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LncＲNA SFTA1P通过调控 miＲ- 182-5p /FN1 通路促进
肾透明细胞癌细胞增殖与迁移

向 威，吕 磊，郑福鑫，袁敬东

( 武汉市第一医院泌尿外科，武汉 430022)

摘要 目的 探讨长链非编码 ＲNA表面活性剂相关 1 假基因( SFTA1P) 通过调控微小 ＲNA-182-5p( miＲ-182-5p) /纤连蛋白 1
( FN1) 通路促进肾透明细胞癌( ccＲCC) 细胞增殖与迁移的分子机制。方法 应用 GEPIA2 软件探究 TCGA 数据库中 SFTA1P
在 ccＲCC组织中的表达; 实时定量 PCＲ( qPCＲ) 检测 SFTA1P在 ccＲCC组织、正常肾脏组织及 ccＲCC细胞系中的表达; 亚细胞
定位实验探究 SFTA1P在 ccＲCC细胞系人肾细胞腺癌细胞( ACHN) 中的定位; 将 ACHN细胞分为 si-Con组、si-SFTA1P #2 组、
mimic NC组、miＲ-182-5p mimic 组、anti-miＲ-Con 组、anti-miＲ-182-5p 组、anti-miＲ-182-5p + si-FN1 组、si-Con + anti-miＲ-Con 组、
si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-Con组及 si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-182-5p 组; CCK-8 与 transwell 小室实验检测细胞增殖与迁移能力;
qPCＲ、Western blot和双荧光素酶报告基因实验检测 SFTA1P、miＲ-182-5p和 FN1 的调控关系。结果 TCGA数据库分析显示，
SFTA1P在 ccＲCC组织中高表达( P ＜ 0. 05) ; 与正常肾脏组织比较，SFTA1P在 ccＲCC组织中表达升高( P ＜ 0. 01) ; ccＲCC细胞
系 786-O、SN12-PM6、ACHN及 A498 中 SFTA1P表达明显高于人肾近曲小管细胞 HK-2 ( 均 P ＜ 0. 01 ) ; 亚细胞定位实验显示
SFTA1P主要分布于 ACHN细胞的细胞质中; 与 si-Con组比较，si-SFTA1P #2 组 ACHN 细胞增殖与迁移能力降低，FN1 mＲNA
及蛋白表达降低( P ＜ 0. 05) ; 与 mimic NC组比较，miＲ-182-5p mimic组 ACHN细胞 FN1 mＲNA及蛋白表达降低( P ＜ 0. 01) ; 与
anti-miＲ-Con组比较，anti-miＲ-182-5p组 ACHN细胞 FN1 mＲNA及蛋白表达增加，细胞增殖与迁移能力增强( P ＜ 0. 05) ; 与 an-
ti-miＲ-182-5p组相比，anti-miＲ-182-5p + si-FN1 组 ACHN细胞增殖与迁移能力降低( P ＜ 0. 05) ; 与 si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-Con
组比较，si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-182-5p组 ACHN细胞增殖与迁移能力增强，FN1 mＲNA及蛋白表达增加( P ＜ 0. 05) 。结论
SFTA1P在 ccＲCC中高表达，其通过调控 miＲ-182-5p /FN1 通路促进 ccＲCC细胞的增殖与迁移。
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肾透明细胞癌 ( clear cell renal cell carcinoma，
ccＲCC) 是人类肾脏恶性肿瘤中最常见的一种病理
类型，具有高复发、高转移的特征，早期或局限性肿
瘤患者一般通过手术治疗，而晚期患者则主要依赖

靶向或免疫治疗。然而，这类晚期患者常因耐药而
疗效不佳，导致预后较差［1 － 2］。因此，研究 ccＲCC
发生发展的分子机制，并探寻新的标志物或靶标，对

肿瘤患者的早期诊断、治疗及预后改善具有潜在的
重要意义。长链非编码 ＲNA( long non-coding ＲNA，
lncＲNA) 是一类长度超过 200 个核苷酸的功能性
ＲNA，被证实调控肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁移或血
管生成等关键过程［3］。表面活性剂相关 1 假基因

