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ｍｉＲ２３ｃ靶向调控 ＭＴＤＨ抑制胶质瘤 Ｕ８７细胞增殖迁移与侵袭
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摘　要：目的　探讨 ｍｉＲ２３ｃ对胶质瘤细胞 Ｕ８７增殖、迁移和侵袭的影响及初步机制。方法　将 ｍｉＲ２３ｃｍｉｍｉｃｓ转染于

Ｕ８７细胞中，用 ｍｉＲ－无关序列转染于 Ｕ８７细胞做为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组，采用 ＭＴＴ法、细胞划痕、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验观察 ｍｉＲ２３ｃ

对 Ｕ８７细胞增殖、迁移和侵袭的影响；采用生物信息学软件分析 ｍｉＲ２３ｃ潜在的靶基因；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ和萤

光素酶报告基因检测 ｍｉＲ２３ｃ对靶基因的调控作用；在转染 ｍｉＲ２３ｃｍｉｍｉｃｓ的基础上同时转染 ＭＴＤＨ质粒，通过 ＭＴＴ法、

细胞划痕、ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验观察转染 ＭＴＤＨ对 ｍｉＲ２３ｃ抑制 Ｕ８７细胞增殖、迁移和侵袭的影响。结果　ＭＴＴ实验显示，

ｍｉＲ２３ｃ组 Ｕ８７细胞的 ＯＤ值为（０．６６８±０．０３２），明显低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组的（１．０３１±０．０６０）（Ｐ＜０．０１）；细胞划痕实验显

示，ｍｉＲ２３ｃ组细胞划痕愈合率（０．３５±０．０２）明显低于对照组的（０．５９±０．０３）（Ｐ＜０．０１）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验显示，

ｍｉＲ２３ｃ组 Ｕ８７细胞穿过基质胶的细胞数（１５３．２±８．３０）明显低于与对照组的（３４８．４±１２．１２）（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ和萤光素酶报告基因检测表明 ＭＴＤＨ是 ｍｉＲ２３ｃ直接调控的靶基因；ＭＴＴ实验显示，ｍｉＲ２３ｃ＋ＭＴＤＨ组

Ｕ８７细胞的 ＯＤ值为（１．０２５±０．０５９），明显高于 ｍｉＲ２３ｃ组的（０．６７２±０．０２４）（Ｐ＜０．０１）；细胞划痕实验显示，ｍｉＲ

２３ｃ＋ＭＴＤＨ组细胞划痕愈合率为（０．４５±０．０４），明显高于 ｍｉＲ２３ｃ组的（０．３１±０．０３）（Ｐ＜０．０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验

显示，ｍｉＲ２３ｃ＋ＭＴＤＨ组 Ｕ８７细胞穿过基质胶的细胞数（２６０．９±１０．２３），明显高于 ｍｉＲ２３ｃ组的（１４８．４±９．４）（Ｐ＜

０．０１）。结论　上调 ｍｉＲ２３ｃ能明显抑制胶质瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力，其机制可能与其下调 ＭＴＤＨ表达有关。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲ２３ｃ；Ｇｌｉｏｍａ；ＭＴＤＨ；Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｉｎｖａｓｉｏｎ；Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲｓ）是一组内源的约为 ２２个
（２０～２４）核苷酸的小非编码 ＲＮＡ，近年来研究发
现，ｍｉＲｓ对细胞内各种生理学过程均发挥重要的
调节作用［１］。ｍｉＲｓ对靶基因的调节常常是一种网
络调节方式即一个 ｍｉＲＮＡ可调控一个或多个靶基
因，同时一个靶基因也可能受一个或多个 ｍｉＲＮＡ
调控。ｍｉＲｓ可能调控人类约 １／３的基因表达，且
ｍｉＲｓ在不同物种中其序列和位置都存在高度的保
守性。ｍｉＲｓ发挥重要功能与其位置和序列的高度
保守性密切相关。近年来，在很多人类的癌症中发

