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ｍｉＲ￣１０７ 抑制胶质瘤细胞的体外增殖、迁移和侵袭

孙茂苍ꎬ 李　 鑫∗

(聊城市第四人民医院 神经内科ꎬ 山东 聊城 ２５２０００)

摘要:目的 探讨 ｍｉＲ￣１０７ 对胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭的调控机制ꎮ 方法 运用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测人正常的星形胶

质细胞系 ＮＨＡ、神经胶质瘤细胞系 Ｕ８７、Ａ１７２、Ｕ２５１ 中 ｍｉＲ￣１０７ 和 ＦＯＸＫ１ 的表达ꎻ将细胞分为 ｍｉＲ￣ＮＣ 组(转染

ｍｉＲ￣ＮＣ)、ｍｉＲ￣１０７ 组(转染 ｍｉＲ￣１０７ ｍｉｍｉｃｓ)、ｓｉ￣ＮＣ 组(转染 ｓｉ￣ＮＣ)、ｓｉ￣ＦＯＸＫ１ 组(转染 ｓｉ￣ＦＯＸＫ１)、ｍｉＲ￣１０７ ＋

ｐｃＤＮＡ３ １组(共转染 ｍｉＲ￣１０７ ｍｉｍｉｃｓ 和 ｐｃＤＮＡ３ １)和 ｍｉＲ￣１０７＋ｐｃＤＮＡ３ １￣ＦＯＸＫ１ 组(共转染 ｍｉＲ￣１０７ ｍｉｍｉｃｓ 和

ｐｃＤＮＡ３ １￣ＦＯＸＫ１)ꎻ用脂质体法分别转染至 Ｕ８７ 细胞ꎻＣＣＫ￣８ 法检测细胞的增殖ꎻＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测细胞的迁

移和侵袭ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＦＯＸＫ１ 的蛋白表达ꎻ双荧光素酶报告基因检测实验检测细胞的荧光活性ꎮ 结果

与正常的星形胶质细胞 ＮＨＡ 相比ꎬ神经胶质瘤细胞 Ｕ８７、Ａ１７２、Ｕ２５１ 中 ｍｉＲ￣１０７ 表达明显下调ꎬＦＯＸＫ１ 表达明显

上调(Ｐ<０ ０５)ꎻ过表达 ｍｉＲ￣１０７、敲减 ＦＯＸＫ１ 均可抑制 Ｕ８７ 细胞的增殖、迁移和侵袭ꎻｍｉＲ￣１０７ 可抑制野生型

ＦＯＸＫ１ 的细胞荧光活性ꎬ并负向调控 ＦＯＸＫ１ 的表达ꎻ过表达 ＦＯＸＫ１ 可逆转 ｍｉＲ￣１０７ 对 Ｕ８７ 细胞增殖迁移侵袭的

抑制作用ꎮ 结论 ｍｉＲ￣１０７ 抑制胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭的作用机制可能与靶向负调控 ＦＯＸＫ１ 有关ꎬ将可为胶

质瘤的诊断和治疗提供靶向治疗的依据ꎮ
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ｍｉＲ￣１０７ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

