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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 LINC00662 通过 miR-144 / COX-2 轴调节胶质瘤细胞耐药性的机制。 方法　 qRT-PCR 检

测胶质瘤组织和癌旁正常组织、U251 细胞和 U251 / 替莫唑胺(TMZ)细胞中 LINC00662、miR-144 和 COX-2
 

mRNA 表

达水平;双荧光素酶报告系统评估 LINC00662、miR-144 和 COX-2 的调控关系。 设置空白对照组、敲低 LINC00662
阴性对照(si-NC)组、敲低 LINC00662 组、同时敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 表达组。 CCK-8 和 Edu 法分析细胞

增殖情况;流式细胞术定量检测细胞凋亡;Western
 

blot 分析靶蛋白表达水平。 结果　 与癌旁正常组织相比,胶质瘤

组织中 LINC00662 和 COX-2
 

mRNA 表达显著上调,miR-144 表达下调(P<0. 05);与 U251 细胞相比,U251 / TMZ 细

胞中 LINC00662 和 COX-2
 

mRNA 表达显著上调, miR-144 表达下调 ( P < 0. 05)。 双荧光素酶报告实验证实

LINC00662 靶向结合 miR-144,miR-144 靶向结合 COX-2。 与 si-NC 组相比,敲低 LINC00662 组 U251 / TMZ 细胞增殖

能力显著降低,凋亡率升高(P<0. 05);COX-2、PCNA、MRP1 和 Bcl-2 蛋白显著下调,Bax 蛋白上调(P<0. 05);抑制

miR-144 表达可在一定程度上逆转 LINC00662 敲低对 U251 / TMZ 细胞增殖、凋亡的影响 ( P < 0. 05)。 结论
 

LINC00662 通过 miR-144 / COX-2 信号可调节胶质瘤细胞增殖、凋亡,改变胶质瘤细胞 TMZ 耐药性。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

LINC00662
 

in
 

regulation
 

of
 

temozolomide
 

resistance
 

of
 

glioma
 

cells
 

through
 

miR-144 / COX-2
 

signaling.
 

Methods 　 qRT-PCR
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 



LINC00662,
 

miR-144,
 

and
 

COX-2
 

in
 

glioma
 

tissues,
 

normal
 

tissue
 

adjacent
 

to
 

cancer,
 

U251
 

cells,
 

and
 

U251 /
temozolomide ( TMZ ) cells.

 

The
 

dual-luciferase
 

reporter
 

system
 

were
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

regulatory
 

relationship
 

of
 

LINC00662,
 

miR-144,
 

and
 

COX-2.
 

The
 

five
 

groups
 

were
 

a
 

blank
 

control,
 

knockdown
 

LINC00662
 

negative
 

control( si-
NC),

 

knockdown
 

LINC00662,
 

and
 

simultaneous
 

knockdown
 

of
 

LINC00662
 

and
 

inhibition
 

of
 

miR-144
 

expression.
 

Cell
 

proliferation
 

were
 

analyzed
 

by
 

CCK-8
 

and
 

Edu
 

assays.
 

Apoptosis
 

was
 

evaluated
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Expression
 

levels
 

of
 

target
 

proteins
 

were
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot.
 

Results 　 Compared
 

with
 

adjacent
 

normal
 

tissue,
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

LINC00662
 

and
 

COX-2
 

were
 

significantly
 

upregulated
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-144
 

was
 

downregulated
 

in
 

glioma
 

tissues(P < 0. 05).
 

Compared
 

with
 

U251
 

cells,
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

LINC00662
 

and
 

COX-2
 

were
 

significantly
 

upregulated
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-144
 

was
 

downregulated
 

in
 

U251 / TMZ
 

cells.
 

Dual-luciferase
 

reporter
 

assays
 

showed
 

that
 

LINC00662
 

targeted
 

miR-144,
 

and
 

miR-144
 

targeted
 

COX-2.
 

Compared
 

with
 

the
 

si-NC
 

group,
 

cell
 

proliferation
 

of
 

the
 

knockdown
 

LINC00662
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased,
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

the
 

knockdown
 

LINC00662
 

group
 

was
 

increased(P<0. 05),
 

COX-2,
 

PCNA,
 

MRP1
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

the
 

knockdown
 

LINC00662
 

group
 

were
 

significantly
 

downregulated,
 

and
 

the
 

Bax
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

knockdown
 

LINC00662
 

group
 

was
 

upregulated(P<0. 05).
 

