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· 论著 ·

lncRNA FGD5-AS1靶向miR-512-3p/RAB31抑制膀胱癌

细胞增殖、侵袭和上皮-间质转化

李富博1，李爱科1，饶井芬1，刘宝兴2，石方玉1，李文鑫1，杨春丽1，林萍萍1

（1. 承德医学院附属医院肿瘤科，河北  承德  067020；2. 承德市兴隆县人民医院普外科，河北  承德  067000）  

摘要  目的 探讨长链非编码RNA （lncRNA） FGD5反义RNA 1 （FGD5-AS1）、miR-512-3p和Ras相关蛋白31 （RAB31） 在膀胱癌进

展中的作用和调控机制。方法 收集2019年1月至2021年12月于承德医学院附属医院行手术治疗的60例膀胱癌患者肿瘤组织及

癌旁组织，并体外培养膀胱癌细胞系 （5637、KU-19-19、T24、UM-UC-3） 和正常尿路上皮细胞系 （SV-HUC-1）。采用实时定量PCR

检测肿瘤组织和癌旁组织以及膀胱癌细胞中FGD5-AS1、miR-512-3p和RAB31 mRNA表达，Pearson相关分析确定膀胱癌患者癌组

织中miR-512-3p与FGD5-AS1、RAB31 mRNA表达之间的相关性。将sh-NC、sh-FGD5-AS1、sh-FGD5-AS1和NC抑制剂、sh-FGD5-AS1

和miR-512-3p抑制剂转染至T24细胞中，分别记为阴性对照组、FGD5-AS1沉默组、抑制剂对照组、联合组； 另设置正常组 （不转

染）。用CCK-8法检测细胞活力； Transwell小室测定细胞迁移和侵袭能力； Western blotting检测RAB31和E-钙黏蛋白 （E-cadherin）、

N-钙黏蛋白 （N-cadherin）、波形蛋白 （vimentin） 表达； 双萤光素酶报告基因和RNA Pull down实验检测miR-512-3p与FGD5-AS1和

RAB31的靶向关系。结果 膀胱癌组织与细胞中FGD5-AS1、RAB31 mRNA呈高表达，miR-512-3p呈低表达 （P < 0.05），且膀胱癌

患者癌组织中FGD5-AS1、RAB31 mRNA的表达与miR-512-3p表达呈负相关，FGD5-AS1与RAB31 mRNA表达呈正相关 （r = -0.779、

-0.649、0.652，均P < 0.001）。沉默FGD5-AS1可上调miR-512-3p表达，下调RAB31 mRNA和蛋白表达，降低细胞活力、迁移和侵袭

数以及N-cadherin、vimentin水平，升高E-cadherin水平 （P < 0.05）； 敲低miR-512-3p表达可明显减弱沉默FGD5-AS1对膀胱癌T24细

胞增殖、迁移和侵袭以及上皮-间质转化 （EMT） 进程的抑制作用 （P < 0.05）； FGD5-AS1可以海绵化miR-512-3p，而RAB31是miR-
512-3p的靶标。结论 沉默FGD5-AS1可能通过上调miR-512-3p、下调RAB31表达抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移、侵袭和EMT进

程。
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lncRNA FGD5-AS1 inhibits proliferation，invasion，and epithelial-mesenchymal
transition of bladder cancer cells by targeting miR-512-3p/RAB31 
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Abstract  Objective To investigate the function and regulatory mechanism of the long non-coding RNA （lncRNA） FGD5 antisense 

RNA 1 （FGD5-AS1），miR-512-3p and Ras-related protein 31 （RAB31） in the progression of bladder cancer. Methods Sixty pairs 

of tumor and adjacent tissues were collected from bladder cancer patients who underwent surgical treatment at the Affiliated Hos-
pital of Chengde Medical University between January 2019 and December 2021. Bladder cancer cell lines （5637，KU-19-19，T24，

and UM-UC-3） and a normal urothelial cell line （SV-HUC-1） were cultured in vitro. The expression of FGD5-AS1，miR-512-3p，and 

