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Abstract
Objective:

Methods:

relationship between TLX1NB and miR-328-3p, ABCG2 and miR-328-3p was veri�ed by Pita, MIRanda, TargetScan prediction and

Results:
P

TLX1NB signi�cantly inhibited the proliferation, clone formation, arrested cell cycle and promoted cell apoptosis of glioma cells
U251 and U87. Double luciferase report experiment showed that TLX1NB could speci�cally bind miR-328-3p, inhibit the expression

Conclusion:

Keywords

lncRNA TLX1NB 靶向miR-328-3p 调控胶质瘤细胞的增
殖和凋亡功能与机制
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目的：研究长链非编码 对胶质瘤细胞增殖、凋亡的影响，并对作用机制进行探索。方法：通过生物信息学
分析TCGA数据库中TLX1NB在泛癌中的表达水平以及比较胶质瘤和正常组织中的表达差异。通过Cck8、克隆形成实验以
及流式细胞实验分析TLX1NB对胶质瘤细胞U251和U87增殖、周期、凋亡的影响。通过Pita、MIRanda、TargetScan预测和
双荧光素酶报告实验验证TLX1NB与miR-328-3p、ABCG2与miR-328-3p的靶向关系。检测TLX1NB是否通过miR-328-3p影
响胶质瘤细胞的增殖和凋亡。结果：生物信息学分析发现相较其他肿瘤组织，TLX1NB在低级别胶质瘤组织中高表达，与
正常组织相比，在胶质瘤组织中表达上调（P＜0.05），干扰TLX1NB显著抑制胶质瘤细胞U251和U87的增殖、克隆形成、
阻滞细胞周期同时促进细胞的凋亡。双荧光素酶报告实验证明TLX1NB能特异性结合miR-328-3p，并抑制miR-328-3p表达
水平，干扰TLX1NB的同时恢复miR-328-3p表达可以逆转TLX1NB对胶质瘤细胞增殖、凋亡的作用。双荧光素酶报告实验
结果显示miR-328-3p直接结合 ’UTR，抑制靶基因ABCG2的表达。结论： 通过靶向miR-328-3p/
ABCG2影响胶质瘤细胞的增殖和凋亡，是胶质瘤中潜在的分子标志物。
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1 引言

胶质瘤是一种浸润性强、致死率高、易于复发术后的

脑神经恶性肿瘤，研究胶质瘤发生发展的分子机制，对于胶

质瘤的预防和治疗起着非常重要的作用。

长非编码 RNA（lncRNAs）是一类不编码蛋白的

RNA，其数量远大于编码蛋白的 RNA，长度一般超过 200
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个核苷酸。lncRNA参与肿瘤细胞的增殖、凋亡、迁移、侵

袭等过程。例如，H19是最早被证实与肿瘤发生发展相关的

lncRNA，H19异常表达可以作为肿瘤的发生、发展、侵袭、

转移和耐药过程中的标记物，在胃癌、前列腺癌、肝癌中发

挥致癌作用。此外，随着 ceRNA理论的发现，进一步揭示

了 lncRNA参与肿瘤发生发展的机制，即 ceRNA与 miRNA

竞争结合，从而抑制了miRNA与靶基因mRNA的抑制作用，

促进靶基因的表达。这一过程称为“ceRNA-miRNA-mRNA”