Inhibiting
 

miR-144
 

expression
 

reversed
 

the
 

effects
 

of
 

LINC00662
 

knockdown
 

on
 

U251 /
TMZ

 

cell
 

proliferation
 

and
 

apoptosis(P< 0. 05).
 

Conclusions 　 LINC00662
 

regulates
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

glioma
 

cells
 

through
 

miR-144 / COX-2
 

signaling
 

and
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

temozolomide
 

resistance
 

of
 

glioblastoma
 

cells.
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　 　 胶质瘤是成人中最具侵袭性的原发性脑肿瘤

之一,具有广泛的侵袭性和对传统治疗的抵抗

力[1] 。 目 前, 手 术 切 除 后 基 于 替 莫 唑 胺

(temozolomide,TMZ)的化疗是胶质瘤患者最常用的

治疗策略之一,而对 TMZ 产生耐药性是目前胶质瘤

治疗的主要障碍[2] 。 因此,阐明 TMZ 抗性的分子机

制可为胶质瘤治疗提供潜在新分子靶点。
长 链 非 编 码 RNA ( long

 

non-coding
 

RNA,
LncRNA)是一类长度超过 200 个核苷酸的 RNA 分

子,无编码功能性蛋白质能力[3] 。 最近,一些证据

表明,LncRNA 在胶质瘤发生发展中发挥重要作用,
如 LncRNA

 

HOXA-AS3 在胶质瘤细胞中显著高表

达,且与不良预后相关[4] ;Lnc-TALC 可改善胶质瘤

细胞对 TMZ 的耐药性[5] 。 基于 LncRNA 的基因组

特征可为胶质瘤 TMZ 抗性提供治疗策略。 相关研

究发现 LINC00662 在胶质瘤中充当致癌基因,与预

后相关,可加速肿瘤细胞的生长[6-7] 。 然而,关于

LINC00662 是否介导胶质瘤中的 TMZ 抗性机制仍

未可知。
近期研究表明, LncRNA 通过调控微小 RNA

(microRNA,miRNA)和靶基因来调控肿瘤的发生发

展[8] 。 且已有研究证实,miR-144 可通过靶向调控

靶基因抑制胶质瘤进展, 并提高对 TMZ 的敏感

性[9] 。 此外,环氧化酶 2( cyclooxygenase-2,COX-2,
又称 PTGS2)是一种炎症相关酶,与胶质瘤的发生

发展相关[10] 。 Yao 等[11] 报道 COX-2 是 miR-144 下

游靶基因,在胃癌中发挥促癌作用。 因此,本研究

通过探讨 LINC00662 是否通过调控 miR-144 / COX-2
轴调节胶质瘤细胞 TMZ 耐药性,以期为胶质瘤的治

疗提供新的见解。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 临床组织

　 　 本研究一共收集 30 份人胶质瘤组织样本及癌

旁正常组织样本 ( 均采集同一患者), 其中男性

16 例,女性 14 例,年龄 35 ~ 55 岁。 患者于 2018 年 3
月~2020 年 12 月期间接受手术并签署知情同意书。
手术切除后立即将样品冷冻在液氮中。 本研究经

湖北医药学院附属襄阳市第一人民医院伦理委员

会批准(XYYYE20220012)。
1. 1. 2　 细胞

　 　 U251 细 胞、 U251 / TMZ 细 胞 购 自 厦 门

IMMOCELL,货号:IM-H421、IMD-007。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 Dulbecco 改 良 Eagle 培 养 基
 

( Dulbecco ’ s
 

modified
 

Eagle’ s
 

medium,DMEM) 购自赛默飞世尔

科技有限公司, 货号: 30030; TRIzol 提 取 试 剂、
LipofectamineTM

 

2000 购 自 美 国 Invitrogen, 货 号:
15596018、11668027;One

 

Step
 

PrimeScriptTM
 

RT-PCR
试剂盒购自日本 TaKaRa,货号:RR064B;CCK-8 细

胞增殖检测试剂盒和双荧光素酶报告基因检测试
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剂盒购自南京 Vazyme,货号: A311-01 和 DD1205-
01;Annexin

