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［摘要］  背景与目的：LINC00152是异常表达于肝癌、胃癌及结肠癌等恶性肿瘤中的长链非编码RNA（long non-coding 
RNA，lncRNA）之一，参与增殖、迁移及凋亡等生物学行为，观察LINC00152在替莫唑胺（temozolomide，TMZ）诱

导脑胶质瘤干细胞（glioblastoma stem cell，GSC）周期阻滞中的作用及其机制。方法：神经干细胞培养液培养脑胶质瘤

U251细胞，并提取成球生长的GSC作为研究对象，慢病毒转染法外源性上调模型细胞LINC00152表达水平并以嘌呤霉素

筛选稳定表达的细胞株，实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-
PCR）检测LINC00152表达水平，细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，CCK-8）法检测细胞活力变化，流式细胞术检测细

胞周期变化，蛋白质印迹法（Western blot）检测P53、Cyclin A、CDC25A及CDK2蛋白水平变化。结果：分离提取的GSC
呈球状生长，细胞球CD133和Oct-4呈阳性表达。慢病毒转染明显上调GSC中LINC00152表达水平（P＜0.000 1）。TMZ 
（200 μg·mL-1）处理48 h明显降低GSC活力（P＜0.000 1），而与空载对照组相比，LINC00152过表达能抵抗TMZ的诱导效应 

（P＜0.000 1）。TMZ处理48 h明显增加GSC的S期比例（P＜0.000 1），而与空载对照组相比，LINC00152过表达能抵抗TMZ
的诱导效应（P＜0.000 1）。TMZ处理48 h明显下调GSC中Cyclin A、CDC25A、CDK2蛋白表达（P＜0.000 1），上调P53蛋
白表达（P＜0.000 1）；而与空载对照组相比，LINC00152过表达能抵抗TMZ的诱导效应（P＜0.000 1）。结论：LncRNA 
LINC00152过表达可抑制TMZ诱导的P53蛋白水平上调和CyclinA、CDC25A、CDK2蛋白水平下调，拮抗S期阻滞。
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［Abstract］ Background and purpose: LINC00152 is a long non-coding RNA (lncRNA) that is abnormally expressed in 
malignant tumors such as liver cancer, gastric cancer and colon cancer. LINC00152 is involved in biological activities such as 
proliferation, migration and apoptosis. This study mainly investigated the role and mechanism of LINC00152 in temozolomide 
(TMZ)-induced gliosis of glioblastoma stem cell (GSC). Methods: Glioma U251 cells were cultured in the neural stem cell culture 
medium, and the GSC growing into the sphere were extracted as a research object. The expression level of the model cell LINC00152 
was externally up-regulated using the lentiviral transfection method, and we screened the stably expressed cell line with puromycin. 
The expression level of LINC00152 was detected by real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR). The 
cell viability was detected by cell counting kit-8 (CCK-8) method. The cell cycle was detected by flow cytometry. The expressions of 
P53, Cyclin A, CDC25A and CDK2 proteins were detected by Western blot. Results: The extracted GSC grew in a spherical shape, 
and the cell spheres CD133 and Oct-4 were positively expressed. Lentiviral transfection significantly up-regulated the expression 
level of LINC00152 in GSC (P<0.000 1). The treatment of TMZ (200 μg·mL-1) for 48 h significantly reduced the viability of GSC 
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　　脑胶质瘤是常见的颅内原发性恶性肿瘤，

