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miR-613通过靶向VEGFA抑制神经胶质瘤细胞的增殖、侵袭和血管生成 *
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摘要 目的：旨在探究 miR-613在胶质瘤中的表达及对细胞增殖、侵袭和血管生成的影响。方法：根据细胞转染将实验分组为对照

miRNA组（Control组）、miR-613模拟物组（mimics组）和 miR-613 mimics+VEGFA组（VEGFA组）。采用逆转录定量聚合酶链反

应（RT-qPCR）检测胶质瘤细胞和组织中 miR-613和 VEGFA mRNA的表达水平；采用荧光素酶报告基因分析 miR-613与血管内

皮生长因子（VEGF）的关系；采用Western blotting检测 VEGFA蛋白的表达水平；通过体外实验检测转染细胞的增殖能力、侵袭

能力和管状形成能力。结果：与正常组织样本相比，胶质瘤 I-II期组样本的肿瘤细胞呈现异形，具有深核染色，并且肿瘤细胞密度

适度较低，而胶质瘤 III-IV期组样本的肿瘤细胞的核分裂活跃，具有明显的微血管增殖和明显的细胞异型性；miR-613在胶质瘤

I-IV期组织样本中显著降低（P<0.05）。在 U87和 U251细胞系的 VEGFA-WT组中，与 Control组相比，mimics组的荧光素酶活性

显著降低（P<0.05）。与 Control组相比，U87和 U251细胞系中 mimics组 VEGFA的 mRNA和蛋白表达水平均显著降低（P<0.05）。
克隆形成实验、血管生成实验和细胞侵袭实验结果表明，与 Control组相比，mimics组的克隆形成数量、细胞侵袭数、内皮细胞

HUVEC的管状形成数和 Ang-2蛋白表达水平均显著降低（P<0.05）；与 mimics组相比，VEGFA组克隆形成数量、细胞侵袭数、内

皮细胞 HUVEC的管状形成数和 Ang-2蛋白表达水平均显著升高（P<0.05）。结论：miR-613通过靶向 VEGFA抑制了神经胶质瘤

细胞的侵袭、增殖和血管生成，提示 miR-613可能成为未来治疗胶质瘤的潜在靶点。
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MiR-613 Inhibits Proliferation, Invasion and Angiogenesis of Glioma Cells
by Targeting VEGFA*

The aim of this study was to investigate the expression of mir-613 in glioma and its effect on cell prolifera-

tion, invasion and angiogenesis. According to cell transfection, the experiment was divided into control miRNA group (Con-

trol), miR-613 mimics group (miR-613) and miR-613 mimics + VEGFA group (miR-613+VEGFA). The expression of miR-613 in

glioma cells and tissues was detected by reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR), and the relationship be-

tween miR-613 and vascular endothelial growth factor(VEGF) was analyzed by luciferase reporter gene. Then, the expression of VEGFA

protein was detected by Western blotting, and the proliferation, invasion and tubular formation of transfected cells were detected in vitro.

Compared with normal tissue samples, the tumor cells of glioma stage I-II group showed heteromorphism, deep nuclear staining

and moderately low density of tumor cells, while the tumor cells of glioma stage III-IV group had active mitosis, obvious microvascular

proliferation and obvious cell atypia; miR-613 was significantly reduced in glioma stage I-IV tissue samples (P<0.05). In the VEGFA-WT

group of U87 and U251 cell lines, compared with the Control group, the luciferase activity of the mimics group was significantly reduced

(P<0.05). Compared with the Control group, the mRNA and protein expression levels of VEGFA in the mimics group in U87 and U251

cell lines were significantly lower (P<0.05). The results of clone formation experiment, angiogenesis experiment and cell invasion experi-
ment showed that compared with the Control group, the number of clone formation, the number of cell invasion, the number of tube for-

mation of endothelial cells HUVEC and the expression level of Ang-2 protein in the mimics group were significantly reduced (P<0.05);
Compared with the mimics group, the number of clone formation, the number of cell invasion, the number of tube formation of endothe-

lial cells HUVEC and the expression of Ang-2 protein in the VEGFA group were significantly increased (P<0.05). miR-613

inhibits the invasion, proliferation and angiogenesis of glioma cells by targeting VEGFA, suggesting that miR-613 may become a poten-

tial target for the treatment of glioma in the future.
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前言

