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【摘要】目的 探讨长链非编码RNA MALAT1对神经母细胞瘤系细胞生物学特性的影响及作用机制。方法 体外培养神经母

细胞瘤系SHEP2细胞，细胞分为Control、sh-MALAT1、miR-181a-5p inhibitor和 sh-MALAT1+ miR-181a-5p inhibitor组，其中 sh-
MALAT1 组转染 sh-MALAT1，miR-181a-5p inhibitor 组转染 miR-181a-5p inhibitor，sh-MALAT1+ inhibitor 组共同转染 sh-
MALAT1与miR-181a-5p inhibitor，Control组加入等量空载体。PCR检测mRNA水平；生物信息预测MALAT1与miR-181a-5p
的靶向关系，荧光素酶实验鉴定；CCK8法检测细胞增殖能力；Hoechst法检测细胞凋亡；划痕实验测试细胞迁移；Transwell实验

检测细胞侵袭；免疫印迹法检测蛋白表达。结果 sh-MALAT1明显降低MALAT1并提高miR-181a-5p在神经母细胞瘤细胞系

SHEP2细胞mRNA水平。miR-181a-5p mimic明显降低MALAT1 wt荧光素酶活性。sh-MALAT1抑制SHEP2细胞增殖、侵袭及

迁移，促进细胞凋亡；miR-181a-5p inhibitor促进细胞增殖、侵袭及迁移，抑制细胞凋亡，并减弱 sh-MALAT1产生的影响。同时，

sh-MALAT1抑制 PI3K/Akt 信号通路，而 miR-181a-5p inhibitor 可激活此信号通路并减弱 sh-MALAT1的抑制作用。结论

MALAT1靶向下调miR-181a-5p表达促进神经母细胞瘤细胞系SHEP2细胞增殖、迁移和侵袭。
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Effects of long non-coding RNA MALAT1 on proliferation and invasiveness of neuroblastoma cells and its mechanism
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of long non-coding RNA MALAT1 on survival and metastasis of neuroblastoma
cells and their mechanisms. Methods The mRNA level of MALAT1 and miR-181a-5p in the neuroblastoma cell line and the cell
transfected with sh-MALAT1 were measured by qRT- PCR. The targeted- relationship between MALAT1 and miR- 181a- 5p was
predicted by bioinformatics and confirmed by luciferase reporter assay. The neuroblastoma cells proliferation, apoptosis, migration and
invasion were detected respectively by CCK8, Hoechst, wound healing and transwell tests, and the levels of protein related to
proliferation, invasion and PI3K/Akt signal pathway were detected by Western blot in the neuroblastoma cells after the MALAT1 and
miR-181a-5p were silenced. Results Sh-MALAT1 declined the mRNA level of MALAT1 and enhanced mRNA level of miR-181a-5p
in the neuroblastoma cells. MiR-181a-5p mimic decreased the luciferase activity of MALAT1 wt. Sh-MALAT1 inhibited neuroblastoma
cells proliferation, migration, invasion, and promoted their apoptosis, and miR- 181a- 5p inhibitor promoted the cell proliferation,
migration, invasion, inhibited apoptosis, and weakened the effect of sh-MALAT1. Meanwhile, sh-MALAT1 inhibited PI3K/Akt signal
pathway, and miR-181a-5p inhibitor activated this pathway and weakened the inhibition effect of sh-MALAT1 on the neuroblastoma
cells proliferation, migration and invasion. Conclusions MALAT1 promoted the proliferation, invasion and migration of the
neuroblastoma cells by down regulation of miR-181a-5p expression.
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● 实验研究实验研究 ●

长链非编码RNA MALAT1对神经母细胞瘤系
细胞生物学特性的影响

董孟宁 张建党 张元峰 韩伟一

神经母细胞瘤（Neuroblastoma，NB）是由神经嵴

的交感神经细胞发生突变而引起的颅外实体恶性肿

瘤。高危NB病人经化疗及手术后易复发，5年生存

率<30％[1]。探索NB发生机制是目前研究热点。近

来发现长链非编码 RNA（long non- coding RAN，

lncRNA）异 常 表 达 是 许 多 癌 症 的 共 同 特 征 。

lncRNA MALAT1被发现在多种癌症中过表达，如在

NB中MALAT1高度表达并促进癌细胞侵袭和迁移
[2]。同时，MALAT1可作为多种miRNA的内源性竞

争RNA，如在前列腺癌中MALAT1通过下调miR-1
抑制细胞凋亡并促进其增殖 [3]。目前，NB 中

MALAT1与miRNA的作用机制并不明确。本文通过

沉默MALAT1，探讨MALAT1通过miR-181a-5p对
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NB生存和转移能力的调控作用，为临床靶向治疗

