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lncRNA FOXD2-AS1通过调控miR-185-5p/CCND2分子轴诱导胃癌细

胞MGC-803对阿帕替尼的耐药性
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[摘 要] 目的:探讨 lncRNA FOXD2-AS1（FOXD2-AS1）通过调控miR-185-5p/CCND2分子轴参与胃癌细胞对阿帕替尼耐药性

的分子机制。方法：收集无锡市第五医院2016年4月至2017年12月间收治的资料完整的25例胃癌患者癌组织和相应癌旁组织

标本，采用 qRT-PCR检测FOXD2-AS1、miR-185-5p和CCND2在胃癌组织或细胞系中的表达水平；采用CCK-8、Transwell和An-

nexin V-FITC/PI双染流式术检测胃癌细胞对阿帕替尼药物的敏感性；采用双荧光素酶报告基因验证FOXD2-AS1、miR-185-5p和

CCND2的靶向关系，并通过Western blotting和qRT-PCR检测其调控关系。结果：FOXD2-AS1在胃癌组织和阿帕替尼耐药细胞

株中高表达；同时，过表达FOXD2-AS1可促进胃癌MGC-803/AP细胞对阿帕替尼的耐药性。双荧光素酶报告基因证实FOXD2-

AS1靶向作用miR-185-5p并下调其表达水平。miR-185-5p通过抑制胃癌MGC-803/AP细胞增殖、侵袭和促进凋亡进而下调

FOXD2-AS1对胃癌细胞阿帕替尼耐药性的促进作用。miR-185-5p可靶向负调控CCND2的表达，FOXD2-AS1通过下调miR-

185-5p对CCND2的抑制作用进而促进胃癌MGC-803/AP细胞增殖、侵袭和抑制凋亡，从而上调胃癌细胞对阿帕替尼的耐药性。

结论：FOXD2-AS1通过调控miR-185-5p/CCND2分子轴诱导胃癌细胞对阿帕替尼的耐药性。
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Long noncoding RNA FOXD2-AS1 incuced gastric cancer cell MGC-803 to
apatinib resistance by regulating miR-185-5p/CCND2 modulating axis

WU Xiaoxia1, SHAN Yongfeng1, CAO Fei1, ZHANG Binbin1, WANG Haonan1, LIU Hui1, XU Yan2, YU Hao1（1. Department of Oncology,

the Fifth People's Hospital of Wuxi City, Wuxi 214016, Jiangsu, China；2. Department of Oncology, the second People's Hospital of

Wuxi City, Wuxi 214016, Jiangsu, China）

[Abstract] Objective: To investigate the molecular mechanism of lncRNA FOXD2-AS1 participating in apatinib resistance in gastric

cancer cells by regulating miR-185-5p/CCND2 axis. Methods: The gastri cancer tissues and corresponding paracancerous tissues of 25

patients with gastric cancer were collected from April 2016 to December 2017 in the Fifth People’s Hospital of Wuxi City. The expres-

sions of FOXD2-AS1, miR-185-5p, and cyclin D2 (CCND2) in gastric cancer tissues or cell lines were examined by quantitative real-

time polymerase chain reaction (qRT-PCR). CCK-8 assay, Transwell assay and Annexin V-FITC/PI double staining flow cytometry as-

say were applied to assess the sensitivity of gastric cancer cells to apatinib. The interaction between FOXD2-AS1, miR-185-5p and

CCND2 was explored by dual luciferase reporter gene assay, which was then confirmed by qRT-PCR, and Western blotting. Results:

FOXD2-AS1 was highly expressed in gastric cancer tissues and apatinib-resistant gastric cancer cells. Over-expression of FOXD2-AS1

promoted apatinib-resistance of MGC-803/AP cells. Dual luciferase reporter gene assay confirmed that FOXD2-AS1 directly interacted

with miR-185-5p and suppressed its expression. miR-185-5p significantly abolished the promotion effect of FOXD2-AS1 on apatinib-

resistance via inhibiting cell proliferation, invasion and promoting apoptosis of gastric MGC-803/AP cells. miR-185-5p could negative-

ly regulate CCND2 expression; and FOXD2-AS1 promoted the cell proliferation, invasion and inhibited apoptosis of MGC-803 /AP

cells via down-regulating the inhibition effect of miR-185-5p on CCND2, thus further enhanced the apatinib-resistance of gastric cancer

cells. Conclusion: FOXD2-AS1 induced apatinib-resistance of gastric cancer cells by regulating miR-185-5p/CCND2 axis.
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国家癌症中心最新数据显示，我国胃癌居恶性

