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微小核糖核酸５９２对神经胶质瘤细胞株 Ｕ２５１细胞凋亡的影响
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摘　要：目的　研究微小核糖核酸５９２（ｍｉＲ５９２）对神经胶质瘤细胞株 Ｕ２５１凋亡的影响。方法　首先通过定量聚合酶
链反应（ＰＣＲ）分析ｍｉＲ５９２在２８份神经胶质瘤与其临近癌旁组织中的表达水平；随后向Ｕ２５１细胞转染ｍｉＲ５９２的拟合

物，并通过流式细胞技术分析 ｍｉＲ５９２过表达对 Ｕ２５１细胞凋亡的影响；通过生物信息学分析，找到 ｍｉＲ５９２的潜在靶分

子，并通过荧光素酶双报告实验以及蛋白免疫印迹法等进行验证；进一步，转染 Ｕ２５１细胞 Ｒｕｎｘ２的下调 ｓｉＲＮＡ，绘制细胞

的生长曲线，并对 Ｕ２５１细胞的凋亡进行分析。结果　对 ２８份神经胶质瘤组织和正常组织的定量 ＰＣＲ结果分析发现，

ｍｉＲ５９２在肿瘤组织中明显低表达；ｍｉＲ５９２过表达能明显抑制 Ｕ２５１细胞的生长；流式细胞分析结果显示，ｍｉＲ５９２显

著促进 Ｕ２５１细胞凋亡：实验对照组晚期凋亡率为７．２％ ±０．６８％，而转染 ｍｉＲ５９２组晚期凋亡率为 １７．４７％ ±１．４５％；

荧光素酶双报告实验以及蛋白免疫印迹法实验结果发现 ｍｉＲ５９２直接靶向 Ｒｕｎｘ２的 ３’ＵＴＲ来抑制 Ｒｕｎｘ２蛋白的水平；

接下来，向 Ｕ２５１细胞转染 Ｒｕｎｘ２的 ｓｉＲＮＡ，绘制细胞的生长曲线，并通过流式细胞技术分析 Ｕ２５１细胞的凋亡率。

结论　ｍｉＲ５９２通过直接靶向 Ｒｕｎｘ２来诱导神经胶质瘤细胞凋亡，进而抑制肿瘤细胞的生长。
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　　神经胶质瘤是最为常见的原发性中枢神经系
统肿瘤。５０％ ～６０％的脑部恶性肿瘤都是胶质
瘤［１］。对神经胶质瘤现有的治疗策略主要是手术

治疗、放射治疗、化学治疗或其他方式的辅助性治

疗［２４］。然而，高转移率和对放化疗的耐受性使得胶

质瘤的预后效果都很差［５７］。我们的研究发现，微小

核糖核酸 ５９２（ｍｉＲ５９２）在胶质瘤组织中相对于癌
旁组织明显表达降低。为了进一步探究 ｍｉＲ５９２在
胶质瘤细胞中作用机制，我们应用 ｍｉＲ５９２ｍｉｍｉｃｓ
上调 ｍｉＲ５９２在胶质瘤细胞（Ｕ２５１细胞）中表达水
平，研究其对胶质瘤细胞生长和凋亡的影响，并进一

步通过实验寻找 ｍｉＲ５９２的靶分子。
１　材料和方法
１．１　实验材料

胶质瘤细胞 Ｕ２５１细胞为新疆医科大学第一附
属医院中心实验室自有，２８份胶质瘤和癌旁组织
为我院自 ２０１２年 ４月至 ２０１５年 ７月所收集神经
胶质瘤样本，其中 ２８例胶质瘤样本中Ⅰ级胶质瘤
４例（均为毛细胞型星形细胞瘤）、ＩＩ级 ４例（少突
胶质细胞瘤及弥漫性星型细胞瘤）、ＩＩＩ级 １４例（少
突角质细胞瘤，星形细胞瘤，间变性星形细胞瘤）、