现有特异性的 ｍｉＲｓ表达失调［２］。这些 ｍｉＲｓ通过负
性调控原癌基因或抑癌基因等表达参与癌症的进

展和侵袭［３－５］。在糖尿病肾病时 ｍｉＲ２３ｃ能够通
过调控 ＥＬＡＶ样 ＲＮＡ结合蛋白 １抑制肾小管上皮
细胞的坏死［６］。ｍｉＲ２３ｃ最早发现结直肠癌组织
中 ｍｉＲ２３ｃ高表达，Ｓｔｅｖｉｏｌ抑制胃肠道肿瘤细胞的
增殖与其调节 ｍｉＲ２３ｃ有关［７］。ｍｉＲ２３ｃ可通过
调节 ＥＲＢＢ２ＩＰ抑制肝细胞癌的细胞增殖并促进细
胞凋亡［８］。有研究发现异粘蛋白（ｍｅｔａｄｈｅｒｉｎ，ＭＴ
ＤＨ）在许多肿瘤中高表达，如食管鳞状细胞癌、胃
癌等，并且参与肿瘤的发生、发展［９，１０］。但是 ｍｉＲ
２３ｃ与 ＭＴＤＨ在胶质瘤中的作用研究尚少。本研
究旨在探讨 ｍｉＲ２３ｃ对胶质瘤 Ｕ８７细胞增殖、迁
移和侵袭的影响及其可能的初步机制。

１　材料与方法
１．１　材料

主要材料 Ｌｉｐ２０００、ｍｉＲ２３ｃｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ－无
关序列、ＭＴＤＨ质粒、ＭＴＴ粉以及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室均
购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＲＮＡ抽提试剂盒购于 Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，ＤＭＥＭ培养基和小牛血清购
自 Ｇｉｂｃｏ公司子，ＭＴＤＨ３’ＵＴＲ的各种报告基因
（ＷｉｌｄＭＴＤＨ３’ＵＴＲ ｖｅｃｔｏｒ，ＭｕｔＭＴＤＨ３’ＵＴＲ
ｖｅｃｔｏｒ）由复能基因公司构建，双报告基因载体从
复能基因购买。双荧光素酶活性检测试剂盒购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＭＴＤＨ抗体和 βａｃｔｉｎ抗体购自 ＣＳＴ
公司。

１．２　方法
１．２．１　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＭＴＤＨ表达水平　ｑＲＴＰＣＲ
将 ｍｉＲ２３ｃｍｉｍｉｃｓ或 ｍｉＲ－无关序列转染于 Ｕ８７
细胞，分为 ｍｉＲ２３ｃ组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组。４８ｈ后提取用
ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤ
ＮＡ。ＰＣＲ扩增反应为 ２０μｌ体系，包括：ＴａｑＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ５Ｕ／μｌ）０．２μｌ，２×ＳＹＢＲＭｉｘ１０μｌ，ｍｉＲ
ＮＡ ＲＴ ｐｒｏｄｕｃｔ２．０μｌ，ＭｉＲＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ（５μＭ）
０．４μｌ，灭菌蒸馏水 ７．４μｌ。循环体系为：９５°Ｃ
３ｍｉｎ，９５°Ｃ１２ｓ．６２°Ｃ３５ｓ，７２°Ｃ３０ｓ，３５个循
环。以 ＧＡＰＤＨ为内参，所测定的 ｍｉＲ２３ｃ的相对
表达量采用 ２－ΔΔＣＴ法分析。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＴＤＨ蛋白表达　Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ细胞转染与分组同 ｑＲＴＰＣＲ。４８ｈ后提取细胞
总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。各组取等量样本，
进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜
上，５％脱脂牛奶封闭，加入 ＭＴＤＨ抗体或 βａｃｔｉｎ
抗体，４℃过夜。ＴＢＳＴ洗膜 ３０ｍｉｎ，加入二抗室温
孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ洗膜 ３０ｍｉｎ，然后加 ＥＣＬ发光剂，Ｘ
片曝光、显影、定影。

１．２．３　荧光素酶活性检测　将荧光素酶报告载
体与 ｍｉＲ２３ｃｍｉｍｉｃｓ或 ｍｉＲ－无关序列共转染于
Ｕ８７细胞。转染 ４８ｈ后，收集细胞。按照 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司双荧光素酶活性检测试剂盒说明书操作，在单

