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miR-195通过下调 IGF-1R的表达抑制胶质母细胞瘤的增殖和迁移 *
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摘要目的：探讨 miR-195对胶质母细胞瘤(Glioblastoma，GBM)增殖和迁移的影响，并阐明其分子调控机制。方法：采用 qRT-PCR

检测不同级别胶质瘤中 miR-195的表达。将 miR-195转染至胶质瘤 U251细胞后，应用 qRT-PCR验证转染效率，MTT及划痕实

验检测 U251细胞的增殖及迁移能力的改变，qRT-PCR及Western blot检测胰岛素样生长因子 1受体 (Insulin-like growth factor 1

receptor, IGF-1R) 的 mRNA和蛋白表达；利用质粒转染过表达 miR-195后，同时过表达 IGF-1R，再应用MTT及划痕实验检测

U251细胞的增殖及迁移能力的变化。结果：随着胶质瘤级别的增加，miR-195的表达逐渐降低，各级别胶质瘤中 miR-195的表达

差异有统计学意义(P<0.05)。体外转染 miR-195至 U251细胞 24、48、72 h后，转染组细胞活力和迁移能力均较对照组显著降低(P<
0.05)，细胞中 IGF-1R的 mRNA和蛋白的表达也明显减少(P<0.05)；通过转染 IGF-1R过表达质粒可显著逆转 miR-195过表达对

U251细胞增殖及迁移的抑制作用。结论：miR-195可能通过下调 IGF-1R的表达，进而抑制胶质母细胞瘤的增殖和迁移。
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MiR-195 Inhibits the Proliferation and Migration of Glioblastoma Through
Down-regulation the Expression of IGF-1R*

To investigate the effect of miR-195 on the proliferation and migration of glioblastoma and to elucidate its

molecular regulation mechanism. qRT-PCR was used to detect the expression of miR-195 in gliomas with different grades.

After transfecting miR-195 into glioma U251 cells, qRT-PCR was used to verify the transfection efficiency, MTT and Scratch test were

used to detect the proliferation and metastasis ability of U251 cells, and qRT-PCR and Western blot were used to detect the mRNA and

protein expression of Insulin-like growth factor 1 receptor (IGF-1R). After overexpression of miR-195 by plasmid transfection, IGF-1R

was overexpressed simultaneously, then the MTT and Scratch test were applied to detect the proliferation and metastasis ability of U251

cells. The expression of miR-195 was gradually decreased with the increase of glioma grade. The expression of miR-195 was

statistically significant between all grades of gliomas (P<0.05); After transfection of miR-195 to U251 cells for 24, 48 and 72 h in vitro,
both of the cell viability and migration ability in transfected group were significantly lower than those in control group (P<0.05), and the
expression of IGF-1R mRNA and protein were also decreased in transfected group (P<0.05); Transfection of IGF-1R overexpression

plasmid significantly reversed the inhibitory effect of miR-195 overexpression on the proliferation and migration of U251 cells.

miR-195 might inhibit the proliferation and migration of glioblastoma by down-regulating the expression of IGF-1R.
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前言

胶质母细胞瘤(Glioblastoma，GBM)是中枢神经系统最常

见的恶性肿瘤[1]，对放、化疗极不敏感，预后非常差，中位总生存

期仅为 16个月左右[2]。因此，亟需寻找到 GBM生物标志物和

有效治疗靶点，以促进早期诊断和改善 GBM预后。
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图 1 miR-195在胶质瘤中的表达

Fig. 1 The expression of miR-195 in the glioma

注：平均值± SEM。n=3。*代表 P <0.05，**代表 P<0.01。
Note: Mean ± SEM. n=3. *P <0.05, **P<0.01.

目前，微小 RNA(microRNA，miR)作为 GBM的诊断和治

疗靶点备受关注，其为高度保守的、非编码 RNA分子[3]，参与生

物体几乎全部细胞过程的调节[4]，其表达异常也与各种类型癌

症的发生和发展有关[5]。近年来，越来越多的研究显示 miR-195

在肿瘤发生、发展中的作用[6]，且在胶质瘤中也发挥了一定作

用[7]，但其对胶质瘤恶性程度的影响及其潜在的调节机制仍不

完全清楚。本研究拟深入探索 miR-195对 GBM细胞增殖和迁

移的影响，以期为 GBM的靶向治疗提供新的临床依据与理论

支持。

1材料与方法

1.1 材料

细胞：人胶质母细胞瘤 U251细胞购于赛百康生物技术公

司。试剂及耗材：miR-195、AMO-195购自苏州吉玛有限公司、

IGF-1R过表达质粒等购自上海生工有限责任公司；抗体均购

自 Santa Cruz生物技术公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 U251细胞培养于含 10 %胎牛血清，1 %双