ＩＶ级 ６例（胶质母细胞瘤），均由术中切除获得，均
经病理验证，且已经过患者或家属知情同意。ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基和 ＦＢＳ为美国 Ｇｉｂｃｏ公司产品，噻
唑蓝、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）为美国 Ｓｉｇｍａ公司产品，
Ｒｕｎｘ２单克隆抗体购自于 Ａｂｃａｍ公司，荧光素酶检
测试剂盒购自于 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，酶标检测仪为德国
ＭＤ公司产品，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、Ｔｒｉｚｏｌ为美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，ｍｉＲ５９２ｍｉｍｉｃｓ和 ｓｉＲＮＡ购自于
上海吉凯基因公司，ｍｉＲ５９２和 Ｒｕｎｘ２定量检测试
剂盒为德国 ＱＩＡＧＥＮ公司产品。实时定量聚合酶
链反应试剂盒为美国 ＡＢＩ产品，流式细胞仪为美国
ＢＤ公司产品，ＰＩ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡染色试剂盒也为
美国 ＢＤ公司产品，其他相关质粒为实验室自有。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　人胶质瘤细胞 Ｕ２５１以 １０％
的胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０或 ＤＭＥＭ培养基，在３７℃、
５％ＣＯ２、相对湿度为 ９０％的培养箱中培养。用
０．２５％的胰酶消化，每 ２天换液传代。
１．２．２　细胞增殖实验（噻唑蓝）　以每孔 １００００
个细胞接种于 ９６孔板中，每组设 ３个复孔。细胞
贴壁后，向细胞转染 １００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｍｉＲ５９２ｍｉｍｉｃｓ
或者 Ｒｕｎｘ２的 ｓｉＲＮＡ，以随机序列的 ｍｉｍｉｃ作为实

验对照，Ｒｕｎｘ２的 ｓｉＲＮＡ序列如下：Ｒｕｎｘ２ｓｉＲＮＡ：
５’ＧＣＡＣＧＣＵＡＵＵＡＡＡＵＣＣＡＡＡＴＴ３’。１２ｈ后进行
第一次检测：每孔加入 ５ｇ／Ｌ的噻唑蓝液 ２０μｌ，继
续培养到 ４ｈ后，去掉培养基，加入 ＤＭＳＯ１５０μｌ，
用酶标仪在 ４９０ｎｍ检测吸光值。分别于转染后
１２、２４、３６ｈ和４８ｈ测定吸光度（Ａ）值。根据测得
的 Ａ值绘制生长曲线。
１．２．３　ＲＮＡ提取及实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴ
ＰＣＲ）：　所有样本用液氮在研钵中研磨，用 ＴＲｚｏｌ
提取总 ＲＮＡ，并通过酶标仪测 ＲＮＡ浓度，Ａ２６０／Ａ２８０
为 １．８～２．０。将 ＲＮＡ样本稀释成 ２ｎｇ／μｌ，按照
说明书配置成 １５μｌ的逆转录体系进行逆转。取
其中 ２μｌ作为模板配置成 ２０μｌ体系进行定量
ＰＣＲ验证。反应条件为 ９５℃ １０ｍｉｎ预变性，９５℃
１５ｓ→６０℃ ３０ｓ进行 ４０个循环，反应结束后得到
各个标本和内参 ＧＡＰＤＨ的 Ｃｔ值。计算公式：ΔＣｔ
＝ＣｔＣｔＧＡＰＤＨ，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ（Ｔ）ΔＣｔ（Ｎ），相对表达计

算公式为 ２ΔΔＣｔ。定量引物均购自 ＱＩＡＧＥＮ公司，序
列 如 下：Ｒｕｎｘ２上 游 引 物：５’ＧＡＣＣＡＧＴＣＴＴＡＣ
ＣＣＣＴＣＣＴＡＣＣ３’，Ｒｕｎｘ２下游引物：５’ＣＴＧＣＣＴＧ
ＧＣＴＣＴＴＣＴＴＡＣＴＧＡＧ３’；ＧＡＰＤＨ 上 游 引 物：５’
ＧＡＧＡＧＡＣＣＣＣＡＣＴＴＧＣＴＧＣＣＡ３’，ＧＡＰＤＨ 下 游 引

物：５’ＣＴＣＡＣＡＣＴＧＣＣＣＣＴＣＣＣＴＧＧＴ３’。
１．２．４　流式细胞技术　以每孔 １００００个细胞接
种于 ９６孔板中，每组设 ３个复孔。向细胞转染
１００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｍｉＲ５９２ｍｉｍｉｃｓ或 １００ｎｍｏｌ／Ｌ的
Ｒｕｎｘ２ｓｉＲＮＡ，以随机的 ｍｉｍｉｃ作为实验对照，序列
如前所述。４８ｈ后，用胰酶消化制成单细胞悬液，
ＰＢＳ洗涤 ３次。按说明书操作进行 ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎＶ
染色细胞，避光染色 ２０ｍｉｎ，流式细胞仪检测各组
细胞的凋亡率，实验重复 ３次，每次 ３个复孔。结
果用 ＦｌｏｗＪｏ软件进行分析。
１．２．５　蛋白免疫印迹实验　加入 ２００μｌＲＩＰＡ缓
冲液冰上 ２０ｍｉｎ裂解细胞。加入 ５０μｌ５ＸＳＤＳ
ＰＡＧＥ上洋缓冲液，煮沸 １０ｍｉｎ后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ。
转膜，１０％ＢＳＡ溶液封闭，加入稀释好的抗体工作
液，４℃过夜孵育，ＴＢＳＴ洗膜 ３次。再加入 ＨＲＰ标
记的抗人 ＩｇＧ二抗，ＴＢＳＴ洗膜 ３次后，加上化学发
光底物，于暗室内压片、曝光、显影和定影。

