPY2的具体结合位点

Fig.10   Specific binding sites of miR-3163 with LncRNA FGD5-AS1 and CNPY2

A: RIP实验检测富集物中LncRNA FGD5-AS1、miR-3163、CNPY2表达量; B: 双荧光素酶实验验证LncRNA FGD5-AS1、miR-3163、CNPY2靶
向关系。n=6, *P<0.05。
A: RIP experiment was used to detect the expression levels of LncRNA FGD5-AS1, miR-3163, and CNPY2 in the enriched materials; B: dual luciferase 
assay was used to verify the targeting relationship between LncRNA FGD5-AS1, miR-3163, and CNPY2. n=6, *P<0.05.

图11   LncRNA FGD5-AS1、miR-3163、CNPY2靶向关系验证

Fig.11   Validation of the targeting relationships among LncRNA FGD5-AS1, miR-3163, and CNPY2
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移)密切相关[14]。近年来研究表明, LncRNA表达水平

异常与胶质瘤的病理和预后密切相关 [15]。LncRNA 
LPP-AS2可通过调控miR-7-5p/EGFR/PI3K/AKT/
c-MYC反馈回路促进脑胶质瘤细胞增殖、侵袭 , 促
进肿瘤增长 [14]。LncRNA KB-1460A1.5可通过调控

miR-130a-3p/TSC1/mTOR/YY1反馈回路抑制癌细胞

增殖、迁移和侵袭, 从而延缓脑胶质瘤进程[16]。同时, 
也有研究已指出LncRNA FGD5-AS1作为促癌基因

调控脑胶质瘤进展 [6]。以上结论与本研究结果一致 , 
本研究结果显示, 在脑胶质瘤细胞中LncRNA FGD5-
AS1表达量显著上调 , 当其被敲降后 , 脑胶质瘤细胞

增殖能力及增殖相关蛋白CCND1表达量显著降低 , 
细胞凋亡率及促凋亡蛋白Bax表达量显著升高 , 提示

敲降LncRNA FGD5-AS1可通过抑制脑胶质瘤细胞

增殖, 并促进其凋亡, 延缓脑胶质瘤发展进程。

有研究强调 , miRNA通过充当癌基因或肿瘤抑

制因子 , 已成为多种恶性肿瘤发生发展的核心调控

介质 [18]。已有研究表明 , miR-3163在多种疾病中发

挥调控作用, 影响疾病发展。在宫颈癌中, miR-3163
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图12   克隆形成实验检测各组LN229细胞增殖能力

Fig.12   Clone formation assay for detecting the proliferation ability of LN229 cells in each group

表达水平显著降低 , 其过表达可通过靶向调控LIM
和SH3结构域蛋白1(LIM and SH3 domain protein 1, 
LASP1)表达 , 显著抑制癌细胞增殖 [19]。过表达miR-
3163还可通过靶向SOX-2抑制卵巢癌细胞增殖和干

性 [8]。此外 , miR-3163在肝癌中显著下调表达 , 其可

通过调控血管内皮生长因子A(vascular endothelial 
growth factor A, VEGFA)抑制癌细胞增殖、转移和

血管形成, 延缓肝癌发展[20]。在本研究中, miR-3163
在脑胶质瘤细胞中显著下调表达, 其过表达后, 脑胶

质瘤细胞增殖能力、CCND1蛋白表达量明显降低 , 
细胞凋亡率、Bax蛋白表达量明显升高, 以上结果表

明miR-3163可抑制脑胶质瘤发展。另外, 在LncRNA 
FGD5-AS1被敲降时 , miR-3163表达量显著升高 ; 而
在敲降LncRNA FGD5-AS1基础上抑制miR-3163时 , 
癌细胞恶性行为再次被激发。同时 , 双荧光素酶实

验结果证实LncRNA FGD5-AS1与miR-3163存在靶

向关系。以上研究结果证明 , 敲降LncRNA FGD5-
AS1对脑胶质瘤的抑制作用是通过调控miR-3163实
现的。
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n=6, *P<0.05.
图13   流式细胞术检测各组LN229细胞凋亡情况

