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（蚌埠医学院第二附属医院，安徽 蚌埠 233000）
摘要摘要：：目的 探讨 miRNA - 4465（miR - 4465）对胶质瘤细胞增殖、侵袭及迁移的影响及其作用机制。方法 采用 miR - 4465 模拟物

（mimic）处理 U118 和 U87 细胞，检测细胞生物活性。双荧光素酶报告基因实验评价 miR - 4465 和 Wnt5A 的结合情况。采用 siRNA
和 miR - 4465 抑制剂（inhibitor）分别抑制 Wnt5A 和 miR - 4465 的表达，采用 CCK - 8 法、细胞克隆实验、伤口愈合实验和 Transwell
实验，检测细胞的增殖、迁移、侵袭能力。复制移植瘤裸鼠模型，评价 miR - 4465 过表达和抑制对其肿瘤生长的影响。结果 miR -
4465 mimic显著抑制了 U118和 U87细胞增殖能力。双荧光素酶报告基因实验结果显示 miR - 4465与 Wnt5A存在靶向调节作用。沉

默 Wnt5A 可降低细胞的增殖、迁移、侵袭能力，miR - 4465被抑制后，细胞的增殖、迁移、侵袭能力均显著增强（P < 0. 05）。此外，沉默

Wnt5A可逆转 miR - 4465抑制导致的细胞增殖、迁移、侵袭能力增强。体内实验结果显示，miR - 4465过表达抑制肿瘤生长和 ki67的

表达，而 miR - 4465被抑制后，肿瘤生长和 ki67的表达显著增强（P < 0. 05）。结论 miR - 4465在胶质瘤中呈低表达，其过表达可抑

制胶质瘤细胞的增殖、迁移、侵袭能力，其下游作用机制与 Wnt5A通路有关。

关键词关键词：：胶质瘤；miR - 4465；双荧光素酶报告基因；细胞；增殖；迁移；侵袭；Wnt5A
Effects of Regulation of miRNA - 4465 Targeting Wnt5A on the Proliferation，Migration

and Invasion of Glioma Cells
CHEN Shuoshuo，SUN Yuxi，YU De，SHU Hansheng

（The Second Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Bengbu，Anhui，China 233000）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the effects of miRNA - 4465（miR - 4465） on the proliferation，invasion，and migration of
glioma cells and relevant mechanism. Methods The U118 and U87 cells were treated by the miR - 4465 mimic to detect the
cell biological activity. The binding of miR - 4465 and Wnt5A was evaluated by the dual - luciferase reporter gene test. The
expression of Wnt5A and miR - 4465 was inhibited by the siRNA and miR - 4465 inhibitors，respectively. The proliferation，
migration and invasion abilities of cells were detected by the CCK - 8 method，clone formation assay，wound healing assay and
Transwell assay. The effects of overexpression and inhibition of miR - 4465 on tumor growth were evaluated by constructing
transplanted - tumor nude mice model. Results The miR - 4465 mimic significantly inhibited the proliferation ability of U118
and U87 cells. The dual - luciferase reporter gene test showed a targeted regulatory effect between miR - 4465 and Wnt5A.
Wnt5A silence could decrease the proliferation，migration and invasion abilities of cells，the above abilities of cells significantly
increased after miR - 4465 inhibition （P < 0. 05）. In addition，Wnt5A silence could reversed the increased cell proliferation，
migration and invasion abilities induced by miR - 4465 inhibition. The in vivo tests showed that overexpression of miR - 4465
inhibited the tumor growth and ki67 expression，while the inhibition of miR - 4465 promoted tumor growth and ki67 expression
（P < 0. 05）. Conclusion The expression of miR - 4465 is low in gliomas，and its overexpression can inhibit the proliferation，
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migration and invasion abilities of glioma cells. Its downstream mechanism is related to the Wnt5A pathway.
Key wordsKey words：：glioma；miR - 4465；dual - luciferase reporter gene；cell；proliferation；migration；invasion；Wnt5A

