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长链非编码RNA FENDRR对宣威肺癌XWLC-05细胞增殖、迁移及侵

袭的影响
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b. 第一附属医院急诊外科；c. 第二附属医院检验科，云南 昆明 650000）

[摘 要] 目的：检测非编码RNA FENDRR长链在宣威肺腺癌XWLC-05株细胞与非小细胞肺癌 (NSCLC) A549株细胞中的表

达，及其对细胞增殖、迁移及侵袭的影响。方法：实时荧光定量PCR检测FENDRR基因在XWLC-05与A549细胞中的表达；构建

过表达pEX-3-FENDRR质粒并转染XWLC-05细胞，慢病毒干扰LV3-FENDRR载体转染A549细胞，实时荧光定量PCR检测转染

后XWLC-05和A549细胞内FENDRR的表达；MTS法检测细胞增殖；Transwell小室法检测细胞迁移及侵袭能力的变化。结果：

XWLC-05细胞中FENDRR基因表达明显较A549细胞低，成功提高转染pEX-3-FENDRR的XWLC-05细胞和降低转染LV3-FEN-

DRR质粒的A549细胞中FENDRR mRNA水平。与对照组相比，过表达FENDRR可明显抑制XWLC-05细胞增殖[（1.23±0.13）

vs（1.46±0.25），P<0.05]并降低其迁移、侵袭能力（P<0.05）；干扰FENDRR表达，能够促进A549细胞增殖[（0.85±0.02）vs（0.77±

0.08），P< 0.05]、迁移与侵袭能力（P<0.05）。结论：lncRNA FENDRR表达下调与宣威肺腺癌的发生发展相关，其在肿瘤恶性化过

程中抑制肿瘤细胞的增殖与转移。
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Effect of lncRNA FENDRR on proliferation, migration and invasion of the Xuan-
wei lung carcinoma XWLC-05 cell

CHEN Ran a , WANG Yuming b, DUAN Yong a, ZHANG Yanliang a, SONG Guibo a, WU Chunyan a, SUN Yan b, DU

Na a, XIAO Cheng c (a. Department of Clinical Laboratory, the 1st Affiliated Hospital; b. Department of Emergency

Surgery, the 1st Affiliated Hospital; c. Department of Clinical Laboratory, the 2nd Affiliated Hospital, Kunming Medi-

cal University, Kunming 650000, Yunnan, China)

[Abstract] Objective: To detect expressions of FENDRR long non coding RNA (lncRNA) in the lung adenocarcino-

ma XWLC-05 cell line from the Xuanwei area and in the non small cell lung cancer (NSCLC) A549 cell line, and to

explore its effect on proliferation, migration and invasion of the cell lines. Methods: Expressions of FENDRR gene

in the XWLC-05 and the A549 cells were detected by Real- time quantitative fluorescence PCR. Over-expression

plasmid pEX- 3- FENDRR and lentiviral vector LV3- FENDRR were structured, then respectively transfected into

theXWLC-05 and the A549 cells. After the transfection, expressions of FENDRR in the XWLC-05 and the A549

cells were tested by real-time quantitative fluorescence PCR. MTS assay was used to examine proliferation of the

cells and Transwell assay used to test migration and invasion abilities of the cells. Results: Expression of FENDRR
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gene in the XWLC-05cell was obviously lower than that in the A549 cell. Level of FENDRR mRNA in the XWLC-

05cell transfected with pEX-3-FENDRR was enhanced and, which in the A549 cell transfected with LV3-FENDRR

reduced. Comparing with the control group, over-expression of FENDRR could significantly inhibit proliferation of

the XWLC-05cell ([1.23±0.13] vs [1.46±0.25], P<0.05), and reduce its abilities of migration and invasion (P<

0.05). Interference of FENDRR expression could promote proliferation ([0.85±0.02] vs [0.77±0.08], P< 0.05), mi-

gration and invasion of the A549 cell. Conclusion: Down-regulation of lncRNA FENDRR expression could related

with occurrence and development of the Xuanweilung adenocarcinoma, which could play a role of tumor suppres-

sion in the process of tumor malignization and inhibit proliferation and metastasis of the tumor cells.

