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hsa-miR-150-5p靶向HIF1α对成胶质细胞瘤U-251MG细胞恶性生物学

行为的影响
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[摘 要] 目的：探讨 hsa-miR-150-5p靶向低氧诱导因子 1α（hypoxia inducibility factor 1，HIF1α）对成胶质细胞瘤(glioblastoma，

GBM)U-251MG细胞恶性生物学行为的影响及其作用机制。方法：qRT-PCR检测miR-150-5p及其HIF1α mRNA在U-251MG细

胞中的表达水平，荧光素酶报告实验验证miR-150-5p和HIF1α之间的生物学关系及miR-150-5p和HIF1α在U-251MG细胞中的

生物学功能，Western blotting检测miR-150-5p及HIF1α蛋白在U-251MG细胞中的表达,Transwell实验检测U-251MG细胞的侵袭

能力,划痕实验检测U-251MG细胞的迁移能力。结果：miR-150 mimic转染U-251MG细胞后，HIF1α mRNA表达水平明显下调

（P<0.01），HIF1α蛋白水平也明显下调（P<0.01)。miR-150-5p降低了wt HIF1α 3’-UTR转染细胞的荧光素酶活性（P<0.05），证实

miR-150-5p通过结合HIF1α的3'-UTR负调控HIF1α的表达。在U-251MG细胞中，miR-150-5p过表达可明显抑制HIF1α蛋白表

达、细胞侵袭和迁移（均P<0.05）。结论：miR-150-5p通过负调控HIF1α抑制U-251MG细胞的侵袭和转移，表明miR-150-5p和

HIF1α有可能是GBM潜在的治疗靶点。
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Regulatory effect of hsa-miR-150-5p on malignant behaviors of glioblastoma
U-251MG cells by targeting HIF1α

ZHOU Jiang, XIA Xiangguo, CHEN Ligang, LUO Xin, AKU Buqian, GUO Zhangchao (Department of Neurosurgery, Affiliated Hospi-

tal of Southwestern Medical University, Luzhou 646000, Sichuan, China)

[Abstract] Objective: To explore the effect and possible mechanisms of has-miR-150-5p targeting HIF1α to regulate malignant biolog-

ical behaviors of glioblastoma (GBM) U-251MG cells. Methods: Real-time quantitative PCR (RT-PCR) was used to detect the expres-

sion of miR-150-5p and hypoxia inducible factor 1 (HIF1α) in U-251MG cells. Luciferase report assay was carried out to verify the bio-

logical relationship between miR-150-5p and HIF1α and their biological functions in U-251MG cells. The protein expressions of miR-

150-5pand HIF1α in U-251MG cells were detected by western blotting. The ability of cell migration was detected by wound healing

test and cell invasion ability was detected by transwell test. Results: After miR-150-5p mimic transfection, the mRNA expression of

HIF1α was significantly reduced in U-251MG cells (P<0.01). Bioinformatics prediction and luciferase reporter assay demonstrated that

miR-150-5p down-regulated HIF1α through directly binding to HIF1α 3’-untranslated region (3’-UTR) (all P<0.05). In U-251MG

cells, miR-150-5p over-expression significantly inhibited HIF1α expression, cell invasion and migration (all P<0.05). Conclusion: miR-

150-5p inhibits cell invasion and metastasis through negative regulation of HIF1α, indicating that miR-150-5p and HIF1α were both po-

tential therapeutic targets for glioblastoma.
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成胶质细胞瘤(glioblastoma，GBM)是一种非常

致命的脑癌，其特征是快速扩散、浸润性生长和高水

平的细胞异质性[1]。GBM患者通常在治疗后仅能存

活1年[2]。微小RNA(microRNA，miRNA)是一种小的

非编码RNA，其转录的长度为 18~24个核苷酸，可调

控基因表达，参与调节细胞侵袭、迁移、分化和代

谢[3]。miRNA是由最初的转录本转化成短的茎环结

构,然后加工为成熟的miRNA。单个miRNA具有调

节大量目标mRNA的能力，主要功能是下调基因表
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达。根据其mRNA靶点的作用，miRNA可以作为抑