( surfactant associated 1 pseudogene，SFTA1P) 是近年
来新被研究的一个 lncＲNA，被发现在多种肿瘤中发
挥抑癌或促癌作用［4 － 7］。然而，SFTA1P 在 ccＲCC
中的作用尚不明晰。该研究结合生物信息学分析和
细胞功能实验，探索 SFTA1P 对 ccＲCC 细胞增殖与
迁移的影响，并验证 SFTA1P、miＲ-182-5p、纤连蛋白
1 ( fibronectin 1，FN1) 在 ccＲCC中的调控关系。

1 材料与方法

1． 1 临床标本收集 收集 2021 年 3 月—2023 年 1
月在武汉市第一医院泌尿外科接受根治性肾脏切除

的 22 例患者的癌组织( Tumor组) ，同时收集距肿瘤
边缘大于 5 cm 的正常肾脏组织( Normal 组) ，并对
这些患者的一般资料和病理信息进行统计分析。研
究对象包括 17 名男性和 5 名女性，年龄 59 ～ 78
( 67. 36 ± 5. 85) 岁，均最终病理确诊为 ccＲCC，且术
前未接受放化疗或其它辅助治疗。所有研究对象均
签署知情同意。本研究获得了医院伦理委员会的批
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准，所有标本在离体后立即置于液氮中保存。
1． 2 主要试剂 TＲIzol总 ＲNA提取试剂、胰酶、Li-
pofectamine 2000 转染试剂及细胞核质分离试剂盒
由美国 Invitrogen 公司购入; 胎牛血清( fetal bovine
serum，FBS) 购自美国 Sigma公司; 高糖型杜氏改良
Eagle 培养基( Dulbecco' s modified Eagle medium，
DMEM ) 培养基购自美国 Hyclone公司; 逆转录试剂
盒与实时定量 PCＲ ( quantitative real-time PCＲ，
qPCＲ) 试剂盒购自宝生物工程( 大连) 有限公司; ＲI-
PA液、ECL液及 CCK-8 细胞增殖检测试剂盒均购
自上海碧云天生物技术有限公司; ＲNA 结合蛋白免
疫沉淀检测( ＲNA binding protein immunoprecipitati-
on，ＲIP) 试剂盒购自美国 Millipore 公司; SFTA1P、
FN1 及 GAPDH引物由上海生工公司提供; U6 引物、
miＲ-182-5p 引物、miＲ-182-5p 模拟物 ( miＲ-182-5p
mimic) /抑制剂( anti-miＲ-182-5p) 及阴性对照( mim-
ic NC、anti-miＲ-Con) 购自广州锐博生物科技有限公
司; SFTA1P小干扰 ＲNA由上海吉玛基因公司购入，
干扰序列分别为: si-SFTA1P #1: 5'-GGAAAGGCAT-
TCACCATCAAT-3'; si-SFTA1P #2: 5'-GTTGCCAGT-
CAAAGAAACAAT-3'; si-SFTA1P # 3: 5'-GGATGGT-
CAGAGAGGAGATTA-3'; FN1 干扰序列为: si-FN1:
GTGTCTTACCATTCACCTACA; siＲNA阴性对照序列
( si-Con ) : 5'-GAACGGATTAAACCGATTACA-3'; 野
生型 /突变型双荧光素酶载体 ( wt SFTA1P、mut
SFTA1P、wt FN1 3'UTＲ、mut FN1 3'UTＲ) 均由上海
吉玛制药技术有限公司构建并提供; 双荧光素酶报

告基因实验试剂盒购自北京百奥莱博科技有限公

司; GAPDH 与 FN1 一抗购自美国 Cell Signaling
Technology ( CST) 公司( 货号: #2118、#26836 ) ，Ago2
一抗由美国 Abcam 公司提供( 货号: ab186733 ) ，二
抗由上海碧云天生物技术有限公司提供( 货号:

A0208) 。
1． 3 细胞培养 ccＲCC 细胞系 786-O、人肾细胞腺
癌细 胞 ( human renal cell adenocarcinoma cell，
ACHN) 来源于中国科学院典型培养物保藏委员会
细胞库，ccＲCC细胞系 SN12-PM6、A498 及人肾近曲
小管细胞 HK-2 由本课题组保存。所有细胞系均用
含 10% FBS的 DMEM培养液进行培养，培养环境为
含 5% CO2 的 37 ℃培养箱。
1． 4 细胞转染与实验分组 将处于对数生长期的
ccＲCC细胞经胰酶消化后按照各实验所需密度种入
各培养板孔板内，待细胞生长至 70%融合度时进行
转染操作，分组如下: si-Con 组( 转染 si-Con ) 、si-