RAB31 mRNA in tumor tissues，adjacent tissues，and bladder cancer cells was detected using real-time quantitative PCR. Pearson 

correlation analysis was used to determine the correlation between miR-512-3p and FGD5-AS1，RAB31 mRNA levels in the cancer 

tissues of patients with bladder cancer. T24 cells were transfected with sh-NC，sh-FGD5-AS1，sh-FGD5-AS1 and NC inhibitors，or 

sh-FGD5-AS1 and miR-512-3p inhibitors，and labeled as the negative control group，FGD5-AS1 silencing group，inhibitor control group，

and combination group，respectively. Another group，which was not transfected was set as normal control. CCK-8 was used to quantify 

cell viability. A transwell chamber was used to measure cell migration and invasion abilities. Western blotting was performed to detect 

RAB31，E-cadherin，N-cadherin，and vimentin. Dual luciferase reporter gene and RNA pull-down assays were used to detect the rela-
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tionship between miR-512-3p，FGD5-AS1，and RAB31. Results FGD5-AS1 and RAB31 mRNA levels were high in bladder cancer 

tissues and cells，whereas miR-512-3p expression was low （P < 0.05）. FGD5-AS1 and RAB31 mRNA levels in bladder cancer tissues 

were negatively correlated with miR-512-3p，and the FGD5-AS1 and RAB31 mRNA levels were positively correlated （r = -0.779，

-0.649，and 0.652，respectively； all P < 0.001）. Silencing FGD5-AS1 could upregulate miR-512-3p，downregulate RAB31 mRNA and 

protein levels，reduce cell viability，migration，and invasion，decrease N-cadherin and vimentin protein levels，and increase E-cadherin 

protein （P < 0.05）. Knocking of miR-512-3p significantly reduced the inhibitory effects of silencing FGD5-AS1 on the proliferation，migra-
tion，invasion，and epithelial-mesenchymal transition of T24 cells of bladder cancer （P < 0.05）. FGD5-AS1 could sponge miR-512-3p，and 

RAB31 was identified as a target of miR-512-3p. Conclusion FGD5-AS1 silencing inhibits the proliferation，migration，invasion，and 

epithelial-mesen chymal transition of bladder cancer cells by upregulating miR-512-3p and inhibiting RAB31 expression.

Keywords  bladder cancer； proliferation； epithelial-mesenchymal transition； long non-coding RNA FGD5-AS1； miR-512-3p/Ras 