ＳＵＮ Ｍａｏ￣ｃａｎｇꎬ ＬＩ Ｘｉｎ∗

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ Ｌｉａｏｃｈｅｎｇ Ｆｏｕｒｔｈ Ｐｅｏｐｌｅｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｌｉａｏｃｈｅｎｇ ２５２０００ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ａｎｄ ＦＯＸＫ１ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｎｏｒｍａｌ
ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ ＮＨＡꎬ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ Ｕ８７ꎬ Ａ１７２ ａｎｄ Ｕ２５１. ｍｉＲ￣ＮＣ(ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｍｉＲ￣１０７ ｍｉｍｉｃｓ(ｍｉＲ￣１０７
ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｓｉ￣ＮＣ( ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｓｉ￣ＦＯＸＫ１( ｓｉ￣ＦＯＸＫ１ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｍｉＲ￣１０７＋ｐｃＤＮＡ３ １(ｍｉＲ￣１０７ ｍｉｍｉｃｓ ａｎｄ ｐｃＤ￣
ＮＡ３ １ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｍｉＲ￣１０７ ＋ｐｃＤＮＡ３ １￣ＦＯＸＫ１(ｍｉＲ￣１０７ ｍｉｍｉｃｓ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３ １￣ＦＯＸＫ１ ｇｒｏｕｐ)ꎬ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｔｏ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｌｉｐｏｓｏｍｅ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ｍｅｔｈｏｄ.Ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｉｎ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.Ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅ￣
ｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ａｓｔｒｏｃｙｔｅ ＮＨＡꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｗａｓ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ Ｕ８７ꎬ Ａ１７２ ａｎｄ Ｕ２５１(Ｐ<０ ０５). Ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ



孙茂苍　 ｍｉＲ￣１０７ 抑制胶质瘤细胞的体外增殖、迁移和侵袭

ｍｉＲ￣１０７ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｕ８７ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ. ＭｉＲ￣１０７ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ
ｔｈｅ ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ＦＯＸＫ１ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ꎻ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＦＯＸＫ１ ｃａｎ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｅｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｍｉＲ￣１０７ꎻ ＦＯＸＫ１ꎻ ｇｌｉｏｍａ

　 　 恶性胶质瘤是儿童和成人最常见、最具侵袭性

的脑肿瘤ꎬ预后较差ꎬ５ 年生存率为 １０％[１]ꎮ 获得最

佳的治疗方案仍然是最大的挑战ꎮ 针对脑肿瘤分子

特征的新的基因表达谱研究已经显示其遗传和表观

遗传的改变ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡ (ｍｉＲＮＡ)为 １８~２５ 个核苷

酸组成的短链非编码内源性微小的 ＲＮＡ 分子ꎬ据报

道ꎬ其参与神经胶质瘤发生、肿瘤细胞、增殖、凋亡以

及抗癌基因转录后调控的基因的功能[２]ꎬｍｉＲ￣１０７
为其中之一[３]ꎮ 叉头盒(ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘꎬ ＦＯＸ)基因家

族是一组高度保守的转录因子ꎮ 越来越多的证据表

明ꎬＦＯＸ 蛋白在肿瘤发生、胚胎发育、器官发生和多

种生物过程的调节中起着关键作用ꎮ 如细胞增殖ꎬ
代谢ꎬ免疫反应等[４]ꎮ 叉头盒 ｋ１( ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ ｋ１ꎬ
ＦＯＸＫ１)是 ＦＯＸ 家族的成员[５]ꎬ其在人类多种癌症

中失调ꎬ但在胶质瘤中的作用及与 ｍｉＲ￣１０７ 之间的

关系尚未清楚ꎮ 本研究拟以胶质瘤细胞系细胞为研

究对象ꎬ检测其中 ｍｉＲ￣１０７ 和 ＦＯＸＫ１ 的表达ꎬ观察

过表达 ｍｉＲ￣１０７、敲减 ＦＯＸＫ１ 及过表达 ＦＯＸＫ１ 对

胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭的影响ꎬ以揭示其与

ｍｉＲ￣１０７ 靶向 ＦＯＸＫ１ 关系ꎬ为胶质瘤的治疗提供理

论依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

人正常的星形胶质细胞系 ＮＨＡ、神经胶质瘤细

胞系 Ｕ８７、Ａ１７２ 及 Ｕ２５１(ＡＴＣＣ)ＤＭＥＭ 培养基、胎
牛血清、ＣＣＫ￣８ 试剂及胰蛋白酶(Ｓｅｌｌｅｃｔ 公司)ꎻＲＮＡ
抽提试剂盒及反转录试剂盒(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻＰＶＤＦ
膜(Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎻ ＲＩＰＡ 蛋白裂解液(上海碧云天生