肿瘤死亡率第二位，严重威胁我国人民的健康甚至

生命[1]。化疗是晚期胃癌患者治疗的主要手段，然

而，药物耐药性大大降低了化疗效果。近期有研究

报道，胃癌细胞对 5-氟胞嘧啶[2]、长春新碱[3]、顺氯氨

铂[4-5]产生耐药性的研究中，均发现有相关的非编码

RNA参与耐药机制。近年来，长链非编码RNA（long

noncoding RNA, lncRNA）已被证实在多种肿瘤的增

殖、转移和耐药中发挥了重要调节作用[6-9]，然而，目

前 lncRNA在胃癌耐药中的作用尚不清楚。为此，本

研究探讨 lncRNA FOXD2-AS1通过调控miR-185-5p/

CCND2分子轴参与胃癌细胞对阿帕替尼耐药性的分

子机制，为临床化疗耐药难题寻找新的治疗靶点和

分子标志物。

1 材料与方法

1.1 研究对象的收集

收集 2016年 4月至 2017年 12月间我院收治的

资料完整的 25例胃癌患者，经手术切除的胃癌组织

和癌旁组织，迅速保存于液氮中。

入选标准：（1）经电子胃镜及活检病理、X线钡餐

检查、螺旋CT或正电子发射成像检查结果确认为胃

（包括胃-食管连接部）腺癌；（2）治疗前2周没有经历

放化疗等治疗手段。

排除标准：（1）之前进行任何放疗或化疗的患

者；（2）患者不同意样本的采集；（3）不能耐受手术的

患者；（4）合并有免疫系统疾病的患者。

所有研究对象对本研究均签署知情同意书，本

研究经无锡市第五人民医院伦理委员会批准。

1.2 药品、试剂与仪器

FOXD2-AS1、miR-185-5p 和 CCND2 的 siRNAs

和mimics购自上海吉玛公司，DMEM和胎牛血清购

自美国Biological Industries公司，青霉素和链霉素均

购自北京雷根生物技术有限公司，Annexin V-FITC/PI

凋亡检测试剂盒购自美国 eBioscience 公司，CCK-8

试剂盒购自武汉华美生物工程有限公司，Transwell

小室购自美国康宁公司，DNA酶和Lipofectamine TM

2000和逆转录试剂盒均购自日本TaKaRa公司，高纯

总RNA快速提取试剂盒购自北京百泰克生物技术有

限公司，全蛋白提取试剂盒、细胞核蛋白与细胞浆蛋

白抽提试剂盒、SDS-PAGE凝胶快速制备试剂盒均购

自美国Bio-Rad公司，免疫印迹一抗和二抗均购于购

自美国CST公司；双荧光素酶报告基因试剂盒和报

告基因载体均购自Promega公司。

酶标仪、荧光定量PCR仪、电泳仪和凝胶成象系

统均购自美国Thermo Fisher Scientific公司，超速冷

冻离心机和电泳槽均购自北京六一生物科技有限公

司。

1.3 细胞培养

人胃癌细胞株（MGC-803、SGC-7901 和 BGC-

823）和人胃黏膜细胞（GES-1）均购自中科院上海细

胞研究所，胃癌细胞株采用含10%胎牛血清、青霉素

100 U/ml 和链霉素 100 μg/ml 的 DMEM 培养液在

37 ℃、5%CO2培养箱中常规培养。

1.4 胃癌耐药细胞株的建立

将对数生长期胃癌MGC-803细胞，采用阿帕替

尼开始作用质量浓度为 0.001 μg/ml刺激 48 h，弃去

培养基，加入新鲜的DMEM培养基继续培养，观察细

胞活力，若无明显死亡则选择该对数期细胞逐步增

