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摘 要:目的 探讨lncRNAASB16-AS1在不同 WHO分级胶质瘤标本中的表达量变化,以及在胶质瘤细胞系LN382
U87MG中验证lncRNAASB16-AS1对增殖、迁移、侵袭功能的影响。方法 使用qRT-PCR技术检测lncRNAASB16-
AS1在临床肿瘤样本中表达量,分析lncRNAASB16-AS1是否存在差异表达以及与肿瘤分期分级有无相关性。在

LN382、U87MG细胞系上使用siRNA抑制lncRNAASB16-AS1的表达,检验NC组(转染negativesiRNA)和silence组

(转染lncRNAASB16-AS1siRNA)在实时细胞分析(Real-timecellanalysis,RTCA)增殖实验、划痕试验和Transwell实

验上有无肿瘤功能改变。结果 肿瘤组织分期分级越高lncRNAASB16-AS1表达量越高。在两个细胞系上进行的划

痕试验结果显示,silence组愈合速度慢于NC组(P<0.01)。RTCA增殖曲线显示silence组增殖速度慢于NC组(P<
0.01)。Transwell侵袭、迁移试验接种12h后穿透到底面的细胞silence组少于NC组(P<0.01)。结论 肿瘤组织分

期分级越高lncRNAASB16-AS1表达量越高。lncRNAASB16-AS1在胶质瘤中起到促进肿瘤增殖、侵袭、迁移作用。
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LncRNAASB16-AS1promotesproliferation,migrationandinvasionofgliomacells
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheexpressionchangesoflncRNAASB16-AS1indifferentWHO
gradedgliomaspecimensandtoverifytheeffectsoflncRNAASB16-AS1onproliferation,invasionandmigra-
tionofgliomaLN382andU87MGcelllines. Methods TheqRT-PCRtechniquewasusedtodetecttheex-
pressionoflncRNAASB16-AS1inclinicalgliomatissuesamples,anditwasanalyzedwhetherlncRNAASB16-
AS1wasdifferentiallyexpressedandwhetheritwasassociatedwithtumorstagingandgrading.siRNAwas
usedtoinhibittheexpressionoflncRNAASB16-AS1inLN382andU87MGcelllines.TheNCgroup(negative
siRNAtransfection)andthesilencegroup(lncRNAASB16-AS1siRNAtransfection)wereexaminedtocon-
firmwhethertumorfunctionchangedornotinreal-timecellanalysis(RTCA)proliferationtest,scratchtest
andTranswelltest. Results ThehigherstageandgradegliomatissueshadhigherexpressionofASB16-AS1.
Thescratchtestperformedforthetwocelllinesshowedthatthehealingspeedofthesilencegroupwasslower
thanthatoftheNCgroup(P<0.01).TheproliferationcurveofRTCAshowedthattheproliferationrateof
thesilencegroupwasslowerthanthatoftheNCgroup(P<0.01).After12-hourinoculationinTranswellin-
vasionandmigrationtest,thecellspenetratingtothebottomsurfacewerelessinsilencegroupthanthatinNC
group(P<0.01). Conclusion Thegliomatissueswithhigherstageandgradehavehigherexpressionofln-
cRNAASB16-AS1.lncRNAASB16-AS1ingliomaspromotestumorproliferation,invasionandmigration.
  Keywords: glioma;longnon-codingRNA;ASB16-AS1

  脑胶质瘤是最常见的脑部肿瘤。根据2016年

WHO标准[1],胶质瘤被分为低级别胶质瘤(WHO Ⅰ
和Ⅱ)和高级别胶质瘤(WHO Ⅲ和Ⅳ)。约90%脑胶

质母细胞瘤患者无低级别胶质瘤病史被诊断为原发性

胶母 WHO Ⅳ级[2]。当前除了手术治疗、放射治疗、
化疗外无其他公认的治疗方法[3-4],虽然手术治疗、放
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射治疗、化疗的治疗方法取得了一些进展[5],但胶质瘤

