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［摘要］ 目的　筛选胶质母细胞瘤中差异表达的长链非编码 RNA（lncRNA），探讨其在胶质母细胞瘤生长及

侵袭中的作用。方法　选取 8 例配对的胶质母细胞瘤瘤体组织与瘤周正常脑组织进行高通量杂交实验，筛选表达差

异最显著的 lncRNA，建立该 lncRNA 过表达和干扰表达的人胶质母细胞瘤细胞模型。利用 CCK-8 检测细胞增殖能

力，流式细胞术检测细胞凋亡情况，Transwell 实验检测细胞侵袭和迁移能力。结果　筛选出在胶质母细胞瘤中高表

达的 lncRNA MIR210HG，并针对 lncRNA MIR210HG 成功建立了过表达和干扰表达胶质母细胞瘤细胞株。体外实验

发现，过表达 lncRNA MIR210HG 后胶质母细胞瘤细胞增殖能力增强、凋亡细胞比例下降、侵袭和迁移能力增强，干

扰 lncRNA MIR210HG 表达后胶质母细胞瘤细胞增殖能力下降、凋亡细胞比例升高、侵袭和迁移能力下降，与对照组

相比差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。结论　LncRNA MIR210HG 能促进胶质母细胞瘤细胞增殖、抑制凋亡，并

增强细胞侵袭和迁移，有望成为胶质母细胞瘤治疗的新靶点。
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［Abstract］ Objective　To screen the differentially expressed long non-coding RNAs (lncRNAs) in glioblastoma, 
and to explore its role in the growth and invasion of glioblastoma. Methods　Eight matched glioblastoma tumor tissues and 
peritumoral tissues were selected for high-throughput hybridization experiments, and the lncRNA with largest expression 
difference was screened. Human glioblastoma cell models with overexpression and interference expression of the lncRNA 
were established. Cell counting kit-8 (CCK-8) was used to detect the cell proliferation ability, flow cytometry was used to 
detect the apoptosis level, and Transwell assay was used to detect the cell invasion and migration abilities. Results　The 
lncRNA MIR210HG, which was highly expressed in glioblastoma tissues, was screened out, and the glioblastoma cell models 
with overexpression and interference expression of lncRNA MIR210HG were successfully constructed. In vitro experiments 
showed that after overexpression of lncRNA MIR210HG, the apoptosis level of the glioblastoma cells was decreased, and the 
proliferation, invasion and migration abilities were increased, and after interference expression of lncRNA MIR210HG, the 
apoptosis level of the glioblastoma cells was increased, and the proliferation, invasion and migration abilities were decreased, 
with significant differences compared with control group (all P＜0.05). Conclusion　LncRNA MIR210HG can inhibit the 
apoptosis of glioblastoma cells, and promote cell proliferation, invasion and migration; and it may serve as a new target of 
glioblastoma therapy.
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胶质瘤是起源于神经上皮的肿瘤，其中胶质母

