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微小RNA-378-5p通过 MGMT抑制胶质瘤细胞
对替莫唑胺的敏感性机制研究*
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  【摘要】 目的 探讨微小RNA-378-5p(miR-378-5p)对替莫唑胺(TMZ)化疗敏感性的作用。方法 CCK-8检测

miR-378-5p对TMZ诱导胶质瘤细胞生长的影响;流式细胞术检测 miR-378-5p对TMZ诱导胶质瘤细胞凋亡的影响;

RT-PCR检测胶质 瘤 细 胞 中 B淋 巴 细 胞 瘤(Bcl-2)、Bcl-2相 关x蛋 白(Bax)和 O6-甲 基 鸟 嘌 呤-DNA-甲 基 转 移 酶

(MGMT)的转录水平。WB检测 MGMT的蛋白表达情况。结果 miR-378-5p显著抑制TMZ诱导胶质瘤细胞生长抑

制;流式细胞术结果显示过表达 miR-378-5p后,明显抑制TMZ诱导的细胞凋亡,且上调Bcl-2/Bax的比率。RT-PCR
和 WB结果显示miR-378-5p增加 MGMT的转录水平和蛋白水平的表达。结论 miR-378-5p可能通过增加 MGMT表

达抑制TMZ诱导的凋亡,降低胶质瘤细胞对化疗药物的敏感性。
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  【Abstract】 Objective ToinvestigatetheeffectofmcroiRNA-378-5p(miR-378-5p)onthesensitivityofTMZ
chemotherapy.Methods TheeffectofmiR-378-5ponthegrowthinhibitionofgliomacellsinducedbyTMZweredetec-
tedbyCCK-8.TMZinducedapoptosiswereanalyzedbyflowcytometry.RT-PCRwasusedtodetectthemRNAlevels
ofBcl-2,Bax,andMGMTingliomacells.TheproteinexpressionofMGMTweremeasuredbyWB.Results Overex-
pressionmiR-378-5psignificantlyinhibitedthegrowthinhibitionandapoptosisofgliomacellsinducedbyTMZ.Then,

miR-378-5psignificantlyupregulatedtheBcl-2/Baxratio.RT-PCRandWBresultsshowedthatmiR-378-5pincreasedthe
mRNAandproteinexpressionofMGMT.Conclusion miR-378-5pmayinhibitTMZinducedapoptosisandreducethe
sensitivityofTMZchemotherapybyincreasingMGMTexpression.
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  神经胶质细胞瘤简称胶质瘤,是发生于神经外胚

层的肿瘤,具有高度侵袭性,增殖能力强,是最具破坏

性和致命性的肿瘤之一,中位生存时间约为14.6个

月,5年生存率仅6.8%[1]。替莫唑胺(Temozolomide,

TMZ)作为胶质瘤标准的一线化疗药物,在患者术后

需定期服 用,以 延 长 患 者 生 存 期 并 防 止 胶 质 瘤 再

生[2]。TMZ通过烷基化鸟嘌呤的O6位点(O6-meth-
ylguanine,O6MeG)来破坏DNA复制,发挥抗肿瘤作
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用。然而,由于O6-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶(O6
methylguanine-DNA methyltransferase,MGMT)机

制存在,TMZ对超过50%的患者没有疗效[3]。TMZ
的耐药性已成为胶质瘤治疗的主要挑战,因此,了解

耐药机制对于降低或消除化疗耐药十分重要。微小

RNA(microRNA,miRNA)通过转录后调控在各种生

理和病理过程中发挥关键作用,如增殖分化、迁移侵

袭、耐药和细胞程序性死亡等,这些研究表明 miRNA
可以作为恶性肿瘤患者治疗的靶点或者诊断的标记

分子物[4-6]。miRNA与胶质瘤逃避凋亡、促进增殖和

耐药关系密切[7]。miR-378-5p已证实参与胶质瘤的

发生。miR-378-5p通过下调靶基因SuFu,从而促进

肿瘤细胞的存活[8]。miR-378-5p通过促进肿瘤血管

生成增加肿瘤的血氧供应从而显著提高放疗敏感

性[9]。但是miR-378-5p对胶质瘤耐药作用尚不清楚,
且鲜有报道。本研究主要探讨 miR-378-5p对 TMZ
化疗敏感性的作用及其分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株稳定高表达 miR-378-5p的胶质瘤细胞