加阿帕替尼质量浓度，反复传代培养，直至最后在阿

帕替尼 1 μg/ml下能够稳定存活，即为MGC-803/AP

耐药细胞。

1.5 细胞转染

选取对数生长期的胃癌MGC-803细胞，采用胰酶

消化后，再利用DMEM培养基调整密度为1×105个/ml。

然后，将细胞接种到6孔板，每孔添加2 ml细胞悬液，并

于37 ℃、5% CO2培养箱培养24 h，随后进行FOXD2-AS1

siRNA和pcDNA-FOXD2-AS1转染，其转染方法参考

LipofectamineTM 2000转染试剂说明书，转染48 h后于荧

光显微镜下观察细胞的转染效果。

同时，选取对数生长期的MGC-803/AP细胞，采

用胰酶消化后，再利用DMEM培养基调整密度为1×

105个/ml。然后，将细胞接种到6孔板，每孔添加2 ml

细胞悬液，并于37 ℃、5% CO2培养箱培养24 h，随后

进行 FOXD2 - AS1 siRNA、CCND2 siRNA、pcDNA-

FOXD2-AS1和miR-185-5p mimics转染，其转染方法

参考LipofectamineTM 2000转染试剂说明书，转染48 h

后于荧光显微镜下观察细胞的转染效果。

1.6 qRT-PCR 检测胃癌组织和细胞中 FOXD2-AS1

的表达水平

收集临床样本及转染后48 h的胃癌MGC-803和

MGC-803/AP细胞，并采用TRIzol一步法分别提取组

织和培养好的细胞中总RNA；随后，采用DNA酶进

行处理，并取1 μg RNA反转录制备 cDNA。然后，取

2 μl 反转录产物进行 PCR 检测，采用 U6 和 GAPDH

作为内参，引物序列如表 1所示。随后，按试剂盒说

明建立终体积为20 μl的PCR反应体系2 μl反转录产

物、10 μl SYBR Green Mix、上下游引物（10 μmol/L）
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各 0.5 μl。PCR热循环参数为：95 ℃ 5 min，然后 3步

反应：94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，共进行 45个循

环。检测结果采用2-ΔΔCt法进行计算。

表1 引物序列

Tab.1 Primer sequence

Primer

U6

GAPDH

FOXD2-AS1

miR-185-5p

CCND2

Sequence

F: 5’-GAGGCACAGCGGAACG-3’

R: 5’-CTACCACATAGTCCAGG-3’

F: 5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’

R: 5’-CAAAGTTGTCATGGATGHACC-3’

F: 5’-CCGCGTAAGCCTCATAGAAG-3’

R: 5’-GGGAGTAGGGTGAGGAAAGG-3’

F: 5’-GGATTGGAGAGAAAGGCAG-3’

R: 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’

F: 5’-GCAGAACCTGTTGACCATCG-3’

R: 5’-GCTTGCGAAGGATGTGCTC-3’

