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【摘要】 目的 探讨胶质瘤 miRNA⁃449b 表达异常减少对细胞增殖活性和侵袭能力的影响。方

法 采用锁定寡核苷酸探针原位杂交法检测 60 例不同级别胶质瘤患者和 10 例非肿瘤对照脑组织

miRNA⁃449b 表达变化，Stem⁃loop 实时定量逆转录聚合酶链反应（qRT⁃PCR）检测胶质母细胞瘤细胞系

U251、LN229 和永生化星形胶质细胞 UC2 miRNA⁃449b 相对表达量，EdU 染色、MTS 法和流式细胞术检测

外源性 miRNA ⁃449b 对胶质瘤细胞增殖活性和细胞周期的影响，Transwell 侵袭实验和荧光染色检测

miRNA⁃449b 对胶质瘤细胞侵袭能力的影响。结果 各级别胶质瘤 miRNA⁃449b 阳性标记指数均低于对

照组（均 P < 0.001），且随胶质瘤恶性程度的增加，miRNA⁃449b 阳性标记指数降低（均 P < 0.001）。U251
细胞、LN229 细胞 miRNA ⁃449b 相对表达量低于 UC2 细胞（P = 0.001，0.002）。U251 ⁃miRNA ⁃449b 组

miRNA⁃449b 相对表达量高于 U251⁃Scr 组（P < 0.001）、EdU 阳性细胞率（P = 0.029）和细胞增殖活性（P =
0.004，0.001，0.002）低于 U251⁃Scr 组，LN229⁃miRNA⁃449b 组 miRNA⁃449b 相对表达量高于 LN229⁃Scr 组
（P < 0.001）、EdU 阳性细胞率（P = 0.032）和细胞增殖活性（P = 0.003，0.001，0.004）低于 LN229⁃Scr 组。

U251⁃miRNA⁃449b 组和 LN229⁃miRNA⁃449b 组 G0期/G1期细胞百分比分别高于 U251⁃Scr 组（P < 0.001）和

LN229⁃Scr 组（P = 0.018），侵袭细胞数目分别低于 U251⁃Scr 组（P = 0.002）和 LN229⁃Scr 组（P = 0.005）。

U251⁃Scr 组和 LN229⁃Scr 组 F⁃actin 局部聚集于细胞突起部位以及胞膜内侧，U251⁃miRNA ⁃449b 组和

LN229 ⁃miRNA ⁃449b 组 F ⁃actin 散在分布于肿瘤细胞内。结论 miRNA ⁃449b 是胶质瘤重要的抑瘤

miRNA，其表达异常减少可能是导致胶质瘤发生发展的重要因素，可以作为评价胶质瘤恶性程度的重要

参考指标；补充外源性 miRNA⁃449b 可以有效抑制胶质瘤细胞的增殖活性和侵袭能力，在恶性胶质瘤的

治疗中具有潜在应用价值。

【关键词】 神经胶质瘤； 微 RNAs； 细胞增殖； 细胞侵袭（非 MeSH 词）
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【Abstract】 Objective To investigate the expression of miRNA ⁃449b in gliomas and its effect on
cell proliferation and invasion. Methods The expression level of miRNA ⁃449b was detected by locked ⁃
oligonucleotide ⁃ probe in situ hybridization (ISH) in 60 human glioma specimens of different WHO grades
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胶质瘤是临床最常见的原发性中枢神经系统

肿瘤，其中，胶质母细胞瘤有极高的复发率和病死

率，是预后最差的恶性肿瘤之一。随着对胶质瘤发

生发展分子机制研究的深入，基因干预和分子靶向

治疗可能成为恶性胶质瘤治疗的有效方法，而分子

标志物和干预靶点的筛选是其应用于临床的关键

前提。微小 RNA（miRNA）是一类长度为 21 ~ 23 个

核苷酸的小分子非编码单链 RNA，在胚胎发育、免

疫应答等发挥重要作用。业已证实，大量 miRNA 在

包括肿瘤在内的多种病理学过程中发挥关键调控

作 用 ［1 ⁃ 2］。 miRNA ⁃ 449 家 族 包 括 miRNA ⁃ 449a、
miRNA⁃449b 和 miRNA⁃449c 共 3 名成员［3］，其表达