株(U87MG-miR-378-5p)及其对照细胞株(U87MG-
GFP)由多伦多大学SunnybrookHealthScienceCen-
ter的BurtonYang教授惠赠。

1.2 主要试剂 TMZ购买于美国Selleck公司。胎

牛血清(FBS)、DMEM 培养基及0.25%胰酶(含酚红

与0.02% EDTA)均购买于美国 Gibco公司。6孔

板、细胞培养瓶购买于美国Corning公司。血管生成

载玻片购买于德国IBIDI公司。CCK-8试剂盒、凋亡

试剂盒、超敏ECL化学发光试剂盒、BCA蛋白浓度测

定试剂盒购买于碧云天生物科技有限公司。RNAiso、
逆转录试剂盒和TBGreenPremixExTaqTMII试剂

盒购买于日本Takara公司。MGMT和β-actin抗体

购买于美国CellSignalingTechnology公司。

1.3 主要仪器 CO2 恒温培养箱(Thermo,型号:

BB150-2TCS);实时荧光定量PCR仪(Thermo,型号:

AppliedBiosystems7500Real-TimePCR);全自动酶

标仪 (Thermo,型 号:MltiskanFC);流 式 细 胞 仪

(Beckman,型号:CytoFLEX);凝胶成像系统(上海天

能科技有限公司,型号:GIS-1600)。

1.4 实验方法

1.4.1 细胞培养 U87MG-miR-378-5p和 U87MG-
GFP细胞用含有G418(440μg/mL)的DMEM 完全

培养基在37℃、5%CO2 饱和度的恒温细胞培养箱中

进行常规培养。细胞融合率达到80%后,加入胰酶进

行消化传代。

1.4.2 CCK-8实验 取对数生长的胶质瘤细胞,以

4×103 个/孔接种于6孔板培养过夜,弃上清,每孔加

入100μL含100μM 的 TMZ的完全培养基敷育

48h,然后每孔加入10μL的CCK-8溶液,放入培养

箱继续培养1h,用酶标仪检测各孔于450nm波长处

光密度(OD)值。

1.4.3 凋亡实验 取对数生长的胶质瘤细胞,以2×
105个/孔接种于6孔板培养过夜,弃上清,每孔加入

2mL含100μM的TMZ的完全培养基敷育48h。按

照凋亡试剂盒操作说明,胰酶消化并收集细胞,预冷

的PBS洗涤2次,然后分别加入AV和PI染料,避光

敷育30min,过滤膜,上流式细胞仪检测。

1.4.4 RT-PCR实验 RNAiso提取TMZ处理48h
的胶质瘤细胞总RNA,然后用逆转录试剂盒将其反转

录成cDNA。以cDNA为模版,TBGreenPremixEx
TaqTMII试剂盒扩增,实时荧光定量PCR仪检测相关

基因的表达量,内参为GAPDH。qRT-PCR反应体系

共10μL,采用公式2-ΔΔCt,ΔCt= Ct(目的基因)-Ct
(内参基因),ΔΔCt=Ct(实验组)-Ct(对照组),计算

miR-378-5p的相对表达量。引物序列见表1。

表1 RT-PCR引物序列

Table1 RT-PCRprimersequences

引物名称 引物序列(5'to3')
Bcl-2 R:AGATTGATGGGATCGTTGCCT

F:ACTTCCTCTGTGATGTTGTATT
Bax R:GAGAATTCATGGACGGGTCCGGGGAG

F:GTCTCGAGCCTCAGCCCATCTTCTTC
MGMT R:CTGCCCTACTTATGGATGGG

F:CTGGATTGTAGCAGATCATGC
GAPDH R:GATTCCACCCATGGCAAATTC

F:CTGGAAGATGGTGATGGGATT

1.4.5 WB实验 冰上裂解TMZ处理48h的胶质

瘤细胞,收集总蛋白,用BCA蛋白浓度测定试剂盒测

定总蛋白含量,加入相应体积的上样缓冲液后100℃
水浴变性。上样量为20μg,SDS-PAGE凝胶电泳分

离蛋白质并转移到PVDF膜上,用5%脱脂奶粉封闭,

4℃敷育一抗过夜。次日室温敷育二抗1h,然后用超

敏ECL化学发光试剂盒与蛋白条带反应,凝胶成像系

统检测结果。

1.4.6 统计学分析 采用GraphpadPrism6.0统计

软件进行数据分析,实验结果数据均采用均数±标准

差(􀭺x±s)表示。One-wayANOVA用于分析两个组

别以上的差异程度,Student'st-test用于分析两个组

别的差异程度。P<0.05为差异具有统计学意义。除

了特别说明外,实验中包含的各个实验条件至少重复

3次。

2 结果

2.1 miR-378-5p减弱TMZ诱导的胶质瘤细胞生长
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抑制 为了研究 miR-378-5p对TMZ化疗敏感性的