患者的中位生存期仅为15~19个月［1-2］。替莫唑

胺（temozolomide，TMZ）属第二代烷化剂类抗

肿瘤药物，不经过肝脏代谢、易于通过血脑屏

障进入脑脊液，能引起脑胶质瘤细胞周期阻滞

和凋亡，疗效确切［3］。但TMZ单独使用对恶性

脑胶质瘤的有效率仍不足50%，这是临床治疗所

面临的严重挑战。LINC00152是异常表达于肝

癌、胃癌及结肠癌等恶性肿瘤中的长链非编码

RNA（long non-coding RNA，lncRNA）之一，

参与细胞增殖、迁移及转移等生物学行为［4-6］。

最新研究显示，LINC00152与脑胶质瘤患者不

良预后相关，下调LINC00152基因表达可抑制脑

胶质瘤细胞的体内生长［7］。还有研究显示，上

调LINC00152可促进胶质瘤细胞侵袭［8］，提示

LINC00152参与胶质瘤细胞的恶性生物学行为。

脑胶质瘤干细胞（glioblastoma stem cell，GSC）

是存在于脑胶质瘤中的一类细胞，具有自我更新

迅速、无限增殖及多向分化潜能［9］。并且GSC
与神经干细胞类似，在脑胶质瘤耐药和复发中起

到关键性作用［10］，但LINC00152与TMZ诱导的

GSC周期阻滞的关系尚未见报道。本研究以神经

干细胞培养液培养脑胶质瘤U251细胞，提取成

球生长的GSC作为研究对象，以重组LINC00152
基因慢病毒表达载体转染GSC，获得过表达

LINC00152的GSC，并以嘌呤霉素筛选过表达

LINC00152的细胞株，观察LINC00152在TMZ诱

导GSC周期阻滞中的作用及其机制。

1 材料和方法

1.1  细胞株及主要试剂

　　人脑胶质瘤U251细胞购自中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库；TMZ（货号34219）

购自美国Sigma公司；胎牛血清（fetal bovine 
serum，FBS）、MEM全培养基、无血清干细胞

MEM培养基、PBS、重组碱性成纤维细胞生长

因子（basic fibroblast growth factor，bFGF）和表

皮生长因子（epidermal growth factor，EGF）购

自美国Gibco公司；CD133抗体（货号64326S）

和Oct-4抗体（货号2750S）购自美国CST公司；

GAPDH抗体（货号AP0063）、抗兔IgG-HRP
二抗（货号BS13278）、抗小鼠IgG-HRP二抗

（货号BS12478）购自南京巴傲得生物科技有

限公司；总蛋白提取试剂盒和细胞裂解液购自

上海碧云天生物技术有限公司；聚偏二氟乙烯

（polyvinylidene difluoride，PVDF）膜购自美国

Millipore公司；LINC00152慢病毒表达载体转染

试剂盒购自上海吉凯基因化学技术有限公司。

1.2  细胞培养、GSC提取

　　U251细胞以含15%FBS及1%青链霉素的

MEM培养基培养细胞放置于37 ℃、CO2体积分

数为5%的培养箱中。将U251细胞转至无血清的

神经干细胞培养液（含20 pg/L bFGF和20 pg/L 
EGF）中并加入B27补充剂培养并分离GSC。

1.3  免疫荧光鉴定GSC标志蛋白表达

　　GSC在4%多聚甲醛中固定30 min后，室温下用

Triton X-100透核膜10 min。用含5%牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA）的PBS封闭2 h，于

4 ℃下温育一抗CD133（1∶400）和Oct-4（1∶500）过

夜，同时以4’,6-二脒基-2-苯基吲哚（4’,6-diamidino-
2-phenylindole，DAPI）染核。室温温育荧光二抗 

2 h，PBS洗片后应用荧光显微镜观察拍照。

1.4  构建LINC00152过表达细胞株

　　以重组LINC00152基因慢病毒表达载体转染

GSC细胞构建LINC00152过表达细胞株，设立

(P<0.000 1), while the overexpression of LINC00152 was resistant to the induction effect of TMZ compared with the no-load control 
(P<0.000 1). TMZ treatment for 48 h significantly increased the S phase ratio of GSC (P<0.000 1), while LINC00152 overexpression 
was resistant to TMZ induction compared with the empty control (P<0.000 1). The expressions of Cyclin A, CDC25A and CDK2 in 
GSC were significantly down-regulated by TMZ for 48 h (P<0.000 1), while the expression of P53 protein was up-regulated (P<0.000 
1). Compared with the empty control, overexpression of LINC00152 was resistant to the induction of TMZ (P<0.000 1). Conclusion: 
Overexpression of lncRNA LINC00152 inhibited TMZ-induced up-regulation of P53 protein expression and down-regulation of 
Cyclin A, CDC25A and CDK2 protein expressions, and antagonized S phase arrest of GSC.
［Key words］ Long non-coding RNA; LINC00152; Temozolomide; Cell cycle; Glioma
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过表达（LV-LINC00152）组和空载对照（LV）