 

V-Alexa
 

Fluor
 

488 / 碘化丙啶( Propidium
 

Iodide,PI)细胞凋亡检测试剂盒购自上海 YEASEN,
货号:40305ES20;Click-iK

 

Edu 试剂盒(红色荧光)
购自北京 Biorigin,货号:BN16017;高效 RIPA 裂解

液购自北京 BIOSIC,货号:EX6010;一抗 COX-2、多
药耐 药 相 关 蛋 白 1 ( multidrug

 

resistance-related
 

protein
 

1,MRP1)、PCNA、Bax、Bcl-2 和 GAPDH 均购

自英国 Abcam,货号:ab179800、ab233383、ab18197、
ab182734、ab182858 和 ab9485。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养

　 　 U251 细胞用含 10%胎牛血清和 1%青霉素-链
霉素的 DMEM,于 37℃ 、含 5%

 

CO2 的增湿培养箱中

培养。 U251 / TMZ 细胞根据说明书在以上培养条件

基础下,添加 TMZ
 

16
 

μg / mL 培养。
1. 3. 2　 细胞分组

　 　 以 U251 / TMZ 细胞为研究对象,设置空白对照

(Control)组、敲低 LINC00662 阴性对照(si-NC)组、
敲低 LINC00662(si-LINC00662)组、敲低 LINC00662
和抑制 miR-144 阴性对照( si-LINC00662 + miR-NC

 

inhibitor)组、敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 表达

(si-LINC00662+miR-144
 

inhibitor) 组。 Control 组正

常培养; si-NC 组转染 si-NC; si-LINC00662 组转染

si-LINC00662;si-LINC00662 + miR-NC
 

inhibitor 组转

染 si-LINC00662 和 miR-NC
 

inhibitor;si-LINC00662+
miR-144

 

inhibitor 组转染 si-LINC00662 和 miR-144
 

inhibitor。 均按照 LipofectamineTM
 

2000 转染试剂方

法操作,转染后培养 48
 

h。
1. 3. 3　 qRT-PCR 检测组织和细胞中靶分子表达

水平

　 　 用 TRIzol 提取来自以上各组织和细胞的总

RNA,并将总 RNA 逆转录为 cDNA,然后以 cDNA 为

模板,添加相应的引物和荧光定量试剂盒的试剂进

行 qRT-PCR 检测,使用 2-ΔΔCt 法计算目的基因相对

表达水平。 U6 和 GAPDH 用于标准化 miR-144、
LINC00662 和 COX-2

 

mRNA 表达。
引 物 序 列 如 下: LINC00662 ( 正 向: 5 ’-

TGGACATCTGTCTGGAGG-3 ’, 反 向: 5 ’-
GGCTGAGGCATAAGAATCG-3’); miR-144 ( 正 向:
5’-GCCCCTACAGTATAGATGATGTA-3’, 反向: 5’-
GTGCAGGGTCCGAGGT-3’); COX-2

 

mRNA ( 正向:
5 ’-TCGCTGTGCCTGATGATTG-3 ’, 反 向: 5 ’-

TCGCTTATGATCTGTCTTG-3’);GAPDH (正向:5’-
GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3 ’, 反 向: 5 ’-
ATGGTGGTGAAGACGCCAGT-3’); U6 ( 正 向: 5 ’-
CTCGCTTCGGGCAGCACA-3 ’, 反 向: 5 ’-
AACGCTTTCACGAATTTGCGT-3’)。
1. 3. 4　 双荧光素酶报告基因检测

　 　 StarBase
 

v3. 0 用于预测 LINC00662 与 miR-144
的结合位点,Target

 

Scan7. 2 用于预测 miR-144 与

COX-2 的 3’ 非翻译区 ( 3’ untranslated
 

region, 3’
UTR)之间的互补序列。 将 miR-144 和 LINC00662
或 COX-2 之间的共同片段克隆并插入到 pmirGLO
报告载体中, 形成 WT-LINC00662 和 WT-COX-2。
以相同的方式构建相对突变体 MUT-LINC00662 和

