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lncRNA FOXD2-AS1通过靶向miR-506-5p调控宫颈癌细胞增殖与凋亡
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[摘 要] 目的: 探讨长链非编码RNA（lncRNA）FOXD2-AS1是否通过靶向miR-506-5p调控宫颈癌细胞增殖和凋亡。方法:
体外培养人宫颈癌细胞系HeLa、Siha、Caski与正常宫颈细胞株Ect1/E6E7，用qPCR检测细胞中FOXD2-AS1和miR-506-5p的表

达水平。用脂质体转染技术分别构建抑制FOXD2-AS1表达和过表达miR-506-5p的宫颈癌细胞，用MTT实验和流式细胞术检测

细胞的增殖和凋亡情况，WB实验检测细胞中增殖相关蛋白CyclinD1、p21和p27及凋亡相关蛋白Bcl-2、BAX和 cleaved-capase-3

的表达。用双荧光素酶报告基因实验验证FOXD2-AS1是否靶向miR-506-5p，并分析同时抑制FOXD2-AS1和miR-506-5p表达

对宫颈癌细胞增殖与凋亡的影响。结果：与Ect1/E6E7细胞比较，宫颈癌HeLa、Siha和Caski细胞中FOXD2-AS1表达水平显著

升高，miR-506-5p表达水平降低（均P<0.01）。抑制FOXD2-AS1表达可显著抑制宫颈癌细胞中CyclinD1蛋白和Bcl-2蛋白表达，

并促进p21、p27和BAX、cleaved-capase-3蛋白的表达，抑制细胞增殖并促进细胞凋亡（均P<0.01）。过表达miR-506-5p可显著抑

制宫颈癌细胞中CyclinD1和Bcl-2蛋白表达，促进p21和BAX蛋白表达，抑制细胞增殖并促进细胞凋亡（均P<0.01）。双荧光素酶

报告基因实验证实宫颈癌细胞中 FOXD2-AS1 靶向负调控 miR-506-5p 的表达（P<0.01）。抑制 miR-506-5p 表达逆转了抑制

FOXD2-AS1表达对宫颈癌细胞增殖和凋亡的作用（P<0.01）。结论: FOXD2-AS1通过靶向miR-506-5p的表达调控宫颈癌细胞

的增殖和凋亡。
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lncRNA FOXD2-AS1 regulates proliferation and apoptosis of cervical cancer cells
via targeting miR-506-5p

WANG Ting1, GUO Peng2, CAO Aie1 (1. Department of Obstetrics and Gynecology, Hainan Obstetrics and Gynecology Hospital,

Haikou 570100, Hainan, China; 2. Department of Obstetrics and Gynecology, the First Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University,

Guangzhou 510030, Guangdong, China)

[Abstract] Objective: To investigate whether long non-coding RNA (lncRNA) FOXD2-AS1 targets miR-506-5p to regulate prolifera-

tion and apoptosis of cervical cancer cells. Methods: Human normal cervical cells Ect1/E6E7 and cervical cancer cell lines (HeLa, Siha

and Caski) were cultured in vitro, and the expression levels of FOXD2-AS1 and miR-506-5p in cells were detected by qPCR. The

cervical cancer cells with FOXD2-AS1 knockdown and miR-506-5p over-expression were constructed by liposome transfection

technology, and the proliferation and apoptosis of cells were detected by MTT assay and flow cytometry respectively, the expression

of proliferation-related proteins CyclinD1, p21, p27 and apoptosis-related proteins Bcl-2, BAX, cleaved-capase-3 were detected by

WB. Dual luciferase reporter assay was used to verify whether FOXD2-AS1 would target miR-506-5p; and the effects of simultaneous

inhibition of FOXD2-AS1 and miR-506-5p on proliferation and apoptosis of cervical cancer cells were also analyzed. Results: Com-

pared with Ect1/E6E7 cells, the expression of FOXD2-AS1 significantly increased while the expression of miR-506-5p significantly de-

creased in cervical cancer HeLa, Siha and Caski cells (all P<0.01). FOXD2-AS1 knockdown significantly inhibited the protein expres-

sions of CyclinD1, Bcl-2 and cell proliferationin cervical cancer cells, but promoted the protein expressions of p21, p27, BAX, cleaved-

capase-3, and cell apoptosis (all P<0.01). miR-506-5p over-expression significantly inhibited the protein expressions of CyclinD1, Bcl-

2 and cell proliferation in cervical cancer cells, but promoted the protein expressions of p21, BAX, and cell apoptosis (all P<0.01).

