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[摘要] 目的 探讨长链非编码RNA（lncRNA）SNHG1对替莫唑胺诱导的脑胶质瘤细胞血管生成能力的影响。方

法 将人的脑胶质瘤细胞U251 分为 si-SNHG1 组（转染 si-SNHG1）、si-SNHG1NC组（转染 si-SNHG1NC）和空白对

照组，三组均经替莫唑胺处理。检测人脑胶质瘤细胞U251、正常脑胶质细胞中 SNHG1的表达。CCK8实验检测细

胞的增殖能力，Transwell检测细胞的迁移侵袭能力，小管形成实验检测人脐静脉内皮细胞小管形成能力，ELISA检

测各组血管内皮生长因子（VEGF）的表达。结果 SNHG1在正常脑胶质细胞和组织中的表达明显低于脑胶质瘤细

胞U251和组织（t分别=2.24、2.46，P均＜0.05）。si-SNHG1 组在 48 h和 72 h时细胞的增殖能力较 si-SNHG1NC组和

空白对照组低（t分别=17.29、16.86；8.20、11.60，P均＜0.05）。si-SNHG1 组细胞的迁移和侵袭能力较空白对照组和

si-SNHG1NC组下降。si-SNHG1 组的小管形成能力高于 si-SNHG1NC组和空白对照组。VEGF在 si-SNHG1 组中

的表达高于 si-SNHG1NC组和空白对照组（t分别=2.65、5.01，P均＜0.05）。结论 SNHG1在脑胶质瘤细胞U251和

组织中表达上调，高表达SNHG1可以抑制细胞增殖，调控脑胶质瘤的血管生成能力。
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[Abstract] Objective To explore the effect of SNHG1 on angiogenesis in glioma cells induced by temozolomide.

Methods Human glioma cells U251 were divided into si-SNHG1 group（transfected with si-SNHG1），si-SNHG1NC

group（transfected with si-SNHG1NC），and blank control group.All three groups were treated with temozolomide.The ex-

pressions of SNHG1 in human glioma cells U251 and normal glioma cells was checked.CCK8 test was used to detect the

proliferation ability of cells.Transwell was used to detect the abilities of migration and invasion of cells.Tubular formation

was used to detect the tube formation ability of HUVEC cells，and the expression of VEGF was checked by ELISA. Re⁃
sults The expression of lncRNA SNHG1 in normal glial cells and tissues was obviously lower than that in glioma cells

U251 and tissues（t=2.24，2.46，P＜0.05）.The cell proliferation ability of the si-SNHG1 group at 48 h and 72 h was lower

than that of the si-SNHG1NC group and the blank control group（t=17.29，16.86，8.20，11.60，P＜0.05）.The cell migration

and invasion ability of the si-SNHG1 group were lower than those of the blank control group and the si-SNHG1NC group.

The tubule formation ability of the si-SNHG1 group was stronger than that of the si-SNHG1NC group and the blank control

group.The VEGF level in si-SNHG1 group was higher than that in si-SNHG1NC group and blank control group（t=2.65，

5.01，P＜0.05）. Conclusion SNHG1 is up-regulated in glioma cells U251 and tissues.High expression of SNHG1 can

inhibit cell proliferation and regulate angiogenesis of gliomas.
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胶质母细胞瘤的致死性极高，严重影响人们

的日常生活，其病死率已经占到胶质瘤的 50%以

上[1]。替莫唑胺可以通过干预机体内DNA的复制

等方式来促使疾病相关细胞凋亡[2,3]。临床上使用
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替莫唑胺治疗可以实现抑制肿瘤细胞增殖的作用，

