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ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９５在脑膜瘤中的表达及其功能研究

阿库布千，李祥龙，罗鑫，冯杰，周江，李昊，刘亮，陈礼刚，夏祥国

西南医科大学附属医院神经外科，四川 泸州　６４６０００

摘　要：目的　探究非编码 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９５在脑膜瘤中的表达及其功能。方法　采用原位杂交检测 ｍｉＲ１９５在脑膜瘤组
织中的表达水平及其与临床分级的相关性；在脑膜瘤细胞株 ＩＯＭＭＬｅｅ中过表达 ｍｉＲ１９５，通过 ＣＣＫ８、流式细胞术等检测

ｍｉＲ１９５对脑膜瘤细胞生物学功能的影响。结果　ｍｉＲ１９５在脑膜瘤中表达，其表达水平与肿瘤级别呈负相关。在脑膜

瘤细胞中过表达 ｍｉＲ１９５可显著抑制肿瘤细胞的细胞活力，将细胞周期阻滞于 Ｇ１期；荧光素梅报告基因结果显示 ｍｉＲ

１９５可以直接抑制 ｃｍｙｂ的转录水平，在脑膜瘤细胞中过表达 ｍｉＲ１９５能够显著抑制 ｃｍｙｂｍＲＮＡ水平和蛋白水平的表

达。结论　ｍｉＲ１９５在脑膜瘤中异常表达，与肿瘤临床分级相关，能够通过靶向调节 ｃｍｙｂ的表达抑制脑膜瘤细胞的细

胞周期，抑制肿瘤细胞的生长。
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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ是一类非编码小分子 ＲＮＡ，通过调节
靶基因的表达水平而发挥生物学功能，参与细胞分

化、增殖、凋亡等生理过程。越来越多的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
被报道在多种肿瘤组织中表达异常，且与肿瘤的级

别、患者预后密切相关［１３］，其功能的研究对肿瘤的

诊疗具有重要意义。近期研究表明，ｍｉＲ１９５在多
种肿瘤组织中表达降低，如结直肠癌、乳腺癌、肝癌、

胃癌等［４６］。ＭｉＲ１９５在脑膜瘤中的表达和功能尚
未报道，因此，我们检测了脑膜瘤患者组织中 ｍｉＲ
１９５的表达情况，并在脑膜瘤细胞株 ＩＯＭＭＬｅｅ中研
究了 ｍｉＲ１９５的生物学功能及其作用机制。
１　材料和方法
１．１　主要试剂

本研究使用的胎牛血清购自杭州四季青公司，
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ＲＰＭＩ１６４０培养基和胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ、转染试剂
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭＲＮＡｉＭＡＸ、ＲＮＡ提取 Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自
赛默飞世尔科技，ＣＣＫ８试剂盒购自日本同仁化学，
ｍｉＲ１９５、Ｕ６引物、ＳＹＢＲＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔｍｉＲＮＡＲＴＰＣＲ
检测试剂盒购自 ＴａＫａＲａ宝生物工程有限公司，原位
杂交试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，地

高辛标记的 ａｎｔｉｍｉＲ１９５探针购自 ＥＸＩＱＯＮ公司，双
荧光素酶报告系统检测试剂盒购自 ｐｒｏｇｅｍａ公司。
１．２　临床标本

收集 ２０１０年 １１月至 ２０１４年 ５月我院神经外
科手术脑膜瘤患者标本 ５４例，其中，高于 ５４岁的
患者 ２８例，低于 ５４岁的患者 ２６例；１６例男性和
３８例女性；良性脑膜瘤（Ｉ期）３７名，非典型性脑
膜瘤（ＩＩ期）１２名，恶性脑膜瘤（ＩＩＩ期）７名，患者
或家属均知情同意。

１．３　细胞培养和转染
人脑膜瘤细胞株 ＩＯＭＭＬｅｅ购自 ＡＴＣＣ，采用含

１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，３７℃、
５％ ＣＯ２恒 温 箱 中 培 养。ＭｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ转 染
ＩＯＭＭＬｅｅ细胞采用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ，对照为 ｍｉｍｉｃ
ＮＣ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）。
１．３　细胞周期

