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【摘要】  目的　探究miR-382-5p过表达对人脑胶质瘤U251细胞恶性生物学行为的影响。方法　将miR-382-5p

mimic转染入U251细胞，逆转录-聚合酶链反应检测miR-382-5p、磷酸酶-张力蛋白同源物（PTEN） mRNA水平；生物信息学

预测miR-382-5p与PTEN存在碱基结合位点，构建PTEN pcDNA载体过表达，荧光素酶报告实验检测miR-382-5p与PTEN靶

向关系，将细胞随机分为4组：Control组、mimics组、pc-PTEN组和mimics+pc-PTEN组进行后续实验，逆转录-聚合酶链反应

检测各组细胞PTEN水平；克隆形成法检测细胞增殖；逆转录-聚合酶链反应检测Ki67、 Survivin、 c-Myc mRNA水平；

Transwell检测细胞侵袭能力；蛋白免疫印迹检测E-cadherin、N-cadherin、Vimentin蛋白表达水平。结果　miR-382-5p和

PTEN存在直接靶向作用关系，与Control组相比较，mimics组miR-382-5p mRNA水平升高（P<0.05），PTEN mRNA水平降低

（P<0.05），细胞克隆形成率降低（P<0.05），Ki67、Survivin mRNA水平降低（P<0.05），c-Myc mRNA水平升高（P<0.05），细胞

侵袭数降低（P<0.05），E-cadherin蛋白水平升高（P<0.05），N-cadherin、Vimentin蛋白水平降低（P<0.05）。pc-PTEN组miR-

382-5p mRNA水平降低（P<0.05），PTEN mRNA水平升高（P<0.05），细胞克隆形成率升高（P<0.05），Ki67、Survivin

mRNA水平升高（P<0.05），c-Myc mRNA水平降低（P<0.05），细胞侵袭数升高（P<0.05），E-cadherin蛋白水平降低（P<0.05），

N-cadherin、Vimentin蛋白水平升高（P<0.05）；与pc-PTEN组相比较，mimics+pc-PTEN组miR-382-5p mRNA水平升高

（P<0.05），PTEN mRNA水平降低（P<0.05），细胞克隆形成率降低（P<0.05），Ki67、Survivin mRNA水平降低（P<0.05），c-Myc

mRNA水平升高（P<0.05），细胞侵袭数降低（P<0.05），E-cadherin蛋白水平升高（P<0.05），N-cadherin、Vimentin蛋白水平降

低（P<0.05）。结论　miR-382-5p过表达介导PTEN的表达下调可抑制胶质瘤U251细胞增殖、侵袭、生长和上皮细胞-间充

质转化。
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【Abstract】   Objective　To investigate the effect  of  overexpression of miR-382-5p overexpression on malignant

biological  behavior  of  human  glioma  U251  cells. Methods　U251  cells  were  transfected  with  miR-382-5pmimic.  Then

miR-382-5p  and PTEN mRNA  levels  were  detected  by  reverse  transcription-polymerase  chain  reaction  (RT-PCR)  after

transfection.  Used  bioinformatics  to  predicted  the  presence  of  base  binding  sites  between  miR-382-5p  and  PTEN,  and

constructed PTEN pcDNA vector overexpression plasmid was constructed. Luciluciase reporting experiment was used to

detect the targeting relationship between miR-382-5p and PTEN. Cells were randomly divided into four groups: control

group, mimics group, pc-PTEN group and mimics+pc-PTEN group for follow-up experiments. RT-PCR was carried out

to detect the level of PTEN mRNA in each group. Cell proliferation was detected by clone formation method. The mRNA

levels  of Ki67,  Survivin  and c-Myc were  detected  by  RT-PCR.  Transwell  experiment  was  used  to  assayed  cell  invasion

ability. The expression levels of E-cadherin, N-cadherin and Vimentin were determined by Western blot. Results　Results

showed that miR-382-5p directly targeted PTEN. Compared with the control group, miR-382-5p and c-Myc mRNA levels