[Key words] Xuanwei lung adenocarcinoma; long non coding RNA（lncRNA); FENDRR; proliferation; migration;

invasion

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(7): 727-732. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.07.006]

肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，早期诊断和治

疗是亟待解决的难题。2012年全球约有1.41千万新

发癌症病例，肺癌发病数为 180万，占癌症发病数的

13%。发展中国家的女性肺癌的病死率仅次于乳腺

癌，其中，中国女性肺癌发病率为 20.4/10万，在东亚

国家（包括中国），50%的肺癌死亡归因于吸入户外小

分子颗粒物[1]。云南宣威地处边境，却是我国乃至世

界的肺癌高发区。宣威肺癌具有高病死率、高复发

率、预后极差的特点，非吸烟女性肺癌发病率、病死

率极高，曾居全国首位[2]。研究宣威肺癌发生发展的

分子机制，发现潜在分子靶点对改善预后尤为重

要。长链非编码 RNA（long non- coding RNA, ln-

cRNA）影响表观遗传调控、细胞周期调节和遗传剂

量补偿效应等多种生物学过程，在人类癌症机制中

发挥重要的致癌或抑癌作用[3-4]。FENDRR是一种 ln-

cRNA，与多梳抑制复合物 2 (polycomb repressive

complex 2，PRC2 )或TrxG/ MLL复合物协同调控基

因。FENDRR mRNA产生于转录因子基因旁，是小

鼠心脏和体壁内促进发育的作用因子[5]。目前少见

对该基因抑癌作用的研究。前期芯片筛查 [6]发现，

FENDRR在云南宣威肺腺癌组织中较正常组织表达

显著下调。本研究的体外实验旨在探讨宣威肺腺癌

和非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC)