胶质瘤是颅内最常见的原发性肿瘤，恶性程度高，

进展快，预后差［1］。手术是其主要临床治疗手段，但高级

别胶质瘤表现出高度侵袭性，手术多无法完全切除［2］。
因此，寻找新的治疗靶点来对抗神经胶质瘤的生长和

浸润至关重要。微小 RNA（microRNA / miRNA）为内源

性非编码单链小RNA，长度约为 22个核苷酸［3］。miRNA
通过与其他RNA的 3' -非翻译区（3' - UTR）结合来调

节大部分的人类基因。研究表明，miRNA通过调节致癌

基因或抗癌基因的表达来影响肿瘤细胞的增殖、迁移、

侵袭等生物学行为［4］，但临床用于疾病诊断和治疗的

miRNA很少［5］。大量研究证实，miRNA可在胶质瘤中发

挥作用［6 - 8］，MOROKOFF等［9］发现了一种用于神经胶

质瘤纵向监测的miRNA血清生物标志物。同时，部分治

疗策略也解释了miRNA在癌症中的生物学功能，如使

用miRNA抑制剂（inhibitor）治疗肿瘤过表达的癌症，或

使用miRNA模拟物（mimic）治疗肿瘤抑制miRNA水平

低的癌症［10］。miRNA - 4465（miR - 4465）已被证实与

多种肿瘤的进展有关［11 - 13］。目前miR - 4465在胶质瘤

中的作用尚未明晰。为此，本研究中拟通过使用miRNA
mimic和miRNAinhibitor探讨miR - 4465在胶质瘤细胞

增殖、迁移、侵袭中的作用，并分析miR - 4465下游作

用因子。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 材料

仪器：MCO - 175型CO2培养箱（日本 Sanyo公司），

BioTek SynergyHT型多功能酶标仪（美国Agilent公司）；

1300 - A2型生物安全柜（上海振样创空气净化设备公

司）；MF53型荧光显微镜（日本 Olympus公司）；DU -
700型紫外分光光度计（美国 Beckman公司），HT -
600C型通用电泳仪（北京鸿涛基业科技发展有限公司）；

StepOnePlus Real - Time PCR System（美国 ABI公司）；

TGL - 16K型高速冷冻离心机（湖南湘仪股份有限公司）。

试药：MEM、DMEM培养基 / 胎牛血清（美国Gibco
公司）；RIPA裂解液（北京索莱宝科技有限公司）；miR -
4465 mimic / inhibitor、siRNA（上海生工生物工程有限

公司）；免疫组化试剂盒、Luciferase双报告系统检测试

剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；PVDF转印膜

（美国Millipore公司）；灵敏 ECL化学发光检测试剂盒

（美国Proteintech公司）；CCK - 8试剂盒、nanotrans转染

试剂（安徽佰欧晶医学科技有限公司）；Wnt5A抗体、

GAPDH（武汉三鹰生物有限公司）；羊抗兔二抗（上海爱

必信生物科技公司）；ki67抗体（福州迈新生物技术开发

有限公司）；AG RNAex Pro RNA提取试剂、Evo M -
MLV试剂盒（湖南艾科瑞生物工程有限公司）；Trans‐
Script第一链 cDNA合成试剂盒（日本 Takara公司）；其

余化学试剂均购自国药集团化学试剂有限公司。

动物：BALB / c裸鼠 18只，雄性，5～6周龄，购于斯

莱克（上海）实验动物有限责任公司［实验动物生产许

可证号 SCXK（沪）2017 - 0005］，恒温（22～26℃）、恒湿

（相对湿度 40%～60%）环境，饲养于蚌埠医学院动物

房。动物实验经蚌埠医学院实验动物福利与伦理委员

会批准，所有实验操作均遵守《实验动物使用规范》。

细胞：胶质瘤细胞 U87、U118，均购自中国科学院

上海细胞库。

1. 2 方法

细胞培养：U87和U118细胞于含有 10%胎牛血清

的DMEM培养基（37 ℃、5%CO2）中培养 24 h，更换培养

基，细胞覆盖率达 80%时在培养皿中加入胰蛋白酶进

行细胞传代。

细胞分组、转染和双荧光素酶报告基因检测：实验

分为 miR - 4465 mimic 组、miR - 4465 inhibitor 组、

siWnt5A组、miR - 4465 inhibitor + siWnt5A组；各组设

相应的阴性对照（NC），miR - 4465 mimic的NC是一段

与 miR - 4465序列无相似性、无生物学功能的随机核

苷酸序列转染细胞；siCtrl是 siWnt5A的空载体对照，分

别采用 siCtrl和 siWnt5A转染细胞转染了空载体和

miR - 4465 inhibitor NC的细胞。培养至 90%汇合后，以

每孔 2 × 105个细胞的密度，添加 miR mimic / miR NC
mimic（50 nmol / L）或miR inhibitor / miRNA NC inhibitor
（20 nmol / L）至转染细胞中。孵育48 h，反转录聚合酶链