收集细胞后采用预冷的 ＰＢＳ洗细胞两次，加入
预冷的 ７０％乙醇重悬细胞，于 ４℃固定过夜，第二
天离心收集细胞，以 １ｍＬ的 ＰＢＳ洗细胞一次，再加
入 ５００ｕＬ５０ｕｇ／ｍＬ溴化乙锭（含 １００ｕｇ／ｍＬＲＮａｓｅ
Ａ，２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００），混匀后 ４℃避光孵育 ３０分
钟。采用 ＢＤ流式细胞仪检测，计数 ２～３万个细
胞，结果用 ＭｏｄＦｉｔ软件分析。
１．４　原位杂交

组织石蜡切片常规脱蜡后按博士德敏感性加

强型原位杂交检测试剂盒 Ｉ（过氧化物酶）试剂盒
进行切片处理，采用地高辛标记的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９５
探针进行原位杂交，３７℃杂交过夜，采用 ＤＡＢ显色
后由两人分别判读染色强度。

１．５　细胞活力检测
人脑膜瘤细胞株 ＩＯＭＭＬｅｅ接种于 ９６孔板，每

孔 １×１０４ 个细胞，分别转染阴性对照 ｍｉｍｉｃ和
ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ以后２４ｈ、４８ｈ和７２ｈ检测细胞活
力，避光加入 ＣＣＫ８工作液，每孔 １０μｌ，尽量避免
产生气泡，在 ３７℃孵育 １ｈ后用酶标仪在 ４５０ｎｍ
波长处测定各孔的吸光度（Ａ４５０值），每组设 ５个
重复孔，另设对照孔调零。

１．６　双荧光素酶报告基因
将 ｃｍｙｂ３’ＵＴＲ克隆至 ＰＧＬ３萤火虫荧光素

酶载体，酶切位点为 ＸｂａＩ和 ＦｓｅＩ，与海参荧光素酶
质粒 ｐＲＬＳＶ４０、ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ或 ｍｉｍｉｃｃｏｎｔｒｏｌ转
染至 ＩＯＭＭＬｅｅ细胞后 ４８小时，采用 ｐｒｏｍｅｇａ试剂
盒分别检测萤火虫荧光素梅活性和海肾荧光素酶

活性，ＰＧＬ３ｃｍｙｂ３’ＵＴＲ与 ｐＲＬＳＶ４０转染比例
为 １０比 １，以 ｐＲＬＳＶ４０荧光素梅活性为内参计算
ｃｍｙｂ转录活性。
１．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

常规 Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＩＯＭＭＬｅｅ细胞总 ＲＮＡ，每个
样品 １×１０６个细胞，设三个复孔，１ｍＬＴｒｉｚｏｌ裂解
细胞后加入 ２００μＬ氯仿，剧烈震荡 １５ｓ，静置２ｍｉｎ
后 ４℃低温 １２００ｇ离心 １５ｍｉｎ，吸取上清与等体积
异丙醇混合，静置 ３０ｍｉｎ后 ４℃低温 １２００ｇ离心
１５ｍｉｎ，弃上清，７０％乙醇洗涤两次后烘干，每个样
品溶于 ２０μＬＤＥＰＣ水中。检测 ｃｍｙｂ的 ｍＲＮＡ水
平时，使用 Ｔａｒａｒａ公司逆转录试剂盒去除基因组
ＤＮＡ并进行逆转录，ｃｍｙｂｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ上游引物：
ＧＡＡＡＧＣＧＴＣＡＣＴＴＧＧＧＧＡＡＡ，下 游 引 物：ＴＧＴＴＣＧＡＴ
ＴＣＧＧＧＡＧＡＴＡＡＴＴＧＧβａｃｔｉｎ上游引物：ＧＴＣＴＧＣＣＴＴＧ
ＧＴＡＧＴＧＧＡＴＡＡＴＧ，下游引物：ＴＣＧＡＧＧＡＣＧＣＣＣＴＡＴ
ＣＡＴＧＧ。ｃｍｙｂ的 ｍＲＮＡ水平采用 ２ΔΔＣｔ法进行
计算，以 βａｃｔｉｎ表达量作为内参。
１．８　统计学分析

