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miR-330-5p靶向调控 OY-TES-1抑制胶质母细胞瘤的迁移
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［摘 要］　目的　探究胶质母细胞瘤中 miR-330-5p对 OY-TES-1的靶向调控关系以及 miR-330-5p/OY-TES-1轴对胶质母细胞

瘤的迁移能力的影响。方法　生物信息学分析胶质母细胞瘤患者中miR-330-5p的表达水平及其对患者预后生存的影响。将胶质

母细胞瘤细胞 U251 分为 miR-330-5p minics 组、minics-NC 组和 miR-330-5p+OY-TES-1 过表达组（miR-330-5p minics+pcDNA3. 1-

OY-TES-1）。使用双荧光素酶报告基因实验检测 miR-330-5p 对 OY-TES-1 3'UTR 区域活性的影响；使用 qRT-PCR 检测 OY-TES-1 
mRNA表达；采用Transwell迁移实验检测miR-330-5p/OY-TES-1轴对胶质母细胞瘤细胞迁移能力的影响。结果　胶质母细胞瘤组织

中miR-330-5p的表达明显低于非瘤脑组织和低级别胶质瘤组织(P<0. 05)。高表达miR-330-5p的胶质母细胞瘤患者生存期显著长于

低表达miR-330-5p患者(P<0. 05)。过表达miR-330-5p后OY-TES-1 3'UTR区域活性下降(P<0. 05)。与minics-NC组相比，miR-330-5p 
minics 组 U251 和 U87MG 细胞中 OY-TES-1 mRNA 表达水平显著降低 (P<0. 01)。与 minics-NC 组相比，miR-330-5p minics 组及

miR-330-5p+OY-TES-1过表达组迁移细胞数显著减少（P<0. 05）；与miR-330-5p minics组相比，miR-330-5p+OY-TES-1过表达组迁移细胞

数显著增加（P<0. 01）。结论　miR-330-5p靶向调控OY-TES-1抑制胶质母细胞瘤的迁移。
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MiR-330-5p targets OY-TES-1 to inhibit the migration of glioblastoma
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Abstract: Objective　To explore the targeted regulatory relationship of miR-330-5p on OY-TES-1 in glioblastoma and the effect of 
miR-330-5p/OY-TES-1 axis on the migration ability of glioblastoma. Methods　Bioinformatics analysis was performed to analyze the expression 
level of miR-330-5p in patients with glioblastoma and its influence on prognosis and survival of patients.  The glioblastoma cells U251 were 
divided into miR-330-5p minics group， minics-NC group， and miR-330-5p+OY-TES-1 overexpression group （miR-330-5p minics+
pcDNA3. 1-OY-TES-1）.  The effect of miR-330-5p on the activity of OY-TES-1 3'UTR region was detected by double luciferase reporter 
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gene experiment.  The expression of OY-TES-1 mRNA was detected by qRT-PCR.  The effect of miR-330-5p/OY-TES-1 axis on the migration 
ability of glioblastoma cells was detected by Transwell migration assay. Results　The expression of miR-330-5p in glioblastoma tissue was 
significantly lower than those in non-tumor brain tissue and low-grade glioma tissue （P<0. 05）.  The survival time of glioblastoma patients with 
high expression of miR-330-5p was significantly longer than that of patients with low expression of miR-330-5p （P<0. 05）.  After overexpression 
of miR-330-5p， the activity of OY-TES-1 3'UTR region was decreased （P<0. 05）.  Compared with minics-NC group， the expression levels of 
OY-TES-1 mRNA of U251 and U87MG cells in miR-330-5p minics group were significantly decreased （P<0. 01）.  Compared with minics-NC 
group， the numbers of migrating cells in miR-330-5p minics group and miR-330-5p+OY-TES-1 overexpression group were significantly 
decreased （P<0. 05）.  Compared with miR-330-5p minics group， the number of migrating cells in miR-330-5p+OY-TES-1 overexpression group 
was significantly increased （P<0. 01）. Conclusion　MiR-330-5p targets OY-TES-1 to inhibit the migration of glioblastoma.