整体预后并不乐观,尤其是胶母细胞瘤,中位生存期只

有14个月[6]。因此研究影响胶质瘤侵袭迁移等功能

的分子机制有重要意义。
长链 非 编 码 RNA(longnoncoding RNA,ln-

cRNA)传统的定义是长度大于200碱基的RNA链,
并且无蛋白质编码能力。现有的研究表明lncRNA可

以参与调控转录[7]、翻译[8-10]、蛋白质细胞定位。本文

试图找寻新的可能有重要功能的lncRNA,通过挖掘

TCGA胶质瘤数据库发现lncRNAASB16-AS1在胶

质瘤组织中显著上调(P<0.001),且ROC曲线的曲

线下面积>0.85,这证明了lncRNAASB16-AS1有深

入研究价值。在本实验中我们证实lncRNAASB16-
AS1能促进胶质瘤细胞的增殖、侵袭、迁移。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 TCGA数据库 使用R语言TCGAbiolinks
包下载胶质瘤 RNA测序的FPKM 表达数据。该数

据共计包含174例样本,其中5例正常,13例复发胶

母细胞瘤,156例胶母细胞瘤。使用 HGNC提供的

CompleteHGNCdataset文件对TCGA数据集的En-
semblgeneID进行注释。该数据的locus_type字段

表示了基因是 mRNA还是lncRNA,根据locus_type
字段可以筛选出已鉴定为lncRNA的RNA表达值以

供差异分析。使用limma包分析差异基因,差异标准

设定为|log2FC|>1,校正P 值<0.001。使用ROCR
包分析 ROC曲线和曲线下面积(AUC值),筛选出

AUC>0.85的基因进一步研究。

1.1.2 胶质瘤样本 合计14例正常组织样本和29
例低级别胶质瘤(WHOⅠ和Ⅱ),49例高级别胶质瘤

(WHO Ⅲ和Ⅳ)样本来自皖南医学院第一附属医院,
时间范围2013年1月—2017年12月。入选标准年

龄40~90岁,平均(58.32±10.47)岁,诊断为胶质瘤

(WHOⅠ~Ⅳ级),无严重慢性病,无其他肿瘤病史,
无特殊污染物接触史(放射污染、致癌化工污染),入选

采集部位:额叶、颞叶、岛叶、胼胝体区、顶后叶。14例

正常组织来自外伤病人,所有入选病人手术前同意参

与科研项目,本研究得到医院伦理委员会批准。样本

采集后放于液氮中,Trizol法提取的RNA储存于-
80℃冰箱。样本根据 WHO病理分级进行分组。由

于大部分样本采集自额叶和颞叶,其他区域样本量较

少,根据采集区域进行分组后统计功效较差,因此本文

并未讨论采集区域与表达水平的关系。

1.1.3 细 胞 系  人 类 胶 质 瘤 细 胞 系 (LN382,

U87MG)从中科院上海细胞库购买[ChineseAcademy
ofScienceCellBank(Shanghai,P.R.China)]。所有

细胞系都使用含10%血清的DMEM高糖培养基培养

(HyClone)。培养液不含青霉素和链霉素。所有细胞

系都在5%CO2 的37℃培养箱中培养。

1.1.4 试剂/试剂盒 见表1。

表1 试剂/试剂盒说明

用途 试剂/试剂盒 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 lncRNAASB16-AS1siRNA/NC 锐博公司

助转染试剂 riboFECTTMCP 锐博公司

1.2 方法 本研究使用siRNA抑制lncRNAASB16-
AS1的表达量。对LN382和 U87MG细胞系分别进

行如下分组:NC组(转染negativesiRNA)、silence组

(转染lncRNAASB16-AS1siRNA)。用RTCA增殖

实验、Transwell侵袭迁移实验、划痕试验检测细胞在

沉默lncRNAASB16-AS1后增殖、侵袭、迁移功能变

化。具体实验方法如下。

1.2.1 QuantitativeReal-TimePCR 总RNA使用

Trizol法从组织或细胞中提取,取1μg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 功 后 使 用 QuantiNovaTM SYBR○R

GreenPCRkit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=123)Forward5’-GC-
CTGCTTCACCACCTTCT-3’;GAPDH Reverse5’-
GAACGGGAAGCTCACTGG-3’;lncRNA ASB16-
AS1(productlength=130)Forward5’-CGGCCCT-
GAGGCAAACATAC-3’;lncRNA ASB16-AS1Re-
verse5’-TGAAACACTGCGCCAACTTC-3’。