1.7 Western blotting 检测胃癌细胞中 CCND2 蛋白

的表达

提取蛋白后，依据二喹啉甲酸试剂盒的指导要

求检测蛋白浓度。上样缓冲液加入萃取的蛋白后，

加热至 95 ℃，维持 10 min。每孔样品的载药量是 30

μg，添加 10%的聚丙烯酰胺凝胶以分离蛋白。凝胶

电泳的电压控制在 80~120 V，湿式转运和转膜的压

力控制在100 mV，持续45~70 min。在聚偏二氟乙

烯转膜后，蛋白密封于 5% 的牛血清蛋白中维持

1h，再向其中加入一抗，4 ℃下过夜培养。洗膜缓

冲液冲洗蛋白 3次，每次 5 min，随后加入二抗，温室

中培养 1 h。再一次洗膜 3次后，加入化学发光试剂

显影蛋白。GAPDH用作内参，Bio-rad Gel DolEZ成

像器用来成像蛋白，采用 Image J软件分析目的蛋白

带的灰度水平。

1.8 CCK-8实验检测胃癌细胞的增殖水平

将处于对数生长期的胃癌 MGC-803 和 MGC-

803/AP细胞接种于 96孔板，每孔含细胞 104个，每孔

含培养基 100 μl。于待检测前 1 h，向每孔加入 10 μl

CCK-8溶液。将培养板在培养箱内孵育1~4 h。用酶

标仪测定在 450 nm处的光密度（D），分析胃癌细胞

的增殖活力。

1.9 Transwell实验检测胃癌细胞的迁移能力

选择转染细胞为实验组，未转染为对照组。分

别将各处理组细胞用胰酶消化处理后，接种于Tran-

swell小室24孔板，上室加100 μl（密度2×105/ml）细胞

悬液，下室加 250 μl 含 10% 胎牛血清的培养基，

37 ℃、5% CO2培养箱中培养48 h后，取出小室，棉签

擦去微孔膜上室的细胞，PBS小心冲洗小室上下面2

遍，4%的多聚甲醛固定侵袭并黏附到小室微孔膜下

面的细胞15 min，结晶紫染色15 min，PBS冲洗小室，

干燥后置于100倍的倒置显微镜观察。

1.10 Annexin V-FITC/PI双染流式术检测胃癌细胞

凋亡

流式细胞仪用于检测细胞凋亡情况，选取转染

组和为转染组MGC-803和MGC-803/AP细胞并培养

至对数生长期，PBS清洗2次，均匀地混合细胞与500

μl预冷的 1×结合缓冲液，5 μl Annexin-V-FITC，室温

避光孵育 15 min，然后在上机前 5 min再加入 2.5 μl

PI染色，之后上机检测MGC-803和MGC-803/AP细

胞的凋亡情况。

1.11 双荧光素酶报告基因检测 FOXD2-AS1、miR-

185-5p和CCND2的相互作用情况

首先将 FOXD2-AS1 的候选靶分子 miR-185-5p

3’UTR靶序列或miR-185-5p的候选靶基因CCND2

3’UTR靶序列插入到萤火虫荧光素酶基因下游。将

表达载体pcDNA-EGFP-pre-FOXD2-AS1与其靶基因

miR-185-5p 验证载体 pmirGLO-FOXD2-AS1-miR -

185-5p 3’UTR；将表达载体 pcDNA-EGFP-pre-miR-

185-5p与其靶基因CCND2验证载体 pmirGLO-miR-

185-5p-CCND2 3’UTR分别共转染到 293T细胞，并

设置空质粒载体与 FOXD2-AS1或miR-185-5p表达

载体共转染对照。具体方法为：在24孔板中，对于每

孔细胞转染pmir-GLO-miR-基因3’UTR 200 ng、pcD-

NA-EGFP-pre-miRNA 600 ng及阴性对照30 pmol/L。

50 μl Opti-MEM Ⅰ培养基稀释 2 μl LipofectamineTM

2000试剂后，室温孵育 5 min；混合需转染的DNA和

稀释的 LipofectamineTM 2000，室温孵育 20 min 后直

接将复合物加到含 0.4 ml Opti-MEM Ⅰ培养基的细胞

中，轻轻摇动培养板混匀；在37 ℃、5% CO2培养箱培

养8 h，换0.5 ml含10%胎牛血清、不含抗生素的正常

DMEM培养基，在37 ℃、5% CO2培养箱中培养48 h，

收集细胞。荧光素酶检测按照双荧光素酶报告基因

试剂盒说明书，采用酶标仪检测萤火虫和海肾荧光

值，并以海肾荧光值作为内参。

1.12 统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行统计分析，两组间比较

采用 t检验，采用GraphPad Prism 7对实验数据进行

相关图片的绘制。以P<0.05或P<0.01表示差异有统

计学意义。

2 结 果

2.1 FOXD2-AS1在胃癌患者组织、细胞系和阿帕替

尼耐药胃癌细胞株MGC-803/AP中的表达水平

qRT-PCR检测结果显示，FOXD2-AS1在胃癌组
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织中的表达水平明显高于正常组织（P<0.01，图1A）。

同时，FOXD2-AS1 在胃癌细胞系（MGC-803、BGC-

823和 SGC-7901）中的表达水平显著高于人胃上皮

细胞GES-1（均 P<0.01，图 1B），且MGC-803细胞中

FOXD2-AS1的表达水平明显高于BGC-823和SGC-

7901（均P<0.05，图1B）；FOXD2-AS1在MGC-803/AP

细胞中的表达水平明显高于MGC-803细胞（P<0.01，

图 1C）。由此可知，FOXD2-AS1的异常表达可能与

胃癌发生发展及阿帕替尼耐药性有关。

*P<0.05, **P<0.01, △P<0.05

A-C: FOXD2-AS1 expression in gastric cancer tissues, cell lines and MGC-803/AP cells was detected by qRT-PCR

