
脑胶质瘤是最常见的颅内肿瘤，临床预后

差。近年来胶质瘤的疗效和预后并无显著进展，

五年生存期仍较低。因此，从分子水平对胶质瘤

发病机制进行深入的研究有助于发现新的诊疗方

法，并最终提高胶质瘤的治疗效果。研究发现，非

编码小 RNA（miRNA）能通过对一些关键基因的
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摘 要：【目的】研究微小RNA-374（microRNA-374，miR-374）对胶质瘤细胞增殖和侵袭能力的影响，并探讨其可能的

机制。【方法】观察慢病毒过表达miR-374载体转染U251和U87细胞株后对肿瘤细胞增殖和侵袭能力的影响；双荧光素

酶报告基因检测 miR-374 与 PTTG 基因的靶标关系；Western blot 检测 PTTG 基因下游相关信号通路蛋白的表达水平。

【结果】过表达miR-374可以显著抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭能力。双荧光素酶报告实验证实 PTTG基因是miR-374的

潜在靶基因，其下游的 bFGF和 PI3K信号通路等关键基因的表达也相应下调。【结论】miR-374高表达可通过靶向 PTTG基

因抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭。这一机制有可能为胶质瘤的基因治疗提供新的策略。
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Abstract：【Objective】To investigate the possible effect of microRNA-374（miR-374）expression on tumor cells′ proliferation
and invasion and particular mechanism.【Methods】MiR-374 overexpression lentiviral vector（Lv-miR-374）and a control lentiviral
empty vector（LEV）were stably transfected into human glioma U251 and U87 cells，to evaluate the effect of miR-374 on cell prolifer⁃
ation and invasion ability. Target relationship between miR-374 and PTTG were researched by dual luciferase report gene assay. Ex⁃
pression level of correlative signaling pathways of the downstream gene protein was analyzed by Western blot.【Results】We revealed
that the overexpression of miR-374 dramatically suppressed glioma cell growth and invasion in vitro. Target relationship between miR-
374 and PTTG was confirmed by dual luciferase report gene assay. And decreased protein expression of PTTG，bFGF，AKT，MMP2，
and p70S6K was consistent with the effect of miR-374 overexpression.【Conclusion】Decreased miRNA-374 is an unfavorable progno⁃
sis marker and promotes glioma cell growth and invasion via direct targeting PTTG. Our findings provide new insights into the role of
miR-374 in the development of gliomas，and implicate the potential application of miR-374 in cancer therapy.
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调控参与多种肿瘤的发生和发展过程。近来有研

究证实miRNA-374在很多肿瘤如肝细胞癌、乳腺

癌、甲状腺癌［1-3］中可以抑制肿瘤细胞的生长，但

其在人胶质瘤中的潜在意义目前仍不清楚。本研

究中，我们对miRNA-374在胶质瘤中的功能及其

调节机制进行了探讨，证实了在人胶质瘤细胞中

miRNA-374的下调与肿瘤的进展有关。

1 材料与方法

1.1 细胞株和试剂选择

人胶质瘤细胞U251和U87购自上海医学科

学院细胞所，细胞培养用含 10％胎牛血清的

RPMl640（Gibcol）培养液。EDU试剂盒来自广州锐

博。Transwell细胞培养板购自BD。PTTG、bFGF、
AKT、p70S6K和MMP2抗体购自 Santa Cruz公司。

双荧光素酶报告基因载体由本研究室前期保存。

CCK-8试剂盒购自Kumamoto。FBS和琼脂糖购自

Fermentas公司。

1.2 RNA的分离，逆转录和RT-PCR

RNA用 Trizol从U251和U87细胞系中提取。

miR-374的 RNA逆转录成 cDNA并进行扩增，按

我们前期研究［4］的方法 qRT-PCR 检测 U251 和

U87细胞中miRNA-374含量：小RNA提取试剂提

取小 RNA，以其为模板，反转录成 cDNA，再按照

qRT-PCRSYBR Green法步骤进行PCR扩增，以U6
作为内参照。miRNA-374 特异性引物序列：5′-
CATCTTAGCCTACAGTGTTGGA-3′（正向）；5-GT
CCTTAGTTCCCAGGAATCCCT -3′（反向）。R N U
6 B 的引物为：5′ -CTCGCTTCGGCAGCACA-3′（正