SFTA1P #2 组( 转染 si-SFTA1P #2 ) 、mimic NC 组
( 转染 mimic NC) 、miＲ-182-5p mimic 组( 转染 miＲ-
182-5p mimic ) 、anti-miＲ-Con 组 ( 转 染 anti-miＲ-
Con) 、anti-miＲ-182-5p 组( 转染 anti-miＲ-182-5p ) 、
anti-miＲ-182-5p + si-FN1 组( anti-miＲ-182-5p 与 si-
FN1 共转染) 、si-Con + anti-miＲ-Con 组( si-Con 与
anti-miＲ-Con共转染) 、si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-Con
组( si-SFTA1P #2 与 anti-miＲ-Con 共转染) 及 si-
SFTA1P #2 + anti-miＲ-182-5p 组( si-SFTA1P #2 与
anti-miＲ-182-5p共转染) 。
1． 5 CCK-8 细胞增殖实验 将消化后的 ccＲCC细
胞以 1. 0 × 103 个 /孔的密度种入 96 孔板内，在转染
24、48、72、96 h 后分别收集各转染组细胞，按照
CCK-8 试剂盒的操作说明检测 450 nm 波长处的吸
光度值，继而进行数据统计分析。
1． 6 Transwell 细胞迁移实验 将转染后的各组
ccＲCC细胞消化重悬于无血清的 DMEM 培养液中，
以 2. 0 × 104 /孔的量( 200 μl 细胞悬液) 加入 Tran-
swell上室内，而在下室内加入 600 μl含 10% FBS的
DMEM培养液。在培养箱内继续培养 24 h 后，先用
4%多聚甲醛对下室底壁细胞进行固定，继而用
0. 1%结晶紫溶液对贴壁细胞进行染色，随后在倒置
显微镜下进行观测和拍照。
1． 7 qPCＲ 检测 按照 TＲIzol 法提取 ccＲCC 组
织、正常肾脏组织及 ccＲCC 细胞系的总 ＲNA，在测
定 ＲNA浓度后，使用逆转录试剂盒生成 cDNA，随
后应用 qPCＲ 试剂盒进行检测分析。各引物序列
为: SFTA1P，Forward 5'-AATTACAACGAGAAAAAG-
CACCT-3'，Ｒeverse 5'-AGTAGAGAGGGGGATGAAG-
AAAT-3'; FN1，Forward 5'-GGTCCGGGACTCAATC-
CAAA-3'，Ｒeverse 5'-GACAGAGTTGCCCACGGTAA-
3'; GAPDH，Forward 5'-TTCTTTTGCGTCGCCAGCC-
3'，Ｒeverse 5'-TCCCGTTCTCAGCCTTGAC-3'。GAP-
DH、U6 被分别用于内参对照，并使用 2 － ΔΔCT法计算

各基因的相对表达量。
1． 8 蛋白质印迹(Western blot) 实验 应用 ＲIPA
法分离并纯化各组细胞的总蛋白，BCA 法测定其浓
度，继而按照 Western blot 操作步骤分别进行电泳、
转膜、封闭、洗膜及一抗、二抗孵育等过程，最后使用
ECL液对膜带进行化学发光检测。
1． 9 亚细胞定位实验 应用细胞核质分离试剂盒
分别提取 ccＲCC细胞的细胞核与细胞质 ＲNA，经浓
度测定、逆转录成 cDNA 及 qPCＲ 上机检测，分析
SFTA1P在 ccＲCC细胞中的亚细胞定位。
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1． 10 ＲIP 检测 收集处于对数生长期的 ccＲCC
细胞，按照 ＲIP 试剂盒操作流程提取总 ＲNA，随后
用 Ago2 抗体预孵育的磁珠与所提取 ＲNA进行沉淀
反应，继而对富集的 ＲNA 进行纯化，并逆转录成
cDNA，最后采用 qPCＲ 法进行检测，以分析 Ago2 对
SFTA1P、miＲ-182-5p 的富集程度。其中，裂解液总
ＲNA组为 Input对照，IgG组为阴性对照。
1． 11 双荧光素酶报告基因实验 采用生物信息学
在线数据库 miＲcode ( http: / /www． mircode． org / ) 预
测 SFTA1P靶基因，miＲ-182-5p与 SFTA1P具有互补
结合位点，构建野生型( wt SFTA1P) 和突变型( mut
SFTA1P) 双荧光素酶报告基因质粒。应用生物信息
学在线数据库 starBase( https: / / rnasysu． com /encori /
index． php ) 预测 miＲ-182-5p 靶基因，FN1 基因 3'
UTＲ与 miＲ-182-5p具有互补结合位点，构建野生型
( wt FN1 3'UTＲ) 和突变型( mut FN1 3'UTＲ) 双荧光
素酶报告基因质粒。将 wt SFTA1P 或 mut SFTA1P
双荧光素酶报告基因质粒分别与 miＲ-182-5p mimic
或 mimic NC 共转至 ACHN 细胞中; 将 wt FN1 3'
UTＲ或 mut FN1 3'UTＲ 双荧光素酶报告基因质粒
分别与 miＲ-182-5p mimic 或 mimic NC 共转至
ACHN细胞中。在转染 48 h 后，利用双荧光素酶报
告基因实验试剂盒检测 ACHN 细胞中荧光素酶的
活性。
1． 12 统计学处理 应用 SPSS 27. 0 软件进行统计
分析，数据以�x ± s表示，其中独立样本 t检验被用于
两组间资料数据的比较，而多组间差异比较采用单