Fig.13   Flow cytometry detection of apoptosis in LN229 cells in each group
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图14   Western blot实验检测各组LN229细胞中CNPY2蛋白表达情况

Fig.14   Western blot assay for detecting CNPY2 protein expression in LN229 cells of each group
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CNPY2作为一种新型血管生成调节因子 , 在多

种病理生理过程中发挥重要作用。在肿瘤微环境中, 
CNPY2通过促进血管新生 , 为肿瘤组织提供充足的

营养供应 , 从而支持肿瘤的生长和转移 [21]。CNPY2
在胃癌细胞中显著高表达 , 其过表达可增强癌细

胞增殖、迁移和侵袭能力 [22]。在肺腺癌中 , 过表达

miR-30a-3p可通过下调CNPY2抑制癌细胞的增殖和

迁移 [10]。在宫颈癌中 , CNPY2显著上调表达 , 而对

癌细胞进行缺氧诱导后 , CNPY2可通过激活AKT通
路促进糖酵解 , 从而推动疾病进展 [23]。本研究结果

显示, 与正常星形胶质细胞相比, 在胶质瘤瘤细胞中

CNPY2 mRNA表达量显著升高 , 而LncRNA FGD5-
AS1被敲降或miR-3163过表达后 , 脑胶质瘤细胞中

CNPY2蛋白表达量显著降低。而在过表达miR-3163
后进一步过表达CNPY2时 , 细胞增殖能力加强 , 凋
亡率明显降低。同时 , RIP实验结果显示与 anti-IgG
组相比, anti-AGO2组富集物中LncRNA FGD5-AS1、
miR-3163、CNPY2表达量显著升高 , 表明三者共存

于富集物中 ; 且双荧光素酶实验结果显示miR-3163
与CNPY2存在靶向关系。以上提示敲降LncRNA 
FGD5-AS1可通过调控miR-3163/CNPY2轴抑制脑胶

质瘤进展。

本研究首次在胶质瘤中揭示了FGD5-AS1/miR-
3163/CNPY2这一全新调控轴。除了核心靶点CNPY2
外 , 生物信息学预测及初步实验提示 , miR-3163还可

能直接靶向细胞周期关键因子CCND1, 从而协同抑

制肿瘤增殖。这些靶点与CNPY2下游的PI3K/AKT等
胶质瘤核心促生存通路存在广泛交叉对话, 表明miR-
3163通过一个多靶点调控网络发挥全局性抑癌效应 , 
这为其作为潜在治疗靶标提供了更广阔的作用机制

视角。

综上所述 , 敲降LncRNA FGD5-AS1可通过上

调miR-3163表达, 靶向下调CNPY2, 进而抑制脑胶质

瘤细胞增殖, 并促进其凋亡, 从而延缓脑胶质瘤发展

进程。本研究首次系统阐明了LncRNA FGD5-AS1
在脑胶质瘤中通过吸附miR-3163上调CNPY2表达

的新机制 (FGD5-AS1/miR-3163/CNPY2轴 )。与现有

文献相比, 本研究的创新性主要体现在以下两方面。

第一 , 发现了FGD5-AS1的一个全新下游靶点miR-
3163, 并率先在胶质瘤中证实了miR-3163的肿瘤抑

制作用; 第二, 鉴定出了促癌因子CNPY2是该轴的关

键终末效应分子, 并利用RIP等实验验证了其竞争性

内源RNA( competing endogenous RNA, ceRNA)调控

环路。这一新轴的发现 , 不仅加深了人们对胶质瘤

发生发展中非编码RNA网络复杂性的理解 , 更揭示

了潜在的临床干预靶点: 针对此轴开发FGD5-AS1抑
制剂或miR-3163模拟物 , 可能为克服胶质瘤的增殖

失控与治疗抵抗提供新策略。未来 , 进一步开展体

内动物实验验证该轴的靶向治疗效果 , 并探索其表

达谱与患者预后的关联 , 将推动该发现向临床转化

迈进。
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