１．２．６　荧光素酶双报告实验　以每孔 ２．０×１０５

个 ２９３Ｔ细胞接种于 ２４孔板。培养 ２４ｈ后，用 ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将报告质粒和 ｍｉＲ５９２过表达质
粒共转染于 ２９３Ｔ细胞，并同步共转入 ｐＲＬＴＫ作

·６６１·
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为对照质粒，用量分别为：报告质粒 ０．４μｇ；ｍｉＲ
５９２过表达质粒 ０．４μｇ；ｐＲＬＴＫ质粒 ０．０５μｇ。
转染后 ６ｈ换完全培养基。４８ｈ后去上清，用 ＰＢＳ
洗去未去干净的上清，随后用 ｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ冰上裂解
细胞，收集上清用于荧光素酶活性检测（试剂盒购

自于 Ｐｒｏｍｅｇａ）。计算方法为：荧光素酶活性 ＝萤火
虫荧光素酶读值／海肾荧光读值。
１．２．７　 裸 鼠 肿 瘤 模 型 　 建 立 购 买 ８周 龄 的
ＢＡＬＢ／ｃ（ｎｕ／ｎｕ）裸鼠（上海斯莱克），随机分成 ３
组，每组 ５只。分别于左、右侧肋部皮下接种 ｍｉＲ
５９２稳定表达的 Ｕ２５１细胞、Ｒｕｎｘ２ｓｉＲＮＡ稳定表
达的 Ｕ２５１细胞（细胞系均由上海吉凯基因公司制
备），以正常 Ｕ２５１细胞作为实验对照，细胞接种量
均为 ６．０×１０６／只，左右侧各 ３．０×１０６个。于接
种后每隔 ５ｄ游标卡尺测定肿瘤大小，以 １／３×长
径 ×短径 ２计算肿瘤体积，并于接种后第 ５０天处
死小鼠，绘制肿瘤生长曲线。

１．３　统计学方法
各组数据均采用 ＳＰＳＳ统计软件进行统计学处

理。正态分布的计量资料采用均值 ±标准差，两组
间数据比较采用 ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统
计学意义。

２　结果
２．１　ｍｉＲ５９２促进 Ｕ２５１细胞凋亡

首先，我们通过定量 ＰＣＲ的方法分析了 ｍｉＲ
５９２在神经胶质瘤组织和癌旁组织中的表达变化。
结果表明 ｍｉＲ５９２在神经胶质瘤组织中的相对表
达明显下降（图 １Ａ）。

为了进一步研究 ｍｉＲ５９２是否在胶质瘤的发
生发展中发挥着功能性的作用，我们合成了 ｍｉＲ
５９２的 ｍｉｍｉｃｓ，并合成随机序列的对照。脂质体转
染 Ｕ２５１细胞后，我们首先检测了 ｍｉＲ５９２的表达
（图 １Ｂ），并 通 过 ＭＴＴ实 验 绘 制 生 长 曲 线 （图
１Ｃ）。结 果 显 示，过 表 达 ｍｉＲ５９２能 明 显 抑 制
Ｕ２５１细胞生长。流式细胞实验对 Ｕ２５１细胞的凋
亡检测结果显示 ｍｉＲ５９２能显著性上调细胞凋亡
率（图 １Ｄ，表 １）。
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　　Ａ：ｍｉＲ５９２在肿瘤和癌旁组织中的表达；Ｂ：转染 ｍｉｍｉｃｓ后 ｍｉＲ５９２的表达水平；Ｃ：ＭＴＴ检测

Ｕ２５１细胞生长；Ｄ：流式细胞仪检测 ｍｉＲ５９２过表达后 Ｕ２５１细胞周期

图 １　ｍｉＲ５９２促进 Ｕ２５１细胞凋亡。

Ｔａｂｌｅ１　ＡｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓｉｎｖａｒｉｏｕｓｇｒｏｕｐｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ（％）

Ｒｅｐｅａｔ１ Ｒｅｐｅａｔ２ Ｒｅｐｅａｔ３ ｘ±ｓ
Ｌａｔｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ（％）

