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摘 要:目的 探讨lncRNABLACAT1在不同 WHO分级的星形细胞瘤样本的表达差异,以及BLACAT1对星形细胞

瘤的生物学功能的影响。方法 运用qRT-PCR技术检测本院星形细胞瘤样本的lncRNABLACAT1表达量,分析ln-
cRNABLACAT1的表达量与 WHO分级是否相关。运用RTCA增殖实验、划痕实验、Traswell侵袭/迁移实验检测NC
组(阴性对照)和silence组(敲减BLACAT1)在细胞增殖、侵袭、迁移功能上的变化。结果 星形细胞瘤 WHO分级越

高,lncRNABLACAT1的表达量越高(P<0.001)。在RTCA增殖实验中,silence组增殖速率120h后明显慢于NC组

(P<0.01),在划痕实验中,在12h、24h两个时间点测得silence组的划痕愈合速度慢于NC组(P<0.01)。Transwell
侵袭、迁移实验中silence组24h后穿透到底面的细胞数量显著少于NC组(P<0.01)。结论 星形细胞瘤分期分级越

高,lncRNABLACAT1的表达量越高。lncRNABLACAT1对星形细胞瘤的增殖、侵袭、迁移能力有促进作用。
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  Abstract: Objective WeinvestigatetheexpressiondifferenceoflongnoncodingRNAofbladdercancer
associatedtranscript1(lncRNABLACAT1)indifferentWHOgradingastrocytomaspecimensandtheeffects
oflncRNABLACAT1onthepotentialbiologicalfunctionofastrocytoma. Methods WeusedqRT-PCR
techniquetodetecttheexpressionoflncRNABLACAT1inclinicalastrocytomaspecimensfromYijishanHos-
pitalofWannanMedicalCollege,andthenanalyzedwhethertheexpressionoflncRNABLACAT1wasassoci-
atedwithWHOgradingofastrocytoma.Wedetectedthefunctionchangesofcellproliferation,invasionand
migrationinthenegativecontrol(NC)groupandsilencegroup(knockdownBLACAT1)bytheapplicationof
RealTimeCellAnalysis(RTCA)proliferationtest,Scratchtest,Transwellcellinvasion/migrationtest. Re-
sults ThehighertheWHOgradingandstagingofastrocytomawas,thehigherthelncRNABLACAT1ex-
pressionwas(P<0.001).RTCAtestresultsshowedthattheproliferationrateofsilencegroupwassignifi-
cantlyslowerthanthatofthenegativecontrolgroupafter120hours(P<0.01).Scratchtestresultsshowed
thatthescratchesofthesilencegrouphealedmoreslowlythanthoseofthenegativecontrolgroupwhenmeas-
uredatthetimepointsof12hoursand24hours(P<0.01). Conclusion oftheTranswellmigrationandin-
vasionassayshowedthatthenumberofastrocytomacellspenetratedtothebottomsurfaceafter24hoursinthe
silencegroupwassmallerthanthatintheNCgroup(P<0.01).ConclusionThehigherthestagingandgrad-
ingofastrocytoma,thehighertheexpressionoflncRNABLACAT1.LncRNABLACAT1promotesthefunc-
tionofastrocytomacellproliferation,invasionandmigration.
  Keywords: longnoncodingRNABLACAT1;astrocytoma;proliferation;invasion;migration
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  癌症是人类生命的最大威胁之一,并已成为全世

界学术研究的热点。据估计,我国2015年约有430万

例新发肿瘤病例、280万例因肿瘤死亡病例[1]。2015
年中国中枢系统肿瘤死亡率较高,为中国十大高病死

率肿瘤之一[2]。星形细胞瘤为人类中枢神经系统最多

见的原发肿瘤。如今,星形细胞瘤主要依赖外科手术

治疗,术后辅以放疗、化疗等,其中以手术疗效最为确

切,而化疗仍未取得满意疗效[3]。因此深入研究星形

细胞瘤发生发展的分子机制有助于寻找潜在的药物靶

点。lncRNA是继siRNA、miRNA之后被发现的一种

与人类疾病广泛相关的RNA。lncRNA的定义为,长
度大于200bp,无蛋白质编码能力的RNA序列。越

来越多的研究表明lncRNA在人类诸多疾病中扮演重

要的角色,如lncRNAHOTAIR参与炎症反应和免疫

应答[4],调 控 人 类 胶 质 瘤 细 胞 周 期[5]。BLACAT1
(bladdercancerassociatedtranscript1,non-protein
coding),长度为2,994bp,在人类各组织中广泛存在。
有研究指出[6],BLACAT1在血清中的表达量可作为