抗的 DMEM高糖培养液中，在恒温 37℃、5 %CO2的细胞培养

箱中培养。待细胞融合率达 80 %时进行传代，均选取处于对数

生长期内细胞进行实验。

1.2.2 质粒转染 待细胞融合率达 60 %后，利用 X-treme试剂

(德国 Roche公司) 进行质粒转染，本研究主要将 miR-195、

AMO-195及 IGF-1R过表达质粒等转入细胞中。

1.2.3 荧光实时定量 PCR 提取细胞 mRNA，逆转录 cDNA，

配好反应体系后，置入 ABI7500 荧光定量 PCR 仪中进行

Real-time PCR反应，使用 U6作为 miRNA定量的内参，茁-actin
作为 mRNA定量内参。反应条件：95℃10 min，95℃ 15 s，60℃

30 s，72℃ 30 s，后 3个温度呈 40 个循环。数据采用 2-△ △ Ct法

计算目的基因的相对含量。

1.2.4 Western blot 细胞处理后，加入裂解液(RIPA +1 %蛋白

酶抑制剂)提取蛋白，用 BCA试剂盒(中国碧云天公司)测定蛋

白浓度，再用聚丙烯酰胺凝胶电泳法分离目标蛋白质，最后在

红外荧光扫描系统下扫描蛋白图像，并分析条带的光密度值。

目标蛋白质抗体稀释浓度为：IGF-1R(1：1000)，内参 茁-actin(1：
1000)。

1.2.5 MTT实验 选对数生长期的细胞，以 5000个 /孔的密度

种植于 96孔板内。待细胞生长约达 70 %时，分别给予相应转

染处理 24、48、72小时后，每孔均加入 10 滋L 5 mg/mL MTT(美

国 Sigma公司)，37℃孵育 4小时后，轻轻吸取孔内液体，每孔

避光加入 150 滋L DMSO，震荡 10分钟后，用酶标仪于 490 nm

波长检测各孔所含吸光度值。

1.2.6 划痕实验 将细胞培养至完全汇合，用塑料划线器产生

约 1 mm宽的划痕，洗涤细胞，同时转染并在无血清培养基中

培养。在划痕 0、24、48、72小时后在显微镜下观察拍照。

1.3 统计学分析

应用 SPSS 18.0统计学软件进行统计学分析。计量资料数

据采用均数± 标准差(x依 s)表示，各组均数比较采用单因素方
差分析 (ANOVA)，组间两两比较采用 SNK法(Student-New-

man-Keuls)，以 P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-195与胶质瘤恶性程度的相关性