MUT-COX-2。 报告基因分别与 miR-144
 

mimic 或

miR-NC
 

mimic 共转染 U251 / TMZ 细胞,利用双荧光

素酶报告基因检测试剂盒评估荧光素酶活性。
1. 3. 5　 CCK-8 检测各组 U251 / TMZ 细胞增殖活力

　 　 将稳定转染的各组细胞接种到 96 孔板中,培养

24
 

h 后,与含 10%
 

CCK-8 新鲜培养基溶液共同孵育

2
 

h,使用酶标仪检测 450
 

nm 处的吸光度值(A 值)。
1. 3. 6　 Edu 检测各组 U251 / TMZ 细胞增殖情况

　 　 将上述转染后的各组细胞接种到 24 孔板中,培
养 24

 

h 后,每孔中添加 10
 

μmol
 

Edu 溶液,再次培养

2
 

h 后 4%甲醛固定 30
 

min,随后将细胞用 Hoechst
 

33342 染色 30
 

min,具体操作方法参照 Click-iT
 

Edu
试剂盒说明书。 使用荧光显微镜进行观察,Image-
Pro

 

Plus 软件对 Edu 阳性细胞(红色细胞) 进行计

数。 Edu 阳性细胞率 = Edu 阳性细胞与总 Hoechst
 

33342 阳性细胞(蓝色细胞)的比率。
1. 3. 7　 流式细胞仪检测各组 U251 / TMZ 细胞凋亡

　 　 收集按照上述方法转染的各组细胞, 根据

Annexin
 

V-Alexa
 

Fluor
 

488 / PI 细胞凋亡检测试剂盒

说明书进行 Annexin
 

V-Alexa
 

Fluor
 

488 和 PI 染色,
通过 FACS 细胞术分析细胞凋亡率。
1. 3. 8　 Western

 

blot 检测各组 U251 / TMZ 细胞中靶

蛋白水平

　 　 使用含有蛋白酶体抑制剂的 RIPA 裂解液在冰

上提取按照上述方法培养的各组细胞总蛋白。 将

蛋白通过 10%
 

SDS-PAGE 电泳分离并转移到 PVDF
膜上。 在室温下使用含有 0. 1%

 

Tween-20 的 5%脱

脂牛奶封闭 1
 

h,然后使用 COX-2、MRP1、PCNA、Bax
和 Bcl-2 特异性一抗 4℃ 过夜孵育。 洗膜后使用

HRP 标记的 IgG 二抗孵育 2
 

h,随后通过化学发光

84 中国比较医学杂志 2023 年 6 月第 33 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

6



观察。 通过 Image
 

J 软件分析蛋白表达并标准化为

GAPDH。
1. 4　 统计学方法

　 　 数值变量资料统计描述为平均数±标准差( 􀭰x±
s)表示。 使用单因素方差分析或 t 检验进行统计学

分析。 以双侧 P<0. 05 表示差异具有统计学意义。
所有统计分析均使用 SPSS

 

25. 0 软件。

2　 结果

2. 1　 LINC00662、miR-144 和 COX-2
 

mRNA 在胶

质瘤组织中的表达水平

　 　 与 癌 旁 正 常 组 织 比 较, 胶 质 瘤 组 织 中

LINC00662 水平和 COX-2
 

mRNA 表达均明显升高,
miR-144 表达均降低(P<0. 05)(见表 1)。
2. 2　 LINC00662、miR-144 和 COX-2

 

mRNA 在靶

细胞中表达的水平

　 　 与 U251 细 胞 比 较, U251 / TMZ 细 胞 中

LINC00662 和 COX-2
 

mRNA 表达均显著升高,miR-
144 表达水平降低(P<0. 05)(见表 2)。
2. 3　 细胞中 LINC00662、miR-144 和 COX-2 之间