细胞瘤是一种被 WHO 列为恶性程度Ⅳ级的极恶性

星形细胞瘤，目前其首选治疗方法为最大限度的手

术切除联合放射治疗和（或）辅助性化学治疗等，

但治疗效果不佳［1］。国内外学者一直致力于探索改

善胶质瘤治疗效果的新方法，如光动力学治疗、免

疫治疗及病毒治疗等［2-6］，但收效甚微。长链非编

码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）虽然不能

编码蛋白质，但对生命活动有序进行起着重要的调

节作用，参与人体几乎所有的生理和病理活动［7-8］。 

越来越多的研究表明，lncRNA 在肿瘤细胞的增殖、

侵袭和凋亡调控中也起着关键作用［9-12］。本研究拟

探索胶质母细胞瘤中差异表达的 lncRNA 及其对肿

瘤生长和侵袭的影响。

1　材料和方法

1.1　高通量杂交筛选　选取 2016—2017 年海军军

医大学（第二军医大学）长海医院收治的 8 例胶质

母细胞瘤患者的手术切除肿瘤组织与瘤周正常脑组

织（距离肿瘤边缘至少 1 cm）。纳入标准：（1）年 

龄 18～70 岁；（2）首次发病，未接受过放射治疗、

化学治疗及其他治疗；（3）肿瘤位于非功能区； 

（4）术后病理提示为胶质母细胞瘤 WHO Ⅳ级。

本研究通过海军军医大学（第二军医大学）长海医

院伦理委员会审批，所有患者均签署知情同意书。

提取胶质母细胞瘤瘤体组织及对应瘤周正常

脑组织总 RNA，用 lncRNA 芯片（Agilent-045142 

Human SBC lncRNA v4 4X180K， 美 国 Agilent 公

司）进行高通量杂交，筛选出肿瘤组织中差异表达

的 lncRNA。利用生物信息学软件 BLAST 进行序

列比对分析。高通量测序由上海舜田生物科技有

限公司完成。选取出差异表达的 lncRNA 后，利用

qRT-PCR 检测其在肿瘤及瘤周正常脑组织中的表

达情况，进一步确定差异表达的结果。

1.2　LncRNA 过表达与干扰表达胶质母细胞瘤细

胞模型的建立　人神经胶质瘤细胞系 U87 由海军

军医大学（第二军医大学）长海医院神经外科实

验室冻存并提供。构建 lncRNA MIR210HG 过表

达质粒和干扰质粒，转染 U87 细胞，构建 lncRNA 

MIR210HG过表达和干扰表达胶质母细胞瘤细胞模

型，以未转染 U87 细胞作为对照组。pLKO shRNA

质粒、Gag-pol 质粒、VSVG 质粒、pMD2.G 质粒

和 psPAX2 质粒等均购自美国 Addgene 公司。

过表达 lncRNA MIR210HG 质粒的构建：使用

全基因合成方法，在 lncRNA MIR210HG 序列（上

海尚亚生物科技有限公司合成）的前后两端各加

入 23 个载体碱基，经 BglⅡ（日本 TaKaRa 公司）

单酶切后，利用重组酶进行重组连接获得 MigR1-

MIR210HG-GFP 质粒（重组克隆试剂盒购自南京

诺唯赞生物科技有限公司，货号 C112-02）。前端

序 列 为 5′-CTCTAGGCGCCGGAATT/AGATCT/-3′

（AGATCT为酶切位点，剩余部分为载体一致序列），

后端序列为5′-/AGATCT/CTCGAGGTTAACGAATT-3′

（AGATCT为酶切位点，剩余部分为载体一致序列）。

干扰表达 lncRNA MIR210HG 质粒的构建：

将 lncRNA MIR210HG 序列导入在线基因扰动平台 

（https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/），

设计 2 条干扰序列 shRNA-1-F 5′-/CCGG/GTCAACA-

CA……GTGTTGACTTTTTG-3′（CCGG 为 AgeⅠ

酶切位点残基）和 shRNA-1-R 5′-/AATTC/AAA-

AAGTC……TGAACTGTGTTGAC-3′（AATTC

为 EcoRⅠ酶切位点残基）。干扰序列合成后连

接到 pLKO shRNA 质粒上获得 pLKO-MIR210HG 

质粒。

过表达质粒转染：将过表达质粒转染 293T 细

胞。吸取500 μL opti-MEM培养液加至2 mL离心管，

然后依次加入 MigR1-MIR210HG-GFP 质粒 15 μg、 

Gag-pol 质 粒 9 μg 和 VSVG 质 粒 6 μg， 震 荡 混

匀。再吸取 500 μL opti-MEM 培养液至另一新的 

2 mL 离心管，加入 75 μL LipofectamineTM 2000 转染

试剂，混匀，将混合液加至质粒离心管中，用枪头

打匀后室温静置 20 min。然后逐滴滴加至 293T 细

胞中，继续培养4 h后换液。换液后继续培养48 h。

干扰表达质粒转染：将干扰表达质粒转染

293T 细 胞。 吸 取 500 μL opti-MEM 培 养 液 加 至 

2 mL离心管，然后依次加入pLKO-MIR210HG质粒

［Key words］　glioblastoma; long non-coding RNAs; cell proliferation; apoptosis; cell invasion; cell migration
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15 μg、pMD2.G 质粒 6 μg 和 psPAX2 质粒 9 μg， 
震荡混匀。再吸取 500 μL opti-MEM 培养液至另