related protein 31

膀胱癌是临床常见的恶性肿瘤，其发病率呈

持续上升趋势［1］。尽管有手术、化放疗等治疗手段，

患者仍面临高复发转移风险及不佳的预后［2］，亟需

探索新的生物标志物与治疗靶点。长链非编码RNA 

（long non-coding RNA，lncRNA） 在膀胱癌发生发展

中的调控作用日益受到关注［3］。FGD5反义RNA 1 

（FGD5 antisense RNA 1，FGD5-AS1） 作 为 一 种 致 癌

lncRNA，在多种肿瘤中加速恶性进展［4］，但在膀胱

癌中的作用机制尚不明确。

研究［5］表明，FGD5-AS1可通过海绵微RNA （mi-

croRNA，miRNA） 稳定mRNA表达，进而调控肿瘤进

展。生物信息学分析提示，miR-512-3p可能是FGD5-

AS1的下游基因。miR-512-3p是已知的抑癌miRNA，

其低表达与膀胱癌恶性进展及不良预后有关［6］。生

物信息学分析显示，miR-512-3p与Ras相关蛋白31 

（Ras-related protein 31，RAB31） 存在互补结合位点。

RAB31是Rab家族成员，靶向抑制RAB31表达可抑

制膀胱癌T24细胞增殖、迁移和侵袭［7］。本研究旨在

探讨FGD5-AS1、miR-512-3p和RAB31在膀胱癌进展

中的作用和调控机制，以期为膀胱癌的诊断和治疗

提供潜在靶点。

1 材料与方法

1.1 组织来源

收集2019年1月至2021年12月间于承德医学院

附属医院行手术治疗的60例膀胱癌患者的肿瘤组

织及癌旁组织。所有标本经病理证实为膀胱癌，患

者术前未接受放化疗。所有标本在手术切除后立即

在液氮中冷冻并于-80 ℃保存。本研究经承德医学

院附属医院伦理委员会批准，所有患者签署知情同

意书。

1.2 细胞来源及培养

膀胱癌细胞系 （5637、KU-19-19、T24、UM-UC-3） 

和正常尿路上皮细胞系 （SV-HUC-1） 均购自武汉普

诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司。5637、KU-19-19细 胞 在

RPMI-1640培养基中培养，T24细胞在McCoy’s 5A培

养基中培养；UMUC3细胞在MEM （含NEAA） 培养基

中培养；SV-HUC-1细胞在Ham’s F-12K培养基中培

养；培养基均含有10%胎牛血清 （foetal bovine serum，

FBS） 和1%青霉素-链霉素，培养条件为5% CO2、37 

℃。

1.3 主要试剂

靶向FGD5-AS1的特异性shRNA （sh-FGD5-AS1） 

及其阴性对照 （sh-NC）、RAB31过表达质粒 （pcDNA3.1-

RAB31） 和空pcDNA3.1载体、miR-512-3p抑制剂、模

拟物和NC抑制剂、模拟物由上海GenePharma公司设

计和合成。CCK-8、兔源一抗RAB31、E-钙黏蛋白

（E-cadherin）、N-钙黏蛋白 （N-cadherin）、波形蛋白

（vimentin） 和甘油醛-3-磷酸脱氢酶 （glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase，GAPDH） 购自英国abcam

公司。

1.4 实时定量PCR

使用TRIzol试剂分离组织和细胞的总RNA，使

用逆转录试剂盒将总RNA逆转录为cDNA。然后，利

用SYBR Green PCR试剂盒在ABI Prism 7900HT/FAST

型荧光定量PCR仪上检测基因表达，采用2-ΔΔCt方法

进行计算。以GAPDH或U6作为内参，引物序列见表1。

1.5 细胞转染

将T24细胞接种在6孔板中，并利用lipofectamine 

3000将sh-NC、sh-FGD5-AS1、sh-FGD5-AS1和NC抑制
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剂、sh-FGD5-AS1和miR-512-3p抑制剂转染到T24细