and E-cadherin  protein  level were  increased  (P<0.05), PTEN, Ki67 and Survivin  mRNA levels  were  decreased  (P<0.05),

cell  clonal  formation  rate  and cell  invasion  number  were  decreased  (P<0.05),  N-cadherin  and  Vimentin  protein levels

were  decreased (P<0.05)  in  the  mimics  group; In  pc-PTEN group,  miR-382-5p mRNA and c-Myc  mRNA levels  and E-

cadherin  protein  level were  decreased  (P<0.05), PTEN, Ki67  and  Survivin  mRNA  levels  were increased  (P<0.05),  cell

clonal  formation  rate  and cell  invasion  number  were  increased  (P<0.05),  N-cadherin  and  Vimentin  protein  levels  were

increased  (P<0.05). Compared  with  pc-PTEN group, PTEN, Ki67  and  Survivin  mRNA  levels,  the  cell  clone  formation
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rate, the  number  of  invasion  cells  and  the  N-cadherin  and  Vimentin  levels  of  mimics+PC-PTEN group  decreased

significantly  (P<0.05), while  the c-Myc mRNA  level  and  E-cadherin protein  level  increased  significantly  (P<0.05).

Conclusion　Overexpression of miR-382-5p mediates the downregulation of PTEN expression, causing the inhibition of

the proliferation, invasion, growth and EMT of U251 glioma cells.
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胶质瘤是中枢神经系统中最常见的恶性肿瘤，胶质