一新的 2 mL 离心管，加入 75 μL LipofectamineTM 
2000 转染试剂，混匀。将混匀的转染试剂加至质

粒离心管中，用枪打匀后室温静置 20 min。然后逐

滴滴加至 293T 细胞中，继续培养 4 h 后换液。换

液后继续培养 48 h。
细胞感染：细胞培养 48 h 后收集上清并用 

0.22 μm 的过滤器进行过滤，保存。感染前 1 d 将

U87 细胞传代，待细胞贴壁生长至融合度约 80% 时

进行感染。感染体系为病毒上清 5 mL、新鲜培养

液 5 mL 和聚乙烯（8 mg/mL）10 μL（10 cm 培养

皿）。混匀后加至 U87 细胞中，感染过夜后换新鲜

培养液，继续培养 48 h 后收集细胞，利用 qRT-PCR
检测过表达及干扰表达 lncRNA MIR210HG 效果。

1.3　qRT-PCR　应用 TRIzol 法提取组织或细胞

总 RNA，反转录获得 cDNA。采用 ViiATM 7 实时

荧光定量 PCR 系统（美国 Applied Biosystems 公
司）进行荧光定量 PCR，反应体系为 10 μL，包括

2×SYBR Premix Ex TaqTM 试 剂 5 μL、ROX 校 正

染料Ⅱ 0.2 μL、上游和下游引物各 0.4 μL、cDNA
模板 2 μL、双蒸水 2 μL。引物序列见表 1。使用

ΔΔCt 法计算 Ct 值，目的基因 Ct 值减去内参基因

Ct 值即为目的基因的相对表达量。

表 1　qRT-PCR 引物序列

Tab 1　Primer sequences for qRT-PCR
Name Forward (5′-3′) Reverse (5′-3′)

High-throughput screening verification
 AK302829 TGC TGA AGT TCA CCA AAG CC AGA TTC ACA CAG AGG CAG CT
 BC031261 AAC CTC CAC AGT AGA TTT CCT GC CCG AGA AAA GTA CCG TGC AAA
 BX648421 GCA ATA ATG TGG CCA GTG GT CTG AAT CCT CCC CTG TCA CA
 NR_038262.1 AGA ATC GCT TGA ACC TGG GA CTA ACC AGC CTT CTT CCC CA
 AK127778 ATC GTC ATG ACA GCC CTT CA TCC TCT TCT TCT TGG CTG GG
 AY455757 ATG GTC CCT GTC AGC AAA GA GCG GCA ATG GTG GTA TCA AA
 BC113088 TTT CAT CCC TCA ACC TGC AC CTG AAA AGG CTG CAC ACT GT
 GAPDH GGA GCG AGA TCC CTC CAA AT GGC TGT TGT CAT ACT TCT CAT GG
Overexpression and interference verification
 Lnc-RNA MIR210HG AGC CTG CCT TCT CAA GTC TAC TCC ATG CCA GGC GTC CAC TA
 GAPDH GGA GCG AGA TCC CTC CAA AAT GGC TGT TGT CAT ACT TCT CAT GG

AK302829: cDNA FLJ51408 complete cds; BC031261: mRNA (cDNA clone MGC:39721 IMAGE:5273136); BX648421: 
cDNA DKFZp686A10250; NR_038262.1: lncRNA MIR210HG; AK127778: cDNA FLJ45879 fis; AY455757: DLEU2 RNA; 
BC113088: mRNA (cDNA clone IMAGE:40071744). qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction; lncRNA: Long 
non-coding RNA; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

