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摘要 目的 探讨长链非编码 ＲNA FAS-AS1 在胶质瘤细胞

中的表达及其对胶质瘤细胞增殖、迁移、侵袭的影响。方法

使用 qＲT-PCＲ 分别检测临床标本、胶质瘤细胞系中 FAS-
AS1 表达丰度。采用 FAS-AS1 质粒转染人脑胶质瘤细胞系

U251、SF126 细胞，qＲT-PCＲ 检测转染效率，通过 MTT 形成

实验及克隆实验检测 FAS-AS1 对细胞增殖能力的影响; 通

过 Transwell 实验检测 FAS-AS1 对细胞迁移影响; 通过基质

胶构建生物膜结合 Transwell 实验检测 FAS-AS1 对胶质瘤细

胞侵袭的影响。结果 胶质瘤组织及人脑胶质瘤细胞系中

FAS-AS1 的表达下调; FAS-AS1 质粒转染成功构建过表达

FAS-AS1 胶质瘤细胞模型，FAS-AS1 过表达抑制胶质瘤细胞

增殖、迁移和侵袭。结论 FAS-AS1 在胶质瘤中表达下调并

能抑制胶质瘤细胞的增殖、迁移及侵袭。
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胶质瘤是颅内最常见的神经系统恶性肿瘤，具

有高恶变性及高侵袭性。由于颅内结构的复杂及胶

质瘤细胞的生物学特性，胶质瘤患者往往需要手术

治疗及辅助放化疗［1］。即使在目前理想治疗条件

下，胶质瘤患者的复发率及病死率仍较高。
长链非编码 ＲNA ( long chain non-coding ＲNA，

LncＲNA) 是一种缺乏蛋白编码能力的 ＲNA 转录本，

其在细胞的生物学活动中起着重要的调控作用。
FAS 反义 ＲNA 又称 FAS-AS1 或 SAF，是一种位于

10q23. 31 区域的长链非编码 ＲNA，由 FAS 基因内

含子 1 的反义链转录而来［2］。FAS 基因是肿瘤坏死

因子受体超家族中的一员，与其特定的 FAS 配体

( FASL) 相结合，激活外源性凋亡途径。近年来，有

研究表明 FAS-AS1 参与 FAS 介导的凋亡途径的调

控［3］，并且 FAS-AS1 与可溶性 FAS 受体的表达呈负

相关。目前已有文献［4］报道，FAS-AS1 在乳腺癌及

B 淋巴瘤细胞中均呈特异性低表达。但 FAS-AS1
在胶 质 瘤 细 胞 中 的 作 用 尚 未 见 报 道。为 了 探 讨

FAS-AS1 对胶质瘤细胞的作用，该研究以人脑胶质

瘤细胞系 U251、SF126 细胞为对象，探讨 FAS-AS1
对胶质瘤细胞的增殖、迁移、侵袭能力的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞培养 人脑胶质瘤细胞系 U251、SF126
细胞购自中国科学院上海细胞库。细胞置于 37 ℃、
5%CO2 的恒温细胞培养箱中，用添加了 10% 胎牛

