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·论著·

Ｈ１９在多形性胶质母细胞瘤中的表达及对细胞系增殖、侵袭的影响

吴海权，王进钢

广州医科大学附属第二医院神经外科，广州　５１０２６０

摘　要：目的　探讨长链非编码 ＲＮＡ（ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，ＬｎｃＲＮＡｓ）Ｈ１９在人多形性胶质母细胞瘤（（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｔｌ
ｉｆｏｒｍｅ，ＧＢＭ）中的表达及其对 Ｕ８７ＧＢＭ生物学功能的影响及作用机理。方法　实时荧光定量核酸扩增检测系统（Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｎｇＳｙｓｔｅｍ，ｑＰＣＲ）检测Ｈ１９在 ＧＢＭ表达；ＣＣＫ８试剂盒（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８，ＣＣＫ８）检测Ｕ８７细

胞增殖；流式细胞技术（ＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测 Ｕ８７细胞凋亡及细胞周期；侵袭小室（ｔｒａｎｓｗｅｌｌ）检测 Ｕ８７细胞迁移和侵

袭．蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测 Ｐ５３表达。结果　Ｈ１９在 ＧＢＭ中高表达，上调 Ｈ１９促进 ＧＢＭ的增殖、侵袭、迁

移；抑制凋亡；增加了细胞周期 Ｓ期比例；抑制了 Ｐ５３的表达。结论　Ｈ１９促进 ＧＢＭ的致癌性。
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ＤＯＩ：１０．１６６３６／ｊ．ｃｎｋｉ．ｊｉｎｎ．２０１６．０６．００７

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ１９ｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ
ＷＵＨａｉＱｕａｎ，ＷＡＮＧＪｉｎｇＧａｎｇ．ＴｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕａｎｇｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ

５１０２６０

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ１９（ａｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ）ｉｎｈｕｍａｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ（ＧＢＭ），ｉｔｓ

ｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＵ８７ＧＢＭ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ１９ｉｎＧＢＭｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅ

ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ．ＴｈｅＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍ

ｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓ

ｓａｙ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ５３．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｈ１９ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＧＢＭ．ＴｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨ１９
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　　胶质瘤是颅内发病率最高的原发性恶性肿
瘤，约占中枢神经系统肿瘤的 ４４％［１］。很多胶质

瘤病灶位于功能区，手术容易引起偏瘫甚至昏迷，

肿瘤细胞侵袭性强，即算在高倍显微镜下全切除肿

瘤，肿瘤细胞也难免遗留，复发难以避免。因为血

脑屏障的存在，即算抗癌药对正常脑组织产生不可

逆损害的剂量仍难以杀灭肿瘤细胞［２］。而多形性

胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）又是恶性程度最高的胶质细
胞瘤，预后更差。肿瘤分子标记物的研究对胶质瘤

的诊断、治疗和预后以及靶向治疗治疗非常有

益［３］。所以，探索 ＧＢＭ的基因治疗意义重大。研
究认为，异常的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达是人类胶质细胞瘤
的一个特点［４］。Ｈ１９位于染色体 １１Ｐ１５．５，Ｈ１９
基因已证明对人类肿瘤的生长起重要作用［５，６］。但

是，Ｈ１９在胶质细胞瘤的发病机理尚不十分清楚，
有待进一步研究［７］。我们发现上调 Ｈ１９能促进
ＧＢＭ的增殖、侵袭、迁移，抑制凋亡，增加了细胞 Ｓ
期细胞比例。Ｈ１９的致癌基因可以作为潜在的
ＧＢＭ治疗的目标基因。
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１　材料和方法
１．１　材料

标本及细胞株来源于广州医科大学附属第二

医院，平均年龄 ４０．７５岁，男 １０例，女 ８例。均经
石蜡病理确诊 ＧＢＭ。另 １８例正常的脑组织标本
源自颅脑损伤内减压术患者。人 ＧＢＭ 细 胞 系
Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＧＦＰ、Ｕ８７Ｈ１９购自中国医学科学
院上海分院。（生物学研究获得患者或家属签字