物技术公司)ꎻ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

(Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎻ双荧光素酶报告基因检测试剂盒

(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞的培养:用含有 １０ ％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基置于 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱中

常规培养人正常的星形胶质细胞 ＮＨＡ、神经胶质瘤

细胞 Ｕ８７、Ａ１７２、Ｕ２５１ꎬ待细胞增殖至汇合度 ７５ ％
左右ꎬ用胰蛋白酶消化约 １ ｍｉｎꎬ按照 １ ∶ ３ 的比例更

换培养基ꎬ每 ２ ｄ 传代ꎮ
１ ２ ２ 　 细胞的转染与分组:将 ｍｉＲ￣ＮＣ、ｍｉＲ￣１０７
ｍｉｍｉｃｓ、 ｓｉ￣ＮＣ、 ｓｉ￣ＦＯＸＫ１、 ｍｉＲ￣１０７ ＋ ｐｃＤＮＡ３ １ꎬ
ｍｉＲ￣１０７＋ｐｃＤＮＡ３ １￣ＦＯＸＫ１ 按照脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ￣
ｎｅＴＭ２０００ 试剂说明书要求ꎬ转染至 Ｕ８７ 细胞ꎬ转染

６ ｈ后ꎬ更换新鲜培养基培养 ４８ ｈꎬ分别标记为 ｍｉＲ￣
ＮＣ 组、ｍｉＲ￣１０７ 组、ｓｉ￣ＮＣ 组、ｓｉ￣ＦＯＸＫ１ 组、ｍｉＲ￣１０７＋
ｐｃＤＮＡ３ １ 组ꎬ ｍｉＲ￣１０７ ＋ ｐｃＤＮＡ３ １￣ＦＯＸＫ１ 组ꎬ用

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测转染效率ꎬ转染成功后ꎬ用于后续

的实验研究ꎮ
１ ２ ３　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测细胞中 ｍｉＲ￣１０７ 和 ＦＯＸＫ１
的表达: 取适量对数增殖期 １ ２ ２ 各组细胞ꎬ按
ｍｉＲＮＡ 抽提试剂盒说明书要求操作提取 ＲＮＡꎬ进
行定量ꎬ然后按反转录试剂盒说明书操作合成

ｃＤＮＡꎮ 最后按 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒说明书操作进行

ｍｉＲ￣１０７、ＦＯＸＫ１ 检测ꎮ 用 ２－△△Ｃｔ 计算 ｍｉＲ￣１０７、
ＦＯＸＫ１ 的表达ꎮ 引物信息(５′￣３′):ｍｉＲ￣１０７:ＧＣＣ
ＧＡＡＴＴＣＡＡＡＧＣＧＡＧＡＴＴＣＣＡＴＣＡＧＣＡꎬ ＧＣＣＧＧＡＴ
ＣＣＴＧＴＣＡＡＣＣＣＡＧＡＡＣＴＣＡＡＡＧＧꎻ Ｕ６: ＣＴＣＧＣＴＴＣ
ＧＧＣＡＧＣＡＣＡꎬ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴꎻ ＦＯＸＫ１:
ＡＣＡＣＧＴＣＴＧＧＡＧＧＡＧＡＣＡＧＣꎬ ＧＡＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＣＧＧＡ
ＴＡＧＡꎻＧＡＰＤＨ:ＴＣＣＣＴＣＡＡＧＡＴＴＧＣＴＡＧＣＡＡꎬＡＧＡＴＣＣ
ＡＣＡＡＣＧＧＡＴＡＣＡＴＴꎮ
１ ２ ４　 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞的增殖: 调整各组细胞

为 １０５ 个 / ｍＬ 的细胞悬液ꎬ以 １００ μＬ /孔接种 ９６ 孔

板ꎬ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２ 培养 ２４ ｈꎮ 每组设 ３ 个重复ꎬ分
别转染 ２４、４８、７２ 和 ９６ ｈ 加入 ＣＣＫ￣８ 溶液 ２０ μＬꎬ
４５０ ｎｍ 波长测吸光度(Ａ４５０值)ꎮ 计算细胞增殖ꎬ细
胞增殖能力与细胞的 Ａ４５０值之比ꎮ
１ ２ ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞的迁移和侵袭: 将
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(６)