Keywords: miR-330-5p； OY-TES-1； glioblastoma； cell migration

胶质瘤是颅内恶性肿瘤，具有侵袭性强、易复发、

病死率高的特点[1-2]。目前，胶质瘤的治疗仍以手术切

除为主，辅以放疗和化疗，虽然能缓解患者部分症状，

但未能明显改善患者生存质量[3]。其中胶质母细胞瘤

为最高级别的胶质瘤，患者的相对 5 年生存率不到

5%[4]，临床预后不容乐观，故寻找新的治疗靶点至关重

要。非编码 RNA（non-coding RNA, ncRNA）是表观遗

传调控的重要机制之一，可在转录或转录后水平对

mRNA产生调控作用。miRNA 属于 ncRNA，可通过破

坏靶 mRNA 的稳定性、抑制靶 mRNA 的翻译对靶

mRNA 发挥调控作用，从而发挥其生理病理功能。目

前，大量研究发现miRNA的异常表达与胶质母细胞瘤

的恶性增殖密切相关[5-8]，因此，在胶质母细胞瘤中

miRNA 的调控网络有着重要作用。miR-330-5p 属于

miR-326 家族，由前体 miR330 产生。研究发现，

miR-330-5p 可通过抑制胰腺癌细胞中致癌黏蛋白

MUC1 的表达，从而抑制胰腺癌的侵袭与迁移[9]；其在

结直肠癌中低表达并通过调节 ITGA5 表达影响结直

肠癌的发生[10]。而在胶质母细胞瘤中miR-330-5p如何

发挥作用及其下游靶基因目前尚不清楚。因此，本研

究通过数据库miRWalk2. 0、omicstudio预测miR-330-5p
的下游靶基因，筛选出胶质母细胞瘤中差异表达的靶

基 因 进 行 后 续 研 究 。 OY-TES-1 又 名 CT23 或

ACRBP[11]，本课题组前期实验发现OY-TES-1在胶质瘤

等多种肿瘤组织中高表达[12-15]；因此，本研究根据生物

信息学分析结果与前期构建胶质母细胞瘤调控网络，发

现胶质母细胞瘤中miR-330-5p与OY-TES-1可能存在靶

向调控关系，通过生物信息学分析miR-330-5p在胶质母

细胞瘤中的表达情况和患者预后，并验证miR-330-5p/
OY-TES-1的调控关系，初步探究miR-330-5p/OY-TES-1
轴对胶质母细胞瘤迁移能力的影响。

1　材料与方法

1. 1　材料

人胶质母细胞瘤细胞 U251 和 U87MG、人胚胎肾

细胞HEK-293T 均购自中国科学院上海生命科学研

究院。胎牛血清购自加拿大Wisent。RNA提取试剂盒

FastPure® Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit 和逆转录

试剂盒 HiScript® Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR(+gDNA 
wiper) 均 购 自 南 京 诺 唯 赞 生 物 科 技 有 限 公 司 。

qRT-PCR 的引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成。荧光素酶报告基因载体购自上海GenePharm
公司。OY-TES-1过表达质粒载体pcDNA3. 1-OY-TES-1
由生工生物工程（上海）股份有限公司构建。

1. 2　生物信息学分析

采用 dbDEMC 数据库（数据集 ID：EXP00450、
EXP00487、EXP00495，www. biosino. org）分析胶质母

细胞瘤中miR-330-5p的表达；采用CGGA数据库（数据

集 ID：microRNA_198，http://www. cgga. org. cn/）对91例

胶质母细胞瘤患者进行生存预后分析（cutoff=0. 5）；
miRWalk2. 0（http://miRWalk. umm. uni-heidelberg. de)
和 omicstudio 在 线 云（www. omicstudio. cn）预 测

miR-330-5p的下游靶基因；GEPIA2数据库筛选胶质母

细胞瘤中差异表达基因（| Log |FC >0. 5，P<0. 01）；

TargetScanhuman 8. 0 预 测 miR-330-5p 和 OY-TES-1 
3'UTR区域结合位点。

1. 3　细胞培养

将人胶质母细胞瘤细胞 U251 和 U87MG、人胚胎

肾细胞 HEK-293T 加入 DMEM 完全培养基（含 10％胎

牛血清和1％青霉素/链霉素双抗），置于37 ℃、含5%CO2
的培养箱中培养。细胞按1∶3传代，经过2次传代后，选

择处于对数生长期和状态良好的细胞进行后续实验。

1. 4　细胞转染

将 U251 和 U87MG 细胞以 3×105个/孔接种于 6 孔

板中，并置于培养箱中培养，待细胞融合度为 70% 左

右时，更换新鲜无血清培养基，加入 Lipo3000 转染试

剂(美国 Invitrogen 公司)与 minics 的转染复合物，孵育

6 h 后更换新鲜完全培养基，继续培养 48 h 后收集细

胞，进行干扰效率确认及后续实验检测。miR-330-5p 
minics[生工生物工程（上海）股份有限公司 ]正向

5'-UCUCUGGGCCUGUGUCUUAGGC-3'，反向 5'-CUA 
AGACACAGGCCCAGAGAUU-3'；阴性对照minics正向
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5'-UUGUACUACACAAAAGUACUG-3'，反向 5'-GUAC 
UUUUGUGUAGUACAAUU-3'。
1. 5　双荧光素酶报告基因实验