瘤的高转移性和侵袭性导致其复发率高，预后较差，其五

年生存率低于10%[1]。胶质瘤治疗方式包括手术切除、放

射疗法和化学疗法，虽然目前胶质瘤的诊断和适当的全

身治疗已取得了进展，但其中位生存期仍然较短，约为

14.6个月[2]。其主要原因是胶质瘤发生机制尚未完全阐

明。因此，有必要深入研究胶质瘤发生的分子机制。磷

酸酶-张力蛋白同源物 (phosphatase and tensin homolog,

PTEN)是一种抑癌基因，在多种肿瘤中发生高频率突变、

缺失或启动子区域的甲基化。PTEN主要功能表现在调

控细胞周期和细胞凋亡两个方面。miRNA在胶质瘤的发

生发展中起关键作用，miR-382-5p在多种类型的肿瘤中

表达失调，已有研究表明miR-382-5p在胶质瘤组织中表

达与正常组织相比明显降低 [3 ]，因此本研究将miR-382-

5p过表达，联合其靶基因PTEN，检测其对胶质瘤U251细

胞恶性生物学行为的影响。

1     材料和方法

1.1    试验试剂

Roswell Park Memorial Institute 1640（RPMI1640）培

养基（61870-127）、胎牛血清（26400-036）、青-链霉素

（15140-122）、胰蛋白酶（25200-056）购自美国Gibco 公司；

pcDNA3.0载体购自优宝生物技术有限公司；BCA蛋白浓

度测定试剂盒（P0012S）购自上海碧云天生物技术研究

所；荧光素酶（L7840）检测试剂盒购自solarbio公司；

Transwell（3374）购自美国Corning公司；E-cadherin

（a b 2 3 3 6 1 1）、N - c a d h e r i n（a b 2 5 4 5 1 2）、V i m e n t i n

（ab137321）（ab39688）等抗体购自美国Abcam公司。

1.2    细胞培养

人脑胶质瘤U251细胞来源于美国典型培养物保藏中

心，将细胞培养于RPMI1640培养基中，添加10%胎牛血清

和1%青霉素-链霉素，置于37 ℃、体积分数为5%CO2的培

养箱中，每24 h更换新鲜培养基，1∶2传代。选用对数生

长期细胞为实验用细胞，通过p c D N A 3 . 0载体构建

PTEN过表达质粒（pcDNA3.0-PTEN）。将细胞随机分为

4组：对照组、mimics组、pc-PTEN组、mimics+pc-

PTEN组。mimics组转染miR-382-5p mimic，pc-PTEN组

转染pcDNA3.0-PTEN，mimics+pc-PTEN组同时转染miR-

382-5p mimic及pcDNA3.0-PTEN。根据Lipofectamine

2000说明书，将100  μL质粒终浓度为100  nmol/L的

Lipofectamine 2000混合溶液分别或者联合加入各组

U251细胞。对照组加入无质粒的Lipofectamine 2000溶

液。转染4 h后更换培养基，24 h后通过RT-PCR检测确定

转染是否成功。

1.3    双荧光素酶报告基因实验

选用双荧光素酶报告基因检测试剂盒验证PTEN是

否为miR-382-5p的直接下游靶基因。用生物信息学方法

分析并预测miR-382-5p与PTEN存在的碱基结合位点，设

计并构建野生型和突变型PTEN 3’UTR荧光素酶报告基

因质粒，收集对数生长期的U251细胞，将细胞分为4组，分

别转染PTEN  野生型质粒（PTEN  wt组）、PTEN  野生

型+miR-382-5p mimics（PTEN wt+mimics组）、PTEN突变

型质粒（PTEN  mut组）、PTEN  突变型+miR-382-5p

mimics（PTEN mut+mimics组）。转染48 h后，用PBS清洗，

倒去洗涤液，加入1×ULB，在微型振荡器中混匀5 min，按

照试剂盒说明取20 μL样品加入测量管底部，Fassay

Reagent Ⅰ 100 μL加入管底部，轻轻敲击管壁3～5次混

匀，放入仪器中立即测定，记录发光值为萤火虫荧光素酶

的发光单位(RLU)，然后取Rassay Reagent Ⅱ 100 μL立即

加入管底部，轻轻敲击板壁3～5次混匀，放入仪器中立即

测定，记录发光值为内参照海肾荧光素酶的发光单位

(RLU)。用萤火虫荧光素酶活性和海肾荧光素酶活性比

值表示荧光素酶的相对活性。

1.4    生物信息学预测和RT-PCR

先通过Targetscan (http://www.targetscan.org/) 在线

分析并预测miR-382-5p与PTEN存在的碱基结果位点；然

后通过RT-PCR进行检测。用Trizol法从各组胶质瘤细胞

U251中提取总RNA，用Nanodrop 分光光度计测定吸光度

（A260/A280），以GAPDH为内参，按照试剂盒说明书进行

cDNA的合成和PCR的扩增。引物序列如下：

miR-382-5p：F 5′-GGGAAGTTGTTCGTGGTGG-3′，

R 5 ′-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3 ′；PTEN：F 5 ′-

GCGTACCATGACAGCCATCATCAAAGAG-3′，R 5′-

CGAAGGTTTCAGACTTTGTAATTTGTGT-3′；Ki67：F

5'-GTGAGGGAATACCTTTGA-3'，R 5'-CCTGATG
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G T T G A G G C T G T - 3 '；S u r v i v i n：F  5 ' - G G A C C A C C

