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lncRNA FAM95B1在胶质瘤中的表达及其影响LN382细胞增殖和迁移

的可能机制

曹永胜△，何昊沅，陈丹，郭洪波△，姚亮（安徽医科大学合肥第三临床学院 暨 合肥市第三人民医院 神经外科，

安徽 合肥 230022）

[摘 要] 目的：探讨 lncRNA FAM95B1 对胶质瘤细胞增殖和迁移能力的影响并探究其相关作用机制。方法：选取2018年

1月至2020年8月于合肥市第三人民医院行手术治疗的38例胶质瘤患者的胶质瘤组织及癌旁组织标本，利用qPCR检测胶质瘤

组织与4种细胞系中FAM95B1的表达水平，以表达最低的胶质瘤LN382细胞为研究对象，转染空载质粒（对照组）或pcDNA3.1-

FAM95B1质粒（实验组）。MTT法和划痕实验检测FAM95B1对LN382细胞增殖和迁移能力的影响。生物信息学分析技术和双

荧光素酶基因报告实验预测并验证FAM95B1与miR-26a-5p及PTEN之间的相互作用机制，应用 qPCR和WB法检测FAM95B1

对miR-26a-5p和PTEN表达的影响。结果：FAM95B1在胶质瘤组织中的表达明显低于癌旁组织（P<0.01）。FAM95B1在多种

胶质瘤细胞系中的表达均明显低于正常脑胶质细胞（均P<0.01）。过表达FAM95B1可以下调LN382细胞的增殖（P<0.05）和迁移

能力（P<0.01）。FAM95B1 能够靶向结合 miR-26a-5p（P<0.01），miR-26a-5p 能够靶向结合 PTEN mRNA（P<0.01）。过表达

FAM95B1可下调LN382细胞中miR-26a-5p的表达（P<0.01），促进PTEN mRNA的表达（P<0.01）。结论：在胶质瘤组织和细胞

系中异常低表达的FAM95B1通过发挥竞争性内源RNA的功能抑制miR-26a-5p的表达而增强PTEN蛋白表达，抑制胶质瘤细胞

系LN382的增殖和迁移。
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Expression of lncRNA FAM95B1 in glioma and the possible mechanism of its
effect on the proliferation and migration of LN382 cells

CAO Yongsheng△ , HE Haoyuan, CHEN Dan, GUO Hongbo△ , YAO Liang (Department of Neurosurgery, The Third Clinical College

of Hefei & The Third People's Hospital of Hefei, Anhui Medical University, Hefei 230022, Anhui, China)

[Abstract] Objective: To explore the effects of long-chain non-coding RNA (lncRNA) FAM95B1 on the proliferation and migration of

glioma cells and explore its related mechanisms. Methods: The glioma tissues and corresponding para-cancerous tissues of 38 glioma

patients who underwent surgical treatment in The Third People's Hospital of Hefei from January 2018 to August 2020 were selected for

this study. qPCR was used to detect the expression level of FAM95B1 in glioma tissues and cell lines. LN382 cells with the lowest

FAM95B1 expression were used as the research object and transfected with empty plasmid (control group) or pcDNA3.1-FAM95B1

plasmid (experimental group). MTT assay and Scratch test were used to detect the effect of FAM95B1 on the proliferation and

migration of LN382 cells. Bioinformatics tools were used to predict the relationship among FAM95B1, miR-26a-5p, and the

phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten (PTEN), which was further verified by Dual-luciferase reporter gene

assay. qPCR and Western blotting were used to detect the effect of FAM95B1 on the expression of miR-26a-5p and PTEN. Results:

The expression of FAM95B1 in glioma tissues was significantly lower than that in para-cancerous tissues (P<0.01). The expression of

FAM95B1 in various glioma cell lines was significantly lower than that in normal brain glial cells (all P<0.01). Overexpression of

FAM95B1 could inhibit the proliferation (P<0.05) and migration ability (P<0.01) of LN382 cells. FAM95B1 could complementarily

bind with miR-26a-5p (P<0.01), and miR-26a-5p could complementarily bind with PTEN mRNA (P<0.01). Overexpression of

FAM95B1 could down-regulate the expression of miR-26a-5p (P<0.01)，and promote the mRNA and protein expression of PTEN

(P<0.01) in LN382 cells. Conclusion: The abnormally low expression of FAM95B1 in glioma tissues and cell lines inhibits the
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expression of miR-26a-5p by exerting the function of competitive endogenous RNA to enhance PTEN gene expression, and inhibits the

proliferation and migration of glioma cell line LN382.
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胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，起