同意，并获得广州医科大学附属第二医院伦理委员

会批准）

１．２　ｑＰＣＲａｒｒａｙ技术检测 ＧＢＭ 基因表达
从 ＧＢＭ细胞中提取 ＲＮＡ，使用试剂盒（表达载

体）转染后，检测细胞，逆转录（ＲＴ）用 ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅ
来放大反应，实时荧光定量 ＰＣＲ，ＰＣＲ数据分析。
１．３　ＣＣＫ８法检测 Ｕ８７细胞增殖

１）Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＧＦＰ、Ｕ８７Ｈ１９ＧＢＭ细胞接
种在 ９６孔板，在接种后的 １２、２４、３６、４８、６０小时
后加入 ＣＣＫ８试剂，孵育 ４小时．在酶标仪上测吸
光度。

１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭试验检测 ＧＢＭ 细胞的侵袭能
力和迁移能力

在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上层铺 Ｍａｔｒｉｇａｌ，将对数生长期
Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＧＦＰ、Ｕ８７Ｈ１９ＧＢＭ细胞滴入上层，
为 ５×１０４，细胞在 ３７℃下孵化 ２４小时，移除非侵
入性细胞，用托马斯亮蓝对小室下层染色，拍照，

并随机取 ５个视野，计算平均值并作比较。
１．５　流式检测 Ｕ８７细胞周期和凋亡

Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＧＦＰ、Ｕ８７Ｈ１９ＧＢＭ细胞用 ＰＢＳ
培养、ＥＤＴＡ胰酶，孵化，小心吹击、离心，用冷 ＰＢＳ
和重悬细胞洗两次，在室温下黑暗中孵化 ３０分
钟，ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ染色，收集到缓冲管，用流式细
胞仪检测，计数 ２～３万个细胞，细胞用流式细胞
仪进行分析。

１．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｕ８７ＭＧ、Ｕ８７ＧＦＰ、Ｕ８７

Ｈ１９ＧＢＭ细胞的蛋白表达水平。培养液调整细胞
数（２×１０６）洗两次冰冷的 ＰＢＳ，细胞溶解在 ０．５毫
升的裂解缓冲。电泳，转膜，ＴＢＳＴ洗膜，辣根的过氧
化物酶标记的二抗于 ３７℃孵化 １小时。与 ＴＢＳＴ洗
涤后，记录 Ｘ射线图象，用 β－ａｃｔｉｎ作内参照。

１．７　统计学分析
所有实验数据均采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行

分析处理。比较采用单因素方差分析的方法（ｏｎｅ
ｗａｙＡＮＯＶＡ）。Ｐ＜０．０５具有统计学的意义。
２　结果
２．１　Ｈ１９在 ＧＢＭ 和正常细胞的表达

ｑＰＣＲ检测 Ｈ１９在 ＧＢＭ表达：Ｈ１９在 ＧＢＭ高
表达，Ｐ＜０．０５，有显著性差异。如图 １所示

!"

!#

"

#

$%&'() *+,

-
.
)
(
/
0
1
.
2
)
.
1
.
)
3
2
%
4
2
5
!
6

图１　Ｈ１９在 ＧＢＭ和正常细胞的表达所绘制生成柱状图。

２．２　过表达 Ｈ１９的 Ｕ８７ＧＢＭ 细胞增殖的影响
ＣＣＫ８检测 Ｕ８７ＧＢＭ增殖：过表达 Ｈ１９的 Ｕ８７

ＧＢＭ细胞增殖２４ｈ、４８ｈ较对照组细胞的增殖明显
增高，Ｐ＜０．０５，有显著性差异。如图２．１所示
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图 ２．１　各组细胞在 ＧＢＭ增殖影响所绘制生成曲线图

２．２　过表达 Ｈ１９的对 Ｕ８７ＧＢＭ 细胞的凋亡及 Ｓ
期细胞比例的影响

流式细胞技术检测 Ｕ８７细胞凋亡及细胞周期：
过表达 Ｈ１９降低 ＧＢＭ细胞凋亡率，Ｐ＜０．０１，有非
常显著性差异；过表达 Ｈ１９的 Ｕ８７ＧＢＭ的 Ｓ期细
胞比例较对照组细胞的 Ｓ期细胞比例明显增高，Ｐ
＜０．０１，差异有统计学意义。如图 ２．２所示。
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图 ２．２　各组细胞在 ＧＢＭ细胞周期 ｓ期（上）及凋亡（下）影响所绘制生成图