图1 qRT-PCR检测FOXD2-AS1在胃癌组织和细胞中表达水平

Fig.1 Expression of FOXD2-AS1 in gastric tissues and cell lines was detected by qRT-PCR

2.2 FOXD2-AS1对胃癌细胞生物学行为的影响

qRT-PCR检测结果（图 2A、B)显示，FOXD2-AS1

敲降后在两种细胞中的表达水平明显低于对照组

（P<0.01）；FOXD2-AS1过表达后在两种细胞中的表

达水平明显高于对照组（P<0.01）。CCK-8检测结果

（图 2C、D）表明，沉默 FOXD2-AS1 能够显著抑制

MGC-803 和 MGC-803/AP 细胞增殖活力（P<0.05），

而过表达 FOXD2-AS1 可以显著促进 MGC-803 和

MGC-803/AP细胞增殖活力（P<0.05）。Transwell检

测结果（图 2E、F 和 I）显示，相比于对照组，沉默

FOXD2-AS1 显著抑制了 MGC-803 和 MGC-803/AP

细胞侵袭能力（P<0.01）。Annexin V-FITC/PI双染细

胞凋亡检测结果（图 2G、H和 J）表明，沉默 FOXD2-

AS1显著促进了MGC-803和MGC-803/AP细胞凋亡

（P<0.01）。由此可知，沉默FOXD2-AS1显著促进了

MGC-803和MGC-803/AP细胞中阿帕替尼诱导细胞

凋亡和抑制细胞增殖、侵袭能力。

2.3 FOXD2-AS1对miR-185-5p表达的调控作用

通过生物信息学数据库StarBase V 2.0预测miR-

185-5p可能是FOXD2-AS1的靶基因，其预测序列如

图3A所示。双荧光素酶报告基因验证结果显示，过

表达miR-185-5p可以使荧光素酶活性显著下降（P<

0.01，图 3B），而共转染miR-185-5p mimics和靶向位

点发生突变的 pmirGLO-FOXD2-AS1 - MUT 载体，

miR-185-5p对荧光素酶活性的抑制作用丧失。qRT-

PCR分析结果显示，FOXD2-AS1过表达后显著抑制

miR - 185 - 5p 的表达水平（P<0.01，图 3C），而敲降

FOXD2-AS1的表达可明显促进miR-185-5p的表达

（P<0.001，图 3C）。由此可知，FOXD2-AS1 是 miR-

185-5p 的直接靶点，且 FOXD2-AS1 可负调控 miR-

185-5p的表达。

2.4 过表达miR-185-5p对MGC-803/AP细胞生物学

行为的影响

CCK-8 检测结果显示，miR-185-5p 过表达后可

显著抑制MGC-803/AP细胞增殖活力，而同时过表达

miR-185-5p与FOXD2-AS1可显著恢复MGC-803/AP

的增殖活力（P<0.01，图 4A）。Transwell检测结果表

明，miR-185-5p过表达后可显著抑制 MGC-803/AP

的侵袭能力（P<0.01，图 4B，D），而同时过表达

miR-185-5p 和 FOXD2-AS1 后对细胞的侵袭能力与

对照组无显著差异。流式细胞仪检测结果显示，

miR-185-5p过表达后可显著促进MGC-803/AP细胞

凋亡（P<0.01，图 4C，E），而同时转染 miR - 185 - 5p

mimics和 pcDNA-FOXD2-AS1后对MGC-803/AP细

胞凋亡的影响与对照组没有显著差异。由此可知，

FODX2-AS1通过下调miR-185-5p促进MGC-803/AP

细胞增殖、侵袭和抑制细胞凋亡。

2.5 miR-185-5p对CCND2表达的调控作用

生物信息学数据库TargetScan对miR-185-5p预

测发现，CCND2是miR-185-5p的候选靶基因，miR-

185-5p可以结合CCND2的 3’UTR（图 5A）。荧光素

酶报告基因验证实验发现，miR-185-5p可以负调控

CCND2 的表达（P<0.01，图 5B）。Western blotting检

测结果显示，miR-185-5p 过表达后可显著抑制
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CCND2在MGC-803/AP细胞中的表达水平（P<0.01，

