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【摘要】目的 探讨胶质瘤组织miR-3653表达变化及miR-3653对人胶质瘤TG905细胞侵袭和迁移的影响及其分子机制。

方法 收集 2017年 1月至 2019年 3月手术切除胶质瘤组织和瘤旁脑组织各 25例。体外培养TG905细胞，过表达组转染MiR-
3653 mimic质粒，过表达对照组转染NC-MiR-3653 mimic质粒，抑制对照组转染NC-MiR-3653 inhibitor质粒，抑制组转染MiR-
3653 inhibitor质粒，miR-3653+ZEB2过表达组同时转染miR-3653 mimic和ZEB2 mimic质粒。利用qRT-PCR及免疫印迹法检测

mRNA和蛋白表达；应用Transwell实验和划痕实验检测细胞侵袭和迁移能力。结果 与瘤旁脑组织相比，胶质瘤组织miR-3653
表达水平明显降低（P<0.05）。低表达miR-3653显著促进胶质瘤TG905细胞的侵袭及迁移（P<0.05）。过表达miR-3653显著抑

制胶质瘤TG905细胞的侵袭及迁移（P<0.05），明显抑制TG905细胞上皮-间质转化分子和ZEB2的表达（P<0.05）；过表达ZEB2，
可有效抑制miR-3653过表达的作用（P<0.05）。结论 胶质瘤组织miR-3653呈低表达，通过靶向上调 ZEB2，促进细胞上皮-间
质转化及细胞侵袭、迁移能力。
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【Abstract】Objective To investigate the expression of miR-3653 in human glioma tissues and the effect of miR-3653 on the cell
invasion and migration of human glioma TG905 cells. Methods The expression levels of miR-3653 were detected in glioma tissues and
para-glioma tissues obtained from 25 patients with glioma who underwent microsurgery from January 2017 to March 2019. TG905 cells
were cultured in vitro. The plasmids of MiR-3653 mimic, SEB2 mimic, and MiR-3653 inhibitor were transfected into the TG905 cells to
up-regulate the expression of miR-3653 and ZEB2 and to down-regulate the expression of miR-3653, respectively. qRT-PCR and
western blotting were used to detect the mRNA and protien expression. Transwell assay and wound-healing assay were used to detect the
invasion and migration of TG905 cells. Results The expression lvel of miR-3653 in glioma tissues was significantly lower than that in
para-glioma tissues (P<0.05). Down-regulation of miR-3653 significantly promoted the invasion and migration of TG905 cells (P<0.05).
Overexpression of miR-3653 significantly inhibited the invasion and migration of TG905 cells, and signifcantly decreased the mRNA
and protein expression levels of the ZEB2 and proteins related to epithelial-mesenchymal transition (EMT) (P<0.05). Overexpression of
ZEB2 significantly inhibited the effect of overexprsion of miR-3653 on the TG905 cells (P<0.05). Conclusions The expression of miR-
3653 in glioma tissues is low, which may be by targeting up-regulation of ZEB2 to promote EMT and cell invasion and migration.
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胶质瘤组织miR-3653的表达及miR-3653对胶质瘤
TG905细胞侵袭、迁移的影响

范光亮 周云飞 张志龙

胶质瘤是最常见的颅内恶性肿瘤，具有高发病

率和高病死率的特点[1]。当前，临床上的治疗手段通

常为手术切除、放疗和化疗，也有应用靶向治疗 [2]。

然而，胶质瘤的预后非常差，中位生存期仅10~15个
月[3]，高级别胶质瘤预后更差。导致胶质瘤整体生存

时间短、生活质量低的潜在原因，一般认为是胶质瘤

的恶性侵袭和远处迁移[4]。因此，寻找有效的预后标

志物有助于胶质瘤预后判断，可以进一步指导胶质

瘤的治疗。文献报道miR-3653对肝癌细胞的侵袭

和迁移具有抑制作用[5]。本文探讨miR-3653对胶质

瘤细胞侵袭和迁移的影响。

1 材料与方法

1.1 标本来源 选取 2017年 1月至 2019年 3月手术

切除的胶质瘤组织 25例，其中男 15例，女 10例；平

均年龄（62.96±5.86）岁；WHO分级Ⅱ级3例，Ⅲ级13
例，Ⅳ级 9例；所有病人术前均未行抗肿瘤治疗，切
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除胶质瘤及瘤旁2 cm处脑组织，放入液氮保存。