GCATCTCTACAT-3 '，R 5 ' -GCACTTTCTCCGCA

GTTTCC-3'；c-Myc：F 5'-AACGUUAGCUUCACCA

ACAUU-3'，R 5'-AAUUCUCCGAACGUGUCACGU-3'；

GAPDH：F 5′-TGTGGGCATCAATGGATTTGG-3′, R 5′-

ACACCATGTATTCCGGGTCA AT-3′。miR-382-5p

mimic和各引物序列由上海生物工程有限公司设计合成。

反应条件为：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s，55 ℃

退火30 s，72 ℃延伸30 s，扩增35个循环，72 ℃延长10 min；

存储在4 ℃条件下。反应产物用2%琼脂糖凝胶电泳分离。

根据荧光定量，计算所有样品和标准品的Ct值。基于该标

准的Ct值，绘制标准曲线，然后使用2－ΔΔCt方法进行定量计

算，并以对照组的表达为1，计算其他组相对于对照组的

表达量。

1.5    克隆形成法检测细胞增殖

在培养皿中培养细胞至大约30%融合度，继续培养4 d，

吹散为单个细胞，用6孔板培养，约500个细胞每孔，培养14 d，

弃掉培养基，用乙醇固定30 min，接着用0.5%结晶紫染

色，用去离子水漂洗晾干，进行拍照观察克隆形成数目，计

算克隆形成率。克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

1.6    Transwell检测细胞侵袭

取300 μL无血清培养基，4 ℃下加入60 μL Matrigel混

匀，平均加入Transwell小室，置于37 ℃培养箱中孵育5 h，将

100 μL细胞用无血清培养基清洗3次，配成细胞悬液加入

Transwell小室，下室中加入600 μL含有20%胎牛血清的培

养基，置于37 ℃培养箱中孵育24 h，取出小室用PBS洗

2遍，5%戊二醛固定，0.1%结晶紫染色0.5 h后于荧光显微

镜下观测，随机选择5个视野对细胞进行计数，侵入细胞

数表示为每视野的平均细胞数。

1.7    Western blot

收集各组细胞在冰上溶解25 min。以12 000 r/min离

心10 min，加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液进行总蛋

白提取，用BCA试剂盒测定蛋白质含量。提取等量的蛋

白质样品（20 mg），在100 ℃条件下变性5 min。然后使用

SDS-PAGE凝胶电泳法分离并转移至PVDF膜，在4 ℃条

件下加入相应一抗并孵育过夜，清洗，然后在4 ℃下加入

辣根过氧化物酶标记的二抗，孵育2 h，最后加入发光液，

曝光处理。ImageJ软件统计灰度值。以目的条带灰度值/

GAPDH灰度值表示蛋白表达水平。

1.8    统计学方法

x̄± s上述试验均重复3次，数据表示为 。多组间比较

采用单因素方差分析，两组间比较采取t检验，P<0.05为

差异有统计学意义。

2     结果

2.1    miR-382-5p与PTEN靶向关系

如图1所示，与对照组相比较，mimics组miR-382-5p

mRNA水平升高（P<0 .05），PTEN  mRNA水平降低

（P<0.05）；pc-PTEN组miR-382-5p mRNA水平降低

（P<0.05），PTEN  mRNA水平升高（P<0.05）。与pc-

PTEN组相比较，mimics+pc-PTEN组miR-382-5p mRNA水

平升高（P<0.05），PTEN mRNA水平降低（P<0.05）。为验

证miR-382-5p对PTEN的靶向关系，采用荧光素酶实验检

测，PTEN wt加入miR-382-5p mimic转染后的细胞荧光素

酶活性明显降低（P<0.05），结果证明miR-382-5p和

PTEN存在直接靶向作用关系。

2.2    miR-382-5p过表达介导PTEN的表达下调细胞增殖

抑制

各组细胞增殖情况如图2所示。与对照组相比较，

mimics组细胞克隆形成率降低（P<0.05），pc-PTEN组细胞

克隆形成率升高（P<0.05）；mimics+pc-PTEN组细胞克隆

形成率低于pc-PTEN组（P<0.05）。
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图 1  miR-382-5p与PTEN靶向关系（n=3）

Fig 1  The targeting relationship between miR-382-5p and PTEN (n=3)

A: Control group; B: Mimics group; C: pc-PTEN group; D: Mimics+pc-PETN group; a: PTEN wt group; b: PTEN wt+mimics group; c: PTEN mut group; d: PTEN

mut+mimics group. *P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. pc-PTEN group; △P<0.05, vs. PTEN wt group.
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图 2  miR-382-5p过表达介导PTEN的表达对细胞增殖的影响（×200，n=3）

Fig 2  Effect of miR-382-5p overexpression on cell proliferation mediated by PTEN expression (×200，n=3)

A: Control group; B: Mimics group; C: pc-PTEN group; D: Mimics+pc-PETN group. *P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. pc-PTEN group.