组织中 FENDRR在分子层面的区别，及其对肺癌细

胞增殖、迁移及侵袭的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

宣威肺腺癌XWLC-05株与NSCLC A549株细胞

由中国科学院昆明动物研究所细胞库提供，本实验

室冻存。胎牛血清（FBS）与1640培养基购自美国Gi-

baco 公司。用于基因检测分析的 TRIzol 及 Real-

time qPCR试剂盒为TIANGEN公司产品，转染试剂

LipofectamineTM 2000 与 PCR 引物由 Invitrogen 公司

合成。全基因合成真核过表达重组质粒pEX-3-FEN-

DRR 与即用型 shRNA 慢病毒干扰系统 LV3-FEN-

DRR由上海吉玛GenePharma生物有限公司合成，并

提供对应的阴性对照pEX-3-Control、LV3-NC。由于

宣威肺癌致癌因素复杂，为了排除慢病毒细胞毒性

因素对FENDRR表达的影响，研究宣威肺癌XWLC-

05细胞（FENDRR mRNA低表达）、A549细胞（FEN-

DRR mRNA高表达）中FENDRR基因表达变化以及

生物学功能差异，根据两种细胞株的 FENDRR

mRNA表达水平高低，分别采用相对独立的两种处

理方法：过表达质粒转染XWLC-05细胞，慢病毒干

扰载体转染A549细胞，将实验组与同种细胞株的阴

性对照相比较。

1.2 构建FENDRR过表达质粒与慢病毒干扰载体

1.2.1 构建过表达重组pEX-3-FENDRR质粒 pEX-3

为全基因合成真核过表达载体，通过限制性内切酶

对 pUC57质粒多克隆位点 SpeⅠ/Hind Ⅲ处理后，经

切开的质粒去磷酸化，酶切产物通过琼脂糖凝胶电

泳鉴定并切胶回收，克隆全长人FENDRR基因，重组

合成 CMV/MCS/Neo/FENDRR 装载于真核过表达

pEX-3载体，构建为过表达pEX-3-FENDRR质粒。

1.2.2 构建慢病毒干扰 LV3- FENDRR 载体 LV3-

FENDRR（pGLVH1/GFP+Puro）是 shRNA慢病毒即用

型表达系统，通过 GenePharma SupersilencingTM Vec-

tor方法筛选到有效的基因沉默靶点，进行Lentiviral

shRNA的基因沉默构建包装，根据人FENDRR基因

设计 4条 shRNA序列，包含 3个干扰靶点，合成两条

互补的短片段的DNA；对合成好的 DNA片段进行稀

释，退火，连接到线形化处理过的载体，转化，涂平

板，过夜培养；通过 PCR的方法筛选阳性菌落，进行
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测序，分析结果以得到确定的重组质粒，提取和纯化