NB提供参考。

1 材料与方法

1.1 细胞培养与转染 NB 细胞系 SKNAS、SHEP2、
SH-SY5Y和NGP，均由美国典藏中心提供。细胞用

含 10%胎牛血清（美国Corning公司）、100 U/ml青霉

素和 100 μg/ml链霉素（美国BI公司）的细胞培养液

RPMI 1640（美国Gibco公司）进行培养，培养箱条件

为 37 ℃、5% CO2，细胞融合率达到 85%以上后以 1×
104个/ml进行传代。细胞分为Control、sh-MALAT1、
miR-181a-5p inhibitor 和 sh-MALAT1+ miR-181a-
5p inhibitor 组。 sh-MALAT1 组转染 sh-MALAT1，
miR-181a-5p inhibitor 组转染 miR-181a-5p inhibi⁃
tor，sh-MALAT1+inhibitor 组共同转染 sh-MALAT1
与 miR-181a-5p inhibitor，Control 组加入等量空载

体。

1.2 实时定量 PCR 检测 NB 细胞系中 MALAT1 及

miR-181a-5p的mRNA水平 用总RNA抽提试剂盒

在通风橱中进行总RNA抽提。定量分析后，各检测

样品取等量RNA反转录为 cDNA，PCR扩增，利用实

时定量PCR试剂盒（美国Thermo Fisher公司）进行定

量分析。

1.3 荧光素酶系统检测验证 MALAT1 靶向 miR-
181a-5p 生物信息分析两者之间的结合片段，PCR
扩增将片段插入荧光素酶报告载体中构建MALAT1
wt。对两者之间结合片段核苷酸位点进行突变，构

建MALAT1 mut。miR-181a-5p mimic和MALAT1 wt
或mut同时转染细胞，24 h后，检测荧光素酶活性。

1.4 CCK8检测细胞增殖 培养细胞0、1、2、3、4 d后，

CCK8试剂盒（上海碧云天公司）检测细胞吸光度，计

算细胞的增殖生长倍数。

1.5 Hoechst检测细胞凋亡 细胞固定、洗涤后，利用

Hoechst试剂盒（上海碧云天公司）染色，再度洗涤后

用荧光显微镜检测。激发波长 350 nm，发射波长

460 nm，可检测到蓝色的细胞核。

1.6 划痕实验检测细胞迁移 先用marker笔在细胞

培养板背面划横线，然后培养细胞并转染，细胞铺满

板孔时，用枪头垂直于背面横线划痕，划痕后用PBS
洗涤，加入无血清培养基培养。0和 24 h取样并拍

照，划痕闭合率=（0 h划痕宽度-24 h划痕宽度）/0 h
划痕宽度×100%。

1.7 Transwell检测细胞侵袭 放Matrigel于4 ℃融化，

取Matrigel到Transwell小室中进行预包被。接种细

胞于上室中，用无血清培养液培养，24 h后，棉签拭

去滤膜上层未转移细胞，结晶紫染色液对下层转移

细胞染色并计数。

1.8 免疫印迹法检测相关蛋白表达 RIPA裂解细胞，

提取细胞蛋白。BCA试剂盒（上海碧云天公司）对蛋

白浓度定量并调平，取蛋白 30 μg，10% SDS-PAGE
分离蛋白，半干转膜法将蛋白转移到PVDF膜，放至

5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入适宜浓度增殖细胞

核抗原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）、血

管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，
VEGF）、基质金属蛋白酶（matrix metallopeptidase，
MMP）-9、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（美国Santa Cruz公
司）、cleaved caspase-3、磷脂酰肌醇 3 激酶（phos⁃
phoinositide 3-kinase，PI3K）、磷酸化PI3K（p-PI3K）、

Akt、p-Akt（美国Cell Signaling Technology公司）抗体

4 ℃过夜。次日洗涤后加入二抗（上海博士德公司）

37 ℃孵育1 h，曝光显色。以GAPDH为内参。

1.9 统计学分析 采用SPSS 17.0软件分析；定量资料

以x±s表示，采用方差齐性分析和 t检验，P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 MALAT1 mRNA水平 SKNAS、SHEP2、SH-SY5Y
和NGP细胞中，SHEP2细胞MALAT1的mRNA水平