的基因调控模式，这一调控模式在多种肿瘤中被报道，其中

包括胶质瘤。

本研究中，我们发现了一个在胶质瘤组织中特异性高

表达的长链非编码 ，高表达 TLX1NB与胶质

瘤不良预后正相关，敲低 TLX1NB能显著抑制胶质瘤细胞

的增殖和迁移能力。TLX1NB通过竞争结合 miR-328-3p，

导致 miR-328-3p靶基因 ABCG2表达升高，进而促进胶质

瘤细胞的恶性表型。

2 材料与方法

2.1 主要试剂

胶质瘤细胞系 U251 和 U87 购自中科院细胞库；

DMEM培养基（货号：12800017）、胎牛血清（货号：

10099141C） 购 自 Gibco 公 司； 、miR-

购自广州锐博生物公司。

2.2 方法

细胞培养与转染

U251和 U87细胞用在含 10%胎牛血清的 DMEM培养

基，并置于 37℃、5%二氧化碳的条件下孵育。

细胞增殖实验

将 1×105ABCG个 /mL密度的转染后的待检测细胞

接种到 96孔板中，每孔加入 10μLCCK-8工作液，在培

养箱中孵育 3h，置于多功能酶标仪读取每孔 450nm的吸

光值（OD）。

细胞周期、凋亡实验

收集转染后的 U251和 U87细胞，加入 500μ

Buffer重悬，用流式细胞仪检测前加入 5μ

和 5μ 染色。对于细胞周期实验，使用

（70-CCS012）。

双荧光素酶报告基因活性检测

利用 Pita、MiRanda、TargetScan分别预测出 TLX1NB与

miR-328-5p的结合位点，PCR扩增带有miR-328-5p结合位点

的 3’UTR片段，构建含有报告基因 luc-3’-UTR-WT载体和 luc-

3’-UTR-mut载体，将其与海肾载体及 共转

染 293T细胞，转染 48h后使用双荧光素酶报告基因检测试剂

盒（翊圣产品货号：11402ES）检测细胞的荧光素酶活性。

实时荧光定量 PCR

将反转录好的 cDNA按照如下程序进行 PCR：92℃，

5min（预处理）；92℃ ，60℃ ，70℃ （40

个循环）。获得的 Ct值采用 2-ΔΔCt。

蛋白样本经BCA测定浓度后进行SDS-PAGE凝胶电泳，

先后按照程序一 80V30min，程序二 120V90min进行，转膜

（100V90min）、封闭（1h）、孵育一抗和二抗，TBST洗

涤后加入 ECL发光液置于发光仪显影 [1]。

2.3 统计学分析

采用 SPSS25.0统计分析软件，两组样本计量资料采用

独立样本 t检验，多组之间采用单因素方差分析，P＜ 0.05

表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 TLX1NB 在泛癌中的表达

利用 TCGA数据库（https://portal.gdc.cancer.gov/）发

现 TLX1NB在胶质瘤中相对高表达（图 1A），进一步与正

常组织比较发现癌组织中 TLX1NB表达更高（图 1B），差

异有统计学意义（P＜ 0.05），高表达 TLX1NB与患者的

不良预后相关（图 1C）。

A.在线数据分析 TCGA中 TLX1NB在泛癌中的表达水平（http://

gepia.cancer-pku.cn/detail.php?gene=TLX1NB）。

B.相比正常脑组织，低级别胶质瘤组织中 TLX1NB的表达。

C.胶质瘤患者（TLX1NB高 vs低）的 OS比较。

图 1

【基金项目】湖南省自然科学基金（项目编号：2018

JJ2601）。

【作者简介】姜交德（1976-），男，中国湖南长沙人，博

士，副主任医师，从事神经内科研究。
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3.2 敲低 TLX1NB对细胞增殖的影响

