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lncRNA BANCR在晶体上皮细胞上皮 -间质转化，增殖、凋亡及
自噬的作用 *
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摘要 目的：探索长链非编码 RNA BANCR（lncRNA BANCR）在人晶状体上皮细胞 FHL24中对上皮 -间质转化的作用，并进一

步探究了其调控晶体上皮细胞增殖、凋亡及自噬的作用及相关分子机制。方法：运用 qReal - time PCR检测 TGF-茁诱导对 FHL24

细胞内 EMT相关标志物 琢-SMA，E-cadherin，Coll I，ZO1及 BANCR mRNA相对表达量。细胞中转染 BANCR。Western印迹检测

各组细胞中 EMT相关标志蛋白及 LC3Ⅱ/Ⅰ的蛋白表达。MTT法检测各组细胞的增殖，凋亡情况。结果：与正常对照组比较，

TGF-茁诱导组细胞中 BANCR, 琢-SMA, Coll I，ZO1 mRNA的相对表达量明显增加,而 E-cadherin mRNA显著下降,差异均有统

计学意义 (t=-5.031, -7.145, -9.023, -6.012, 5.097均 P<0.05)，以上因子的蛋白表达趋势相同，差异均有统计学意义（均 P<0.05)。
siRNA-BANCR TGF-茁诱导组细胞中 E-cadherin mRNA相对表达量比 siRNA TGF-茁诱导组显著增加 (t=-9.98, P<0.05）；琢-SMA，

Coll I及 ZO1 mRNA相对表则显著减少（t=9.003; 27.738; 19.620, P<0.05）。抑制 BANCR后细胞增殖活力 48、72 h时细胞活性显

著降低(t=5.032, 9.041，均 P<0.05），细胞凋亡率显著升(t=16.772，P<0.001）。自噬标志蛋白 LC3 - II/ LC3 - I比例增加 (P <0.05)。结
论：长链非编码 BANCR参与了晶体上皮细胞的抑制其上皮 -间质转化，抑制 BANCR可抑制晶体上皮细胞增殖、增加凋亡及自

噬的发生。
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The Effect of lncRNA BANCR on EMT, Proliferation, Apoptosis and
Autophagy in Human Lens Epithelial Cells*

To explore the effect of long non-coding RNA BANCR (lncRNA BANCR) on epithelial-mesenchymal

transition in human lens epithelial cells FHL24, and to further explore its role in regulating the proliferation, apoptosis and autophagy of

lens epithelial cells and related molecular mechanisms. qReal-time PCR was used to detect the relative expression of EMT-re-

lated markers 琢-SMA, E-cadherin, Coll I, ZO1 and BANCR mRNA induced by TGF-茁 in FHL24 cells. Transfect the cells with BANCR.

Western blotting was used to detect the expression of EMT-related marker proteins and LC3Ⅱ/I in each group of cells. MTT method was

used to detect cell proliferation and apoptosis in each group. Compared with the normal control group, the relative expression of

BANCR, 琢-SMA, Coll I, and ZO1 mRNA in the cells of the TGF-茁 induction group increased significantly, while the E-cadherin mRNA

decreased significantly, and the differences were statistically significant (t=-5.031, -7.145, -9.023, -6.012, 5.097 all P<0.05), the protein
expression trends of the above factors were the same, and the differences were statistically significant (all P<0.05). The relative expres-
sion of E-cadherin mRNA in the cells of the siRNA-BANCR TGF-茁 induction group was significantly higher than that in the siRNA

TGF-茁 induction group (t=-9.98, P<0.05); the relative expression of 琢-SMA, Coll I and ZO1 mRNA was significant Decrease (t=9.003;

27.738; 19.620, P<0.05). After inhibiting BANCR, the cell proliferation activity was significantly reduced at 48 and 72 h (t=5.032, 9.041,
all P<0.05), and the apoptosis rate was significantly increased (t=16.772, P<0.001). The ratio of autophagy marker protein LC3-II/LC3-I
increased (P<0.05). Long-chain non-coding BANCR is involved in the inhibition of epithelial-mesenchymal transition of

lens epithelial cells. Inhibition of BANCR can inhibit the proliferation of lens epithelial cells, increase apoptosis and autophagy.
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Gene ID Primer

