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[摘 要] 目的：探讨 lncRNA POU3F3通过调节MGMT的表达影响高级别脑胶质瘤细胞对替莫唑胺(temozolomide，TMZ)耐药

及其作用机制。方法：选取2016年1月至2018年1月北京大学国际医院神经外科收治的60例患者组织标本，其中，脑外伤患者

12例（正常组）、初发高级别脑胶质瘤患者30例（初发组）、复发高级别脑胶质瘤患者[复发组，已经接受了手术治疗+TMZ综合治

疗再次复发的人群]18例。采用 1、2、4及 8 μg/ml TMZ诱导U251细胞并维持正常生长 1周以构建抵抗U251 TMZ耐药细胞系

（U251 TMZ-resistance，U251-TR）；正常组采用相同体积的0.9%生理盐水处理U251细胞。采用qPCR和Wb检测正常脑组织及

神经胶质瘤细胞中POU3F3和甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶（methylguanine DNA methyltransferase，MGMT）mRNA和蛋白的表达

水平。慢病毒转染构建稳定干扰POU3F3的U251-TR细胞系（U251-TR stable interference POU3F3，U251-TR siPOU3F3），MTT法

验证U251-TR细胞并检测细胞TMZ IC50值，Wb检测细胞中MGMT蛋白的表达水平。结果：与正常组及初发组比较，复发组

POU3F3表达显著增高（P<0.01），U251-TR细胞TMZ IC50值显著高于U251细胞（P<0.01），U251-TR siPOU3F3细胞TMZ IC50值显

著低于U251-TR细胞（均P<0.01），但高于U251细胞（P<0.01）；U251-TR细胞POU3F3及MGMT mRNA和蛋白的表达水平均高于

U251细胞（均P<0.01），U251-TR siPOU3F3细胞 POU3F3及MGMT mRNA和蛋白表达水平均低于U251-TR细胞（均P<0.01）。

结论：lncRNA POU3F3是促进高级别脑胶质瘤细胞TMZ耐药性的关键因素，可能对临床上TMZ耐药的研究有一定的意义。

[关键词] 长链非编码RNA；POU3F3；脑胶质瘤；替莫唑胺；耐药性；甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶

[中图分类号] R739.41; R392.12 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2019）03-0328-05

lncRNA POU3F3 affects temozolomide-resistance in high-grade glioma cells via
regulating MGMT expression
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surgery, Beijing Tiantan Hospital Affiliated to Capital Medical University, Beijing 100070, China)

[Abstract] Objective: To explore the mechanism of long non-coding RNA POU3F3 (lncRNAPOU3F3) affecting temozolomide

(TMZ)-resistance in high-grade glioma cells via regulating MGMT expression. Methods: Sixty cases of tissues from patients treated at

the Department of Neurosurgery, Peking University International Hospital during January 2016 and January 2018 were collected for

this study, including 12 cases from brain trauma patients (normal group), 30 cases from primary high-grade glioma patients (primary on-

set group) and 18 cases from recurrent high-grade glioma patients (recurrence group, accepted surgery+TMZ already). U251 cells were

induced with TMZ at the concentration of 1, 2, 4 and 8 μg/ml and maintained normal growth for a week to construct TMZ-resistant

U251cell line (U251 TMZ-resistance, U251-TR); and the normal control group was treated with equal volume of physiological saline.