因素方差分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 SFTA1P在 ccＲCC组织及细胞系中的表达情
况 GEPIA2 软件分析结果显示，与 Normal 组相比，
SFTA1P在 Tumor组中高表达( P ＜ 0. 05 ) ( 图 1A) 。
qPCＲ检测结果显示，与 Normal 组比较，SFTA1P 在
Tumor 组中表达上调 ( t = 4. 803，P ＜ 0. 01 ) ( 图
1B) 。此外，qPCＲ 检测结果显示，相比肾近曲小管
细胞 HK-2，SFTA1P在 ccＲCC细胞系 ACHN、786-O、
A498 及 SN12-PM6 中表达均增加( t = 12. 64、5. 157、
7. 196、8. 962，均 P ＜ 0. 01 ) ( 图 1C) 。上述结果表
明 SFTA1P 在 ccＲCC 组织及细胞系中高表达，提示
其很可能在 ccＲCC中发挥促癌作用。
2． 2 下调 SFTA1P对 ccＲCC细胞增殖与迁移的影
响 qPCＲ 检测结果显示，与 si-Con 组比较，si-
SFTA1P #1 组、si-SFTA1P #2 组及 si-SFTA1P #3 组
ACHN 细胞中 SFTA1P 表达均降低 ( t = 13. 03、
19. 44、9. 203，均 P ＜ 0. 01) ( 图 2A) ，其中 si-SFTA1P
#2 干扰序列对 SFTA1P 表达具有最高的沉默效率。
CCK-8 检测结果显示，与 si-Con 组相比，si-SFTA1P
#2 组 ACHN细胞在 48、72、96 h 的增殖活力降低( t
=3. 995、3. 983、4. 68，均 P ＜ 0. 05 ) ( 图 2B) 。Tran-
swell细胞迁移实验结果显示，与 si-Con 组相较，si-
SFTA1P #2 组 ACHN 细胞的迁移能力降低 ( t =
9. 511，P ＜ 0. 01 ) ( 图 2C ) 。上述结果表明，下调
SFTA1P抑制 ccＲCC细胞的增殖与迁移。

图 1 SFTA1P在肾透明细胞癌组织与细胞系中的表达
Fig． 1 Expression of SFTA1P in ccＲCC tissues and cell lines

A: Expression of SFTA1P in ccＲCC tissues from the TCGA database; B: The level of SFTA1P in clinical ccＲCC samples was verified by qPCＲ; C:

Detection of SFTA1P expression in ccＲCC cell lines through qPCＲ; a: HK-2 group; b: ACHN group; c: 786-O group; d: A498 group; e: SN12-PM6

group; * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs Normal group; ##P ＜ 0. 01 vs HK-2 group．
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图 2 SFTA1P对 ACHN细胞增殖与迁移的影响
Fig． 2 SFTA1P affected the proliferation and migration of ACHN cells