1.2.2 细胞转染 LncRNAASB16-AS1siRNA转

染使用锐博公司提供的siRNA和 NC(negativesiR-
NA)。转染试剂使用锐博公司提供的riboFectTMCP。

siRNA-ASB16-AS1 序 列 5’-GGTTCTGAATCAT-
TCAGTT-3’。按终浓度100nM 转染。转染具体步
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骤遵循riboFectTMCP试剂盒说明书。

1.2.3 RTCA增殖实验 RTCA(RealTimeCellular
Analysis)中文名为实时细胞分析技术。可实现实时、
动态的对细胞进行定量分析,可用于追踪细胞增殖、迁
移和 浸 润。本 实 验 采 用 xCELLigenceRTCA DP
(model:3×16)仪器,实验开始前RTCA机器整体置

于5%CO237℃细胞培养箱内,待RTCA机器温度与

培养箱内一致方可开始实验。
实验使用E-Plate16板一共16个孔,以下描述的

是单个细胞系的单次实验,每个孔加入含10%血清高

糖DMEM培养基50μl取得背景读数,随后按照150

μl/孔加入对数期细胞悬液。设细胞浓度5000个/孔。
接种细胞后将 E-Plate16室温 放 置20min后 置 入

xCELLigenceRTCADP仪器开始记录数据,连续观

察120h。本实验中细胞约在24h增长加速,48h达

到对数期,100h达到平台期。因此选择第24h按

100nMsiRNA 转染浓度进行转染。4个孔转染ln-
cRNAASB16-AS1silence,4个孔转染NC。

1.2.4 划痕试验 实验在6孔板中进行,以下描述的

是单个细胞系的单次实验。在6孔板每孔均匀接种2
×105 个细胞,接种24h后(细胞密度约为60%)取3
个孔转染 NC,3个孔转染lncRNA ASB16-AS1si-
lence。转染24h后(细胞密度约为90%)取其中一个

NC和一个silence孔提取RNA测定转染效率,剩下两

个NC和两个silence孔进行划痕。并从划痕后实验

孔更换无血清培养基并以此时为0h,依次记录0h、12
h、24h划痕生长照片,并测定距离。愈合率按照以下

公式计算:

0h和第nh划痕距离分别记为:D0hDnh

愈合率R=
(D0h-Dnh)
D0h

1.2.5 Transwell迁移 本实验使用康宁Transwell
小室,以下描述的是单个细胞系的单次实验。细胞在

6孔板中转染完成后,用胰酶消化细胞,离心后使用无

血清培养基悬浮细胞,并调整细胞浓度到1.333×105/

ml细胞。Transwell迁移试验上室每孔加入150μl转

染后细胞其中4个 NC4个silence,下室加入600μl
含10%血清培养基。接种完细胞放入细胞培养箱培

养。以接种为0点,第12h后结晶紫染色拍照,每次

拍摄4个 NC孔4个silence孔。用棉签擦去 Tran-
swell小室内侧面细胞后用4%多聚甲醛固定10min。
固定后用PBS冲去多聚甲醛,用0.1%结晶紫溶液染

色10min。PBS冲洗后拍照。

1.2.6 Transwell侵袭 本实验使用康宁Transwell
小室,以下描述的是单个细胞系的单次实验。本实验

流程和 Transwell迁移实验一样。基质胶使用 BD

MatrigelTM低浓度基质胶,1∶5稀释后备用。在种细

胞前需要每个Transwell小室内铺上30μl稀释后基

质胶。放入细胞培养箱4h后待基质胶凝固后按照

Transwell迁移步骤接种细胞、培养,在接种后第24h
取出小室染色、拍照。

1.3 统计学方法 对正态分布的所有数据使用(췍x±
s)表 示,实 验 组 和 对 照 组 之 间 的 比 较 采 用 非 配 对

Student’st-test多组间采用ANOVA,统计分析使用

R语言完成。

2 结果

2.1 TCGA数据库的差异表达分析和ROC曲线 
lncRNAASB16-AS1在TCGAFPKM数据中分布(见
图1A),统计分析证明lncRNAASB16-AS1在Prima-
ry组(原发组)相对Normal组(正常组)显著上调(P
<0.001),并且检验功效>0.9。lncRNAASB16-AS1
在肿瘤组(Primary组+ Recur组)相对Normal组也