血清的 DMEM 培养基进行培养，细胞呈单层贴壁生

长。平均 48 ～ 72 h 进行细胞换液。在倒置相差显

微镜下进行观察，当贴壁达 80% 以上时，用胰酶进

行消化传代。
1． 1． 2 主要试剂 FAS-AS1 过表达质粒由上海吉

凯基因合成; Vector 对照组质粒由上海生工技术服

务有限公司设计合成; 去内毒素质粒中提试剂盒

( 美国 Magen 公司) ; 大肠杆菌 DH5a( 上海生工生物

工程有限公司) ; 氨苄霉素、MTT 试剂、胰蛋白酶、多
聚甲醛、结晶紫染料 ( 上海碧云天生物技术有限公

司) ; 胎 牛 血 清 ( FBS ) 、青-链 霉 素 ( 美 国 Gibco 公

司) ; 磷酸盐缓冲液 ( PBS) 、高糖培养基 DMEM ( 美

国 Hyclone 公 司 ) ; 转 染 试 剂 Ｒegant、转 染 缓 冲 液

Buffer( 美国 Polyplus 公司) ; ＲNA 快速提取试剂盒

( 美国 Genuine 公司) ; DEPC 水( 美国 LEAGENE 公

司) ; 无水乙醇、Mix、GAPDH、FAS-AS1 引物( 上海生

工技术服务有限公司) ; TB Green ( 日本 TaKaＲa 公

司) ; Matrigel 基质胶( 美国 BD 公司) ; Transwell 小室

( 美国 Corning 公司) 。
1． 1． 3 主要仪器 NAPCO-8800 型恒温细胞培养

箱( 美国 SHELLAB 公司) ; SW-9800 型超净工作台

( 苏州泰安空气技术有限公司) ; TS100 型倒置相差

显微镜( 日本 Nikon 公司) ; FlexCycler 逆转录仪( 德

国 ANALYTIKJENA 公 司 ) ; Nanophotometer 超 微 量

分光光度计( 德国 IMPLEN 公司) ; CFX ConnectTM实
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时荧光定量 PCＲ 仪( 美国 Bio-rad 公司) ; Centrifuge-
5242 型台式高速离心机、Centrifuge-5417Ｒ 台式冷冻

型离心机( 德国 Eppendorf 公司) ; 多功能微孔板酶

标仪( ThermoFisher 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 临床组织标本的收集 选取安徽医科大学

第二附属医院神经外科 2016 年 8 月 － 2020 年 6 月

期间入院手术的脑胶质瘤患者组织标本 10 例，所有

患者均为第一次手术，且在此之前未曾进行放疗及

化疗，术后的病理报告确诊为胶质瘤; 并选取同期脑

外伤患者组织标本 10 例为对照，所有患者均为第一

次手术且术前未诊断为胶质瘤。所有标本在切除后

均保存于无菌冻存管中，低温转运，并于 － 80 ℃ 标

本库中长期低温保存。
1． 2． 2 ＲNA 提取 剪取临床样本组织 50 g 研磨，

每管加入 800 μl TＲIzol，160 μl 三氯甲烷，( TＲIzol
∶ 三氯甲烷 = 1 ∶ 5 ) 混匀后，13 200 r /min 离心 15
min，取上清液，加入等体积异丙醇，于 － 20 ℃ 静置

30 ～ 60 min。13 200 r /min 离心 15 min。每管加入

无酶水 225 μl，无水乙醇 675 μl( 无酶水 ∶ 无水乙醇

= 1 ∶ 3) 洗脱，翻转振荡，13 200 r /min 离心 15 min，

开盖晾干后，加 20 μl 无酶水，于 － 80 ℃保存。
1． 2． 3 FAS-AS1 质粒构建 FAS-AS1 完整序列在

Pubmed 上查找，FAS-AS1 对应的质粒由上海生工公

司设计合成。将含 FAS-AS1 质粒的大肠杆菌菌液

接种于含氨苄霉素培养基中，37 ℃摇床培养 14 ～ 16
h 扩增菌液。3 000 r /min 离心 10 min，收集菌液。
按照质粒提取试剂盒步骤，依次加入 2. 5 ml Buffer
E1 高速重悬菌液，2. 5 ml Buffer E2、2. 5 ml Buffer
E3 上下颠倒与菌液混匀，3 000 r /min 离心 5 min，使

用 Clear Midi Syringe 活塞过滤，收集滤液，再依次加

入 1 /3 体积的 Buffer E4、4 ml Buffer E5、4 ml Buffer-
PW2 至 HiPure EF Midi Column 柱中，3 000 r /min 离

心 2 min，弃去废液，最后加入 Buffer TE，3 000 r /min
离心 2 min，收集质粒，保存于 － 20 ℃。
1． 2． 4 细胞的瞬时转染 取对数生长期的 U251
细胞，使用不含抗生素的 DMEM 于 6 孔板中培养细

胞 24 h。每孔依次加入 200 μl Buffer 缓冲液、800
ng 质粒、4 μl 转染试剂 Ｒeagent 混合液，分为 FAS-
AS1 过表达组及对照组。静置混合液 10 min 后均