高质量不含内毒素的 shRNA病毒穿梭质粒；筛选出

的高效重组载体和病毒包装质粒共转染 293T细胞，

进行包装并收集病毒液；浓缩、纯化病毒液，测定滴

度为1×108 TU/ml。

1.3 实时荧光定量PCR检测XWLC-05与A549细胞

内FENDRR的表达

两株细胞均在含有10% FBS 的RPMI 1640培养

基中培养，每 3 d或当细胞密度达到 2×105 个/ml时，

以 2×104个/ml细胞密度传代。XWLC-05与A549细

胞弃培养液，按照TRIzol-A+试剂盒说明书操作提取

细胞 RNA，按 Tiangen 逆转录试剂盒说明书操作将

RNA反转录成cDNA。按SYBR Green I kit试剂盒说

明书操作，两步法扩增FENDRR基因。引物上游为

5'- GGTTGTTCTTATTCTGTGAGGCA- 3',下游为 5'-

GGATAGGAAGGAGAGTTGATTTTGC-3'。以GAP-

DH基因为内参，根据获得的Ct值进行基因相对定量

实验与分析，2-△△CT法比较两株细胞FENDRR基因表

达量，选用2-△△Ct值法分析表达量。实验重复3次。

1.4 细胞转染与鉴定

1.4.1 过表达pEX-3-FENDRR质粒转染XWLC-05细

胞 XWLC-05细胞接种 6孔培养板（2×106 个/孔），第

2 天待细胞密度达到 90%以上时瞬时转染。设置

pEX-3-FENDRR组与 pEX-3-Control组，将重组过表

达 pEX-3-FENDRR 质粒和 pEX-3-Control 质粒分别

按1︰3溶于LipofectaminTM 2000，混匀室温放置。将6

孔板培养基换成 Opti-MEM 减血清培养基，4 h 后

PBS冲洗，更换完全培养基，培养 36 h后收集对数期

细胞进行实时荧光定量PCR鉴定过表达效果。

1.4.2 慢病毒干扰 LV3-FENDRR 载体感染 A549 细

胞 A549 细胞种 6 孔板（1.5×106 个/孔）。设置 LV3-

FENDRR 组与 LV3-NC 组，将 LV3-FENDRR 病毒原

液和对应LV3-NC病毒原液，分别按照1∶10加入完全

培养基稀释病毒原液为400 μl直接滴加入孔，补培养

基至 1.2ml直接加入A549细胞，37 ℃、5% CO2过夜

培养。12 h移去细胞病毒培养液，加入完全培养基继

续培养，感染后第3天实时荧光定量PCR鉴定干扰效

果。

1.5 MTS实验检测FENDRR表达对肺癌细胞增殖活

力的影响

pEX-3-FENDRR组和pEX-3-Control组的XWLC-

05 细胞分别转染过表达 pEX- 3- FENDRR 质粒和

pEX-3-Control对照质粒；LV3-FENDRR组与LV3-NC

组的A549细胞分别感染慢病毒干扰LV3-FENDRR

载体和LV3-NC对照空载体。感染 3d后台盼蓝计数

细胞，以完全培养基重悬上述4组细胞（1×105个/ml），

接种至待测板（约 5×103个 /孔）继续培养。移除各组

细胞液，每孔加20 µl CellTite 96® AQueous One Solu-

tion Reagent，常规细胞培养箱中孵育 1 h。使用

NanoQuant M200酶标仪检测波长 490 nm的各孔光

密度（D）值，测定 3个复孔，取平均值，活细胞数与D

值呈正比，实验重复3次。

1.6 Transwell实验检测细胞的侵袭和迁移能力

取 pEX- 3- FENDRR 组 、pEX- 3- Control 组 的

XWLC-05 细胞和 LV3-FENDRR 组与 LV3-NC 组的

A549细胞，加入 8 μm孔径、6.5 mm直径的Transwell

小室，下室为含 10% FBS 的 1640培养基，常规培养

24 h后取出，弃液后PBS冲洗，用棉签轻拭擦去上室

未迁移细胞，并加入 4% 多聚甲醛固定，使用结晶紫

染色20 min后PBS冲洗待测；另使用Matrigel基质胶

包被 transwell上室，预冷保存 12 h后，各取上述 4组

1×104个细胞转移至上室培养 24 h，染色并固定细胞

步骤同迁移实验。侵袭与迁移实验均采用高倍显微

镜下拍照细胞迁移、侵袭变化并随机选取8个视野计

数，取均值。每组各设3个复孔。实验重复3次。

1.7 统计学处理

采用 SPSS 19.0 统计软件，计量资料以及 表

示，比较两组间差异用 t检验，多组间差异比较采用

单因素方差分析，P<0.05或P<0.01者表示差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 XWLC-05和A549细胞株内FENDRR的表达

转染前实时荧光定量PCR检测结果显示，FEN-

DRR基因在宣威肺腺癌XWLC-05细胞中较NSCLC

A549细胞呈明显低表达（0.74±0.01 vs 13.60±0.01, P<

0.05）。

2.2 转染后XWLC-05和A549细胞内FENDRR表达

的变化

实时荧光定量PCR检测结果显示，pEX-3-FEN-

DRR组处理后，XWLC-05细胞的FENDRR基因表达

显著上调（4.29±0.01 vs 1.64±0.03,P<0.05）; LV3-FEN-

DRR组干扰处理后，A549细胞FENDRR基因表达明

显下调（0.68±0.01 vs 1.34±0.06,P<0.05）

2.3 FENDRR基因过表达抑制XWLC-05细胞的增殖

MTS 法检测细胞增殖结果(图 1)显示，12 h 后

pEX-3-FENDRR组细胞增殖速率减慢，36 h后随着基

因表达作用增强，pEX-3-FENDRR组D值显著低于pEX-
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3-Control组（1.23±0.13 vs 1.46±0.25，P<0.05)，pEX-3-