Reverse transcription polymerase chain reaction (qPCR) and Wb were used to detect the mRNA and protein expressions of POU3F3

and MGMT (methylguanine DNA methyltransferase) in normal brain tissues and glioma cells. Lentivirus transfection was used to con-

struct U251 cell line with stable POU3F3 interference (U251-TR siPOU3F3); CCK-8 was used to detect TMZ IC50 value (the half maxi-

mal inhibitory concentration) in each group of U251 cells, and Wb was used to detect the expression of MGMT protein in each group of

cells. Results: Compared with the normal group and primaryonset group, the expression of POU3F3 in recurrence group was signifi-

cantly increased (P<0.01). The TMZ IC50 of U251-TR cells was significantly higher than that of U251 cells (P<0.01), and The TMZ

IC50 of U251-TR siPOU3F3 cells was significantly lower than that of U251-TR cellsbut higher than that of U251 cells (all P<0.01). The

protein and mRNA expressions of POU3F3 and MGMT in U251-TR cells were significantly higher than that in U251 cells (P<0.01),
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while those expressions in U251-TR siPOU3F3 cells were significantly lower than those in U251-TR cells (P<0.01).Conclusion: ln-

cRNA POU3F3 is the key factor to promote TMZ resistance in human high-grade gliomas cells, which may exert certain guiding signifi-

cance in the clinical treatment for TMZ resistance.

[Key words] long non-coding RNA (lncRNA); POU3F3; gliomas; temozolomide(TMZ); drug resistance; methylguanine DNA methyl-

transferase（MGMT）
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颅内恶性肿瘤种类繁多，治疗难度高，绝大多数