的调控关系

　 　 通过网站预测发现,LINC00662 与 miR-144 之

间、miR-144 和 COX-2 的 3’UTR 之间存在结合位点

(见图 1)。 双荧光素酶实验结果显示,与 miR-NC
 

mimic 和 WT-LINC00662 共转染的细胞比较, miR-
144

 

mimic 和 WT-LINC00662 共转染到细胞中可显

著降低相对荧光素酶活性(P<0. 05);此外,与 miR-
NC

 

mimic 和 WT-COX-2 共转染的细胞比较, miR-
144

 

mimic 和 WT-COX-2 共转染到细胞中可显著降

低相对荧光素酶活性(P<0. 05)(见表 3)。
与 si-NC 组比较, si-LINC00662 组 U251 / TMZ

细胞中 LINC00662 和 COX-2
 

mRNA 表达明显降低,
miR-144 表达增高 ( P < 0. 05)。 与 si-LINC00662 +
miR-NC

 

inhibitor 组 比 较, si-LINC00662 + miR-144
 

inhibitor 组 LINC00662 表达水平无显著变化 (P >
0. 05),miR-144 表达降低(P<0. 05),COX-2

 

mRNA
表达增高(P<0. 05)(见表 4)。

注:A:LINC00662 与 miR-144 的结合位点预测;B:miR-144
与 COX-2 的结合位点预测。

图 1　 结合位点的预测

Note.
 

A,
 

Putative
 

binding
 

sites
 

of
 

VLINC00662
 

and
 

miR-144.
 

B,
 

Putative
 

binding
 

sites
 

of
 

miR-144
 

and
 

COX-2.

Figure
 

1　 Predicted
 

binding
 

sites

表 1　 LINC00662、miR-144 和 COX-2
 

mRNA 在组织中的表达水平(n= 30)
Table

 

1　 Expression
 

level
 

of
 

LINC00662,
 

miR-144
 

and
 

COX-2
 

mRNA
 

in
 

tissues
组织 Tissues LINC00662 miR-144 COX-2

 

mRNA
癌旁正常组织 Normal

 

tissues
 

adjacent
 

to
 

cancer 1. 00±0. 08 1. 03±0. 09 1. 04±0. 11
胶质瘤组织 Glioma

 

tissues 3. 15±0. 30∗ 0. 36±0. 04∗ 2. 94±0. 25∗

注:与癌旁正常组织相比,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

tissues
 

adjacent
 

to
 

cancer,∗P<0. 05.

表 2　 LINC00662、miR-144 和 COX-2
 

mRNA 在细胞中的表达水平(n= 3)
Table

 

2　 Expression
 

level
 

of
 

LINC00662,
 

miR-144
 

and
 

COX-2
 

mRNA
 

in
 

cells
细胞 Cells LINC00662 miR-144 COX-2

 

mRNA
U251 1. 04±0. 12 1. 08±0. 15 1. 06±0. 13

U251 / TMZ 3. 09±0. 33∗ 0. 42±0. 05∗ 2. 88±0. 27∗

注:与 U251 相比,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

U251,∗P<0. 05.

表 3　 双荧光素酶活性测定分析 LINC00662 与 miR-144、miR-144 与 COX-2 之间的关系(n= 3)
Table

 

3　 Analysis
 

of
 

the
 

relationship
 

between
 

LINC00662
 

and
 

miR-144,
 

miR-144
 

and
 

COX-2
 

by
 

double
 

luciferase
 

activity
 

assay
组别 Groups WT-LINC00662 MUT-LINC00662 WT-COX-2 MUT-COX-2

miR-NC
 

mimic 1. 08±0. 10 1. 07±0. 11 1. 09±0. 13 1. 08±0. 07
miR-144

 

mimic 0. 36±0. 05∗ 0. 96±0. 09 0. 43±0. 06∗ 0. 97±0. 08
注:与 miR-NC

 

mimic 组相比,∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

miR-NC
 

mimic
 

group,∗P<0. 05.
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2. 4　 各组 U251 / TMZ 细胞增殖情况分析

　 　 与 si-NC 组比较, si-LINC00662 组 U251 / TMZ
细胞增殖活力和 Edu 阳性细胞率均降低(P<0. 05);
与 si-LINC00662 + miR-NC