FENDRR组XWLC-05细胞生长速度明显受到抑制。

*P<0.05 vs pEX-3-Control

图1 FENDRR过表达对XWLC-05细胞增殖的抑制作用

Fig. 1 Inhibitory effect of pEX-3-FENDRR over-expression

on the proliferation of the XWLC-05 cell

2.4 抑制FENDRR基因表达促进A549细胞的增殖

MTS 法检测细胞增殖结果 (图 2)，12 h 后 LV3-

FENDRR 组细胞增殖速率快；36 h 后 LV3-FENDRR

组比 LV3- NC 组的 D 值为（0.85 ± 0.02）vs（0.77 ±

0.08），LV3-FENDRR组A549细胞增殖明显加快（P<

0.05）。

*P<0.05 vs LV3-NC

图2 干扰FENDRR表达促进A549细胞增殖

Fig. 2 Promotion of interfering FENDRR expression

on proliferation of the A549 cell

2.5 FENDRR基因过表达显著降低XWLC-05细胞的

迁移和侵袭能力

Tranwell试验结果（图 3）显示，pEX-3-FENDRR

组和 pEX-3-Control组XWLC-05细胞均能穿过无基

质胶滤膜，两组细胞穿膜数分别为（43.78±8.60）个和

（119.01 ± 8.37）个，而 pEX- 3- FENDRR 组和 pEX- 3-

Control 组侵袭穿膜数分别为（34.56 ± 2.88）个和

（93.56±3.84）个。上述结果说明，FENDRR基因过表达后

XWLC-05细胞的迁移和侵袭能力显著降低（P<0.05)。

2.6 抑制FENDRR基因表达促进A549细胞的迁移和

侵袭潜能

Tranwell试验结果（图 4）显示，LV3-FENDRR组

和LV3-NC组A549细胞均能穿过无基质胶滤膜，两

组穿膜细胞数分别为（114.67±17.87）个和（77.53±

7.70）个，而LV3-FENDRR组与LV3-NC组侵袭穿膜

细胞数分别为（114.44±8.68）个和（79.22±5.80）个。

上述结果说明，FENDRR基因表达下调后细胞迁移和

侵袭能力显著升高（P<0.05）。

A：Migtration; B: Invasion

图3 不同组XWLC-05细胞的迁移和侵袭能力

（（结晶紫染色，×200））

Fig. 3 Invasion and migration abilities of the XWLC-05

cell in various groups（（Crystal violet staining, ×200））

A：Migtration; B: Invasion

图4 不同组A549细胞的迁移和侵袭能力

（（结晶紫染色，×200））

Fig. 4 Invasion and migration abilities of the A549 cells

in various groups（（Crystal violet staining,×200））
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33 讨 论

FENDRR 是一种反义转录的基因间 lncRNA。

在 FOXF1基因编码区域拷贝数的研究 [7]中，发现鼠

FOXF1启动子区域Ⅱ与 lncRNA基因FENDRR（又称

FOXF1-AS1，或 lncFOXF1）部分重合。人类致死性

肺发育障碍疾病研究[8]显示，FENDRR mRNA在正常

新生儿肺组织内表达，当肺发育障碍时有部分患者

在 140~2 625 kb 区域和 96 至 257 kb 区域与上调的

FOXF1 互补。有研究 [9- 10]表明，在多种肿瘤中 FEN-

DRR均异常表达，说明FENDRR与肿瘤的发生、发展

密切有关。

细胞迁移及侵袭能力影响肿瘤转移，本课题组

前期研究[6]发现，FENDRR mRNA 在空气污染相关性

宣威肺癌组织中显著低表达，而且表达水平与患者

预后成正相关。本实验中MTS法检测结果显示，过

表达 pEX- 3- FENDRR 质粒可抑制宣威肺腺癌

XWLC-05细胞的增殖，并具有显著降低细胞迁移与

侵袭能力的作用。并且，慢病毒LV3-FENDRR载体

干扰NSCLCA549细胞 FENDRR表达后，其增殖、侵

袭与转移能力升高，说明该长链非编码RNA表达下

调可能促进NSCLC细胞高侵袭转移。近年有报道[10]