胞中，分别记为阴性对照组、FGD5-AS1沉默组、抑制

剂对照组、联合组；另设置正常组 （不转染）。转染24 

h后，收集细胞用于后续实验。

表1  引物序列

Tab.1  Primer sequences

Gene Forward primer （5’-3’） Reverse primer （5’-3’） 

FGD5-AS1 AACAGTGCCTATGTGGACGG CCCATCACAGAGGTCCACAC

miR-512-3p GCCGAGAAGTGCTGTCATAG CTCAACTGGTGTCGTGGA

RAB31 AGGAATACGCTGAATCCATAGG TTCCTTGAAAGAGCTCTTCGAT

U6 GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

GAPDH ACACCCACTCCTCCACCTTT TTACTCCTTGGAGGCCATGT

1.6 CCK-8法

通过CCK-8法检测细胞活力。将细胞以2×104/孔

的密度接种到96孔板上。按照1.5中分组处理24 h后，

将CCK-8试剂 （10 μL） 添加到孔中，并将板在室温下

孵育2 h。使用ELx800酶标仪 （Bio-Tek） 测量450 nm处

的吸光度 （absorbance，A） 值。

1.7 Transwell迁移和侵袭分析

使用24孔 （8 µm孔径） Transwell小室测定T24细

胞的迁移和侵袭能力。细胞迁移检测使用未涂有基

质胶的上室，细胞侵袭检测使用预先涂有基质胶的

上室。将1×105个细胞接种到上室中的200 μL无血

清培养基中，在下室中加入10%胎牛血清培养基。

孵育24 h后，膜下表面的细胞用甲醇固定并用1%结

晶紫在室温下染色。使用光学显微镜 （CKX41，日本

OLYMPUS公司） 拍摄图像，随机选择6个视野计数迁

移或侵袭的细胞。

1.8 Western blotting

使用RIPA裂解缓冲液提取细胞总蛋白。通过

10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白

质并转移到聚偏二氟乙烯膜上。在5%脱脂牛奶中封

闭 后，将 膜 与RAB31 （1 ∶ 1 000）、E-cadherin （1 ∶

1 000）、N-cadherin （1 ∶ 5 000）、vimentin （1 ∶ 2 000） 

和GAPDH （1 ∶ 8 000） 一抗共同孵育24 h。羊抗兔辣

根过氧化物酶标记二抗 （1 ∶ 4 000） 室温孵育2 h。使

用增强化学发光系统对蛋白条带进行可视化，使用

ImageJ软件进行定量分析。

1.9 miR-512-3p与FGD5-AS1和RAB31的靶向关系检

测

使用ENCORI/StarBase （https：//rnasysu.com/encori/

index.php） 预测FGD5-AS1和miR-512-3p，miR-512-3p

和RAB31之间的结合相互作用以及结合位点。

1.9.1 双萤光素酶报告基因实验：将FGD5-AS1或

RAB31 3’非翻译区 （untranslated region，UTR） 中推

测的与miR-512-3p结合的区域亚克隆到pmirGLO质

粒中，生成野生型 （wild type，WT） -FGD5-AS1或WT-

RAB31质 粒。同 时，将FGD5-AS1或RAB31 3’UTR的

突变型 （mutant type，MUT） 结合序列插入pmirGLO质

粒中，构建MUT-FGD5-AS1或MUT-RAB31质粒。使用

lipofectamine 3000将上述构建的质粒与miR-512-3p模拟

物或NC模拟物 （50 pmol） 共转染至T24细胞系中。转染

48 h后，对萤光素酶活性进行定量分析。

1.9.2 RNA Pull-down实验：用生物素标记的野生型

miR-512-3p （miR-512-3p-WT）、突变体miR-512-3p 

（miR-512-3p-MUT） 和miR-512-3p阴性对照NC转染

T24细胞，转染后48 h收集和裂解细胞，将链霉亲和

素包被的磁珠与细胞裂解物共同孵育以分离生物

素偶联的RNA复合物。最后，通过实时定量PCR测定

RNA复合物中FGD5-AS1、RAB31的丰度。

1.10 统计学分析

采用SPSS 25.0和GraphPad Prism 8.0软件进行统

计学分析。计量资料以x-±s表示，2组比较采用t检验，

多组比较行单因素方差分析和Tukey事后检验。采用

Pearson相关分析确定膀胱癌患者癌组织中miR-512-

3p与FGD5-AS1、RAB31 mRNA之间的相关性。P < 0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 膀胱癌组织中miR-512-3p与FGD5-AS1、RAB31 

mRNA的表达及相关性分析

膀胱癌组织中FGD5-AS1、RAB31 mRNA的表达
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明显高于癌旁组织，miR-512-3p的表达明显低于癌

旁组织 （P < 0.05），见表2。Pearson相关分析显示，膀

胱癌患者癌组织中FGD5-AS1、RAB31 mRNA的表达

与miR-512-3p的表达呈负相关，FGD5-AS1与RAB31 

mRNA的表达呈正相关 （r = -0.779、-0.649、0.652，均

P < 0.001，图1）。

表2  膀胱癌及癌旁组织中miR-512-3p与FGD5-AS1、RAB31 mRNA的表达比较

Tab.2  Comparison of the expression of miR-512-3p，FGD5-AS1，and RAB31 mRNA in bladder cancer tissues and adjacent tussues

Group n FGD5-AS1 miR-512-3p RAB31 mRNA

Adjacent tissues 60 0.99±0.13 1.01±0.11 0.97±0.12

Bladder cancer tissues 60 3.15±0.24 0.42±0.08 2.74±0.19

t 61.299 33.600 61.010

P <0.001 <0.001 <0.001

A，correlation between the expression of miR-512-3p and RAB31 mRNA in bladder cancer tissues；B，correlation between miR-512-3p and FGD5-AS1 

expression in bladder cancer tissues；C，correlation between the expression of FGD5-AS1 and RAB31 mRNA in bladder cancer tissues.

图1  膀胱癌组织中miR-512-3p与FGD5-AS1、RAB31 mRNA表达的相关性

Fig.1  Correlation between miR-512-3p and the expressions of FGD5-AS1 and RAB31 mRNA in bladder cancer tissues

2.2 膀胱癌细胞中FGD5-AS1、miR-512-3p、RAB31

的表达比较

膀胱癌细胞系 （5637、KU-19-19、T24、UM-UC-3） 

中FGD5-AS1、RAB31 mRNA和蛋白表达高于SV-HUC-1

细 胞，miR-512-3p的 表 达 低 于SV-HUC-1细 胞 （P < 

0.05）。见图2、表3。其中T24细胞中上述指标变化最

显著。因此，选择T24细胞为后续实验细胞。

2.3 各组T24细胞中FGD5-AS1、miR-512-3p、RAB31

的表达比较

FGD5-AS1沉默组细胞中FGD5-AS1、RAB31 mRNA

和蛋白表达较正常组、阴性对照组降低，miR-512-

3p的表达高于正常组、阴性对照组 （P < 0.05）；与

FGD5-AS1沉默组、抑制剂对照组比较，联合组细胞

中RAB31 mRNA和蛋白表达升高，miR-512-3p的表

达降低 （P < 0.05），见图3、表4。
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2.4 各组T24细胞活力比较

