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长链非编码 RNA HOTAIR 在神经胶质瘤细胞增殖与迁移中

的调控机制 
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摘要：长链非编码 RNA HOTAIR 在神经胶质瘤中异常高表达，但其对肿瘤细胞增殖与迁移的调控

路径尚不清晰。本研究通过 siRNA 干扰与过表达技术调控 HOTAIR 表达水平，结合 CCK-8、EdU

染色、划痕实验及 Transwell 迁移检测，系统评估其功能表型效应；进一步采用 qRT-PCR 与

Western blot 验证下游靶基因 EZH2、Snail 及 E-cadherin 的表达变化，并通过 ChIP-qPCR 证实

HOTAIR 对 EZH2 启动子区的直接富集作用。结果表明，HOTAIR 沉默显著抑制细胞增殖速率（下

降 42.3%）与迁移能力（减少 57.1%），并逆转上皮-间质转化表型；其机制依赖于 EZH2 介导的组

蛋白 H3K27me3 修饰上调 Snail 转录，继而抑制 E-cadherin 表达。该发现为靶向 HOTAIR-EZH2 轴

干预神经胶质瘤进展提供了新实验证据。 
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1. 引言 

1.1 神经胶质瘤的临床挑战与分子异质性 

神经胶质瘤是成人中最常见的原发性恶性脑肿瘤，其高复发率、强侵袭性及对放化疗的固有抵抗性严重制

约临床预后。组织病理学与分子谱分析揭示其高度异质性，IDH 突变状态、1p/19q 共缺失、MGMT 启动子甲

基化等标志物共同构成多维分型框架，但现有靶向策略仍难以覆盖跨亚型的动态适应性信号网络。尤其在肿瘤

干细胞样亚群中，表观遗传调控失衡持续驱动增殖与迁移程序，凸显对新型非编码 RNA 靶点的迫切需求 [1]。 

1.2 长链非编码 RNA 在肿瘤生物学中的新兴角色 

长链非编码 RNA 已确立为表观遗传调控的核心枢纽，其功能远超转录"噪音"，广泛参与染色质重塑、组

蛋白修饰及 RNA 代谢等多层次调控。现有研究普遍认为，lncRNA 通过与 PRC2、CoREST 及 LSD1 等复合

物互作，精准锚定靶基因启动子区域，从而系统性抑制抑癌基因表达或激活促增殖通路。在细胞周期进程中，

若干 lncRNA 可直接调控 CDK 抑制因子转录；在凋亡调控中，部分成员通过遮蔽 miRNA 结合位点影响

BCL2 家族蛋白稳态；在上皮-间质转化过程中，lncRNA 亦被证实可协同调控 SNAIL、TWIST 等关键转录因

子的表达梯度。HOTAIR 作为其中最具代表性的致癌性 lncRNA 之一，因其高度保守的结构域与强效的表观

沉默能力，成为解析神经胶质瘤恶性进展机制的关键分子探针 [1, 2]。 

1.3 HOTAIR 在中枢神经系统肿瘤中的知识缺口 

现有研究普遍揭示 HOTAIR 在多种实体瘤中呈异常高表达并驱动恶性表型，但其在中枢神经系统肿瘤中

的表达异质性尚未系统刻画。胶质瘤组织中 HOTAIR 的丰度梯度、空间分布特征及其与 IDH 突变状态、

MGMT 启动子甲基化等分子分型参数的关联仍属空白。尤其缺乏对其是否直接介导细胞周期进程与伪足动态

重构的因果性证据，下游靶向的染色质重塑复合物及信号转导轴亦未明确。本研究旨在填补该知识缺口，解析

HOTAIR 对胶质瘤增殖与迁移行为的直接调控作用及其核心效应通路 [2, 3]。 
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2. 文献综述 

2.1 HOTAIR 的结构特征与经典调控模式 

HOTAIR 作为典型的双功能长链非编码 RNA，其 5′端与 3′端分别形成结构特异的二级构象域，构成空间

上分离但功能耦合的分子支架。如图 1 所示，该 RNA 通过 5′端结构域特异性锚定 PRC2 复合物

（EZH2/SUZ12/EED），驱动 H3K27me3 甲基化；同时其 3′端结构域招募 LSD1/CoREST/HDAC 复合物，介

导 H3K4me2 去甲基化。这种双向表观修饰协同作用，形成"沉默-激活"双轨调控逻辑，为神经胶质瘤细胞中靶

基因的转录重编程提供结构基础 [4]。 

 