利用慢病毒介导 shRNA改变A549细胞中 FENDRR

表达从而抑制细胞增殖和干性转化。作为两株高侵

袭性细胞，宣威肺腺癌XWLC-05细胞与NSCLC的

A549细胞相比，FENDRR过表达可能抑制XWLC-05

细胞的迁移、侵袭能力。因此，用过表达FENDRR基

因治疗宣威肺癌可能会是一种有意义的探索。

宣威肺癌是指在云南省宣威地区（E103°35′30″~

104°49′48″，N25°02′38″~26°44′50″），包括宣威、富源、

麒麟和沾益等地，高发的一种肺癌。全国第3次死因

回顾抽样调查统计[11-12]显示，该肺癌具有以下显著特

点：肺腺癌居多，农村病死率高且地域差异明显，病

死率的性别比值（男︰女）低，男女差别不明显，但死

亡高峰年龄提前。癌症分子微环境失衡影响深远[13]，

核基因表观分子及其作用元件调控肿瘤细胞异常活

动[14-16]。国内PM2.5也是近年逐渐关注的热点事件，

颗粒物水平升高直接影响到肺癌的发生和发展 [17]。

红外光谱石英研究[18]表明，宣威地区烟煤中二氧化硅

的含量占 0.27μg/m3，未充分燃烧的二氧化硅和纤维

颗粒沉积肺部。烟煤燃烧是导致全国肺癌高发的主

要诱因，与空气污染密切相关。该病遗传学方面的

疑难点，同样引起了对肿瘤恶性生物学行为的思

考。宣威 DNA 甲基化研究 [19]表明，苯并芘（a）诱导

DKK2肺癌组织启动子甲基化导致基因下调促进细

胞增殖，说明颗粒物沉积促进基因表达异常是造成

宣威肺癌高发的可能机制之一。本研究发现，FEN-

DRR基因过表达后，XWLC-05细胞的迁移和侵袭能

力均显著降低（P<0.05）,说明该基因表达异常与宣威

肺癌高侵袭、转移密切相关。进一步深入研究污染

颗粒物与 FENDRR的作用，FENDRR对基质金属蛋

白酶及细胞外基质中的蛋白成分的影响是必要的。

本研究发现与NSCLC的A549细胞相比，FEN-

DRR基因在宣威肺癌XWLC-05细胞中显著低表达；

过表达FENDRR基因后，XWLC-05细胞生长增殖明

显受到抑制，细胞侵袭、迁移能力显著降低。为探讨

lncRNA FENDRR在宣威肺癌的侵袭转移及基因治疗

中的作用奠定实验基础。
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凡临床试验都应在中国临床试验注册中心注册

中国临床试验注册中心（Chinese Clinical Trial Register,ChiCTR）为卫生部下属的国家临床试验注册中心，是世界卫生组织国

际临床试验注册协作网一级注册机构（World Health Organization International Clinical Trial Registration Platform Primary Register,

WHO ICTRP Primary Register）,由卫生部中国循证医学中心和四川大学华西医院等于2005年7月25日正式成立并运行。

全球临床试验注册制度由世界各国政府共同决定由WHO领导建立。临床试验注册具有伦理和科学的双重意义，目的是为了尊

重和珍惜所有试验参与者的贡献，他们的贡献用于改善全社会的医疗保健，因此，任何临床试验都与公众利益相关。公开临床试

验的信息，并将其置于公众监督之下是试验研究者的义务和道德责任。临床试验注册不仅能确保追溯每个临床试验的结果，公

开在研试验或试验结果信息还有助于减少不必要的重复研究。

ChiCTR的宗旨是联合中国和全球的临床医师、临床流行病学家、统计学家、流行病学家和医疗卫生管理者，严格科学地管理

中国临床试验信息，提高其质量，为广大医务工作者、医疗卫生服务消费者和政府卫生政策制定者提供可靠的临床试验证据，让

医疗卫生资源更好地服务于中国人民和全人类的健康事业。

所有在人体实施的试验均属于临床试验，都应该先注册后实施。凡已注册临床试验都会被授予WHO ICTRP全球统一的唯

一注册号。

我国众多医学期刊已和中国临床试验注册中心共同建立了临床试验报告发表机制，正在分步实施优先发表、直到只发表具

有全球性唯一注册号的临床试验报告。

ChiCTR接受中国地区及全球的临床试验注册申请，还接受获得WHO ICTRP认证的二级注册机构输送的注册资料，并向

WHO ICTRP中央数据库输送注册信息供全球检索。除注册临床试验外，ChiCTR以卫生部中国循证医学中心、循证医学教育部

网上合作研究中心、中国Cochrane中心、英国Cochrane中心、四川大学华西医院国际临床流行病学网华西资源与培训中心为人才

和技术支持平台，负责指导临床试验设计、中心随机、论文写作、教育培训，推动提高我国临床试验的质量。

通过ChiCTR检索入口网址www.chictr.org，公众可方便地查询已注册临床试验信息，并与WHO全球检索入口链接，可方便

地查询全球已注册临床试验。

(本刊编辑部）
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