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摘要　 目的 　 探讨长链非编码 ＲＮＡ 母系表达基因 ３（ Ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＭＥＧ３）对胶质瘤细胞替莫唑胺（ＴＭＺ）获得性耐药的

影响。 方法　 构建 ＴＭＺ 耐药胶质瘤细胞 Ｕ８７（Ｕ８７ ／ ＴＭＺ），
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平，ＭＴＴ 法检测细胞

增殖能力。 用脂质体法使 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞中 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３
过表达（ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组），转染空载体作为空载体组（ｐｃＤ⁃
ＮＡ 组），同时以常规培养的 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞作为空白组（Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组），并用 １０ μｇ ／ ｍｌ ＴＭＺ 处理。 采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 评估质粒

转染效果；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 相关蛋白表

达；细胞克隆实验检测 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 对细胞增殖的影响；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 对细胞侵袭的影响；流式

细胞术检测 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 对细胞凋亡的影响，并构建小鼠

移植瘤动物模型进行体内实验。 结果 　 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞中

ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平低于 Ｕ８７ （Ｐ ＜ ０. ０１），并且 Ｕ８７ ／
ＴＭＺ 的细胞活力高于 Ｕ８７ （ Ｐ ＜ ０. ０１）。 过表达 ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３ 联合 ＴＭＺ 后，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｐｃＤＮＡ 组比较，ｐｃＤＮＡ⁃
ＭＥＧ３ 组上调了 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ｍＲＮＡ 及 ｐ５３ 蛋白表达，下
调了 ＭＤＭ２ 蛋白表达，且 ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组增殖和侵袭能力

降低，凋亡能力增加（Ｐ ＜ ０. ０１）。 构建小鼠移植瘤动物模

型，与 ｐｃＤＮＡ 组相比，ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组肿瘤体积和质量降低

（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论 　 过表达 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 能减弱 ＴＭＺ 耐

药胶质瘤细胞的耐药性。
关键词　 脑胶质瘤；ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３；替莫唑胺；耐药
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　 　 脑胶质瘤是源自神经上皮的恶性肿瘤，其恶性

程度、致死率、复发率以及对化疗的耐药性均较

高［１］。 ２０１４ 年至 ２０１８ 年期间，ＣＢＴＲＵＳ 统计报告有

８３ ０２９ 人死于中枢神经系统肿瘤，其中最常见是胶

质母细胞瘤［２］。 替莫唑胺（ ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ， ＴＭＺ）为

基础的系统化疗对脑胶质瘤有确切疗效［３］。 但是

对于 ＴＭＺ 耐药的脑胶质瘤，很难预防其进展或复

发［４］。 因此，阐明 ＴＭＺ 耐药的发生机制在临床上对

改善胶质瘤的化疗效果有极其重要的意义。 Ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ 被归类为具有调控作用的非编码 ＲＮＡ［５］。 有

研究［６］证明 ＬｎｃＲＮＡ 在癌症的起始、进展和化疗耐

药过程中起到重要作用。 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 是 ＬｎｃＲ⁃
ＮＡｓ 中的一种，参与多种肿瘤耐药性的调控［７］，但是

其是否参与调控胶质瘤的耐药性鲜有报道，现以

Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞为研究对象，观察 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 对

其耐药性的影响，以期为临床逆转胶质瘤耐药研究

提供新思路。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 细胞株　 人脑胶质瘤细胞株 Ｕ８７ 购自上海

科学院细胞库。
１． １． ２　 主要试剂　 替莫唑胺（货号：Ｔ２５７７⁃２５ＭＧ）
购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；Ｕ⁃８７ ＭＧ 细胞专用培养基（货
号：ＣＭ⁃０２３８）购自武汉普诺赛生命科技有限公司，
胰酶消化液（货号：ＳＨ３００４２. ０１Ｂ）购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；胎牛血清（货号：１１０１１⁃８６１１）购自浙江天杭生