1.4　细胞增殖能力检测　利用 CCK-8 检测试剂盒

（上海翊圣生物科技有限公司）检测细胞增殖能

力。将 U87 细胞以 10 000/ 孔的密度接种于 96 孔

板，每组铺 4～5 个孔，48 h 后换成 100 μL 新鲜培

养液，然后每孔加入 10 μL CCK-8 试剂，继续培养

2 h，将上清吸入另一新的 96 孔板，测定 450 nm 波

长处的光密度（D）值并分析，得到相对细胞活性。

相对细胞活性（%）＝［（实验孔 D 值－对照孔 D

值）/（空白孔 D 值－对照孔 D 值）］×100%，其

中实验孔含细胞、培养液、CCK-8 试剂和药物溶

液，对照孔含细胞、培养液和 CCK-8 试剂，空白孔

含培养液和 CCK-8 试剂。

1.5　细胞凋亡检测　利用流式细胞术检测细胞凋亡

情况，细胞凋亡检测试剂盒购自上海翊圣生物科技

有限公司。用胰蛋白酶消化、收集 U87 细胞，加入

250 μL 结合缓冲液重悬细胞，取 100 μL 细胞悬液加

入 5 mL 流式管中，加入 5 μL Annexin Ⅴ -AlexaFluor 

647 和 10 μL PI，轻 轻 混 匀。 避 光、 室 温 反 应 

15 min。加入 400 μL 结合缓冲液混匀，1 h 内上流式

细胞仪检测。

1.6　细胞侵袭与迁移能力检测　利用 Transwell 实

验检测细胞侵袭和迁移能力。用胰蛋白酶消化 U87

细胞并计数，用含 5% FBS 的培养液重悬细胞，取

50 000 个细胞加入 Transwell 上室（侵袭实验上室

需预先于 37 ℃水化 2 h）。下室加入含 20% FBS

的培养液，放入培养箱继续培养 48 h 后放入 5% 结

晶紫溶液中染色，晾干后在显微镜下观察并拍照。

1.7　统计学处理　应用 SPSS 20.0 软件进行统计学
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分析。各实验均设置 3 个生物学重复，并平行处理

3 次，数据以 x±s 表示，胶质母细胞瘤组织与对应

瘤周正常脑组织资料的比较采用配对 t 检验，两组间

比较采用独立样本 t 检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　高通量杂交筛选　高通量筛选结果显示，在

胶质母细胞瘤组织及对应瘤周正常脑组织中差异表

达的 lncRNA 有 80 个，其中 7 个 lncRNA（表 2） 
在胶质母细胞瘤组织中表达上调（差异表达倍 
数＞2）。qRT-PCR 验证结果（图 1）显示，lncRNA 
MIR210HG（NR_038262.1）的表达水平升高且差

异表达最显著（差异表达倍数为 3.12）。因此，选

择 lncRNA MIR210HG 进行后续研究。

表 2　7 个在胶质母细胞瘤组织中表达上调的 lncRNA

Tab 2　Seven lncRNAs with upregulated expression in glioblastoma tissues
Probe name P value Fold change NCBI ID Target_ID RNA name
pl074509 0.002 8 2.3933 AK302829 None cDNA FLJ51408 complete cds
pl106423 0.011 8 2.0856 BC031261 uc010dfy mRNA (cDNA clone MGC:39721 IMAGE:5273136)
pl067703 0.013 3 4.2252 BX648421 uc001gua cDNA DKFZp686A10250
pl072315 0.027 9 3.3513 NR_038262.1 uc001gua lncRNA MIR210HG
pl110928 0.028 0 4.0627 AK127778 uc001gua cDNA FLJ45879 fis
pl048332 0.031 4 2.6324 AY455757 uc001gua DLEU2 RNA
pl024303 0.035 4 3.6365 BC113088 uc001gua mRNA (cDNA clone IMAGE:40071744)