匀转染至各孔，24 h 后进行观察。
1． 2． 5 qＲT-PCＲ 检测细胞转染效率 用 ＲNA 快速

提取 法 提 取 FAS-AS1 过 表 达 组 及 对 照 组 细 胞 总

ＲNA。使用 分 光 光 度 计 测 各 组 ＲNA 浓 度。根 据

ＲNA 的不同浓度加 DEPC 水配平两组总 ＲNA 量为

600 ng，Mix 2 μl，最后加 DEPC 水使总体积为 10 μl。
在逆转录仪上以 20 μl 体系，将 ＲNA 逆转录成 cD-
NA。以 cDNA 为模板进行 PCＲ，底物 1. 6 μl，引物

3. 2 μl，TB Green 5. 2 μl。FAS-AS1 引物序列为: 5'-
GCTCTCTCATCTTGGCTGAA-3' ( 正 向 引 物 ) ; 5'-
GAGCCATGTAGTGGGGAAGA-3' ( 反 向 引 物 ) ; 以

GAPGH 为 内 参， 序 列 为: 5'-AGCAAGAGCA-
CAAGAGGAAG-3' ( 正 向 引 物 ) ; 5'-GGTTGAGCA-
CAGGGTACTTT-3' ( 反 向 引 物 ) 。利 用 CFX Con-
nectTM实时定量 PCＲ 仪进行 PCＲ 扩增，使用 2 － ΔΔCT

法计算对应的 ＲNA 表达量。
1． 2． 6 MTT 法检测细胞增殖能力 取对数生长期

的 U251 细 胞，于 6 孔 板 中 分 别 使 用 FAS-AS1 和

Vector 质粒进行转染，24 h 后收集 FAS-AS1 过表达

组及对照组中的细胞，在倒置相差显微镜下使用细

胞计 数 板 进 行 细 胞 计 数，分 别 在 96 孔 板 中 接 种

3 000、6 000、9 000个细胞，24 h 后加 MTT 试剂 100
μl，4 h 后加 DMSO 100 μl，并于酶标仪下进行吸光

度的检测。
1． 2． 7 克隆形成实验检测细胞增殖能力 收集 6
孔板中 FAS-AS1 过表达组和对照组的细胞，于倒置

相差显微镜下使用细胞计数板进行细胞计数，分别

于另一个 6 孔板中加入 200、400、600 个细胞，培养 1
周后，使用 4% 多聚甲醛固定 30 min，0. 1% 结晶紫

染色 15 min，并于白光灯下进行拍照，计算各孔中的

细胞克隆数目。
1． 2． 8 Transwell 检测细胞迁移能力 收集 6 孔板

中 FAS-AS1 过表达组和对照组中的细胞，使用细胞

计数板于倒置相差显微镜下进行细胞计数，使用

0%DMEM 水化 Transwell 小室，将 2 × 104 个细胞接

种于小室中，在 24 孔板中加 600 μl 30% DMEM，覆

盖小室底部。于恒温细胞培养箱培养 24 h 后，使用

4%多聚甲醛固定 30 min，并使用 0. 1% 结晶紫染色

15 min，于相差倒置显微镜下观察，计算细胞穿过小

室膜的数目。
1． 2． 9 Transwell 检测细胞侵袭能力 将 Matrigel
基质胶和 0%DMEM 以1 ∶ 3的比例配制，于每个 Tr-
answell 小室中加入 60 μl，置于 37 ℃、5% CO2 的恒

温细胞培养箱中 4 h 凝固。胰酶消化收集 6 孔板中

FAS-AS1 过表达组和对照组中的细胞，使用细胞计

数板于倒置相差显微镜下进行细胞计数，将 1 × 105

个细胞接种于含 Matrigel 基质胶的 Transwell 小室

中，在 24 孔板中加 600 μl 30% DMEM，覆盖小室底
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部。于恒温细胞培养箱培养 48 h 后，使用 4% 多聚

甲醛固定 30 min，并使用 0. 1% 结晶紫染色 15 min，

于相差倒置显微镜下观察，计算细胞穿过小室膜的

数目。
1． 3 统计学处理 使用 Prism 软件做图并采用

SPSS 19. 0 统计软件对结果进行分析，每组数据重

复 3 次，实验数据以 珋x ± s 表示; 两组样本间比较采

用 t 检验，多组样本间比较采用方差分析，以 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 FAS-AS1 在临床胶质瘤样本中的表达 收集

临床胶质瘤患者的样本( 术后病理已确诊为胶质瘤)