最高，本文选用SHEP2细胞进行后续实验。

2.2 sh-MALAT1上调miR-181a-5p sh-MALAT1可

显著降低MALAT1 mRNA水平（P<0.001，图1），而提

高miR-181a-5p mRNA水平（P<0.001，图1）。
2.3 MALAT1与miR-181a-5p之间存在靶向关系 生

物信息预测MALAT1与miR-181a-5p之间存在连续

结合片段。miR-181a-5p mimic 可明显提高 miR-
181a-5p mRNA水平，降低MALAT1 wt荧光素酶活

性（P<0.001，图2）。将结合片段核苷酸位点突变后，

miR-181a-5p mimic对MALAT1 mut荧光素酶活性

的抑制效果消失。

2.4 sh-MALAT1抑制 SHEP2细胞增殖并促进细胞

凋亡 与Control组比，sh-MALAT1组细胞生长速率

（P<0.001，图 3）及PCNA表达水平（P<0.001，图 7）显

著降低，细胞凋亡率（P<0.001，图 4）及 cleaved Cas⁃
pase-3 表达水平（P<0.001，图 7）显著升高；miR-
181a-5p inhibitor组细胞生长速率（P<0.01，图 3）及

PCNA表达水平（P<0.01，图7）显著升高，细胞凋亡率

（P<0.01，图 4）及 cleaved Caspase- 3 表达水平（P<
0.001，图 7）显著降低。与 sh-MALAT1 组比，sh-
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MALAT1 +miR-181a-5p inhibitor 组细胞生长速率

（P<0.01，图 3）及 PCNA表达水平（P<0.001，图 7）显

著升高，细胞凋亡率（P<0.001，图 4）及 cleaved Ca⁃
spase-3表达水平（P<0.01，图7）显著降低。

2.5 sh-MALAT1 抑制 SHEP2 细胞迁移、侵袭 与

Control组比较，sh-MALAT1组划痕闭合率、侵袭细

胞数（P<0.001，图 5）及VEGF、MMP-9表达水平（P<
0.001，图7）显著降低，miR-181a-5p inhibitor组划痕

闭合率、侵袭细胞数（P<0.001，图5）及VEGF、MMP-
9表达水平（P<0.01，图7）显著增高。与 sh-MALAT1
组比较，sh-MALAT1+miR-181a-5p inhibitor组划痕

闭合率、侵袭细胞数（P<0.01，图5）及VEGF、MMP-9
表达（P<0.01，图7）显著增高。

2.6 sh-MALAT1抑制 SHEP2细胞P13K/ATK信号通

路 与Control组比较，sh-MALAT1组p-PI3K/PI3K及

p-Akt/Akt比值显著降低（P<0.001，图8），miR-181a-
5p inhibitor组p-PI3K/PI3K及p-Akt/Akt的比值显著

升高（P<0.001，图 8）。与 sh-MALAT1 组比较，sh-
MALAT1 + miR-181a-5p inhibitor组 p-PI3K/PI3K及

p-Akt/Akt的比值显著升高（P<0.001，图8）。

图3 sh-MALAT1对SHEP2细胞增殖的影响

与Control组比较，** P<0.01，*** P<0.001；与 sh-MALAT1组

比较，## P<0.01

图4 sh-MALAT1对SHEP2细胞凋亡的影响

与Control组比较，** P<0.01，*** P<0.001；与 sh-MALAT1组

比较，## P<0.01

图5 sh-MALAT1对SHEP2细胞迁移的影响

与Control组比较，** P<0.01，*** P<0.001；与 sh-MALAT1组

比较，## P<0.01

图6 sh-MALAT1对SHEP2细胞侵袭的影响

与Control组比较，** P<0.01，*** P<0.001；与 sh-MALAT1组

比较，## P<0.01

图2 MALAT1与miR-181a-5p的靶向关系

与MALAT1 wt组比较，*** P<0.001

图1 各组细胞 sh-MALAT1及miR-181a-5p mRNA水平

与Control组比较，*** P<0.001
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3 讨 论