异常与多种颅外恶性肿瘤的发生发展密切相关，通

过多种信号转导通路对肿瘤细胞的增殖和凋亡发

挥重要调控作用［4 ⁃5］。研究显示，miRNA⁃449b 在胃

癌［6］、结肠癌［7］、肝癌［8］等多种恶性肿瘤中发挥重要

抑瘤作用，但其在胶质瘤中的表达变化以及在胶质

瘤发生发展中的意义尚未阐明。本研究以不同级

别胶质瘤和胶质母细胞瘤细胞系为研究对象，检测

miRNA⁃449b 在胶质瘤中的表达变化并探讨其对胶

质瘤细胞增殖及侵袭能力的影响。

材料与方法

一、实验材料

1. 标本来源与分组 （1）胶质瘤组：收集天津医

科大学总医院神经外科 2001 年 1 月至 2012 年 12 月

予手术切除的胶质瘤标本共 60 例，男性 38 例，女性

22 例；年龄 20 ~ 82 岁，平均（48.53 ± 14.24）岁；常规

HE 染色后，按照 2016 年世界卫生组织（WHO）中枢

神经系统肿瘤分类第四版修订版［9］重新进行组织学

分类和分级，其中，弥漫性星形细胞瘤（WHOⅡ级）

20 例、间变性星形细胞瘤（WHOⅢ级）20 例、胶质母

细胞瘤（WHOⅣ级）20 例。（2）对照组：收集同期在我

院神经外科行畸形血管切除术时切除的脑组织标

本共 10 例作为对照，男性 7 例，女性 3 例；年龄 17 ~
55 岁，平均（38.90 ± 13.14）岁。本研究经天津医科

大学总医院道德伦理委员会审核批准，所有患者及

其家属均对实验内容知情。

2. 细胞系来源 人胶质母细胞瘤细胞系 U251、
LN229 购自中国科学院细胞库，永生化星形胶质细

胞系 UC2 由美国德克萨斯大学西南医学中心惠赠。

3. 试剂与仪器 （1）药品与试剂：miRNA⁃449b

and 10 non⁃tumoral control brain tissues. miRNA⁃449b was quantified by Stem⁃loop quantitation real⁃time
polymerase chain reaction (qRT ⁃ PCR) with U6 as the internal control in U251, LN229 and UC2 cells.
EdU staining, MTS method, flow cytometry assay (FCM), Phalloidin staining and Transwell assays were used
to evaluate the effect of miRNA ⁃449b on the proliferation and invasion of U251 and LN229 cells. Results
The expression of miRNA ⁃ 449b was decreased in gliomas compared with that in the non ⁃ tumoral control
brain tissues (P < 0.001, for all), and was significantly declined with the elevation of glioma grades (P <
0.001, for all). miRNA⁃449b level was significantly lower in U251 and LN229 cells than that in UC2 cells
(P = 0.001, 0.002). The relative expression of miRNA ⁃449b in U251 ⁃miRNA ⁃449b group was higher (P <
0.001), while EdU⁃positive rates (P = 0.029) and cell proliferation (P = 0.004, 0.001, 0.002) was lower than
U251 ⁃ Scr group; the relative expression of miRNA ⁃ 449b in LN229 ⁃miRNA ⁃ 449b group was higher (P <
0.001), while EdU ⁃positive rates (P = 0.032) and cell proliferation (P = 0.003, 0.001, 0.004) was lower than
LN229⁃Scr group. The percentages of each phase G0/G1 in U251⁃miRNA ⁃449b group and LN229⁃miRNA ⁃
449b group were higher than those in U251 ⁃ Scr group (P < 0.001) and LN229 ⁃ Scr group (P = 0.018)
respectively, cell proliferation were lower than U251⁃Scr group (P = 0.002) and LN229⁃Scr group (P = 0.005).
F⁃actin was centralized mostly on cell cortex or lamellae in the groups of U251⁃Scr and LN229⁃Scr, whereas
diffusely distributed in the groups of U251⁃miRNA⁃449b and LN229⁃miRNA⁃449b. Conclusions miRNA⁃
449b is an important tumor⁃suppressive miRNA and its downregulation may be an important cause leading
to tumorigenesis of glioblastoma, which could be used as a valuable biomarker to assess the malignant
degree of gliomas. Furthermore, the exogenous miRNA ⁃449b could effectively inhibit the proliferation and
invasion abilities of glioma cells, confirming it has potential value in malignant gliomas therapy.

【Key words】 Glioma; MicroRNAs; Cell proliferation; Cell invasion (not in MeSH)
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锁定寡核苷酸探针及无义对照探针购自丹麦 Exiqon
公司，miRNA⁃449b mimics 及其相应无义对照序列

（Scr）购自广州锐博生物技术有限公司，罗丹明标记

的抗地高辛抗体（5 μg/ml）、X ⁃ treme GENE 小干扰

RNA（siRNA）转染试剂、4’，6 ⁃二脒基 ⁃2 ⁃苯基吲哚

（DAPI，1 μg/ml）均购自美国 Roche 公司，逆转录聚

合酶链反应（RT⁃PCR）试剂盒、GoTaq qPCR Master
Mix 试 剂 盒 、CellTiter 96@ AQueous One Solution
Reagent 试剂盒均购自美国 Promega 公司，胎牛血清

购自以色列 Biological Industries 公司，高糖 DMEM
培养基购自美国 Gibco 公司，Trizol 溶液购自美国

Invitrogen 公司，碘化丙啶（PI）购自美国 Sigma 公司,
Alexa Fluor® 488 Phalloidin 购 自 美 国 Thermo
Fisher Scientific 公司，0.1%结晶紫购自北京索莱宝

科技有限公司。（2）仪器与设备：Leica DM6000B 型

荧光显微镜购自德国 Leica 公司，Olympus Ⅸ71 型倒

置相差荧光显微镜和 FV⁃1200 激光扫描共聚集显微

镜均购自日本 Olympus 公司，Image Pro Plus 5.0 软

件由德国 Leica 公司提供，细胞培养箱购自美国

Thermo 公 司 ，Synergy 2 多 功 能 酶 标 仪 购 自 美 国

Biotek 公司，FACSCalibur 流式细胞仪购自美国 BD
Bioscience 公司，ModFit LT 3.1 软件由美国 Verity 软

件公司提供，Transwell 小室购自美国 Millipore 公司。

二、研究方法

1. 脑组织切片制备及锁定寡核苷酸探针原位杂

交 将上述标本通过组织微阵列仪制备成为组织

微阵列，制备 5 μm 连续切片用于 miRNA⁃449b 原位

杂交检测。锁定由核苷酸修饰、地高辛标记的

miRNA ⁃ 449b 特 异 性 探 针 序 列 为 ：5’⁃
AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC ⁃3’，无义对照探