OY-TES-1 3'UTR 野生型（OY-TES-1-3'UTR-WT）
和突变型（OY-TES-1-3'UTR-MUT）荧光素酶报告基因

载体由上海 GenePharm 公司构建，分别与 miR-330-5p 
minics、阴性对照 minics 共转染 HEK-293T 和 U251 细

胞。转染 48 h后，采用荧光素酶试剂盒[普洛麦格（北

京）生物技术有限公司]在荧光酶标仪上进行测定，并

计算各组相对荧光素酶活性。

1. 6　qRT-PCR
采用细胞或组织总 RNA 提取试剂盒抽提人胶质

母细胞瘤的总 RNA，检测所提取 RNA 的浓度和纯度，

使用HiScript® Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR试剂盒将RNA
逆转录为cDNA。然后，置于LightCycler480Ⅱ荧光定量

PCR仪中进行qPCR，每个样品做3个复孔。反应体系：

2×ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 10 µL，正反向

引物各 0. 4 µL，cDNA模板2 µL，用ddH2O定容至总体积

20 µL。反应条件：95 ℃预变性30 s；95 ℃变性10 s，60 ℃退

火延伸30 s，共40个循环。OY-TES-1特异性引物序列：正

向 5′-CAGTGACAGAACGCCAGACCTTC-3′，反向5′-C 
CTTGCTCCTGCTTGTGCTCTG-3′。以GAPDH为内参，

引物序列：正向 5′-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3′，
反向 5′-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3′。采用 2－△△Ct

法计算OY-TES-1 mRNA的相对表达量。

1. 7　Transwell迁移实验

将胶质母细胞瘤细胞 U251 分为 miR-330-5p min⁃
ics组、minics-NC组和miR-330-5p+OY-TES-1过表达组

（miR-330-5p minics+pcDNA3. 1-OY-TES-1）。转染后，

培养箱培养 24 h，用无血清 DMEM 培养基重悬计数，

将细胞以 4×104 个/孔接种于 Transwell 小室，下室为

20％血清浓度培养基。24 h 后，以多聚甲醛固定，

0. 1％结晶紫染色 30 min，轻轻擦去上室细胞，镜下对

不同视野进行细胞计数。

1. 8　统计分析

数据以均数±标准差（x̄±s）表示。所有统计分析和

图形表示均使用 GraphPad Prism 9. 0软件进行。两组

间差异采用单样本 t检验，检验标准 α=0. 05，P<0. 05
为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　miR-330-5p在胶质母细胞瘤中低表达