显著上调(P<0.001)。在Recur组(复发组)和Nor-
mal组也有显著意义(P<0.01),但样本量较少检验

功效不佳。lncRNAASB16-AS1在Recur组(复发组)
和Primary组(原发组)之间差异无统计学意义。ROC
曲线(见图1B)显示lncRNAASB16-AS1的表达量与

胶母细胞瘤诊断有强相关性,曲线下面积(Areaunder
curve,AUC)达 到0.969。TCGA 数 据 库 提 示ln-
cRNAASB16-AS1有深入研究意义。

2.2 lncRNAASB16-AS1在胶质瘤组织中明显上调

且与分期分级显著相关 lncRNAASB16-AS1在TC-
GA数据库中已表现为明显上调。我们在临床胶质瘤

标本中用qRT-PCR技术检测lncRNAASB16-AS1的

表达,结 果 显 示lncRNA ASB16-AS1 的 表 达 量 和

WHO高低分级成显著相关(见图1C),这显示了ln-
cRNAASB16-AS1增加趋势下患者 WHO分期也呈

递增趋势。在组织标本中的ROC曲线(见图1D)曲线

下面积达到0.94,这与TCGA数据相符。

2.3 siRNA能显著抑制lncRNAASB16-AS1的表达

 因为lncRNAASB16-AS1在先前的研究中已经确

定在肿瘤组高表达,并且与肿瘤分期分级显著相关。
因此本研究选择使用siRNA 抑制lncRNA ASB16-
AS1的表达以观测细胞功能改变。LN382细胞和

U87MG细胞在转染24~48h后用qPCR验证转染效

率,结果显示应用抑制剂后lncRNAASB16-AS1表达

量明显降低(见图2A)。这说明本实验中所使用的

siRNA能有效抑制lncRNAASB16-AS1的表达。

2.4 lncRNAASB16-AS1能促进胶质瘤细胞增殖、侵
袭、迁移能力 在LN382和 U87MG两个细胞系上

RTCA增殖实验证实NC组增殖速度明显快于silence
组(见图2B、图2C)。Transwell侵袭迁移试验证实,
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NC组细胞侵袭、迁移能力明显高于silence组(见图

3A、图3B)。划痕试验证实沉默lncRNAASB16-AS1
后划痕愈合速度明显慢于阴性对照组(见图4)。结果

表明lncRNAASB16-AS1能促进胶质瘤细胞增殖、
侵袭和迁移能力。

图1 lncRNAASB16-AS1在组织中的表达量

注:图1A:lncRNAASB16-AS1在TCGA数据中的表达量。图1B:TCGA数据的 ROC曲线,曲线下面积达到0.969。图1C:ln-
cRNAASB16-AS1在样本中的相对表达量(qPCR数据)。图1D:qPCR数据的ROC曲线(AUC=0.94)。图形中显著性标示:* 表