针序列为：5’⁃CGTATAGGCCCAAGAATTAGG ⁃3’。
组织微阵列切片脱蜡入水，常规杂交，探针浓度为

10 μg/ml，罗丹明标记的抗地高辛抗体（5 μg/ml）检

测 miRNA⁃449b，DAPI（1 μg/ml）复染细胞核，防猝灭

封片剂封片。Leica DM6000B 型荧光显微镜采集微

阵列中每个阵列点的荧光图像（× 400），阳性细胞胞

核经激发后呈红色荧光、DAPI 复染的胞核经激发后

呈蓝色荧光，Image Pro Plus 5.0 软件分析结果，计算

每个阵列点 miRNA⁃449b 阳性标记指数，公式为阳

性标记指数（%）= 阳性细胞数 / 总细胞数 × 100%。

2. 细胞培养及转染 人胶质母细胞瘤细胞系

U251、LN229 和永生化星形胶质细胞系 UC2 置于含

10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养基，于 37 ℃、5%二

氧化碳的细胞培养箱培养 48 h，取细胞融合率为

60% ~ 80%的呈对数生长期的 U251 和 LN229 细胞，

接种于六孔板，待细胞生长至占培养皿底面积 40%
时，将其随机分为无义对照转染组（U251 ⁃Scr 组、

LN229 ⁃ Scr 组）以 及 miRNA ⁃ 449b mimics 转 染 组

（U251 ⁃miRNA ⁃449b 组、LN229 ⁃miRNA ⁃449b 组）。

按照 X ⁃ treme GENE siRNA 转染试剂说明书转染

miRNA⁃449b mimics 及其相应无义对照序列，转染

12 ~ 48 h 后进行下一步实验。

3. Stem⁃loop qRT⁃PCR 检测 miRNA⁃449b 相对表

达量及 miRNA⁃449b mimics 转染率 以 Trizol 法提

取各组细胞总 RNA，每组取总 RNA 1 μg，操作严格

按照 RT ⁃ PCR 试剂盒说明书。反应体系包括总

RNA 1μg、miRNA⁃449b⁃RT 引物（1 μmol/L）1.20 μl、
U6⁃RT 引物（1 μmol/L）1.20 μl，加入无酶水至 11 μl，
置于 PCR 仪中，反应条件：70 ℃ 5 min、4 ℃ 2 min；
然后加入以下混合体系进行逆转录：5 × 反应缓冲液

4 μ l、氯化镁（25 mmol/L）2 μ l、PCR 核苷酸混合液

（10 mmol/L）1 μ l、无酶水 1 μ l、逆转录酶 1 μ l，置于

微量离心管混匀，置于 PCR 仪中，反应条件为 25 ℃

5 min、42 ℃ 60 min、70 ℃ 15 min、4 ℃ 30 min。转

录产物行 qRT ⁃PCR 检测 miRNA ⁃ 449b 和 U6 的 Ct
值。采用 U6 作为内参照物、UC2 细胞 miRNA⁃449b
相对表达量为 1，2- △ △ Ct 法计算 U251、LN229 细胞

miRNA ⁃ 499b 相 对 表 达 量 ；以 无 义 序 列 转 染 组

miRNA ⁃ 449b 的 相 对 表 达 量 为 1，2- △ △ Ct 法 计 算

miRNA ⁃499b mimics 转染组 miRNA ⁃499b 相对表达

量。重复实验 3 次，取平均值。

4. MTS 法绘制细胞增殖曲线 各组细胞均于转

染 12 h 后，以细胞数为 1500 个/孔接种于 96 孔板，分

别于转染 24、48、72 和 96 h 后行 MTS 检测，再每孔加

入 CellTiter 96@ AQueous One Solution Reagent 溶液

10 μ l，于 37 ℃、5%二氧化碳条件下孵育 2.50 h，于
Synergy 2 多功能酶标仪测定 490 nm 波长处光密度

值（OD 值）。每个时间点设置 3 个复孔，取平均值。

5. EdU 染色检测细胞增殖能力 各组细胞均于

转染 24 h 后，以细胞数为 5000 个/孔接种于 96 孔板，

继续培养 24 h，按照 EdU 检测试剂盒说明书进行染

色，经 Olympus Ⅸ71 型倒置相差荧光显微镜采集图

像（× 200），阳性细胞胞核经激发后呈红色荧光、

DAPI 复染的胞核经激发呈蓝色荧光，Image Pro
Plus 5.0 软件分析结果，计算 EdU 阳性细胞率，公式

为 EdU 阳性细胞率（%）= EdU 阳性细胞数 / 总细胞
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数 × 100%。重复实验 3 次，取平均值。

6. 流式细胞术检测细胞周期 各组细胞转染

48 h 后收集细胞，于 4 ℃、体积分数为 70%的乙醇溶

液 中 固 定 过 夜 ，次 日 于 37 ℃ 行 PI 染 色 30 min，
FACSCalibur 流式细胞仪检测细胞周期，ModFit LT
3.1 软件分析结果。重复实验 3 次，取平均值。

