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MiRNA3 76a／c靶向调控 TGFA对 CD133+U251 

胶质瘤细胞增殖的影响 

杜 鹏，栾新平，木依提，苑 杨，徐敬轩，张晶晶，杨 岩 

(新疆医科大学第二附属医院神经外科，乌鲁木齐 830063) 

【摘 要】目的：探讨微小核糖核酸(MicroRNA，MiRNA)376a／c靶向调控转化生长因子ct(transforming growth factor alpha，TGFA) 

在CD133+U251胶质瘤细胞增殖中作用方式及其机制。方法：构建MiR376dc靶向调控TGFA慢病毒克隆体，根据MiR376a／c与 

TGFA结合位点分为4组，检测各组酶活性。根据转染体外MiR376dc和MiR376a／c模拟物(MiR-SCR)不同，将 CD133+U251细 

胞分为4组，通过细胞培养、Gimsa染色，检测TGFA蛋白表达量和细胞生长曲线，观察细胞增殖情况，收集资料并进行统计学 

分析。结果：cD133姐与cDl33 组MiR376a／c表达比较，差异有统计学意义(R0．001)；wt—TGFA组与mut—TGFA组质粒荧光素 

酶活性表达差异比较，差异有统计学意义( 0．000)；将MiR376dc慢病毒导人 CD133+U251细胞中，MiR376dc组 TGFA蛋白表 

达相对于 MiR—SCR组和空 白对照组明显下调 ，差异有统计学意义(P=0．ooo)；生长曲线检测示 ：随时间延长，MiR376a／c组细 

胞生长速度慢于对照组，差异有统计学意义(P=O．000)。结论：MiRNA376a／c靶向调控TGFA抑制CD133+U251胶质瘤细胞增 

殖、克隆。 
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Effects of MiRNA376a／c target regulation of TGFA 

on CD1 33+U251 glioma celI proliferation 

Du Pe ，Luan Xinping，Mu Yiti，Yuan y ，Xu Jingxuan，ZhangJinging，Yang Yah 

(Department ofNeurosurgery，The SecondAffiliated Hospital，XinjiangMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the mode and mechanism of MiRNA376a／c targeted regulation of transforming growth factor alpha 

(TGFA)in CD133 U251 glioma cell proliferation．Methods：Lentivirus clones of MiR376dc target regulation of TGFA was built and 

were divided into four groups according to MiR376a／c and TGFA binding sites．Enzyme activity of each group was detected．CD133 

U25 1 cells were divided into four groups according to the transfection in MiR376Mc and MiR-SCR．Cell culture and Gimsa staining 

were used to detect and observe TGFA protein expression，cell growth curve，and cell proliferation． Inform ation was collected and sta 

tistical analysis was conducted．Results：There were statistically significant differences in MiR376a／c expression between CD133 

group and CD133一group(P=O．ooo)．There were statistically significant differences in plasmid luciferase activity expression between 

wt—TGFA group and mut-TGFA group(P=0．000)．MiR376a／c lentivirus was imported into CD133 U251 cells and TGFA protein ex 

pression was down regulated in MiR376a／c group than in MiR—SCR group and blank control group，with statistical differences(尸< 

0．001)．Growth curve test showed that with the extension of time，cell growth speed was slower in MiR376a group than in control 

group，with statistical significant differences(P=O．ooo)．Conclusion：MiRNA376a／c target regulation of TGFA inhibits clone and pro— 

liferation of CD133 U251~ioma cells． 
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脑胶质瘤是脑内最常见原发性肿瘤，其中恶性 

胶质瘤约占60％。近年来尽管尝试了各种改进治疗 

及诊断方案，生存期仍没有明显提高fl1。MiRNA是一 

类存在于病毒和高等生物中，进化上高度保守内源 

性非编码 RNA。Choudhury等[2]发现成熟编码MiR— 

NA376a／c与胶质瘤恶性程度呈负相关。Dufour等『3_ 

研究发现转化生长因子 ~x(transforming growth factor 

alpha．TGFA)在胶质瘤早期过度表达。通过延长胶 

质瘤组织中TGFA表达可以促进肿瘤增殖、浸润、恶 

化。Ba而e}q等通过基因芯片预测MiRNAs调控TGFA、 

MAPK1、CCND1等抑制胶质瘤的增殖、浸润。通过以 

上文献综合分析，提出MiRNA376a／c通过调节TGFA 

表达调控胶质瘤增殖假设。 

1 资料与方法 

1．1 实验材料 Amresco—N676DMEM低糖培养基、Amresco一 

0032牛血清白蛋白、DMSO、elisa3462胰酶等购于上海玉博 

生物科技有限公司：RG005双萤光酶报告基因检测试剂盒 

(Promega公司，美国)；ANT一207 CD133(AC133)、B103羊抗 

鼠IgG(~抗)、BA1125 FITC、BA1092 TRITC等购于上海拜力 

生物科技有限公司；CBP60300人脑胶质瘤 U25 1细胞株(南 

京科佰生物科技有限公司)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 细胞培养、分离及分组 (1)细胞培养、分离 细胞。培 

