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长链非编码RNA MALAT1对弥漫性大B细胞

淋巴瘤增殖、凋亡的影响
马乐1  宫蔷1  李茜2  陈洁平1* 

(1陆军军医大学第一附属医院血液科, 重庆 400038; 2陆军军医大学第一附属医院感染科, 重庆 400038)

摘要      为了探讨长链非编码RNA MALAT1在弥漫性大B细胞淋巴瘤(diffuse large B cell lym-
phoma, DLBCL)疾病中的作用及可能的分子机制, 该研究在体外培养DLBCL细胞系SU-DHL-1和
SU-DHL-4, 并过表达或敲低MALAT1, 应用实时荧光定量PCR实验分析各组细胞中MALAT1的表

达水平, 用CCK-8实验和BrdU掺入实验分析细胞增殖活性, 用Annexin V/PI双标记实验检测细胞

凋亡水平, 用蛋白质免疫印记实验分析β-catenin信号通路的活性调控。结果发现, 与Control组相

比过表达MALAT1, DLBCL细胞中MALAT1的表达显著提高(P<0.001), 细胞增殖活性显著升高

(P<0.05), BrdU阳性细胞比例显著升高(P<0.01)。与转染对照siRNA组细胞相比, 转染MALAT1 
siRNA组细胞MALAT1表达水平显著下降(P<0.01), 细胞增殖活性显著下降(P<0.01), BrdU阳性细

胞比例显著下降(P<0.001), 细胞晚期凋亡比例显著升高(P<0.001)。蛋白质免疫印记结果显示, 过
表达MALAT1促进了GSK3β的磷酸化及β-catenin的活化, 而敲低MALAT1则降低了GSK3β的磷酸

化及β-catenin的活化。这些实验数据表明, MALAT1可促进DLBCL细胞的增殖, 抑制细胞凋亡, 影
响细胞β-catenin信号通路的活化。
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Abstract       This study was to investigate the role of long non-coding RNA MALAT1 in DLBCL (diffuse 
large B cell lymphoma) and the underlying molecular mechanism. DLBCL cell lines SU-DHL-1 and SU-DHL-4 
were cultured in vitro, and MALAT1 was overexpressed or inhibited. The expression level of MALAT1 in each 
group was analyzed by real-time qPCR. The proliferation activities were analyzed by CCK-8 assay and BrdU stain-
ing assay. The apoptotic rates were detected by Annexin V/PI double staining assay, and the activation of β-catenin 
signaling pathway was analyzed by immunoblotting assay. Compared with Control group, overexpression of 
MALAT1, the expression of MALAT1 in DLBCL cells was significantly increased (P<0.001), cell proliferation 
activity was significantly increased (P<0.05), and the proportion of BrdU positive cells was significantly increased 
(P<0.01). Compared with the control siRNA transfection group, the expression level of MALAT1 and proliferation 
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activity of cells in the MALAT1 siRNA transfection group were significantly decreased (P<0.01), and the propor-
tion of BrdU positive cells was significantly decreased (P<0.001). The proportion of late apoptosis was significant-
ly increased (P<0.001). Immunoimprinting results showed that overexpression of MALAT1 promoted the phos-
phorylation of GSK3β and the activation of β-catenin, while inhibition of MALAT1 decreased the phosphorylation 
of GSK3β and the activation of β-catenin. These results indicated that MALAT1 could promote the proliferation of 
DLBCL cells, inhibit apoptosis, and affect the activation of β-catenin signaling pathway.

Keywords        long non-coding RNA; MALAT1; B cell lymphoma; proliferation; apoptosis

弥漫性大B细胞淋巴瘤(diffuse large B cell lym-
phoma, DLBCL)是临床上最常见的一类非霍奇金淋

巴瘤, 但由于其临床特点、组织形态具有明显的异

质性等, 其临床治疗及病理机制研究仍然面临很多

问题[1-3]。对DLBCL的遗传学研究, 人们发现了一系

列与其疾病进展相关的基因及异常调控的信号通路, 
如NF-κB、Notch等, 但其致病机制仍然不清楚[4-5]。

长链非编码RNA(long non-coding RNA, ln-
cRNA)是长度大于200核苷酸的一类非编码RNA[6]。

近年来许多重要的lncRNA如HOTAIR[7]、H19[8]等

被发现在肿瘤发生过程中发挥了重要作用。肺腺癌

转移相关转录本1(metastasis associated in lung deno-
carcinoma transcript 1, MALAT1)最早在早期非小细