向）；5′-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3′（反向）。

qRT-PCR 条件：95℃预变性 5 S，95℃变性 10 S，
60℃退火 20 S，72℃延伸 60S 扩增 40 个循环周

期。每个样本 3个复孔，经过 3次独立实验后得到

的数据通过比较Ct值法进行定量分析。

1.3 稳定过表达miRNA-374的胶质瘤细胞株的

构建

按前期研究［4］的方法构建携带绿色荧光蛋白

过表达 miRNA-374 的慢病毒载体感染相应细

胞。并设置转染携带绿色荧光蛋白的空载病毒组

细胞为阴性对照组。MOI值为 10-20。采用Real-
Time PCR，并以阴性对照为参考，检测 miRNA-
374的表达情况，方法同上。

1.4 CCK-8细胞增殖功能实验

采用 CCK-8 试剂盒检测过表达miRNA-374
后胶质瘤细胞株的增殖能力。取对数期单细胞悬

液，调整细胞浓度后每孔 100 μL悬液加入 96 孔板

中，密度为 1000个/孔，孵箱中 37℃、体积分数 5％
的CO2培养过夜。待细胞贴壁后 1、2、3、4、5天分

别加入病毒浓缩液和 Polybrene继续培养，向每孔

加入10 μL CCK8溶液孵育3 h后终止培养，用酶标

仪测定在450 nm处的吸光度。重复3次实验。

1.5 EDU检测

细胞经常规消化、离心，用含血清培养基重

悬制成单细胞悬液，计数后调整细胞浓度为 5×
104/mL。然后取 100 μL细胞悬液加入 96孔板中，

每组设 6个复孔，放入孵箱中，37℃，体积分数 5％
的 CO2条件培养。待细胞贴壁后，EDU标记。再

经 40 g/L 甲醛溶液固定后 Apollo 染色、DNA 染

色。染色完成后立即置于荧光显微镜下观测图像

并分析。重复 3次实验。

1.6 平板克隆实验

取对数生长期的 Lv-miR-374组和 LEV组细

胞常规消化后，密度为 200个/孔，体积 3 mL，接种

于6孔板中，每组细胞设3个复孔，常规培养2周后

以肉眼可见克隆时终止培养，期间视情况换液。

终止培养后吸弃培养液，PBS洗涤 2次，甲醇溶液

固定 15 min，吉姆萨染液染色后 20 min，自来水冲

洗干净，计数克隆数目取平均值。重复3次实验。

1.7 流式细胞仪检测细胞周期

将细胞用胰酶消化铺 12 孔板，控制第 2 天

细胞汇合度约为 60% ~ 70%。每孔加入 5%灭活

的 FBS 培养基 2 h 后，加入病毒浓缩液 5 μL 和

Polybrene 5 μg，感染 8 ~ 12 h后，换上新鲜的 5%
灭活的 FBS的DMEM培养基，继续置于 37℃饱和

湿度及体积分数 5%的 CO2 的细胞养箱内培养。

48 ~ 96 h后收集细胞到 2.0 mL的离心管中；PBS
洗涤、离心沉淀细胞，弃上清。重悬细胞冰乙醇中

固定后加入 0.1 mL含有 0.1 mg/mL RNase A 重悬

细胞后 37℃水浴孵育 15 min，加入 0.4 mL PI室温

孵育 10 min。应用流式细胞仪测定细胞周期。

1.8 细胞基底膜侵袭实验

将 Matrigel 基质胶按 1∶8 的比例稀释后，

50 mg/L包被Transwell小室底部膜的上室面，超净

台内室温风干。Transwell小室的下室中加 500 μL
含 20％胎牛血清的培养基作为趋化剂，上室中加
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d5：control-U87 vs Lv-miR-374. n = 3，t = 3.387，P =
0.0195
图 2 CCK-8法检测过表达miRNA-374对U87胶质瘤细

胞增殖能力的影响

Fig.2 Effect of Lv-miR-374 and controlled lentiviral
empty vector（LEV）on U87 cell proliferation was

measured by CCK-8 assay
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入 200 μL无血清培养基的实验组和阴性对照组