２．３　过表达 Ｈ１９的 Ｕ８７ＧＢＭ 细胞迁移率及侵袭
的影响

侵袭小室检测 Ｕ８７细胞迁移及侵袭：过表达
Ｈ１９的 Ｕ８７ＧＢＭ的迁移较对照组细胞的迁移明显

增高，Ｈ１９增加细胞迁移率，Ｐ＜０．０５，有显著性差
异；过表达 Ｈ１９的 Ｕ８７ＧＢＭ的侵袭率较对照组细
胞的侵袭率明显增高，Ｈ１９增加细胞侵袭率，Ｐ＜
０．０５，有显著性差异。如图 ２．３所示。
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图 ２．３　Ｈ１９在 ＧＢＭ迁移（上）、侵袭（下）影响所绘制生成图

３　Ｈ１９抑制 Ｐ５３的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｐ５３表达，过表达 Ｈ１９的

Ｕ８７胶质瘤细胞的 Ｐ５３的表达较对照组细胞的
Ｐ５３的表达明显抑制，Ｐ＜０．０１，差异有统计学意
义。如图 ３所示。
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图 ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｐ５３表达所绘制生成图

３　讨论
ＬｎｃＲＮＡｓ，被定义为内生细胞 ＲＮＡ的长度和超

过２００个核苷酸涉及大量的分子功能，如调制可变
剪接，染色质重塑和 ＲＮＡ代谢［８－１０］。ＬｎｃＲＮＡｓ功能
以及在结构上不同于已知的内源性小 ＲＮＡ，研究
认为异常的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达是人类胶质细胞瘤的
一个特征［３］。少量 ＬｎｃＲＮＡｓ基因的内部编码小
ＲＮＡ和某些 ＬｎｃＲＮＡｓ可能通过扮演小 ＲＮＡ的前导
的获得管理功能，如小分子的核糖核酸［８］。目前的

研究认为不正常的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达是人类神经胶
质细胞瘤的一个特征［１１］。Ｈ１９在胚胎期间呈明显
的高表达，在出生后大多数组织中显著的低表达，
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而当组织再生或者异常增殖的情况下形成肿瘤可

以重新再被激活［１２］，在大多数人类癌症中常常过

度表达，通常认为，Ｈ１９的功能像一个致癌基
因［１３］。Ｈ１９是原癌基因转录的一个目标，明确的
证据证实 Ｈ１９有肿瘤的原癌基因、致癌基因的行
为［１４］。以上的基础研究认为 ＬｎｃＲＮＡｓ与肿瘤关系
密切，Ｈ１９有致癌性。

临床上，Ｈ１９与膀胱癌表达、肿瘤的性质及早
期复发有显著关系。异常 Ｈ１９表达增强了肝细胞
的细胞体内致癌的潜能［１１］。文国容等研究发现在

小鼠原发性肝癌 ＩＧＦ２和 Ｈ１９在癌细胞表达显著
的增加［１５］。尤梁惠等发现胃癌组织 Ｈ１９表达异常
增高，推断 Ｈ１９可能参与了胃癌的产生和发展［１６］。

Ｔｓａｎｇ等报导结肠、直肠癌肿瘤 Ｈ１９和 ｍｉＲ６７５表
达较正常组织明显增高［１７］。ｍｉｒ６７５是一个 ２３ｎｔ
ＲＮＡ来自核苷酸 Ｈ１９ＲＮＡ。研究表明 Ｈ１９编码
ｍｉｒ６７５可能导致人类胎盘滋养层细胞和结肠直肠
癌细胞重要原因之一［１８］。Ｍａ等认为Ｈ１９异常表达
提高了胰腺癌细胞侵袭性［１９］。Ｙａｎｇ等通过对胃癌
组织研究发现，Ｈ１９在胃癌组织的表达均有明显升
高，通过 ｓｉＲＮＡ干扰技术降低 Ｈ１９基因在胃癌肿瘤
组织的表达，可使肿瘤组织的侵袭性明显减弱，另外