预后较差，其中尤以脑胶质瘤最为常见。脑胶质瘤

是由于大脑和脊髓中的胶质细胞发生恶变，常见症

状包括头痛、恶心、呕吐、癫痫和视物模糊等，严重影

响患者生存质量，导致了严重的社会经济负担[1]。随

着外科手术治疗、放疗、化疗及靶向药物等治疗方式

的进步，脑胶质瘤患者预后有所改善，其中替莫唑胺

（temozolomide，TMZ）作为目前临床上治疗脑部胶质

瘤最有效果的药物之一，其有效性及安全性都已经

被广泛证实。然而，TMZ耐药性的产生严重影响了

其临床应用[2]。因此，明确TMZ耐药的形成机制对于

临床用药指导及应用具有重要价值。随着基因技术

的进步，长链非编码RNA（long non-coding RNA，ln-

cRNA）逐渐得到了广泛研究，它能够影响编码蛋白

基因上游启动子的转录、抑制 RNA 聚合酶、干扰

mRNA的剪切等，从而发挥其重要作用，特别是在肿

瘤产生、侵袭与转移等领域上具有特定的作用[3]。

lPOU3F3作为 lncRNA的一种，目前已经报道[1]与肝

细胞癌及结直肠癌等细胞恶性表型密切相关。因

此，本研究对 POU3F3与人脑胶质瘤细胞TMZ耐药

的关系进行了探究，并对其可能的作用机制进行初步

分析，为临床治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 标本、细胞系与主要试剂

选取 2016年 1月至 2018年 1月北京大学国际医

院神经外科收治的 60例患者组织标本，其中脑外伤

患者 12例，初发高级别脑胶质瘤患者 30例，复发高

级别脑胶质瘤患者（已经接受了手术+TMZ综合治疗

再次复发）18例，所有患者均行手术治疗，术中获取

的标本采用液氮保存。本研究以14例脑外伤患者脑

组织为正常组，35例初发高级别脑胶质瘤患者肿瘤

组织为初发实验组（初发组），12例复发高级别脑胶

质瘤患者肿瘤组织为复发实验组（复发组）。患者或

其家属已签署了知情同意书，并经过了医院伦理委

员会的批准。

人脑胶质瘤U251细胞系购自北纳生物公司，人胚

肾细胞293T细胞系购自ATCC公司。替莫唑胺（50 mg/

粒，批号140130-160625，江苏天士力帝益药业有限公司）、

DMEM/F12培养基、嘌呤霉素、CCK-8试剂盒及胎牛血

清均购于美国Hyclone公司，胰蛋白酶、阳离子聚合物

均购于 Sigma公司，转染脂质体Lipofectamine RNAi

MAX Reagent购于美国Thermo Scientific公司，病毒包

装质粒pLP1-gag/pol、pLP2-Rev和pLP-VSVG均购于美

国Addgene公司，RNA提取试剂RNAiso Reagent、RNA

逆转录试剂盒及 SYBR Green核酸荧光染料均购于

TaKaRa公司，无核酶水购于美国Invitrongen公司，甲基

鸟嘌呤-DNA 甲基转移酶（methylguanine DNA meth-

yltransferase，MGMT）一抗（鼠单克隆抗体）购于美国

Abacm公司，甲醇、异丙醇及无水乙醇购于国药集团化

学试剂有限公司。

1.2 人脑胶质瘤U251耐药细胞的制备

U251细胞在75 cm2培养瓶中生长，采用DMEM/

F12培养基＋10%胎牛血清+1%青霉素-链霉素溶液

培养，于37 ℃、5%CO2培养箱中培养。传代时使用胰

蛋白酶消化3 min，含血清培养基终止消化，按照1∶3

的比例，传代并继续培养。以U251细胞为体外胶质

瘤实验模型,根据以往其他文献[4]中的方法选出TMZ

梯度诱导质量浓度：1、2、4及 8 μg/ml。U251细胞从

最低浓度1 μg/ml开始筛选，诱导期间每2~3 d更换1

次含TMZ的培养基，待细胞稳定生长 1周后使用下

一个筛选浓度，直到细胞在8 μg/ml浓度下稳定生长，

即建立了TMZ耐药的U251-TR细胞系。以慢病毒

lncRNA siRNA转染U251-TR细胞作为U251 TMZ耐

药的POU3F3干扰细胞系。U251未抵抗组：U251细

胞以等体积的生理盐水处理，并在 DMEM / F12、

10%FBS、1%青霉素-链霉素培养基生长，放置37 ℃、

5%CO2孵箱中。U251 TMZ 耐药的 lncRNAPOU3F3

干 扰 细 胞 系 的 建 立 ：通 过 10 μl Lipofectamine

RNAiMAX转染 pLP1-gag/pol（每孔 0.75 μg）、pLP2-

Rev（每孔 0.3 μg）和 pLP3-VSVG（每孔 0.45 μg）及目

的质粒（每孔1.5 μg）于293T细胞中，48 h后收集病毒

悬液，0.22 μm过滤器过滤悬液。接种U251-TR细胞

于 6孔板中，在DMEM/F12培养基、10%胎牛血清、1

ml病毒悬液培养，同时加入3 μl聚凝胺，连续感染 2 d，

嘌呤霉素筛选。细胞状态良好后，即完成U251-TR

si-lncRNA的构建。

1.3 qPCR 检测临床样本及 U251、U251-TR、U251-

TR siPOU3F3细胞中FOU3F3表达水平

使用TRIzol提取RNA，提取完成后检测RNA纯

·· 329



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(3)