Dual luciferase reporter gene assay confirmed that FOXD2-AS1 negatively regulated the expression of miR-506-5p in cervical can-

cer cells (P<0.01). Inhibition of miR-506-5p expression reversed the effect of FOXD2-AS1 knockdown on proliferation and apoptosis
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of cervical cancer cell (P<0.01). Conclusion: FOXD2-AS1 modulates proliferation and apoptosis of cervical cancer cells by negatively

regulating the expression of miR-506-5p.

[Key words] cervical cancer; lncRNA FOXD2-AS1; miR-506-5p; proliferation; apoptosis
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长链非编码 RNA（long non-coding RNA，ln-

cRNA）是一类长度大于 200 个核苷酸的非编码

RNA，其表达失调是肿瘤发生发展的重要因素[1]。

lncRNA FOXD2-AS1是近年来新发现的具有促瘤作

用的 lncRNA，已有研究[2-4]表明，FOXD2-AS1在卵巢

癌、胃癌、膀胱癌中高表达，与肿瘤细胞的增殖、迁

移、侵袭及肿瘤预后不良有关，可作为肿瘤治疗及预

后判断的潜在靶点。微小RNA（microRNA，miRNA）

是一类长约 18~25个核苷酸的小分子非编码RNA，

通过作用于靶基因参与调控细胞增殖、凋亡及肿瘤

发生发展等多种生理病理过程[5]。miR-506是一种肿

瘤相关miRNA，在宫颈癌组织中低表达且与肿瘤分

化程度和淋巴结转移有关，并可作为抑癌基因抑制

宫颈癌细胞的增殖[6-7]。本课题组通过生物信息学软

件预测miR-506-5p可能是FOXD2-AS1的靶基因，但

目前 FOXD2-AS1在宫颈癌中的表达及其是否通过

靶向调控miR-506-5p影响宫颈癌细胞增殖和凋亡尚

未可知。因此，本研究通过检测FOXD2-AS1和miR-

506-5p在宫颈癌中的表达及其对宫颈癌细胞增殖和

凋亡的影响，探讨其潜在的作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人宫颈癌细胞系 HeLa、Siha、Caski 和正常宫颈