图 5C，D）。由此可知，CCND2是miR-185-5p的靶基

因，并且miR-185-5p可负调控CCND2的表达。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A-B: The expression of FOXD2-AS1 was measured by qRT-PCR; C-D: The cell proliferation viability of MGC-803 and MGC-803/AP

cells was by CCK-8; E, F and I: The invasion capability of MGC-803 and MGC-803/AP cells was detected by Transwell assay(×100);

G, H and J: The percentage of apoptosis cells was measured by flow cytometry

图2 敲降FOXD2-AS1促进了胃癌细胞增殖、侵袭和抑制凋亡

Fig. 2 Silencing of FOXD2-AS1 promoted cell proliferation, invasion and inhibited apoptosis of gastric cancer

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group or NC group

A: The bioinformatics analysis result showed that FOXD2-AS1 had a binding site in miR-185-5p;

B: The luciferase activity in miR-185-5p-wt transfected with FOXD2-AS1 was lower than that in NC group

detected by dual-luciferase reporter assay; C: The expression of miR-185-5p was detected by qRT-PCR

图3 FOXD2-AS1对miR-185-5p表达的调控作用

Fig. 3 The regulative effect of FOXD2-AS1 on miR-185-5p expression
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*P<0.05, **P<0.01 vs NC group or miR-185-5p mimics+pcDNA-FOXD2-AS1

A: Proliferation viability of MGC-803/AP cells was detected by CCK-8 assay; B and D: The invasion capability of MGC-803/AP cells

was measured by Transwell assay（×100）; C and E: The apoptotic rate MGC-803/AP cells was detected by flow cytometer assay

图4 过表达miR-185-5p对MGC-803/AP细胞生物学行为的影响

Fig. 4 Effect of miR-185-5p over-expression on biological behaviors of MGC-803/AP cells

*P<0.05, **P<0.01 vs miR-NC group

A: The bioinformatics analysis result showed that miR-185-5p had a binding site in CCND2; B: The luciferase

activity in CCND2-wt cells transfected with miR-185-5p was lower than that in NC group detected by dual-luciferase

reporter assay; C-D: The expression of CCND2 was measured by western blotting

图5 CCND是miR-185-5p的靶基因

Fig.5 CCND2 was a target gene of miR-185-5p

2.6 FOXD2-AS1通过miR-185-5p/CCND2分子轴对

MGC-803/AP细胞生物学的影响

Western blotting检测结果显示，沉默CCDN2可

显著抑制CCDN2的表达，而同时沉默 FOXD2-AS1

和 CCND2 可显著恢复 CCND2 的表达（P<0.05，图

6A）。CCK-8和Transwell检测结果共同证实（图6B，
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C和E），相比于对照组，转染 si-CCDN2后可以显著

抑制细胞增殖活力和侵袭能力（P<0.01）。但是，相比

于仅转染 si-CCND2 组，同时沉默 FOXD2 - AS1 和

CCND2的表达后可以显著恢复 si-CCND2对MGC-

803/AP细胞增殖和侵袭能力的抑制作用（P<0.01）。

同时，流式细胞仪检测结果进一步证实（图6D，F），转

染 si-CCND2可显著促进细胞凋亡（P<0.001），而同时

转染 si-FOXD2-AS1和 si - CCND2可以显著下调 si -

CCND2对MGC-803/AP细胞凋亡促进作用（P<0.001）。

由此可知，FOXD2-AS1 通过下调 miR - 185-5p 对

CCND2的抑制作用，进而促进胃癌MGC-803/AP细

胞增殖、侵袭和抑制细胞凋亡的作用，从而上调

MGC-803/AP细胞对阿帕替尼的耐药性。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group or si-FOXD2-AS1+si CCND2 group

A: The expression of CCND2 was detected by Western blotting; B: The cell proliferation of MGC-803/AP cells was measured by CCK-

8 assay; C and E: The invasion capability of MGC-803/AP cells was measured by Transwell assay(×100); D and F: The percentage of

apoptotic MGC-803/AP cells was detected by flow cytometer assay

图6 FOXD2-AS1通过miR-185-5p/CCND2分子轴影响MGC-803/AP细胞的生物学行为

Fig. 6 FOXD2-AS1 modulates biological behaviors of MGC-803/AP cells via regulating miR-185-5p/CCND2 axis

