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miR-451a通过下调巨噬细胞移动抑制因子
抑制胶质瘤增殖的研究*
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  [摘要] 目的 研究癌基因巨噬细胞移动抑制因子(MIF)受 miR-451a负调控构成的调控网络在胶质瘤

发生发展中的作用。方法 qRT-PCR检测 miR-451a在27例胶质瘤患者组织样本和细胞系中的表达;采用

Western
 

blot及qRT-PCR检测胶质瘤组织中 MIF的表达变化;双荧光素酶报告基因检验靶向调控关系;
Western

 

blot检测 miR-451a-MIF轴的调控关系;Transwell、细胞划痕和 TUNEL实验分别检测 miR-451a-
MIF轴对细胞侵袭、迁移和凋亡的影响;构建胶质瘤裸鼠皮下移植瘤模型,采用多组增殖细胞核抗原(PCNA)
实验检测miR-451a-MIF轴对体内细胞增殖的影响。结果 miR-451a在胶质瘤组织和细胞系中均低表达,
MIF在胶质瘤组织和细胞系中均上调。MIF受 miR-451a负调控。体外细胞实验中 miR-451a抑制 U87细胞

侵袭、迁移及促进凋亡,而 MIF逆转 miR-451a的抑制作用。体内实验中 miR-451a抑制体内细胞增殖,同样

MIF抑制miR-451a减少体内细胞增殖的能力。结论 miR-451a可能通过负调控 MIF的蛋白表达,参与胶质

瘤的发生发展。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

regulatory
 

network
 

composed
 

of
 

oncogene
 

macrophage
 

migration
 

inhibitory
 

factor
 

(MIF)
 

by
 

the
 

negative
 

regulation
 

of
 

miR-451a
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

glioma.Methods qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

miR-451a
 

expression
 

in
 

tissue
 

specimens
 

from
 

27
 

glioma
 

patients
 

and
 

cell
 

lines.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

MIF
 

expression
 

in
 

glioma
 

tumor
 

tissues.The
 

dual-lu-
ciferase

 

reporter
 

gene
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

target
 

regulatory
 

relationship.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

regulatory
 

relationship
 

of
 

the
 

miR-451a-MIF
 

axis.Transwell,scratch-wound
 

healing
 

and
 

TUNEL
 

experi-
ments

 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

the
 

miR-451a-MIF
 

axis
 

on
 

invasion,migration
 

and
 

apoptosis,respec-
tively.The

 

nude
 

mouse
 

subcutaneous
 

xenograft
 

model
 

of
 

glioma
 

was
 

established,and
 

a
 

proliferating
 

cell
 

nucle-
ar

 

antigen
 

(PCNA)
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

the
 

miR-451a-MIF
 

axis
 

on
 

cell
 

proliferation
 

in
 

vivo.
Results miR-451a

 

was
 

lowly
 

expressed
 

in
 

glioma
 

tissues
 

and
 

cell
 

lines.MIF
 

was
 

up-regulated
 

in
 

glioma
 

tis-
sue

 

and
 

cell
 

lines.MIF
 

was
 

negatively
 

regulated
 

by
 

miR-451a.In
 

the
 

in
 

vitro
 

cell
 

experiment,miR-451a
 

inhibi-
ted

 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

U87
 

cells
 

and
 

promoted
 

their
 

apoptosis,while
 

MIF
 

reversed
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

miR-451a.In
 

the
 

in
 

vivo
 

experiment,miR-451a
 

inhibited
 

the
 

in
 

vivo
 

cell
 

proliferation,and
 

MIF
 

simi-
larly

 

inhibited
 

miR-451a
 

to
 

decrease
 

the
 

in
 

vivo
 

cell
 

proliferation.Conclusion miR-451a
 

participates
 

in
 

the
 

oc-
currence

 

and
 

development
 

of
 

glioma
 

possibly
 

by
 

negatively
 

regulating
 

MIF
 

protein
 

expression.
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  胶质瘤作为中枢神经系统肿瘤之一,近年来随着

早期诊断和治疗的迅速发展,患者5年生存率有所提

高[1]。但由于胶质瘤的高复发率、高侵袭性[2],目前

临床治疗效果欠佳,因此研究胶质瘤转移关键调节因

子,对于提高胶质瘤患者远期生存率有重要意义。
微小核糖核酸

 

(microRNA,miRNA)是一类内源

性ncRNA,miRNA转录后调节影响靶基因表达,从
而介入生理及病理过程中[3]。研究证实多种 miRNA
与胶质瘤发生的分子机制有关,XIONG等[4]研究发