源于神经外胚层[1]。胶质瘤的恶性程度较高，具有生

长迅速、转移性强、复发率高等特点，患者预后较

差[2]。因此，寻找新的分子治疗靶点的研究意义重

大。lncRNA是一种长度大于 200 nt的转录本，不能

编码蛋白质，主要在表观遗传水平、转录水平、转录

后水平等层面影响基因的表达，调控细胞的分化、增

殖、发育、迁移、侵袭等生理病理活动[3-4]。lncRNA是

近些年来肿瘤研究领域的热点，其在胶质瘤、胰腺

癌、肺癌等多种肿瘤组织中异常高表达或低表达[5-6]。

在胶质瘤中，lncRNA的研究较少，其在胶质瘤发生、

发展中的作用机制值得探究。其中 ，lncRNA

FAM95B1 的 研 究 目 前 尚 少 ，仅 有 研 究[7] 表 明

FAM95B1与甲状腺癌的颈淋巴结转移和患者预后相

关，FAM95B1表达水平高的患者生存期更长。本研

究旨在探讨FAM95B1在胶质瘤中的表达、功能及其

分子生物学机制。

1 资料与方法

1.1 临床样本

收集 2018年 1月至 2020年 8月安徽医科大学合

肥第三临床学院（合肥市第三人民医院）神经外科行

手术治疗的胶质瘤患者的38对胶质瘤组织及癌旁组

织标本，均经病理学证实。患者男23例、女15例，年

龄 47～71 岁，中位年龄 52 岁，平均年龄（56.14±

13.65）岁。肿瘤直径≤3 cm者 26例，直径>3 cm者

12例。根据第4版《WHO中枢神经系统肿瘤分类》标

准分类，高分化 29例、中分化 7例、低分化 2例，Ⅰ期

19例、Ⅱ期13例、Ⅲ期6例。所有组织标本切取后立

即于液氮中冷冻。所有患者术前均未行化疗、放疗

及免疫治疗。本研究经医院伦理委员会审查批准，

所有患者或家属均签署知情同意书。

1.2 细胞与主要试剂

正常脑胶质细胞（HEB）和胶质瘤细胞（SNB-19、

LN382、U87MG、U251）均购自中国科学院上海细胞

库。脂质体LipofectamineTM 3000转染试剂购自美国

Invitrogen 公 司 ，pcDNA3.1-FAM95B1 质 粒 、

pcDNA3.1空载质粒、miR-26a-5p模拟物（mimic）、阴

性对照序列（NC）、FAM95B1野生型（WT）与突变型

（MUT）荧光素酶报告基因质粒、PTEN野生型（WT）

与突变型（MUT）荧光素酶报告基因质粒均购自广州

瑞博生物科技有限公司，胎牛血清、RPMI 1640培养

基、DMEM/F12 培养基均购自美国 Hyclone 公司，

qPCR试剂盒购自上海索莱宝生物科技有限公司，噻

唑蓝（methyl thiazol tetrazolium，MTT）试剂盒和二

甲基亚砜均购自美国 Sigma 公司，一抗（PTEN、

claudin-1、E-cadherin、N-cadherin、slug、α -tubulin 抗

体）、辣根过氧化物酶标记的二抗和荧光素酶报告基

因检测试剂盒均购自美国Abcam公司。

1.3 细胞培养及转染

HEB、U87MG、U251细胞复苏后采用含 10%胎

牛血清的DMEM/F12培养基培养，SNB-19、LN382细

胞复苏后采用含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养基

培养，所有细胞均在37 ℃、5%CO2条件下培养。以对

数生长期的LN382细胞为研究对象，转染前更换为

Opti-MEM 培养基，将 50 ng pcDNA3.1-FAM95B1 质

粒（实验组）或 pcDNA3.1空载质粒（对照组）分别转

染至 LN382 细胞，参考 LipofectamineTM 3000 说明书

进行转染。转染 6 h 后，更换为含 10% 胎牛血清的

RPMI 1640培养基继续培养。

1.4 qPCR检测FAM95B1、PTEN mRNA和miR-26a-5p

在细胞中的表达

参照TRIzol说明书提取组织和细胞系总RNA，

超微量分光光度计检测纯度和浓度后，将总RNA逆

转录为 cDNA，根据 qPCR 试剂盒说明书扩增，以

GAPDH或U6为内参。引物序列：FAM95B1上游引

物为 5'-AACGTAGGCACCGCAGAC-3'，下游引物为

5'-CCTCCCAGAACATGACACG-3'；GAPDH 上游引