光子检测仪检测细胞荧光素酶的活性。计算相对

荧光素酶活性 ＝萤火虫荧光素酶活性值／海肾荧光
素酶活性值。

１．２．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖活性　将 ｍｉＲ２３ｃ
ｍｉｍｉｃｓ或 ｍｉＲ－无关序列以及在转染 ｍｉＲ２３ｃ的同
时也转染 ＭＴＤＨ质粒时，即分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组，ｍｉＲ
２３ｃ组和 ｍｉＲ２３ｃ＋ＭＴＤＨ组。各组 Ｕ８７细胞培养
２４ｈ后，用胰酶（０．２５％）常规消化，尽量制成单
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细胞悬液，离心收集。用含胎牛血清（１０％）的
ＤＭＥＭ培基（含 ５０Ｕ／ｍｌ青霉素，５０ｍｇ／ｍｌ链霉素）
稀释细胞悬液，取（１－２）×１０４个细胞接种于孔板
（９６孔）中，并常规每组设置复孔 ６个。置于 ５％
的 ＣＯ２孵箱中于３７°Ｃ培养２４ｈ或４８ｈ。每孔加入
２０μｌ灭菌的 ５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ液。选择波长，在酶
标仪上 ５７０ｎｍ处检测 ９６孔板中各孔的吸光值，记
录统计结果。

１．２．５　细胞划痕实验　细胞分组同 ＭＴＴ法，将各
组细胞采用胰酶常规消化后制成浓度为 ４～５×
１０６的单细胞悬液。当细胞生长的融合率达到
７０％ ～８０％时用 １０μｌ的 Ｔｉｐ头做一划痕，然后用
ＰＢＳ冲洗 ３～４次以洗掉已经掉落的细胞，继续培
养 ２４ｈ或 ４８ｈ后进行拍照，测量多个不同点的划
痕的宽度，计算出划痕愈合率的平均值。统计分析

各组平均划痕愈合率的差异。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　细胞分组同 ＭＴＴ法，
先将小室铺上一层基质胶，准备好细胞悬液（２×
１０５／ｍｌ），然后将 ３００μＬ细胞悬液加入到上室，并
加入 ３００μＬ含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培基到下
室。在 ３７°Ｃ条件下培养 ２４ｈ或 ４８ｈ后，用 ＰＢＳ
冲洗下室２～３遍，然后将下室用９０％酒精固定２０
ｍｉｎ，弃掉固定液，ＰＢＳ冲洗 ２～３次后，用苏木素对
酯膜进行染色，封片观察。将 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室底部的
膜切下，倒置显微镜下随机观察并拍照计数膜底部

的细胞个数（每个视野）（１０个视野），以穿膜细胞
数目（１０个视野以上的平均值）评价肿瘤细胞的侵
袭能力。

１．３　统计学分析
统计学处理用 ＳＰＳＳ１９．０软件统计处理所有数

据，计量资料采取均数 ±标准差（ｘ±ｓ）的形式表
示，两组间比较采用 ｔ检验，当 Ｐ＜０．０５时，为差
异有统计学意义。

２　结果
２．１　ｍｉＲ２３ｃ对胶质瘤 Ｕ８７细胞增殖的影响

ＭＴＴ结果显示，在 ４８ｈ时 ｍｉＲ２３ｃ组 Ｕ８７细
胞的 ＯＤ值为（０．６６８±０．０３２），明显低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组的（１．０３１±０．０６０），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），见图 １。提示外源高表达 ｍｉＲ２３ｃ能抑制
胶质瘤 Ｕ８７细胞的增殖。
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注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比， Ｐ＜０．０１。
图 １　ＭＴＴ法检测 ｍｉＲ２３ｃ对 Ｕ８７细胞增殖能力的

影响

２．２　ｍｉＲ２３ｃ对胶质瘤 Ｕ８７细胞迁移能力的
影响

细胞划痕 ４８ｈ后结果显示，ｍｉＲ２３ｃ组细胞
划痕愈合率（０．３５±０．０２）明显低于对照组的
（０．５９±０．０３），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），见
图 ２。提示外源高表达 ｍｉＲ２３ｃ能抑制胶质瘤
Ｕ８７细胞的迁移能力。
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注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比， Ｐ＜０．０１。
图 ２　划痕实验检测 ｍｉＲ２３ｃ对 Ｕ８７细胞迁移能力的

影响

２．３　ｍｉＲ２３ｃ对胶质瘤 Ｕ８７细胞侵袭能力的
影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示，ｍｉＲ２３ｃ组 Ｕ８７细胞穿过
基质胶的细胞数量为（１５３．２±８．３０），与对照组
（３４８．４±１２．１２）相比，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），见图 ３。提示外源高表达 ｍｉＲ２３ｃ能抑制
胶质瘤 Ｕ８７细胞的侵袭能力。
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注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０１。
图 ３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测 ｍｉＲ２３ｃ对 Ｕ８７细胞侵袭能力的影响