A: Detection of SFTA1P siＲNA interference efficiency suing qPCＲ; B: Detection of cellular viability using CCK-8 assay; C: Detection of cell migra-

tion ability using Transwell migration assay in each group; a: si-Con group; b: si-SFTA1P #1 group; c: si-SFTA1P #2 group; d: si-SFTA1P #3 group;
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs si-Con group．

2． 3 SFTA1P与 miＲ-182-5p 的靶向关系 亚细胞
定位实验结果显示，SFTA1P 主要分布于 ACHN 细
胞的细胞质中( 图 3A) ，提示 SFTA1P可能在转录后
层面参与基因的表达调控。生物信息学在线数据库
miＲcode ( http: / /www． mircode． org / ) 分 析 显示，
SFTA1P与 miＲ-182-5p 具有互补序列( 图 3B) 。双
荧光素酶报告基因实验结果显示，在 ACHN 细胞
中，miＲ-182-5p mimic 降低了 wt SFTA1P 组的荧光
素酶活性( t = 11. 06，P ＜ 0. 01 ) ，而 mut SFTA1P 组
的荧光素酶活性无显著变化( 图 3C) 。ＲIP 实验结
果显示，与 IgG 组相比，Ago2 组 ACHN 细胞中的
SFTA1P 或 miＲ-182-5p 富集量增加 ( t = 7. 685、
17. 28，均 P ＜ 0. 01 ) ( 图 3D) 。以上结果表明，在
ccＲCC细胞中，SFTA1P可靶向结合 miＲ-182-5p。
2． 4 miＲ-182-5p 靶向 FN1 对 ccＲCC 细胞增殖与
迁移的影响 qPCＲ 与 Western blot 检测结果显示，
与 mimic NC组比较，miＲ-182-5p mimic 组 ACHN细

胞中 FN1 mＲNA和蛋白表达降低( t = 6. 783、9. 464，
均 P ＜ 0. 01) ; 与 anti-miＲ-Con 组相比，anti-miＲ-182-
5p组 ACHN 细胞中 FN1 mＲNA 和蛋白表达增加( t
= 5. 349、4. 701，均 P ＜ 0. 01) ( 图 4A、B) 。生物信息
学在线数据库 starBase( https: / / rnasysu． com /encori /
index． php) 分析显示，miＲ-182-5p 与 FN1 3'UTＲ 具
有互补序列( 图 4C) 。双荧光素酶报告基因实验结
果显示，在 ACHN细胞中，miＲ-182-5p mimic 降低了
wt FN1 3'UTＲ 组的荧光素酶活性( t = 7. 850，P ＜
0. 01) ，而 mut FN1 3'UTＲ组的荧光素酶活性无显著
变化( 图 4C) 。CCK-8 实验结果显示，相较于 anti-
miＲ-Con 组，anti-miＲ-182-5p 组 ACHN 细胞在 48、
72、96 h 的增殖活力均增强 ( t = 5. 477、6. 548、
6. 376，均 P ＜ 0. 05) ; 相较于 anti-miＲ-182-5p 组，an-
ti-miＲ-182-5p与 si-FN1 共转染组 ACHN细胞在 48、
72、96 h 的增殖活力均降低 ( t = 3. 475、3. 967、
3. 997，均 P ＜ 0. 05) ( 图 4D) 。Transwell细胞迁移实

图 3 SFTA1P与 miＲ-182-5p的靶向关系
Fig． 3 The targeting relationship

between SFTA1P and miＲ-182-5p

A: Subcellular localization test; B: Binding sites between SFTA1P and miＲ-182-5p predicated using miＲcode online database; C: The relationship

between SFTA1P and miＲ-182-5p evaluated by dual luciferase gene reporter assay; D: The binding activity between SFTA1P，miＲ-182-5p and Ago2 was