2.3    miR-382-5p过表达介导PTEN的表达降低Ki67、

Survivin mRNA水平，升高c-Myc mRNA水平

结果如表1所示。与对照组比较，mimics组Ki67、

Surviv in  mRNA水平降低（P<0.05），c-Myc  mRNA

水平升高（P<0.05）；与对照组比较，pc-PTEN组Ki67、

Survivin mRNA水平升高（P<0.05），c-Myc mRNA水平降

低（P<0.05）；mimics+pc-PTEN组Ki67、Survivin mRNA水

平低于pc-PTEN组（P<0.05），c-Myc mRNA水平高于pc-

PTEN组（P<0.05）。

2.4    miR-382-5p过表达介导PTEN的表达抑制细胞侵袭

Transwell检测各组细胞侵袭能力结果如图3所示。

与对照组相比较，mimics组细胞侵袭数降低（P<0.05），

pc-PTEN组细胞侵袭数升高（P<0.05），mimics+pc-

PTEN组细胞侵袭数低于pc-PTEN组（P<0.05）。

表 1    miR-382-5p过表达介导PTEN的表达下调对Ki67、Survivin、c-Myc mRNA水平的影响（n=3）
Table 1    Effects of miR-382-5p overexpression on mRNA levels of Ki67, Survivin and c-Myc mediated by downregulation of PTEN expression (n=3)

Group Ki67 mRNA (2−ΔΔCt) Survivin mRNA (2−ΔΔCt) c-Myc mRNA (2−ΔΔCt)

Control 1 1 1

Mimics 0.24±0.06* 0.16±0.07* 2.12±0.38*

pc-PTEN 2.43±0.33* 1.88±0.46* 0.38±0.06*

Mimics+pc-PTEN 1.27±0.24# 0.97±0.07# 1.43±0.42#

　*P<0.05, vs. control group; #P<0.05, vs. pc-PTEN group.
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图 3  miR-382-5p过表达介导PTEN的表达对细胞侵袭的影响（×200，n=3）

Fig 3  Effects of miR-382-5p overexpression on cell invasion mediated by PTEN expression (×200，n=3)

A: Control group; B: mimics group; C: pc-PTEN group; D: mimics+pc-PETN group. *P<0.05, vs. control group; #P<0.05,vs. pc-PTEN group.
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2.5      miR-382-5p过表达介导PTEN的表达升高E-

cadherin蛋白水平，降低N-cadherin、Vimentin蛋白水平

W e s t e r n  b l o t检测E - c a d h e r i n、N - c a d h e r i n、

Vimentin蛋白表达水平结果如图4所示。与对照组比较，

m i m i c s组E - c a d h e r i n蛋白水平升高（P<0 . 0 5），N -

cadherin、Vimentin蛋白水平降低（P<0.05）；与对照组比

较，pc-PTEN组E-cadherin蛋白水平降低（P<0.05），N-

cadherin、Vimentin蛋白水平升高（P<0.05）；mimics+pc-

PTEN组E-cadherin蛋白水平高于pc-PTEN组（P<0.05），N-

cadherin、Vimentin蛋白水平低于pc-PTEN组（P<0.05）。
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图 4  miR-382-5p过表达介导PTEN的表达下调对E-cadherin、N-cadherin、Vimentin蛋白表达水平的影响（n=3）

Fig 4  The effect of miR-382-5p overexpression on the expression levels of E-cadherin, N-cadherin and Vimentin by down-regulating PTEN expression
(n=3)

A: Control group; B: Mimics group; C: pc-PTEN group; D: Mimics+pc-PETN group. *P<0.05, vs. A; #P<0.05, vs. C.
 