从而提高肿瘤疾病患者的生存时间。临床上替莫

唑胺耐药性的发生会大大降低其治疗效果[4,5]。长

链非编码 RNA（long non-coding RNA，lncRNA）SN⁃
HG1作为一个致癌基因，可以促进结直肠癌细胞的

增殖和侵袭，并且抑制其细胞凋亡[6]。虽然目前对

于 lncRNA 在癌细胞增殖方面的机制很多，但关于

SNHG1在替莫唑胺诱导脑胶质瘤细胞方面的机制

研究还鲜有报道。本研究主要探讨 SNHG1对替莫

唑胺诱导脑胶质瘤细胞血管生成能力的影响。

1 材料与方法

1.1 材料 脑胶质瘤细胞 U251、正常脑胶质细胞

（由上海复祥生物科技有限公司生产）、胎牛血清

（由上海碧云天公司生产）、DMEM 培养基（由美国

HyClone 生产）、转染试剂 Li-pofectamineTM 2000（由

美国 Invitrogen生产）、逆转录试剂盒（由北京杰辉博

高生物技术有限公司生产）、胎牛血清（由美国Gibco
公司生产）、SNHG1 siRNA及其阴性对照（由广州复

能基因有限公司生产）等。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及处理 替莫唑胺的浓度调配为

1 000 μmol /L的母液。脑胶质瘤细胞U251在37 ℃、

5% CO2的培养箱中用DMEM高糖培养基（含10%胎

牛血清）培养，当细胞生长到融合度80%后，用替莫唑

胺干预U251细胞24 h，进行相关的检测，脑胶质瘤细

胞经替莫唑胺诱导成功后用于后续实验。

1.2.2 细胞转 染 将 实 验 培 养 的 人 的 脑 胶 质

瘤细胞 U251 分为：空白对照组、si-SNHG1 组（转

染 si-SNHG1）、si-SNHG1NC组（转染si-SNHG1-NC）。
取对数生长期的细胞接种在 6孔板中，细胞增长至

约 70%融合时行转染，磷酸缓冲盐溶液洗涤 2 次之

后每孔加入1 ml的DMEM高糖培养基（含20%胎牛血

清）。用去离子水溶解 siRNA至20 μmol/L，将 siRNA
与 500 μl无血清DMEM混匀后静置，此为 A 管，将

转染试剂 Li-pofectamineTM 2000 与无血清 DMEM
混匀后静置，此为 B 管，然后将 A、B 管混匀静置

20 min 后加入各孔中，培养 4~6 h 后更换培养基，

继续培养 24~28 h。使用实时荧光定量 PCR 技术

（real-time polymerase chain reaction，RT-PCR）检测

转染效率，细胞转染率达到50%即可用于后续实验。

1.2.3 RT-PCR 检测 SNHG1 的表达情况 取适量

对数生长期的各组细胞，提取细胞及组织中的总

RNA，定量后据逆转录试剂盒说明书合成cDNA，再依

RT-PCR试剂盒操作完成SNHG1的检测，将GAPDH
作为 SNHG1的内参，通过 2-△△ct公式计算其表达情

况。引物序列见表1。
表1 引物序列

基因名称

SNHG1

GAPDH

引物序列

上游 5'-AGGCTGAAGTTACAGGTC-3'

下游 5'-TTGGCAATCCCAGTGTCTTA-3'

上游 5'-GTCAACGGATTTGGTCTGTATT -3'

下游 5'-AGTCTTACTGGGTGGCAGTGAT-3'

1.2.4 CCK-8 实验检测细胞的增殖能力 将细胞

接种至 96孔板，每孔的密度为 1.0×103个细胞。于

细胞转染后的 0 h、24 h、48 h、72 h时加入 10 μl的
CCK-8 试剂，2 h 后在酶标仪上测吸光度（optical
density，OD）450值。

1.2.5 Transwell实验检测细胞的迁移侵袭能力 收

集培养 SNHG1的细胞，置于无血清培养基制成细胞

悬液，接种至 Transwell 小室上层，等风干后加入

500 μl 0.1%结晶紫染色，于显微镜下拍照并计算迁

移的细胞数量。细胞的侵袭实验需要在 Transwell
小室上层加入 50 μl 2.0 mg/ml基质胶Matrigel，等其

凝固后接种 SNHG1 的细胞，之后的操作同细胞

迁移。

1.2.6 小管形成实验 取 6 代内人脐静脉内皮细

胞，培养基与培养条件同 1.2.1下细胞培养。细胞培

养基取干扰 SNHG1 表达的脑胶质瘤的培养上清，

1 500 r/min离心 10 min，1∶1与DMEM混匀。铺胶

在冰盒上进行，1∶1和DMEM培养基稀释，混匀后，

每孔 80 μl加入 24孔板，37 ℃细胞孵箱放 1 h后，每

孔铺 2×104个细胞，加入预配的培养基，后放入孵箱

中继续培养。细胞成管后在显微镜下观察并拍照。

1.2.7 酶联免疫法检测血管内皮生长因子（vascu⁃
lar endothelial growth factor，VEGF） 选取经转染

的后脑胶质瘤细胞的细胞培养上清液，37 ℃放置

90 min；每个孔中加入 100 μl生物素化的抗体工作

液，于37 ℃下放置1 h；每个孔中加入100 μl酶结合

工作液，37 ℃放置 30 min ；每个孔中加入 90 μl
TMB底物溶液，37 ℃下避光放置 15 min左右；然后

每个孔中加 50 μl终止液；测量各孔的OD值。建立

标准曲线，然后进行计算。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 24.0 行统计分析，计

量资料用均数±标准差（x±s）来表示，用 t检验。设

P＜0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 各组中 SNHG1的表达 人脑胶质瘤细胞U251
中 SNHG1 的表达为 0.06±0.05，明显高于正常脑胶

质细胞中SNHG1的表达（0.01±0.01），差异有统计学

意义（t=2.24，P＜0.05）；脑胶质瘤组织中LINC00337
的表达为 0.06±0.06，明显高于正常脑胶质组织中

LINC00337的表达（0.01±0.01），差异有统计学意义

（t=2.46，P＜0.05）。
2.2 各组脑胶质瘤细胞的增殖能力比较见图1

0 h 24 h 48 h 72 h

0.8
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0.2
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空白对照组
si-SNHG1NC组
si-SNHG1组