E-cadherin Forward: 5'-GCTTCAGCAAAGACAACGAG-3'

Reverse: 5'-GTGTAATGCAGGACCACAGC-3'

ZO1

Forward:

5'-CGGGTCTACGCCTACGTCTTTGAACAC-

CGTGCTTC-3'

Reverse:

5'-CACAGGTCTGAGCAGCGATCCTGCTTGCTG-3'

琢-SMA Forward: 5'-CCTGTCCACACGGGTGAACT-3'

Reverse: 5'-CACCAGGCCTAGCATTCATTG-3'

茁-Actin Forward: 5'-ACTACCTGAGCACCCAGTCC-3'

Reverse:

5'-CACAGGTCTGAGCAGCGATCCTGCTTGCTG-3'

Coll I Forward: 5' -TCGGAGGAGAGTCAGGAAGG-3'

Reverse: 5'-TCAGCAACACAGTTACACAAGG-3'

BANCR Forward: 5'-CGGGTCTACGCCTACGTCGTGCTTC-3'

Reverse: 5'-CACAGGTCTGCGATCCTGCTTGCTG-3'

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence for gene amplification

前言

后发性白内障（posterior capsule opacification，PCO）是白内

障术后最常见的并发症，也是导致患者视力再次下降的最主要

的原因[1,2]。PCO源于内囊袋中残留晶状体上皮细胞在后囊膜上

增殖，迁移，转分化为分泌胶原和基底膜养物质使后囊膜在此

浑浊，上皮 - 间质转化（Epithelial-Mesenchymal Transition，

EMT）被认为是形成 PCO主要病理机制[3]。从理论上说，防止

PCO发生最有效的方式，是在手术中消除内囊袋的细胞或抑制

残留在前囊细胞的增殖和迁移[4,5]。一系列的细胞毒性剂在许多

人类和动物模型系统已经过测试，诸如丝裂霉素，5-氟尿嘧啶，

和毒胡萝卜素[6-12]。但所有这些治疗方法还没有被应用于临床，

因此找到一个安全有效可以阻止白内障术后 PCO的发生一直

是近年来眼科临床，基础研究的热点之一。

长链非编码 RNA(long noncoding RNA, lncRNA)是一类转

录本长度超过 200个核苷酸的 RNA分子，并不具有蛋白质编

码功能，但以 RNA形式在表观遗传学上、转录及转录后等多种

层面上实现对基因的表达水平的调控，把基因组成复杂的调控

网络，共同调节细胞增殖、分化与死亡[13]。在眼科相关疾病的

lncRNA相关研究，尤其在晶体细胞的研究还刚刚起步。现有的

研究包括心肌梗死相关转录本（myocardial infarction associated

transcript，lncRNA-MIAT）在晶状体上皮细胞中氧化应激时的

对增殖，凋亡和迁移的影响，和在 PCO相关病理过程中的潜在

作用等 [14]。长链非编码 BANCR（BRAFV600E-Activated

Non-Protein-Coding RNA,）是由 Flockhart [15] 在 2012 年通过

RNA-seq筛选出的，是染色体 9上的长度 693bp的非编码RNA，

曾有其在肝癌和膀胱癌等肿瘤疾病中差异性表达的报道[16-18]。

目前，BANCR在晶体上皮细胞领域的研究还尚属空白。

本研究拟以人晶体上皮细胞系 FHL124细胞为研究对象，

利用典型的 EMT标志蛋白，E-钙粘蛋白（E-Cadherin），闭锁小

带蛋白（zonula occludens-1, ZO-1），琢- 平滑肌肌动蛋白（琢-
smooth muscleactin，琢- SMA），胶原蛋白（collagen, Coll）I，研究