度后。参考逆转录试剂盒说明书，将提取后的RNA

进行逆转录，得到 cDNA产物。根据 qPCR试剂盒说

明书进行qPCR反应，GAPDH作为内参，以PCR仪进

行定量分析。内参基因GAPDH引物序列：上游为5'-

TGTGGGCATCAATGGATTTGG-3’，下游为 5'-ACA

CCATGTATTCCGGGTCAAT-3’；扩增大小为116 bp。

lncRNA POU3F3 引物序列：上游为 5'-AATCACTG-

CAATTGAAGGAAAAA - 3’，下 游 为 5' - CCTT-

GTTTTCCAACCCTTAGACT- 3’；扩增大小为 241

bp。MGMT 引物序列：上游为 5' -GCACGAAATA-

AAGCTCCTGG-3’，下游为 5'-CAGTCCTCCGGAG-

TAGTTGC-3’；扩增大小为 403 bp。采用 2-△△Ct法计

算FOU3F3表达水平。实验重复3次。

1.4 CCK-8法检测U251及U251-TR细胞的耐药指数

接种对数生长期的待测细胞以每孔 5×103个接

种至 96孔板，培养 24 h待细胞贴壁完成后，弃上清，

加入不同终质量浓度的TMZ与DMEM＋10%FBS的

混合液，浓度设置为 0、0.5、1、2、4、8、16及 32 μg/ml，

设 64 个平行孔，处理 48 h。每孔加入 10 μl CCK-8

液，37 ℃、5%CO2孵箱中孵育2 h，多孔板酶标仪检测

450 nm处光密度（D）值。按照细胞生存曲线计算细

胞半抑制浓度（IC50）及耐药指数。实验重复3次。

1.5 Wb检测U251、U251-TR及U251-TR siPOU3F3细

胞系中MGMT蛋白的表达水平

RIPA裂解液与蛋白酶抑制剂混合后冰上裂解，

离心提取，按照比例加入上样缓冲液煮沸。按照实

验设计，依次上样，并开始电泳。电泳完成后，湿转

至 PVDF 膜，5% 脱脂奶粉封闭，一抗 4 ℃孵育过

夜，二抗 37 ℃孵育 1 h，发光液曝光显影。一抗浓度

比为 1∶1 000，二抗浓度比为 1∶2 000，以 β-actin作为

内参。实验重复3次。

1.10 统计学处理

采用SPSS22.0统计学软件和GraphPad Prism5.0

作图软件，数据以 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，

多组间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 复发组肿瘤组织POU3F3表达水平明显升高

qPCR 检测结果（图 1）显示，初发组及复发组

POU3F3表达水平明显高于正常组（均P<0.01）；复发

组POU3F3表达水平明显高于初发组（P<0.01）。

2.2 转染后U25-TR细胞 IC50值和耐药指数均下降

CCK-8 结果（图 2）显示，处理 48 h 后，U251、

U251-TR 及 U251-TR siPOU3F3 细胞组 TMZ IC50值

分别为（2.748 ± 0.283）、（7.988 ± 0.946）及（5.264 ±

0.471）μg/ml，与U251细胞组相比，U251-TR及U251-

TR siPOU3F3 细胞组 TMZ IC50 值显著增高（均 P<

0.01）；与U251-TR组比较，U251-TR siPOU3F3细胞

组TMZ IC50值显著降低（P<0.01）。与U251-TR细胞

组（耐药指数为2.907）相比，U251-TR siPOU3F3细胞

组耐药指数（1.917）明显降低（P<0.01）。

**P<0.01

图1 不同临床样本中POU3F3表达水平

Fig. 1 Expression of POU3F3 in different clinical samples

图2 U251、、U251-TR及U251-TR si-POU3F3组

细胞TMZ IC50值的比较

Fig. 2 Comparison of TMZ IC50 values among U251, U251-

TR and U251-TR siPOU3F3 cell groups

2.3 U251-TR 组细胞中 POU3F3 和 MGMT mRNA

及蛋白的表达水平明显提高

qPCR检测结果（图 3A)显示，U251组 POU3F3表

达水平明显低于U251-TR组（0.192±0.040 vs 0.540±

0.067，P<0.01）；U251 组 MGMT mRNA 表达水平明

显低于U251-TR组（0.244±0.042 vs 0.617±0.095，P<

0.01）。Wb检测结果（图3B）显示，U251组MGMT蛋

白表达水平明显低于 U251-TR 组（0.104±0.022 vs

0.328±0.057，P<0.01）。

2.4 U251-TR siPOU3F3 组细胞中 POU3F3 及 MG-

MT mRNA及蛋白的表达水平降低

qPCR 检 测 结 果（图 4A）显 示 ，U251-TR 组
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POU3F3表达水平明显明显高于U251-TR siPOU3F3