反应使用（RT - qPCR）法检测内源性miR - 4465的表

达。siRNA转染，设计 3个 siRNA和 siRNA的 NC，以
nanotrans转染剂转染细胞。用于敲低Wnt5A和 NC。转
染 72 h后，通过 RT - qPCR法和Western blot法评估

Wnt5A的表达水平。双荧光素酶报告基因检测，细胞转

染 48 h后用双萤光素酶检测试剂分析 miR - 4465和
Wnt5A野生型 /突变型（WT / Mut）荧光素酶活性。

mRNA表达检测：采用 RT - qPCR法。1）mRNA检

测，提取总 RNA，逆转录制备 cDNA。定量测量 RNA丰

度。引物序列如下，GAPDH的5' - AGAAGGCTGGGGCT‐
CATTTG - 3'和5' - AGGGGCCATCCACAGTCTTC - 3'，
Wnt5A 的 5' - TCGACTATGGCTACCGCTTTG3 - '和
5' - CACTCTCGTAGGAGCCCTTG - 3'。2）miRNA检测，

提取总 RNA，逆转录并扩增总 RNA。引物序列如下，
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miR - 4465的 5' - CGCTCAAGTAGTCTGACCAGGG -
3'和 5' - ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG - 3'，U6的 5' -
GGAACGATACAGAGAAGATTAGC - 3' 和 5' - TG‐
GAACGCTTCACGAATTTGCG - 3'。反应条件，95 ℃，30 s
初始变性，95 ℃，5 s，60 ℃，30 s，40个循环。采用 2 - ΔΔCT
法计算Wnt5A、miR - 4465的表达水平。