为探究 miR-195与胶质瘤恶性程度的相关性，我们首先在

临床标本中检测了各级别胶细胞瘤中 miR-195的表达，如图 1

所示，各级别胶质瘤中 miR-195的表达差异具有统计学意义；

随着胶质瘤级别的增加，miR-195 的表达逐渐降低，说明

miR-195与胶质瘤恶性程度呈负相关性(P<0.05)。

2.2 miR-195抑制胶质母细胞瘤的增殖和迁移

因 miR-195 在 GBM 中表达降低，我们进一步检测了

miR-195对 GBM增殖和迁移的影响。我们将 NC、miR-195和

miR-195 抑制剂(Amo-195)转入 U251 细胞中，MTT 检测结果

显示：转染 miR-195后 24 h、48 h和 72 h，U251细胞的细胞活

力均较对照组显著降低(P<0.05)，说明过表达 miR-195可明显

抑制 GBM的细胞增殖(图 2A)。痕实验结果显示：转染 miR-195

组 24 h、48 h和 72 h后，U251细胞的迁移能力均相比于对照

组显著降低(P<0.05)，说明 miR-195 也可显著抑制 GBM的细

胞迁移(图 2B)。

2.3 miR-195负向调控 IGF-1R的表达

为进一步探索 miR-195抑制 GBM的增殖和迁移的机制，

我们通过 TargetScan预测到 miR-195与胰岛素样生长因子受

体 IGF-1R的 3'UTR具有互补结合区，初步推测 miR-195可靶

向抑制 IGF-1R。接下来，我们将 NC、miR-195和 Amo-195转入

U251细胞，Real-time PCR结果显示相比于 NC，转染 miR-195

组的 IGF-1R mRNA表达显著降低，同时转染 Amo-195组的

IGF-1R mRNA表达水平有所恢复(图 3A)；进一步通过 western

blot检测，发现与 NC比，miR-195过表达可显著降低 IGF-1R

的蛋白表达，同时转染 Amo-195可明显恢复 IGF-1R的表达(图

3B)。这些结果结果提示 miR-195可负性调控 IGF-1R的表达。

2.4 miR-195通过靶向 IGF-1R的表达调控胶质母细胞瘤的增

殖和迁移

既然 miR-195能够调控 IGF-1R，又能调节 GBM的增殖和
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迁移，那么 IGF-1R是否是 miR-195影响 GBM增殖和迁移的

关键分子呢？为验证这一想法，我们在过表达 U251细胞内的

miR-195后，转入 IGF-1R的过表达质粒，再检测 U251细胞的

增殖和迁移的能力。结果显示过表达 miR-195可以显著抑制

图 4 IGF-1R的过表达显著逆转 miR-195对 U251细胞增殖和迁移的影响

Fig. 4 Overexpression of IGF-1R abrogated the effect of miR-195 on U251 cells proliferation and migration

注：在转染 miR-195后，用 IGF-1R重组质粒共转染 U251细胞 24小时和 48小时。(A)MTT实验评估细胞增殖能力；(B)伤口愈合测定评估细胞迁

移能力。(× 200)

Note: U251 cells were co-transfected with IGF-1R recombinant plasmid after transfecting miR-195 for 24 h and 48 h. (A) Cell viability was measured by

MTT assay. (B) Cell migration capability was evaluated using Wound Healing Assay. (× 200)

图 2 miR-195对 U251细胞增殖和迁移的影响

Fig. 2 The effects of miR-195 on the proliferation and migration of U251 cells

注：(A)转染 miR-195后 24、48、72小时，MTT实验检测 U251细胞存活率。(B)划痕实验中，转染 NC或 miR-195组 U251细胞的代表性图像，0小

时显示初始划痕。(× 200)

Note: (A) U251 were transfected with miR-195 for 24, 48 and 72 h. Cell viability was measured by MTT assay. (B) Representative Images of U251 cells

transfected with NC or miR-195 showing initial scratch wounds at 0h.(× 200)

图 3 miR-195靶向调控 IGF-1R的表达

Fig. 3 miR-195 targets the expression of IGF-1R

注：转染 NC，miR-195或 miR-195+Amo-195组 U251细胞中 IGF-1R的 mRNA(A)和蛋白(B)表达。平均值± SEM。 n = 3。

*代表与 NC组相比 P<0.01，#代表与 miR-195组相比 P<0.05。
Note: The mRNA (A) and protein (B) expression of IGF-1R in U251 cells transfected with NC, miR-195 or miR-195+Amo-195. Mean ± SEM. n=3.

*P<0.01 vs NC, #P<0.05 vs miR-195.
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U251细胞的增殖和迁移；而过表达 IGF-1R后可逆转上述过程