与正常组 （0.54±0.06）、阴性对照组 （0.57±0.06）

比较，FGD5-AS1沉默组 （0.32±0.05） 细胞活力降低；

与FGD5-AS1沉默组、抑制剂对照组 （0.30±0.04） 比

较，联合组 （0.46±0.05） 细胞活力升高 （P < 0.05）。

2.5 各组T24细胞迁移和侵袭比较

图4  各组T24细胞迁移和侵袭情况  结晶紫染色×400 

Fig.4  Migration and invasion of T24 cells of each group  Crystal violet staining×400 

表3  膀胱癌细胞中FGD5-AS1、miR-512-3p、RAB31的表达比较

Tab.3  Comparison of the expression levels of FGD5-AS1，miR-512-3p，and RAB31 in bladder cancer cells

Cell n FGD5-AS1 miR-512-3p RAB31 mRNA RAB31 proteim

SV-HUC-1 6 1.00±0.13 1.02±0.09 0.99±0.15 0.17±0.03

T24 6 2.76±0.201） 0.34±0.051） 3.21±0.221） 0.54±0.061） 

5637 6 2.25±0.181），2） 0.46±0.061），2） 2.80±0.201），2） 0.46±0.051），2） 

KU-19-19 6 1.44±0.151），2） 0.79±0.081），2） 1.65±0.171），2） 0.28±0.041），2） 

UM-UC-3 6 1.70±0.191），2） 0.61±0.071），2） 2.11±0.191），2） 0.36±0.051），2） 

1） P < 0.05 vs. SV-HUC-1 cell；2） P < 0.05 vs. T24 cell.

表4  各组T24细胞中FGD5-AS1、miR-512-3p、RAB31的表达比较

Tab.4  Comparison of the expression levels of FGD5-AS1，miR-512-3p，and RAB31 in T24 cells of each group

Group n FGD5-AS1 miR-512-3p RAB31 mRNA RAB31 protein

Normal 6 1.00±0.09 1.01±0.12 0.98±0.10 0.56±0.06

Negative control 6 1.02±0.10 0.99±0.11 1.00±0.11 0.57±0.06

FGD5-AS1 silencing 6 0.38±0.061），2） 3.47±0.201），2） 0.45±0.061），2） 0.24±0.041），2） 

Inhibitor control 6 0.35±0.05 3.51±0.21 0.41±0.05 0.22±0.03

Combined 6 0.37±0.06 1.44±0.163），4） 0.82±0.093），4） 0.46±0.053），4） 

1） P < 0.05 vs. normal group；2） P < 0.05 vs. negative control group；3） P < 0.05 vs. FGD5-AS1 silencing group；4） P < 0.05 vs. inhibitor control group.

与正常组、阴性对照组相比，FGD5-AS1沉默组

迁移和侵袭细胞数降低 （P < 0.05）；与FGD5-AS1沉

默组、抑制剂对照组比较，联合组迁移和侵袭细胞数

升高 （P < 0.05）。见图4、表5。

2.6 各组T24细胞中上皮-间质转化 （epithelial-me-

senchymal transtion，EMT） 相关蛋白表达比较

1，normal group；2，negative control group；3，FGD5-AS1 silencing group；

4，inhibitor control；5，combined group.