 

inhibitor 组 比 较, si-
LINC00662+miR-144

 

inhibitor 组 U251 / TMZ 细胞增

殖活力和 Edu 阳性细胞率均增高(P< 0. 05)。 (见

图 2)
2. 5　 各组 U251 / TMZ 细胞凋亡情况分析

　 　 与 si-NC 组比较,si-LINC00662 组 U251 / TMZ 细

胞凋亡率增高(P< 0. 05);与 si-LINC00662 +miR-NC
 

inhibitor 组比较,si-LINC00662 + miR-144
 

inhibitor 组

U251 / TMZ 细胞凋亡率降低(P<0. 05)。 (见图 3)
2. 6　 各组 U251 / TMZ 细胞中靶蛋白蛋白水平分析

　 　 与 si-NC 组比较, si-LINC00662 组 U251 / TMZ
细胞中 COX-2、PCNA、MRP1 和 Bcl-2 蛋白水平均降

低,Bax 蛋白水平增高(P<0. 05);与 si-LINC00662+
miR-NC

 

inhibitor 组 比 较, si-LINC00662 + miR-144
 

inhibitor 组 U251 / TMZ 细胞中 COX-2、PCNA、MRP1
和 Bcl-2 蛋白水平明显增高,Bax 蛋白水平降低(P<
0. 05)(见图 4,表 5)。

表 4　 LINC00662、miR-144 和 COX-2
 

mRNA 在 U251 / TMZ 细胞中的表达水平(n= 3)
Table

 

4　 Expression
 

of
 

LINC00662,
 

miR-144
 

and
 

COX-2
 

mRNA
 

in
 

U251 / TMZ
 

cells
组别 Groups LINC00662 miR-144 COX-2

 

mRNA

空白对照组
Control

 

group 1. 04±0. 09 1. 07±0. 05 1. 03±0. 07

敲低 LINC00662 阴性对照组
si-NC

 

group 1. 07±0. 10 1. 05±0. 09 1. 06±0. 09

敲低 LINC00662 组
si-LINC00662

 

group 0. 22±0. 05ab 2. 37±0. 20ab 0. 48±0. 06ab

敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 阴性对照组
si-LINC00662+miR-NC

 

inhibitor
 

group 0. 25±0. 04ab 2. 45±0. 24ab 0. 53±0. 07ab

敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 表达组
si-LINC00662+miR-144

 

inhibitor
 

group 0. 27±0. 03abcd 1. 58±0. 18abcd 0. 80±0. 09abcd

注:与空白对照组相比,aP<0. 05;与敲低 LINC00662 阴性对照组相比,bP<0. 05;与敲低 LINC00662 组相比,cP<0. 05;与敲低 LINC00662 和抑制
miR-144 阴性对照相比,dP<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group,aP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-NC
 

group,bP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-LINC00662
 

group,cP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-LINC00662+miR-NC
 

inhibitor
 

group,dP<0. 05.

注:A:空白对照组;B:敲低 LINC00662 阴性对照组;C:敲低 LINC00662 组;D:敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 阴性对照组;E:敲低 LINC00662
和抑制 miR-144 表达组。 与空白对照组相比,aP<0. 05;与敲低 LINC00662 阴性对照组相比,bP<0. 05;与敲低 LINC00662 组相比,cP<0. 05;与
敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 阴性对照相比,dP<0. 05。

图 2　 各组 U251 / TMZ 细胞增殖情况
Note.

 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

si-NC
 

group.
 

C,
 

si-LINC00662
 

group.
 

D,
 

si-LINC00662+miR-NC
 

inhibitor
 

group.
 

E,
 

si-LINC00662+miR-144
 

inhibitor
 

group.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,aP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-NC
 

group,bP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-LINC00662
 

group,cP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-LINC00662+miR-NC
 

inhibitor
 

group,dP<0. 05.
Figure

 

2　 Proliferation
 

of
 

U251 / TMZ
 

cells
 

in
 

each
 

group

05 中国比较医学杂志 2023 年 6 月第 33 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2023,Vol.
 

33,No.
 

6



注:A:空白对照组;B:敲低 LINC00662 阴性对照组;C:敲低 LINC00662 组;D:敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 阴性对照组;E:敲低 LINC00662
和抑制 miR-144 表达组。 与空白对照组相比,aP<0. 05;与敲低 LINC00662 阴性对照组相比,bP<0. 05;与敲低 LINC00662 组相比,cP<0. 05;与
敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 阴性对照相比,dP<0. 05。

图 3　 各组 U251 / TMZ 细胞凋亡情况
Note.

 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

si-NC
 

group.
 

C,
 

si-LINC00662
 

group.
 