２．４　ｍｉＲ２３ｃ对 ＭＴＤＨ的表达调控分析
生物信息学结果显示 ｍｉＲ２３ｃ与 ＭＴＤＨ有共

同的结合位点。萤光素酶报告基因结果显示，ｍｉＲ
２３ｃｍｉｍｉｃｓ对突变型 ＭｕｔｍｉＲ２３ｃ／ＭＴＤＨ质粒组
荧光素酶活性强度无明显影响，但对野生型 Ｗｔ
ｍｉＲ２３ｃ／ＭＴＤＨ报告质粒组荧光素酶活性强度下
降了约 ５７％。差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）（图

４Ａ）。ｑＲＴＰＣＲ实验结果显示，ｍｉＲ２３ｃ组 ＭＴＤＨ
ｍＲＮＡ的相对表达量为（０．４３５±０．０３４）明显低
Ｃｏｎｔｒｏｌ组（１．０１３±０．０３２），差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０１）（图 ４Ｂ）。蛋白质印迹试验结果显示，
ｍｉＲ２３ｃ组 ＭＴＤＨ蛋白表达水平较 Ｃｏｎｔｒｏｌ组明显
降低（图 ４Ｃ）。结果提示，ＭＴＤＨ是 ｍｉＲ２３ｃ直接
调控的靶基因。
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Ａ：荧光素酶报告载系统检测 ｍｉＲ２３ｃ对抑制 ＭＴＤＨ３’ＵＴＲ的荧光酶活性的影响，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，
Ｐ＜０．０１；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ２３ｃ对 ＭＴＤＨｍＲＮＡ的影响，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比， Ｐ＜０．０１；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ２３ｃ对 ＭＴＤＨ蛋白的影响

图 ４　ＭＴＤＨ是 ｍｉＲ２３ｃ直接调控的靶基因

２．５　转染 ＭＴＤＨ对 ｍｉＲ２３ｃ抑制 Ｕ８７细胞增殖
的影响

前面的实验结果已经证实 ｍｉＲ２３ｃ能抑制 ＭＴ
ＤＨ表达，但是 ｍｉＲ２３ｃ抑制 ＭＴＤＨ表达是否对
Ｕ８７细胞的生物学行为起作用尚不清楚。为了验
证这一点，接下来的实验在转染 ｍｉＲ２３ｃ的同时也
转染 ＭＴＤＨ 质粒 即 分 为 两 个 组：ｍｉＲ２３ｃ组 和
ｍｉＲ２３ｃ＋ＭＴＤＨ组。ＭＴＴ结果显示，ｍｉＲ２３ｃ＋
ＭＴＤＨ组 Ｕ８７细胞的 ＯＤ值为（１．０２５±０．０５９），
明显高于 ｍｉＲ２３ｃ组的（０．６７２±０．０２４），差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０１），见图 ５。
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注：与 ｍｉＲ２３ｃ组相比， Ｐ＜０．０１
图 ５　ＭＴＴ法检测 ｍｉＲ２３ｃ＋ＭＴＤＨ对 Ｕ８７细胞增殖

能力的影响
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２．６　转染 ＭＴＤＨ对 ｍｉＲ２３ｃ抑制 Ｕ８７细胞迁移
的影响

细胞划痕结果显示，细胞划痕 ４８ｈ后 ｍｉＲ２３ｃ
＋ＭＴＤＨ组细胞划痕愈合率为（０．４５±０．０４），明
显高 于 ｍｉＲ２３ｃ组 细 胞 划 痕 愈 合 率 （０．３１±
０．０３），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图 ６。
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注：与ｍｉＲ２３ｃ组相比，Ｐ＜０．０５。
图６　划痕实验检测ｍｉＲ２３ｃ＋ＭＴＤＨ对Ｕ８７细胞迁移能力

的影响

２．７　转染 ＭＴＤＨ对 ｍｉＲ２３ｃ抑制 Ｕ８７细胞侵袭
能力的影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示，ｍｉＲ２３ｃ ＋ＭＴＤＨ组 Ｕ８７
细胞穿过基质胶的细胞数量为（２６０．９±１０．２３），
明显高于 ｍｉＲ２３ｃ组（１４８．４±９．４），差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１），见图 ７。
３　讨论