细胞株Ect1/E6E7由中国科学院典型培养物保藏委

员会细胞库提供。

胎牛血清（Gibco公司），DMEM培养基（Hyclone

公司），LipofectamineTM2000转染试剂（上海加科生物

科技有限公司），TRIzol试剂（Invitrogen公司），MTT

试剂和二甲基亚砜（APExBIO 公司），Annexin V-

FITC/PI凋亡检测试剂盒（北京索莱宝生物科技有限

公司），RIPA裂解液（碧云天生物技术研究所）。小干

扰 RNA（siRNA）及 FOXD2-AS1 siRNA（si-FOXD2-

AS1）、miRNA - mimics 及 miR -506-5p - mimics、miR-

NA-inhibitor及miR-506-5p-inhibitor由武汉伯远生物

科技有限公司合成，CyclinD1、p21、p27、Bcl-2、BAX

蛋白一抗及辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗（北京

奥维亚生物技术有限公司），cleaved-capase-3蛋白抗

体（上海艾博抗公司）。

1.2 细胞培养、转染与分组

将 Ect1/E6E7、HeLa、Siha、Caski 细胞接种于含

10% 胎牛血清的 DMEM 培养液中，置于 37 ℃、

5%CO2、湿度 80%~90%的培养箱中培养。次日更换

培养液，细胞生长至 80%~90%汇合度时加入胰酶消

化细胞，进行传代培养。

取对数生长期的宫颈癌细胞，以2×105个/孔接种

于 6孔板中，待细胞汇合度达 70%时，随机将细胞分

为 8组：si-NC组（转染 siRNA阴性对照）、si-FOXD2-

AS1组（转染 siRNA-FOXD2-AS1）、miR-NC组（转染

miRNA-mimics阴性对照）、miR-506-5p mimics组（转

染miR-506-5p mimics）、si-FOXD2-AS1+anti-miR-NC

（共同转染 siRNA-FOXD2-AS1和miRNA-inhibitor阴

性对照）、si-FOXD2-AS1+anti-miR-506-5p（共同转染

siRNA-FOXD2-AS1和miR-506-5p inhibitor）。每组设

置6个重复孔，细胞转染方法参照LipofectamineTM 2000

转染试剂说明书，转染48 h后检测转染效率。

1.3 qPCR 检测宫颈癌细胞中 FOXD2-AS1 和 miR-

506-5p的表达

取生长状态良好的Ect1/E6E7、HeLa、Siha、Caski

细胞及稳定转染的各组宫颈癌细胞，加入TRIzol试

剂抽提总RNA，分光光度计测定RNA纯度和浓度，

同时进行 2％琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整性。用

TaKaRa 逆转录试剂盒合成 cDNA，以 GAPDH 和 U6

为内参基因采用染料法进行qPCR反应。引物序列：

FOXD2 - AS1 F 为 5’- TGGACCTAGCTGCAGCTC-

CA-3’，R为 5’-AGTTGAAGGTGCACACACTG-3’；

GAPDH F为5’-GCGAGATCGCACTCATCATCT-3’，

R为 5’-TCAGTGGTGGACCTGACC-3’；miR-506-5p

F 为 5’-TGCGGTAAGGCACCCTTCTGAGTAG-3’，

R 为 5’- CCAGTGCAGGGTCCGAGGT-3’；U6 F 为

5’- TGCGGGTGCTCGCTTGGCAGC-3’，R 为 5’-

CCAGTGCAGGGTCCGAGGT-3’。PCR反应：95 ℃

预变性3 min，95 ℃变性30 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延

伸30 s，共40个循环。采用2-△△Ct法计算FOXD2-AS1

和miR-506-5p的相对表达水平。

1.4 MTT实验检测宫颈癌细胞的增殖能力

将稳定转染的各组宫颈癌细胞以 5×103个/孔接

种于 96 孔板中，分别于培养 24、48 和 72 h 时加入

MTT试剂（20 µl/孔），培养 4 h后吸去上清并加入二

甲基亚砜 150 µl反应 15 min。酶标仪检测各孔波长

490 nm处的光密度（D）值。

1.5 Annexin V-FITC和PI染色流式细胞术检测宫颈

癌细胞的凋亡

收集稳定转染的各组宫颈癌细胞以 1×105个/孔
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接种于96孔板中，培养72 h后收集细胞，调整细胞密