现miR-320可以抑制结肠癌细胞的增殖和迁移;同时

miR-93可以促进体外胶质瘤细胞的恶性生物学行

为[5]。目前虽有研究显示,miR-451可以抑制胶质瘤

细胞的增殖,但具体机制尚未阐明。本研究前期通过

软件预测发现巨噬细胞移动抑制因子(MIF)是 miR-
451的潜在靶基因,MIF目前被证实与肺腺癌[6]、结
直肠癌[7]、鼻咽癌[8]等多种肿瘤的侵袭转移相关。

 

本

研究探讨 miR-451和 MIF的相互关系,观察二者在

结肠癌细胞生物学行为中的作用,并阐明 miR-451在

胶质瘤中的作用及机制。
1 材料与方法

1.1 材料

人脑神经胶质细胞系 HEB(永生细胞)和神经胶

质瘤细胞系(U87、U251和 Hs683)购自上海酶联生

物科技有限公司。MIF抗体(1∶500稀释使用)购自

美国Abcam公司,增殖细胞核抗原(PNCA,1∶100
稀释使用)购自美国Invitrogen公司,BCA蛋白浓度

测定试剂盒购自中国Beyotime公司。TRIZOL购自

美国Invitrogen公司,Prime
 

ScriptTM
 

RT
 

reagent
 

Kit
购自中国 TaKaRa公司,Lipofectamine

 

3000试剂盒

购自美 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司,Dead
 

EndTM

荧光测定TUNEL系统购自Promega公司。胎牛血

清购自 Gibco公司;0.25%胰蛋白酶-EDTA消化液

(Trypsin-EDTA)、DMEM、EDTA、青霉素+链霉素

(PS)、二甲基亚矾(DMSO)、二氯乙酸钠(DAC)、四氮

唑蓝(MTT)等均购自美国Invitrogen公司。荧光显

微镜、Real-time
 

PCR 仪 及 全 自 动 酶 标 仪 (BIO-
RAD550)购自美国BIO-RAD公司。
1.2 方法

1.2.1 样本采集

样本采集自广东医科大学附属医院神经外科确

诊的27例胶质瘤患者,在患者知情同意的情况下手

术切除的肿瘤组织、癌旁正常组织,男18例,平均年

龄(49.7±5.3)岁,女9例,平均年龄(45.3±4.5)岁。
研究获得本院伦理委员会批准。
1.2.2 细胞培养和转染

人脑正常胶质细胞 HEB(永生化细胞)及胶质瘤

细胞U87、U251、Hs683置于37
 

℃含95%空气和5%
 

CO2 的细胞培养箱中,使用含10%胎牛血清,100
 

U/
mL青霉素及0.1

 

mg/mL链霉素的DMEM 培养基

培养。选取 U87细胞对 miR-451a进行功能性研究,
将细胞分为 miR-NC组、miR-451a组、miR-451a

 

+
MIF组,按照转染试剂说明书对 U87细胞分别转染

miR-NC、miR-451a、miR-451a
 

+MIF。
1.2.3 qRT-PCR检测mRNA相对表达水平

用TRIzol试剂从各组U87细胞或者胶质瘤组织

中提取总RNA,并根据制造商推荐的方案,qRT-PCR
结果以2-ΔΔCT 值形式得到,每个样本重复3次。MIF
的mRNA表达水平以 GAPDH 为内参,按照qRT-
PCR试剂盒说明书进行PCR反应。
1.2.4 双荧光素酶报告基因检测 miR-451a和 MIF
荧光素酶活性

构建MIF的野生型和突变质粒。分别提取MIF-
WT和 MIF-Mut的质粒,与 miR-451a

 

mimic共同转

染U87细胞。转染48
 

h后,测量细胞中的荧光素酶

活性。
1.2.5 Western

 

blot检测蛋白相对表达量

提取胶质瘤组织或 U87细胞蛋白,测定蛋白浓

度,加入12%
 

SDS-PAGE分离蛋白后进行转膜,5%
脱脂奶粉室温封闭1

 

h。分别加入 MIF
 

(1∶500)及
兔抗GAPDH抗体(1∶1

 

000)的抗体稀释液中4
 

℃
过夜,加入二抗(1∶1

 

000)室温孵育1
 

h,随后进行

ECL测定。
1.2.6 免疫组织化学检测增殖细胞核抗原

将组织切片脱蜡入水,微波加热法修复抗原,温
度94

 

℃左右,10~15
 

min,用5%的正常羊血清封闭,
37

 