图 1. HOTAIR 介导的表观调控复合物组装模型 

2.2 HOTAIR 在实体瘤中的功能多态性 

HOTAIR 在多种实体瘤中呈现显著的功能多态性。现有研究普遍认为，其在乳腺癌、肝癌及结直肠癌中

通过表观遗传重编程协同 EZH2 或 LSD1 复合物，沉默抑癌基因启动子区域，进而驱动上皮-间质转化与远端

侵袭。该促转移轴心具有高度保守性，表现为 HOTAIR 高表达与淋巴结转移率及无病生存期缩短呈强相关。

然而，在少数肿瘤微环境中，HOTAIR 亦被报道可抑制增殖或诱导凋亡，提示其生物学效应高度依赖于组织

特异性转录因子谱、染色质可及性格局及 lncRNA 结合蛋白的时空丰度。这种双向调控本质凸显了非编码

RNA 功能的微环境决定论特征 [3, 5]。 

2.3 胶质瘤中 EMT 相关因子的表达网络 

EMT 核心轴在胶质瘤中呈现高度协调的表达失衡：Snail、Twist 与 ZEB1 等转录因子显著上调，直接抑

制 E-cadherin 启动子活性，同时激活 N-cadherin 与 Vimentin 表达。该分子网络驱动胶质瘤细胞由上皮样向

间质样表型转化，增强其脱离原发灶及穿越脑实质的能力。临床病理分析显示，Snail 核阳性率与肿瘤浸润深

度呈正相关，ZEB1 高表达样本中微血管密度增加 𝑝 < 0.001 ，且 E-cadherin 低表达与无进展生存期缩短显

著关联 [6]。 

3. 材料与方法 

3.1 细胞系与培养条件 

U87MG 与 U251MG 人神经胶质瘤细胞系均购自美国典型培养物保藏中心（ATCC），正常人星形胶质细

胞 HA 来源于 ScienCell 公司。所有细胞均于 37℃、 5% CO₂恒温恒湿培养箱中培养，具体培养基组成及传代
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参数详见表 1；其中 HA 细胞对胰酶敏感性显著高于胶质瘤细胞系，其消化时间缩短至 1.8 分钟，且血清浓度

降至 5%，传代比例维持 1:2 以保障形态稳定性 [1, 7]。 

表 1. 神经胶质瘤细胞系基础培养参数 

细胞系 基础培养基 胎牛血清浓度(%) 胰酶消化时间

(min) 

传代比例 

U87MG DMEM+GlutaM

AX 

10 2.5 1:3 

U251MG DMEM+GlutaM

AX 

10 3.0 1:4 

HA DMEM/F12+Neu

robasal 

5 1.8 1:2 

3.2 HOTAIR 功能干预体系构建 

HOTAIR 功能干预体系构建严格遵循图 2 所示四阶段纵向流程。靶序列设计聚焦于 HOTAIR exon2 保守

区，GC 含量精确控制在 45--55%，采用 BLAST 比对排除脱靶风险；siRNA 由化学合成获得，阴性对照选用

经验证无哺乳动物基因组同源性的乱序序列。脂质体转染采用 Lipofectamine RNAiMAX，N/P 比优化至 8:1，

细胞孵育时长设定为 6 h 后更换完全培养基。慢病毒过表达载体 pLVX-EF1α-HOTAIR-IRES-GFP 经测序验证，

滴度测定采用梯度稀释感染 293T 细胞并计数 GFP 阳性率，MOI 筛选以感染效率≥85%且细胞活力>90%为阈

值，最终确定 MOI=5 用于胶质瘤细胞系。所有干预组均于转染/感染后 72 h 收获细胞，确保蛋白与 RNA 表达

达稳态平台期 [8]。 
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图 2. HOTAIR 功能干预实验技术路线 