BANCR对晶体上皮细胞的抑制上皮 -间质转化的作用，并进

一步探究了其调控晶体上皮细胞增殖、凋亡及自噬的作用及相

关分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

人晶状体上皮细胞系 FHL124 (英国东安格利亚大学馈

赠)，实验用 23－28代。SFN和四甲基偶氮酂唑盐（美国 Sigma

公司）；Eagle's 最低要求培养液 （Eagle's minimum essential

medium, EMEM）胎牛血清（美国 Hyclone公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养和转染 取 FHL124用、FM(FibroblastMedium)

培养基(美国 Alabaster公司)，在 37℃、体积分数 5% CO2的培

养箱中培养，倒置显微镜下观察细胞融合后，按 1：4传代。取第

5~8代细胞，待细胞 80%融合后进行实验。细胞以 2× 105/孔密

度接种于 12孔板，过夜后更换含 1%胎牛血清的培养液。继续

培养 24 h后将培养细胞分为对照组、TGF-茁2处理组、SFN组
和 TGF-茁2+SFN处理组，对照组细胞添加 1 滋L二甲基亚砜

（dimethyl sulfoxide，DMSO），各组培养 48 h，光学显微镜下观

察细胞形态。转染前 24h将培养的 FHL124细胞按每孔 5× 105个

种于六孔板中，并用全培养基进行培养，待细胞达到 70%融合

时，根据 Lipofectamine 2000(Invitrogen 公司，上海)转染细胞。

转染前 2 h细胞换取新鲜无血清 opti-MEM，轻轻混匀静置 5min，

加入待转染溶液，进入上述六孔板 FHL124细胞中。

1.2.2 qRT-PCR实验 Real-time PCR为提取细胞内总 RNA,

Trizol试剂(Invitrogen公司,美国)用于裂解细胞。收集 RNA后,

使用 Power SYBR Green(TaKaRa公司,大连)作 Real - time PCR

分析。PCR循环扩增条件:95℃预变性 30 s；94℃变性 15 s，56℃

退火 45 s，72℃延伸 45 s，扩增 40个循环。PCR引物详情见表1。

Real - time PCR和数据收集基于 ABI7500平台。使用 2 -Δ Δ CT法

计算并标准化相对表达。

1.2.3 MTT实验 取适量各组细胞, 加入 5 g/ L的MTT溶液

20 滋L，培养 4 h，然后弃去上清,每孔加入 150 滋L DMSO,震荡,

使结晶溶解,在 490 nm波长下检测细胞吸光度(A)。细胞的增

殖力与细胞活力呈正比。

1.2.4 Western Blot法 检测凋亡过程中自噬特异蛋白 LC3

表达变化：将 10 滋MSFN作用于 FHL124细胞 24 h后，检测

LC3的表达。收集细胞，加入细胞裂解液，4℃，离心半径 8 cm，

12000 r/min，离心 5min，收集上清液，蛋白质样品于等体积的

2× 十二烷基硫酸钠加样缓冲液混匀，煮沸 5 min，紫外分光光

度法测定蛋白质浓度。按蛋白质含量测定结果每孔上样量为

20 滋g，10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离样品。用
0.8 mA/cm2电转移 2 h，将蛋白转至聚偏二氟乙烯膜上，用封闭

液室温封闭 2 h，将膜与融于封闭液中的一抗（1：2000）室温孵

育 2 h，PBS洗 5 min× 3次，TBS洗 5 min× 3次，将膜与融于封

闭液中的二抗（1：1000）室温孵育 2 h，TBS洗 7min× 3次，双蒸
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馏水清洗 2次，加入超强二氨基联苯胺显色，将蛋白带的颜色

深度达到要求时，蒸馏水冲洗中止显色，摄片。

1.3 统计学分析

本研究中所有数据采用 SPSS 22.0软件分析系统对所得数

据进行处理，测量指标的数据资料经 Shapiro-Wilk检验符合正

态分布,以 x± s表示。组间差异用单因素方差分析，组间两两
比较用 Dunett检验，以 P<0.05作为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 TGF-茁2诱导对细胞内 EMT相关标志物及 BANCR表达