度至1×106个/ml，加入流式管中，1 000×g离心5 min，

弃上清，用预冷的PBS溶液洗涤细胞2次。重悬于1×

结合缓冲液中，分别依次加入Annexin V-FITC染色

10 min及PI染色 5 min，上流式细胞仪检测各组细胞

的凋亡情况。

1.6 WB检测宫颈癌细胞增殖和凋亡相关蛋白的表达

收集稳定转染的各组宫颈癌细胞，加入RIPA裂

解液提取总蛋白，BCA法测定蛋白样品浓度，将 50

µg 蛋白样品与上样缓冲液混合后 100 ℃下变性 3

min，进行 SDS-PAGE，湿转法将分离蛋白转移至

NC膜后，入封闭液中封闭 1 h，洗膜，加入CyclinD1

（1∶1 000）、p21（ 1∶1 000）、p27（1∶1 000）、Bcl-2

（1∶1 000）、BAX（1∶2 000）和cleaved-capase-3（1∶2 000）

抗体一抗，4 ℃下孵育过夜。次日洗膜，加入HRP标

记的相应二抗（1∶2 000），室温下孵育 2 h。洗膜后，

放入ECL显色液中显色 15 min，紫外凝胶成像系统

中曝光、拍照，应用 Image Pro Plus软件分析蛋白条带

的灰度值，以GAPDH为对照计算目的蛋白的相对表

达水平。

1.7 双荧光素酶报告基因实验验证 FOXD2-AS1与

miR-506-5p的靶向关系

为证实 FOXD2-AS1 是否靶向 miR-506-5p，将

FOXD2-AS1的 3’UTR和突变 3’UTR构建荧光素酶

报告基因载体，与miR-506-5p-mimics共转染宫颈癌

细胞，转染36 h后收获细胞，参照荧光素酶检测试剂

盒说明书检测细胞中荧光素酶活性。

1.8 统计学处理

1.3~1.7实验均重复3次。采用SPSS19.0统计学

软件处理实验数据，计量数据以 x̄±s 表示，两组数据

采用独立样本 t检验，多组差异比较采用单因素方差

分析，组间比较采用LSD-t检验。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 宫颈癌细胞中 FOXD2-AS1高表达而miR-506-

5p低表达

qPCR检测结果（图 1）显示，与人正常宫颈Ect1/

E6E7 细胞比较，宫颈癌 HeLa、Siha、Caski 细胞中

FOXD2-AS1 表达水平明显升高（F=142.43，P<0.01;

图1A），miR-506-5p表达水平明显降低（F=616.16，P<

0.01；图1B）。

**P<0.01 vs Ect1/E6E7 cells

图1 人宫颈癌细胞和正常宫颈细胞中FOXD2-AS1（（A））和miR-506-5p（（B））表达

Fig.1 Expression of FOXD2-AS1（（A））and miR-506-5p (B) in human cervical cancer cells and normal cervical cells

2.2 抑制 FOXD2-AS1 表达降低 HeLa 细胞的增殖

能力

qPCR检测结果（图 2A）显示，与 si-NC组比较，

si-FOXD2-AS1 组宫颈癌 HeLa 细胞中 FOXD2-AS1

相对表达水平降低（t=16.713，P<0.01）。MTT实验结

果（图 2B）显示，与 si-NC组比较，si-FOXD2-AS1组

HeLa 细胞培养 48 和 72 h 时增殖能力显著降低（t=

5.582、13.634，均P<0.01）。WB实验结果（图 2C、D）

显示，与 si-NC组比较，si-FOXD2-AS1组细胞中Cy-

clinD1蛋白表达水平降低（t=18.610，P<0.01）、p21和

p27 蛋白表达水平升高（t=17.441、17.726，均 P<

0.01）。实验结果表明，抑制FOXD2-AS1表达明显抑

制宫颈癌HeLa细胞增殖。

2.3 抑制FOXD2-AS1表达促进HeLa细胞的凋亡

Annexin V-FITC和PI染色流式细胞术检测结果

（图 3A、B）显示，与 si-NC组比较，si-FOXD2-AS1组

宫颈癌 HeLa 细胞的凋亡率显著升高（t=18.973，P<

0.01）。WB实验结果（图 3C、D）显示，宫颈癌细胞中

Bcl-2 蛋白表达水平显著降低（t=47.162，P<0.01），

BAX蛋白和cleaved-capase-3蛋白表达水平显著升高

（t=15.659、18.544，均P<0.01）。实验结果表明，抑制

FOXD2-AS1表达明显促进宫颈癌HeLa细胞凋亡。
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**P<0.01 vs si-NC group

A:The expression of FOXD2-AS1 in HeLa cells was detected by qPCR; B:The proliferation ability of HeLa cells was tested by MTT;

C and D: WB detected the expression of proliferation-related proteins in HeLa cells

图2 抑制FOXD2-AS1表达对宫颈癌HeLa细胞增殖及相关蛋白表达的影响

Fig.2 Effect of FOXD2-AS1 knockdown on proliferation and expressions of proliferation-related

proteins in cervical carcinoma HeLa cells

**P<0.01 vs si-NC group

A and B: The apoptosis of HeLa cells was detected by flow cytometry;

C and D: The expression of apoptosis-related proteins in HeLa cells by WB

图3 抑制FOXD2-AS1表达对宫颈癌HeLa细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.3 Effects of FOXD2-AS1 knockdown on apoptosis and expressions of apoptosis-related

proteins in cervical carcinoma HeLa cells
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2.4 过表达miR-506-5p抑制HeLa细胞增殖而促进