及正常脑组织样本，提取标本组织中 ＲNA，使用 qＲT-
PCＲ 验证两组中 FAS-AS1 的表达情况。如图 1 所

示，胶质瘤样本中 FAS-AS1 的表达较对照组中明显降

低，差异有统计学意义( t =3. 339，df =18，P =0. 003 3)。

图 1 FAS-AS1 在胶质瘤中的表达

与正常脑组织比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 FAS-AS1 在不同胶质瘤细胞系中的表达情况

取对数生长期的 HEB、U251、SF126 细胞，使用

ＲNA 快速提取法提取其总 ＲNA，使用 qＲT-PCＲ 检

测 3 种细胞中 FAS-AS1 的表达情况，如图 2 所示，

FAS-AS1 在高级别胶质瘤细胞系中 ( U251、SF126 )

较正常胶质细胞中( HEB) 表达明显降低，差异有统

计学意义( F = 38. 65，P = 0. 007 2) 。

图 2 FAS-AS1 在胶质瘤细胞系中的表达

与 HEB 细胞比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 FAS-AS1 过表达的胶质瘤细胞模型构建 采

用 qＲT-PCＲ 检 测 转 染 的 效 率。如 图 3 所 示，在

SF126 细胞系中，与对照组相比，FAS-AS1 过表达组

中的 FAS-AS1 表达水平明显上调，差异有统计学意

义( t = 12. 06，df = 2，P = 0. 006 8) 。在 U251 细胞系

中，与对照组相比，FAS-AS1 过表达组中的 FAS-AS1
表达水平明显上调，差异有统计学意义( t = 10. 84，

df = 2，P = 0. 008 4) 。结果提示 FAS-AS1 质粒转染

U251、SF126 细胞成功，可使 U251、SF126 细胞过表

达 FAS-AS1。

图 3 FAS-AS1 转染 SF126 及 U251 细胞后 FAS-AS1 的相对表达量

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 过表达 FAS-AS1 抑制 U251 及 SF126 胶质瘤

细胞增殖能力 采用 MTT 法检测 U251 细胞的增殖

能力，FAS-AS1 过表达组的 OD 值较转染空载质粒

的对照组明显减少，OD 值差异有统计学意义 ( t =
5. 586，df = 4，P = 0. 005 0 ) 。采用克隆形成实验检

测 SF126 细胞的增殖能力，如图 4 所示，两组细胞的

增殖数目差异有统计学意义( t = 15. 32，df = 2，P =
0. 004 2) 。上述结果提示 FAS-AS1 过表达抑制胶

质瘤细胞的增殖。

图 4 FAS-AS1 对 SF126 细胞增殖能力的影响

1: 对照组; 2: FAS-AS1 过表达; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 过表达 FAS-AS1 抑制 SF126 及 U251 胶质瘤

细胞迁移能力 采用 Transwell 实验方法检测 FAS-
AS1 对胶质瘤细胞迁移能力的影响。由图 5 所示，

在 SF126 细胞系中，FSA-AS1 过表达组的细胞迁移

数目较对照组数目明显减少，差异有统计学意义( t
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=13. 01，df = 4，P = 0. 000 2 ) 。在 U251 细胞系中，

FSA-AS1 过表达组的细胞迁移数目较对照组数目也

明显减少，差异有统计学意义( t = 16. 37，df = 4，P =
0. 000 1) 。上述结果提示 FAS-AS1 过表达抑制胶

质瘤细胞的迁移能力。

图 5 FAS-AS1 对 SF126 细胞迁移能力的影响 × 200

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 6 过表达 FAS-AS1 抑制 SF126 及 U251 胶质瘤