养采用克隆化培养技术(有限稀释法)，自细胞培养瓶中收集 

长势良好的人脑胶质瘤U25 1细胞制成悬液。先用无血清培 

养基将细胞稀释。再用用含 10％胎牛血清 DMEM培养基培养 

U251细胞。细胞分离采用培养 U251细胞中按 1：1 1稀释比 

例加入 PE标记小鼠抗人CD133抗体。4℃避光孵育 15 rain 

后，用缓冲液洗涤细胞2次，缓冲液重悬细胞，按 1：5稀释比 

例加入抗 PE磁珠，重复以上步骤。经过液洗、过柱、加压，收 

集洗液为分离的阳性细胞。(2)分组。根据 MiR376a／c与 

TGFA结合位点不同，分 4组(MiR376a／wt—TGFA、MiR376a／ 

mut—TGFA、MiR376c／wt—TGFA、MiR376c／mut—TGFA)；根据细 

胞转染体外 MiR376gc和MiRSCR不同 ，分4组(control组、 

MiRSCR组、MiR376a组、MiR376c组)。每组 4份标本，重复 

3次(n=12)。 

1．2．2 四氮唑盐(M1Tr)比色法 检测细胞存活率和生长， 

将4组细胞分别离心、漂洗、脱水、醋酸双氧铀和柠檬酸铅双 

染色 ，透射电镜下观察拍照。 

1．2_3 慢病毒构建、包装以及质粒荧光素酶活测定 将设计 

好的VEGFA—shRNA合成短发夹结构 RNA片断，直接连人 

慢病毒骨架载体上。用质粒抽提试剂盒提取慢病毒3种质粒 

RNA。用阳离子脂质体 Lipofectamine 2000试剂共转染至慢 

病毒包装细胞 293T包装出毒。通过3’一UTR双荧光素酶报 

告基因表达系统建立 (采用检测试剂盒．具体操作按说明书 

进行)，检测基因的表达。 

1．2．4 qRT—PCR 采用 目标专一性侦测 TaqMan MiR376gc 

Assays(Assays ID001960)对 MiR376ge进行相对定量，用Trizol 

试剂提取各组细胞总RNA，紫外分光光度计检测mRNA纯度 

并计算其浓度。根据 GenBank序列，设计上述凋亡相关因子 

和对照 B—actin引物序列并合成 。cDNA在引物指导下扩增 

PCR产物。获得产物经凝胶电泳后 ，在凝胶成像系统上分析 

相关因子 mRNA丰度。 

1．2．5 Western blot检测 TGFA蛋白水平变化 提取各组全 

细胞蛋白质，Bradford法测定蛋白质含量。电泳后以半干式 

电泳转移法将蛋白条带转移到PVDF膜上。分别用结合辣根 

过氧化物酶二抗孵育。ECL化学发光法进行显色，曝光、显影、 

定影。进行定量分析。 

1_3 统计方法 

采用SPSS 17．0统计分析，多组间比较应采用两独立样 

本 t检验，检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 CD133 U251细胞中MiR376~c表达 

两组比较。CD133 U251细胞CD133高表达，细胞生长、 

细胞增殖得更快 ．MrITI’检测示随时间延长 CD133 U251接种 

量明显优于 CD133一U251。t检验显示 CD133 U251和CD133一 

U251 2组克隆比较差异有统计学意义(P=0．002)CD133 

U251克隆数量明显高于 CD133一U251。以上结果显示 

CD133+U251增殖能力更强(图 1)。 

qRT—PCR结果及其 t检验显示 MiR376a／c在 CD133 

U251和 CD133一U251 2组质粒表达比较．差异有统计学意义 

( 0．000)，在 CD133 U251组中质粒呈低表达(见图2)。 

2．2 MiR376 a／c作用TGFA序列及效果 

根据 在线 MiRanda软件 预测 MiR376 ate与 TGFA’一 

UTR结合(图 3A)。构建 2个 TGFA 3’一UTR克隆型，野生型 

(wt—TGFA)是 MiR376a／c结合位点附近 TGFA 3，_UTR序 

列，另一个是突变序列(nut—TGFA)是与 MiR376a／c种子区 

结合 TGFA 3’UTR，设立 MiRNA无义序列对照组(MiR— 

SCR)。结果显示 wt—TGFA 3’一UTR质粒荧光素酶活性比 

MiR—SCR对照组减弱 ，为对照组 60％，而 nut—TGFA3’一UTR 

荧光素酶活性均与MiR—SCR对照组无明显差异(图3B、C)。 

将 MiR376a／c导入 CD133 U251细胞中，和 MiR-SCR组 、 

空 白对照组 比较 MiR376a／c组质粒过度表达(P=0．000，图 

4A、B)。通过 Western blot检测(图4C)及 t检验统计学分析 

(图4D)得出：MiR376a／cTGFA组与空白对照组、无义序列组 

比饺，TGFA蛋白表达显著下调(分别为／M)．0001和P=0．0007)。 

说明CD133+U251中转染 MiR376a／c慢病毒后，质粒过表达 

和 TGFA蛋白低表达。 

2．3 MiR376a／c靶向调控 TGFA对 CD133+U251细胞增殖 

作 用 

MTr比色法生长曲线检测示 MiR376a／c组随时间延长 ， 