1.2 细胞培养 将TG905细胞从液氮中取出，37 ℃快

速融化，置于含 10%胎牛血清（美国Gibco公司）的

DMEM培养基（美国Gibco公司）中培养，待细胞长至

80%的融合度时，进行传代处理，培养3~4代后，取对

数生长期细胞进行后续实验。

1.3 瞬时转染 待细胞融合度达到60%以上时，使用

LipfectamineTM 2000（美国 Invitrogen 公司）进行转

染，严格按照说明书进行操作。过表达组转染MiR-
3653 mimic质粒，过表达对照组转染NC-MiR-3653
mimic质粒，抑制对照组转染NC-MiR-3653 inhibitor
质粒，抑制组转染 MiR-3653 inhibitor 质粒，miR-
3653+ZEB2过表达组同时转染miR-3653 mimic和
ZEB2 mimic质粒。

1.4 实时定量 PCR检测mRNA表达 使用 TRIzol法
提取胶质瘤组织总RNA，使用 cDNA反转录试剂盒

（美国 Invitrogen公司）反转录为cDNA，以U6和GAP⁃
DH 为内参。U6 引物：正义链 5'- CTCGCTTCG⁃
GCAGCACA- 3'，反 义 链 5'- AACGCTTCACGAATT
TGCGT-3'；GAPDH引物正义链 5’-TGTAGTTGAG⁃
GTCAATGA AGGG-3'，反义链 5'-ACATCGCTCA GA
CACCATG-3'；miR-3653 引物正义链 5'-TCTCCC⁃
GAG AGACATATTT-3'，反义链 5'-GATGAGAAGG⁃
TATGAATCA-3'。反应体系为 20 μl：2×SYBR Pre⁃
mix 10 μl，H2O 8 μl，cDNA 1 μl，上下游引物个 0.5
μl。反应条件为：95℃预变性10 min，95℃变性15 s、
60 ℃退火30 s，72 ℃ 30 s，40个循环。根据2-ΔΔCt算法

计算mRNA表达量。

1.5 免疫印迹法检测蛋白表达 使用RIPA蛋白提取

试剂盒（上海碧云天生物技术公司）进行细胞总蛋白

提取。加入适当的RIPA裂解液，冰上收集细胞，每

隔 3 min震荡一次。12 000转/min离心 10 min，收集

上清液。使用 SDS-PAGE凝胶进行电泳分离蛋白，

湿转将蛋白转到PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温封闭

1.5 h，加入一抗4 ℃过夜孵育，加二抗室温孵育1.5~
2 h后，进行曝光处理。以GAPDH为内参，采用 Im⁃
age J软件分析每个蛋白条带灰度值与GAPDH条带

灰度值之比，以其比值作为目的蛋白表达水平。

1.6 胶质瘤细胞侵袭能力的检测 使用 Transwell 法
检测胶质瘤细胞的侵袭能力。用无血清培养基制备

含有胶质瘤细胞的细胞悬液，加入适当细胞悬浮液

到上室中。然后，将含 10%胎牛血清的DMEM加入

到下室中。细胞孵育24 h后，使用结晶紫染色，并在

倒置显微镜（200倍）下，对随机5个视野区域进行观

察，进行细胞计数，重复3次。

1.7 胶质瘤细胞迁移能力的检测 使用划痕实验检

测胶质瘤细胞的迁移能力。将细胞接种到12孔中，

待其全部长满，使用100 μl的枪头进行划痕，用PBS
将划掉细胞洗净，同时加入无血清培养基进行培

养。处理 0、48 h后，在倒置显微镜下观察并拍照。

细胞迁移率=（0 h划痕宽度-48 h划痕宽度）/0 h划痕

宽度×100%。重复3次。

1.8 统计学处理 使用SPSS 20.0软件分析；定量资料

采用x±s表示，行 t检验和单因素方差分析；P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 胶质瘤组织miR-3653的表达 与瘤旁脑组织相

比，胶质瘤组织miR-3653表达量明显下调（P<0.05，
图1）。
2.2 过表达miR-3653抑制TG905细胞的上皮-间质

图1 胶质瘤组织miR-3653的表达水平

与瘤旁组织相比，* P<0.05

图 2 miR-3653过表达对胶质瘤 TG905细胞EMT标志分子

mRNA表达的影响

与过表达对照组相比，* P<0.05；EMT. 上皮-间质转化；E-cadherin.
上皮型钙黏蛋白；N-cadherin. 神经型钙黏蛋白；Vimentin. 波形蛋白
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图3 miR-3653对胶质瘤TG905细胞侵袭和迁移的影响