细胞悬液（含细胞5 × 104个），每组设3个复孔，放入

37℃、体积分数为 0.05的 CO2：培养箱内培养 36 h
后，用棉签清除上室底部细胞，用PBS漂洗上表面

3次，以 4℃预冷的甲醛溶液固定细胞 20 min，取出

小室风干，然后用 0.5％结晶紫染色 20 min，取出

小室用 PBS将染液清洗干净，自然风干后在倒置

显微镜下随机选取10个视野计数细胞取平均值。

1.9 Western Blot检测蛋白表达

转染后将细胞用胰酶消化后收集于EP管中，

加入适量细胞裂解液后混匀，冰上裂解 30 min，离
心后吸取上清。Bradford法测定蛋白浓度，根据所

测蛋白样品浓度，计算每个蛋白样品的上样体

积。配制浓度为 10%的 SDS凝胶，每孔加入 30 μg
的蛋白，稳压进行电泳。待蛋白完全分离后，电

转目的条带到 PVDF 膜上，封闭后，加入一抗

（1∶400）后 4 ℃孵育过夜，再加入二抗（1∶1000）室

温孵育 1 h，TBST洗涤 3次后加入ECL化学发光试

剂检测。

1.10 靶基因的预测

应 用 生 物 信 息 学 软 件 TargetScan6.2 预 测

miRNA-374的靶基因，发现 PTTG基因可能为其

潜在的靶基因。预测 miR-374 调控 PTTG基因的

结合序列，设计合成 PTTG 3′-UTR 序列及突变后

PTTG 3′-UTR 序列，将合成的两种目的基因片段，

分别克隆到 psiCHECK-2双荧光素酶报告基因载

体，构建 PTTG 3′-UTR 双荧光素酶报告基因野生

型载体（psiCHECK-2-wt-PTTG）及其突变型载体

（psiCHECK-2-mut-PTTG）。重组载体经PCR电泳

和基因测序鉴定，以证明重组载体构建成功。使用

转染试剂 LipofectamineTM 2000 分别将这两种重组

载体质粒与 miR-374 模拟物（mimics）或miR-374
阴性对照（Negative Control，NC）共转染U251细胞，

并利用双荧光素酶检测系统检测其活性。

1.11 统计学分析

应用GraphPad Prism 5和 SPSS 20.0进行数据

分析，实验数据以均数±标准差（x ± s）表示。数据

服从正态分布，两组间数据用独立样本 t检验方

法，P < 0.05表示有统计学差异。

2 结 果

2.1 过表达miRNA-374对胶质瘤细胞增殖能力

的影响

将 Lv-miR-374和 LEV分别转染胶质瘤细株

U251和U87，用CCK-8细胞计数法每天检测其细

胞数。可见 Lv-miR-374组细胞数明显少于 LEV
对照组（P < 0.05，图 1和图 2）。

2.2 EdU检测过表达miRNA-374对胶质瘤细胞

增殖能力的影响

为了进一步证实过表达 miRNA⁃374对胶质

瘤细胞增殖的影响，我们采用EdU渗入实验来检

测DNA的复制活性，结果显示转染Lv⁃miRNA⁃374
组的U251和U87细胞受到了明显的抑制，差异有

统计学意义（图 3，P<0.01）。

d5：control-U251 vs Lv-miR-374. n = 3，t = 3.17，P =
0.0248
图 1 CCK-8法检测过表达miRNA-374对U251胶质瘤

细胞增殖能力的影响

Fig.1 Effect of Lv-miR-374 and controlled lentiviral
empty vector（LEV）on U251 cell proliferation was

measured by CCK-8 assay
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2.3 过表达miR-374对胶质瘤细胞克隆形成能

力的影响

克隆形成实验是检测单个细胞形成克隆的

能力，从而进一步反映细胞增殖情况。结果表明，

miR⁃374过表达抑制了胶质瘤细胞的克隆形成能

力，差异有统计学意义（图 4，P<0.01）。

2.4 流式细胞仪检测细胞周期

细胞周期的检测结果表明，miR-374过表达

后U251和U87细胞G1期细胞显著增加，G2期细

胞数量减少，细胞周期明显阻滞在G1期，差异具

有统计学意义（P < 0.05；图 5）。

U251 cells：Lv-miR-374 vs LEV，n = 3，t = -9.43，P =
0.001；U87 cells：Lv-miR-374 vs LEV，n = 3，t = -7.86，
P = 0.001；1）P<0.05
图 3 EdU检测过表达miRNA-374对胶质瘤细胞增殖能

力的影响

Fig.3 Effect of Lv-miR-374 or LEV on the growth of
glioma U251 and U87 cells was examined by EdU

incorporation assay
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U251 cells：Lv-miR-374 vs LEV，n = 3，t = -5.91，P =
0.004；U87 cells：Lv-miR-374 vs LEV，n = 3，t = -7.83，
P = 0.001；1）P<0.05
图 4 过表达miR-374对胶质瘤细胞克隆形成能力的