关系,本研究采用稳定高表达 miR-378-5p的细胞株

U87MG-miR-378-5p及其对照细胞U87MG-GFP作为

研究对象。CCK-8结果显示,TMZ对U87MG-GFP细

胞和U87MG-miR-378-5p均具有明显的抑制作用(P<
0.05),但是TMZ对 U87MG-miR-378-5p的抑制作用

明显要低于U87MG-GFP(P<0.01)。见表2。

表2 miR-378-5p对TMZ诱导胶质瘤细胞抑制的影响[(􀭵x±s),(×10-2)]

Table2 EffectsofmiR-378-5ponthegrowthinhibitionofgliomacells

inducedbyTMZ

组别 抑制率

U87MG-GFP组 100.09±0.709
U87MG-GFP+TMZ组 46.00±2.302①

U87MG-miR-378-5p组 142.09±3.041①

U87MG-miR-378-5p+TMZ组 122.00±2.451②③

F 977.7
P <0.05

注:与U87MG-GFP组比较,①P<0.05;与 U87MG-miR-378-5p组比

较,②P<0.05;与U87MG-GFP+TMZ组比较,③P<0.01。

2.2 miR-378-5p下调TMZ诱导的细胞凋亡 流式

结果显示,TMZ可以显著诱导胶质瘤细胞凋亡,但是

与诱导 U87 MG-GFP 组(16.53±2.940)% 相 比,

TMZ 诱 导 U87 MG-miR-378-5p 细 胞 (9.55 ±
0.636)%的凋亡率显著下降(图1)。通过RT-PCR检

测TMZ处理后各组细胞的凋亡基因的表达情况,结
果显示TMZ处理后,U87MG-GFP和U87MG-miR-
378-5p中Bcl-2的 mRNA表达均显著降低(图2A),

Bax的mRNA表达均显著增加(图2B)。凋亡过程的

启动直接决定了细胞的命运,在细胞凋亡的两个进化

保守的信号转导途径中,Bcl-2家族成员的构成比例是

凋亡调控的关键因素,尤其是Bcl-2/Bax比率是启动

细胞凋亡的“分子开关”,Bcl-2/Bax比率越小,细胞越

容易发生凋亡。表3结果显示,U87MG-GFP细胞的

Bcl-2/Bax比率是(99.74±1.975)%。而 U87 MG-
miR-378-5p细 胞 的 Bcl-2/Bax比 率 则 是(199.84±
15.064)%。在给予 TMZ处理后,U87MG-GFP组

的Bcl-2/Bax比率显著下降到(25.64±2.030)%。但

是U87MG-miR-378-5p组的Bcl-2/Bax比率仍高达

(169.59±16.958)%。这些结果提示 miR-378-5p减

弱TMZ诱导的胶质瘤细胞凋亡。
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图1 miR-378-5p抑制TMZ诱导的凋亡

Figure1 miR-378-5psuppressedTMZinduced-apoptosis
注:A.AnnexinV-PI检测各组细胞的凋亡情况;B.统计结果。两组比较,①P<0.05;②P<0.01。
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图2 TMZ处理胶质瘤细胞后Bcl-2和BaxmRNA的表达情况

Figure2 TheexpressionofBcl-2andBaxingliomacellstreatmentwithTMZ
注:A.各组细胞Bcl-2mRNA的表达情况;B.各组细胞BaxmRNA的表达情况。两组比较,①P<0.05;②P<0.01。
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表3 miR-378-5p上调了胶质瘤细胞的Bcl2/Bax比率[(􀭵x±s),(×10-2)]