℃孵育60
 

min。弃去血清,加入以1∶100比例稀

释的PNCA抗体,4
 

℃过夜。加入二抗
 

37
 

℃孵育30
 

min。采用DAB显色后,苏木精室温染色2
 

min,采用

正置显微镜观察切片。
1.2.7 Transwell实验检测细胞侵袭

转染后,将 miR-NC组、miR-451a组、miR-451a
+MIF组的 U87细胞密度调整为1×106 个/mL,次
日用 Matrigel

 

胶对
 

Transwell
 

小室进行预包被,然后

将200
 

μL
 

细胞悬液接种于上室,在下室加入600
 

μL
 

含10%胎牛血清的培养基,随后恒温培养箱培养

24
 

h。取出腔室后,将小室用95%的乙醇固定10
 

min。0.5%结晶紫染色液染色10
 

min,用棉签轻轻拭

去小室滤膜上层的细胞,显微镜观察下层细胞。
1.2.8 细胞划痕实验检测细胞迁移

将U87细胞接种于6孔板上,当细胞汇合度达到

80%~90%时,用200
 

μL的移液器枪头在正中央位

置划一直 线,形 成 单 层 细 胞 间 的 划 痕。分 别 观 察

miR-NC组、miR-451a组、miR-451a+MIF组的 U87
细胞显微镜下切片。
1.2.9 TUNEL实验检测细胞凋亡

U87细胞用4%多聚甲醛固定30~60
 

min,在
0.3%

 

H2O2 中室温孵育20
 

min。加50
 

μL生物素标

记液,37
 

℃孵育60
 

min。滴加0.1~0.3
 

mL标记反
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应终止液,室温孵育10
 

min,PBS洗涤3
 

次。加50
 

μL
 

Streptavidin-HRP工作液,37
 

℃,30
 

min,滴加0.2~
0.5

 

mL
 

DAB显色液,用苏木素染色液进行细胞核染

色。用95%乙醇脱水5
 

min,随后以100%乙醇脱水2
次(3

 

min/次),最后用甲苯透明
 

2次(5
 

min/次),显
微镜下观察切片。
1.2.10 体内增殖细胞核抗原

选取BALB/c裸鼠18只,裸鼠随机分为 miR-
451a

 

mimic组和miR-451a+MIF组及对照组,每组6
只。转染U87细胞,然后配置成浓度约为1×107 个/
mL单细胞悬液,每组裸鼠左前上肢腋下处皮下对应

接种(0.2
 

mL/只),21
 

d后处死3组小鼠,剥离瘤体,
选取组织切片进行检测。
1.3 统计学处理

采用SPSS
  

22.0进行统计学分析,计量资料
 

以

x±s表示,采用独立样本t检验,以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 胶质瘤组织和细胞系中表达情况

通过TargetScan数据库,找到 miR-451a相关信

息和茎环结构,本研究选取 miR-451a作为研究对象。
对27例胶质瘤患者胶质瘤组织和癌旁正常组织进行

检测,结果发现,相较于正常组织,miR-451a在胶质瘤

组织中表达显著降低(图1A)。然后选取人脑正常胶

质细胞HEB(永生化细胞)及胶质瘤细胞U87、U251、
Hs683作为研究对象进行检测,结果发现,miR-451a
在胶质瘤细胞系中表达较在正常胶质细胞 HEB中的

表达显著减少(图1B)。Western
 

blot结果发现,MIF
在胶质瘤组织中蛋白表达明显增加(图1C)。相比

HEB细胞中,MIF在胶质瘤细胞系中的 mRNA表达

水平均上调(图1D)。这些结果都提示 miR-451a和

MIF的表达异常可能和胶质瘤发生发展相关。
2.2 miR-451a对 MIF的负调控作用

通过查找 TargetScan数据库发现 miR-451a能

够与 MIF结合。将 miR-451a质粒转染进 U87细胞

后,检测发现miR-451a的表达显著升高(图2A)。并

且在U87细胞中,过表达的 miR-451a能够显著降低

MIF相关的荧光素酶的活性,而对突变型质粒连接的

荧光素酶的活性却无显著影响(图2B)。采用 West-
ern

 

blot实验进一步检测发现,过表达 miR-451a导致

MIF的蛋白表达明显减少(图2C)。这些结果都提

示,MIF受miR-451a负调控。
2.3 对U87细胞侵袭、迁移及凋亡的情况

在体外细胞实验中(图3)采用Transwell侵袭和

细胞划痕实验检测发现,相比 miR-NC组,miR-451
组显著抑制 U87细胞侵袭和迁移,而 MIF的加入

(miR-451+MIF组),逆转了 miR-451a的抑制作用,
显著增 加 了 U87细 胞 侵 袭 能 力 和 迁 移 距 离。而

TUNEL细胞凋亡实验发现,miR-451明显促进 U87
细胞凋亡,而miR-451+MIF组相比 miR-451组抑制

U87细胞凋亡。
2.4 增殖细胞核抗原(PCNA)