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室置于孔上ꎬ 放入细胞培养箱平衡

３０ ｍｉｎꎮ 调整细胞至 ５×１０５ 个 / ｍＬ 的细胞悬液ꎮ 每

个小室加入 ２００ μＬ 细胞悬液ꎬ即每孔细胞约为 １×
１０５ 个ꎮ 将上室放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养

２４ ｈ 后ꎬ取出上室ꎬ用棉签擦去上室膜下表面迁移

的细胞ꎬＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ甲醇固定 ３０ ｍｉｎꎮ 自然晾干

后ꎬ用 １ ｇ / Ｌ 结晶紫染液染色 ２０ ｍｉｎꎮ 弃染液ꎬ双蒸

水洗 ２ 次ꎬ再取出后于倒置显微镜下观察拍照(４００
倍)ꎬ计数上、下、左、右、中 ５ 个不同视野的总细胞

数取平均值ꎮ
将基质胶和培养基按 １ ∶ ８ 稀释后(６０ μＬ)铺

于小室上表面ꎬ风干后备用ꎬ其他步骤同 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
迁移实验ꎮ
１ ２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＦＯＸＫ１ 的蛋白表

达:收集细胞ꎬ加入裂解液ꎬ冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎮ 沸水

浴１０ ｍｉｎ进行变性ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上

清置于 ＥＰ 管ꎬ加入 ５×ＳＤＳ 上样缓冲液ꎮ 电泳后用

转膜仪将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎻ５％脱脂奶粉将膜封

闭 ２ ｈꎬ洗膜ꎬ加入Ⅰ抗ꎬ４ ℃ 过夜孵育ꎬ洗膜ꎬ加Ⅱ
抗ꎬ４ ℃ ２ ｈꎮ 加发光液ꎬ曝光ꎮ
１ ２ ７ 双荧光素酶报告基因检测实验检测 ｍｉＲ￣１０７
与 ＦＯＸＫ１ 的结合力: 将 ＦＯＸＫ１ ３′ ＵＴＲ￣ＷＴ ( 含

ＦＯＸＫ１ ３′ ＵＴＲ 片段) 和 ＦＯＸＫ１ ３′ ＵＴＲ￣ＭＵＴ (含

ＦＯＸＫ１ ３′ＵＴＲ 片段突变体)的荧光素酶报告载体ꎬ
用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 分别与 ｍｉＲ￣１０７、ｍｉＲ￣ＮＣ 共

转染ꎬ２４ ｈ 后ꎬ按双荧光素酶报告基因检测试剂盒

技术手册操作ꎬ记录萤火虫荧光素酶和海肾荧光素

酶激发值ꎬ以两者的比值评价 ＦＯＸＫ１ 基因的激活

程度ꎮ

１ ３　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行分析ꎮ 计量资料用均数±
标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ每组数据代表 ３ 个平行复孔ꎬ每
个实验重复 ２ 次ꎮ 多组间数据比较采用单因素方差

