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神经胶质瘤 (Glioma)是颅内肿瘤中常见的一种。

尽管近十年来在手术、化疗和放疗方面取得进展，但

是由于神经胶质瘤具有局部侵袭能力强、生长速度

快、边界不清晰等特点，手术难以彻底切除，导致术

后复发率高，患者的预后仍然较差，平均生存时间

很短［1］。microRNA(miRNA)是一类非编码RNA，长
度 20~22个碱基，通过降解mRNA或者抑制mRNA
翻译，在转录后水平对基因表达进行调控。最近有研

究表明，miR-92b可能是神经胶质瘤中潜在的致癌基

因［2］。我们在前期实验中发现miR-92在神经胶质瘤

细胞U251中表达升高，并通过生物信息学检索发现

miR-92b能够跟胰岛素样生长因子结合蛋白3(Insulin-
like Growth Factor-binding Protein ，IGFBP-3) mRNA 
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miR-92b对神经胶质瘤细胞U251增殖及迁移侵袭的

影响

王宇 康鹏

【摘要】  目的 探究miR-92b对神经胶质瘤细胞U251增殖及迁移侵袭的影响以及其可能机制。方

法 利用miRNA芯片筛选出在神经胶质瘤细胞U251和人脑正常胶质细胞HEB中差异表达的miRNA；化

学合成法制备miR-92b 抑制剂，转染后用 real-time PCR技术验证表达变化；CCK-8实验检测转染后细胞

的增殖能力；划痕实验和Transewll实验检测转染后细胞的迁移和侵袭能力；Western blot检测细胞中胰岛

素样生长因子结合蛋白3（IGFBP-3）、β-catenin和E-cadherin的表达；荧光酶素实验验证 IGFBP-3是否为

miR-92b的靶基因。结果 基因芯片结果显示miR-92b在神经胶质瘤细胞中表达水平高于人脑正常胶质

细胞（P＜0.05）；CCK-8实验结果显示转染miR-92b抑制剂后，U251细胞增殖能力降低（P＜0.05）；划痕实

验和Transwell实验结果显示转染miR-92b抑制剂后，U251细胞迁移和侵袭能力降低（P＜0.05）；Western 
blot结果显示抑制miR-92b后，IGFBP-3 和E-cadherin蛋白表达增加（P＜ 0.05），β-catenin表达减少 

（P＜0.05）；荧光素酶实验结果显示，miR-92b能直接靶向调控 IGFBP-3。结论 miR-92b在神经胶质瘤

中表达显著增加，其可能通过抑制 IGFBP-3蛋白表达，从而促进肿瘤细胞的增殖及迁移侵袭。
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Effects of miR-92b on proliferation， migration and invasion of glioma cell line U251 WANG Yu， KANG 
Peng. Department of Neurosurgery， Beijing Tiantan Hospital， Capital Medical University， Beijing 100050， China

【Abstract】　Objective　To investigate the effect of miR-92b on proliferation， migration and inva-
sion of U251 cells and its possible mechanism. Methods　The differential expression of miRNA in glioma cell 
line U251 and human normal glial cell line HEB was screened by miRNA chip. miR-92b inhibitor was synthe-
sized by chemical synthesis， the expression changes were verified by real-time PCR after transfection. Cell pro-
liferation ability was detected by CCK-8 assay after transfection. Wound healing assay and Transwell assay were 
used to detected cell migration and invasion ability after transfection. Western blot was performed to detected 
U251 cell proliferation and migration related protein β-catenin， E-cadherin and IGFBP 3. Luciferase assay was 
detected to confirm wheather IGFBP-3 was the target gene of miR-92b. Results　miRNA chip results showed 
that the level of miR-92b in U251 cell was significantly higher than that of HEB. Inhibited miR-92b significant-
ly decreased U251 cell proliferation ability， migration and invasion （P＜0.05）. Western blot results showed the 
expression of β-catenin was decreased （P＜0.05） ， and the expression of E-cadherin was increased （P＜0.05） 
after transfection miR-92b inhibitor. Luciferase assay showed that miR-92b could directly regulate IGFBP-3. 
Conclusions　The expression of miR-92b in U251 cell was increased significantly. It may inhibit the U251 cell 
proliferation and migration through up-regulation the expression of IGFBP-3 protein.
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3’UTR区域稳定结合。由于目前miR-92b在神经