D,
 

si-LINC00662+miR-NC
 

inhibitor
 

group.
 

E,
 

si-LINC00662+miR-144
 

inhibitor
 

group.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,aP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-NC
 

group,bP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-LINC00662
 

group,cP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-LINC00662+miR-NC
 

inhibitor
 

group,dP<0. 05.
Figure

 

3　 Apoptosis
 

of
 

U251 / TMZ
 

cells
 

in
 

each
 

group

表 5　 各组 U251 / TMZ 细胞中靶蛋白水平分析(n= 3)
Table

 

5　 Analysis
 

of
 

target
 

protein
 

level
 

in
 

U251 / TMZ
 

cells
 

of
 

each
 

group
组别 Groups COX-2 MRP1 PCNA Bcl-2 Bax

空白对照组 Control
 

group 0. 69±0. 08 0. 89±0. 09 0. 99±0. 12 1. 01±0. 14 0. 41±0. 05
敲低 LINC00662 阴性对照组 si-NC

 

group 0. 75±0. 09 0. 84±0. 10 1. 08±0. 13 0. 97±0. 12 0. 43±0. 06
敲低 LINC00662 组 si-LINC00662

 

group 0. 26±0. 03ab 0. 36±0. 05ab 0. 44±0. 05ab 0. 37±0. 04ab 1. 12±0. 15ab

敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 阴性对照组
si-LINC00662+miR-NC

 

inhibitor
 

group 0. 28±0. 05ab 0. 33±0. 04ab 0. 48±0. 06ab 0. 40±0. 06ab 1. 20±0. 13ab

敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 表达组
si-LINC00662+miR-144

 

inhibitor
 

group 0. 47±0. 06abcd 0. 55±0. 06abcd 0. 69±0. 08abcd 0. 72±0. 08abcd 0. 81±0. 09abcd

注:与空白对照组相比,aP<0. 05;与敲低 LINC00662 阴性对照组相比,bP<0. 05;与敲低 LINC00662 组相比,cP<0. 05;与敲低 LINC00662 和抑制
miR-144 阴性对照相比,dP<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group,aP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-NC
 

group,bP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-LINC00662
 

group,cP<0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-LINC00662+miR-NC
 

inhibitor
 

group,dP<0. 05.

注:A:空白对照组;B:敲低 LINC00662 阴性对照组;C:敲低 LINC00662 组;D:敲低 LINC00662 和抑制 miR-144 阴性对照组;E:敲低 LINC00662
和抑制 miR-144 表达组。

图 4　 各组 U251 / TMZ 细胞中靶蛋白表达水平

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

si-NC
 

group.
 

C,
 

si-LINC00662
 

group.
 

D,
 

si-LINC00662+miR-NC
 

inhibitor
 

group.
 

E,
 

si-LINC00662+miR-144
 

inhibitor
 

group.
 

Figure
 

4　 Expression
 

level
 

of
 

target
 

protein
 

in
 

U251 / TMZ
 

cells
 

of
 

each
 

group
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3　 讨论

　 　 胶质瘤的治疗主要是以手术加放、化疗为主,
然而,其治疗效果并不理想,复发率和死亡率相对

较高[12] 。 TMZ 具有良好的抗癌作用,能很好地改善

脑胶质瘤患者的临床症状,并显著缩小肿瘤体积,
基于 TMZ 的化疗是当前胶质瘤最广泛使用的治疗

方法之一[13] 。 然而,亦有研究发现,胶质瘤细胞对

TMZ 的抵抗力正在增强[14-15] 。 因此,有必要对胶质

瘤的 TMZ 耐药机制进行探究。
已有大量研究表明,肿瘤组织中异常表达的

LncRNA 可 作 为 预 测 肿 瘤 预 后 的 分 子 标 志

物[8,16-17] 。 Wei 等[18] 研究表明,LINC00662 在宫颈

癌组织和细胞中显著高表达,可促进宫颈癌细胞的

进展和放射抗性。 同样,本研究发现 LINC00662 在

胶质瘤组织中高表达,与前人研究结果相一致[6-7] 。
LncRNA 与胶质瘤等肿瘤的耐药性有关,如 LncRNA

 