组，同时以正常GSC作为空白对照组。将U251
细胞以每孔3×106个接种于6孔板中，当细胞汇

合度达50%时进行转染。转染前配制病毒稀释

液，各配备两管1 mL含10 μg/mL聚凝胺的MEM
全培养基，分别加入100 μL重组LINC00152基

因慢病毒原液和空载病毒原液，轻轻混匀。LV-
LINC00152组加入重组LINC00152基因慢病毒稀

释液，LV组加入空载病毒稀释液，空白对照组细

胞加入等量培养基，在37 ℃、CO2体积分数为5%

的条件下过夜培养，12 h时更换为MEM全培养

基，继续培养至对数期传代，嘌呤霉素筛选稳定

过表达LINC00152的细胞株。

1.5  实时荧光定量聚合酶链反应（real-t ime 

fluorescence quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR）检测LINC00152表达水平

　　收集LV-LINC00152组、LV组和空白对照

组细胞，TRIZOL法提取细胞总RNA，用酶标

仪对各组细胞总RNA浓度进行定量，各取1 μg
进行反转录，稀释cDNA至500 μL，充分混匀备

用。各引物按正向引物与反向引物1∶1稀释，

利用SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ在ABI 7300型 

RTFQ-PCR系统中进行扩增，反应条件：95 ℃  
10 s，95 ℃ 10 s，60 ℃ 60 s，共40个循环，每组

设置6个复孔。2-△△Ct法计算LINC00152的相对表

达水平。

1.6  TMZ处理

　　取空白对照组、LV组及LV-LINC00152组

细胞，TMZ（200 μg·mL -1）处理LV组及LV-
LINC00152组细胞48 h，设立TMZ+LV组和

TMZ+LV-LINC00152组。空白对照组和LV组以等

量TMZ溶剂处理48 h。

1.7  细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，

CCK-8）法检测细胞活力

　　取所需空白对照组、LV组及LV-LINC00152
组细胞，铺于96孔板中，每孔细胞数为6×103

个，培养过夜后以TMZ处理细胞，每组设置5个

复孔，同时设立调零孔和对照孔。继续培养48 h
后每孔加入10 μL CCK-8溶液，培养箱温育3 h，

酶标仪测定450 nm处的吸光度（D）值，计算细

胞活力。

1.8  流式细胞术检测细胞周期  

　　将处理好的各组细胞用不含乙二胺四乙酸

（ethylenediaminetetraacetic acid，EDTA）的胰

酶消化。收集细胞于离心管中，1 200 rpm离心 

5 min，PBS洗2次后用70%乙醇在4 ℃环境中固定

30 min，固定结束后1 200 rpm离心5 min，PBS洗

2次，1 200 rpm离心5 min，加入300 μL PI/RNase
染色液，室温避光温育60 min，将温育好的细胞

悬液加入样品管中，用流式细胞仪在488 nm激发

光处检测。

1.9  蛋白质印迹法（Western blot）检测蛋白水平

　　药物处理各组细胞48 h后，取出细胞并以蛋白

刮刀将贴壁细胞刮下，收集细胞悬液并1 200 rpm
离心5 min，弃去上清液，PBS清洗1遍，1 200 rpm
离心5 min，弃去上清液，将管内液体吸净，各组细

胞加入含1 mmol/L苯甲基磺酰氟的RIPA细胞裂

解液，冰上裂解液裂解10 min，4 ℃下12 000 rpm
离心20 min，吸取上清液置于冰上备用，二喹啉甲

酸（bicinchoninic acid，BCA）法进行定量，制备样

品。十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，
SDS-PAGE）分离蛋白（各样品上样量为30 μg），