的影响

Real - time PCR用于检测 TGF-茁2诱导对细胞内 EMT相

关标志物及 BANCR mRNA相对表达量的影响。与正常对照组

比较，TGF-茁2诱导组细胞中 BANCR, 琢-SMA, Coll I，ZO1 mR-

NA的相对表达量明显增加,而 E-cadherin mRNA显著下降,差

异均有统计学意义 (t=-5.031, -7.145, -9.023, -6.012, 5.097 均

P<0.05)。结果见表 2。

表 2 各组内 EMT相关标志物及 BANCR mRNA的相对表达量比较（x± s)
Table 2 Comparison of the relative expression of EMT-related markers and BANCRmRNA in each group（x± s）

Groups n 琢-SMA E-cadherin Coll I ZO1 BANCR

Control 6 1.534± 0.213 1.235± 0.302 1.001± 0.042 1.129± 0.232 0.835± 0.051

TGF-茁2 6 2.545± 0.214 0.435± 0.002 2.415± 0.082 0.435± 0.002 2.635± 0.052

t -7.145 5.097 -9.023 -6.012 -5.031

P 0.002 0.012 0.001 0.007 0.009

Western blot 用于研究 TGF-茁2 诱导对 FHL124 细胞内

EMT相关标志物蛋白的影响，在 TGF-茁2诱导组对比正常对照
组 E-cadherin蛋白表达强度减弱（t=28.165, P<0.001）；琢-SMA,

Coll I, ZO1蛋白表达条带增强，均有统计学意义 (t= -19.476;

-15.543; -20.148, P<0.001）。结果图见图 1，表 3。

表 3 各组内 EMT相关标志物蛋白 琢-SMA，E-cadherin，Coll I和 ZO1相对表达比较（x± s)
Table 3 Comparison of relative expression of EMT-related marker proteins in each group (x± s)

Groups n 琢-SMA E-cadherin Coll I ZO1

Control 4 1.755 ± 0.402 1.055 ± 0.341 1.235 ± 0.431 1.217 ± 0.292

TGF-茁2 4 2.132 ± 0.357 0.629 ± 0.282 1.938 ± 0.542 1.976 ± 0.287

t -19.476 28.165 -15.543 -20.148

P 0.000 0.000 0.000 0.000

图 1 Western blot法检测的细胞中 EMT相关蛋白 琢-SMA，E-cadherin，

Coll I和 ZO1表达变化

Fig.1 The changes of expression of EMT-related marker proteins 琢-SMA,

E-cadherin, Coll I and ZO1 detected byWestern blotting

2.2 不同转染组细胞中 EMT相关标志物及 BANCR mRNA相

对表达量

与 siRNA 空载体组比较 , siRNA-BANCR 转染组和 siR-

NA-BANCR TGF-茁2诱导组细胞中 BANCR mRNA 相对表达

量明显下降,差异有统计学意义(t= 24.341，P<0.001）；siRNA空
载体组与 siRNA-BANCR转染组比较，其中 EMT相关标记物

琢-SMA, Coll I，ZO1和 E-cadherin的 mRNA相对表达量无明显

差异 （t=1.003, 0.546, 0.978, 0.672；均 P>0.05)。而在 siR-

NA-BANCR TGF-茁2 诱导组细胞中 E-cadherin mRNA 相对表

达量比 siRNA TGF-茁2 诱导组显著增加 (t=-9.98, P<0.05）；
琢-SMA，Coll I 及 ZO1mRNA 相对表则显著减少（t=9.003;

27.738; 19.620，P<0.05）。见图 2，表 4。

2.3 抑制 BANCR对 FHL124细胞增殖、凋亡和自噬的影响

与对照组相比，si-BANCR组 FHL124细胞中 BANCR

表达显著降低(t= 14.387, P<0.001）。MTT用于检测抑制 BAN-

CR后对 FHL124细胞系增殖活力的影响，结果显示 48、72 h时

细胞活性显著降低(t= 5.032, 9. 041，均 P<0.05）。而与对照组相
比，si-BANCR 组细胞凋亡率显著升 (t=16.772，P<0.001）。
Western blot用于研究抑制 BANCR对 FHL124细胞系自噬的