影响

Fig.4 Effect of Lv-miR-374 or LEV on the growth of
glioma U251 and U87 cells was examined by colony

formation assay

LEV Lv-miR-374

U251

U87

Lv-miR-374 LEV

1）
1）

U251 U87

150

100

50

0

Me
an

num
ber

张媛，等. miRNA-374靶向PTTG基因抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭能力 501



中山大学学报（医学科学版） 第38卷

G1 S G2/M

1）1）

1） LEV U251
Lv-miR-374 U25180

60

40

20

0%c
ells

inc
ell

cyc
lep

has
e

80

60

40

20

0

%c
ells

inc
ell

cyc
lep

has
e

LEV U87
Lv-miR-374 U871）

1）

1）

G1 S G2/M
LEV U251 G1，S，G2/M vs Lv-miR-374 U251 G1，S，

G2/M，n = 3，P < 0.05；LEV U87 G1，S，G2/M vs Lv-miR-
374 U87 G1，S，G2/M，n = 3，P < 0.05

图 5 过表达miR-374对胶质瘤细胞周期的影响

Fig.5 Effects of stably upregulating miR-374 on U251
and U87 cells′ cell cycle in vitro
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2.5 过表达miR-374对胶质瘤细胞侵袭能能力

的影响

Transwell检测结果显示：转染 Lv⁃miR⁃374的

U251和U87组细胞侵袭能力显著减弱，与对照组

相比有统计学差异，说明miR⁃374过表达抑制了

胶质瘤细胞的侵袭能力（图 6，P<0.05）。

2.6 miRNA-374直接靶向PTTG 3′-UTR
在 TargetScan6.2 数据库生物信息学分析发

现，PTTG基因mRNA3′-UTR的第 581-588位碱基

序列是与miRNA-374可能的结合位点。同时在

miRanda 数据库上也发现 PTTG 基因 mRNA3′-
UTR与miRNA-374有互补结合序列，且二者结合

稳定性较好。互补结合序列如图 7。

双荧光素酶报告基因检测系统结果显示，转

染克隆有 PTTG 3′-UTR 突变型载体质粒实验中，

U251 cells：Lv-miR-374 vs LEV，n = 3，t = -6.26，P =
0.003；U87 cells：Lv-miR-374 vs LEV，n = 3，t = -3.36，P =
0.028。
图 6 过表达miR-374对胶质瘤细胞侵袭能能力的影响

Fig.6 Effects of stably upregulating miR-374 on U251
and U87 cells’invasion ability in vitro
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图 7 miR-374和PTTG结合序列

Fig.7 The series of miR-374 combined with PTTG
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miR-374 组与阴性对照组比较，荧光素酶的活性

