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【摘要】目的 探讨长链非编码RNA（lncRNA）MLK7-AS1在人脑胶质瘤组织中表达及其对胶质瘤U251细胞增殖、侵袭的影

响。方法 选择 2016~2017年手术切除的脑胶质瘤组织标本 45例，2007版WHO分级Ⅰ级 8例，Ⅱ级 15例，Ⅲ级 10例，Ⅳ级 12
例。另选择其中10例瘤旁正常脑组织作对照。体外培养U251细胞和人正常星形胶质细胞（NHA）。U251细胞根据转染质粒分

成四组：转染miR-375 mimic组、转染 si-MLK7-AS1组、同时转染miR-375 inhibitor和 si-MLK7-AS1组以及只转染miR-375 in⁃
hibitor组。RT-qPCR检测MLK7-AS1和miR-375的表达水平；荧光素酶报告基因实验验证MLK7-AS1与miR-375之间的关系；

CCK-8法检测U251细胞增殖活性，Transwell实验检测U251细胞侵袭能力。结果 高级别胶质瘤组织MLK7-AS1表达水平明显

高于低级别胶质瘤组织（P<0.05），而后者明显高于瘤旁正常脑组织（P<0.05）；高级别胶质瘤组织miR-375表达水平明显低于低

级别胶质瘤组织（P<0.05），而后者明显低于瘤旁正常脑组织（P<0.05）。U251细胞MLK7-AS1表达水平明显高于NHA（P<
0.05），miR-375表达水平明显低于NHA（P<0.05）。序列分析显示MLK7-AS1和miR-375 存在特异性结合序列，荧光素酶报告

基因实验表明U251细胞MLK7-AS1负调控miR-375表达。沉默MLK7-AS1表达通过上调miR-375表达明显抑制U251细胞增

殖和侵袭（P<0.05）。结论 lncRN AMLK7-AS1可能通过调节miR-375的表达水平在人脑胶质瘤中发挥着促癌的作用。
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LncRNA MLK7-AS1 promotes proliferation and invasion of glioma cells by inhibiting miR-375
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【Abstract】Objective To explore the expression of lncRNA MLK7-AS1 in the glioma tissues and its effect on glioma U251 cells
proliferation and invasion. Methods The expression levels of lncRNA MLK7-AS1 and miR-375 were detected in 45 glioma tissues
which were obtained from 45 patients with glioma underwent surgery from 2016 to 2017, including 23 low grade gliomas and 22 high
grade gliomas, and were also detected in 10 normal brain tissues adjacent to the glioma (control group). U251 cells and human normal
astrocytes (NHA) were cultured in vitro. U251 cells were divided into four groups based on transfected plasmids: miR-375 mimic group,
si-MLK7-AS1 group, miR-375 inhibitor and si-MLK7-AS1 group, and miR-375 inhibitor group. RT-qPCR was used to detect the
expression levels of MLK7-AS1 and miR-375. The luciferase reporter gene experiment was used to verify the relationship between
MLK7-AS1 and miR-375. CCK-8 method was used to detect the proliferation activity of U251 cells, and Transwell test was used to
detect the invasion ability of U251 cells. Results The expression level of MLK7-AS1 in high-grade glioma tissues was significantly
higher than that in low-grade glioma tissues (P<0.05), which was significantly higher than that in normal brain tissues adjacent to the
glioma (P<0.05). The miR-375 expression level in high- grade glioma tissues was significantly lower than that of low-grade glioma
tissues (P<0.05), which was significantly lower than that of normal brain tissue adjacent to the glioma (P<0.05). The expression level of
MLK7-AS1 in U251 cells was significantly higher than that in NHA (P<0.05), while the expression level of miR-375 in U251 cells was
significantly lower than that in NHA (P<0.05). Sequence analysis showed that MLK7- AS1 and miR- 375 had specific binding
sequences. Luciferase reporter gene experiments showed that MLK7-AS1 in U251 cells can negatively regulate the expression of miR-
375. Silence MLK7-AS1 expression significantly inhibited the proliferation and invasion of U251 cells by up-regulating the expression
level of miR- 375 (P<0.05). Conclusion The results suggest that lncRN AMLK7-AS1 play a important role in promoting growth of
human gliomas by regulating the expression level of miR-375.
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lncRNA MLK7-AS1通过抑制miR-375的表达
促进胶质瘤U251细胞的增殖和侵袭

张兴业 田 博 满明昊 郭少春

● 实验研究实验研究 ●

胶质瘤是颅内最常见的原发性恶性肿瘤，占颅

内肿瘤的 50%左右[1，2]。由于胶质瘤细胞增殖、侵袭

能力强，难以完全切除，术后容易复发，预后差[3]。因

此，寻找新的治疗方法是亟待解决的问题。长链非
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编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）定义为真