分析ꎬ两组比较采用 ｔ 检验ꎮ

２　 结果

２ １　 ｍｉＲ￣１０７ 和 ＦＯＸＫ１ 在胶质瘤细胞中的表达

与 ＮＨＡ 组相比ꎬＵ８７、Ａ１７２ 和 Ｕ２５１ 组细胞中

ｍｉＲ￣１０７ 的表达显著降低ꎬＦＯＸＫ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白

表达均显著升高(Ｐ<０ ０５)(图 １)ꎮ
２ ２　 过表达 ｍｉＲ￣１０７ 对胶质瘤细胞增殖、迁移及

侵袭的影响

与 ｍｉＲ￣ＮＣ 组相比ꎬｍｉＲ￣１０７ 组细胞中 ｍｉＲ￣１０７
表达显著升高ꎬ４８ 和 ７２ ｈꎬ细胞增殖显著降低ꎬ迁移

细胞数和侵袭细胞数均显著降低(Ｐ<０ ０５)(图 ２)ꎮ
２ ３　 ｍｉＲ￣１０７ 靶向 ＦＯＸＫ１

用 ｍｉＲｃｏｄｅ 数据库预测到 ｍｉＲ￣１０７ 与 ＦＯＸＫ１ ３′
ＵＴＲ 存在结合位点(图 ３Ａ)ꎻ与 ｍｉＲ￣ＮＣ 组相比ꎬｍｉＲ￣
１０７ 组 ＷＴ￣ＦＯＸＫ１ 细胞中荧光活性显著降低ꎬＭＵＴ￣
ＦＯＸＫ１ 细胞中荧光活性不受影响(图 ３Ｂ)ꎻ与 ｍｉＲ￣
ＮＣ 组相比ꎬｍｉＲ￣１０７ 组细胞中 ＦＯＸＫ１ 蛋白表达显著

降低ꎬ与 ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ 组相比ꎬａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣１０７ 组细胞中

ＦＯＸＫ１ 蛋白表达显著升高(图 ３Ｃ)(Ｐ<０ ０５)ꎮ
２ ４　 敲减 ＦＯＸＫ１ 对胶质瘤细胞增殖、迁移、侵袭

的影响

与 ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬｓｉ￣ＦＯＸＫ１ 组 Ｕ８７ 细胞中 ＦＯＸＫ１
蛋白表达显著降低ꎬ４８ 或 ７２ ｈꎬ细胞增殖显著降低ꎬ迁
移细胞数和侵袭细胞数均显著降低(Ｐ<０ ０５)(图 ４)ꎮ

Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓꎻ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＨＡ ｇｒｏｕｐ

图 １　 ｍｉＲ￣１０７、ＦＯＸＫ１ 在胶质瘤细胞中的表达

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ａｎｄ ＦＯＸＫ１ ｉｎ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ
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Ａ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｉｎ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 过表达 ｍｉＲ￣１０７ 对 Ｕ８７ 细胞增殖、迁移、侵袭的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓ

Ａ ｍｉＲ￣１０７ ｈａｓ ａ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ３′ＵＴＲ ｏｆ ＦＯＸＫ１ꎻ Ｂ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｃｅｌｌｓꎻ
Ｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｍｉＲ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ

图 ３　 ｍｉＲ￣１０７ 靶向 ＦＯＸＫ１
Ｆｉｇ ３　 ｍｉＲ￣１０７ ｔａｒｇｅｔｓ ＦＯＸＫ１

Ａ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 敲减 ＦＯＸＫ１ 对胶质瘤细胞增殖、迁移、侵袭的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０ ４０(６)

２ ５　 过表达 ＦＯＸＫ１ 逆转了 ｍｉＲ￣１０７ 对胶质瘤细

胞增殖、迁移、侵袭的抑制作用

与 ｍｉＲ￣１０７ ＋ ｐｃＤＮＡ ３ １ 组 相 比ꎬ ｍｉＲ￣１０７ ＋
ｐｃＤＮＡ ３ １￣ＦＯＸＫ１ 组 Ｕ８７ 细胞 ＦＯＸＫ１ 蛋白表达显

著升高ꎬ４８ 或 ７２ ｈꎬ细胞增殖显著升高ꎬ迁移细胞数

和侵袭细胞数均显著升高(Ｐ<０ ０５)(图 ５)ꎮ

３　 讨论

ｍｉＲＮＡ 参与人类多种疾病的发生发展过程ꎬ尤
其是肿瘤ꎬ其通过与靶 ｍＲＮＡ 的 ３′非编码区( ｕｎ￣
ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎꎬ ＵＴＲ)结合ꎬ调节靶基因的表达ꎬ
作为肿瘤抑制因子或致癌基因发挥作用[６]ꎮ ｍｉＲ￣
１０７ 在多种肿瘤中出现异常表达ꎬ据报道ꎬｍｉＲ￣１０７
在胶质瘤细胞的细胞表型中具有重要的调控作用ꎬ
其发挥作用的机制与调控下游靶标细胞周期蛋白依