细胞凋亡检测：采用 CCK - 8法。取对数生长期的

U87和U118细胞适量，按每孔 2 × 103个的细胞密度接

种到 96孔板中，孵育 12 h，分组给药，培养 1～5 d，弃去

培养液，加入 10 μL CCK - 8溶液和 100 μL新鲜培养液

继续培养 2 h。以酶联免疫吸附试验法，采用酶标仪在

450 nm波长处检测光密度（OD）值，重复 3次，取平

均值。

克隆形成实验：取对数生长期U87和U118细胞适

量，加 1 mL胰蛋白酶轻微吹打 2 min，得单细胞悬液并

以每孔 1 × 103个细胞的密度铺于 6孔板中。分组、给药，

每 3 d更换 1次培养基，14 d后用 0. 1%结晶紫 / 40%甲

醇固定、染色细胞，显微镜下计数细胞克隆数量。

划痕愈合实验：取对数生长期U87和U118细胞适

量，以每孔 2 × 105个细胞的密度接种于 6孔板内，分组、

给药，培养 48 h。以 200 μL移液管尖端垂直孔壁划痕，

加入无血清培养基，继续培养 48 h。在显微镜下于指定

时间（0 h、6 h、24 h）拍照，观察细胞迁移情况并计算相

对迁移率。

Transwell实验：将Matrigel基质胶和 Transwell小室

于 4 ℃下过夜。分组、给药，每个孔加入 100 μL无血清

培养基。孵育 30 min后，将 500 μL含 10%胎牛血清的

DMEM培养基加入下室。加胰蛋白酶，获得单细胞悬

液，重悬于无血清培养基（密度为 2 × 106个细胞 / mL）
中，然后向上室中加入 100 μL细胞悬液。细胞在 37 ℃、

5%CO2条件下培养 48 h。取出小室，固定于 4%多聚甲

醛中，并用 0. 1%结晶紫染色。随机选择 3个视野，在显

微镜下进行细胞计数，取平均值。

蛋白表达水平检测：采用 Western blot法。采用

RIPA裂解液提取细胞总蛋白，以BCA测定蛋白含量。上

样，10% SDS - PAGE分离电泳后电转，转膜，封闭，加入

一抗Wnt5A（1∶1 000，V / V）和GAPDH（1∶10 000，V / V）
抗体，4 ℃孵育过夜，TBST漂洗 3次，每次 10 min，加入

羊抗兔二抗（1∶10 000，V / V）37℃孵育 1 h。系统成像，

拍照，采用Fusion软件分析条带的OD值。

移植瘤模型裸鼠增殖实验：将 18只裸鼠随机分为

miR - 4465 NC组，miR - 4465敲除（miR - 4465 KD）组、

miR - 4465过表达（miR - 4465 UP）组，各 6只。用miR -
4465 mimic或miR - 4465 inhibitor和NC转染U87细胞。

将 5. 0 × 105个细胞注射到 BALB / c裸鼠左侧腋下，以

复制移植瘤裸鼠模型。待肿瘤体积达100 mm3时每隔3 d
记录肿瘤长径（L）和短径（W）。37 d时处死小鼠，提取、

固定肿瘤组织，计算并称定质量，石蜡包埋，切片 5 μm
染色［14 - 15］。肿瘤体积 = L × W2 / 2，于光学显微镜下观

察阳性表达水平。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 22. 0统计学软件分析。符合正态分布的

计量资料以X ± s表示，两组间比较采用 Students' - t检
验，多组间比较采用单因素方差分析，并采用LSD - t法
进行多重比较。P < 0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 细胞中 miR - 4465 的表达及细胞活力

与NC组比较，miR - 4465 mimic组U87、U118细胞

中miR - 4465的表达显著增强。详见图 1。CCK - 8法结

果显示，miR - 4465 mimic显著抑制了U87及U118细胞

的活力（P < 0. 01）。详见图2。
2. 2 miR - 4465 过表达条件下胶质瘤细胞的增殖、

迁移、侵袭能力

细胞克隆形成实验结果显示，miR - 4465 mimic显
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注：与NC组比较，*P < 0. 05，**P < 0. 01，***P < 0. 001。图3至图6，
图8至图10同。

图1 miR - 4465在胶质瘤细胞中的表达

A. U87 cells B. U118 cells
Note：Compared with those in the NC group，*P < 0. 05，**P < 0. 01，

***P < 0. 001（for Fig. 1，Fig. 3 - 6 and Fig. 8 - 10）.
Fig. 1 Expression of miR - 4465 in glioma cells
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图2 细胞活力

A. U87 cells B. U118 cells
Fig. 2 Cell viability
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著抑制了 U87及 U118细胞的增殖。划痕愈合实验和

Transwell实验结果显示，miR - 4465 mimic显著抑制了

U87细胞及U118细胞的迁移和侵袭能力（P < 0. 01）。详

见图3至图5。
2. 3 miR - 4465 与 Wnt5A 的结合情况

Wnt5A - 3'UTR - WT组细胞中荧光素酶活性较

NC组降低 30%（P < 0. 05）。将Wnt5A - 3'UTR区进行突

变后，Wnt5A - 3'UTR - Mut组细胞中的荧光素酶活性

较突变前升高 40%（P < 0. 05）。RT - qPCR和Western
blot结果显示，siRNA - 2抑制Wnt5A mRNA和蛋白表

达的作用最好。与NC组比较，miR - 4465 inhibitor可显

著抑制 miR - 4465的表达。结果表明Wnt5A是 miR -
4465作用的一个靶基因，后续实验可通过抑制Wnt5A
和miR - 4465进行验证。详见图6。
2. 4 miR - 4465 通过 Wnt5A 抑制胶质瘤细胞增殖、

迁移、侵袭

与NC组比较，siWnt5A组细胞的增殖、迁移、侵袭

能力均显著减弱（P < 0. 01），而miR - 4465 inhibitor组
细胞的增殖、迁移、侵袭能力均显著增强（P < 0. 01）。其

中，miR - 4465 inhibitor + siWnt5A组胶质瘤细胞的增

U87 NC U87

miR - 4465 mimic组

克隆形成数400
300
200
100
0

NC组

miR -
4465 m

imic组

NC U118

miR - 4465 mimic组
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A1. U87细胞增殖图片 A2. U87细胞增殖数据统计 B1. U118细胞增殖图片 B2. U118细胞增殖数据统计
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Fig. 3 Cell proliferation under miR - 4465 mimic
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图4 miR - 4465 mimic条件下细胞迁移情况
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Fig. 4 Cell migration under miR - 4465 mimic
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殖、迁移和侵袭能力较 siWnt5A组增强，但低于miR -
4465 inhibitor组（P < 0. 05）。表明抑制Wnt5A可部分逆