癌基因或癌基因[4]。miR-150是在各种癌症中被广泛

研究的miRNA之一。研究[5-8]表明，miR-150-5p通过

转染能抑制多种癌细胞的发展进程的多个阶段，如

抑制结肠癌、GBM、肝癌、颈部鳞状细胞癌细胞增殖、

侵袭和转移。本研究通过探讨 miR-150-5p 靶向

HIF1α对GBM U-251MG细胞增殖、侵袭和转移的影

响及其作用机制，旨在为GBM的治疗提供新的参考

依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系和主要试剂

GBM细胞U-251MG购自ATCC公司，人类胚胎

肾细胞系(HEK 293T)购自中国医学科学院细胞资源

中心(CAMS)。培养基MEM Eagles with Earle’s Bal-

anced Salts（MEM-EBSS）、胎牛血清、胰蛋白酶购自

美国GIBCO公司，RNA提取试剂盒Direct-zol™ RNA

MiniPrep kit购自北京天漠科技有限公司，脂质体转

染试剂盒 Lipofectamine RNAiMAX Kit 和 NCode ™
miRNA 第一链 cDNA 合成试剂盒购自美国 Invitro-

gen公司，SYBR Green Master mix 、RevertAid™ H Mi-

nus First Strand cDNA合成试剂盒购自美国赛默飞世

尔公司，所有一抗 HIF1α、GAPDH 购自美国 CST 公

司，二抗山羊抗兔 IgG-HRP 购自美国 Santa Cruz 公

司，Transwell 小室及人工基底膜均购自美国 BD 公

司。

1.2 细胞培养和分组

GBM 细胞 U-251MG 培养于含 10% 胎牛血清

（FBS）和1%的双抗（青-链霉素）的MEM-EBSS培养

液中，并置于 37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养。

后续细胞分组分为：U-251MG（不做任何转染），miR-

150mimic（转染miR-150-5p mimic），pc-HIF1α（转染

HIF1α过表达 pcDNA载体），mimic+pc-HIF1α（同时

转染 miR-150-5p mimic + HIF1α 过表达 pcDNA 载

体）。

1.3 miR-150-5p mimic转染U-251 MG细胞

为了进一步验证 miR-150-5p 可以靶向下调

HIF1α，本研究构建了过表达HIF1α的 pcDNA载体。

细胞分组分为：U-251MG（不做任何转染），miR-150

mimic（转染 miR-150-5p mimic），pc - HIF1α（转染

HIF1α过表达 pcDNA载体），mimic+pc-HIF1α（同时

转染 miR - 150-5p mimic+ HIF1α 过表达 pcDNA 载

体）。miR-150-5p mimic 和阴性对照（mimic-scram-

ble）用于转染细胞。RNA双链根据转染试剂盒说明

书转入U-251MG细胞，转染后 8 h更换培养基，进行

后续实验。

1.4 qRT-PCR检测转染miR-150-5p后HIF1α mRNA

在U-251MG细胞中的表达

收集上述 3 组细胞，根据说明书用 Direct-zol™
RNA MiniPrep kit (Zymo Research)试剂盒提取细胞

总RNA。取1 μg RNA用NCode™ miRNA第一链 cD-

NA合成试剂盒进行miRNA反转录成 20 μl 体系 cD-

NA。使用 SYBR Green Master mix 和 CFX 96 Real-

Time PCR系统(Bio-rad)扩增 cDNA模板。β-actin作

为内参基因。使用的引物序列如下：β-actin正向引物

为 5’-TGAGACCTTCAACACCCCAG-3’；反向引物

为5’-GCCATCTCTTGCTCGAAGTC-3’；HIF1α正向

引物为 5’- TGCATCTCCATCTTCTACCCAAGT-3’;