validated using ＲIP assay; ＊＊P ＜ 0. 01 vs the mimic NC group; ##P ＜ 0. 01 vs IgG group．
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验结果显示，相较 anti-miＲ-Con 组，anti-miＲ-182-5p
组 ACHN 细胞的迁移能力增强 ( t = 6. 997，P ＜
0. 01) ; 相较 anti-miＲ-182-5p 组，anti-miＲ-182-5p 与
si-FN1 共转染组 ACHN 细胞的迁移能力降低( t =
5. 269，P ＜ 0. 01) ( 图 4E) 。上述结果表明，miＲ-182-
5p通过靶向调控 FN1 表达，影响 ccＲCC 细胞的增
殖与迁移。
2． 5 SFTA1P 调 控 miＲ-182-5p /FN1 通 路 对
ccＲCC细胞增殖与迁移的影响 qPCＲ 与 Western
blot检测结果显示，与 si-Con 组比较，si-SFTA1P #2
组 ACHN细胞中 FN1 mＲNA 和蛋白表达降低( t =
9. 108、9. 460，均 P ＜ 0. 01) ( 图 5A、B) 。CCK-8 实验
结果显示，相较 si-Con与 anti-miＲ-Con共转染组，si-
SFTA1P #2 与 anti-miＲ-Con共转染组 ACHN 细胞在
48、72、96 h 的增殖活力降低 ( t = 5. 19、5. 254、
10. 46，均 P ＜ 0. 05 ) ; 而相较 si-SFTA1P #2 与 anti-
miＲ-Con共转染组，si-SFTA1P #2 与 anti-miＲ-182-
5p共转染组 ACHN 细胞在 48、72、96 h 的增殖活力

增强 ( t = 5. 877、4. 279、5. 786，均 P ＜ 0. 05 ) ( 图
5C) 。Transwell细胞迁移实验结果显示，si-SFTA1P
#2 与 anti-miＲ-Con 共转染组 ACHN 细胞较 si-Con
与 anti-miＲ-Con 共转染组的迁移能力降低 ( t =
12. 26，P ＜ 0. 01 ) ; si-SFTA1P #2 与 anti-miＲ-182-5p
共转染组 ACHN 细胞较 si-SFTA1P #2 与 anti-miＲ-
Con共转染组的迁移能力增强( t = 5. 874，P ＜ 0. 01)
( 图 5D) 。qPCＲ 与 Western blot 检测结果显示，si-
SFTA1P #2 与 anti-miＲ-Con共转染组 ACHN 细胞较
si-Con与 anti-miＲ-Con 共转染组细胞中 FN1 mＲNA
和蛋白表达降低( t = 17. 15、12. 08，均 P ＜ 0. 01) ; si-
SFTA1P #2 与 anti-miＲ-182-5p共转染组 ACHN细胞
较 si-SFTA1P #2 与 anti-miＲ-Con 共转染组细胞中
FN1 mＲNA和蛋白表达增加( t = 6. 823、4. 812，均 P
＜ 0. 01) ( 图 5E、F) 。以上结果表明，SFTA1P 通过
调控 miＲ-182-5p /FN1 通路促进 ccＲCC 细胞的增殖
与迁移。

图 4 miＲ-182-5p靶向 FN1 对 ACHN细胞增殖与迁移的影响
Fig． 4 miＲ-182-5p affected the proliferation and migration of ACHN cells by targeting FN1

A: Detection of mＲNA expression of FN1 using qPCＲ; B: Detection of FN1 protein expression using Western blot; C: Binding sites between miＲ-

182-5p and FN1 3'UTＲ predicated using the starBase database，and the binding relationship between miＲ-182-5p and FN1 was evaluated by dual lucifer-

ase gene reporter assay; D: Detection of cellular proliferation using CCK-8 assay; E: Detection of cell migration using Transwell assay in each group ×

100; a: mimic NC group; b: miＲ-182-5p group; c: anti-miＲ-Con group; d: anti-miＲ-182-5p group; e: anti-miＲ-182-5p + si-FN1 group; ＊＊P ＜ 0. 01

vs mimic NC group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs anti-miＲ-Con group; ＆P ＜ 0. 05，＆＆P ＜ 0. 01 vs anti-miＲ-182-5p group．
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图 5 SFTA1P调控 miＲ-182-5p /FN1 通路对 ACHN细胞增殖与迁移的影响
Fig． 5 The effect of SFTA1P on ACHN cell proliferation and migration was mediated through the regulation of the miＲ-182-5p /FN1 pathway

A，E: Expression level of FN1 was measured in groups by qPCＲ; B，F: Detection of FN1 protein expression in groups using Western blot; C: De-

tection of cellular proliferation using CCK-8 assay; D: Detection of cell migration ability using Transwell assay in each group × 100; a: si-Con group; b:

si-SFTA1P #2 group; c: si-Con + anti-miＲ-Con group; d: si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-Con group; e: si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-182-5p group; ＊＊P ＜

0. 01 vs si-Con group; #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01 vs si-Con + anti-miＲ-Con group; ＆P ＜ 0. 05，＆＆P ＜ 0. 01 vs si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-Con group．