7. Transwell 侵袭实验检测细胞侵袭能力 于

Transwell 上室底膜铺一层 Matrigel 胶 40 μ l，凝固后

上室加入以无血清 DMEM 培养液重悬的各组细胞，

细胞数为 30 × 10 3 个，下室加入含 10%胎牛血清的

DMEM 培养液 600 μl，37 ℃、5%二氧化碳条件下孵

育 24 h，4%多聚甲醛溶液固定 30 min，湿棉签擦拭

未穿过小室膜的细胞，0.1%结晶紫染色 20 min。经

Olympus Ⅸ71 型倒置相差荧光显微镜采集图像（×
200），随机选取 5 个视野，计数侵袭细胞数目。重复

实验 3 次，取平均值。

8. 荧光染色检测细胞 F⁃actin 分布情况 各组

细胞转染 24 h 后，以细胞数为 30 × 10 3 个/孔接种于

24 孔板内无菌盖片，继续培养 24 h，4%多聚甲醛溶

液固定，0.2% Triton X⁃100 溶液通透，羊血清封闭，

Alexa Fluor® 488 Phalloidin 染色细胞骨架，DAPI 复
染胞核。FV⁃1200 激光扫描共聚焦显微镜采集图像

（× 1000），观察细胞 F⁃actin 分布情况。

三、统计分析方法

采用 SPSS 21.0 统计软件进行数据处理与分

析。呈正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）
表示，采用两独立样本的 t 检验或单因素方差分析，

两两比较行 LSD⁃t 检验。以 P ≤ 0.05 为差异具有统

计学意义。

结 果

锁定寡核苷酸探针原位杂交显示，miRNA⁃449b
杂交信号经激发后呈红色荧光，DAPI 复染的胞核经

激发后呈蓝色荧光。miRNA⁃449b 阳性细胞胞核周

围可见颗粒状红色杂交信号，阴性细胞胞核周围未

见杂交信号（图 1）。对照组和各级别胶质瘤组均不

对照组 WHOⅡ级组 WHOⅢ级组 WHOⅣ级组

对照组：非肿瘤对照脑组织；WHOⅡ级组：弥漫性星形细胞瘤；WHOⅢ级组：间变性星形细胞瘤；WHOⅣ级
组：胶质母细胞瘤

图 1 荧光显微镜观察显示，对照组细胞 miRNA⁃449b 表达水平高于各级别胶质瘤组，且随着胶质瘤恶性程
度的增加，miRNA⁃449b 表达水平降低（下图为上图的局部放大） 原位杂交染色

Figure 1 Fluorescence microscopy findings The expression of miRNA ⁃ 449b in non ⁃ tumoral control brain
tissues was higher than that in different WHO grades of glioma groups. The expression of miRNA ⁃ 449b was
declined with the elevation of glioma grades. In situ hybridization staining
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同程度表达 miRNA⁃449b（P < 0.001），各级别胶质瘤

组 miRNA ⁃449b 阳性标记指数低于对照组（均 P <
0.001），且随胶质瘤恶性程度增加，miRNA⁃449b 阳

性标记指数降低（均 P < 0.001，表 1）。

qRT ⁃PCR 法显示，U251 细胞、LN229 细胞和

UC2 细胞 miRNA⁃449b 相对表达量差异有统计学意

义（P < 0.001），U251 细胞、LN229 细胞 miRNA⁃449b
相对表达量低于 UC2 细胞（P = 0.001，0.002；表 2）。

qRT ⁃PCR 法显示，胶质瘤细胞转染 48 h 后，

U251⁃miRNA⁃449b 组 miRNA⁃449b 相对表达量高于

U251 ⁃ Scr 组（P < 0.001），LN229 ⁃ miRNA ⁃ 449b 组

miRNA ⁃ 449b 相 对 表 达 量 高 于 LN229 ⁃ Scr 组（P <
0.001，表 3）。

EdU 染色结果显示，经激发后处于增殖状态、

DNA 活跃复制的 U251 细胞和 LN229 细胞胞核呈红

色荧光，而经 DAPI 复染的胞核则呈蓝色荧光（图

2）。U251⁃miRNA ⁃449b 组的 EdU 阳性细胞率低于

U251⁃Scr 组（P = 0.029），LN229⁃miRNA⁃449b 组 EdU
阳性细胞率低于 LN229⁃Scr 组（P = 0.032，表 4）。

MTS 法转染后 48、72、96 h，U251⁃miRNA ⁃449b
组 的 细 胞 增 殖 活 性 低 于 U251 ⁃ Scr 组（P = 0.004，
0.001，0.002），LN229⁃miRNA⁃449b 组细胞增殖活性