物科技股份有限公司； ＲＮＡ 提取试剂盒 （货号：
１５５９６０１８）、ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒（货号：ＣＳ１１７３３０４６）、
脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ （货号：１１６６８）购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＲＩＰＡ 裂解液（货号：Ｐ００１３Ｃ）、ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒 （货号： Ｐ００１２ ）、 ＥＣＬ 液 （货号：
Ｐ００１８ＡＳ）、ＭＴＴ 检测试剂盒（货号：Ｃ０００９Ｓ）及细胞

凋亡检测试剂盒（货号：Ｃ１０６２Ｍ）购自碧云天生物

技术有限公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶（货号：３５６２３４）购自

美国 ＢＤ 公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（货号：３４２１）购自 Ｃｏｒ⁃
ｎｉｎｇ 公司；抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司，一抗：ＭＤＭ２ 抗体

（货号： ａｂ２５９２６５ ）、 ｐ５３ 抗体 （ 货号： ａｂ３２３８９ ）、
ＧＡＤＰＨ 抗体（货号：ａｂ２６３９６２）；二抗：辣根过氧化

物酶标记的兔抗羊 ＩｇＧ（货号：ａｂ９７１２６）、羊抗兔 ＩｇＧ
（货号：ａｂ９７０５１），所有引物由上海生物工程技术服
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务有限公司合成。
１． １． ３　 主要仪器　 ＱＰ⁃８０ 二氧化碳培养箱（中国济

南鑫贝西生物技术有限公司）；ＴＳ１００ 型倒置相差显

微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）；ＣＦＸ ＣｏｎｎｅｃｔＴＭ实时荧光定

量 ＰＣＲ 仪、凝胶成像仪、电泳仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）；全自动酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）；
流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ ＦＣ５００ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 胶质瘤细胞株 Ｕ８７ 的培养　 用 Ｕ⁃８７ ＭＧ 细

胞专用培养基（ＭＥＭ ＋ １０％ ＦＢＳ ＋ １％ Ｐ ／ Ｓ Ｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ）培养细胞，置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中

培养。
１． ２． ２ 　 获得性 ＴＭＺ 耐药胶质瘤细胞的构建 　 将

Ｕ８７ 细胞（１ × １０５ ／ ｍｌ）暴露于初始浓度为 ５ μｇ ／ ｍｌ
的 ＴＭＺ 中 １５ ～ ２０ ｄ。 观察细胞生长情况，Ｕ８７ 细胞

生长至对数期后，倍增 ＴＭＺ 浓度继续诱导，直至

ＴＭＺ 浓度达 １６０ μｇ ／ ｍｌ，每个梯度浓度（５、１０、２０、
４０、８０、１６０ μｇ ／ ｍｌ）培养 １５ ～ ２０ ｄ。 最终获得耐药细

胞 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ。
１． ２． ３　 细胞转染　 将 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞以 ５ × １０５ 个 ／
孔接种至 ６ 孔板，融合度达 ７０％ ～ ８０％ 时，用脂质

体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染 ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 至 Ｕ８７ ／
ＴＭＺ 中作为 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达组，转染 ｐｃＤＮＡ
至 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 中作为 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 空载体组，以常

规培养的 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 作为空白组。 设置组别如下：
ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组、ｐｃＤＮＡ 组、Ｃｏｎｔｒｏｌ 组。 转染 ４８ ｈ
后观察，然后用 １０ μｇ ／ ｍｌ ＴＭＺ 继续处理细胞用于后

续实验。
１． ２． ４ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测细胞中 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 的表

达　 取对数生长期的 Ｕ８７ 和 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞，根据

试剂盒操作步骤，采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ，
然后逆转录成 ｃＤＮＡ。 后续 ｃＤＮＡ 被用作检测基因