与过表达对照组相比，* P<0.05；与抑制对照组相比，# P<0.05

图4 miR-3653对胶质瘤TG905细胞ZEB2表达的影响

与过表达对照组相比，* P<0.05；与抑制对照组相比，# P<0.05

转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）能力

与过表达对照组相比，过表达组上皮型钙黏蛋白

mRNA水平明显升高（P<0.05），而神经型钙黏蛋白

和波形蛋白mRNA水平明显降低（P<0.05）。见图2。
2.3 miR-3653抑制胶质瘤TG905细胞的侵袭和迁移

能力 与过表达对照组相比，miR-3653 过表达组

miR-3653水平显著提高（P<0.05，图 3A），明显抑制

TG905细胞的迁移和侵袭（P<0.05，图3B、3C）。与抑

制对照组相比，miR-3653抑制组miR-3653水平显

著降低（P<0.05，图 3D），明显促进 TG905细胞的迁

移和侵袭（P<0.05，图3E、3F）。
2.4 过表达 miR-3653 抑制 TG905 细胞 ZEB2 表达

与过表达对照组相比，过表达组ZEB2表达水平明显

降低（P<0.05，图4A、4B）。与抑制对照组相比，抑制
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图5 过表达ZEB2抑制miR-3653对胶质瘤TG905细胞的作用

与miR-3653过表达组相比，* P<0.05；E-cadherin. 上皮型钙黏蛋白；N-cadherin. 神经型钙黏蛋白；Vimentin. 波形蛋白
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组ZEB2表达水平明显升高（P<0.05，图4C、4D）。
2.5 过表达ZEB2抑制miR-3653对TG905细胞的作

用 与过表达组相比，miR-3653+ZEB2过表达组上

皮型钙黏蛋白mRNA和蛋白水平明显降低（P<0.05，
图5A、5B），而神经型钙黏蛋白和波形蛋白mRNA和

蛋白水平明显增高（P<0.05，图 5A、5B），TG905细胞

的侵袭和迁移能力显著增加（P<0.05，图5C）。
3 讨 论

某些参与肿瘤进展的相关蛋白被报道为胶质瘤

病人预后的潜在生物标志物，然而由于特异性和敏

感性有限，只有少数在临床中具有实用价值。随着

表观遗传学的发展，许多miRNA被认为是胶质瘤发

生发展过程中的重要调控因子，可调节肿瘤细胞增

殖和耐药性[6]。某些miRNA可以作为肿瘤的诊断和

预后预测的生物标志物以及治疗靶点[7]。本研究发

现胶质瘤组织 miR-3653 表达下调；过表达 miR-
3653明显抑制胶质瘤TG905细胞的迁移和侵袭，而

其表达下调则增强胶质瘤TG905细胞的侵袭能力。

这表明过表达miR-3653，可通过抑制胶质瘤细胞的

侵袭而发挥抗肿瘤作用。

EMT是肿瘤转移的重要机制之一，上皮型钙黏

蛋白、神经型钙黏蛋白和波形蛋白是EMT的标志分

子。在EMT过程中，肿瘤细胞失去上皮特征，获得

间质表型，从而增强转移能力[8]。本文结果显示过表

达miR-3653导致上皮型钙黏蛋白表达水平明显升

高，神经型钙黏蛋白和波形蛋白表达水平明显降低，

而抑制 miR-3653 则相反。这表明，过表达 miR-
3653明显抑制胶质瘤TG905细胞EMT能力。

研究显示，转录因子（比如Twist和Zeb蛋白）是

肿瘤细胞EMT过程中的关键调控因子[9，10]。有文献

报道，ZEB2含有miR-3653的互补序列，miR-3653
可以通过这些互补序列与ZEB2的3'-UTR相互作用
[11]。本研究结果显示过表达miR-3653明显抑制胶

质瘤TG905细胞ZEB2的表达；反过来，过表达ZEB2
则明显抑制miR-3653过表达对胶质瘤 TG905细胞

的作用。

总之，胶质瘤组织miR-3653呈低表达，通过靶

向上调 ZEB2，促进细胞上皮-间质转化及细胞侵袭、

迁移能力。这提示miR-3653可能会成为胶质瘤新

的生物标志物和治疗靶点。
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