核基因组里长度大于 200个核苷酸、不具有编码蛋

白质功能的转录产物[4，5]，可通过与其他分子相互作

用，广泛参与调控细胞活动以及肿瘤发生发展 [5，6]。

研究发现 lncRNA MLK7-AS1在胃癌组织表达上调
[7]，在卵巢癌组织及其细胞系中表达也上调[8]。本研

究探讨 lncRNA MLK7-AS1在胶质瘤组织以及细胞

系中表达及其对胶质瘤细胞增殖与侵袭影响。

1 材料与方法

1.1 组织标本来源 选择2016~2017年手术切除的脑

胶质瘤组织标本45例，2007版WHO分级Ⅰ级8例，

Ⅱ级15例，Ⅲ级10例，Ⅳ级12例。另选择其中10例
瘤旁正常脑组织作对照。

1.2 细胞培养、转染及分组 U251胶质瘤细胞及人正

常星形胶质细胞（normal human astrocyte，NHA），均

由我院神经外科研究所捐赠，含有 10%胎牛血清的

1640培养基进行培养。待细胞密度达 70%，将培养

基更换为Opti培养基，根据脂质体试剂盒说明书进

行转染。将miR-375 mimic、miR-375 inhibitor、荧光

素 酶 报 告 载 体 以 及 si- MLK7- AS1 分 别 与

lipofectamine2000混匀20 min后，加到培养基中进行

转 染 。 si- MLK7- AS1 序 列 ：正 义 链 5′-
CACGGAGAAGGTCTGCAGGTTCATTTCTGAGCCAG
CGAGACCACCAGCCCGCCAG- 3′ ，反 义 链 5′-
TGGACCAAATCTTTAATCCTGTAGATCTCGGTCTG
AATTTTAAAATACTTTGGTTACCC-3′。根据转染质

粒分成四组：转染miR-375 mimic组、转染 si-MLK7-
AS1组、同时转染miR-375 inhibitor和 si-MLK7-AS1
组以及只转染miR-375 inhibitor组。

1.3 PCR 检测 MLK7-AS1 和 miR- 375 表达 按照

Trizol说明书提取胶质瘤、瘤旁正常脑组织、U251细
胞及NHA细胞总RNA，紫外分光光度计检测RNA
浓度与纯度。逆转录后进入 PCR 循环反应。

MLK7-AS1上游引物5′-TTACCAGACACAACCAAC
CCC-3′，下游引物5′-ATCAGTCAGGCCCATTGGTT
T-3′；miR-375上游引物5′-CAGGGTCCGAGGTAT
T-3′，下游引物3′-CTGCTTTGTTCGTTCG-5′。引物

均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

1.4 CCK-8法检测细胞增殖水平 将对数生长期

U251细胞制为单细胞悬液，取100 μl细胞接种于96
孔板中，浓度约为每孔 2 000个细胞。接种 24、48、
72 h，每孔添加10 μl的CCK8溶液（中国碧云天生物

技术有限公司）37 ℃条件下再培养2 h。测定450 nm

波长处吸光度，计算细胞增殖率。

1.5 Transwell实验检测细胞侵袭能力 用 24孔板将

Transwell小室（美国康宁公司）分为上、下两室。将

已被稀释的基质胶铺满 Transwell上室置于 37 ℃培

养箱中。用无血清培养液将细胞浓度调整为1×105/
ml，每个上室加入100 μl细胞悬液、下室加入500 μl
含有10%胎牛血清的培养液，37 ℃培养24~48 h。用

棉签拭去靠上室侧膜的细胞。采用 4%甲醛固定

5 min，用结晶紫进行染色，显微镜进行观察，随机计

数5个高倍视野的细胞并计算细胞的平均值。实验

重复三次。

1.6 荧光素酶报告基因实验验证MLK7-AS1与miR-
375相互作用 将U251细胞接种于 24孔板，并在每

孔中将荧光素酶报告载体与野生型以及突变型

MLK7-AS1共转染至细胞中，24 h后共转染miR-375
相似物。在转染 48 h后收集细胞。按照 promega公
司双荧光素酶活性检测试剂盒（美国普洛麦格公司）

说明书对细胞进行处理，使用单光子检测仪检测荧

光素酶活性。荧光素酶活性以萤火虫荧光素酶强度

与海肾荧光素酶强度之比来计算。

1.7 统计学方法 采用SPSS 21.0软件进行分析；计量

资料以 x±s标书，采用 t检验和单因素方差分析；P<
0.05表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 MLK7-AS1在脑胶质瘤组织以及U251细胞中表