表达的模板进行 ＰＣＲ 扩增反应。 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参，２ － ΔΔＣｔ 计算 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 的表达。 ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３ 引物序列 Ｆ：５′⁃ ＧＧＧＣＡＴＴＡＡＧＣＣＣＴＧＡＣＣＴＴ⁃
３′， Ｒ： ５′⁃ＣＣＴＴＧＧＧＧＡＧＧＧＡＡＡＣＡＣＴＣ⁃３′； 内 参

ＧＡＤＰＨ 引物序列 Ｆ： ５′⁃ＡＴＧＴＴＧＣＡＡＣＣＧＧＧＡＡＧ⁃
ＧＡＡ ⁃３′，Ｒ：５′⁃ＡＧＧＡＡＡＡＧＣＡＴＣＡＣＣＣＧＧＡＧ ⁃３′。
１． ２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞中 ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３ 相关蛋白表达变化 　 ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组、ｐｃＤ⁃
ＮＡ 组、Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞转染成功后，再用 １０ μｇ ／ ｍｌ
ＴＭＺ 处理 ４８ ｈ，用 ＲＩＰＡ 裂解细胞，从三组细胞中提

取蛋白质，并用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 凝胶电泳，然后转移到 ＰＶＤＦ 膜上，并用封闭

液室温封闭 ２ ～ ３ ｈ，一抗孵育 １２ ｈ，一抗浓度为：
ＭＤＭ２ （１ ∶ ４００ ）、 ｐ５３ （ １ ∶ ４００ ）、 ＧＡＰＤＨ （１ ∶
１ ０００），二抗孵育 ２ ｈ，二抗浓度为：抗羊 （ １ ∶
５ ０００）、抗兔（１ ∶ ３ ０００）。 ＥＣＬ 发光检测，以 ＧＡＰ⁃
ＤＨ 作为内参，分析结果。
１． ２． ６　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖　 将所需细胞培养至

对数期，以 ９ × １０３ 个 ／孔传代至 ９６ 孔板中。 次日，
加入含梯度浓度（５、１０、２０、４０、８０ μｇ ／ ｍｌ）ＴＭＺ 处理

４８ ｈ。 处理结束后加入 ＭＴＴ 溶液 ２０ μｌ，４ ｈ 后加入

二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１５０ μｌ，用酶标仪检测 ４９０ ｎｍ
下的吸光度。
１． ２． ７ 　 细胞克隆实验检测细胞增殖情况 　 收集

ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组、ｐｃＤＮＡ 组、Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞，调整细

胞密度，接种至 ６ 孔板中，在含 １０ μｇ ／ ｍｌ ＴＭＺ 的培

养基中培养。 ２ ～ ３ 周后用 ４％ 多聚甲醇固定细胞，
ＧＩＭＳＡ 染色 １０ ～ ３０ ｍｉｎ，洗去染液后拍照进行图像

分析。
１． ２． ８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭　 将基质胶与

无血清培养基以 １ ∶ ３ 的比例配置，每个 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室中加入 ５０ μｌ，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培养

箱中凝固。 收集 ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组、ｐｃＤＮＡ 组、Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组细胞，用含有 １０ μｇ ／ ｍｌ ＴＭＺ 无血清培养基培

养细胞，调整细胞浓度为 １ × １０５ ／ ｍｌ，在上室加入

１００ μｌ 细胞悬液，２４ 孔板底部中加入 ６００ μｌ 含 １０％
血清培养液，常规培养 ４８ ｈ，再用甲醇固定 ３０ ｍｉｎ，
适当风干后，结晶染液染色 １５ ｍｉｎ，在显微镜下计

数。
１． ２． ９　 流式细胞技术检测细胞凋亡　 收集 ｐｃＤＮＡ⁃
ＭＥＧ３ 组、ｐｃＤＮＡ 组、Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞，调整细胞密度，
用 １０ μｇ ／ ｍｌ ＴＭＺ 处理细胞，然后分装到 ５ ｍｌ 离心