亦低于 LN229⁃Scr 组（P = 0.003，0.001，0.004），而两

种细胞系转染后 24 h 细胞增殖活性组间差异无统

计学意义（均 P > 0.05，表 5），表明 miRNA⁃449b 可以

明显抑制胶质母细胞瘤细胞的增殖活性。

经流式细胞术检测显示，U251⁃miRNA⁃449b 组

G0 期/G1 期细胞百分比高于 U251⁃Scr 组（P < 0.001），

S 期细胞百分比低于 U251⁃Scr 组（P = 0.002），然而，

G2 期/M 期细胞百分比组间差异无统计学意义（P >
0.05）；LN229⁃miRNA⁃449b 组 G0期/G1期细胞百分比

高于 LN229⁃Scr 组（P = 0.018），G2 期/M 期细胞百分

比低于 LN229⁃Scr 组（P = 0.001），而 S 期细胞百分比

组间比较差异无统计学意义（P > 0.05；图 3，表 6），

表明 miRNA⁃449b 可以通过阻滞胶质母细胞瘤细胞

G1期/S 期以抑制肿瘤细胞增殖。

Transwell 侵袭实验显示，U251⁃miRNA⁃449b 组

的 侵 袭 细 胞 数 目 低 于 U251 ⁃ Scr 组（P = 0.002），

LN229 ⁃ miRNA ⁃ 449b 组 亦 低 于 LN229 ⁃ Scr 组（P =
0.005；图 4，表 7）。提示补充外源性 miRNA⁃449b 可

以有效抑制胶质瘤细胞的侵袭能力。激光共聚焦

扫描显微镜显示，U251⁃Scr 组和 LN229⁃Scr 组 F⁃actin
局部聚集于细胞突起部位以及胞膜内侧，然而，

U251⁃miRNA⁃449b 组以及 LN229⁃miRNA⁃449b 组的

F⁃actin 散在分布于肿瘤细胞内（图 5）。

讨 论

miRNA 通过在转录后调控促瘤因子或抑瘤因

子的表达水平而参与多种肿瘤的发生发展过程。

有研究显示，miRNA⁃449b 及其家族成员在胃癌［6］、

乳腺癌［10⁃11］、小细胞肺癌［12］和前列腺癌［13］等多种颅

组别

对照组（1）
WHOⅡ级组（2）
WHOⅢ级组（3）
WHOⅣ级组（4）
F 值

P 值

例数

10
20
20
20

miRNA⁃449b 阳性标记指数

51.43 ± 10.16
23.29 ± 5.52
10.96 ± 4.49

5.36 ± 3.95
159.857
< 0.001

表 1 各级别胶质瘤组与对照组细胞 miRNA⁃449b 阳性标
记指数的比较（x ± s，%）

Table 1. Comparison of the miRNA ⁃ 449b positivelabeling index among non⁃tumoral control brain tissues and3 glioma groups (x ± s, %)

（1）∶（2）t = 9.901，P < 0.001；（1）∶（3）t = 15.263，P < 0.001；（1）∶
（4）t = 17.976，P < 0.001；（2）∶（3）t = 7.756，P < 0.001；（2）∶（4）t =
11.817，P < 0.001；（3）∶（4）t = 4.184，P < 0.001

组别

U251 细胞（1）
LN229 细胞（2）
UC2 细胞（3）
F 值

P 值

例数

3
3
3

miRNA⁃449b 相对表达量

0.34 ± 0.05
0.39 ± 0.04
1.00 ± 0.13

56.839
< 0.001

表 2 U251 细胞、LN229 细胞与 UC2 细胞 miRNA⁃449b 相
对表达量的比较（x ± s）
Table 2. Comparison of the miRNA ⁃ 449b relativeexpression among U251, LN229 and UC2 cells (x ± s)

（1）∶（2）t = ⁃ 1.498，P = 0.208；（1）∶（3）t = ⁃ 8.180，P = 0.001；（2）∶
（3）t = ⁃ 7.608，P = 0.002

组别

U251⁃Scr 组
U251⁃miRNA⁃449b 组

LN229⁃Scr 组
LN229⁃miRNA⁃449b 组

例数

3
3
3
3

miRNA⁃449b 相对表达量

1.01 ± 0.12
（4.89 ± 0.40）× 10 6

1.02 ± 0.24
（3.20 ± 0.36）× 10 6

t 值

⁃ 21.205

⁃ 15.559

P 值

< 0.001

< 0.001

表 3 U251⁃Scr 组与 U251⁃miRNA⁃449b 组、LN229⁃Scr 组
与 LN229⁃miRNA⁃449b 组细胞 miRNA⁃449b 相对表达量的
比较（x ± s）
Table 3. Comparison of the miRNA ⁃ 449b relativeexpression between U251 ⁃ Scr group and U251 ⁃ miRNA ⁃449b group, and between LN229 ⁃ Scr group and LN229 ⁃miRNA⁃449b group (x ± s)

miRNA，micro RNA，微小 RNA。The same for tables below
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外恶性肿瘤中均表达降低，且该表达变化与肿瘤发

生发展密切相关。在胃癌组织中，miRNA⁃449a/b 表

达水平显著低于周围正常组织，且补充外源性

miRNA⁃449 可以通过靶向敲低细胞周期蛋白依赖

组别

U251⁃Scr 组
U251⁃miRNA⁃449b 组

LN229⁃Scr 组
LN229⁃miRNA⁃449b 组

例数

3
3
3
3

EdU 阳性细胞率

48.11 ± 5.81
35.77 ± 2.77
36.51 ± 5.39
24.86 ± 3.20

t 值

3.320

3.215

P 值

0.029

0.032

表 4 U251⁃Scr 组与 U251⁃miRNA⁃449b 组、LN229⁃Scr 组
与 LN229⁃miRNA⁃449b 组 EdU 阳性细胞率的比较
（x ± s，%）