转miR - 4465 inhibitor的作用。详见图7至图9。
2. 5 模型裸鼠胶质瘤增殖情况

与NC组比较，miR - 4465 KD组miR - 4465表达水

平显著降低，miR - 4465 UP组miR - 4465表达水平显

著升高（P < 0. 01）。与NC组比较，miR - 4465 KD组肿

瘤体积和质量显著增加，miR - 4465 UP组肿瘤体积和

质量显著减少（P < 0. 01）。免疫组化检测结果显示，

miR - 4465 KD组的肿瘤组织 ki67阳性表达水平升高，

A. 双荧光素酶报告基因检测结果 B. Wnt5A siRNA转染后Wnt5A mRNA表达水平（B1. U87细胞，B2. U118细胞） C. Wnt5A siRNA
转染后Wnt5A蛋白表达水平（C1. U87细胞，C2. U118细胞） D. miR - 4465 inhibitor处理后miR - 4465 mRNA表达水平

（D1. U87细胞，D2. U118细胞）

图6 miR - 4465与Wnt5A 的结合及Wnt5A与miR - 4465敲除检测

A. Results of dual - luciferase reporter gene test B. Expression level of Wnt5A mRNA after transfection of Wnt5A siRNA（B1. U87 cells，B2. U118 cells）
C. Expression level of Wnt5A protein after transfection of Wnt5A siRNA（C1. U87 cells，C2. U118 cells） D. Expression level of miR - 4465 mRNA

after treatment with miR - 4465 inhibitor（D1. U87 cells，D2. U118 cells）
Fig. 6 Detection of binding of miR - 4465 with Wnt5A and knockout of Wnt5A and miR - 4465
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图5 miR - 4465mimic条件下细胞侵袭情况

A1. Photo of U87 cell invasion A2. Data statistics of U87 cell invasion B1. Photo of U118 cell invasion B2. Data statistics of U118 cell invasion
Fig. 5 Cell invasion under miR - 4465 mimic
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表明miR - 4465高表达可抑制胶质瘤生长。详见图10。
3 讨论

胶质瘤是最常见的中枢神经系统肿瘤，预后不良。

识别神经胶质瘤的有效诊断生物标志物对于指导优化

治疗尤为重要。miR - 4465已被证实在多种肿瘤中表达

下调。郑华山等［16］的研究显示miR - 4465在胃癌组织

和细胞中的表达水平降低，miR - 4465过表达能显著抑

制胃癌细胞的增殖、迁移、侵袭和上皮间质转化。于利

等［17］的研究显示，miR - 4465在宫颈癌组织中表达水

平降低，miR - 4465过表达可与抑制宫颈癌细胞增殖活

力。孙峰等［18］的研究显示，携带miR - 4465 mimic的外

泌体可显著抑制食管癌细胞 EC109的迁移和侵袭能

力。预试验中，首先检测了miR - 4465在人小胶质细胞

和胶质瘤细胞中的表达。与人小胶质细胞HMC3相比，
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Fig. 7 Cell proliferation under the binding of miR - 4465 and Wnt5A
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注：与miR - 4465 inhibitor组比较，#P < 0. 05，##P < 0. 01。
图8 miR - 4465与Wnt5A结合条件下细胞迁移情况

A1. Photo of U87 cell migration A2. Data statistics of U87 cell migration B1. Photo of U118 cell migration B2. Data statistics of U118 cell migration
Note：Compared with those in the miR - 4465 inhibitor group，#P < 0. 05，##P < 0. 01.