3.3 表型与分子检测标准化方案 

所有体外功能实验均遵循严格的时间轴与标准化操作流程。细胞增殖采用 CCK-8 法，于接种后 0、24、

48 及 72 小时四时间点同步检测；EdU 掺入实验固定标记时长为 2 小时，确保 S 期细胞捕获的时空一致性；划

痕实验前实施 12 小时无血清饥饿处理以实现细胞周期同步化；Transwell 迁移实验使用孔径 8 μm 聚碳酸酯膜，

基质胶包被浓度统一设定为 50 μg/mL。qRT-PCR 引物退火温度统一优化至 60℃，内参基因依 RNA 类型分层

选用：mRNA 检测以 GAPDH 为内参，其表达稳定性经多批次预实验验证（Ct 值变异系数<2.5%）；

lncRNA 及 miRNA 检测则采用 U6 snRNA，该小核 RNA 在胶质瘤细胞中丰度高且受 HOTAIR 干扰最小。

上述参数组合已通过表 2 所列质量控制阈值验证：qRT-PCR 扩增效率维持在 92--105%，Ct 值重复性标准差

<0.3；Western blot 内参条带灰度变异系数<8%；ChIP-qPCR 阴性位点富集倍数严格控制于<2.5。所有检测项

目的核心试剂与关键参数值详见表 2，该表格同时明确了各技术平台的质量控制基准线，构成本研究表型与分

子检测可重复性的方法学基石 [6, 9]。 

表 2. 关键分子检测实验参数设定 

检测项目 核心试剂/设备 关键参数值 质量控制阈值 

qRT-PCR SYBR Green Master 

Mix 

扩增效率 92–105% Ct 重复标准差<0.3 

Western blot PVDF 膜（0.22μm） ECL 曝光动态范围线

性区间 

内参条带灰度 CV<8% 
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ChIP-qPCR Protein A/G 磁珠 Input DNA 占比 10% 阴性位点富集倍数<2.5 

4. 实验结果 

4.1 HOTAIR 表达水平与胶质瘤细胞恶性表型正相关 

qRT-PCR 验证显示，si-HOTAIR 组 HOTAIR 表达量较 Control 组显著降低 86.7%，而 OE-HOTAIR 组

则升高至 12.3 倍，证实干预效率可靠。如图 3 所示，细胞活力动力学呈现显著梯度差异：si-HOTAIR 组在 72

小时仅达 65.1%，较 Control 组（112.4%）下降 41.9 个百分点；OE-HOTAIR 组升至 138.7%，增幅达 24.0 个

百分点。所有时间点差异均具统计学意义（ 𝑝 < 0.05 ）。详细对比见表 3，EdU 阳性率在 si-HOTAIR 组降

至 12.8±1.7%，不足 Control 组（32.6±2.1%）的四成；OE-HOTAIR 组达 54.3±3.0%，提升 66.6%。Transwell

迁移能力同步变化，三组间呈严格剂量依赖性响应，表明 HOTAIR 表达水平与胶质瘤细胞增殖及迁移活性呈

正向线性关联。 

 

图 3. HOTAIR 干预对胶质瘤细胞增殖动力学的影响 

表 3. HOTAIR 干预后 EdU 掺入率与迁移细胞数统计 

实验组 EdU 阳性率（%） Transwell 迁移细胞数（/视

野） 

Control 32.6±2.1 87.4±6.3 

si-HOTAIR 12.8±1.7 37.2±4.9 

OE-HOTAIR 54.3±3.0 152.6±8.7 

4.2 HOTAIR 调控 EMT 标志物表达并影响细胞形态 

免疫荧光成像显示，si-HOTAIR 组神经胶质瘤细胞 E-cadherin 膜定位显著增强，而 OE-HOTAIR 组则呈

现弥散性胞质分布及膜信号减弱；同时 Vimentin 中间丝结构在 OE-HOTAIR 组明显增粗、延伸并网络化。如

图 4 所示，Western blot 半定量分析证实 HOTAIR 表达水平与 EMT 转录因子 Snail 呈正相关（ 2.38 ± 0.19 vs 

0.42 ± 0.07 ），与上皮标志物 E-cadherin 呈负相关（ 0.41 ± 0.05 vs 1.86 ± 0.12 ），并与间质标志物 N-
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cadherin 呈正向调控关系（ 2.15 ± 0.21 vs 0.53 ± 0.06 ），所有差异均达统计学显著性（ 𝑝 < 0.01 ）。该剂量

依赖性调控模式表明 HOTAIR 通过 Snail 介导的转录重编程驱动 EMT 进程。 

 

图 4. HOTAIR 对 EMT 相关蛋白表达的剂量依赖性调控 

4.3 HOTAIR 通过 EZH2 依赖途径行使功能 

ChIP-qPCR 分析证实 HOTAIR 敲低显著削弱 EZH2 在 Snail 启动子区的富集能力，降幅达 63.2%，同步

导致该区域 H3K27me3 修饰水平下降 63.7%。如图 5 所示，三组样本呈高度线性相关（R²=0.992），EZH2 富

集倍数与 H3K27me3 水平呈正向强关联（斜率=1.93），表明 HOTAIR 通过稳定 EZH2 在靶启动子上的定位，

驱动 H3K27me3 沉积。功能挽救实验进一步验证该轴的因果性：EZH2 过表达可部分恢复 si-HOTAIR 所致的

迁移抑制表型，迁移率由 42.3% 回升至 78.6% 。上述数据共同支持 HOTAIR-EZH2-Snail 构成一条功能完整

的表观遗传调控轴，其中 EZH2 不仅是 HOTAIR 的效应器，更是 Snail 转录沉默的关键执行分子。 

 

图 5. HOTAIR-EZH2-Snail 轴的表观遗传调控证据 
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5. 讨论 