3     讨论

全世界与癌症相关的死亡病例中有2.3%为中枢神经

系统癌症患者[4]，而神经胶质瘤在成人的恶性脑肿瘤中占

将近一半[5]。虽然医疗科技在不断进步，但神经胶质瘤的

预后仍然不容乐观，5年存活率极低。因此，了解预后相

关影响因素对于临床决定正确的治疗方式和改善患者长

期预后至关重要。microRNA是一组短且非编码的

RNA分子，已被鉴定为基因表达的调节剂，它们可以作为

肿瘤的抑制基因以及致癌基因，从而介导肿瘤的进展[6]。

PTEN是目前已知的唯一具有双磷酸酶活性的抑癌基因，

其表达改变影响着胶质瘤的发生发展 [ 7 ]，但关于调节

PTEN基因表达的上游机制尚未明确，本研究发现miR-

382-5p与PTEN存在直接靶向作用关系。且miR-382-5p高

表达引起PTEN表达缺失，说明miR-382-5p可能通过介导

PTEN对胶质瘤的发生发展起到重要作用。

无限增殖和抗凋亡是胶质瘤的两种重要恶性表型，

包括神经胶质瘤在内的几种癌症可以产生对细胞凋亡的

抵抗力，因此主要的抗癌疗法是抑制细胞生长和诱导细

胞死亡[8]。Ki67是存在于增殖细胞核中的一种非组蛋白

性核蛋白，可识别处于细胞周期的细胞核抗原，其表达水

平的高低可以指示癌症增殖的变化[9]。Survivin是细胞抗

凋亡基因家族的最小成员, 也是目前已知的唯一抗凋亡

蛋白，可通过调控Caspase-3和Caspase-9抑制细胞凋

亡[10]。在胶质瘤中，Survivin水平升高与增殖标志物、组

织学恶性程度相关，并且与预后呈负相关[11]。c-Myc基因

是常见的原癌基因，可控制多种细胞功能，包括细胞周

期、细胞生长、存活、细胞代谢、生物合成、黏附和线粒

体功能[12]。DING等[13]研究发现c-Myc高表达与胶质瘤恶

性程度呈正相关，在Ⅰ级和Ⅱ级星形细胞瘤中低表达, 而

在Ⅲ~Ⅳ级星形细胞瘤中表达较高。本研究发现，miR-

382-5p+PTEN过表达具有下调Ki67、Survivin mRNA水

平，升高c-Myc mRNA水平的作用。说明miR-382-5p过表

达下调PTEN过表达抑制胶质瘤细胞U251增殖和生长。

肿瘤判定是否为恶性与肿瘤细胞的侵袭有关，因此

研究胶质瘤细胞的侵袭能力对提供治疗方向具有重要作

用。尽管过去几十年我们对胶质瘤的的治疗手段不断提

高，但却无法阻止胶质瘤的复发，原因就在于胶质瘤独特

的侵袭性[14]。目前研究发现许多对胶质瘤侵袭具有调节

作用的micro-RNA，MEHRAN等[15]研究发现miR-152通过

作用于转录因子KLF4而抑制胶质瘤的侵袭。LI等[16]研究

发现miR-491-5p通过下调MMP-9的表达降低细胞的增殖

和侵袭性。本研究发现，miR-382-5p+PTEN过表达具有

抑制胶质瘤细胞U251侵袭的作用。说明miR-382-5p过表

达下调PTEN过表达抑制细胞侵袭从而对胶质瘤具有抑

制作用。

上皮细胞-间充质转化（EMT）是一种发生在伤口愈

合和致癌过程中的生物学过程，在伤口愈合中，受损的上
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皮促进角质形成细胞和成纤维细胞[17]。EMT的主要特点

是上皮细胞标志蛋白E-cadherin的丧失和间充质细胞标

志蛋白N-cadherin及Vimentin的过表达[18]。本研究发现

miR-382-5p+PTEN过表达具有升高胶质瘤细胞U251 E-

cadherin，降低N-cadherin、Vimentin表达水平的作用，说

明miR-382-5p过表达下调PTEN过表达可抑制胶质瘤细

胞U251 EMT。

综上，本研究揭示了miR-382-5p过表达介导PTEN的

表达下调对人脑胶质瘤U251细胞恶性生物学行为的影

响：抑制细胞增殖、侵袭，降低Ki67、Survivin mRNA

水平、升高c-Myc mRNA水平，升高E-cadherin蛋白水平，

降低N-cadherin、Vimentin蛋白水平。表明miR-382-5p在

胶质瘤的恶性进展过程中具有重要的调控作用。
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