示P<0.05,**表示P<0.01,***表示P<0.001

图2 增殖实验

注:图2A:两个细胞系的lncRNAASB16-AS1的抑制效率。图2B:LN382细胞的RTCA
增殖实验。图2C:U87MG细胞RTCA增殖实验。

图3 Transwell侵袭迁移试验
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图4 划痕试验

3 讨论

随着胶质瘤发病率的逐年增加,胶质瘤已威胁全

球健康。现阶段手术治疗疗效明确,不同等级胶质瘤

中以 WHOⅣ级胶质母细胞瘤预后较差。是否复发仍

无有效手段评估,故而对其发生发展的分子机制研究

显得尤为重要。近年来人们发现lncRNA参与多种疾

病的发生发展,如动脉粥样硬化[11]、肿瘤、糖尿病[12]。
为了寻找新的与胶质瘤发生发展相关的功能ln-

cRNA,本课题组研究人员挖掘了TCGA数据库,结合

HGNC提供的基因注释文件,我们筛选出目前已鉴定

为lncRNA的数据,并对其进行差异分析,使用ROC
曲线的曲线下面积对差异基因进一步筛选,随后利用

qRT-PCR在组织当中验证入选基因,发现lncRNA
ASB16-AS1的表达量和胶质瘤细胞的分期分级的确

存在显著相关性(P <0.01),并且ROC曲线下面积

达到0.94,该结果与 TCGA数据库相符合。但这里

ROC曲线的结论存在一定缺陷,脑组织正常样本量不

够丰富,这也与脑组织正常样本不易获得有关。随后

的功能试验中,研究人员利用siRNA 技术敲减了

LN382和 U87MG细胞系中lncRNAASB16-AS1的

表达量,并检测其增殖、侵袭、迁移功能。结果证实ln-
cRNAASB16-AS1敲减后胶质瘤细胞的增殖、侵袭、
迁移能力明显减弱。这证明了lncRNA ASB16-AS1
能促进胶质瘤细胞的增殖、侵袭、迁移功能。

LncRNAASB16-AS1是一个较新颖的lncRNA,
国内外尚无肿瘤相关报道。仅有的报道指出lncRNA
ASB16-AS1可能与低骨密度相关[13]。

研 究 者 利 用 starBase 数 据 库 预 测 lncRNA
ASB16-AS1可能结合的 miRNA:hsa-miR-4306、hsa-
miR-370-3p、hsa-miR-379-5p、hsa-miR-411-5p、hsa-
miR-3529-5p、hsa-miR-122-5p、hsa-miR-185-5p、hsa-
miR-4644。下一步实验拟探索lncRNA ASB16-AS1

与这些miRNA有无相互作用以及对应下游机制。
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《右江民族医学院学报》诚聘青年编委的通知

  为进一步提高《右江民族医学院学报》办刊质量,加快审稿速度,缩短稿件刊用周期,提高审稿质量和效率,进
一步提升学报的学术影响力,经本刊编委会研究决定,拟组建一支充满活力的青年编委队伍,诚邀在医学相关专

业领域内有一定学术影响力和研究成果的青年专家、学者加入青年编委会团队,凡符合以下条件的专家、学者均

可报名。
一、申请条件

1.年龄:45周岁以下,优秀者年龄可适当放宽。

2.学科专业:医学相关专业。

3.具备以下基本条件之一:(1)博士学位;(2)副高及以上职称;(3)近3年以第一作者/通讯作者发表SCI论

文1篇或中文核心期刊3篇以上;(4)申请者本人以第一负责人近3年内主持过省部级及以上科研项目。

4.能熟练应用计算机,能通过网络投稿、审稿,能检索科研信息,熟练使用国内外重要期刊和数据库。

5.了解《右江民族医学院学报》杂志特色和动态,愿意秉持客观、公正态度为本刊审稿,能按期认真、严谨完

成审稿任务。
二、青年编委权利

1.青年编委任期3年。编辑部为获聘者颁发青年编委聘书,定期邀请其参加本刊编委会、审稿专家培训活

动和学术交流活动。

2.在本刊开辟相关专题。

3.每年可免费刊登青年编委本人撰写的省部级以上基金资助的优秀稿件1~2篇,青年编委推荐的优秀稿

件优先审稿、优先刊登。

4.青年编委姓名将常年刊登在《右江民族医学院学报》期刊的显著位置。
三、青年编委义务

1.积极为本刊发展献计献策;及时向编委会、编辑部反映读者、作者对杂志的意见和建议。

2.积极向本刊投稿或推荐投稿,每年至少投稿1篇或推荐投稿2篇。

3.积极参加审稿工作,每年至少审稿3篇。
四、招聘范围

全国各医学院校、医院及科研单位。
欢迎满足条件的专家、作者申请加入我刊青年编委会! 申请者请登陆本刊网站(http://www.yjmzyxyxb.

cn/)下载登记表,填写好后发送至yyxb1979@126.com,邮件主题标明“青年编委”。联系人:覃老师,电话:0776-
2843414。

《右江民族医学院学报》编委会   
《右江民族医学院学报》编辑部   

2018年12月       
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