dbDEMC 数 据 库 结 果 显 示 ：胶 质 瘤 组 织 中

miR-330-5p 表达低于正常脑组织及非瘤脑组织，

见图 1a、b；胶质母细胞瘤组织中 miR-330-5p 的表达

明显低于低级别胶质瘤组织(P<0. 05)，见图1c。进一

步CGGA数据库分析结果显示：高表达miR-330-5p的胶

质母细胞瘤患者生存期显著长于低表达miR-330-5p患

者(P<0. 05)，见图1d。
2. 2　胶质母细胞瘤中miR-330-5p靶向调控OY-TES-1 

3'UTR区域活性

使用 miRWalk2. 0 数据库和 omicstudio 在线云对

miR-330-5p下游靶基因进行预测，将其 62个共同结果

与GEPIA2中胶质母细胞瘤中差异表达基因取交集得

到 34 个基因（图 2a），其中包含我们前期研究的

OY-TES-1。 由 于 miRNA 常 通 过 靶 基 因 mRNA 的

3'UTR 区域发挥转录后水平对靶基因的调控作用，故

本研究进一步通过 TargetScanhuman 8. 0 数据库确认

OY-TES-1 的 3'UTR 与 miR-330-5p 种子序列的特异性

结合位点，见图 2b；双荧光素酶实验结果显示，

miR-330-5p minics能显著抑制HEK-293T和U251细胞

中 OY-TES-1-3'UTR-WT 的荧光素酶活性(P<0. 05)，而
对OY-TES-1-3'UTR-MUT的荧光素酶活性无明显影响

(P>0. 05)，见图2c、d。

a：dbDEMC 数据库中胶质瘤组织与正常脑组织 miR-330-5p 的表达；b：dbDEMC 数据库中胶质瘤组织与非瘤脑组织 miR-330-5p 的表

达；c：dbDEMC 数据库中胶质母细胞瘤组织与低级别胶质瘤组织 miR-330-5p的表达；d：CGGA 数据库分析不同 miR-330-5p表达的原

发性胶质母细胞瘤患者的生存时间

图1　miR-330-5p在胶质母细胞瘤中的表达及对患者预后的影响
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2. 3　胶质母细胞瘤中 miR-330-5p 可抑制 OY-TES-1 
mRNA表达

qRT-PCR结果显示，与minics-NC组相比，miR-330-5p 
minics组U251和U87MG细胞中OY-TES-1 mRNA表达

水平显著降低(P<0. 01)，见图3。
2. 4　miR-330-5p可通过 OY-TES-1影响胶质母细胞瘤

细胞的迁移能力

Transwell迁移实验测定结果显示，与minics-NC组

相比，miR-330-5p minics 组及 miR-330-5p+OY-TES-1
过 表 达 组 的 迁 移 细 胞 数 显 著 减 少（P<0. 05）；与

miR-330-5p minics 组相比，miR-330-5p+OY-TES-1 过

表达组的迁移细胞数显著增加（P<0. 01），见图4。

a：miRWalk2.0、omicstudio 分析 miR-330-5p 在胶质母细胞瘤中差异表达的下游靶基因；b：TargetScanhuman 8.0 预测 miR-330-5p 与

OY-TES-1 3'UTR的结合；c、d：双荧光素酶检测HEK-293T和U251细胞中miR-330-5p对OY-TES-1 3'UTR区域活性的影响    *：P<0.05
图2　miR-330-5p对OY-TES-1 3′UTR区域活性的影响

a：U87MG细胞中OY-TES-1 mRNA表达；b：U251细胞中OY-TES-1 
mRNA表达 **：P<0.01

图3　qRT-PCR检测各组细胞OY-TES-1 mRNA表达

a：光镜下观察各组迁移的胶质母细胞瘤细胞；b：各组相较对照组迁移细胞数比例   *：P<0.05；**：P<0.01
图4　各组细胞迁移能力比较

101



http:/ / www. jjssxzz. cn局解手术学杂志 2025,34（2）J  REG ANAT OPER SURG

3　讨论

脑胶质瘤是颅内常见的恶性肿瘤，起源于中枢神

经系统，约占中枢神经系统肿瘤的 45%，目前仍采取

以手术切除为主、放化疗为辅的治疗手段[3]。其中胶

质母细胞瘤是颅内侵袭性和破坏性最高的原发性恶

性脑肿瘤，术后复发率较高，治疗效果不佳[2,16-17]。因

此，除了手术及放化疗之外，迫切需要寻找新的治疗

手段，了解胶质母细胞瘤中的分子调节和功能，进一

步阐明脑胶质瘤的发病机制，寻找新的特异性靶标，

以改善胶质母细胞瘤患者的预后。

miRNA是一种小的内源性非编码RNA分子，其具

有多种基因负调控功能，可与靶基因的 3-UTR区域结

合 ，在 转 录 或 转 录 后 水 平 抑 制 基 因 的 翻 译[18-21]。
miRNA 的异常表达与各种人类癌症的进展有关[22-23]。
miR-330 首次由 Pang 等[24]在前列腺癌中发现；研究表