Ｒｅｐｅａｔ１ Ｒｅｐｅａｔ２ Ｒｅｐｅａｔ３ ｘ±ｓ
ＮＣ １３．７ １２．９２ １４．５２ １３．７１±０．８ ７．８７ ６．５１ ７．２１ ７．２±０．６８
ＭｉＲ５９２ １２．８ １１．３５ １４．６６ １２．９４±１．６６ １６ １８．９ １７．５ １７．４７±１．４５

　　Ｐ＜０．０１，ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ
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２．２　Ｒｕｎｘ２
Ｒｕｎｘ２是 ｍｉＲ５９２在 Ｕ２５１细胞中的直接靶分

子：为了进一步探究 ｍｉＲ５９２在神经胶质瘤细胞中
的作用机制。通过查阅文献我们发现 Ｒｕｎｘ２在神
经胶质瘤细胞中发挥着重要作用，我们通过生物信

息学分析发现 ｍｉＲ５９２能直接靶向 Ｒｕｎｘ２的 ３’
ＵＴＲ。荧光素酶双报告实验也显示 ｍｉＲ５９２显著
性的抑制带有 Ｒｕｎｘ２的 ３’ＵＴＲ的荧光素酶的活
性（图 ２Ａ）。为了进一步验证 Ｒｕｎｘ２是否是 ｍｉＲ

５９２的直接靶分子，我们通过定量 ＰＣＲ的方法分析
了 Ｒｕｎｘ２在神经胶质瘤组织和癌旁组织中的表达，
结果显示 Ｒｕｎｘ２的相对表达在肿瘤组织中明显上
调（图２Ｂ）。随后我们还通过 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法分
析了转染 ｍｉＲ５９２后 Ｕ２５１细胞 Ｒｕｎｘ２蛋白的表
达，结果显示 ｍｉＲ５９２抑制 Ｒｕｎｘ２的蛋白水平（图
２Ｃ）。以上结果表明，Ｒｕｎｘ２是 ｍｉＲ５９２在 Ｕ２５１
细胞中的直接靶分子。
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　　Ａ：荧光素酶双报告实验；Ｂ：定量检测 Ｒｕｎｘ２在肿瘤组织和癌旁组织中的表达；Ｃ：Ｒｕｎｘ２在转染

ｍｉＲ５９２和 ＮＣ后 Ｕ２５１细胞中的表达

图 ２　Ｒｕｎｘ２是 ｍｉＲ５９２在 Ｕ２５１细胞中的直接靶蛋白

２．３　下调 Ｒｕｎｘ２表达水平抑制 Ｕ２５１细胞生长并
促进细胞凋亡

为了研究 Ｒｕｎｘ２是否是 ｍｉＲ５９２在 Ｕ２５１细胞
中的功能性靶分子，我们设计了 Ｒｕｎｘ２下调的 ｓｉＲ
ＮＡ。转 染 Ｕ２５１细 胞 后，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实 验 验 证
Ｒｕｎｘ２的表达（图３．Ａ）。同时，我们也检测了下调
Ｒｕｎｘ２对 Ｕ２５１细胞生长的影响，结果显示转染了

Ｒｕｎｘ２ｓｉＲＮＡ 的 细 胞 生 长 明 显 比 对 照 组 低
（图３．Ｂ）。流式细胞技术对周期的 检 测 显 示，
Ｒｕｎｘ２下调表达上调 Ｕ２５１细胞的凋亡率（图 ３．Ｃ
和 Ｔａｂｌｅ２）。综上所述，下调 Ｒｕｎｘ２表达能重现
ｍｉＲ５９２过表达的表型，说明 Ｒｕｎｘ２是 ｍｉＲ５９２的
功能性靶分子。
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　　Ａ：ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ｓｉＲＮＡ下调效率；Ｂ：ＭＴＴ实验检测 Ｒｕｎｘ２下调后细胞生长情况；Ｃ：流式细胞仪

分析 Ｒｕｎｘ２下调后细胞凋亡率

图 ３　下调 Ｒｕｎｘ２促进 Ｕ２５１细胞凋亡
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Ｔａｂｌｅ２　ＡｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｏｆｓｉＲｕｎｘ２ｏｎＵ２５１ｃｅｌｌｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｌａｔｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ（％）（ｎ＝３，ｘ±ｓ）
ＮＣ １．５８±０．２５
ｓｉＲｕｎｘ２ ４．５７±０．３６