反向引物为 5’- CCGACTGTGAGTGCCACTGT-3’;

miR-150-5p正向引物为5’-CTCCCAACCCTTGTAC-

CAGTG-3’；反向引物为通用 qPCR引物。为了探索

miR-150-5p 对胶质瘤细胞 U-251MG 的作用，采用

qRT-PCR 检测 miR - 150-5p 及 HIF1α mRNA 在 U-

251MG细胞中的表达情况。采用2−△△Ct法计算miR-

150-5p 及 HIF1α mRNA 在 U-251MG 细胞中的表达

量。实验重复3次。

1.5 Western blotting检测miR-150-5p及HIF1α蛋白

在U-251MG细胞中的表达

U-251MG 细胞被转染 mimic 后，收集细胞，用

PBS 洗涤 2 次，用细胞裂解液在冰上裂解细胞 15

min；细胞悬液加入含有 SDS的 5×loading 缓冲液在

沸水中变性 10 min。细胞总蛋白用 BCA 试剂盒检

测。上样等量（20 μg）蛋白样品于分离胶上进行

SDS-PAGE，转移到PVDF膜。5%脱脂奶粉封闭后，

PVDF膜孵育一抗（抗体稀释用 5%脱脂奶粉溶解于

TBST）4 ℃过夜，使用 HIF1α (1∶1 000)、GAPDH (1∶

1 000)抗体，二抗用山羊抗兔 IgG-HRP (1∶5 000)，

GAPDH作为上样量一致的参照。用ECL系统检测

目标蛋白质。用 ImageJ软件统计灰度值计算蛋白相

对表达量。实验重复3次。

1.6 荧光素酶报告验证miR-150-5p与HIF1α之间的

生物学关系

荧光素酶报告检测中，HEK 293T细胞因其令人

满意的转染效率而被使用。为了验证HIF1α是miR-

150-5p 的靶点，将 miR-150-5p mimic 和 HIF1α 3’-

UTR野生型(wt)或突变体型(mut)同时转染到293T细

胞，采用miR-150-5p预测的microRNA结合序列，在

GV272载体上克隆了包含预测结合位点或突变的3’

-未翻译区域(3’- UTR)的HIF1α 3’-UTR的片段。经

DNA测序验证后，使用脂质体2000根据说明书将该

质粒（包含miR-150 mimic或不含）被转染到 293T细

胞中，在转染后48 h收集细胞，用双荧光素酶报告系
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统进行分析。实验重复3次。

1.7 Transwell实验检测U-251MG细胞的侵袭能力

为了验证 miR-150-5p 对胶质瘤细胞 U-251MG

生长的影响，转染miR-150-5p mimic到U-251MG细

胞，采用Transwell法检测细胞侵袭。将小室放入培

养板中，在上室加入 300 µl预温的无血清培养基，室

温下静置15~30 min，使基质胶再水化，再吸去剩余培

养液。制备细胞悬液：用含BSA的无血清培养基将

各组待测的细胞制成1×106个/ml的悬液。接种细胞：

取细胞悬液 100~200 µl加入 Transwell上室中，并在

下室中加入含 500 µl含 FBS或趋化因子的培养基。

培养细胞：在37 ℃下培养12~24 h，再用0.5%的结晶

紫对上室底部细胞进行染色，并用棉签除去上室内

侧的细胞。显微镜下观察细胞形态并统计下室细胞

数量。实验重复3次。

1.8 划痕实验检测U-251MG细胞的细胞迁移能力

为了验证 miR-150-5p 对胶质瘤细胞 U-251MG

迁移的影响，采用划痕实验检测细胞迁移情况。将

细胞密度为1×106/ml的细胞悬液加入到6孔板中，过

夜培养至形成单层细胞。在单层细胞上用10 μl的枪

头划横线，PBS洗去脱落的细胞。此时显微镜下拍照

作为0 h的样本，伤痕间距为 a；加入无血清培养基继

续培养 24 h后再取出拍照作为 24 h的样本，伤痕间

距为b。细胞迁移率（%）=(1-b)/a×100%。实验重复3

次。

1.9 统计学处理

采用统计学分析软件 SPSS 25.0 和 GraphPad

Prism 5.0进行相应的统计分析和作图，计量数据以

x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单

因素方差分析 ,通过相关性和线性回归分析处理，

miR-150-5p与HIF1α mRNA之间的关系。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-150-5p 转 染 下 调 U-251MG 细 胞 HIF1α