O
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图1 各组脑胶质瘤细胞的增殖能力

由图 1 可见，si-SNHG1 组在 48 h 和 72 h 时细

胞的增殖能力明显低于 si-SNHG1NC组和空白对照

组（t分别=17.29、16.86；8.20、11.60，P均＜0.05）。
2.3 各组脑胶质瘤细胞的迁移和侵袭比较见封二

图1~2
由封二图1~2可见，si-SNHG1 组的迁移和侵袭

能力较空白对照组和 si-SNHG1NC组明显下降。

2.4 各组的小管形成能力比较见封二图3
由封二图3可见，si-SNHG1 组的小管形成能力

明显高于 si-SNHG1NC组和空白对照组。

2.5 各组中VEGF的表达见表2
表2 各组中VEGF的表达/pg/ml

组别

si-SNHG1 组

si-SNHG1NC组

空白对照组

VEGF

1.86±0.43*#

1.25±0.37

0.92±0.18

注：*：与 si-SNHG1NC 组比较，P＜0.05；#：与空白对照组比

较，P＜0.05。
由表 2可见，VEGF在 si-SNHG1 组中的表达明

显高于 si-SNHG1NC组和空白对照组（t分别=2.65、
5.01，P均＜0.05）。
3 讨论

临床上对于脑胶质瘤的主要治疗方法仍然以

手术为主，放化疗为辅的综合治疗方案。至目前为

止，替莫唑胺在神经外科临床上已被用作主要辅助

药物对患者进行治疗。相关研究表明，在许多的生

物过程中 lncRNA发挥着至关重要的作用[7]，lncRNA
虽然是一种非编码RNA，但能够以RNA的形式通过

不同的层面在机体中参与调控多种生物学功能，它

能够在表观遗传学、通过对转录水平的调控调节蛋

白质的编码基因，参与干细胞多功能，体细胞重编

程的调控等[8,9]，例如 lncRNA都可以通过参与mRNA
剪接、基因组印记和核质转运等生物机制从而来实

现对细胞的分化和细胞周期的调控作用[10,11]。机体

内生物学信号的改变可以对 lncRNA的水平产生一

定影响[12]。Lan等[13]研究发现在甲状腺乳头状癌中，

lncRNA的表达呈现异常，其中某些 lncRNA可以对

甲状腺乳头状癌细胞的生物学功能进行调控。

Wang等[14]研究发现高表达的 SNHG1与肾癌的不良

预后具有一定的相关性。研究发现在肺癌和结肠

癌组织中 SNHG1呈异常表达，下调 SNHG1可以对

肺癌细胞及结肠癌细胞的增殖起到抑制作用[15,16]。

研究显示在喉鳞状细胞癌中敲除 SNHG1 可抑制喉

癌细胞的迁移侵袭和上皮间质转化[17]。在胃癌[18]、

食管癌[19]以及肝癌[20]中 SNHG1均呈现出异常表达，

SNHG1的水平变化在多种疾病的发生发展中具有

重大意义。

本次研究选用人的脑胶质瘤细胞 U251、正常

脑胶质细胞来探索 SNHG1对替莫唑胺诱导脑胶质

瘤细胞血管生成能力的影响，结果发现，与正常脑

胶质细胞及组织比较，人的脑胶质瘤细胞 U251及

组织中 SNHG1 的表达量明显升高（P＜0.05）。

si-SNHG1 组在 48 h和 72 h时细胞的增殖能力明显

低于 si-SNHG1NC组和空白对照组（P＜0.05），说明

高表达的SNHG1对脑胶质瘤细胞增殖具有明显影

响，起到抑制细胞的效果。本次研究对各组脑胶质

瘤细胞的迁移和侵袭情况发现，si-SNHG1 组细胞

的迁移和侵袭能力较空白对照组和 si-SNHG1NC组

明显下降（P＜0.05）。si-SNHG1 组的小管形成能力

明显高于 si-SNHG1NC组和空白对照组（P＜0.05），

说明 SNHG1的表达对脑胶质瘤的血管生成能力方

面有着一定的影响。同时本次研究发现 VEGF 在

si-SNHG1 组中的表达明显高于 si-SNHG1NC组和

空白对照组（P＜0.05）。以上结果均提示着 SNHG1
水平变化在脑胶质瘤中具重大作用，SNHG1可能可

以通过调控VEGF的表达，进而来对脑胶质瘤的血

管生成能力产生影响，临床上把过表达的 SNHG1来
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作为治疗脑胶质瘤的新型生物标志物，同时在脑胶

质瘤的基因治疗中也可以将其作为潜在的生物靶标

来应用。目前看来，本次研究的样本量太少，规模

不大，有必要在更大样本的条件下去验证已有的实

验结果，更深层次地探讨细胞间的相互作用以及

SNHG1参与的分子机制。

综上所述，上调 SNHG1的表达可以促使替莫唑

胺诱导脑胶质瘤细胞迁移、侵袭以及增殖能力下

降，从而调控脑胶质瘤的血管生成能力。本研究为

脑胶质瘤的临床治疗可提供新的方向和思路，但对

于其是否可广泛应用于脑胶质瘤的临床诊断和作

为治疗干预靶点，仍然需要大规模样本、多中心的

临床研究来进行验证，促使其以后可能成为脑胶质

瘤治疗的另一突破口。
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