据报道，MALAT1可显著促进NB细胞侵袭和迁

移 [2]，但具体作用机制有待深入研究。本文观察到

MALAT1在NB细胞株 SKNAS、SHEP2、SH-SY5Y和

NGP中都高度表达，SHEP2细胞最高。在前列腺癌

中，MALAT1充当miR-1的内源竞争性RNA，显著减

弱miR-1的抗增殖和促凋亡作用[3]。在膀胱移行细

胞癌中，MALAT1充当miR-124的内源竞争性RNA，

通过抑制miR-124表达促进肿瘤生长和转移[4]。本

文首先利用 sh-MALAT1沉默MALAT1后发现，miR-
181a-5p 的 mRNA 水平显著升高；生物信息预测

miR-181a-5p为MALAT1的候选靶标，荧光素酶报

告实验证明miR-181a-5p mimic可使MALAT1 wt 的
荧光素酶活性降低，对两者之间结合片段突变的

MALAT1 mut没有影响，说明MALAT1与miR-181a-
5p存在靶向关系。

研究发现，胃癌MALAT1可通过募集穿梭蛋白

SF2/ASF促进癌细胞增殖[5]，结肠直肠癌MALAT1通
过调节PRKA激酶锚定蛋白 9促进癌细胞增殖和侵

袭[6]。PCNA蛋白是评价细胞增殖活力的经典指标，

cleaved Caspase-3是Caspase-3的活化形式，可评价

细胞凋亡[5]。本文沉默MALAT1可抑制 SHEP2细胞

增 殖 及 PCNA 表 达 ，促 进 细 胞 凋 亡 及 cleaved
Caspase-3表达；利用miR-181a-5p inhibitor进一步

抑制miR-181a-5p后，sh-MALAT1对SHEP2细胞的

抗增殖抑凋亡作用显著减弱。这表明，sh-MALAT1
能通过上调miR-181a-5p抑制SHEP2细胞增值。

Tian等 [7]用MALAT1 siRNA转染黑素瘤细胞后

发现，细胞迁移和侵袭的效率下降。Han等[8]观察到

沉默MALAT-1可抑制膀胱尿路上皮癌细胞的迁移

和侵袭。VEGF可强烈刺激内皮细胞增生，是迁移

侵袭的关键蛋白，MMP-9可加速细胞外基质的降

解，促进癌细胞转移[7]。本文发现，沉默MALAT1可
显著抑制SHEP2细胞迁移、侵袭及VEGF、MMP-9的
表达；进一步利用miR-181a-5p inhibitor抑制miR-
181a-5p后，细胞迁移和侵袭能力显著提高，VEGF
及MMP-9表达显著增加。这表明，sh-MALAT1通

过上调miR-181a-5p抑制SHEP2细胞侵袭、迁移。

P13K/Akt是经典的促增殖、抗凋亡信号通路。

图7 sh-MALAT1对SHEP2细胞PCNA、cleaved Caspase-3、VEGF和MMP-9表达的影响
与Control组比较，** P<0.01，*** P<0.001；与 sh-MALAT1组比较，## P<0.01

图8 sh-MALAT1对SHEP2细胞P13K/ATK信号通路蛋白表达的影响
与Control组比较，** P<0.01，*** P<0.001；与 sh-MALAT1组比较，## P<0.01

-- 96



中国临床神经外科杂志2019年2月第24卷第2期 Chin J Clin Neurosurg, February 2019, Vol. 24, No. 2

研究发现它在NB等多种肿瘤组织中均被异常激活，

靶向抑制PI3K/Akt通路可作为治疗NB的新策略[9]。

p-PI3K/PI3K和 p-Akt/Akt 比值升高表明 P13K/Akt
信号通路被过度激活[9]。本文发现 sh-MALAT1可降

低p-PI3K/PI3K和p-Akt/Akt比值，进一步抑制miR-
181a-5p 后，p-PI3K/PI3K 和 p-Akt/Akt 比值升高。

这说明，sh-MALAT1通过上调miR-181a-5p可显著

抑制P13K/Akt信号通路。

综上所述，sh-MALAT1可上调miR-181a-5p，
抑制 SHEP2细胞增殖、侵袭及迁移，并促进细胞凋

亡；抑制miR-181a-5p可减弱 sh-MALAT1对细胞增

殖、凋亡、迁移和侵袭的调控作用。此外，sh-
MALAT1可阻碍 PI3K/Akt信号通路的激活。提示

MALAT1可通过靶向下调miR-181a-5p提高NB存

活和转移能力，为临床治疗NB提供新的思路。
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