结直肠癌的肿瘤标记物。其它有研究表明,lncRNA
BLACAT1能通过在结直肠癌细胞细胞周期中阻滞

G0/G1 期、抑制P15表达来调节结直肠癌细胞周期和

细胞增殖,其表达量与患者的预后相关[7]。lncRNA
BLACAT1也可以促进非小细胞肺癌的增殖、侵袭、迁
移[8]。BLACAT1是否参与脑星形细胞瘤的发生发展

仍无相关报道。本研究主要探讨lncRNABLACAT1

在星形细胞瘤中的表达量变化情况及其对星形细胞瘤

细胞增殖、侵袭、迁移功能的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 星形细胞瘤样本 本实验所使用的星形细胞

瘤组织样本均来自安徽省芜湖市弋矶山医院,共计78
例,正常组织样本14例。时间范围2013年1月—

2017年12月。星形细胞瘤患者入选年龄标准是40~
90岁,诊断为星形细胞瘤(WHO Ⅰ~Ⅳ级),29例低

级别星形细胞瘤、49例高级别星形细胞瘤样本,平均

年龄为(58.32±10.47)岁。无严重慢性病、其它肿瘤

病史、放射物接触史、致癌化学物品接触史等情况。星

形细胞瘤样本来源入选部位:颞叶、额叶、岛叶、顶叶、
胼胝体区。所有入选病人及其家属均同意参与科研项

目并签署知情同意书,本研究得到医院伦理委员会同

意。样本取出后暂放于冰盒中,30min内转移到液氮

中储存。本实验提取的RNA样本均保存于-80℃冰

箱。

1.1.2 人类星形细胞瘤细胞株 人类星形细胞瘤细

胞株(LN382,U87MG)购自中科院上海细胞库。细胞

培养使用含10%血清的 DMEM 高糖培养基培养

(HyClone)。所有细胞均在5%CO2 的37℃培养箱中

培养。

1.1.3 试剂/试剂盒 见表1。

表1 试剂/试剂盒说明

用途 试剂/试剂盒名称 公司

总RNA提取 TRIzolreagent InvitrogenTM

lncRNA逆转录 RevertAidFistStrandcDNASynthesisKit#K1622 Thermo
PCR荧光染料(SYBR) QuantiNovaTMSYBR○RGreenPCRkit QuantiNova
目的基因敲减 lncRNABLACAT1siRNA/NC 锐博公司

助转染试剂 riboFECTTMCP 锐博公司

1.2 方法 我们使用siRNA 抑制lncRNABLA-
CAT1的表达。将星形细胞瘤细胞株LN382和 U87
分别分为silence组(转染lncRNABLACAT1siR-
NA)和NC组(转染negativesiRNA)。用RTCA增殖

实验、划痕实验、Transwell侵袭/迁移实验检测NC组

和silence组在细胞增殖侵袭迁移功能上的变化。

1.2.1 QuantitativeReal-TimePCR 我们应用Tr-
izol法从组织或细胞中提取总RNA。取1μg星形细

胞瘤组织或星形细胞瘤细胞的总RNA作为逆转录模

板。按照 K1622逆转录试剂盒说明书进行逆转录。
逆转录成后使用 QuantiNovaTM SYBR○R GreenPCR
kit在QuantStudio3仪器上进行荧光定量PCR,实验

具体操作步骤遵循对应试剂盒说明书。引物:GAPDH
(productlength=123bp)Forward5’-GCCTGCTTC
ACCACCTTCT-3’;GAPDHReverse5’-GAACGGG
AAGCTCACTGG-3’;lncRNA BLACAT1(product
length=120bp)Forward5’-GAATCGGACAAGGA
GGGAAGA-3’;lncRNAReverse5’-TGGTGGTGAT
GAGTTTAGATGCT-3’。

1.2.2 细胞转染 lncRNABLACAT1siRNA 及

negativesiRNA采购于锐博公司。转染试剂为广州锐

博公司提供的riboFectTM CP。siRNABLACAT1序

列5’-GCATCTAAACTCATCACCA-3’。按siRNA
终浓度100nM 进行转染。转染具体步骤遵循ribo-
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FectTMCP试剂盒说明书。