Table3 miR-378-5punregulatedtheBcl2/Baxratioingliomacells

组别 Bcl-2/Bax比率

U87MG-GFP组 99.74±1.975
U87MG-GFP+TMZ组 25.64±2.030①
U87MG-miR-378-5p组 199.84±15.064①
U87MG-miR-378-5p+TMZ组 169.59±16.958②③

F 138.5
P <0.05

注:与U87MG-GFP组比较,①P<0.01;与 U87MG-miR-378-5p组比

较,②P<0.05;与U87MG-GFP+TMZ组比较,③<0.01。

2.3 miR-378-5p可能通过增加 MGMT的表达发挥

抗凋亡作用 RT-PCR检测结果显示,miR-378-5p可

以增加胶质瘤细胞 MGMT的mRNA的表达水平(图

3A),WB的结果与RT-PCR的结果相一致(图3B)。

TMZ处 理 后 U87 MG-miR-378-5p组 和 U87 MG-
GFP组 MGMTmRNA水平和蛋白水平的表达均显

著下调。然而,U87MG-miR-378-5p组的下调趋势明

显比U87MG-GFP组弱。
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图3 miR-378-5p增加了胶质瘤细胞 MGMT的表达

Figure3 miR-378-5pincreasedMGMTexpressioningliomacells
注:A.各组细胞 MGMTmRNA的表达情况;B.各组细胞 MGMT蛋白的表达情况。两组比较,①P<0.05;②P<0.01。

3 讨论

  胶质瘤是一种侵袭性神经系统肿瘤而且容易对

化疗药物产生耐药[10]。研究发现,胶质瘤在本质上属

于多基因病变,尤其与 miRNA的表达、失控紧密相

关[11]。随着对miRNA研究的不断深入,越来越多的

研究表明,miRNA在TMZ耐药中发挥重要作用[7]。

miRNA通过调节药物代谢、药物吸收、DNA修复、凋
亡和细胞周期来调节耐药性。IncRNAOIP5-AS1负

调控miRNA-129-5p,继而下调IGF2BP2抑制胶质母

细胞瘤细胞对TMZ的耐药性[12]。缺氧胶质瘤干性样

细胞分泌含有miR-30b-3p的细胞外囊泡增加胶质母

细胞瘤对 TMZ的耐药性[13]。大蒜素促进 miR-486-
3p过表达通过靶向 MGMT 增强胶质母细胞瘤中

TMZ的敏感性[14]。miR-370抑制 MGMT增加原发

性中枢神经系统淋巴瘤对TMZ反应敏感性[15]。
研究报道miR-378-5p在多种癌症中表达紊乱且

发挥促癌作用[16-18]。miR-378-5p通过增强慢性髓系

白血病K562细胞的干细胞特性促进细胞增殖并抑制

凋亡[19]。miR-378-5p通过下调靶基因SuFu,从而促

进肿瘤细胞的存活[8]。过表达 miR-378-5p显著增加

A549细胞增殖、迁移并抑制细胞凋亡[20]。本研究发

现过表达 miR-378-5p明显抑制了 TMZ诱导的细胞

凋亡。

TMZ仍然是治疗胶质瘤的一线用药,临床上,胶
质母细胞瘤患者的标准术后治疗是TMZ和放疗的联

合使用[21]。然而,这种联合方案仅使中位生存期略有

改善,从12.1个月提高到14.6个月,仅约14%接受

TMZ的新诊断患者受益[22]。这主要是由于患者本身

或获得性TMZ耐药引起的,这不仅会导致肿瘤复发,
也是胶质母细胞瘤患者得不到良好疗效的主要原因。

MGMT是一种众所周知的耐药因子,通过去除

O6-MetG来削弱TMZ的治疗效果[23]。在胶质母细

胞瘤中,MGMT 的 高 表 达 与 TMZ耐 药 性 密 切 相

关[24]。Cyanidin-3-O-glucoside通过上调 miR-214-5p
从而抑制β-catenin/MGMT通路提高化疗敏感性[25]。
本研究发现过表达 miR-378-5p可显著增加 MGMT
转录水平和蛋白水平的表达。这提示 miR-378-5p抑

制TMZ诱导的细胞凋亡的作用机制可能是与增加

MGMT的表达有关。

4 结论

miR-378-5p减弱TMZ的化疗敏感性,其发挥作

用的机制可能是miR-378-5p增加胶质瘤细胞MGMT
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的表达,进而下调TMZ诱导胶质瘤细胞的凋亡。
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