达水平升高 高级别胶质瘤组织（WHO分级Ⅲ~Ⅳ
级）MLK7-AS1表达水平明显高于低级别胶质瘤组

织（WHO分级Ⅰ~Ⅱ级；P<0.05），而低级别胶质瘤组

织MLK7-AS1表达水平又明显高于瘤旁正常脑组织

（P<0.05）。U251细胞MLK7-AS1表达水平明显高

于NHA（P<0.05）。见图1。
2.2 miR-375在脑胶质瘤组织以及U251细胞中表达

降低 高级别胶质瘤组织（WHO分级Ⅲ~Ⅳ级）miR-
375表达水平明显低于低级别胶质瘤组织（WHO分

级Ⅰ~Ⅱ级；P<0.01），而低级别胶质瘤组织miR-375
表达水平又明显低于瘤旁正常脑组织（P<0.05）。

U251 细胞 miR-375 表达水平明显低于 NHA（P<
0.05）。见图2。
2.3 U251细胞MLK7-AS1抑制miR-375的表达 序

列分析发现MLK7-AS1与miR-375之间存在潜在的

特异性结合序列（图 3A），表明MLK7-AS1与miR-
375可能存在相互作用。荧光素酶报告基因实验结

果显示，野生型MLK7-AS1组细胞转染miR-375后，

--455



中国临床神经外科杂志2020年7月第25卷第7期 Chin J Clin Neurosurg, July 2020, Vol. 25, No. 7

图1 长链非编码RNA MLK7-AS1在人脑胶质瘤组织以及U251细胞中表达

A. Ⅲ~Ⅳ. WHO分级Ⅲ~Ⅳ级胶质瘤组织；Ⅰ~Ⅱ. WHO分级Ⅰ~Ⅱ级胶质瘤组织；Normal. 瘤旁正常脑组织；NHA. 人正常星形胶质细胞

图2 miR-375在人脑胶质瘤组织以及U251细胞中表达

A. Ⅲ~Ⅳ. WHO分级Ⅲ~Ⅳ级胶质瘤组织；Ⅰ~Ⅱ. WHO分级Ⅰ~Ⅱ级胶质瘤组织；Normal. 瘤旁正常脑组织；NHA. 人正常星形胶质细胞

图3 U251细胞 lncRNA MLK7-AS1与miR-375之间关系的荧光素酶报告基因实验验证

A. 序列分析显示，miR-375被预测为是 lncRNA MLK7-AS1的靶基因；B. U251细胞荧光素酶相对活性，wt-MLK7-AS1
指野生型MLK7-AS1，mut-MLK7-AS1指突变型MLK7-AS1，NC组转染miR-375无效质粒，miR-375 mimic组转染miR-
375 mimic质粒；C. U251细胞中miR-375相对表达水平，NC组不沉默MLK7-AS1表达，si-MLK7-AS1组沉默MLK7-AS1
表达；lncRNA. 非长链编码RNA

图4 非长链编码RNA MLK7-AS1对胶质瘤U251细胞增殖、侵袭能力的影响
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荧光素酶活性较对照组明显降低（P<0.05；图 3B），

而突变型MLK7-AS1组细胞转染miR-375后，荧光

素酶活性较对照组无明显变化（P>0.05；图 3B）。这

些结果提示MLK7-AS1可以直接结合并调控miR-
375表达。另外，沉默MLK7-AS1组细胞miR-375表
达水平明显高于对照组（P<0.05；图 3C）。这表明

MLK7-AS1可以负调控miR-375的表达。

2.4 MLK7-AS1通过抑制miR-375的表达促进U251
细胞的增殖和侵袭 转染miR-375 mimic组和转染

miR-375 inhibitor组细胞增殖活性和侵袭能力均无

统计学差异（P>0.05）；转染 si-MLK7-AS1组细胞增

殖活性和侵袭能力较转染miR-375 mimic组均明显

降低（P<0.05）。同时转染 miR-375 inhibitor 和 si-
MLK7-AS1组细胞增殖活性和侵袭能力较转染 si-
MLK7-AS1组均明显增高（P<0.05）。见图4。
3 讨 论

胶质瘤呈浸润性生长，肿瘤恶性程度越高，向周

围浸润的范围越广[3]。随着医疗技术的进步，化疗、

手术、放疗等有了一定的突破，但大多数胶质瘤总生

存期仍然很低 [2]。近年来，越来越多的研究证实

lncRNA在胶质瘤中发挥着重要作用 [4，9，10]。在真核

基因组里，lncRNA是为长度大于 200个核苷酸且不

具有编码蛋白质功能的转录产物[7]，在转录以及翻译

过程中发挥着重要的调控作用[8，11]，参与表观遗传调

控、染色质重塑、胚胎的生长发育等过程。本研究发

现，人脑胶质瘤组织 lncRNA MLK7-AS1呈高表达，

提示MLK7-AS1可能与胶质瘤发病有关。miR-375
又名 hsa-miR-375，位于人 2号染色体 q35的 cryba2
和Ccdc108两个编码基因之间 [12]。miR-375异常表

达对多种恶性肿瘤的增殖、侵袭、迁移等产生影响[12，

13]。本研究表明，脑胶质瘤组织miR-375表达明显下

降；MLK7-AS1负性调节miR-375表达，促进细胞增

殖及侵袭。

综上所述，本研究发现MLK7-AS1在胶质瘤组

织中高表达的现象，并发现 MLK7-AS1 能够抑制

miR-375的表达水平，促进细胞增殖和侵袭。这提

示MLK7-AS1可能具有胶质瘤诊断标志物作用，且

干预MLK7-AS1/miR-375信号通路可能是胶质瘤治

疗的潜在靶点。
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