组（0.612±0.038 vs 0.184±0.021，P<0.01）；U251-TR组

MGMT mRNA表达水平明显高于U251-TR siOU3F3

细胞组（0.653±0.056 vs 0.478±0.023，P<0.05）。Wb检

测结果（图4B）显示，U251-TR组MGMT蛋白表达水

平明显高于 U251-TR siPOU3F3 组（0.340±0.037 vs

0.159±0.042，P<0.01）。

**P<0.01

图3 U251及U251-TR细胞系POU3F3、、

MGMT mRNA(A)及蛋白(B)的表达水平

Fig. 3 MGMA mRNA(A) and protein(B), POU3F3

expression in U251 and U251-TR cell lines

3 讨 论

lncRNA POU3F3 定 位 于 人 染 色 体 2q12.1

（Chr2q12.1）上，在逆转录链上的大小约747 bp，在基

因上游有 4个 kb的大小[5-7]。有研究[8]显示，POU3F3

在食管癌、结直肠癌及胶质瘤中过度表达。LI等[9]研

究发现，与正常肝细胞相比，肝细胞癌组织和细胞中

POU3F3的表达水平明显升高；并且其水平与临床分

期、肿瘤大小、血管浸润转移呈正相关。同时，可显

著促进肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭[10]。SHAN等[11]

研究还发现，POU3F3可能通过调控细胞周期、凋亡

及自噬对癌细胞的发生发展发挥着重要作用。

XIONG等[12]发现，POU3F3可以促进外周血T细胞T-

reg的分布，通过招募TGF-beta和激活TGF-beta信号

通路，增强肿瘤细胞的增殖。有研究[13]认为，POU3F3

是脑胶质瘤细胞增殖、分化及侵袭的关键影响因素

之一，与细胞耐药性相关，且与细胞增殖周期密切相

关。但POU3F3是否参与脑胶质瘤细胞对替莫唑胺

的耐药性仍有待证实。

*P<0.05, **P<0.01

图4 U251-TR、、U25-TR siPOU3F3组细胞中POU3F3、

MGMT mRNA(A)和蛋白(B)的表达水平

Fig. 4 MGMT mRNA(A) and protein(B), POU3F3 expressions

in U251-TR and U251-TR siPOU3F3 cell lines

本研究结果显示，POU3F3在人脑胶质瘤组织中

表达较高，并且在TMZ治疗失败所致的复发脑胶质

瘤中表达更高，上述结果提示，POU3F3可能与患者

TMZ耐药性的形成密切相关。为了进一步明确它们

之间的关系，通过在U251-TR细胞中检测了POU3F3

的表达水平后，发现其表达水平相对于U251细胞显

著增高，干扰U251-TR细胞POU3F3表达后，细胞中

TMZ的 IC50值及耐药指数均出现了明显的降低，表明

POU3F3在人脑胶质瘤细胞TMZ耐药性的形成中发

挥着重要的促进作用。

此外，U251-TR siPOU3F3 细胞中 POU3F3 表达

水平虽与U251的POU3F3表达水平无显著差异，但

耐药指数却是明显降低，因此推测，脑胶质瘤的TMZ

耐药形成是受多种因素的调控，而POU3F3仅是其中

重要因素之一，故干扰 U251-TR 细胞 POU3F3 表达

后，细胞敏感性仍维持在一个相对较高的水平。

另外，MGMT可使DNA烷基化损伤得到修复，

而TMZ的作用机制恰好是让DNA分子鸟嘌呤上基

团的烷基化[13-15]。因此，MGMT可能是人胶质瘤细胞

的TMZ化疗耐药性产生的重要原因。本研究结果发

现，POU3F3及MGMT表达存在密切的一致性，提示

POU3F3 可能通过调控 MGMT 的表达水平来发挥

TMZ抵抗的生物学效应。

综上所述，lncRNA POU3F3 可 能 通 过 调节
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MGMT促进人脑胶质瘤细胞的TMZ耐药性。在后

续研究中，本团队将进一步研究 lncRNA POU3F3在

人脑胶质瘤中作用的分子机制及其信号通路，为临

床脑胶质瘤的药物靶向治疗、联合用药、抗耐药性提

供一个新的思路。
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