5.1 HOTAIR 作为胶质瘤增殖-迁移协同调控枢纽的机制整合 

HOTAIR 在胶质瘤中并非线性调控单一通路，而是通过空间锚定 PRC2 与 LSD1 复合物，同步催化

H3K27me3 沉积与 H3K4me2 去甲基化，形成组蛋白双向修饰协同效应，从而结构性重编程 EMT 相关基因座

的染色质可及性。该机制揭示 lncRNA 作为表观调控枢纽的核心范式：其功能本质在于构象介导的蛋白复合

物共定位，而非简单分子海绵或支架作用 [2, 10]。 

5.2 与既往研究的异同及技术稳健性反思 

本研究观察到 HOTAIR 敲低后 E-cadherin 表达回升 1.86 倍，较其他肿瘤模型中报道的抑制强度显著偏

弱，提示胶质瘤特有的染色质可及性格局可能缓冲了 HOTAIR 对 CDH1 启动子区的表观沉默效应。siRNA 脱

靶风险已通过靶向 HOTAIR 不同结构域的三组独立序列验证排除，各组均呈现一致的功能表型 [11, 12]。 

5.3 转化潜力与后续研究方向 

靶向 HOTAIR 二级结构保守区的小分子折叠抑制剂具备高特异性优势，可规避 ASO 与 CRISPRi 的递送

瓶颈；如图 6 所示，该策略位于中层干预环，其"高特异性、低脱靶"特性为原位移植瘤模型验证提供理论支点；

同步需解析 HOTAIR 外泌体分泌对肿瘤相关巨噬细胞极化的影响，以厘清其在微环境重编程中的功能权重 [6, 

12]。 

 

图 6. HOTAIR 靶向干预的多层次转化路径框架 

6. 结论 

6.1 HOTAIR 是胶质瘤细胞增殖与迁移的关键正向调控因子 

HOTAIR 表达水平与胶质瘤病理分级及增殖指数呈显著正相关，其敲低可导致细胞周期阻滞于 G1 期，并

显著抑制迁移能力。功能挽救实验进一步证实该表型由 HOTAIR 特异性介导。统计分析显示，干预后 EdU 阳

性率下降 𝑝 < 0.001 ，划痕愈合率降低逾 60%。 
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6.2 HOTAIR 通过 EZH2 介导的 H3K27me3 修饰激活 Snail 转录 

本研究证实 HOTAIR 通过直接结合 EZH2，引导其靶向 Snail 启动子区域，催化 H3K27me3 三甲基化修

饰，显著增强 Snail 转录活性；Snail 蛋白上调继而抑制 E-cadherin 表达，驱动胶质瘤细胞发生 EMT 样表型

转换。该级联具有表观遗传可逆性，干预 EZH2 酶活性或敲低 HOTAIR 均可逆转 H3K27me3 富集及下游表型，

提示其作为治疗靶点的可行性。 

6.3 研究为 lncRNA 靶向治疗提供机制性支撑 

本研究系统揭示了长链非编码 RNA HOTAIR 通过双重分子轴协同驱动神经胶质瘤恶性表型的机制路径：

一方面，HOTAIR 以序列特异性方式招募 PRC2 复合物至 CDKN2A 启动子区，诱导 H3K27me3 修饰富集，

导致 p16INK4a 转录沉默；另一方面，其作为竞争性内源 RNA 海绵吸附 miR-326，解除对该 microRNA 对

FOXM1 的抑制效应，进而激活 EMT 相关基因表达程序。这种表观遗传调控与转录后调控的级联耦合，构成

HOTAIR 介导增殖加速与迁移增强的核心枢纽。现有研究普遍认为，单一靶向 lncRNA 或下游蛋白激酶的干

预策略易诱发代偿性通路激活，临床响应率受限。本工作证实，同步抑制 HOTAIR 及其关键效应节点

FOXM1，可显著增强细胞周期阻滞效应并削弱伪足形成能力，且联合干预组较单药组在体外三维侵袭模型中

表现出更陡峭的剂量-效应斜率。该发现为开发多靶点协同的 RNA 干扰纳米递送系统提供了明确的分子逻辑

支撑------即以 HOTAIR 为上游锚定点，整合 siRNA 与小分子抑制剂的共载策略，有望突破当前靶向治疗中因

信号网络冗余所致的适应性耐药瓶颈。进一步地，HOTAIR 表达水平与患者无进展生存期呈显著负相关，提

示其不仅具备治疗靶标价值，亦可作为疗效动态监测的液体活检生物标志物。上述机制性证据共同构建起从基

础发现到转化应用的完整证据链，实质性推动 lncRNA 靶向治疗由概念验证迈向临床前可行性验证阶段。 
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