胞肺癌的研究中被发现[9], 长度为8.5 Kb, 定位于11
号染色体。MALAT1在多种癌症组织中呈现异常表

达, 其表达水平与肿瘤恶性程度和预后密切相关[10]。

最近一项研究发现, MALAT1在DLBCL组织中表达

水平升高, 但MALAT1在DLBCL疾病中发挥的作用

还不清楚[11]。本文探究了过表达和敲低MALAT1对
DLBCL细胞增殖和凋亡的影响。

1   材料和方法
1.1   实验材料

人弥漫性大B细胞淋巴瘤细胞系SU-DHL-1和
SU-DHL-4均购自美国典型培养物保藏中心 (Ameri-
can type culture collection, ATCC)。pCDH-CMV载

体和pCDH-MALAT1载体购自Addgene。对照小干

扰RNA和MALAT1 siRNA由上海吉玛制药技术有限

公司合成, 序列信息为: Anti-NC, 5ʹ-UUC UCC GAA 
CGU GUC ACG U-3ʹ; Anti-MALAT1, 5ʹ-GGC AAU 
GUU UUA CAC UAU U-3ʹ。
1.2   实验试剂

RPMI-1640培养基、胎牛血清 (fetal bovine 
serum, FBS)、胰酶消化液、Lipofectemine 2000转

染试剂购自美国Thermo Fisher公司; CCK-8细胞增

殖试剂盒购自日本同仁化学研究所; 牛血清白蛋白

(bovine serum albumin, BSA)、磷酸盐缓冲液(phos-
phate buffered saline, PBS)粉末购自上海生工生物工

程有限公司; Q5 DNA聚合酶、T4 DNA连接酶购自

美国NEB公司; 细胞凋亡试剂盒、PE-BrdU细胞增

殖试剂盒、Trizol RNA提取试剂盒购自美国Invitro-
gen公司; 逆转录试剂盒、SYBR green PCR mix购
自北京全式金生物技术有限公司; Active β-catenin 
(Non-phospho Ser33/37/Thr41)抗体、GSK3β抗体、

p-GSK3β(Ser9)抗体、GAPDH抗体购自美国Cell 
Signaling Technology公司; HRP二抗购自美国Santa-
Cruz公司; ECL化学发光底物购自美国Milipore公
司。

1.3   实验方法

1.3.1   细胞培养及转染      SU-DHL-1和SU-DHL-4
细胞用含有10% FBS的RPMI-1640培养基悬浮培养, 
并放置于37 °C、5% CO2培养箱中培养。将细胞分

为4组, Control组 转 染pCDH-CMV载 体, MALAT1
组转染 pCDH-MALAT1载体 , Anti-NC组转染对照

siRNA, Anti-MALAT1组转染MALAT1 siRNA。载

体和siRNA的转染均使用Lipofectamine 2000, 依照

产品说明书进行操作, 并于转染24 h后换液。

1.3.2   实时荧光定量PCR      转染48 h后消化收集各

组细胞, 经1 000 ×g离心3 min后弃上清, 用PBS漂洗

1次, 然后加入500 μL Trizol重悬, 室温静置15 min, 待
细胞充分裂解后 , 加入酚 /氯仿抽提总RNA, 经异丙

醇沉淀后充分晾干 , 加入DEPC处理的双蒸水溶解

RNA, 利用紫外分光光度计定量。取0.5 μg总RNA, 
使用逆转录试剂盒进行逆转录得到cDNA, 随后以

cDNA为模板, 用SYBR green qPCR试剂进行荧光

定量PCR, 分析MALAT1的表达水平, U6作为内参

对照基因。所用引物为MALAT1-forward: 5ʹ-GAC 
GGA GGT TGA GAT GAA GC-3′; MALAT1-re-
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verse: 5ʹ-ATT CGG GGC TCT GTA GTC CT-3ʹ; U6-
forward: 5ʹ-CTC GCT TCG GCA GCA CA-3ʹ; U6-
reverse: 5ʹ-AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT-3ʹ。
1.3.3   CCK-8细胞增殖实验      SU-DHL-1和SU-
DHL-4细胞经过转染过表达载体或siRNA 24 h后, 
离心收集细胞, 并重悬细胞, 以每孔5 000个细胞接

种于96孔细胞培养板中。在接种后第0、1、2、3天
取出培养板, 每孔加入10 μL CCK-8溶液, 重复振荡

混匀后继续培养4 h, 使用酶标仪读取D450值。

1.3.4   BrdU染色检测细胞增殖      SU-DHL-1细胞转

染过表达载体或siRNA 24 h后, 向培养基中加入10 μL 
1 μmol/L的BrdU, 避光放置于37 °C培养箱孵育12 h。
随后离心收集细胞, 用4%多聚甲醛溶液固定10 min, 
随后用0.2% Triton X-100通透10 min, 最后加入PE-
BrdU抗体染色45 min。染色后的细胞使用流式细胞