Table 4. Comparison of the EdU ⁃ positive rates betweengroups of U251 ⁃Scr and U251 ⁃miRNA ⁃449b, and betweengroups of LN229⁃Scr and LN229⁃miRNA⁃449b (x ± s, %)

表 5 U251⁃Scr 组与 U251⁃miRNA⁃449b 组、LN229⁃Scr 组与
LN229⁃miRNA⁃449b 组各观察时间点细胞增殖活性的比较
（x ± s，OD490 nm）
Table 5. Comparison of the cell proliferation between U251⁃Scr and U251 ⁃miRNA ⁃449b groups, and between LN229 ⁃Scrand LN229 ⁃miRNA ⁃449b groups at the indicated time pointsby MTS assays (x ± s, OD490 nm)
组别

U251
U251⁃Scr 组
U251⁃miRNA⁃449b 组

t 值

P 值

LN229
LN229⁃Scr 组
LN229⁃miRNA⁃449b 组

t 值

P 值

例数

3
3

3
3

24 h

0.51 ± 0.01
0.50 ± 0.00

1.093
0.336

0.46 ± 0.01
0.47 ± 0.01
⁃ 1.045

0.355

48 h

0.92 ± 0.04
0.73 ± 0.03

6.143
0.004

0.83 ± 0.02
0.75 ± 0.02

6.197
0.003

72 h

1.45 ± 0.05
1.02 ± 0.05

10.196
0.001

1.34 ± 0.04
1.07 ± 0.04

8.114
0.001

96 h

1.72 ± 0.04
1.35 ± 0.08

7.256
0.002

1.66 ± 0.03
1.44 ± 0.06

5.950
0.004

融合Hoechst 染色EdU 染色

U251⁃Scr 组

U251⁃miRNA⁃449b 组

LN229⁃Scr 组

LN229⁃miRNA⁃449b 组

图 2 倒置相差荧光显微镜观察显示，U251⁃miRNA⁃449b 组
EdU 阳性细胞数目少于 U251⁃Scr 组，LN229⁃miRNA⁃449b 组
EdU 阳性细胞数目少于 LN229⁃Scr 组 中倍放大

Figure 2 Inverted phase contrast fluorescence microscopy
findings EdU ⁃ positive cells of U251 ⁃ miRNA ⁃ 449b and
LN229⁃miRNA⁃449b groups were significantly lower than that
in U251 ⁃ Scr and LN229 ⁃ Scr groups, respectively. medium
magnified
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性激酶 6（CDK6）等细胞周期调控因子而有效诱导

胃癌细胞 G1 期/S 期阻滞，从而抑制细胞增殖活性，

与此同时，还可以上调 P53 蛋白表达，从而促进细胞

凋亡［6］；与乳腺癌周围正常组织相比，乳腺癌组织中

miRNA⁃449b⁃5p 表达显著降低，可通过直接靶向敲

低 CREPT 基因而调控 Wnt/β⁃连环蛋白（β⁃catenin）
信号转导通路，而抑制乳腺癌细胞增殖与侵袭［10］。

本研究结果显示，不同级别胶质瘤 miRNA⁃449b 表

达水平均低于对照组，提示 miRNA⁃449b 表达减少

是胶质瘤的普遍分子病理学特征；同时，随着胶质

瘤恶性程度的增加，miRNA⁃449b 表达水平降低，提

示 miRNA⁃449b 表达减少在胶质瘤的发生与恶性进

展中均发挥重要作用，可以作为辅助评价胶质瘤良

恶性级别的可靠参考指标。

肿瘤细胞快速增殖是导致恶性胶质瘤高复发

率和高病死率的重要原因之一。有研究显示，

miRNA⁃449a/b 可以抑制肿瘤细胞增殖，是通过靶向

敲低 CDC25A 和 CDK6 基因、抑制磷酸化视网膜神经

胶质瘤蛋白（pRb）磷酸化而降低腺病毒 E2 启动子

结合因子 1（E2F1）表达水平实现的，E2F1 可上调下

游细胞周期依赖蛋白 Cyclin B1 和 Cyclin E 表达，而

参与细胞周期 G1 期/S 期的调控［14 ⁃15］。此外，Cyclin
D1 和 E2F3 是 G1期/S 期的重要调控因子［16⁃17］。研究

显示，miRNA⁃449b 在结直肠癌中可以通过靶向敲

表 6 U251⁃Scr 组与 U251⁃miRNA⁃449b 组、LN229⁃Scr 组
与 LN229⁃miRNA⁃449b 组细胞周期的比较（x ± s，%）

Table 6. Comparison of percentages of cell phase betweenU251 ⁃ Scr and U251 ⁃ miRNA ⁃ 449b groups, and betweenLN229⁃Scr and LN229⁃miRNA⁃449b groups (x ± s, %)
组别