胶质瘤是最常见的高度恶性原发性脑肿瘤，约占儿童和成

人中枢神经系统肿瘤的三分之一[1,2]。尽管放疗和化疗等手段在

控制恶性胶质瘤方面已经取得了重大进展，但此类肿瘤的预后

和存活率仍然较低[3,4]。胶质母细胞瘤之间存在很强异质性，同

时还有一部分具有自我更新的能力及分化潜能[4]。多形性胶质细

胞瘤是一种血管化肿瘤[5]，肿瘤干细胞可通过分泌血管内皮生

长因子（Vascular endothelial growth factor, VEGF）来诱导内皮

细胞迁移和血管生成，并以此促进肿瘤形成[6]。多病灶的坏死和

低氧是胶质细胞瘤的标志性特征，在此条件下可使肿瘤细胞在

没有供血的情况下发生不受调节的增殖[7]。因此，进一步了解胶

质瘤发生发展的分子机制，对开发新的治疗方法具有重要意义。

microRNAs（miRNAs/miRs）含 21～23 个核苷酸，属于编

码单链 RNA的非蛋白小分子，是动植物基因表达的重要转录

后调控因子[8]。在动物中，miRNAs的调节作用是通过与其同源

信使 RNA靶标的 3'-非翻译区（3'-untranslated region, UTR）结

合而实现。miRNAs参与多种致瘤过程，包括血管生成、增殖、

侵袭和转移[9]。有研究表明，许多 miRNAs的表达水平与胶质瘤

有关，如 miR-128、miR-181a、miR-181b 和 miR-181c 等 [10,11]。

miR-613已被确定在肿瘤发生和癌症进展中发挥关键作用，如

抑制卵巢癌的增殖和侵袭[12]以及诱导肺癌细胞周期阻滞[13]；然

而，miR-613 在胶质瘤中的作用尚不清楚。已有文献报道，

miRNA可以调节血管生成的各个阶段，并具有靶向信号通路

内多个基因的能力，这使其成为开发第二代抗血管生成药物的

有希望的靶标[14]。故本研究旨在探究 miR-613在胶质瘤中的表

达及对细胞增殖、侵袭和血管生成的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

NHA、H4、U87、U251、SWO-38 人脑胶质瘤细胞系和 HU-

VEC人内皮细胞系购自 ATCC菌株保存库。所有细胞均在青

霉素（80 mg/mL）和链霉素（80 mg/mL）和 10%胎牛血清的 RP-

MI-1640培养基中于 37℃、5% CO2条件下培养。LV-miR-613

模拟物和模拟对照物均购自上海基因化学有限公司；Lipofec-

tamine 2000 试剂、脂质体 2000 试剂、Trizol 试剂盒、TaqMan

microRNA分析试剂盒、Revert Aid First Strand cDNA合成试剂

盒、BCA分析试剂盒、胎牛血清、真核表达载体 pcDNA3.1（+）

购买于 Thermo Fisher公司；pGL3-Basic对照质粒载体购买于

Madiso公司；定点突变试剂盒购买于 Agilent Technologies公

司；SYBR-Green购买于 Takara公司；增强化学发光剂购买于

GE公司；各种一抗及二抗购于 Santa Cruz Biotechnology及 ab-

cam公司。

在本研究中，基于 2016年WHO的中枢神经分类标准[15]；

于 2017年 3月至 2019年 10月在本院收集和分离了 30例 I-II

期胶质瘤患者（WHO I-II，低等级组）和 25 例 III-IV期胶质瘤

患者（WHO III-IV，高等级组）的组织样本，同时收集了 35例正

常组织样本并遵从纳入标准和排除标准。纳入标准为：（1）所有

对象均为手术治疗并有明确病理诊断；（2）所有胶质瘤患者皆

为首次治疗并未曾接受任何放疗和化疗；（3）所有入选病例均

填写知情书，并完成标本留取；排除标准：（1）患有糖尿病、脂代

谢紊乱和甲状腺功能等代谢性疾病；（2）机体其他部位曾患恶

性肿瘤或转移性肿瘤；（3）在课题研究开展中要求退出的病人。

本研究共入选男性患者 33例，女性患者 22例，平均年龄 68±

5.23岁。本研究已获本院伦理委员会审查批准。

1.2 方法

1.2.1 慢病毒（Lentivirus, LV）转染及分组 所有细胞系均以

1.5× 105个 / 孔的密度培养于 6 孔板中，并用 Lipofectamine

2000试剂转染 100 nM miR-613模拟物或模拟对照物。根据使

用说明书，转染细胞培养于含 10% FBS的 RPMI1640培养基

中，并在 37℃、5% CO2的恒温培养箱中培养 48 h。所用序列如

下 ：miR-613-mi-F，5'-AGGAAUGUUCCUUCUUCUUU-3' 和

miR-613-mi-R，5'-UGGCAAAGAAGGAACAUUCC-3'；对照组

Con-F，5'-ACUACUGAGUGACAGU-3' 和 Con-R，5'-AUCUAC-

UGUCACUCAGUAG-3'。

实验分组：对照组 miRNA 组（Control 组，即空质粒转染

组），转染细胞时，未进行任何处理；miR-613 mimics 组

（miR-613组）：转染细胞时，加入 miR-613 模拟物；miR-613

mimics+VEGFA 组（miR-613+VEGFA 组）：转染细胞时，加入

miR-613模拟物和 VEGFA。

1.2.2 质粒构建及双荧光素酶活性测定 采用 TargetScan