图3  各组T24细胞中RAB31蛋白表达

Fig.3  Expression of RAB31 protein in T24 cells of each group
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FGD5-AS1沉默组细胞中N-cadherin、vimentin蛋

白水平较正常组、阴性对照组降低，E-cadherin蛋白

水平高于正常组、阴性对照组 （P < 0.05）；与FGD5-AS1

沉默组、抑制剂对照组比较，联合组细胞中N-cadherin、

vimentin蛋白水平升高，E-cadherin蛋白水平降低 （P < 

0.05）。见图5、表6。

2.7 FGD5-AS1可与miR-512-3p结合

基于互补序列的StarBase数据库预测的FGD5-AS1

与miR-512-3p的结合位点见图6A；miR-512-3p模拟

物可显著降低含有FGD5-AS1-WT质粒细胞的萤光

素酶活性 （P < 0.05，图6B）；RNA Pull-down实验结果

显示，与阴性对照NC和miR-512-3p-MUT探针相比，

miR-512-3p-WT生物素探针对FGD5-AS1的富集显著

增加 （P < 0.05，图6C）。

2.8 miR-512-3p可靶向RAB31

StarBase数据库预测的RAB31 3’UTR与miR-512-

3p的结合位点 （图7A）；miR-512-3p模拟物可显著降低

含有RAB31-WT质粒细胞的萤光素酶活性 （P < 0.05，

图7B）；RNA Pull-down实验结果显示，miR-512-3p-WT

生物素探针可显著富集RAB31 mRNA （P < 0.05，图

7C）。

表5  各组T24细胞迁移和侵袭数比较

Tab.5  Comparison of migration and invasion numbers of T24 cells of each group

Group n Number of migrating cells Number of invasive cells

Normal 6 257.17±22.25 197.33±17.91

Negative control 6 259.83±18.23 199.67±16.43

FGD5-AS1 silencing 6 104.17±15.251），2）   78.83±11.411），2） 

Inhibitor control 6 100.50±19.81   77.00±10.12

Combined 6 178.67±22.063），4） 135.33±14.753），4） 

1） P < 0.05 vs. normal group；2） P < 0.05 vs. negative control group；3） P < 0.05 vs. FGD5-AS1 silencing group；4） P < 0.05 vs. inhibitor control group.

表6  各组T24细胞中E-cadherin、N-cadherin、vimentin蛋白水平比较

Tab.6  Comparison of E-cadherin，N-cadherin，and vimentin protein levels in T24 cells of each group 

Group n E-cadherin N-cadherin Vimentin

Normal 6 0.17±0.03 0.85±0.09 0.69±0.07

Negative control 6 0.15±0.03 0.88±0.10 0.72±0.08

FGD5-AS1 silencing 6 0.42±0.041），2） 0.29±0.061），2） 0.35±0.051），2） 

Inhibitor control 6 0.46±0.05 0.26±0.05 0.33±0.04

Combined 6 0.27±0.043），4） 0.77±0.083），4） 0.58±0.063），4） 

1） P < 0.05 vs. normal group；2） P < 0.05 vs. negative control group；3） P < 0.05 vs. FGD5-AS1 silencing group；4） P < 0.05 vs. inhibitor control group.

1，normal group；2，negative control group；3，FGD5-AS1 silencing group；

4，inhibitor control group；5，combined group.

图5  各组T24细胞中E-cadherin、N-cadherin、vimentin蛋白表达

Fig.5  Expression of E-cadherin，N-cadherin，and vimentin 

proteins in T24 cells of each group
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3 讨论

膀胱癌患者预后不理想，寻找有效的分子靶向

策略对早期诊断和改善生存率至关重要［1-2］。研究［8］

发现，lncRNA具有作为膀胱癌诊断生物标志物和

治疗靶点的潜力。FGD5-AS1是细胞中含量较丰富

的lncRNA，已被证实可以促进胃癌［9］、胰腺癌［10］、非

小细胞肺癌［11］等多种癌细胞的增殖、迁移和侵袭，

但其在膀胱癌中的功能尚不明确。本研究首次探讨

FGD5-AS1在膀胱癌中的作用，发现膀胱癌组织和细
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胞中FGD5-AS1表达增加，沉默FGD5-AS1可抑制膀

胱癌T24细胞增殖、迁移和侵袭及EMT进程。EMT

是上皮细胞失去极性和黏附能力，获得间充质细胞

的迁移和侵袭特性的过程。在泌尿生殖系统肿瘤中，

EMT可促进肿瘤转移，并可导致化疗耐药［12-13］。因此

FGD5-AS1在膀胱癌进展中可能扮演致癌基因角色。

A，binding site of miR-512-3p and FGD5-AS1；B，dual luciferase reporter gene assay proving the interaction between miR-512-3p and FGD5-AS1；C，

RNA pull-down assay was used to verify the binding between miR-512-3p and FGD5-AS1. * P < 0.05.