管中，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 按照试剂盒说明书

用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后加入 ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ（５００ μｌ），加
入 Ａｎｎｘｉｎｅ⁃ＦＩＴＣ（５ μｌ）和 Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｌｏｄｉｄｅ（５ μｌ）混
匀，用流式细胞仪检测细胞凋亡。
１． ２． １０ 　 动物实验 　 ４ 周龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 雌性裸鼠 １２
只，购自上海灵畅生物科技有限公司，饲养于 ＳＰＦ
级动物房，温度（２３ ± ２） ℃，湿度 ５０％ ～ ５６％ 。 该

实验相关内容经安徽医科大学实验动物伦理委员会

批准。 收集 ２ × １０６ 个 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞 （ ｐｃＤＮＡ⁃
ＭＥＧ３ 组和 ｐｃＤＮＡ 组细胞），接种于裸鼠右侧腋窝。
在注射 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞 ２５ ｄ 后，每天向小鼠体内注

射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＴＭＺ。 实验结束后，吸入麻醉处死小鼠，
记录肿瘤体积和重量。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 进行统计学分
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析，计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，两组比较采用 ｔ 检验， 多

组间比较采用单因素方差分析， Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 Ｕ８７ 细胞和 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞的增殖能力 　
ＭＴＴ 实验结果显示，Ｕ８７ 细胞与 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞用

５、１０、２０、４０、８０ μｇ ／ ｍｌ ＴＭＺ 处理 ４８ ｈ 后，细胞抑制

率逐渐升高。 与 Ｕ８７ 细胞相比，Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞的抑

制率下降（Ｐ ＜ ０. ０１），见图 １。

图 １　 不同浓度 ＴＭＺ 对 Ｕ８７ 和 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞生长抑制率的影响

与 Ｕ８７ 细胞比较：∗∗Ｐ ＜ ０． ０１

２． ２　 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 在 Ｕ８７ 细胞和 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细

胞中的表达 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，在 ｍＲＮＡ 水平

上，Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞中 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 的表达量低于

Ｕ８７ 细胞（ ｔ ＝ ６１. ８５， Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２。

图 ２　 Ｕ８７ 和 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达情况

与 Ｕ８７ 细胞比较：∗∗Ｐ ＜ ０． ０１

２． ３　 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞中 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 基因表达

变化 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，与 ｐｃＤＮＡ 组和

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 比 较， ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３
ｍＲＮＡ 的表达水平较高（Ｆ ＝ ６０２. ４， Ｐ ＜ ０. ０１），见
图 ３。

２． ４　 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 相关蛋白表

达变化 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和

ｐｃＤＮＡ 组相比，ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组的 ＭＤＭ２ 蛋白表达

降低（Ｆ ＝ ２８. １， Ｐ ＜ ０. ０１），ｐ５３ 蛋白表达升高（Ｆ ＝
２２. １４， Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４。

图 ３　 转染后各组 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞 ＬｎｃＲＮＡＭＥＧ３ 的表达情况

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｐｃＤＮＡ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 转染后各组 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞 ＭＤＭ２、ｐ５３ 蛋白的表达情况

　 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｐｃＤＮＡ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５ 　 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达联合 ＴＭＺ （１０ μｇ ／
ｍｌ）对 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞增殖的影响　 细胞克隆实验

结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｐｃＤＮＡ 组比较，ｐｃＤＮＡ⁃
ＭＥＧ３ 组的细胞增殖速度降低（Ｆ ＝ ３８９， Ｐ ＜ ０. ０１），
见图 ５。
２． ６ 　 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达联合 ＴＭＺ （１０ μｇ ／
ｍｌ）对 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞侵袭的影响　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验
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结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｐｃＤＮＡ 组比较，ｐｃＤＮＡ⁃
ＭＥＧ３ 组的细胞侵袭能力降低 （Ｆ ＝ ５９４. ４， Ｐ ＜
０. ０１），见图 ６。
２． ７　 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达联合 ＴＭＺ（１０ μｇ ／ ｍｌ）
对 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞凋亡率的影响　 流式细胞术检测