本研究计量资料以均数 ±标准差表示，采用 ＳＰＳＳ
软件进分析，组间比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５认为差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　ｍｉＲ１９５在脑膜瘤中的表达

ｍｉＲ１９５在脑膜瘤中表达（见图 １），５４例患者
中有２０例低表达或不表达，与患者的性别和年龄不
存在相关性，与患者的肿瘤分级呈负相关（见表 １），
肿瘤级别越高，ｍｉＲ１９５表达越低（Ｐ＝０．０１１）。
２．２　ｍｉｃｏｒＲＮＡ１９５对脑膜瘤细胞活力的影响

ＣＣＫ８结果显示，在人脑膜瘤细胞 ＩＯＭＭＬｅｅ中
转染 ｍｉＲ１９５ｍｉｍｉｃ２４ｈ、４８ｈ和 ７２ｈ后细胞活力
显著低于对照组（见图 ２），该结果提示 ｍｉｃｏｒＲＮＡ
１９５能够抑制脑膜瘤细胞的生长。
２．３　过表达 ｍｉｃｏｒＲＮＡ１９５引起脑膜瘤细胞细胞
周期阻滞

进一步我们采用 ＰＩ染色后分析 ｍｉＲ１９５对脑
膜瘤细胞细胞周期的影响。结果显示，与对照组相
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图 １　ｍｉＲ１９５在脑膜瘤中的表达（×２００）

（Ａ）低表达代表性图片；（Ｂ）高表达代表性图片

表１　ｍｉＲ１９５表达高低与临床资料的相关性分析

Ｔｏｔａｌ
ｍｉＲ１９５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｈｉｇｈ Ｌｏｗ

Ｐ

Ａｇｅ Ｐ＝０．５６０
　≥５４ ２８ １９ ９
　＜５４ ２６ １５ １１
Ｇｅｎｄｅｒ Ｐ＝０．５１７
　Ｍａｌｅ １６ ９ ７
　Ｆｅｍａｌｅ ３８ ２５ １３
ＷＨＯＧｒａｄｅ Ｐ＝０．０１１
　Ｉ ３７ ２７ １０
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! " #$% " $&% " '#%

(

#

)

!

*+,-./+"012-314

5.6317*89):;

0
+
4
4
"
/
.
<
=
.
4
.
-
>

?@@

图 ２　ｍｉｃｏｒＲＮＡ１９５对脑膜瘤细胞活力的影响

比，ｍｉＲ１９５过表达的细胞 Ｇ１期比例明显升高，Ｓ
期比例显著降低，而 Ｇ２期细胞比例无显著差异
（见图 ３），表明 ｍｉＲ１９５可引起脑膜瘤细胞 Ｇ１期
阻滞。

２．４　过表达 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１９５降低脑膜瘤细胞中 ｃ
ｍｙｂ的表达

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ主要通过调节靶基因的表达发挥生
物学功能，因此，我们通过 ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ靶基因预测
发现 ｃｍｙｂ可能是 ｍｉＲ１９５的靶基因（图 ４Ａ），我
们通过荧光素梅报告基因实验验证，结果显示，

ｍｉＲ１９５确实可以显著降低 ｃｍｙｂ的转录活性（图
４Ｂ），并抑制 ｃｍｙｂ的表达水平（图 ４Ｃ）。
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图 ３　ｍｉｃｏｒＲＮＡ１９５对脑膜瘤细胞细胞周期的影响

（Ａ）ＰＩ染色细胞周期分析；（Ｂ）两组细胞 Ｇ１、Ｓ、Ｇ２

期比例统计
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图 ４　ｍｉＲ１９５直接靶向调节 ｃｍｙｂ的表达
（Ａ）ｍｉＲ１９５与 ｃｍｙｂ３’ＵＴＲ序列比对；（Ｂ）双荧光素
酶报告系统显示 ｍｉＲ１９５降低 ｃｍｙｂ转录活性；（Ｃ）在
脑膜瘤细胞中过表达 ｍｉＲ１９５降低 ｃｍｙｂ的表达