　　Ｐ＜０．０５，ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ

　　总结以上结果我们得出如下结论：ｍｉＲ５９２通
过直接靶向 Ｒｕｎｘ２来促进 Ｕ２５１细胞凋亡率来抑
制细胞生长。

２．４　ｍｉＲ５９２通过靶向 Ｒｕｎｘ２调控 Ｕ２５１的肿瘤
的生长

为了进一步验证 Ｒｕｎｘ２是否为 ｍｉＲ５９２的功
能性的靶分子，进一步通过体内的成瘤实验验证以

上疑问。通过在裸鼠皮下接种 ｍｉＲ５９２稳定表达
的 Ｕ２５１细胞；Ｒｕｎｘ２ｓｉＲＮＡ稳定表达的 Ｕ２５１细胞
和对照组 Ｕ２５１细胞。于接种后每隔 ５天测定一
次肿瘤大小。并于接种后 ５０天处死小鼠。通过绘
制肿瘤的生长曲线，发现 ｍｉＲ５９２过表达明显抑制
肿瘤的生长（图 ４）。同时，我们发现，Ｒｕｎｘ２的下
调表达也明显抑制肿瘤的生长（图 ４）。该实验结
果表明，ｍｉＲ５９２通过下调 Ｒｕｎｘ２抑制胶质瘤肿瘤
生长。
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图 ４　ｍｉＲ５９２靶向 Ｒｕｎｘ２抑制 Ｕ２５１肿瘤的生长

总结以上所有结果，可得出如下结论：ｍｉＲ５９２
通过靶向 Ｒｕｎｘ２来调控 Ｕ２５１细胞的凋亡和肿瘤
的生长。

３　讨论
ｍｉｃｒｏＲＮＡ是一类长度约为 ２２个碱基的非编码

ＲＮＡ。虽然 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在哺乳动物细胞中的总体数
量很少，但是它们却调节了大约 ３０％的基因。ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ通过靶向目的分子的 ３’ＵＴＲ来调节 ｍＲ

ＮＡ的水平从而进一步调节蛋白的水平［８，９］。诸多

文献报道指出 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在肿瘤的发生发展过程中

起着各种各样非常重要的作用［１０１３］。我们发现，

ｍｉＲ５９２在神经胶质瘤组织中的表达显著下调。
合成 ｍｉＲ５９２的 ｍｉｍｉｃｓ并转染 Ｕ２５１细胞来过表
达 ｍｉＲ５９２，ＭＴＴ实验结果显示过表达 ｍｉＲ５９２显
著性的抑制细胞生长。流式细胞检测表明，过表达

ｍｉＲ５９２上调 Ｕ２５１细胞的凋亡率。这些结果表
明，ｍｉＲ５９２在神经胶质瘤细胞中发挥着肿瘤抑制
基因的功能。

Ｒｕｎｘ２是 Ｒｕｎｔ相关转录因子家族的重要成
员［１４］。它可以形成核心结合因子（ＣＢＦ）复合物结
合到 ＤＮＡ序列上，从而达到对基因表达的调控作
用［１５］。越来越多的研究表明 Ｒｕｎｘ２在包括胶质瘤
在内的多种肿瘤中都有表达。Ｒｕｎｘ２的高表达能
促进肿瘤的生长、转移和浸润［１６１７］。而下调 Ｒｕｎｘ２
的表达又可以抑制肿瘤的生长和发生发展［１８］。这

些结果表明 Ｒｕｎｘ２发挥着肿瘤抑制因子的功能。
应用荧光素酶双报告实验，发现 ｍｉＲ５９２能直接和
Ｒｕｎｘ２的 ＵＴＲ结合。而在肿瘤组织中 Ｒｕｎｘ２的表
达也明显上调，ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果也显示过表达
ｍｉＲ５９２的 Ｕ２５１细胞的 Ｒｕｎｘ２的表达明显下调。
以上结果表明，Ｒｕｎｘ２是 ｍｉＲ５９２在 Ｕ２５１细胞中
的直接靶分子。

为了进一步研究 Ｒｕｎｘ２是否是 ｍｉＲ５９２在
Ｕ２５１细胞中的功能性靶分子，我们通过 ｓｉＲＮＡ特
异性的沉默 Ｒｕｎｘ２的表达。ＭＴＴ实验结果表明，下
调 Ｒｕｎｘ２显著性的抑制 Ｕ２５１细胞的生长，其凋亡
水平也明显上调。这个结果表明，Ｒｕｎｘ２是 ｍｉＲ
５９２在 Ｕ２５１细胞中的功能性靶蛋白。

综上所述，我们得出以下结论：ｍｉＲ５９２通过
直接靶向 Ｒｕｎｘ２促进凋亡来抑制 Ｕ２５１细胞生长。
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