胶质瘤是严重危害人类生命健康最常见的中

枢神经系统肿瘤之一。胶质瘤的发病率高约占颅

内肿瘤发病率的 ３０％，常与周围组织分界不清，呈
侵润型生长方式，手术难以全切效果不佳，且术后

在脊髓或颅内其他部位容易发生复发转移，且胶质

瘤的病程进展迅速，一年生存率低于 ５０％［１１］。因

此，胶质瘤的分子发病机制及其防治方法一直都是

神经外科学领域的热点和难点。目前基因诊断和

治疗已经越来越受到关注，寻找肿瘤发病的特异性
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注：与 ｍｉＲ２３ｃ组相比，Ｐ＜０．０１。
图 ７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测 ｍｉＲ２３ｃ＋ＭＴＤＨ对 Ｕ８７细胞侵袭能力的影响

靶点成为了目前研究的热点，特异性激活或抑制其

表达，可能会达到促进肿瘤细胞凋亡抑制肿瘤增殖

迁移以及侵袭的目的。

近年来随着对肿瘤分子机制研究的逐渐深入，

学者们认识到肿瘤的形成和进展与细胞周期调控

失衡密切相关。ｍｉＲｓ参与了细胞增殖分化以及凋
亡的调控，其功能与肿瘤形成和进展密切相关。已

有研 究 证 实 ｍｉＲ２３ｃ在 人 类 癌 症 中 起 重 要 作
用［１２－１４］。但是 ｍｉＲ２３ｃ在胶质瘤中的作用研究尚
少。本次研究通过 ＭＴＴ实验和细胞划痕以及 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌｓ实验分别检测了细胞的增殖与迁移以及侵袭
能力，发现过表达 ｍｉＲ２３ｃ可抑制胶质瘤细胞 Ｕ８７
的增殖、迁移以及侵袭。本实验结果与 Ｚｈａｎｇ等人

在肝细胞癌中的实验结果相吻合［８］。但 ｍｉＲ２３ｃ
抑制胶质瘤细胞 Ｕ８７增殖、迁移以及侵袭的机制
尚不明确。随后进一步采用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＶｅｒｔ寻找
ｍｉＲ２３ｃ可能的作用靶基因，结果显示 ＭＴＤＨ可能
是 ｍｉＲ２３ｃ调控的下游靶基因。

ＭＴＤＨ第一次被发现在 ２００２年暴露于 ＨＩＶ１
的原发性人类胎儿星形胶质细胞中，２００５年 ＭＴ
ＤＨ的 ｃＤＮＡ被成功克隆［１５］。一些研究人员已经证

实发现 ＭＴＤＨ在许多癌症组织和细胞系中存在高
表达，ＭＴＤＨ参与调节与肿瘤形成与进展有关的信
号通路，调节肿瘤相关基因的表达。ＭＴＤＨ还能调
节肿瘤的血管生成、侵袭性、转移和化疗耐药性。

对 ＭＴＤＨ的信号通路、药物或分子靶标的研究表明
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ＭＴＤＨ在恶性肿瘤中具有潜在的治疗作用。据报
道，ＭＴＤＨ的异位表达增强了许多类型癌细胞的增
殖，包括乳腺癌细胞，前列腺癌细胞，神经母细胞

瘤细胞，食管鳞状细胞癌细胞，ＨＣＣ细胞，神经胶
质瘤细胞和胃癌细胞［９，１０，１６，１７］。相反，ＭＴＤＨ的削弱
降低了它们的增殖能力。我们的实验结果证实

ｍｉＲ２３ｃ可直接抑制 ＭＴＤＨ的表达，且 ｍｉＲ２３ｃ抑
制胶质瘤细胞 Ｕ８７增殖、细胞迁移以及细胞侵袭
的机制部分与其下调 ＭＴＤＨ表达有关。表明 ｍｉＲ
２３ｃ可能可作为一个潜在的治疗靶点用于胶质瘤
的治疗。但是本实验对象仅为 Ｕ８７细胞系，ｍｉＲ
２３ｃ在其它细胞系与动物学水平中的作用尚不清
楚。因此，进一步在动物学水平探讨 ｍｉＲ２３ｃ及其
调控 ＭＴＤＨ表达在神经胶质瘤中的作用及机制可
为胶质瘤的防治提供重要的实验依据。
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