明，miR-330-5p 在乳腺癌[25]、膀胱癌[26]、胰腺癌[27]、卵巢

癌[28]等多种恶性肿瘤中呈低表达，且与细胞的增殖、迁

移密切相关，可能具有抑癌基因作用。

癌-睾丸抗原在多种肿瘤组织中有不同程度的表

达，而在正常组织中限制性表达（仅表达于睾丸），被

视为肿瘤免疫治疗的理想靶点[29]。经过我们前期对胶

质母细胞瘤表达的癌-睾丸抗原进行筛选，OY-TES-1
引起了我们的关注。OY-TES-1在胶质瘤中的表达与其

病理分级呈正相关，而与胶质瘤的预后呈负相关，提示

OY-TES-1是胶质瘤的一个预后因子；当下调OY-TES-1
后，胶质瘤细胞的增殖能力降低，细胞周期阻滞和细

胞凋亡增加，迁移和侵袭能力下降，表明 OY-TES-1与

胶质瘤细胞的恶性增殖密切相关[13]。为探究miR-330-5p
与 OY-TES-1是否存在调控关系，前期研究中，使用多

数 据 库 对 胶 质 瘤 调 控 网 络 进 行 分 析 并 建 立 了

lncRNA-miRNA-OY-TES-1 调控网络。在调控网络中

发现了差异显著的 lnc-RPPH1/miR-330-5p/OY-TES-1
调控轴，我们聚焦于后半部分调控轴，首先验证

miR-330-5p是否起到RNAi作用下调OY-TES-1从而抑

制胶质母细胞瘤的迁移能力。进一步揭示和完善

miR-330-5p参与胶质瘤恶性生物学行为的分子机制，

以期为胶质瘤的免疫治疗提供新的靶点和思路。

本研究通过在线数据库 dbDEMC 分析发现，胶质

母细胞瘤组织中 miR-330-5p 的表达明显低于正常脑

组织，而在 CGGA 数据库中高表达 miR-330-5p的胶质

母细胞瘤患者较低表达 miR-330-5p 患者的生存期更

长，miR-330-5p的表达与胶质瘤分级和胶质母细胞瘤

患者预后呈负相关，可能发挥抑癌基因的作用。

Saproo 等[30]研究发现，miR-330-5p 在肺腺癌中直接调

控 RNA 聚合酶Ⅰ同样发挥抑癌基因的作用。本研究

通 过 miRWalk2. 0 数 据 库 和 omicstudio 在 线 云 对

miR-330-5p的下游靶基因进行预测，共得到 62个靶基

因，将其与 GEPIA2 数据库胶质母细胞瘤患者中差异

表达的基因取交集，最终得到 34个差异表达靶基因，

而结果中属于癌-睾丸抗原家族的仅有OY-TES-1。后

续使用TargetScanhuman 8. 0对miR-330-5p与OY-TES-1
的 3'UTR 区域进行预测，根据预测结合区域设计

OY-TES-1-3'UTR-WT 和 OY-TES-1-3'UTR-MUT，使用

miR-330-5p minics 共转染后，双荧光素酶实验检测发

现 miR-330-5p minics 能抑制 OY-TES-1-3'UTR-WT 的

荧光素酶活性，而对 OY-TES-1-3'UTR-MUT 的荧光素

酶活性无明显影响，表明miR-330-5p可以抑制OY-TES-1 
3'UTR区域的活性，同时降低OY-TES-1 mRNA表达水

平，提示 miR-330-5p可以靶向抑制 OY-TES-1的表达。

有研究发现，miR-330-5p在结肠癌中靶向抑制热休克

转录因子 4，从而抑制结直肠癌的侵袭能力[31]；在正常

角质细胞中miR-330-5p通过靶向 Pdia3抑制细胞的增

殖和迁移[32]，以上均说明 miR-330-5p与细胞迁移能力

密切相关。本研究结果显示，过表达miR-330-5p减少

了迁移细胞数，表明miR-330-5p同样抑制胶质母细胞

瘤细胞的迁移能力，而同时过表达 OY-TES-1后，部分

逆转了 miR-330-5p 对胶质母细胞瘤细胞迁移能力的

抑制作用，miR-330-5p可以通过靶向OY-TES-1来降低

胶质母细胞瘤的迁移能力。

综上所述，在胶质母细胞瘤中，miR-330-5p 的表

达明显低于正常脑组织，且与患者生存期呈正相关，

miR-330-5p 靶向调控 OY-TES-1 3'UTR 区域活性并降

低其mRNA表达水平，miR-330-5p可通过靶向OY-TES-1
抑制胶质母细胞瘤的迁移。但本研究仍有一些不足

之处，未来可在以下几个方面继续研究：①在胶质母

细胞瘤中，miR-330-5p靶向OY-TES-1对胶质母细胞瘤

其他恶性生物学行为的影响；②胶质母细胞瘤中，

miR-330-5p对于其他下游靶基因的作用，完善构建调

控网络，进一步了解miR-330-5p在胶质母细胞瘤中的

作用机制。
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