转膜，5%脱脂牛奶封闭PVDF膜4 h，洗膜缓冲液 

（tris buffered saline Tween，TBST）洗膜3次，每次 

10 min；然后按要求加入CD133（1∶2 000）、Oct-4
（1∶1 000）或GAPDH抗体（1∶1 000）4 ℃温育过

夜。第2天，TBST 洗膜3次，再加入相应的二抗 

（1∶5 000），室温温育1 h，以ECL化学发光液进行显

色，凝胶成像仪进行成像并检测灰度值。

1.10  统计学处理

　　应用SPSS 11.0软件进行统计学分析，数据以

x±s表示。两组间比较采用两独立样本资料的t检
验，多组间比较采用单因素方差分析，两两多重

比较方法用LSD-t检验。检验水准α=0.05，P<0.05
为差异有统计学意义（双尾）。

2 结  果

2.1  GSC的分离鉴定

　　U251细胞在含有10%FBS的MEM培养基中以

张良龙,等  LncRNA LINC00152过表达在替莫唑胺诱导脑胶质瘤干细胞周期阻滞中的作用机制探讨



《中国癌症杂志》2020年第30卷第5期 331

单层细胞贴壁生长。生长24 h后用干细胞培养液

进行分离培养，细胞以球形悬浮状态生长。免

疫荧光染色发现GSC表达干细胞标志物CD133和

Oct-4，表明GSC分离培养成功（图1）。

图 1  GSC中CD133和Oct-4蛋白表达变化

Fig. 1  Changes in CD133 and Oct-4 protein expressions in GSC

2.2  各组GSC中LINC00152表达水平

　　各组细胞生长至对数期后以RTFQ-PCR检

测LINC00152水平，结果显示，空白对照组、

LV组和LV-LINC00152组GSC中LINC00152 RNA
相对表达水平分别为0.32±0.02、0.33±0.03和

1.56±0.12，组间总体比较存在差异（F=519.3，

P＜0.000 1），与LV组相比，LV-LINC00152
组 L I N C 0 0 1 5 2  R N A 相 对 表 达 水 平 明 显 上 调 

（P＜0.000 1，图2）。

图 2  各组LINC00152表达水平

Fig. 2  Expression level of LINC00152 in each group
**: P＜0.000 1, compared with LV group

2.3  LINC00152抵抗TMZ诱导的GSC细胞活力

降低

　 　 T M Z 处 理 4 8  h 后 ， C C K - 8 结 果 显

示 ， 空 白 对 照 组 、 LV 组 、 T M Z + LV 组 和

T M Z + LV- L I N C 0 0 1 5 2 组 G S C 细 胞 活 力 分 别

为100.0%、（98.2±9.6）%、（46.2±4.5）%

和 （ 7 7 . 3 ± 6 . 8 ） % ， 组 间 总 体 比 较 存 在 差 异

（F=62.76，P＜0.000 1），空白对照组和LV组

无明显差异；与LV组相比，TMZ+LV组细胞活

力明显降低（P＜0.000 1）；而与TMZ+LV组相

比，TMZ+LV-LINC00152组细胞活力明显升高

（P=0.000 1，图3）。

图 3  各组细胞活力变化

Fig. 3  Changes in cell viability of each group
**: P＜0.000 1, compared with LV group; △△: P=0.000 1, compared 
with TMZ+LV group

2.4  LINC00152抵抗TMZ诱导的GSC周期改变

　　TMZ处理48 h后，以流式细胞术检测细胞周

期，结果显示，空白对照组、LV组、TMZ+LV
组和TMZ+LV-LINC00152组S期GSC细胞比例

分别为（9.88±2.26）%、（10.21±3.16）%、
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（37.28±5.12）%和（17.75±4.06）%，各组间

总体比较差异明显（F=34.33，P<0.000 1），

空 白 对 照 组 和 LV 组 相 比 无 明 显 差 异 ； 与 LV
组 相 比 ， T M Z + LV 组 S 期 细 胞 比 例 明 显 增 加

（ P ＜ 0 . 0 0 0  1 ） ； 而 与 T M Z + LV 组 相 比 ，

TMZ+LV-LINC00152组S期细胞比例明显降低 
（P=0.000 2，图4）。

图 4  各组细胞周期变化

Fig. 4  Cell cycle changes in each group

2.5  LINC00152逆转TMZ诱导的GSC中S期相

关蛋白水平

　　TMZ处理48 h后，Western blot检测各组

P53、Cyclin A、CDC25A和CDK2蛋白水平变

化，结果显示，空白对照组、LV组、TMZ+LV组

和TMZ+LV-LINC00152组组间P53（F=65.23，P
＜0.000 1）、CyclinA（F=41.85，P=0.000 1）、 

CDC25A（F=34.38，P＜0.000 1）、CDK2

（F=52.22，P＜0.000 1）蛋白水平总体差异明

显。空白对照组和LV组相比无明显差异；与LV
组相比，TMZ+LV组Cyclin A、CDC25A、CDK2
蛋白水平明显下调（P＜0.000 1），P53蛋白表达