胶质瘤进展的致癌过程中的作用仍尚未阐明，因此，

本研究拟用人U251胶质瘤细胞作为研究对象，探究

miR-92b对U251细胞增殖及迁移侵袭的影响，分析

IGFBP3在其中起到的作用和相关机制，现报道如下。

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 细胞株 本实验中采用神经胶质瘤细胞株

U251和人脑正常胶质细胞株HEB，由中国科学院上

海细胞库提供。

1.1.2 主要试剂 Trizol试剂、Lipofectamine 2000
转染试剂、实时荧光定量PCR检测试剂盒购自 
Invitrogen公司；胎牛血清及DMEM培养基购自美

国Gibco公司；CCK-8细胞增殖检测试剂盒购自日

本同仁公司；Transwell小室和Matrigel胶购于美国

BD公司；miR-92b引物由苏州吉玛生物科技公司合

成，miR-92b 抑制剂和miR-92b mimic及其相应对

照物购自广州锐博生物科技有限公司；SYBR Green 
PCR Master Mix试 剂 购 自 TaKaRa公 司；IGFBP3、
β-catenin及E-cadherin抗体以及二抗均购自Sant 
Cruz公司。

1.2 方法
1.2.1 细胞培养 神经胶质瘤细胞株U251和人脑

正常胶质细胞株HEB培养于含10%胎牛血清和1%
青霉素-链霉素溶液混合组成的DMEM培养基中。

所有细胞均置于37℃、5%CO2的细胞培养箱中，每

隔48小时观察细胞状态，待细胞融合度达到90%时

传代。

1.2.2 转染U251细胞 取对数生长期的U251细胞

进行转染miR-92b 抑制剂和miR-92b 空白对照，将

细胞分为U251-miR-92b 抑制剂组和U251-空白对

照组，转染后采用 real-time PCR检测miR-92b过表

达效果，在细胞转染后6 h更换新的培养基。

1.2.3 Real-time PCR检测miR-92b表达 Trizol法提取

细胞总RNA，按照逆转录试剂盒说明书将总RNA逆转录

成cDNA，再以cDNA为模板进行目的基因的扩增。miR-
92b引 物 上 游：5’-GGGGCAGTTATTGCACTTGTC-3’，
下 游：5’-CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA-3’；
以U6 作 为miR-92b的 测 定 内 参，引 物 上 游：

5’-GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATAC-3’， 下 游：

5’-AAAAATATGGAACGCTCACGAATTTG-3’。反应条

件：预变性95℃ 10 min，变性95℃ 15 s，退火60℃ 60 s，
40个循环，各设置3个重复孔，结果以2-△△Ct方法分析

细胞基因表达差异。

1.2.4 细胞增殖实验 将转染48 h后的细胞调整浓

度为1×104/ml，取100 μl接种于96孔板，每组重复

4个孔，置于37℃、5%CO2的细胞培养箱中过夜，加

入10 μl/孔CCK-8溶液，孵育2 h，测定450 nm处各

孔的光密度值。

1.2.5 细胞划痕实验 将1×106细胞接种在六孔板

中，当细胞融合度达到90%后，用已经灭菌的200 μl
枪头在六孔板中划一条直痕。用PBS洗去漂浮的细

胞，用DMEM继续培养，划痕0 h和48 h后进行拍照。

用划痕愈合情况来显示细胞迁移能力。

1.2.6 Transwell实验 预先在Transwell小室中铺上

50 μl的ECM基质胶 (Invitrogen)，将转染48 h后的细

胞调整浓度为1×105/ml，在上室加入200 μl细胞悬

液，下室加入500 μl含有10%胎牛血清的DMEM培

养基，在细胞培养箱中培养24 h。取出小室，PBS清
洗3次，用甲醛固定10 min，加入0.1%的结晶紫溶液

进行染色15 min，PBS洗3次，用棉签轻轻拭去小室

膜内侧细胞，取下室膜平铺于载玻片上，显微镜下随

机观察5个视野的细胞数量。

1.2.7 Western blot 细胞转染48 h后收集细胞，用

BCA法测定蛋白浓度。经10%的十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶 (SDS-PAGE)电泳，转PVDF膜，用