(图 4)。这些结果提示 miR-195可能通过调控 IGF-1R参与调控

GBM的增殖和迁移。

3 讨论

胶质瘤是成人最常见的原发恶性颅内肿瘤[1]，世界卫生组

织(WHO)根据组织学特征将其分为 I、II、III和 IV级[8]。其中，IV

级胶质瘤又被称为胶质母细胞瘤 GBM，是恶性程度最高的胶

质瘤。虽然随着显微神经外科技术和手术水平的提高以及术后

放、化疗的应用，GBM的五年存活率仍然很低[9]。因此，积极寻

求新的生物治疗靶点已成为近些年研究的重点和热点。近年

来，microRNAs作为肿瘤的抑癌因子或促癌因子的研究在全球

范围内引起了极大的兴趣，几乎所有类型肿瘤都具有异常的

microRNAs表达模式[10]。有学者报道 miR-195能广泛抑制多种

肿瘤的细胞癌变过程[6]，也可抑制胶质瘤的生长和增殖[11]。然

而，截至目前，miR-195的表达与胶质瘤恶性程度的关系、以及

其对 GBM的调控机制尚不明确。

大量证据显示 microRNA在多种疾病进展中的发挥重要

作用，几乎参与所有关键细胞过程中基因表达的转录后调控，

如细胞增殖、分化、血管生成、迁移和细胞凋亡[4]。其中，miR-195

属于 miR-15/107家族成员之一，该家族广泛参与调节细胞分

裂、凋亡、代谢、应激反应和血管生成等生理和病理过程 [12, 13]。

有研究报道 miR-195在心脑血管疾病中起到保护作用，而在

多种肿瘤中起到抑制作用，说明其在不同疾病中发挥不同的作

用[14-16]。在肿瘤中，学者们发现 miR-195广泛参与多种肿瘤的细

胞癌变过程[6]。例如，Ding等证实 miR-195通过直接靶向 IKK琢
和 TAB3，降解多种 NF-资B下游效应物来抑制肝癌的发展[17]；

Yongchun Z等发现 miR-195 因其靶向 MYB 抑制 NSCLC 细

胞增殖、迁移和侵袭而被用作肿瘤抑制剂[18]。同时，胶质瘤相关

的研究表明在 GBM患者中，miR-195的表达相对较高的患者

其总生存期越长[19]；上调 miR-195可显著降低胶质瘤组织的增

殖，阻滞细胞周期，抑制细胞的侵袭性[20, 21]。而我们研究得出的

结论与此一致，在此基础上我们进一步通过实验还发现级别越

高的胶质瘤细胞中其 miR-195表达越低，提示 miR-195的表达

和临床胶质瘤标本恶性程度呈负相关，说明 miR-195可参与到

胶质瘤的恶性进展过程中。

研究表明 microRNA 是通过在转录后水平沉默或降解

mRNA来调节基因表达，进而影响细胞相应生物学功能。基于

此，我们在探索了 miR-195调控胶质瘤的机制，首先通过在线

Targetscan数据库检测发现 miR-195与胰岛素样生长因子受体

IGF-1R的 mRNA具有靶向结合位点，推测其可能调控 IGF-1R

的表达，并通过 IGF-1R影响 GBM进展。胰岛素样生长因子受

体家族在在葡萄糖、蛋白质和脂质代谢中起着充分表征作用，

从而参与能量平衡和细胞生长的调节[22]。IGF-1R是一种跨膜蛋

白，其表达上调已经在许多癌症中被发现[23]。据报道，IGF-1R可

通过激活 MAPK激酶和 PIK/AKT路径发挥其作用[24]，且在胶

质瘤等头部癌症中一些包括 CCND1 和 MMP-2/MMP-9 等在

内的与细胞周期、入侵有关的基因均受 IGF-1R的调控[25, 26]。研

究显示胶质瘤的进展与 IGF-1R表达水平升高有关，其在胶质

瘤发生过程中对细胞增殖和存活发挥着关键的作用[27, 28]。且有

研究报道，在胶质瘤中，应用 IGF-1R拮抗剂可以保护胶质瘤细

胞免于凋亡[23]，这表明抑制 IGF-1R可能是一种有效的抑制胶

质瘤的方法。最近，有研究报道 miR-379和 miR-182等 miRNA

可以负向调节 IGF-1R，抑制非小细胞肺癌等肿瘤的进展[29, 30]，

这些研究均提示靶向 IGF-1R的 microRNA可能是癌症的潜在

治疗剂。在本研究中，我们进一步证实 IGF-1R为 miR-195的直

接靶基因，miR-195可负向调节 GBM 中 IGF-1R 的 mRNA 和

蛋白表达，在给予 miR-195 的同时给予 IGF-1R，可阻断

miR-195对 GBM增殖和迁移的抑制，说明 IGF-1R确实参与了

miR-195介导的 GBM恶性表型的抑制过程。本研究也是首次

描述 miR-195通过调节 IGF-1R 来调控 GBM的增殖和迁移，

进一步扩展了 miR-195的调控网络。

综上所述，miR-195可能通过下调 IGF-1R的表达，进而抑

制胶质母细胞瘤的增殖和迁移。鉴于 miR-195参与癌症发展的

机制复杂，还有待于以后系统地加以探索研讨，以为临床治疗

提供有力的基础依据。
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