细胞侵袭能力 采用基质胶构建生物膜结合 Tran-
swell 实验方法检测 FAS-AS1 对胶质瘤细胞侵袭能

力的影响。如图 6 所示，在 SF126 细胞系中，FSA-
AS1 过表达组的细胞侵袭数目较对照组数目明显减

少，差 异 有 统 计 学 意 义 ( t = 17. 03，df = 4，P =
0. 000 1) 。在 U251 细胞系中，FSA-AS1 过表达组的

细胞侵袭数目较对照组数目也明显减少，两组细胞

数差异有统计学意义 ( t = 10. 82，df = 2，P = 0. 008
4) 。上述结果提示 FAS-AS1 过表达抑制胶质瘤细

胞的侵袭能力。

3 讨论

胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤［5］，

包括星形细胞瘤、室管膜瘤、少突胶质细胞瘤、胶质

母细胞瘤和髓母细胞瘤［6］。其血管丰富、生长迅

速，具有高浸润性的特点，易侵犯周围正常脑组织，

患者预后较差，中位生存期在确诊后不足 2 年［7］。

图 6 FAS-AS1 对 SF126 细胞侵袭能力的影响 × 200

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

目前治疗手段主要是手术切除及术后辅助放化疗，

但治疗效果不佳。因此，探讨胶质瘤发病的分子机

制有助于寻找其新的靶向治疗。近年来越来越多的

研究表明表观遗传学调控，尤其是非编码 ＲNA，在

胶质瘤中起重要作用。
LncＲNA 是由超过 200 个核苷酸单位组成的

ＲNA，不具有编码蛋白质的功能，但其在表观遗传学

调控中具有重要意义［8 － 9］。目前大量文献表明，众

多 lncＲNA 参与胶质瘤的发生发展，并调控胶质瘤

细胞的增殖、迁移、侵袭等生物学行为。例如 Ln-
cＲNA BLACAT1 通过 Wnt /β-catenin 信号增强胶质

瘤的增殖和侵袭能力［10］，LncＲNA LINC00473 通过

损伤 miＲ-637 /CDK6 轴促进胶质瘤细胞增殖和侵

袭［11］，LncＲNA UCA1 通过 miＲ-206 /Clock 轴促进细

胞生长和侵袭［12］。
LncＲNA FAS-AS1 是 FAS 的反义 ＲNA［13］，其在

心脏、肝 脏、肌 肉 等 组 织 中 均 有 表 达。并 且 有 研

究［14］表明其可促进炎症的产生，Xi et al［15］报道了

FAS-AS1 在非小细胞肺癌中低表达，Sayad et al［3］研

究表 明 FAS-AS1 在 B 淋 巴 瘤 细 胞 中 低 表 达。但

FAS-AS1 在胶质瘤中的表达及其对胶质瘤细胞生物

学功能的影响目前尚未有文献报道。
本研究通过检测临床胶质瘤样本与正常脑组织
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样本中 FAS-AS1 的表达，发现 FAS-AS1 在胶质瘤中

呈低表达。同样的，FAS-AS1 在高级别胶质瘤细胞

系中低表达。为了探究 FAS-AS1 对胶质瘤细胞生

物学功能的影响，采用过表达的 FAS-AS1 质粒转染

胶质瘤细胞系。结果显示过表达 FAS-AS1 抑制胶

质瘤细胞的增殖、迁移、侵袭能力。以上研究结果提

示 FAS-AS1 可能作为胶质瘤治疗新的靶标。
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Effects of long-stranded non-coding ＲNA FAS-AS1 on proliferation，
migration and invasion of glioma cells

Sun Libo，Bian Erbao，Cheng Meng，et al
( Dept of Neurosurgery，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To investigate the expression of long chain non-coding ＲNA FAS-AS1 in glioma cells and its
effect on the proliferation，migration and invasion of glioma cells． Methods The abundance of FAS-AS1 expres-
sion in clinical samples and glioma cell lines was detected by qＲT-PCＲ． Human glioma cell lines U251 and SF126
were transfected with FAS-AS1 plasmid． The transfection efficiency was detected by qＲT-PCＲ，the effect of FAS-
AS1 on cell proliferation was detected by MTT formation test and cloning test，the effect of FAS-AS1 on cell migra-
tion was detected by Transwell assay，and the effect of FAS-AS1 on glioma cell invasion was detected by matrix gel
biofilm combined with Transwell experiment． Ｒesults The expression of FAS-AS1 in glioma tissue and human gli-
oma cell line was down-regulated; the glioma cell model with overexpression of FAS-AS1 was successfully construc-
ted by FAS-AS1 plasmid transfection，and the overexpression of FAS-AS1 inhibited the proliferation，migration and
invasion of glioma cells． Conclusion FAS-AS1 is down-regulated in gliomas and can inhibit the proliferation，mi-
gration and invasion of glioma cells．
Key words LncＲNA; FAS-AS1; glioma; proliferation; migration; invasion
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