3 讨 论

胃癌是起源于胃黏膜上皮的恶性肿瘤，在我国

各种恶性肿瘤中发病率居首位，胃癌发病有明显的

地域性差别，在我国的西北与东部沿海地区胃癌发

病率比南方地区明显为高。好发年龄在 50岁以上，

男女发病率之比为2∶1。目前，临床上着重于应用早

期诊断和辅助化疗（如顺氯氨铂、卡铂、长春花碱和

紫杉醇）来延长胃癌患者的生存期。然而，由于胃癌

细胞对化疗药物存在耐受性，所以预期疗效无法达

到[10-11]。近年来，lncRNA已被证实在肿瘤的发生发

展进程和耐药中发挥了重要调节作用[12-13]。然而，目

前 lncRNA在胃癌多药耐药中的作用尚不清楚。因

此，迫切需要寻找胃癌中调控耐药性的相关基因的

上游关键分子，并深入研究其分子机制，进一步为胃

癌临床治疗耐药性提供更多的依据。

近年来，研究人员在结构性非编码RNA和各类

小RNA（miRNA）之外，还发现了一类长度大于 200

个核苷酸的 lncRNA。lncRNA虽普遍含有一定的保

守序列，但其调控基因表达的方式多种多样，包括表

观遗传调控，转录调控和转录后调控等。总而言之，

lncRNAs 通过参与 X 染色体沉默，基因组印迹和
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DNA损伤应答等多种生物学机制来调控胃癌、甲状

腺癌、结肠癌及肝癌等肿瘤疾病的发生发展及化疗

药 物 耐 药 过 程[14]。 近 期 有 文 献 报 道 ，lncRNA

MT1JP[15]、lncRNA AFAP1[16]、lncRNA SNHG8[17]均对

胃癌细胞增殖、迁移及上皮间质转化有显著影响，提

示 lncRNA可能与胃癌的发生发展密切相关。但是，

对于 lncRNA FOXD2-AS1在胃癌细胞对阿帕替尼耐

药性的分子机制尚未报道。

同时，近年来的研究发现，miRNAs的异常调节

被认为是包括胃癌在内的多种疾病发生发展的关键

因素。例如，miR-185-5p通过下调TRIM29的表达进

而抑制胃癌细胞增殖和迁移[18]。TAN 等人[19]证实，

miR-185-5p可作为一个独立的胃癌预后标记物。同

时，也有研究表明miR-185-5p对肺癌[20]、结直肠癌[21]、

胰腺癌[22]和肝癌[23]等肿瘤细胞的增殖、迁移和上皮间

质转化均有显著影响。然而，未见有相关文献报道

miR-185-5p对胃癌影响的作用机制。

根据生物信息工具预测 CCND2（cyclin D2）是

miR-185-5p的可能靶基因。CCND2作为细胞周期家

族中的一员，它的异常表达可能导致细胞的异常增

殖。研究发现，CCDN2在多种肿瘤组织中存在异常

表达，如宫颈癌[24]、胃癌[25]、非小细胞肺癌[26]和前列腺

癌[27]等。同时，HUANG等人[28]报道，miR-615通过靶

向下调CCND2抑制前列腺癌细胞增殖和侵袭。此

外，miR-1297[29]、miR-154[30]和miR-497[31]均被报道靶

向下调CCND2抑制肿瘤细胞增殖和迁移能力。为

此，本研究推测 miR-185 - 5p 可能通过靶向调控

CCND2介导胃癌细胞的增殖和侵袭能力。

本研究发现FOXD2-AS1在胃癌组织、细胞系和

耐药细胞MGC-803/AP中高表达。过表达 FOXD2-

AS1可显著促进MGC-803/AP细胞增殖、侵袭和抑制

凋亡作用。同时，双荧光素酶报告基因证实FOXD2-

AS1可靶向负调控miR-185-5p的表达，且miR-185-

5p可以结合CCND2的 3’UTR，并负调控CCND2的

表达。进一步实验发现，FOXD2-AS1通过下调miR-

185-5p对CCND2的抑制作用，进而促进胃癌MGC-

803/AP细胞增殖、侵袭和抑制细胞凋亡的作用，从而

上调MGC-803/AP细胞对阿帕替尼的耐药性。
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