5%脱脂牛奶的TBST室温封闭 1 h，用一抗孵育于

4℃孵育过夜，PBST洗膜3遍，二抗于常温孵育1 h，
PBST洗膜3遍，用ECL化学发光检测。

1.2.8 荧光素酶实验 为了检测miR-92b是否直

接作用于 IGFBP-3的 3’UTR区，我们在U251细胞

中进行荧光素酶实验。我们在U251-mir-92b 抑制

剂组和U251-空白对照组细胞均分别转染野生型

IGFBP-3荧光素酶报告质粒 (WT)和突变型 IGFBP-3
荧光素酶报告质粒 (MUT)。方法为构建野生型

和突变型的 IGFBP-3荧光素酶报告质粒载体，将

U251细胞按每孔 1×105 接种于 24孔板，24 h后用

Lipofectamine 2000分别与miR-92b抑制剂和miR-
92b NC共转染进入U251细胞，24 h后由双荧光素酶

报告系统检测海肾和萤火虫荧光强度 ，以海肾荧光

强度为内参，实验重复3次。

1.3 统计学方法 应用SPSS 19.0软件进行统计学

分析，计量资料用均数±标准差 (x±s)表示，多组间

比较用单因素方差分析，各组均数间两两比较采用

SNK-q检验，以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 miR-92b在U251 中的表达水平 见图 1(见本

期封三 )。miRNA芯片分析结果显示，和人脑正常

胶质细胞HEB对比发现，有 10个miRNA在神经胶

质瘤细胞U251中表达出现上调：miR-92b，miR-21，
miR-221，miR-9，miR-148a，miR-23a，miR-10b，
miR-372，miR-381；10个miRNA在神经胶质瘤细

胞U251细胞表达出现下调：miR-34a，miR-146a，
miR-124，miR-128，miR-218，miR-326，miR-885，
miR-491，miR-32，miR-195；差异均有统计学意义

(P＜0.05)。RT-PCR实验结果显示与人脑正常胶质

细胞HEB相比，神经胶质瘤细胞U251中miR-92b
表达水平显著增高［(1.03±0.05)比 (1.73±0.07)， 
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P＜0.05］。
2.2 下调miR-92b基因表达对神经胶质瘤细胞增殖

能力的影响 见图 2。U251-miR-92b 抑制剂组

细胞增殖能力要明显弱于U251-空白对照组细胞

(P＜0.05)。

注：与 U251 空白对照组比较 *P ＜ 0.05

图2 miR-92b抑制剂对U251细胞增殖的影响

2.3 下调miR-92b基因表达对神经胶质瘤细胞侵

袭和迁移能力的影响 见图3，4。划痕实验结果表

明U251-miR-92b 抑制剂组细胞划痕愈合率显著

低于U251-空白对照组细胞。Transwell实验结果

表明U251-miR-92b抑制剂组细胞侵袭数显著少于

U251-空白对照组细胞 (P＜0.05)。
2.4 下调miR-92b基因表达对β-catenin和E-cadherin
表达水平的影响 见图 5。Western blot实验结果

显示，与U251-空白对照组相比，U251-miR-92b 
抑制剂组细胞中的β-catenin蛋白表达水平降低 
(P＜0.05)，E-cadherin蛋白表达水平升高 (P＜0.05)，
2.5 miR-92b靶向调控 IGFBP-3蛋白表达 见图6。
结果发现，在野生型荧光素酶中抑制miR-92b后，荧