物为 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'，下游引物

为 5'-GAAGATGGTGGGATTTC-3'；U6 上游引物为

5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'，下 游 引 物 为 5'-

AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'；PTEN上游引物为

5'-AGGGACGAACTGGTGTAATGA-3'，下游引物为

5'-CTGGTCCTTACTTCCCCATAGAA-3'；miR-26a-5p

上游引物为5'-GACGGTACCTTGTCCCTGAATGTA‐

ACTCG-3'，下游引物为 5'-GTTCTCGAGAAAGCA

GTCCCAGCCTAAA-3'。采用2-ΔΔCt方法进行定量。

1.5 MTT法检测过表达FAM95B1对LN382细胞增

殖的影响

取转染后的LN382细胞接种于 96孔板中，细胞

密度为 4×103 个 /孔，每孔加 200 μ l 细胞培养基。

分别于第 1、2、3、4、5天每孔加入 20 μl的MTT（浓度

为 5 mg/ml），培养箱培养 4 h，弃去培养基，每孔加

170 µl二甲基亚砜，振荡15 min。酶标仪测定490 nm
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波长处每孔的光密度（D）值，以D值代表细胞增殖水

平，绘制LN382细胞生长曲线。

1.6 划痕实验检测过表达 FAM95B1对LN382细胞

迁移的影响

用标记笔在 6 孔板背面划横线，取转染后的

LN382细胞接种于 6 孔板中，8×104个/孔，每组均设

3个复孔。当细胞汇合度达 90%，用 200 μl移液器吸

头在 6孔板内部划线，保证垂直于标记笔的横线，在

倒置显微镜下观察、拍照，采用 Image J软件测定划痕

距离（T1），继续培养 24 h，在倒置显微镜下观察、拍

照，采用 Image J软件测定划痕距离（T2），划痕愈合

率=（T1-T2）/T1×100%。

1.7 双荧光素酶报告基因实验验证 FAM95B1 及

miR-26a-5p与PTEN mRNA的靶向结合

生物信息学分析（LncBase Predicted v.2 在线数

据库）显示，FAM95B1与miR-26a-5p具有结合位点，

miRTarBase 在线数据库分析显示 miR-26a-5p 与

PTEN mRNA 具有结合位点。取对数生长期的

LN382 细胞以 4×103 个/孔接种于 96 孔板中，参考

LipofectamineTM 3000说明书将FAM95B1或PTEN的

野生型（WT）或突变型（MUT）双荧光素酶报告基因

质粒及miR-26a-5p模拟物与NC共转染入LN382细

胞，每组 3个复孔，转染后 48 h参考荧光素酶报告基

因检测试剂盒说明书检测相对荧光素酶活性。

1.8 WB实验检测PTEN和EMT相关蛋白的表达水平

取转染后的LN382细胞加入细胞裂解液及蛋白

酶抑制剂，提取总蛋白。采用BCA法定量蛋白后，采

用SDS-PAGE分离蛋白，采用湿转法将分离的蛋白质

转移到 PVDF 膜，加入 5% 脱脂牛奶在室温下封闭

100 min，加入一抗 PTEN（1∶1 000稀释）、α-tubulin

（1∶1 000）、claudin-1（ 1∶3 000 稀释）、E-cadherin

（1∶1 000稀释）、N-cadherin（1∶2 000）、slug（1∶2 000）

抗体，4 ℃孵育过夜；加入辣根过氧化物酶标记的

二抗，室温孵育100 min。滴加 ECL 发光液显影，以

α-tubulin为内参分析各相关蛋白的表达水平。

1.9 统计学处理

应用SPSS 20.0软件进行统计学分析，符合正态

分布的计量资料均采用 x̄±s 表示，两组间均数比较采

用独立样本 t检验，多组间均数比较采用单因素方差

分析，以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 FAM95B1在胶质瘤组织和细胞系中均呈低表达