Fig. 8 Cell migration under the binding of miR - 4465 and Wnt5A
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miR - 4465在胶质瘤U118、U87和A172细胞中的表达

丰度显著降低。本研究中，选取miR - 4465表达水平相

对较低的U118细胞和U87细胞，以miR - 4465 mimic转
染后，miR - 4465的表达水平显著升高。CCK - 8、克隆形

成、划痕愈合和Transwell实验结果显示，miR - 4465过表

达显著抑制了U118细胞和U87细胞的增殖、迁移、侵袭

能力。

miRNA主要通过调节靶基因来影响肿瘤的发生、

增殖和侵袭等生物学行为［2］。SONG等［2］的研究表明，

miR - 4744直接与RIOK2的 3' -非翻译区结合负调控

RIOK2的表达。上调miR - 4744的表达可抑制胶质瘤细

胞的迁移和侵袭［2］。YU等［19］的研究表明，miR - 338 -
3p的过表达在体外抑制了胶质瘤的细胞增殖、迁移、侵

袭并促进了细胞凋亡。此外，髓鞘转录因子 1 样

（MYT1L）是miR - 383 - 3p在神经胶质瘤细胞中的直

接靶点。孙峰等［18］的研究显示，miR - 4465可能通过下

调TGF - β / Smad1 / 2通路抑制食管癌细胞EC109的侵

袭和迁移。这些研究表明用合成的miR - 4465 mimic可
能为肿瘤的治疗提供新的途径。本研究中通过双荧光

素酶报告基因检测发现，miR - 4465 mimic可抑制

Wnt5A - 3' - UTR区荧光素酶的活性，表明Wnt5A可能

是miR - 4465在胶质瘤中的靶基因。

A. miR - 4465表达水平 B. 肿瘤体积 C. 肿瘤质量 D. 肿瘤组织ki67的阳性表达水平

图10 miR - 4465条件下小鼠体内胶质瘤细胞增殖情况

A. Expression level of miR - 4465 B. Tumor volume C. Tumor mass D. Positive expression level of ki67 in tumor tissue
Fig. 10 Proliferation of glioma cells in mice under miR - 4465
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Fig. 9 Cell invasion under the binding of miR - 4465 and Wnt5A
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Wnt蛋白是一大家族分泌的糖蛋白信号分子，富含

半胱氨酸，在肿瘤进展中发挥重要作用，包括增殖、分

化、凋亡和迁移。Wnt家族根据其不同的生物学功能分

为 2种类型：经典的Wnt / β - 连环蛋白信号分子和非

经典的信号分子。Wnt5A基因属于与不同受体复合物

结合的非经典信号分子。ZENG等［20］的研究表明，

Wnt5A表达的增强与胶质瘤患者的总生存率降低有

关，且miR - 129 - 5p对胶质瘤生长有抑制作用。本研

究中对U118和U87细胞中的Wnt5A表达进行抑制，同

时进一步抑制miR - 4465的表达，结果显示，siWnt5A
可显著抑制胶质瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力。抑制

miR - 4465的表达后，胶质瘤细胞的增殖、迁移和侵袭

能力明显增强。同时，Wnt5A沉默逆转了miR - 4465抑

制的作用，表现在miR - 4465 inhibitor + siWnt5A组的

胶质瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力较miR - 4465 in‐
hibitor组降低。体外研究证实了miR - 4465可通过靶向

Wnt5A抑制胶质瘤的生物活性。本研究结果证实了

miR - 4465过表达可在体内抑制胶质瘤的增殖，抑制

miR - 4465可促进肿瘤的增殖。与上述结论［20］一致。

综上所述，miR - 4465在胶质瘤中呈低表达，miR -
4465过表达可抑制胶质瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能

力。体外实验证实Wnt5A是miR - 4465的作用靶点，体

内实验同样证实了 miR - 4465抑制胶质瘤的增殖作

用。miR - 4465可能是胶质瘤治疗的有效靶点，应用针

对miR - 4465为靶点的基因治疗可能为胶质瘤的临床

治疗开辟新的思路。本研究存在一定的局限性，如未在

体内实验中证实miR - 4465对Wnt5A的靶向作用，亦

无临床证据的支持。因此后续将通过体内实验明确

miR - 4465对Wnt5A的靶向作用，收集肿瘤组织，验证

miR - 4465的表达，为miR - 4465作为胶质瘤的治疗靶

点提供更确切的证据。
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