仪分析PE通道荧光信号。

1.3.5   Annexin V/PI双染检测细胞凋亡      SU-DHL-1
细胞和SU-DHL-4细胞转染siRNA 24 h后, 离心收集

细胞, 使用Annexin V结合缓冲液重悬细胞, 加入5 μL 
FITC-Annexin V溶液室温染色15 min, 随后加入2 μL 
PI染色液, 室温染色5 min。最后用流式细胞仪分析

PI通道和FITC通道荧光信号。

1.3.6   蛋白质免疫印记实验      离心收集转染表达

载体或 siRNA的SU-DHL-1细胞 , 加入 300 μL细胞

裂解液 , 放置于冰上裂解20 min, 随后10 000 ×g离心

10 min, 取上清加入60 μL 6× SDS上样缓冲液, 100 °C
煮沸 10 min。随后使用 SDS-PAGE电泳分离蛋白

样品 , 并转印到 PVDF膜上。用 2%牛血清白蛋白

室温封闭PVDF膜 , 随后分别用β-catenin(1000 1׃稀
释)、GSK3β(1000 1׃稀释)、p-GSK3β(1500׃稀释)和
GAPDH(1000 3׃稀释)抗体室温孵育1 h, 再用HRP偶
联的二抗(1000 5׃稀释)孵育1 h。最后加入ECL发光

底物检测蛋白条带。

1.3.7   统计学分析      采用SPSS 22.0软件进行数据

的统计分析, 首先验证数据符合正态分布, 且方差

齐, 再采用独立样本t检验分析组间差异, 以P<0.05
为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   过表达MALAT1对细胞增殖活性的影响

实时荧光定量实验结果(图1)表明, 与Control组
相比 , 转染MALAT1过表达载体的SU-DHL-1细胞

和SU-DHL-4细胞中的MALAT1表达水平显著升高

(P<0.001)。CCK-8细胞增殖实验结果表明, 与Con-
trol组相比 , MALAT1组SU-DHL-1细胞在转染 2天
和3天后细胞增殖活性显著升高(P<0.05, P<0.001), 
MALAT1组SU-DHL-4细胞在转染3天后细胞增殖活

性显著升高(P<0.05)。
2.2   敲低MALAT1表达对细胞增殖活性的影响

实时荧光定量实验结果(图2)表明, 与Anti-NC组
相比 , Anti-MALAT1组SU-DHL-1细胞和SU-DHL-4
细胞中的MALAT1表达水平显著下降 (P<0.001)。
CCK-8细胞增殖实验结果表明, 与Anti-NC组相比, 
Anti-MALAT1组SU-DHL-1细胞在转染2天和3天后

细胞增殖活性显著升高(P<0.05, P<0.01), MALAT1
组SU-DHL-4细胞在转染2天和3天后细胞增殖活性

显著升高(P<0.05, P<0.01)。
2.3   过表达和敲低MALAT1对细胞分裂的影响

BrdU流式细胞染色分析结果表明, 与Control组
相比 , 过表达MALAT1的SU-DHL-1细胞中BrdU阳

性细胞比例显著升高 (P<0.01); 与Anti-NC组相比 , 
敲低MALAT1表达的BrdU阳性细胞比例显著下降

(P<0.01)(图3)。
2.4   敲低MALAT1对细胞凋亡的影响

利用流式细胞仪分析 PI和Annexin V染色阳

性细胞 , 结果 (图 4)表明 , 与Anti-NC组相比 , Anti-
MALAT1组的SU-DHL-1细胞早期凋亡细胞比例升

高, 但无显著性差异(P>0.05), 晚期凋亡细胞比例显

著升高(P<0.01)。与Anti-NC组相比, Anti-MALAT1
组SU-DHL-4细胞早期凋亡和晚期凋亡比例均呈现

显著升高(P<0.01, P<0.001)。
2.5   过表达和敲低MALAT1对β-catenin信号通路

的影响

蛋白质免疫印记实验结果表明, 过表达或敲

低MALAT1不影响GSK3β蛋白的表达水平 , 但过表

达MALAT1增加了GSK3β第 9位丝氨酸残基的磷

酸化修饰水平 , 并促进了 β-catenin的活化 ; 而敲低

MALAT1的表达则降低了GSK3β第9位丝氨酸残基

的磷酸化修饰水平, 且抑制了β-catenin的活化(图5)。

3   讨论
通过抑制细胞增殖、促进细胞凋亡遏制肿瘤

的生长、延长患者生存期是淋巴瘤化疗和靶向治

疗的主要思路。因此, 研究淋巴瘤增殖和凋亡的调
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*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   敲低MALAT1影响DLBCL细胞的增殖