转染 si-TLX1NB 干扰 RNA后，TLX1NB的表达明显

降低（图 2A，P＜ 0.05），敲低 TLX1NB明显抑制 U251

和 U87细胞的增殖和克隆形成能力（图 2B、C），且细胞

阻滞于G1期同时下调 cyclinD1、cyclinE1的表达（图2D、E）。

3.3 TLX1NB 靶向 miR-328-5p 调控胶质瘤细胞的

增殖和凋亡

我们利用 Pita、MiRnada、TargetScan预测出 TLX1NB

与 miR-328-3p的结合位点（图 3A）。构建含有

3’UTR野生型和突变型的荧光素酶报告质粒，结果显示

在野生型 显著抑制荧光

素酶活性，而在突变的 R中荧光素酶活性无

明显变化（图 3B）。敲低 TLX1NB的同时加入 miR-328-3p

的 inhibitor抑制 miRNA的表达，胶质瘤细胞的增殖能力、

凋亡水平出现恢复（图 3C~E）。说明 TLX1NB通过抑制

miR-328-3p的表达，调控胶质瘤细胞的增殖和凋亡 [2]。

3.4 ABCG2 是 miR-328-3p靶基因

双荧光素酶报告实验发现 能够结合

ABCG2启动子 3’UTR抑制荧光酶活性，而不能与突变型

的 ABCG2启动子 3’UTR结合（图 4A、B），miR-328-3p

调控 ABCG2的表达水平（图 4C）。

A.qPCR检测 TLX1NB的表达

B.Cck-8检测细胞增殖

C.克隆形成实验

D.PI染色结合细胞流式检测细胞的周期

检测 cyclinD1和 cyclinE1的表达水平。*P＜ 0.01

图 2 在胶质瘤细胞系U251 和 U87 中利用 siRNA 敲低 TLX1NB表达水平，进一步功能试验检测
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A.生物信息学预测 TLX1NB与miR-328-3p的结合位点，将带有 TLX1NB结合位点的区域（Wt和Mut）构建到 PGL3荧光素酶报告质粒中

B.双荧光素酶报告实验检测 TLX1NB与 miR-328-3p的结合

C-E.在 U251和 U87细胞系中敲低 TLX1NB的同时使用 miR-328-3p的 Inhibitor，检测细胞的克隆形成、细胞增殖、凋亡。**P＜ 0.01，

***P＜ 0.001

图 3

A.利用生物信息学（https://starbase.sysu.edu.cn/）在线预测 miR-328-3p与 ABCG2的结合位点

在 293T细胞转染 PGL3-ABCG2-Wt以及 miR-328-3p的 mimics，双荧光素报告实验检测 miR-328-3p与 ABCG2的结合

C.western-blot检测 miR-328-3p对 ABCG2表达的影响，**P＜ 0.001

图 4

（下转第 29页）
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4 讨论

本研究发现通过对 TCGA数据的分析发现长链非编码

在低分化胶质瘤（LGG）组织中特异性高表

达，具有一定的组织特异性，同时我们发现干扰 TLX1NB

能抑制胶质瘤细胞的增殖、阻止细胞周期并且促进胶质瘤

细胞的凋亡说明 TLX1NB在胶质瘤中可以作为潜在的生物

标记物 [3]。

lncRNA 作为 ceRNA与 miRNA结合从而影响 miRNA

对靶基因的调控，本研究中我们发现 TLX1NB能直接与

miR-325-3p结合，过表达 TLX1NB能抑制 miR328-3p的表

达水平，影响 miR-328-3p靶基因 ABCG2的表达水平，我

们在 TCGA低级别胶质瘤组织中发现 TLX1NB与 ABCG2

的表达正相关，也在组织层面验证了 ceRNA机制。has-

miR-328-3p在胃癌、肉瘤、乳腺癌、结直肠癌等多种肿瘤

组织中具有抑癌作用。miR-328-3p通过调节葡萄糖代谢调

节肿瘤细胞的能量代谢，在胃癌中，下调 has-miR-328-3p

表达可上调 STAT3及下游增殖相关靶基因 COX2、MMP2、

CCDN1的表达水平。ABCG2蛋白的活性在肿瘤耐药以及

药物诱导细胞凋亡过程中发挥重要作用。高表达 ABCG2蛋

白的胶质瘤患者生存率明显低于低表达患者，使用小分子抑

制剂抑制 ABCG2的表达能明显抑制胶质瘤干细胞的自我更

新，这也提示有效干预 ABCG2表达可以控制胶质瘤的恶性

表型，本研究发现 TLX1NB通过 ceRNA机制调控 ABCG2

的表达，干扰 TLX1NB诱导 miR-328-3p的表达，最终降低

了 ABCG2的表达，诱导细胞凋亡 [4]。

综上，TLX1NB在胶质瘤组织中中呈高表达，影响胶质

瘤细胞的增殖和凋亡其作用机制是竞争性结合miR-328-3p，

进而抑制 miR-328-3p与靶基因 ABCG2的结合影响胶质瘤

细胞的凋亡，本研究为胶质瘤的治疗和预后提供新的作用

靶点。
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