1.2.3 RTCA 细胞增殖实验 RTCA(RealTime
CellularAnalysis,实时细胞分析),是一种新型的反映

细胞生物学状态的细胞检测系统。xCELLigenceRT-
CADP使用无创电阻抗监测,以无标签的实时方式量

化细胞增殖、形态变化和附着质量。常应用于细胞迁

移、细胞黏附、细胞体外低氧等研究。
本实验将仪器置于标准的CO2 细胞培养箱中,并

通过连接到孵化器外部的控制单元(笔记本电脑)的电

缆进行供电和控制。向E-Plate检测板中加入10%胎

牛血清的高糖DMEM 培养基50μl并测定背景阻抗

值。收集对数期细胞并计数,调整细胞悬液浓度3.4
×104 个/毫升,向E-Plate检测板中加入150μl的细

胞,室温超净台内放置30min。将 加入细胞的 E-
Plate检测板放入检测台上(检测台预先放入培养箱

中),进行实时动态的细胞增殖检测。过夜检测后,按
照100nM的浓度加入siRNA进行转染。将E-plate
板的16个 孔 分 为 两 组,其 中8个 孔 转 染lncRNA
BLACAT1siRNAsilence,8个孔转染 NC,继续进行

实时动态检测,即可获得siRNA介导的细胞效应曲

线。

1.2.4 细胞划痕实验 此实验在6孔板中进行,以下

为单个星形细胞瘤细胞系的单次实验,每个实验重复

3次。在6孔板每孔均匀接种约1.2×105 个细胞,细
胞铺板率为40%~50%,接种24h后(细胞密度约为

60%)取3个孔转染lncRNABLACAT1siRNA,3个

孔转染negativesiRNA。转染24h后(细胞密度约为

90%)取其中一个silence和一个 NC孔的细胞提取

RNA测定转染效率,其余2个silence孔和两个NC孔

用50μl移液枪的枪头进行划痕实验。实验孔经过划

痕后更换无血清培养基并以此时为0h,依次记录0h、

12h和24h划痕生长照片,并测定距离。划痕愈合率

按照以下公式计算:

0h和第nh划痕距离分别记为:D0h和Dnh

愈合率R=D0h-DnhDnh
1.2.5 Transwell迁移实验 本实验使用 Conning
Transwell小室,以下为单个细胞株的单次实验。在

Transwell小室的上室中每孔加入150μl细胞数量约

为1.2×105 个/毫升的转染后细胞悬液(无血清培养

基),选取6个小室为silence,6个小室为 NC,下室加

入500μl含10%胎牛血清的DMEM培养基。以接种

时间为0h,第24h取出小室插件,用棉签轻轻擦去

Transwell小室内侧面细胞,4%多聚甲醛固定10min
后,结晶紫染色拍照。

1.2.6 Transwell侵袭实验 本实验使用 Conning

Transwell小室,以下为单个星形细胞瘤细胞株的单次

实验。使用BDMatrigelTM低浓度基质胶,用无血清培

养基1∶7稀释后备用。向conningtranswell板的每

个小室插件中加入30μl基质胶稀释液,使其均匀分布

在上室底面。待基质胶凝固后,在下室中加入500μl
含10%胎牛血清的DMEM培养基,在上室加入1.2×
105/ml转染后细胞悬液150μl(用无血清培养基悬

浮)。将一个Transwell板中的12个小室分为两 NC
组和silence组,将对应的转染后细胞用移液枪接种到

每组的6个孔中。接种24h后取出小室插件,棉签轻

轻擦去Transwell小室内侧面细胞,用PBS轻轻洗两

遍。用4%多聚甲醛固定10~15min,再用0.1%结晶

紫溶液染色10~15min,用PBS液洗去多余结晶紫,
小室插件自然干燥后在显微镜下拍照。

1.3 统计学方法 计量资料均使用(췍x±s)表示。实

验组和对照组之间的比较采用两独立Student’st-test
和多组间比较采用 ANOVA。统计分析使用R语言

完成。

2 结果

2.1 LncRNABLACAT1的表达量与星形细胞瘤

WHO分级显著正相关 BLACAT1的表达量在肿瘤

组(9.65±6.51)中较正常组(1.00±0.55)显著上调,

P<0.001。低级别星形细胞瘤组的BLACATU表达

量(5.20±2.38)低于高级别星形细胞瘤组(12.29±
6.75),见图1。

图1 LncRNABLACAT1在星形细胞瘤

组织样本中的相对表达量

注:图形中显著性标示:*表示 P <0.05,***表示 P <

0.001。Normal指正常组织组,Low指低级别星形细胞瘤组,

High指高级别星形细胞瘤组

2.2 siRNA能显著抑制lncRNABLACAT1的表达

 由于BLACAT1在肿瘤组织中显著上调,因此实验

选用siRNA对BLACAT1进行敲减。在使用siRNA
转染LN382和U87MG细胞后的24h,使用qPCR技

术验证转染效率,结果显示lncRNABLACAT1的表

达量在silence组(0.54±0.08)较 NC 组(1.00±
0.13)显著下降,P<0.001,见图2。说明我们实验中
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使用的siRNA能有效抑制lncRNABLACAT1的表

达。

图2 siRNAsilence抑制星形细胞瘤细胞系

LN382和U87MG的抑制效率测定

注:***表示P<0.001

2.3 LncRNABLACAT1可促进星形细胞瘤的增殖、
侵袭、迁移 RTCA增殖实验证实 NC组增殖速度明

显快于silence组,见图3。在 Transwell侵袭及迁移

试验中,NC组侵袭及迁移能力明显强于silence组,见
图4。在划痕实验中,silence组愈合速度明显慢于NC
组,见图5。以上结果表明,lncRNABLACAT1可促

进星形细胞瘤的增殖、侵袭、迁移。

3 讨论

星形细胞瘤是最致命的和最难治疗的神经上皮肿

瘤之一。目前,星形细胞瘤的主要治疗方法为手术治

疗、药物治疗、放射治疗或者综合治疗[9]。星形细胞瘤

图3 RTCA增殖实验

注:A.LN382的RTCA增殖实验;B.U87MG的RTCA增殖实验;120h,NC组细胞细胞增殖速率明显大于silence组,***表示

P<0.001

图4 Transwell侵袭及迁移实验

注:A.在100×显微镜下Transwell迁移实验所拍得的图片,结晶紫染色;B.100×显微镜下每个视野细胞侵袭数统计对比,**表

示P<0.01;C.在100×显微镜下Transwell侵袭实验所拍得的图片,结晶紫染色;D.100×显微镜下每个视野细胞迁移数统计对

比,**表示P<0.01

的确切发病机制尚不明确,探寻星形细胞瘤发生发展

的分子机制有助于改进星形细胞瘤的诊断和治疗。

LncRNABLACAT1在非小细胞肺癌、结直肠癌

中被报道为促癌因素,此外,lncRNABLACAT1也可

能成 为 胃 癌 的 诊 断、预 后 生 物 指 标 及 潜 在 治 疗 靶

标[10]。lncRNABLACAT1在膀胱癌的淋巴结转移、
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图5 细胞划痕实验

注:A.LN382细胞系的细胞划痕实验,40×显微镜下图片;B.LN382划痕实验划痕愈合速率统计图,**表示P<0.01;C.U87MG
细胞系的细胞划痕实验,40×显微镜下图片;D.U87MG细胞系划痕实验愈合率统计图,**表示P<0.01

不良 预 后 中 也 发 挥 着 重 要 的 作 用[11]。但lncRNA
BLACAT1在星形细胞瘤中的功能仍未确定。本研究

通过qPCR实验发现lncRNABLACAT1与星形细胞

瘤的分期分级显著相关(P <0.001)。RTCA增殖、

Transwell侵 袭/迁 移、划 痕 实 验 证 实 敲 减lncRNA
BLACAT1可显著抑制星形细胞瘤的增殖、侵袭、迁
移,这证实lncRNABLACAT1在星形细胞瘤中也起

到促癌作用。lncRNABLACAT1对星形细胞瘤的诊

断、治疗和预防有潜在的价值,BLACAT1可能成为潜

在的星形细胞瘤预后标记物和药物靶点。

  本研究样本来源于单家医院,其覆盖面有限,并且

正常样本数量较少。BLACAT1是否在更丰富的样本

中仍呈现差异表达有待研究。本研究虽然明确了

BLACAT1在星形细胞瘤中的功能,但其机制仍不清

楚。研究人员在Starbase数据库中预测BLACAT1
与miR-204有预测结合位点,这可能成为下一步研究

方向。另外血清中的BLACAT1表达量与患者 WHO
分级以及预后有无关联也有待研究。
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