Fig.2   Knockdown MALAT1 affects the proliferation of DLBCL cells
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图1   过表达MALAT1影响DLBCL细胞的增殖

Fig.1   Overexpression of MALAT1 affects the proliferation of DLBCL cells 
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图3   流式细胞术检测过表达和敲低MALAT1对细胞分裂的影响

Fig.3   Flow cytometry analyzes the effect of overexpression and knockdown of MALAT1 on cell division

n.s.: P>0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图4   流式细胞术检测敲低MALAT1对细胞凋亡的影响

Fig.4   Flow cytometry analyzes the effect of knockdown of MALAT1 on cell apoptosis
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控机制, 有助于寻找有效的药物靶点和干预策略。

MALAT1广泛表达在多种类型的器官和组织中, 提
示其具有重要的生物学功能[12]。近年来, 研究发现

MALAT1在肺癌、乳腺癌等多种肿瘤组织中的表达

水平与肿瘤的发生和恶性程度存在一定的相关性, 
并影响了肿瘤细胞的增殖、凋亡和转移[13-14], WANG
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等[15]的一项临床荟萃研究分析(Meta-analysis)表
明, 高表达MALAT1的患者有更高的肿瘤淋巴结转

移的风险。近期有研究发现 , MALAT1在DLBCL
组织中表达水平上调 ,  可能与 DLBCL疾病进展

有关 [10,16]。本文通过在体外培养的DLBCL细胞中

过表达或敲低MALAT1, 发现MALAT1可以促进

DLBCL细胞的增殖活性。此外, BrdU掺入实验也

同样表明过表达MALAT1的DLBCL细胞DNA合成

增加 , 而敲低MALAT1引起DNA合成减少 , 进一步

表明MALAT1促进了DLBCL细胞的增殖。细胞增

殖活性被抑制通常会激活细胞程序性死亡, 我们利

用Annexin V/PI双染色实验研究了敲低MALAT1对
细胞凋亡的影响, 发现敲低MALAT1导致细胞An-
nexin V和PI阳性细胞比例升高, 表明敲低MALAT1
可以促进DLBCL细胞的凋亡。

MALAT1可以通过靶向调控多种基因的表达和

信号通路影响肿瘤的发生。在肿瘤细胞中, MALAT1
定位在核仁 , 可与SR家族剪接因子如SRSF1、SC35
等相互作用 , 调控靶基因的表达 [17]。此外 , MALTA1
还可以作为竞争性内源RNA(competing endogenous 
RNA, ceRNA), 通过与CDC42竞争性结合miR-1, 抑制

CDC42的表达, 促进肿瘤的迁移和侵袭[18]。MALAT1
对转录的调控亦会影响多种信号通路如NF-κB、
P53等 , 但其是否影响DLBCL细胞中β-catenin信号

通路仍缺乏研究 [19-20]。Wnt/β-catenin信号通路的

激活在个体发育和肿瘤发生中都发挥了重要的作

用。胞外配体Wnt通过与膜受体 Frizzled结合 , 激

图5   蛋白质免疫印迹分析过表达和敲低MALAT1对β-catenin信号通路的影响

Fig.5   Immunoblotting analyzes the effects of overexpression and knockdown of MALAT1 on β-catenin signaling pathway 
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磷酸化后活性被抑制, 则无法进一步磷酸化修饰

β-catenin, 从而促进了β-catenin入核, 启动下游基因

的表达[21]。本研究发现, 在DLBCL细胞系中过表达

MALAT1促进了GSK3β的磷酸化修饰及β-catanin的
活化, 而敲低MALAT1则抑制了GSK3β的磷酸化和

β-catenin的活化, 这提示MALAT1的表达水平可以

影响β-catenin信号通路的活化。考虑到已有研究表

明Wnt/β-catenin可以促进DLBCL细胞的增殖、迁

移[22-23], 因此MALAT1对DLBCL细胞增殖和凋亡的

影响可能是通过调控β-catenin信号通路实现的。此

外, 已有较多研究发现, MALAT1可以通过靶向多

种miRNAs调控PI3K/AKT信号通路, 并影响炎症、

肿瘤等疾病发展[24-25]。活化的AKT可以直接作用于

GSK3β, 从而调控β-catanin活化。因此, 在DLBCL
细胞中, MALAT1是否通过对PI3K/AKT信号通路的

调控, 影响GSK3β磷酸化及β-catenin活化, 还需要深

入研究讨论。
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