影响。与对照组相比,抑制 BANCR增加自噬标志蛋白 LC3 -

II/ LC3 - I比例,细胞自噬水平增强 (P<0.05)。见表 5，图 3。
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3 讨论

白内障是世界上第一位致盲的眼病，后发性白内障是白内

障术后最常见的并发症，也是导致患者视力再次下降的最主要

的原因[19]。PCO源于内囊袋中残留晶状体上皮细胞在后囊膜上

增殖，迁移，转分化为分泌胶原和基底膜养物质使后囊膜在此

浑浊，防止 PCO发生最有效的方式，是找到一种能有效控制内

囊袋残留的前囊细胞增殖和迁移，并抑制其上皮 -间质转化异

常增生转分化为成纤维细胞的方法。

lncRNA是由 RNA聚合酶 II转录，缺乏开放阅读框的一

类转录本,通常以多种形式参与调控靶基因的表达。近几年，越

来越多的研究结果揭示，lncRNA能调节机体细胞生长、分裂、

分化，并可以参与调控染色质的形态、RNA表达及调节蛋白活

性，也可以发挥组织结构分子的生物学功能。在晶状体上皮细

胞和晶状体纤维细胞中检测到的 254种 lncRNA中有 86种存

在表达差异，提示特定种类的 lncRNA的差异表达可能密切参

与了晶状体上皮细胞的分化。其中心肌梗死相关转录本MIAT

已被证实在混浊晶状体中表达水平明显增加，而通过MIAT敲

除或 miRNA-150-5p过表达，均可加剧氧化应激导致的细胞增

殖能力下降及细胞凋亡，并诱导细胞增殖和迁移，提示其可能

图 2 Western-blot法检测不同转染组中 EMT相关标识蛋白 琢-SMA，

E-cadherin，Coll I和 ZO1表达

1: siRNA空白对照转染组 2: siRNA-BANCR转染组 3: siRNA+TGF-茁2
转染组 4: siRNA-BANCR+TGF-茁2 转染组

Fig.2 The expression of EMT-related marker proteins 琢-SMA, E-cadherin,

Coll I and ZO1 in each group after transfection detected byWestern

blotting

Note: 1: siRNA ; 2:siRNA-BANCR; 3:siRNA+TGF-茁2;
4: siRNA-BANCR+TGF-茁2

表 4 转染后各组内 EMT相关标志物及 BANCR mRNA的相对表达量（x± s)
Table 4 The relative expression of EMT-related markers and BANCR mRNA in each group after transfection (x± s)

Groups n 琢-SMA E-cadherin Coll I ZO1 BANCR

siRNA 4 1.522 ± 0.363 0.934 ± 0.213 0.681 ± 0.245 1.189 ± 0.139 1.087 ± 0.202

siRNA-BANCR 4 1.589 ± 0.424 1.099 ± 0.129 0.529 ± 0.342 1.170 ± 0.204 0.100 ± 0.002

iRNA+TGF-茁s2 4 3.286 ± 0.294 0.454 ± 0.115 1.872 ± 0.415 1.812 ± 0.431 3.172 ± 0.542

Si-BANCR+TGF-茁2 4 0.502 ± 0.032 1.988 ± 0.532 0.029 ± 0.002 0.921 ± 0.298 0.304 ± 0.002

表 5 BANCR转染后对 FHL124细胞增殖,凋亡和自噬相关蛋白 LC3 II/I的影响（x± s)
Table 5 Effects of BANCR transfection on FHL124 cell proliferation, apoptosis and autophagy-related protein LC3 II/I (x± s)

Groups BANCR
Cell viability（490nm)