值差异无显著性（t = 0.58，P > 0.05）；转染克隆有

PTTG 3′-UTR 载体质粒实验中，miR-374 组荧光素

酶活性明显受到抑制，与阴性对照组比较，荧光素

酶的活性差异有显著性（t = 3.24，P = 0.023）。转染

空白载体质粒psiCHECK-2 的实验中，两组荧光素

酶活性表达均无显著差异（t = 0.45，P > 0.05；图8）。

2.7 Western blot检测结果

对比LEV细胞，过表达miRNA-374显著减少了

PTTG蛋白的表达水平（图9），也证实了miRNA的过表

达显著下调了bFGF、AKT、MMP2 andp70S6K的表达。

3 讨 论

miR-374定位于染色体Xq13，既往的研究研

究证实miRNA-374在胃癌、乳腺癌等多种肿瘤中

表达异常，对肿瘤细胞有增殖抑制作用，且参与了

肿瘤的侵袭和转移。但是它在胶质瘤中的功能仍

不清楚。在前期的研究［4］中，我们对 85例脑胶质

瘤标本和 30例正常脑组织进行了检测，发现与正

常脑组织相比，miR-374在胶质瘤中的表达是下

降的，miR-374的表达与年龄、性别、KPS 评分、肿

瘤大小等无关，但与胶质瘤的病理级别呈负相

关。且患者 miRNA-374 表达水平越低，其预后也

越差。这些结果提示了miR-374在胶质瘤中可能

扮演着抑癌基因的功能。

为了进一步研究miR-374在胶质瘤细胞中的

功能，我们构建了过表达miR-374的慢病毒载体

（Lv-miR-374），和慢病毒空载体（LEV）一起稳转人

胶质瘤U251和U87细胞株，发现过表达组细胞的增

殖活性均较空载体组明显下降，细胞周期在G1期受

到阻滞。EDU实验也证实了过表达组胶质瘤细胞的

生长能力较对照组显著下降。而转染过表达载体后

U251和U87细胞的克隆形成能力也明显下降。在细

胞基底膜侵袭实验中，过表达miR-374的慢病毒载

体转染后的U251和U87细胞的侵袭能力也明显下

降。这些数据都证实了异常过表达miR-374可以抑

制胶质瘤细胞的生长，提示下调miR-374的表达可

能会导致胶质瘤细胞生长加速。而且，miR-374的
过表达可以在体外明显抑制胶质瘤细胞的侵袭能

力。因此，我们推测miR-374的低表达可能与胶质

瘤细胞的迅速生长，侵袭和转移的潜能相关。

microRNA主要通过与其靶基因mRNA的 3′-
UTR端互补结合降解mRNA或是抑制mRNA的翻

1）between 2 groups，P < 0.05
图 8 转染不同重组载体质粒荧光素酶活性

Fig.8 The relative luciferase activity of the
different vectors in each group
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1）The protein expression of PTTG， bFGF， AKT，
p70S6K，and MMP2 in LV-miR-374 U251 group compared
with NC U251，P < 0.01；the protein expression of PTTG，

bFGF，AKT，p70S6K and MMP2 in LV-miR-374 U87 group
compared with NC U87，P < 0.01.
图 9 过表达miRNA-374对PTTG等蛋白表达的影响

Fig.9 LV-miR-374 influence on the protein expression
ofU251 and U87 glioma cells
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译，从而阻遏基因的表达［5］。而这些靶基因产物，可

能是调控细胞增殖、侵袭和放化疗的敏感性［6-7］的关

键。我们的数据显示miR-374能直接靶向PTTG的

3′-UTR区域，miR-374 对 PTTG基因具有调控作

用，PTTG可能是miR-374 的潜在靶基因。因此，我

们利用生物信息学软件，预测miR-374 调控PTTG
基因的结合序列，设计合成PTTG 3′-UTR 序列及突

变后PTTG 3′-UTR 序列，将合成的两种目的基因片

段，分别克隆到psiCHECK-2双荧光素酶报告基因

载体，构建PTTG 3′-UTR 双荧光素酶报告基因野生

型载体（psiCHECK-2-mt-PTTG）及其突变型载体

（psiCHECK-2-mut-PTTG）。使用转染试剂 Lipo⁃
fectamineTM 2000 分别将这两种重组载体质粒与

miR-374 模拟物（mimics）或 miR-374 阴性对照

（Negative Control，NC）共转染 U251 细胞。双荧

光素酶报告基因检测系统结果显示：PTTG基因

是miR-374直接作用的靶基因，且miR-374结合

于 PTTG 基因的 3′-UTR 区域，在转录后水平对

PTTG 基因有直接抑制作用。

PTTG蛋白可通过刺激 bFGF表达［8-9］而激活

PI3K/AKT/mTOR信号转导通路，上调AKT、p70S6K
等蛋白的表达，从而发挥促进肿瘤细胞增殖、抑制

凋亡等作用［10-11］；还可进一步上调 MMP2蛋白的表

达促进细胞外基质的降解，调控肿瘤细胞侵袭和

转移。我们发现miR-374能直接靶向PTTG的 3′-
UTR区域，miR-374的过表达与文献中敲低胶质瘤

细胞的PTTG基因具有相似的效果。在此基础上，

我们进一步检测了 PTTG 敲低后可能调控的肿瘤

相关信号通路和原癌基因。如bFGF、MMP2 蛋白、

PI3K/AKT/mTOR信号通路的 AKT和 p70S6K 蛋白

的表达水平。结果发现，上调miR-374的表达后

PTTG蛋白的表达水平明显下降，随之也抑制了

bFGF、MMP2、AKT 和 p70S6K 蛋白的表达水平。

因此，我们推测，过表达miR-374可能是通过直接

靶向 PTTG基因并调节下游的 PI3K/AKT/mTOR信

号通路来抑制胶质瘤细胞生长和侵袭的。对miR-
374功能的进一步研究，将有利于对胶质瘤发病机

制的深入了解并提供新的治疗策略。
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