光素酶活性显著高于U251-空白对照组的荧光素酶

活性 (P＜0.05)。而对于突变型荧光素酶，两组细胞

的荧光素酶活性无变化。Western blot实验结果发现，

抑制miR-92b表达后，U251细胞的 IGFBP-3蛋白表

达水平上调 (P＜0.05)。
3 讨论

越来越多的研究证据表明，神经胶质瘤细胞的

高增殖能力，高迁移和侵袭能力成为胶质瘤难以有

效治疗的主要障碍［3］。随着分子生物学技术的迅速

发展，找到有效的治疗神经胶质瘤的药物或者分子

靶向治疗方法成为研究的难点和热点。许多研究证

据表明多种miRNAs都参与了肿瘤细胞增殖、凋亡、

迁移侵袭以及分化等过程［4］。miR-92b主要在脑原

发性肿瘤中表达，可被用于区分原发性和转移性脑

肿瘤［5］。在本研究中，我们发现多种miRNA在神经

胶质瘤细胞U251中表达异常，其中，miR-92b在神

经胶质瘤细胞U251中的表达显著高于人脑正常胶质

细胞株HEB。此结果与Wang等［6］的研究结果相符。

同时，我们还通过CCK-8实验以及Transell实验发

现抑制miR-92b的表达能抑制神经胶质瘤细胞U251
的增殖和迁移侵袭能力。β-catenin和E-cadherin
在肿瘤细胞的增殖和迁移侵袭中具有重要的作用，

β-catenin的表达可以促进肿瘤的增殖和侵袭［7］，而

E-cadherin则具有相反的作用［8］。我们的实验结果

显示miR-92b抑制剂可以减少β-catenin的表达，

同时增加E-cadherin的表达，从另一方面显示抑制

miR-92b的表达能抑制神经胶质瘤细胞U251的增殖

和迁移侵袭能力。上述这些结果都提示miR-92b的
异常表达参与U251细胞的增殖侵袭过程，miR-29b
在胶质瘤中可能是一种癌基因。

为了进一步探索miR-92b促进胶质瘤进展的

具体机制，我们通过生物信息学检索发现miR-
92b能够跟 IGFBP3 mRNA 3’UTR区域稳定结合。

IGFBP-3是 IGF信号通路的重要调节因子。已有研

究报道 IGFBP-3作为抑癌基因，能抑制多种恶性肿

瘤细胞增殖［9］，包括神经胶质瘤［10］。另外有研究报

道 IGFBP-3在多种恶性肿瘤中均有异常表达，与恶

性肿瘤的发展或浸润转移密切相关［11］。Yang等［12］

报道在神经胶质瘤中过表达 IGFBP3能抑制细胞增

殖和肿瘤形成。Abdolhoseinpour等［13］研究结果表明

血浆和组织中的 IGFBP-3的表达水平可用于预测神

注：与 U251 空白对照组比较 *P ＜ 0.05

图3 miR-92b抑制剂对U251细胞迁移的影响
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注：与 U251 空白对照组比较 *P ＜ 0.05

图4 miR-92b抑制剂对U251细胞侵袭的影响

注：与 U251 空白对照组比较 *P ＜ 0.05

图5 miR-92b抑制剂对U251 细胞中β-catenin和E-cadherin的表达水平影响

注：A  miR-92b 和 IGFBP-3 mRNA 3’UTR 区域稳定结合；B 荧光素酶活性检测；C，D Western blot 检测 IGFBP-3 蛋白表达水；与 U251 空白对照组比较 *P ＜ 0.05

图6 miR-92b 与 IGFBP3 mRNA 3’UTR区域稳定结合并调控 IGFBP-3蛋白在U251细胞中的表达水平

经胶质瘤患者预后。Santosh等［14］报道 IGFBP-3可
作为神经胶质瘤患者的生存预测指标。本研究通过

荧光素酶实验和Western blot实验发现，miR-92b能
直接调控 IGFBP-3蛋白的表达水平。miR-92b能够

与 IGFBP-3mRNA的3’UTR区以不完全互补的形式

相结合，从而发挥抑制 IGFBP-3表达以及促进神经

胶质瘤恶性进展的作用。

综上所述，本研究发现miR-92b在神经胶质瘤

中表达显著增加，抑制miR-92b表达可以抑制肿瘤

细胞的增殖及迁移侵袭，这为神经胶质瘤的治疗提

供了新的方向。我们下一步将在动物实验继续验证

miR-92b在神经胶质瘤发展中的作用，为miR-92b
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基因作为神经胶质瘤早期诊治的靶向分子证据提供

新的理论基础。
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