明显上调（P＜0.000 1）；而与TMZ+LV组相比，

TMZ+LV-LINC00152组Cyclin A、CDC25A、CDK2
蛋白表达明显上调（P＜0.000 1），P53蛋白水平

明显下调（P＜0.000 1，图5）。
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3 讨  论

　　GSC是存在于脑胶质瘤中的一类自我更新迅

速、无限增殖及具有多向分化潜能的细胞［9］。研

究［10］显示，GSC与神经干细胞类似，在脑胶质

瘤耐药和复发中起到关键性作用。文献［11-12］报

道，lncRNA LINC00152异常表达于胶质瘤、肝

癌、胃癌及结肠癌等恶性肿瘤中。最新研究［7］

显示，LINC00152与脑胶质瘤临床不良预后相

关，下调LINC00152基因表达可抑制脑胶质瘤细

胞的体内生长，提示LINC00152在胶质瘤中可能

发挥促癌效应。本研究以神经干细胞培养液培养

脑胶质瘤U251细胞，分离成球生长的细胞球。

免疫荧光实验发现，细胞CD133和Oct-4蛋白水平

明显上调。CD133和Oct-4已被公认为干细胞标志

物用于多种肿瘤干细胞研究［13］。有研究显示，

CD133或Oct-4阳性表达是肿瘤细胞获得干细胞

特性的标志之一，提示本研究［14-15］成功提取了

GSC细胞球。

　　TMZ作为脑胶质瘤的一线化疗药物，能引

起脑胶质瘤细胞周期阻滞和凋亡，具有确切的

疗效［3］，但TMZ治疗一段时候后往往会失去疗

效。为观察LINC00152在TMZ诱导GSC周期阻滞

中的作用，本研究以慢病毒转染法外源性上调

LINC00152表达水平并以嘌呤霉素筛选稳定表达

的GSC细胞株。结果发现，TMZ能诱导GSC细胞

活力降低和S期阻滞，而LINC00152过表达能抑制

上述效应，提示LINC00152可能通过减少S期阻

滞从而抵抗TMZ诱导的GSC细胞活力降低。本研

究进一步观察了S期相关蛋白的表达变化，结果

显示，TMZ能诱导Cyclin A、CDC25A、CDK2蛋

白表达下调以及P53蛋白表达上调，而LINC00152
过表达可抑制上述效应。研究［16-17］表明，Cyclin 
A-CDK2是细胞S期启动DNA复制的重要复合物。

另有文献［18］报道，多柔比星可诱导肝癌HepG-2
细胞S期阻滞，从分子水平上发现细胞Cyclin A、

CDK2及CDC25A表达下调。还有研究［19］显示， 

miR-155可通过上调P53蛋白表达诱导前列腺癌细

胞周期阻滞，提示本研究中的TMZ可能通过下调

Cyclin A、CDK2、CDC25A蛋白表达及上调P53蛋

白表达，从而诱导GSC细胞S期周期阻滞，而过

表达LINC00152可抑制上述效应。

　　综上所述，TMZ可通过下调Cycl in  A、

CDC25A、CDK2蛋白表达及上调P53蛋白表

达，进而诱导GSC细胞S期阻滞。本研究发现，

lncRNA LINC00152可抑制TMZ诱导的GSC细胞

P53、Cyclin A、CDC25A、CDK2蛋白表达变化

及S期阻滞，这些研究结果有望为临床治疗脑胶

图 5  各组细胞S期相关蛋白表达变化

Fig. 5  Changes of S-phase related protein expression in each group

A: Cell protein imprints of each group; B: Relative protein expression levels of each group; **: P＜0.000 1, compared with LV group; △△: P＜0.000 1, 
compared with TMZ+LV group
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质瘤提供新的思路。但lncRNA LINC00152在脑胶

质瘤中的生物学功能还有待于更多研究证实。
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