Apoptosis rate (%) LC3 II/I
24 h 48 h 72 h

si-NC 4.31± 0.37 0.56± 0.07 0.81± 0.12 1.31± 0.22 10.23± 0.16 0.33± 0.18

si-BANCR 1.28± 0.21 0.29± 0.04 0.31± 0.11 0.32± 0.08 22.71± 5.52 2.35± 0.58

t 14.387 1.998 5.032 9. 041 16.772 13.287

P 0.000 0.302 0.006 0.001 0.000 0.000

与后发性白内障的病理过程密切相关 [20,21]。研究证实 lncR-

NA-BANCR 曾有其在肝癌和膀胱癌等肿瘤疾病中差异性表

达，并可能与细胞 EMT 过程相关 [22-24]。本研究探讨 lncR-

NA-BANCR在 FHL24细胞中的作用。通过研究发现 TGF-茁2
刺激细胞发生 EMT后细胞内 BANCR表达上调，表明 BAN-

CR在 FHL124细胞纤维化过程中可能起重要作用。为了进一

步证实，我们利用 siRNA质粒转染技术，证实 siRNA-BANCR

可抑制由 TGF-茁2诱导的 FHL124细胞纤维化，包括与此过程

相关的一系列相关基因如 琢-SMA，E-cadherin，Coll I，ZO1蛋白

的表达，由此揭示 BANCR与 FHL24细胞的纤维化过程密切

相关，下调 BANCR表达可抑制由 TGF-茁2诱导的 FHL124细

胞纤维化过程。

有研究表明 lncRNA-BANCR可能参与轴突导向，丝裂原

活化蛋白激酶信号通路 （mitogen-activated protein kinase，

MAPK）信号通路，补体和凝血级联反应，趋化因子信号转导通

路和丙酮酸代谢过程，参与炎症、免疫、应激调节等生理病理过

程[25,26]。BANCR作用方式和调控机制多样，在人体的不同生理

进程中扮演不同的角色。本研究也证实,下调 BANCR表达可

抑制 FHL124细胞增殖,促进凋亡和自噬。自噬是细胞用于降

解和回收细胞内受损老化细胞器、长寿命蛋白、错误折叠蛋白

聚集体的一种高度保守的过程，其功能主要是维持细胞物质、

能量代谢及内环境的稳定，并参与机体的多种生理及病理过
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图 3 抑制 BANCR表达对 FHL124细胞自噬相关蛋白 LC3Ⅰ、Ⅱ表达

的影响

Fig.3 Effects of inhibiting BANCR on the expression of autophagy-related

protein LC3 II/I in FHL124 cell

程，如发育、免疫及老化等[27-29]。根据自噬对细胞死亡的调节具

有 " 双重性 "，正常状态下细胞可通过温和且持续的上调

MAPKs自噬通路，起到持续保护细胞免受氧化损伤的作用；而

蛋白异常表达所导致的激烈且快速的上调自噬，则可起到抑制

细胞增殖作用。自噬与 EMT过程，两个看似独立的生理及过程

是否存在内在关联?信息通路之间的 crosstalk作为信号转导途

径间的 "窜扰 "是指不同信号转导途径间的相互影响,即通常

所说的 "相互作用 "在信号转导中，虽然每种体系都有自己相

对独立的系统，似乎互不影响，实际上细胞内的各种信息往往

交织在一起形成一个信息网共同起作用[30-32]。现阶段随着基因

组学和蛋白组学研究的发展，到目前已发现多种 miRNA和

lncRNA参与晶状体发育以及白内障的形成。而对作用机制研

究发现, BANCR可以通过靶向调控下游基因的表达发挥不同

的生物学作用,并且 BANCR在不同的组织以及病理进程中的

靶向调控作用可能不同。本研究结果初步揭示 BANCR 在

FHL124 细胞中可能作为交互因子关联 EMT 通路及 MAPKs

自噬通路发生 crosstalk，协同作用调节上皮细胞增殖、凋亡及

自噬，抑制其上皮 -间质转化等相关病理生理活动，可以借此

为寻找治疗和干预 PCO的新靶点提供思路。

综上所述，本研究初步探索了长链非编码 BANCR对晶体

上皮细胞的抑制作用，并进一步探究了其调控晶体上皮细胞增

殖、凋亡及自噬，抑制其上皮 -间质转化等相关分子机制。以期

通过本研究从细胞微环境动态平衡和信息通路整合的角度加

深对 PCO发病机制的理解，为实现多防御系统联合的药物防治

提供新靶点。
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