3 讨论

近年来，lncＲNA因其在细胞生物学功能调控中
的重要作用受到人们的广泛关注［3］。有报道指出，
lncＲNA与多种人类肿瘤如乳腺癌、骨髓瘤、白血病、
胰腺癌、肝癌、肺癌、前列腺癌、ccＲCC等的生物学进
展密切相关［8 － 9］。此前的研究［4 － 7，10］表明，lncＲNA
SFTA1P 在非小细胞肺癌、肝癌、宫颈癌中高表达，
而在胃癌、肺鳞状细胞癌中低表达。本研究显示，
SFTA1P在 ccＲCC组织及细胞系中高表达，而下调
SFTA1P表达可显著抑制 ccＲCC 细胞的增殖与迁
移，表明 SFTA1P在 ccＲCC中发挥癌基因的作用。
有报道指出，lncＲNA的功能与其亚细胞定位密

切相关［11］。在亚细胞定位实验里，SFTA1P 被发现
主要分布于 ccＲCC 细胞的细胞质中。而作为 miＲ-

NA分子“海绵”是许多细胞质分布 lncＲNA 发挥功
能的一种重要作用方式［12］。据此，本研究在生物信
息学软件预测的基础上，通过双荧光素酶报告基因

实验和 ＲIP实验证实 SFTA1P在 ccＲCC细胞中可作
为分子“海绵”结合 miＲ-182-5p，并发挥潜在的调控
作用。针对 miＲ-182-5p，已有研究［13］ 证实其在
ccＲCC 中低表达，并通过调控下游靶基因或相关信
号通路而发挥抑癌作用。为进一步探索 miＲ-182-5p
的功能并鉴定其下游靶基因，本研究通过生物软件

预测、qPCＲ 及 Western blot 检测，发现 miＲ-182-5p
可负性调控 FN1 的 mＲNA 及蛋白表达，提示 FN1
很可能是 miＲ-182-5p的靶基因。基于此，本研究继
续深入探索了 miＲ-182-5p 调控 FN1 表达的作用机
制。一般而言，通过与靶基因 mＲNA 的 3'UTＲ 区结
合从而调控靶基因的表达是 miＲNA 发挥作用的一
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种经典调控方式［3］。针对 miＲ-182-5p 与 FN1 的潜
在结合位点，本研究设计并构建了包含野生型或突

变型结合位点的 FN1 3'UTＲ 双荧光素酶报告基因
载体，双荧光素酶报告基因实验表明 miＲ-182-5p 可
靶向结合 FN1 3'UTＲ，进一步证实 FN1 是 miＲ-182-
5p的直接靶基因。

FN1 是纤连蛋白家族成员之一，其作为糖蛋白
参与了细胞外基质的组成，从而在介导细胞外基质

重塑、细胞黏附、迁移及信号转导等方面起着至关重
要的作用［14］。有研究指出，FN1 在多种人类肿瘤中
高表达，发挥促瘤效应并驱动肿瘤的恶性生物学进

展［14 － 15］。在肝癌中，肿瘤相关巨噬细胞和成纤维细
胞来源的 FN1 可通过 JUN 途径促进肝癌细胞转
移［16］。在 ccＲCC 中，FN1 被发现高表达，并与肿瘤
的进展与预后密切相关［17］。此外，Zhang et al［15］发
现 FN1 介导了 circ_0101692 /miＲ-384 通路对 ccＲCC
细胞恶性生物学进展的调控过程，在此过程中 FN1
扮演癌基因的角色。本研究中，细胞功能实验显示
下调 FN1 可部分逆转沉默 miＲ-182-5p 对 ccＲCC 细
胞增殖与迁移的促进作用，研究证实了 miＲ-182-5p
通过靶向调控 FN1 表达从而促进 ccＲCC 细胞的增
殖与迁移。此外，本研究显示下调 miＲ-182-5p 可部
分逆转沉默 SFTA1P对 ccＲCC细胞增殖与迁移的抑
制效应，而 FN1 表达亦受到类似的影响。这些证据
更进一步证实了 SFTA1P 调控 miＲ-182-5p /FN1 通
路在促进 ccＲCC细胞生物学进展中发挥重要作用。
综上所述，SFTA1P在 ccＲCC 中高表达，其作为