lncRNA: Long non-coding RNA

2.2　过表达和干扰表达 lncRNA MIR210HG 效果 
验 证　qRT-PCR 结 果 显 示， 与 对 照 组 相 比，

U87 细 胞 过 表 达 lncRNA MIR210HG 后 lncRNA 
MIR210HG 相 对 表 达 量 升 高（6.065±0.564 vs 
0.943±0.113），差异有统计学意义（t＝15.41， 
P＜0.01）；干扰 lncRNA MIR210HG 表达后 lncRNA  

MIR210HG 相 对 表 达 量 下 降（0.199±0.035 vs 
1.038±0.045），差异有统计学意义（t＝19.57， 
P＜0.01），证明 lncRNA MIR210HG 过表达和干扰

表达效果显著，可用于后续实验。

2.3　过表达和干扰表达 lncRNA MIR210HG 后细胞

增殖、凋亡、侵袭和迁移情况　CCK-8检测结果显

图 1　胶质母细胞瘤中表达上调的 lncRNA 的 qRT-PCR 验证结果

Fig 1　LncRNAs with upregulated expression in glioblastoma tissues detected by qRT-PCR
AK302829: cDNA FLJ51408 complete cds; BC031261: mRNA (cDNA clone MGC:39721 IMAGE:5273136); BX648421: cDNA 

DKFZp686A10250; NR_038262.1: lncRNA MIR210HG; AK127778: cDNA FLJ45879 fis; AY455757: DLEU2 RNA; BC113088: 

mRNA (cDNA clone IMAGE:40071744). lncRNA: Long non-coding RNA; qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain 

reaction. *P＜0.05 vs peritumoral normal brain tissue group. n＝8, x±s
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示，过表达 lncRNA MIR210HG 后 U87 细胞的增殖

能力较对照组增强（1.325±0.035 vs 0.996±0.033），

差异有统计学意义（t＝11.85，P＜0.01）；干扰

lncRNA MIR210HG 表达后 U87 细胞的增殖能力较

对照组减弱（0.605±0.024 vs 0.998±0.025），差异

有统计学意义（t＝19.57，P＜0.01）。流式细胞术

检测结果（图 2）显示，过表达 lncRNA MIR210HG
后 U87 细胞凋亡水平与对照组相比下降，凋亡细胞

比例分别为（1.52±0.47）% 和（4.73±0.46）%，

差 异 有 统 计 学 意 义（t＝8.413，P＜0.05）； 干

扰 lncRNA MIR210HG 表达后 U87 细胞凋亡水平 

与 对 照 组 相 比 上 升，凋 亡 细 胞 比 例 分 别 为

（12.20±1.71）% 和（5.24±0.45）%，差异亦有统

计学意义（t＝6.820，P＜0.05）。Transwell 实验结

果（图 3、图 4）显示，过表达 lncRNA MIR210HG
后 U87 细胞侵袭、迁移能力均较对照组增强 
（1 175±118 vs 526±34、1 480±125 vs 556±56），

差异均有统计学意义（t＝9.155、11.670，P均＜0.05） ；
而干扰 lncRNA MIR210HG 表达后 U87 细胞侵袭、

迁移能力均较对照组下降（235±28 vs 486±23、
372±57 vs 596±40），差异均有统计学意义（t＝
11.880、6.319，P 均＜0.05）。
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图 2　流式细胞术检测 lncRNA MIR210HG 对 U87 细胞凋亡情况的影响

Fig 2　Effect of lncRNA MIR210HG on apoptosis of U87 cells detected by flow cytometry
A, B: The apoptosis of U87 cells transfected with control (A) and overexpression-lncRNA MIR210HG (B) plasmids; C, D: The 

apoptosis of U87 cells transfected with control (C) and interference-lncRNA MIR210HG (D) plasmids. lncRNA: Long non-coding 