U251⁃Scr 组
U251⁃miRNA⁃449b 组

t 值

P 值

LN229⁃Scr 组
LN229⁃miRNA⁃449b 组

t 值

P 值

例数

3
3

3
3

G0期/G1期

47.15 ± 0.84
59.78 ± 1.28
⁃ 14.320
< 0.001

59.67 ± 2.10
66.09 ± 1.95

⁃ 3.879
0.018

S 期

33.29 ± 1.98
22.20 ± 1.88

7.036
0.002

24.11 ± 1.56
23.36 ± 1.44

0.615
0.572

G2期/M 期

19.56 ± 1.37
18.02 ± 0.64

1.774
0.151

16.21 ± 0.90
10.55 ± 0.71

8.583
0.001

图 3 流式细胞术显示，U251 ⁃Scr 组 G0 期/G1 期细胞百分比为 47.15%，U251 ⁃miRNA ⁃449b 组 G0 期/G1 期细胞百分比为 59.78%；
LN229⁃Scr 组 G0期/G1期细胞百分比为 59.67%，LN229⁃miRNA⁃449b 组 G0期/G1期细胞百分比为 66.09%
Figure 3 Flow cytometry assay showed that the G0/G1⁃phase percentage of U251⁃Scr cells was 47.15%, U251⁃miRNA⁃449b cells was
59.78%; the G0/G1⁃phase percentage of LN229⁃Scr cells was 59.67%, LN229⁃miRNA⁃449b cells was 66.09%.
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组别

U251⁃Scr 组
U251⁃miRNA⁃449b 组

例数

3
3

侵袭细胞数目

126.67 ± 15.53
60.33 ± 3.06

t 值

7.257
P 值

0.002
组别

LN229⁃Scr 组
LN229⁃miRNA⁃449b 组

例数

3
3

侵袭细胞数目

116.33 ± 18.04
53.00 ± 6.25

t 值

5.747
P 值

0.005

表 7 U251⁃Scr 组与 U251⁃miRNA⁃449b 组、LN229⁃Scr 组与 LN229⁃miRNA⁃449b 组侵袭细胞数目的比较（x ± s，个）

Table 7. Comparison of the number of invasive cells between U251⁃Scr group and U251⁃miRNA⁃449b group, and betweenLN229⁃Scr group and LN229⁃miRNA⁃449b group (x ± s, number)

图 5 激光扫描共聚焦显微镜显示，U251⁃Scr 组和 LN229⁃Scr 组 F⁃actin 局部聚集于细胞突起部位和胞膜内侧，U251⁃miRNA⁃449b 组
和 LN229⁃miRNA⁃449b 组 F⁃actin 散在分布于肿瘤细胞内（下图为上图的局部放大） F⁃actin 荧光染色

Figure 5 Laser scanning confocal microscopy showed that F ⁃actin was centralized mostly on cell cortex or lamellae in the groups of
U251 ⁃ Scr and LN229 ⁃ Scr, whereas diffusely distributed in the groups of U251 ⁃ miRNA ⁃ 449b and LN229 ⁃ miRNA ⁃ 449b. F ⁃ actin
fluorescence staining

U251⁃Scr 组 U251⁃miRNA⁃449b 组 LN229⁃Scr 组 LN229⁃miRNA⁃449b 组

U251⁃Scr 组 U251⁃miRNA⁃449b 组 LN229⁃Scr 组 LN229⁃miRNA⁃449b 组

图 4 倒置相差荧光显微镜显示，U251⁃miRNA⁃449b 组侵袭细胞数目低于 U251⁃Scr 组，LN229⁃miRNA⁃449b 组侵袭细胞数目低于
LN229⁃Scr 组 结晶紫染色 中倍放大

Figure 4 Inverted phase contrast fluorescence microscopy findings The numbers of invasive cells of U251⁃miRNA⁃449b and LN229⁃
miRNA ⁃449b groups were significantly lower than that in the groups of U251⁃Scr and LN229⁃Scr, respectively. Crystal violet staining
medium magnified

低 Cyclin D1 和 E2F3 基因而抑制肿瘤细胞的增殖活

性［7］；miRNA⁃449 可以抑制乳头状甲状腺癌细胞的

增殖能力，补充外源性 miRNA⁃449 可以通过靶向敲

低 RET 基因而使β⁃连环蛋白失活，而导致 G0期/G1期

细胞百分比增加［4］；miRNA⁃449 还可通过下调肝细

胞生长因子受体表达而使细胞外信号调节激酶 1/2

（ERK1/2）去磷酸化，抑制 ERK 信号转导通路，从而

抑制肝癌细胞的增殖活性［18］。miRNA⁃449 对肿瘤

细胞增殖能力的上述调控作用提示其可能是重要

的 抑 瘤 miRNA。 本 研 究 结 果 显 示，转 染 外 源 性

miRNA ⁃449b 可以有效诱导胶质母细胞瘤细胞系

U251 和 LN229 的 G1期/S 期阻滞，并抑制肿瘤细胞增
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殖活性，提示 miRNA⁃449b 可以通过影响胶质瘤细