赖性 激 酶 ６ ( ＣＤＫ６) [７]、 Ｎｏｔｃｈ￣２[８]、 类 果 蝇 ｓａｌ４
(ＳＡＬＬ４) [９] 和雷帕霉素靶蛋白 (ｍＴＯＲ) [１０] 有关ꎮ
本研究通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测了胶质瘤细胞中 ｍｉＲ￣
１０７ 的表达发现ꎬｍｉＲ￣１０７ 的表达在胶质瘤中明显的

下调ꎬ且过表达 ｍｉＲ￣１０７ 可抑制胶质瘤细胞的增殖、

迁移和侵袭ꎬ这均与前人的研究结果相一致ꎻ进一步

研究ꎬ通过生物信息学预测、双荧光素酶报告基因检

测实验及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验验证了 ｍｉＲ￣１０７ 可靶向

负调控 ＦＯＸＫ１ 表达ꎮ
ＦＯＸＫ１ 是 ＦＯＸ 类转录因子之一ꎬ在骨肉瘤、肝

癌、胃癌、结直肠癌、前列腺癌等多种实体肿瘤中均

存在转录失调并发挥重要作用[１１]ꎮ ＦＯＸＫ１ 在胶质

瘤中的研究甚少ꎮ ＦＯＸＫ１ 通过与基质金属蛋白酶 １
(ＭＭＰ１)、基质金属蛋白酶 ９(ＭＭＰ￣９)和 Ｅ￣钙黏蛋

白的启动子结合抑制转录ꎬ抑制神经胶质瘤细胞的

血管生成[１２]ꎮ ＦＯＸＫ１ 通过激活 ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信

号通路促进胶质瘤细胞增殖ꎬ并且在胶质瘤中被

ｍｉＲ￣１３７ 靶向负调控[１３]ꎮ 本研究检测了胶质瘤细

胞中 ＦＯＸＫ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白的表达发现ꎬＦＯＸＫ１
在胶质瘤细胞中的表达明显升高ꎬ敲减 ＦＯＸＫ１ 可抑

制胶质瘤细胞的增殖、迁移和侵袭ꎬ这与已有的研究

结果相一致ꎻ进一步研究发现ꎬ过表达 ＦＯＸＫ１ 可逆

转 ｍｉＲ￣１０７ 对胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭的抑制

作用ꎮ 不仅 ｍｉＲ￣１０７ 可靶向负调控 ＦＯＸＫ１ 的表达ꎬ
相反ꎬ ＦＯＸＫ１ 也可负向调控 ｍｉＲ￣１０７ 的表达和作用ꎬ

Ａ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＦＯＸＫ１ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ Ｕ８７ ｃｅｌｌｓꎻ ∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣１０７＋ｐｃＤＮＡ ３ １ ｇｒｏｕｐ

图 ５　 过表达 ＦＯＸＫ１ 逆转了 ｍｉＲ￣１０７ 对胶质瘤细胞增殖、迁移、侵袭的抑制作用

Ｆｉｇ ５　 Ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＫ１ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣１０７ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
　 　 　 ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌｓ
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孙茂苍　 ｍｉＲ￣１０７ 抑制胶质瘤细胞的体外增殖、迁移和侵袭

揭示了 ｍｉＲ￣１０７ 在胶质瘤中的作用机制与 ＦＯＸＫ１
之间的紧密关系ꎮ

综上所述ꎬｍｉＲ￣１０７ 可抑制体外胶质瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭ꎬ其机制可能与靶向 ＦＯＸＫ１ 有关ꎬ
为胶质瘤的靶向治疗提供理论依据ꎮ
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