图6  FGD5-AS1充当miR-512-3p的海绵

Fig.6  FGD5-AS1 acts as a sponge for miR-512-3p

A，binding site of miR-512-3p and RAB31 3’UTR；B，dual luciferase reporter gene assay proves the interaction between miR-512-3p and RAB31 3’UTR；

C，RNA Pull down assay was used to verify the binding between miR-512-3p and RAB31 mRNA. * P < 0.05.

图7  RAB31是miR-512-3p的靶标

Fig.7  RAB31 is the target of miR-512-3p 

FGD5-AS1

miR-512-3p

mimic NC

miR-512-3p mimic

Bio-
NC

Bio-
miR

-51
2-3

p-W
T

Bio-
miR

-51
2-3

p-M
UT

1.5

1.0

0.5

0.0

20

15

10

5

0

R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity

R
el

at
iv

e 
FG

D
5-

A
S1

 e
nr

ic
h

FGD5-AS1-WT    FGD5-AS1-MUT

* * *

RAB31 3’UTR

miR-512-3p

mimic NC
miR-512-3p mimic1.5

1.0

0.5

0.0R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity

RAB31-WT       RAB31-MUT

*

15

10

5

0R
el

at
iv

e 
R

A
B

31
 m

R
N

A
 e

nr
ic

h

* *

A

CB

A

CB

第1期 李富博等.  lncRNA FGD5-AS1靶向miR-512-3p/RAB31抑制膀胱癌细胞增殖、侵袭和上皮-间质转化

Bio-
NC

Bio-
miR

-51
2-3

p-W
T

Bio-
miR

-51
2-3

p-M
UT



·40·

研究［5］表明lncRNA可通过隔离miRNA释放其

下游靶mRNA，从而促使mRNA发挥功能来调节肿瘤

进展。本研究的生物信息学分析提示miR-512-3p是

FGD5-AS1的潜在作用靶点。miR-520a-3p已被证实

在膀胱癌中低表达，且其低表达与患者预后有关［6］。

本研究发现，膀胱癌组织和细胞中miR-520a-3p表

达 降 低，与FGD5-AS1呈 负 相 关；沉 默FGD5-AS1可

上调T24细胞中miR-520a-3p表达。萤光素酶报告基

因实验和RNA Pull-down实验验证了二者之间存在

直接结合；表明FGD5-AS1可作为miR-512-3p的分子

海绵。此外，敲低miR-512-3p表达可明显减弱沉默

FGD5-AS1对膀胱癌T24细胞恶性表型的抑制作用；

提示沉默FGD5-AS1可能通过靶向上调miR-512-3p

表达抑制膀胱癌细胞的恶性生物学行为。

本研究对miR-520a-3p的下游靶基因进行了分

析，生物信息学预测发现RAB31是miR-512-3p的靶

标之一。RAB31的多种癌症类型的致癌基因［14-15］。

RAB31在胃癌组织中上调，其敲低可诱导肿瘤细

胞凋亡并抑制胃癌细胞迁移、侵袭和EMT ［7］；下调

RAB31表达可抑制膀胱癌T24细胞增殖、迁移和侵

袭［9］。本研究发现RAB31在膀胱癌组织和细胞中

过表达，且膀胱癌组织中RAB31 mRNA表达与miR-

512-3p的表达呈负相关，与FGD5-AS1表达呈正相

关。此外，沉默FGD5-AS1后T24细胞中RAB31表达降

低，敲低miR-512-3p表达后T24细胞中RAB31表达升

高；双萤光素酶报告基因实验和RNA pull-down实验

确认了miR-512-3p与RAB31直接结合，表明RAB31

是miR-512-3p的直接靶标，提示沉默FGD5-AS1可能

通过海绵miR-512-3p下调RAB31表达抑制膀胱癌细

胞的恶性行为。

综上所述，沉默FGD5-AS1可能通过上调miR-512-3p、

下调RAB31表达抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移、侵

袭和EMT进程。这一发现表明FGD5-AS1/miR-512-3p/

RAB31的调控网络存在于膀胱癌中，可能为膀胱癌

的治疗提供一个有希望的靶点。未来将结合体内实

验进一步验证FGD5-AS1在膀胱癌中的作用及机制。
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