其凋亡

与 miR-NC 组比较，miR-506-5p mimics 组宫颈

癌细胞中miR-506-5p表达水平显著升高（t=18.973，

P<0.01；图 4A），培养 48和 72 h时细胞增殖能力显著

降低（t=3.904、11.713，均P<0.01；图 4B），细胞凋亡率

显著升高（t=17.779，P<0.01；图 4C），细胞中 Cy-

clinD1 蛋白和Bcl-2 蛋白表达降低（t=11.739、12.410，

均 P<0.01），p21 蛋白和 BAX 蛋白表达升高（t=

18.973、14.758，均P<0.01；图 4D、E和 F）。实验结果

表明，过表达miR-506-5p明显抑制宫颈癌HeLa细胞

增殖而促进其凋亡。

**P<0.01 vs miR-NC group

A: The expression of miR-506-5p in HeLa cells was detected by qPCR; B: The proliferation ability of HeLa cells was tested by MTT;

C: The apoptosis of HeLa cells was detected by flow cytometry; D-F: WB detected the expression of proliferation and apoptosis-related

proteins in HeLa cells

图4 过表达miR-506-5p对宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响

Fig.4 Effects of miR-506-5p over-expression on proliferation and apoptosis of cervical cancer cells

2.5 FOXD2-AS1靶向调控miR-506-5p的表达

生 物 信 息 学 软 件 TargetScan（http://www. tar-

getscan.org /vert_72/.）分析结果（图 5A）显示，miR-

506-5p 能够与 FOXD2-AS1 的 3’UTR 区互补结合。

双荧光素报告基因实验结果（图 5B）显示，miR-506-

5p 和 Wt - FOXD2-AS1 共表达的宫颈癌细胞中

FOXD2 - AS1 活 性 降 低 ，而 miR-506-5p 和 Mut-

FOXD2-AS1共表达的宫颈癌细胞中FOXD2-AS1活

性无明显变化。WB实验结果（图 5C）显示，与 pcD-

NA 组比较，pcDNA-FOXD2 -AS 组宫颈癌细胞中

miR-506-5p 表达水平降低（t=17.240，P<0.01）；与 si-

NC组比较，si-FOXD2-AS组细胞中miR-506-5p表达

水平升高（t=15.178，P<0.01）。实验结果表明 ，

FOXD2-AS1靶向负调控miR-506-5p的表达。

2.6 抑制 miR-506-5p 表达可逆转 FOXD2-AS1 对

HeLa细胞增殖和凋亡的作用

与 si-FOXD2-AS1 + anti-miR-NC 组 比 较 ，si-

FOXD2-AS1+anti-miR-506-5p组宫颈癌细胞中miR-

506-5p表达水平降低（t=8.578，P<0.01；图 6A），培养

48和72 h时细胞增殖能力显著增强（t=8.321、13.430，

均P<0.01；图 6B），细胞凋亡率显著降低（t=7.373，

P<0.01；图6C），细胞中CyclinD1蛋白和Bcl-2蛋白表

达水平显著升高（t=18.025、16.483，均P<0.01；图6D、

E和 F），p21 蛋白和 BAX 蛋白表 达 水 平 显 著 降

低（t=15.756、12.999，均P<0.01；图 6D、E和F）。结果

表明，抑制miR-506-5p表达逆转了抑制FOXD2-AS1

表达对宫颈癌细胞增殖和凋亡的作用。

3 讨 论

FOXD2-AS1在肿瘤中的促癌作用已得到了广泛

研究。本研究结果显示，FOXD2-AS1在宫颈癌各细

胞株中均表达上调，抑制FOXD2-AS1表达后宫颈癌

HeLa细胞增殖能力显著降低，细胞凋亡率增加。Cy-

clinD1是一种细胞周期蛋白，调控细胞周期由G1期
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**P<0.01 vs miR-NC group, △△P<0.01 vs pcDNA group, ▲▲P<0.01 vs si-NC group

A: The analysis results of bioinformatics software; B: The results of double luciferin reporter gene assay;

C: The expression of mir-506-5p in HeLa cells was detected by WB

图5 FOXD2-AS1靶向调控miR-506-5p的表达

Fig.5 FOXD2-AS1 regulated the expression of miR-506-5p

**P<0.01 vs si-NC group, △△P<0.01 vs si-FOXD2-AS1+anti-miR-NC group

A: The expression of FOXD2-AS1 in HeLa cells was detected by qPCR; B: The proliferation ability of HeLa cells was tested by MTT;