分子“海绵”可特异性结合 miＲ-182-5p，并进一步调
控 miＲ-182-5p /FN1 通路，从而促进 ccＲCC 细胞的
增殖与迁移。后续可通过动物实验和扩大临床样本
的研究，进一步探索 SFTA1P 调控 miＲ-182-5p /FN1
通路的深层机制及其潜在分子靶标，以期为 ccＲCC
的分子靶向治疗提供新的研究参考。
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LncＲNA SFTA1P modulates the miＲ-182-5p /FN1 pathway to promote
the proliferation and migration of clear cell renal carcinoma cells

Xiang Wei，Lv Lei，Zheng Fuxin，Yuan Jingdong
( Dept of Urology，Wuhan No． 1 Hospital，Wuhan 430022)

Abstract Objective To explore the molecular mechanism by which long non-coding ＲNA Surfactant Associated 1
Pseudogene ( SFTA1P) promotes the proliferation and migration of clear cell renal cell carcinoma ( ccＲCC) cells by
regulating the microＲNA-182-5p ( miＲ-182-5p) / fibronectin 1 ( FN1 ) pathway． Methods GEPIA2 software was
utilized to analyze the expression of SFTA1P in ccＲCC tissues from the TCGA database． Quantitative real-time PCＲ
( qPCＲ) was employed to detect the expression of SFTA1P in ccＲCC tissues，normal kidney tissues and ccＲCC
cell lines． A subcellular localization experiment was performed to explore the localization of SFTA1P within the hu-
man renal cell adenocarcinoma cell line ( ACHN) derived from ccＲCC． ACHN cells were then divided into the fol-
lowing groups: si-Con group，si-SFTA1P #2 group，mimic NC group，miＲ-182-5p mimic group，anti-miＲ-Con
group，anti-miＲ-182-5p group，anti-miＲ-182-5p + si-FN1 group，si-Con + anti-miＲ-Con group，si-SFTA1P #2 +
anti-miＲ-Con group，and si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-182-5p group． CCK-8 and Transwell chamber experiments were
conducted to assess cell proliferation and migration abilities． qPCＲ，Western blot，and dual-luciferase reporter as-
says were employed to elucidate the regulatory interactions among SFTA1P，miＲ-182-5p，and FN1． Ｒesults A-
nalysis of The Cancer Genome Atlas ( TCGA) database indicated that SFTA1P was overexpressed in ccＲCC tissues
( P ＜ 0. 05) ． When compared to normal kidney tissues，SFTA1P expression was markedly elevated in ccＲCC tis-
sues ( P ＜ 0. 01) ． Furthermore，the expression levels of SFTA1P in ccＲCC cell lines 786-O，SN12-PM6，ACHN，
and A498 were significantly higher than those in human renal proximal tubule cells ( HK-2) ( all P ＜ 0. 01) ． Sub-
cellular localization experiments revealed that SFTA1P predominantly localized in the cytoplasm of ACHN cells．
Compared to the si-Con group，the si-SFTA1P #2 group exhibited a significant reduction in proliferation and migra-
tion abilities of ACHN cells，accompanied by a decrease in FN1 mＲNA and protein expression ( P ＜ 0. 05) ． Com-
pared to the mimic NC group，the expression of FN1 mＲNA and protein in ACHN cells in the miＲ-182-5p mimic
group reduced ( P ＜ 0. 01 ) ． In comparison to the anti-miＲ-Con group，the expression levels of FN1 mＲNA and
protein in ACHN cells were significantly elevated in the anti-miＲ-182-5p group． Additionally，there was a signifi-
cant enhancement in both cell proliferation and migration capabilities ( P ＜ 0. 05 ) ． Conversely，the proliferation
and migration abilities of ACHN cells in the anti-miＲ-182-5p + si-FN1 group were significantly reduced compared to
the anti-miＲ-182-5p group ( P ＜ 0. 05 ) ． Furthermore，relative to the si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-Con group，the
ACHN cells in the si-SFTA1P #2 + anti-miＲ-182-5p group demonstrated increased proliferation and migration abili-
ties，along with elevated FN1 mＲNA and protein expression levels ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion SFTA1P exhibits el-
evated expression levels in ccＲCC and facilitates the proliferation and migration of ccＲCC cells through the modula-
tion of the miＲ-182-5p /FN1 signaling pathway．
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