DILA1 可通过抑制细胞周期蛋白 D1 降解抑制乳腺

癌细胞生长, 并恢复对他莫昔芬的敏感性[19] ;
LncRNA

 

SNHG12 可作为 miR-129-5p 的海绵调控

MAPK / ERK 通路激活进而使胶质母细胞瘤具有

TMZ 抗性[20] 。 本研究结果显示,LINC00662 在耐药

细胞株 U251 / TMZ 中表达显著高于 U251 细胞,在
U251 / TMZ 细胞中敲低其表达,可显著降低细胞增

殖活力、提高细胞凋亡能力,提示敲低 LINC00662
可增强胶质瘤对 TMZ 的敏感性。

LncRNA 可 作 为 竞 争 性 内 源 性 RNA 靶 向

miRNA 来调节 miRNA 靶基因的表达[16] 。 据报道,
LINC00662 可作为竞争性内源性 RNA 靶向 miR-
34a-5p / 凝集素甘露糖结合 2 样( LMAN2L)或 miR-
107 / 高迁移率族框 1 蛋白( HMGB1)轴来调节胶质

瘤的进展[6-7] 。 因此,笔者通过 StarBase
 

v3. 0 网站

预测 了 LINC00662 的 靶 基 因, 发 现 并 验 证 了

LINC00662 和 miR-144 之间的靶向关系。 因此,笔
者继续通过 Target

 

Scan7. 2 网站预测并证实了 miR-
144 和 COX-2 之间的靶向关系,与以往报道结果相

一致[11] 。 另有研究证实,COX-2 在胶质瘤组织中表

达上调,其过表达可促进胶质瘤的发生和发展[21] 。
本研究发现敲低 LINC00662 可显著下调 miR-144 表

达,上调 COX-2 表达,提示 LINC00662 可作为 miR-
144 竞争性内源性 RNA 来调节 COX-2 的表达。 此

外,本研究显示敲低 LINC00662 可引起细胞活力降

低和凋亡率升高,同时,该现象在抑制 miR-144 表达

的 U251 / TMZ 细胞中被逆转,提示 LINC00662 促进

胶质瘤细胞对 TMZ 耐药,且 miR-144 / COX-2 信号参

与该过程。
耐药性是目前肿瘤化疗的主要障碍,其主要原

因是一些外排的转运蛋白如 MRP1 的过度表达[22] 。
本研究结果显示, 敲低 LINC00662 可显著降低

U251 / TMZ 细 胞 MRP1 表 达, 再 次 证 明 了 敲 低

LINC00662 增强了胶质瘤对化疗药物的敏感性,即
降低了胶质瘤的 TMZ 耐药性。 此外,PCNA 是一种

直接参与 DNA 合成的核蛋白,其表达水平增加表明

细胞增殖能力提高[23] 。 Bcl-2 和 Bax 是凋亡相关蛋

白质,Bcl-2 通过与线粒体外膜上的受体结合,有助

于维持线粒体膜的完整性,充当细胞凋亡的抑制

剂;而 Bax 起促进细胞凋亡的作用,若细胞暴露于凋

亡诱导剂,Bax 就会从细胞质移动到线粒体膜上并

改变外膜的通透性,从而诱导释放细胞色素 c 和其

他凋亡分子,最终导致 DNA 断裂[24] 。 本研究结果

发现敲低 LINC00662 可影响 MRP1、PCNA、Bcl-2 和

Bax 表达,下调 miR-144 表达可在一定程度上逆转

敲低 LINC00662 对 MRP1、PCNA、Bcl-2 和 Bax 的影

响,进一步提示 LINC00662 靶向调控 miR-144,参与

调节胶质瘤细胞的 TMZ 耐药性。
综上所述,LINC00662 可通过 miR-144 / COX-2

信号,调节 U251 / TMZ 细胞增殖和凋亡,进而影响胶

质瘤细胞的 TMZ 耐药性。 这些结果为 LINC00662 /
miR-144 / COX-2 调控网络在胶质瘤发展中的作用提

供了新的理论支持。 但由于本研究对象的单一性,
有必要进一步在多个细胞系和动物模型中对

LINC00662 在胶质瘤中的耐药机制进行探究,这将

为胶质瘤的治疗提供进一步的证据。
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