RNA; PI: Propidium iodide
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3　讨　论

胶质母细胞瘤细胞具有强大的增殖和侵袭能

力，即使在手术切除联合放射治疗和（或）化学治

疗的规范治疗下，患者生存期仍然不长［1］，因此

胶质母细胞瘤细胞的凋亡、增殖和迁移一直是研

究热点。近年来，lncRNA 在人体生理和病理过程

中的作用越来越受到重视，lncRNA 可以对染色质

进行修饰，并在转录和转录后的生理过程中参与基

因表达调控［13］。在胶质母细胞瘤中，有关 lncRNA
的研究也取得了一定成果。有研究报道 lncRNA 
SNHG12 异常表达会导致胶质母细胞瘤出现耐药

表型［14］。LncRNA CASC2 在胶质瘤组织中的表达

降低，且与胶质瘤患者的生存时间缩短有关［15］。

LncRNA MATN1-AS1 可通过 E2F 转录因子 6（E2F 
transcription factor 6，E2F6）抑制 RELA 和 MAPK
信号途径，进一步抑制胶质母细胞瘤细胞的增殖和

侵袭［16］。

我们在前期工作中，利用生物信息学技术对胶

质母细胞瘤瘤体和瘤周组织进行了高通量测序，

发现差异表达的 lncRNA MIR210HG，同时发现胶

质母细胞瘤患者血清中 lncRNA MIR210HG 水平

高于健康对照组，因此认为其可能成为胶质母细

胞瘤的生物学标志物［17］。有研究发现，lncRNA 
MIR210HG 在宫颈癌和非小细胞肺癌中存在异常

表达，其可能通过影响上皮 -间质转化（epithelial-
mesenchymal transition，EMT）相关蛋白调控细胞

的迁移能力，从而促进肿瘤生长和侵袭［18-19］。本

研究进一步探索了 lncRNA MIR210HG 对胶质母

细胞瘤生长和侵袭的促进作用。通过构建 lncRNA 
MIR210HG 过表达和干扰表达质粒，建立 lncRNA 
MIR210HG过表达和干扰表达胶质母细胞瘤细胞模

型，利用 CCK-8 实验、流式细胞术和 Transwell 实
验检测发现，过表达 lncRNA MIR210HG 后胶质母

细胞瘤细胞增殖能力提高、凋亡水平下降、侵袭和

迁移能力增强，而干扰 lncRNA MIR210HG 表达后

胶质母细胞瘤细胞增殖能力下降、凋亡水平上升、

侵袭和迁移能力下降。这证明 lncRNA MIR210HG
在胶质母细胞瘤的生长和侵袭中起着重要的调节 
作用。

综上所述，我们认为 lncRNA MIR210HG 可以

抑制胶质母细胞瘤细胞凋亡，促进细胞增殖、侵袭

图 3　Transwell 实验检测 lncRNA MIR210HG 对 U87 细胞侵袭能力的影响

Fig 3　Effect of lncRNA MIR210HG on invasion of U87 cells detected by Transwell assay
A: The invasion of U87 cells transfected with overexpression-lncRNA MIR210HG plasmids; B: The invasion of U87 cells transfected 

with interference-lncRNA MIR210HG plasmids. lncRNA: Long non-coding RNA. Original magnification: ×200
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图 4　Transwell 实验检测 lncRNA MIR210HG 对 U87 细胞迁移能力的影响

Fig 4　Effect of lncRNA MIR210HG on migration of U87 cells detected by Transwell assay
A: The migration of U87 cells transfected with overexpression-lncRNA MIR210HG plasmids; B. The migration of U87 cells transfected 

with interference-lncRNA MIR210HG plasmids. lncRNA: Long non-coding RNA. Original magnification: ×200
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和迁移，但其具体调控机制有待深入研究。今后将

lncRNA MIR210HG 作为治疗胶质母细胞瘤的新靶

点进一步研究，可许可为胶质母细胞瘤的治疗提供

新的方向。
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