qPCR检测结果显示，与癌旁组织相比，胶质瘤

组织中 FAM95B1 的表达显著降低（1.62±0.46 vs

5.23±0.83，P<0.01）；与正常脑胶质细胞相比，胶质瘤

细胞 SNB-19、LN382、U87MG、U251 中 FAM95B1 的

表达均显著降低（P<0.01），其中以 LN382 细胞中

FAM95B1的表达量最少，见图1。

**P<0.01 vs HEB cells

图1 FAM95B1在胶质瘤细胞系和正常脑胶质

细胞中的表达水平

Fig.1 Expression level of FAM95B1 in glioma cell lines and

normal brain glial cells

2.2 转染 pcDNA3.1-FAM95B1 质粒可上调 LN382

细胞中FAM95B1的表达水平

转染 pcDNA3.1-FAM95B1质粒后，qPCR检测结

果显示，实验组LN382细胞中FAM95B1的表达相比

对照组明显增加（11.76±1.25 vs 1.08±0.22，P<0.01），

表明成功构建了FAM85B1过表达的LN382细胞。

2.3 过表达FAM95B1抑制LN382细胞的增殖

MTT法检测结果（图 2）显示，在第 3、4、5天，实

验组LN382细胞D值均明显低于对照组（均P<0.05），

表明转染pcDNA3.1-FAM95B1质粒后LN382细胞的

增殖能力显著降低。

2.4 过表达FAM95B1抑制LN382细胞的迁移

划痕实验结果（图3）显示，实验组LN382细胞的

划痕愈合率明显小于对照组 [（32.82±4.21）% vs

（71.15±8.87）% ，P<0.01]，表 明 转 染 pcDNA3.1-

FAM95B1质粒后LN382细胞的迁移能力显著降低。

2.5 FAM95B1及miR-26a-5p与PTEN的靶向结合

LncBase Predicted v.2 在线数据库预测结果

（图 4A）显示，FAM95B1 与 miR-26a-5p具有潜在结

合位点。miRTarBase 在线数据库预测（图 4B）显

示，miR-26a-5p与 PTEN mRNA具有潜在结合位点。

双荧光素酶报告基因实验结果（图5）表明，在LN382

细 胞 中 ，与 转 染 FAM95B1-WT+NC 相 比 ，转 染

FAM95B1-WT+miR-26a-5p模拟物时，LN382细胞的

相对荧光素酶活性被明显抑制（P<0.01）；与转染

PTEN mRNA-WT+NC相比，转染PTEN mRNA-WT+

miR-26a-5p时，LN382细胞的相对荧光素酶活性被明

显抑制（P<0.01）。
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*P<0.05 vs Control group

图2 过表达FAM95B1对LN382细胞增殖的影响

Fig.2 Effect of FAM95B1 overexpression on the

proliferation of LN382 cells

图3 过表达FAM95B1对LN382细胞迁移的影响（×100）

Fig.3 Effect of FAM95B1 overexpression on the migration of

LN382 cells (×100)

2.6 过表达 FAM95B1 对 LN382 细胞中 miR-26a-5p

和PTEN mRNA表达的影响

qPCR 检测结果显示，实验组的 LN382 细胞中

miR-26a-5p 的表达显著低于对照组（0.29±0.07 vs

1.03±0.13，P<0.01），PTEN mRNA的表达显著高于对

照组（6.31±1.09 vs 1.07±0.25，P<0.01），结果表明转染

pcDNA3.1-FAM95B1质粒后LN382细胞中miR-26a-5p

的表达被下调，PTEN mRNA的表达被上调。

2.7 过表达 FAM95B1 对 LN382 细胞中 PTEN 和

EMT相关蛋白表达的影响

WB 检测显示（图 6），与对照组相比，过表达

FAM95B1 后，PTEN 蛋白表达上调，上皮表型蛋白

claudin-1、E-cadherin 表达明显增加，间质表型蛋白

N-cadherin、slug表达明显降低（均P<0.01）。

A: Potential binding sites between FAM95B1 and miR-26a-5p;

B: Potential binding sites between miR-26a-5p and PTEN mRNA

图4 FAM95B1及miR-26a-5p与PTEN的潜在结合位点

Fig.4 Potential binding sites between FAM95B1 and miR-

26a-5p as well as between miR-26a-5p and PTEN

**P<0.01 vs FAM95B1-WT+NC or PTEN mRNA-WT+NC

A: The targeted relationship between miR-26a-5p and FAM95B1 was verified by Dual luciferase reporter gene assay;

B: The targeted relationship between miR-26a-5p and PTEN mRNA was verified by Dual luciferase reporter gene assay

图5 双荧光素酶报告基因实验验证miR-26a-5p分别与FAM95B1和PTEN的靶向结合

Fig.5 The targeted binding between miR-26a-5p and FAM95B1 as well as between miR-26a-5p and