３　讨论
随着近年来分子生物学的发展，研究发现［７］多

个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在脑膜瘤中异常表达，并影响肿瘤细
胞的生长和迁移。Ｋｌｉｅｓｅ等［８］报道 ｍｉＲ１４５在脑膜
瘤中的抗迁移和抗增殖功能，与良性脑膜瘤相比，

ｍｉＲ１４５的表达在非典型和间变性肿瘤中降低，过
表达 ｍｉＲ１４５的 ＩＯＭＭＬｅｅ脑膜瘤细胞增值能力、
侵袭能力均显著下降。

ｍｉＲ１９５位于染色体 １７ｐ１３．１，是 ｍｉＲ１５／１６／
１９５／４９７家族中的重要成员，该家族 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的

·０４６·
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表达与肿瘤的发生发展关系密切。我们的研究结

果显示 ｍｉＲ１９５在脑膜瘤中呈低表达状态，且其表
达水平与 ＷＨＯ分级呈负相关，ｍｉＲ１９５在高级别
脑膜瘤中的表达水平显著低于良性脑膜瘤。这种

低表达可能与基因的杂合性缺失及表观遗传学修

饰有关。有研究显示［９］，染色体的 １７ｐｌ３．１位于在
多种癌症中基因缺失和突变的高发区，而且 ｍｉＲ
１９５启动子区域存在甲基化位点 ＣｐＧ岛，所以启动
子区甲基化可能是 ｍｉＲ１９５表达下调的另一原因。
因此认为基因突变和启动子甲基化一起参与 ｍｉＲ
１９５在脑膜瘤中的下调，而基因突变和启动子甲基
化与肿瘤的恶性程度有关［９］。为了明确 ｍｉＲ１９５
在脑膜瘤肿瘤细胞中的生物学功能，我们将 ｍｉＲ
１９５转染至 ＩＯＭＭＬｅｅ细胞中，结果显示，与对照组
相比，高表达 ｍｉＲ１９５的脑膜瘤细胞活力显著降低
（Ｐ＜０．０５），细胞周期 Ｇ１期细胞比例显著增加（Ｐ
＜０．０５），该结果提示，ｍｉＲ１９５可引起脑膜瘤细胞
周期 Ｇ１／Ｓ期阻滞。我们的研究结果与其他学
者［１０，１１］在肝癌细胞、宫颈癌细胞、脑胶质瘤细胞中

的结果具有一致性。我们通过 ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ靶基因
预测 ｃｍｙｂ可能是 ｍｉＲ１９５的靶基因，并采用荧光
素酶报告系统进行了靶点验证。我们 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
结果也显示，ｍｉＲ１９５能够在脑膜瘤细胞中靶向抑
制 ｃｍｙｂ的表达。ｃｍｙｂ是一种在癌细胞中高表
达的原癌基因，在细胞增殖、分化和恶性肿瘤的发

生、发展中发挥重要作用［１２］。ｍｉＲ１９５对 ｃｍｙｂ的
调控作用在肺癌细胞中也曾被报道［１３］，表明 ｍｉＲ
１９５在不同肿瘤细胞中可能通过类似的作用机制
发挥抑癌功能。

综上所述，本研究首次发现 ｍｉＲ１９５在脑膜瘤
中异常表达，且其表达量与肿瘤 ＷＨＯ分级相关，能
够通过靶向调节癌基因 ｃｍｙｂ的表达，从而引起脑
膜瘤细胞周期 Ｇ１／Ｓ期阻滞，抑制肿瘤细胞的生长。
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ｔｏｌ，２０１１，５５（１）：１１１１１９．

［１３］ＹｏｎｇｃｈｕｎＺ，ＬｉｎｗｅｉＴ，ＸｉｃａｉＷ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１９５ｉｎ

ｈｉｂｉｔｓｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＭＹＢ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｌｅｔｔ，２０１４，

３４７（１）：６５７４．
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