C: The apoptosis of HeLa cells was detected by flow cytometry; D-F: WB detected the expression of proliferation and apoptosis-related

proteins in HeLa cells

图6 同时抑制miR-506-5p和FOXD2-AS1表达对宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响

Fig.6 Effect of simultaneous inhibition of miR-506-5p and FOXD2-AS1 on the

proliferation and apoptosis of cervical cancer cells

进入S期，其异常失调促进细胞过度增殖是肿瘤发生

发展的重要原因[8]。p21和 p27是细胞周期蛋白依赖

性激酶抑制因子，通过抑制细胞周期蛋白依赖性激

酶活性而阻滞细胞进入S期或阻断S期细胞的DNA

合成，调控细胞周期[9-10]。Bcl-2和BAX是Bcl-2家族

成员，其中Bcl-2是抗凋亡蛋白，BAX是促凋亡蛋白，

在线粒体参与的凋亡途径中起重要调控作用[11]。Ca-

pase家族是半胱氨酸依赖性细胞死亡蛋白酶，其成员

capase-3是细胞凋亡执行因子，可直接降解细胞内结

构蛋白和功能蛋白，引起细胞凋亡[12]。本研究结果显
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示，抑制 FOXD2 - AS1 表达后宫颈癌细胞中 Cy-

clinD1、Bcl-2蛋白表达水平显著降低，p21、p27、BAX

和 cleaved-capase-3蛋白表达水平显著升高，说明抑

制 FOXD2-AS1后可能通过调控细胞周期蛋白和细

胞凋亡蛋白影响宫颈癌细胞的增殖和凋亡。

近年来，miR-506作为一种潜在的抑癌基因受到

越来越多的重视[13]。据报道[14]，miR-506在卵巢癌中

表达抑制促进卵巢癌细胞侵袭，而过表达miR-506的

卵巢癌细胞增殖活性明显受到抑制。miR-506在鼻

咽癌细胞中表达下调，其过表达显著抑制鼻咽癌细

胞增殖、集落形成和侵袭[15]。在肝癌研究中也有相同

的结果[16]；提示miR-506可能是肿瘤治疗的潜在的新

型靶点。本研究结果显示，miR-506-5p在宫颈癌各

细胞株中表达均下调，在宫颈癌细胞中过表达miR-

506-5p后，细胞的增殖能力显著降低、凋亡率升高，细

胞中CyclinD1蛋白和Bcl-2蛋白表达水平降低、p21

蛋白和BAX蛋白表达水平升高，结果说明miR-506-

5p在宫颈癌中发挥抑癌作用。

双荧光素酶报告基因实验证实在宫颈癌细胞中

FOXD2-AS1靶向负调控miR-506-5p的表达。为进一

步证实FOXD2-AS1对宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响

是否与靶向miR-506-5p有关，本研究在宫颈癌细胞

中同时抑制 FOXD2-AS1 和miR-506-5p 表达，结果与

单独抑制 FOXD2-AS1 的宫颈癌细胞相比，FOXD2-

AS1 和miR-506-5p 共抑制的宫颈癌细胞增殖能力显

著升高、细胞凋亡率降低，细胞中CyclinD1 蛋白和Bcl-

2 蛋白表达升高，p21 蛋白和 BAX 蛋白表达降低。

结果说明，抑制 miR-506-5p 后，逆转了 FOXD2-AS1

对宫颈癌细胞增殖的抑制作用和对细胞凋亡的促进作

用，推测抑制FOXD2-AS1对宫颈癌细胞增殖和凋亡的

影响是通过靶向负调控miR-506-5p实现的。

综上所述，宫颈癌细胞中 FOXD2-AS1 表达上

调、miR-506-5p表达下调，干扰 FOXD2-AS1表达可

通过靶向负调控miR-506-5p的表达，从而抑制宫颈

癌细胞增殖并促进细胞凋亡。本研究为FOXD2-AS1

和miR-506-5p在宫颈癌分子靶向治疗中的应用提供

了实验基础，但miR-506-5p调控宫颈癌细胞增殖和

凋亡的作用机制尚需进一步研究。
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