构建胶质瘤裸鼠皮下移植瘤模型,选取组织切片

进行免疫组织化学抗原实验。PCNA实验均发现,相
比对照组,miR-451a明显抑制体内细胞增殖,而 MIF
抑制了miR-451a的调控效果,导致体内细胞增殖增

加(图4)。

  A:miR-451a在正常组织和胶质瘤中的表达;B:miR-451a在HEB、U87、U251、Hs683中的表达,**:P<0.05,与HEB比较;C:MIF蛋白在正

常组织和胶质瘤中的表达;D:MIF
 

mRNA在 HEB、U87、U251、Hs683中的表达;△△:P<0.05,与 HEB比较。

图1  胶质瘤组织和细胞系中表达情况

  A:转染后miR-451a的表达,**:P<0.05,与miR-NC比较;B:双荧光素酶报告实验检测miR-NC和miR-451a
 

mimic组的荧光素酶活性;C:

Western
 

blot检测 MIF蛋白表达。

图2  miR-
 

451a对 MIF的负调控作用
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  A:Transwell侵袭实验结果(×400);B:细胞划痕实验结果(×400);C:TUNEL凋亡实验结果(×500)。

图3  MIF对U87细胞侵袭、迁移及凋亡的情况

图4  增殖细胞核抗原实验(×200)
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3 讨  论
 

近几年,多项研究[9-10]表明 miRNAs可用来评估

胶质瘤发生和转移的风险,在本研究预测并分析了

miR-451的其中一个靶基因,并从细胞水平和动物水

平充分说明二者在胶质瘤中的作用机制,最终评估

miR-451作为胶质瘤靶点的潜力。
 

本研究首先对27例胶质瘤患者组织和癌旁组织

进行检测,结果发现 miR-451a在胶质瘤组织和细胞

系中均呈现低表达。体外细胞实验发现 miR-451a能

抑制U87细胞侵袭、迁移并促进凋亡,并且体内实验

中,也发现 miR-451a能抑制体内细胞增殖。这些实

验结果,都提示 miR-451a可能是一种能影响胶质瘤

发生发展的分子标志物。研究显示 miR-451已经在

多种癌症中异常低表达[11],LIU等[12]发现在前列腺

癌中,miR-451表达下调,在甲状腺癌中,miR-451可

以抑制肿瘤生长和上皮间充质转化[13],这与本研究结

果类似。
研究miRNA靶基因是分析 miRNA具体作用及

机制重要环节,研究显示 miRNA主要通过与靶基因

mRNA的
 

3'UTR碱基互补配对结合从而引起靶基

因mRNA降解或翻译抑制,在转录后水平调节基因

的表达[14-15]。本研究通过生物数据库发现 MIF与

miR-451a有结合位点,并且验证它们之间的调控关

系,结果发现 MIF受 miR-451a负调控。以往研究显

示,MIF作为一种炎症因子,在多种癌症中异常高表

达[16],本研究发现 MIF在胶质瘤组织中蛋白表达水

平显著增加,在细胞系中也均上调。这和大部分记载

的文献结果一致,说明 MIF可能是胶质瘤的一种致

癌基因。
为了进一步研究 miR-451和 MIF在胶质瘤中的

作用,首先通过体外细胞实验发现 MIF能逆转 miR-
451a对U87细胞的生物学功能的调控作用,随后构

建体内动物模型,实验结果显示 miR-451a组裸鼠的

瘤体体积和重量均明显低于对照组,进一步表明了

miR-451a对胶质瘤具有抑癌的作用。而 MIF抑制了

miR-451a的调控效果,导致体内细胞增殖增加,这更

加证实了,miR-451a是通过负调控 MIF来参与胶质

瘤的病理发展。
综上所述,miR-451a通过负调控 MIF的蛋白表

达,在细胞实验中,抑制了 U87细胞侵袭、迁移,促进

凋亡,动物实验中,抑制体内细胞增殖,充分证实了

miR-451通过 MIF参与胶质瘤的发生发展过程。
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