胞周期的重要因子而调控细胞周期与增殖，且

miRNA⁃449b 异常低表达可能是导致胶质瘤细胞快

速增殖的原因之一。

肿瘤细胞活跃的迁移侵袭能力是胶质瘤尤其

是恶性胶质瘤的重要生物学行为特征，也是导致胶

质瘤手术难以完全切除和术后易复发的重要原

因。肿瘤细胞活跃的迁移侵袭能力涉及多种分子

机制，F⁃actin 的有序聚合和解聚是细胞迁移侵袭的

重要驱动力，F⁃actin 是由 G⁃actin 聚集而成的双螺旋

结构肌动蛋白丝，是真核细胞蛋白骨架的重要组成

结构［19］。F⁃actin 在细胞膜内侧通过 ADP⁃F⁃actin 的

解离和 ATP⁃F⁃actin 的聚集为细胞的迁移侵袭提供

动力［20⁃21］。小 GTP 酶家族是一类参与多种信号转导

通路的重要蛋白，其家族成员是肌动蛋白细胞骨架

的关键调控分子 ［22］。一项体外实验结果显示，

miRNA⁃449a/b 通过直接与 R⁃Ras mRNA 3’非翻译

区（3'UTR）相结合而抑制 R⁃Ras 的表达，而 R⁃Ras 可
以直接与细胞质膜上的磷脂酶 C（PLC）相结合而激

活整合素 PLC⁃Ca2+信号转导通路，使内质网释放钙

离子，随后激活钙离子依赖性肌动蛋白结合蛋白，

从而参与 actin 网络重塑［23 ⁃ 24］。此外，CDC25A 和

TPD52 也是 miRNA ⁃ 449b 的靶基因，转染外源性

miRNA⁃449b 可以有效降低 CDC25A 和 TPD52 的表

达［11，14］，其中，CDC25A 通过 CDK2 去磷酸化增加

Foxo1 的稳定性，Foxo1 可以直接调控基质金属蛋白

酶⁃1（MMP⁃1）的转录，从而参与肿瘤细胞迁移侵袭

等生物学功能的调控［25］；TPD52 与前列腺癌［26］、卵

巢癌［27］等多种恶性肿瘤的发生发展密切相关，敲低

TPD52 可有效抑制肿瘤细胞增殖与侵袭能力［28 ⁃29］。

本研究发现，miRNA⁃449b 可显著抑制 F⁃actin 在细

胞突起部位和细胞膜内侧的聚集，使其散在分布于

细胞内，提示 miRNA⁃449b 可以通过调控胶质瘤细

胞 F⁃actin 的聚合与解聚，参与细胞骨架的重塑，从

而抑制胶质瘤细胞的迁移侵袭能力。

综上所述，miRNA ⁃449b 是胶质瘤重要的抑瘤

miRNA，在各级别胶质瘤中表达水平降低且随胶质

瘤恶性程度的升高而降低；miRNA⁃449b 可以有效

抑制胶质瘤细胞的增殖活性和迁移侵袭能力，提示

其在胶质瘤细胞中表达减少是导致胶质瘤细胞无

限增殖和过度迁移侵袭的重要原因，为胶质瘤基因

治疗靶点的优选和治疗策略的优化提供了重要线

索和客观参考依据。
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丝状肌动蛋白 filamentous actin（F⁃actin）
髓鞘蛋白脂质蛋白 proteolipid protein（PLP）
体感诱发电位 somatosensory⁃evoked potential（SEP）
体素内不相干运动成像 intravoxel incoherentmotion（IVIM）

调节性 T 细胞 regulatory T cell（Treg）
调强放射治疗 intensity modulated radiation therapy（IMRT）
同型半胱氨酸 homocysteine（Hcy）
同源性磷酸酶⁃张力蛋白

phosphatase and tensin homologue（PTEN）
铜绿假单胞菌外毒素 A pseudomonas exotoxin A（PE）
统一帕金森病评价量表

Parkinson's Disease Rating Scale（UPDRS）
α⁃突触核蛋白 α⁃synuclein（α⁃Syn）
18F⁃脱氧葡萄糖 18F⁃fluoro⁃2⁃deoxy⁃D⁃glucose（18F⁃FDG）
微小 RNA microRNA（miRNA）
无进展生存期 progression free survival（PFS）
无阈值簇增强 threshold free cluster enhancement（TFCE）
系统性红斑狼疮 systemic lupus erythematosus（SLE）
细胞程序性死亡 programmed cell death（PCD）
细胞程序性死亡蛋白 1

programmed cell death protein 1（PD1）
细胞程序性死亡蛋白配体 1

programmed cell death protein ligand 1（PDL1）

细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4
cytotoxic T lymphocyte⁃associated antigen 4（CTLA⁃4）

细胞毒性 T 细胞 cytotoxic T lymphocyte（CTL）
细胞黏附分子 1 cell adhesion molecule 1（CADM1）
细胞角蛋白 cytokeratin（CK）
T 细胞免疫球蛋白黏蛋白分子⁃3

T cell immunoglobulin and mucin⁃containing protein⁃3
（TIM⁃3）

细胞黏附分子 1 cell adhesion molecule 1（CADM1）
细胞外基质 extracellular matrix（ECM）

细胞外囊泡 extracellular vesicles（EVs）
细胞外信号调节激酶 1/2

extracellular signal⁃regulated kinase 1/2（ERK1/2）
细胞周期蛋白依赖性激酶 4/6

cyclin⁃dependent kinase 4/6（CDK4/6）
纤维母细胞生长因子 fibroblast growth factor（FGF）
纤维母细胞生长因子受体 3

fibroblast growth factor receptor 3（FGFR3）
腺病毒 E2 启动子结合因子 1 adenovirus E2 factor 1（E2F1）
腺苷酸活化蛋白激酶

adenosine monophosphate⁃activated protein kinase（AMPK）
相对脑血流量 relative cerebral blood flow（rCBF）
相对脑血容量 relative cerebral blood volume（rCBV）
小干扰 RNA small interference RNA（siRNA）
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