他还观察到 Ｐ５３低表达的胃癌细胞组织其 Ｈ１９表
达异常增高，考虑 Ｈ１９可能通过抑制 Ｐ５３的表达引
起肿瘤的产生［２０］。以上多种颅外肿瘤的研究证实

Ｈ１９的致癌性，与我们的研究结果相符。
ｐ５３是抑制的肿瘤生长抑癌基因［２１］，研究发现

ｐ５３和低氧诱导因子 １α（ＨＩＦ１α）及 Ｈ１９表达关
系密切。在一定程度上，ｐ５３抑制 Ｈ１９的可能，包
括干扰 ＨＩＦ１α活动［１１］。我们的研究也发现 Ｈ１９
通过抑制 ｐ５３促 ＧＢＭ增殖侵袭。Ｈ１９相关基因与
信号通路的 ＫＥＧＧ分析（如下图）
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　Ｈ１９相关基因与信号通路的 ＫＥＧＧ分析图

在胶质瘤方面，Ｓｈｉ［７］发现在高表达的 Ｈ１９增
加神经胶质瘤的级别。其发现 Ｈ１９与其衍生物
ｍｉｒ６７５表达呈正相关，废除 ｍｉｒ６７５可抑制胶质
瘤细胞入侵正常细胞。通过耗损 Ｈ１９抑制神经胶
质瘤细胞的侵袭。与我们的研究结果一致。但

Ｈ１９的基础作用和机制及参与 ＧＢＭ的发病机理尚
不清楚。Ｈ１９在 ＧＢＭ中的研究鲜有报道。在本研
究中，为探讨神经 ＧＢＭ临床特征、生物功能和 Ｈ１９
的潜在机制，我们收集 ＧＢＭ Ｈ１９数据，探讨 Ｈ１９
在 ＧＢＭ中的表达及对细胞系增殖、侵袭的影响。

实验结果显示：Ｈ１９在 ＧＢＭ 呈高表达，Ｐ＜
０．０５，差异有显著性。Ｈ１９抑制 ＧＢＭ细胞凋亡率，
Ｐ＜０．０１，有显著性差异；Ｈ１９增加 ＧＢＭ细胞侵袭
率，Ｐ＜０．０５，差异有显著性；Ｈ１９增加 ＧＢＭ细胞
迁移率，Ｐ＜０．０５，差异有显著性；Ｈ１９增加 ＧＢＭ
细胞周期 ｓ期比例，Ｐ＜０．０１，差异有非常显著性。
Ｈ１９抑制 Ｐ５３的表达，ｐ５３是人类重要的抑制癌
症的基因，Ｈ１９可能通过抑制 Ｐ５３的表达增进其
致癌性。本研究结果与上述基础及临床研究结果

相符。

Ｈ１９增加 ＧＢＭ细胞侵袭率、增加 ＧＢＭ细胞迁
移率、增加 ＧＢＭ细胞周期 ｓ期比例，抑制其凋亡
率，抑制抑癌基因 Ｐ５３的表达，从而增加了其恶性
程度。总之，Ｈ１９能促进 ＧＢＭ的致癌性，Ｈ１９致癌
基因可以作为潜在的 ＧＢＭ治疗的目标基因。Ｈ１９
的基础作用和机制及参与 ＧＢＭ的发病机理十分复
杂，具体的机理有待深入的实验研究。

　　湘雅医院神经外科李学军教授对论文给予指
导，在此表示衷心感谢！
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［２０］ＹａｎｇＦ，ＢｉＪ，ＸｕｅＸ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎ

ｇＲＮＡＨ１９ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．

ＦＥＢＳＪ，２０１２，２７９（１７）：３１５９－３１６５．

［２１］ＭａｔｏｕｋＩＪ，ＭｅｚａｎＳ，ＭｉｚｒａｈｉＡ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｏｎｃｏｆｅｔａｌＨ１９

ＲＮＡｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ：ｈｙｐｏｘｉａ，ｐ５３ａｎｄｃａｎｃｅｒ，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏ

ｐｈｙｓ．Ａｃｔａ２０１０，１８０３（４）：４４３４５１．

·５２５·
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