mRNA水平

qRT-PCR 检测结果（图 1A）显示，转染后 miR-

150-5p表达水平明显增加（P<0.01），说明转染成功；

miR-150 mimic转染后，HIF1α mRNA表达水平明显

下调（P<0.01,图 1B）。表明miR-150-5p很可能靶向

结合HIF1α，导致HIF1α转录后下调。

**P<0.01 vs U-251MG or mimic-scramble group

A: miR-150-5p; B: HIF1α

图1 miR-150-5p转染下调U-251MG细胞HIF1α mRNA水平

Fig.1 Transfection of miR-150-5p down-regulated HIF1α mRNA level in U-251MG cells

2.2 miR-150-5p通过结合HIF1α的 3’-UTR负调控

HIF1α的表达

荧光素酶报告验证结果（图 2）显示，miR-150-5p

降低了wt HIF1α 3’-UTR转染细胞的荧光素酶活性

（P<0.05），但在细胞转染Mut HIF1α 3’-UTR的细胞

中荧光素酶活性没有降低（P>0.05）。表明miR-150-

5p通过直接结合HIF1α的3’-UTR来负调控HIF1α基

因的表达。

2.3 miR-150-5p过表达下调HIF1α蛋白的表达水平

Western blotting 检测结果 (图 3)显示，miR-150

mimic 下调了 U-251MG 细胞中 HIF1α蛋白表达水

平，显著提升pc-HIF1α组HIF1α蛋白表达水平，miR-
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150 mimic 可减少过表达造成的 HIF1α 升高（P<

0.01）。表明miR-150-5p过表达显著抑制HIF1α蛋白

的表达水平。

*P<0.05 vs U-251MG group

图2 miR-150-5p负调控HIF1α基因的表达

Fig. 2 miR-150-5p negatively regulated expression

of HIF1α gene

2.4 miR-150-5p过表达抑制U-251MG细胞侵袭能力

Transwell 法检测结果（图 4）显示，与 U-251MG

组相比，miR-150 mimic 明显抑制 U-251MG 细胞侵

袭，pc-HIF1α明显增加U-251MG细胞侵袭，miR-150

mimic 可抑制HIF1α过表达促进的细胞侵袭能力（均

P<0.05）。表明miR-150-5p可抑制U-251MG细胞侵

袭能力。

*P<0.05 vs U-251MG group；ΔP<0.05 vs pc-HIF1α group

图3 miR-150-5p过表达对HIF1α蛋白的表达水平的影响

Fig. 3 Effect of miR-150-5p over-expression on the

expression level of HIF1α protein

*P<0.05 vs U-251MG group；ΔP<0.05 vs pc-HIF1α group

图4 miR-150-5p过表达对U-251MG细胞侵袭能力的影响（（×200））

Fig. 4 Effect of miR-150-5p over-expression on invasion of U-251MG cells（（×200））

2.5 miR-150-5p过表达抑制U-251MG细胞迁移能力

划痕实验检测结果（图 5）显示，与U-251MG组

24 h比较，miR-150 mimic组痕间距较宽，表示miR-

150 mimic明显抑制U-251MG细胞迁移（P<0.05）；而

pc-HIF1α组痕间距较窄，表示 pc-HIF1α明显促进U-

251MG细胞迁移，miR-150 mimic可抑制HIF1α诱导

的迁移增加（P<0.05）。表明过表达miR-150-5p可抑

制U-251MG细胞迁移能力。

3 讨 论

GBM是一种高度侵袭性的癌症，浸润周围正常

组织，因此手术切除很少成功[9]。在分子水平上，

GBM细胞迁移和侵袭的机制是高度复杂的，并通过

一系列因子介导或增强细胞运动、细胞外基质重塑

和血管生成[10]。到目前为止，进一步确认参与这些过

程的新生物分子对于发展靶向治疗胶质母细胞瘤至

关重要。miRNA可根据其靶基因的功能，将其视为

抑癌基因或癌基因[11]。有许多研究[12-14]表明，miRNA

通过靶向肿瘤和转移相关基因的表达来调控多种生

物过程，如侵袭和转移，并且miRNA在GBM中表现

出异常的表达模式。研究[15]表明，miRNA与GBM的

发病机制有关，因为miRNA在肿瘤形成过程中起着
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关键作用。可见，miRNA调控紊乱是GBM发病机制