结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｐｃＤＮＡ 组比较，ｐｃＤＮＡ⁃
ＭＥＧ３ 组的细胞凋亡率升高（Ｆ ＝ ４７７. ６， Ｐ ＜ ０. ０１），
见图 ７。

２． ８　 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达联合 ＴＭＺ 对小鼠移

植瘤生长的影响　 与 ｐｃＤＮＡ 组相比，ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３
组的肿瘤生长减弱。 肿瘤切除后，ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３ 组

肿瘤体积小于 ｐｃＤＮＡ 组（Ｐ ＜ ０. ０１），ｐｃＤＮＡ⁃ＭＥＧ３
组肿瘤质量小于 ｐｃＤＮＡ 组（ ｔ ＝ １２. ０２， Ｐ ＜ ０. ０１），
见图 ８。 综上所述， ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 的过表达在体外

和体内都逆转了 ＴＭＺ 耐药胶质瘤细胞的化疗耐药

性。

图 ５　 转染后各组 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞克隆增殖的影响情况 × ４０
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；与 ｐｃＤＮＡ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 转染后各组 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞侵袭能力的影响情况 × ４０

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ｐｃＤＮＡ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ７　 转染后各组 Ｕ８７ ／ ＴＭＺ 细胞凋亡的影响情况

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０． ０１；与 ｐｃＤＮＡ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ８　 小鼠体内成瘤情况

Ａ：右侧腋下原位移植瘤图；Ｂ：裸鼠肿瘤形态和大小；Ｃ：移植瘤的体积生长曲线；Ｄ：两组移植瘤的质量；与 ｐｃＤＮＡ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 化疗是癌症治疗中的主要治疗手段之一，９０％
的化疗失败都与肿瘤耐药相关［８］。 肿瘤细胞可由

于内在因素（如突变、易位、表观遗传因素）和外在

因素（如缺氧、ｐＨ、激素、抗肿瘤药物）而产生耐药

性［９］。 笔者推测 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 可能参与 ＴＭＺ 在

胶质瘤中的耐药性调控。 本研究通过 ＭＴＴ 法检测

胶质瘤细胞和 ＴＭＺ 耐药胶质瘤细胞的细胞活力，采
用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 在胶质瘤细胞和

ＴＭＺ 耐药胶质瘤细胞表达量，发现 ＴＭＺ 耐药胶质瘤

细胞的细胞活力和 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表达水平更低。
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构建 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达的 ＴＭＺ 耐药胶质瘤细

胞，并设置空载体和对照组；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分析各

组细胞 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 相关蛋白表达；细胞克隆实

验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验、流式细胞术检测各组细胞增殖、
侵袭、凋亡能力，发现 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 过表达组的

ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ ｍＲＮＡ 及 ｐ５３ 蛋白表达水平均有上

调，ＭＤＭ２ 蛋白表达下调，过表达的 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３
能抑制细胞的增殖、侵袭和凋亡能力。 小鼠实验进

一步表明，ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 的过表达逆转了 ＴＭＺ 耐

药的胶质瘤细胞的化疗耐药性。
　 　 已有文献［１０ － １４］ 报道 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 在肿瘤抑

制中发挥重要作用，并参与了多种肿瘤的耐药性调

控，包括结直肠癌、肺癌、胰腺癌、卵巢癌、乳腺癌等。
本研究表明 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 在 ＴＭＺ 耐药胶质瘤细胞

中表达降低，其过表达可逆转对 ＴＭＺ 的耐药性。 因

此，ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 可能成为 ＴＭＺ 耐药胶质瘤化疗

的一个预后分子标志物和潜在靶点。 有文献［１５］ 报

道胶质瘤化疗耐药可能与细胞铁死亡、凋亡、焦亡等

死亡机制相关。 然而，ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 在胶质瘤耐药

中的确切生物学行为及其具体分子机制还需进一步

研究，为今后胶质瘤的临床基因治疗和新型抗肿瘤

药物的研发提供新的思路和理论依据。
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