PTEN was verified by Dual-luciferase reporter gene assay

3 讨 论

lncRNA经RNA聚合酶Ⅱ剪切合成，在细胞中的

表达具有空间特异性和时间特异性[8]。lncRNA的二

级结构保守，其可通过影响DNA甲基化、染色质重

构、组蛋白修饰等方式调控基因的表达[9]。lncRNA

在维持细胞正常生理活动中发挥重要作用，lncRNA

表达失调与肿瘤发生、进展的关系被广泛报道 [10]。
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越来越多的 lncRNA，如SCAMP1[11]、HOXA11-AS[12]、

LINC01116[13]等被发现参与调控胶质瘤细胞的增殖、

迁移及代谢。研究[7]表明，FAM95B1可能在肿瘤中

发挥抑癌基因作用。而 FAM95B1在胶质瘤中作用

的研究尚少见报道。本研究发现，FAM95B1在胶质

瘤组织和细胞系中的表达显著高于癌旁组织或正常

脑胶质细胞，表明 FAM95B1 可能参与胶质瘤的发

生、发展过程。本研究进一步发现，在胶质瘤LN382

细胞中过表达FAM95B1可显著抑制细胞的迁移、增

殖，推测FAM95B1在胶质瘤细胞中可能发挥抑癌基

因作用。

图6 过表达FAM95B1对胶质瘤LN382细胞中PTEN和EMT相关蛋白表达的影响

Fig.6 Effect of FAM95B1 overexpression on the expression of PTEN and EMT-related proteins in LN382 cells

竞争性内源RNA（competitive endogenous RNA，

ceRNA）是指 lncRNA通过竞争性结合miRNA，抑制

miRNA与靶基因mRNA的结合，从而减弱miRNA对靶

基因mRNA的降解或者翻译抑制作用[14]。本研究通过

生物信息技术分析发现，miR-26a-5p与FAM95B1具有

潜在结合位点。miR-26a-5p 属于 miR-26a家族，其在

膀胱癌、肺癌、骨肉瘤等肿瘤中表达明显上调，沉默

miR-26a-5p表达可抑制肿瘤细胞的生长、转移[15-16]；双

荧光素酶报告基因实验验证了miR-26a-5p能够直接靶

向结合FAM95B1。本研究结果显示，上调FAM95B1后，

胶质瘤细胞中miR-26a-5p的表达明显降低，FAM95B1

可互补结合miR-26a-5p发挥ceRNA作用。

本研究通过生物信息技术分析发现，miR-26a-5p

与PTEN mRNA具有潜在结合位点，双荧光素酶报告

基因实验验证了 miR-26a-5p 能够直接靶向结合

PTEN mRNA。本研究结果显示，miR-26a-5p可以靶

向作用于 PTEN mRNA，PTEN是miR-26a-5p的靶基

因。PTEN是一种具有磷脂酶活性的抑癌基因，其常

在肿瘤的发生过程中失活，恢复其表达可抑制肿瘤

细胞的增殖、转移、耐药性等[17-18]。PTEN蛋白可负向

调控胶质瘤细胞的进展，如 LINC01198 通过下调

PTEN的表达后，促进胶质瘤细胞的增殖和替莫唑胺

耐药[19]。本研究结果显示，FAM95B1下调miR-26a-

5p 表达后 ，PTEN mRNA 表达明显增加 ，表明

FAM95B1可作为miR-26a-5p的分子海绵调控其靶基

因 PTEN 的表达，从而抑制胶质瘤的生长和转移。

EMT指上皮细胞失去上皮表型、而获得间质表型的

生物学过程，是肿瘤细胞发生转移的重要分子机

制[20]。本研究发现，LN382细胞中PTEN蛋白表达增

加后，上皮表型蛋白 claudin-1、E-cadherin 表达明显

增加，间质表型蛋白N-cadherin、slug表达明显降低，

提示LN382细胞的EMT过程被抑制。

综上所述，本研究发现 FAM95B1 在胶质瘤组

织中异常低表达，FAM95B1 可通过 ceRNA 作用抑

制 miR-26a-5p 表达而促进 PTEN 基因的表达，从

而 抑 制 胶 质 瘤 细 胞 的 增 殖 和 迁 移 能 力 。

FAM95B1 在胶质瘤发生、发展过程中发挥抑癌

作用，FAM95B1/miR-26a-5p/PTEN轴有望成为胶质

瘤的潜在治疗靶点。
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