的关键机制之一。然而，miR-150-5p及其在胶质瘤

细胞中的直接作用靶点的作用尚不完全清楚。在本

研究划痕实验检测结果显示，miR-150 mimic 明显抑

制U-251MG细胞迁移，pc-HIF1α明显促进U-251MG

细胞迁移，表明过表达miR-150-5p可抑制U-251MG

细胞迁移能力。

*P<0.05 vs U-251MG group；ΔP<0.05 vs pc-HIF1α group

图5 miR-150-5p过表达对U-251MG细胞迁移能力的影响

Fig. 5 Effect of miR-150-5p over-expression on migration of U-251MG cells

GBM通常展现出快速的细胞增殖和不充分的血

管化，经常导致肿瘤区域的供氧不足[16]。这种慢性暴

露于极低水平的氧常常会产生坏死区，周围被密集

的低氧肿瘤细胞包围。这些所谓的假性的GBM细

胞可以表达低氧调节基因，控制与肿瘤侵袭性相关

的关键过程，如血管生成、细胞外基质降解和侵袭性

行为。缺氧也是肿瘤微环境的一个公认的组成部

分，它与不同癌症类型的患者预后不良和抗肿瘤治

疗有关。细胞对缺氧的反应通常是由HIF家族转录

因子介导的[17]。有研究[18-19]显示，HIF-α是肿瘤发展

中很重要的低氧诱导因子，能促进上皮间充质转化，

促进肿瘤的转移和侵袭，并且HIF-α自身作为转录因

子，可以诱导血管内皮生长因子转录，促进血管生成

和侵袭。研究[20]表明，在GBM中HIF-α呈过表达状

态，因此大量研究以HIF1α作为抗肿瘤转移的靶点。

本研究Transwell法检测结果显示，miR-150 mimic明

显抑制 U-251MG 细胞侵袭，pc-HIF1α明显增加 U-

251MG细胞侵袭，miR-150 mimic可抑制HIF1α过表

达而提高U-251MG细胞侵袭能力。本研究扩展了

miR-150-5p的作用和潜在的机制，增加miR-150-5p

的作用靶点，即通过靶向HIF-α抑制GBM细胞的侵

袭能力。

有多项研究[5-8,21]表明，miR-150-5p在结肠癌中能

通过靶向MUC4抑制结肠癌细胞HCT116转移和侵

袭；miR-150-5p已经被证明可以靶向基质金属蛋白

酶（MT1-MMP）抑制U-251MG细胞增殖和转移；也

被证明可以靶向MMP 14抑制肝癌细胞HepG2侵袭；

再有miR-150-5p和miR-150-3p在头颈部鳞状细胞癌

中以 SPOCK1为靶点，抑制癌细胞的侵袭性[8]；miR-

150通过靶向ZEB1抑制ESCC和上皮性卵巢癌细胞

侵袭。上述发现表明，miR-150-5p是一种可能的肿

瘤抑制因子，作用于不同类型的癌症。本研究表明，

HIF1α是miR-150-5p的生物信息学靶标，荧光素酶分

析验证 miR-150-5p 的 miR-binding 序列。 Western

blotting 检测进一步表明，miR-150-5p 显著抑制了

HIF-α蛋白水平，由于HIF-α在肿瘤转移中的关键作

用，提示miR-150-5p通过对U-251MG细胞中HIF1α

的负调控来抑制细胞转移。

综上，本研究证明了miR-150-5p结合到HIF-α的

3’-UTR上，进而下调HIF-α，显示miR-150-5p通过下

调HIF1α抑制GBM的U-251MG细胞增殖和促进其

凋亡。同时，本研究扩展了对miRNA和HIF1α调控

的认识，推测miR-150-5p和HIF1α可能是GBM的新

治疗靶点。
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