（http://targetscan.org/）和 Miranda（http://www.micrororna.org/）

软件预测 miR-613的潜在靶基因，确定 VEGFA为可能的靶基

因。真核表达载体 pcDNA3.1（+）与全长 VEGFA cDNA进行克

隆。通过聚合酶链反应（PCR）扩增 miR-613的 VEGFA 3'-UTR

靶位点，并将其克隆到 pGL3-Basic对照载体的 Xba I位点，该

载体命名为 VEGFA-WT。使用定点突变试剂盒对 VEGFA

3'-UTR中的 miR-613 靶位点进行定点突变，并命名为 VEG-

FA-Mut。在荧光素酶活性测定中，U87细胞以 5.5× 104个 /孔

的密度接种于 24孔板中，与 VEGFA-WT/Mut载体和编码荧光

素酶的对照载体 PRL-CMV 使用脂质体 2000 试剂进行共转

染，转染 36 h后检测荧光素酶活性。

1.2.3 RNA提取和 RT-qPCR 用 Trizol试剂盒提取所收集的

胶质瘤患者和正常组织样本的总 RNA。根据使用说明书，使用

ABI PRISM 7500序列检测系统（ABI）及 TaqMan microRNA分

析试剂盒检测 miR-613的 mRNA表达水平。PCR程序：95℃预

变性 10 min，95℃变性 15 s，60℃延伸 60 s，循环 40次。U6作

为内参基因，并检测 VEGFA基因的表达。用 Revert Aid First

Strand cDNA合成试剂盒将总 RNA反转录成 cDNA。根据使用

说明书，温度条件：25℃、5 min，42℃、60 min，70℃、10 min。用

SYBR-Green进行定量 PCR，并将 茁-肌动蛋白作为内参基因；
PCR程序：95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃延伸 35 s，循环
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40次。使用的引物序列：VEGFA-F，5'-ATCCAATCGAGACC-

CTG-3' 和 VEGFA-R，5'-ATCTCTCCTATGTGCTG-3'；

茁-actin-F，5'-TGAGAGGGAAATCGTGCGT-3' 和 茁-actin-R，
5'-GCTCGTCGTTGCCAATAGTGATG-3'；miR-613-F 和 U6-F，

5'-CTCGCTTCGGCAGCA-3' 和 miR-613-R 和 U6-R，

5'-AACGCTTCACGAATT TGCGT-3'。用 ITS解离曲线检测引

物序列的特异性，采用 2-△ △ CQ法计算相对基因表达量。

1.2.4 胶质瘤组织病理学分析 使用苏木精 -曙红（HE）染色

来评估胶质瘤患者和正常组织样本的等级，从不同患者收集胶

质瘤组织，并先用 5%中性甲醛固定剂固定，然后包埋在石蜡

中。根据常规方法，将 5 mm厚的切片用于 HE染色。最后，使用

光学显微镜（Olympus）观察组织切片的形态变化。

1.2.5 Western blotting分析 收集各组细胞培养液，离心收集

沉淀（4℃, 4000 r/min, 5 min），超声裂解细胞（150 W, 3 min），然

后低温高速离心（4℃, 10000 r/min, 5 min），分离上清液，使用

BCA分析试剂盒检测蛋白浓度。8% SDS-PAGE分离蛋白，然

后转移到 PDVF膜上，于室温下用 5%脱脂牛奶封闭 1 h；将膜

与一抗 VEGFA（1：1000）、抗血管生成素 -2（Ang-2，1：50）、

CD31（1：200）和 GAPDH（1：5000）分别在 4℃下孵育过夜。然

后将它们与二抗抗鼠免疫球蛋白 IgG（1：2000）和抗兔 IgG（1：

2000）在室温下孵育 1 h。采用增强化学发光剂检测目的蛋白的

表达水平。使用 Image Lab软件（Bio-Rad Laboratory）对斑点进

行半定量。

1.2.6 细胞增殖和小管形成实验 在克隆形成实验中，用

miRNA 对照组、miR-613 mimic 组和 miR-613 mimic+VEGFA

组的质粒分别转染 U87和 U251细胞（1000个 /孔），并接种于

6孔板中培养 14 d。菌落（>60个细胞，直径 60~100 滋m）在室温
下用 0.1%亚甲蓝染色 5 min，在光学显微镜观察成像情况。

1.2.7 内皮细胞小管形成实验 参照文献所述[16]，选择 U87和

U251细胞作为转染对象，以 pcDNA3.1质粒作为载体分别进

行转染，按以下分组进行转染，miRNA对照组、miR-613 mimic

组和 miR-613 mimic+VEGFA组。将细胞外基质胶充分溶解，并

在 24孔板中使用含 5 滋g/mL生长因子的Matrigel进行管形成

试验。当转染 48 h后，分别收集各实验组的细胞上清液。收集

方式为：1500 rpm，离心 5 min。将细胞上清液重悬于 HUVECs

（2× 104个 /孔），按每孔加入 150 滋L上述细胞悬液于 Matrigel

包被的平板上，在 37℃孵育过夜后，在光学显微镜下观察每孔

的情况；并对每个视野内的小管进行成像，并计数 3~5个随机

视野 /孔的平均小管数目。

1.2.8 细胞侵袭试验 参照文献所述[17]，使用 Matrigel包被的

Transwell进行细胞侵袭试验。将 50 滋L的Matrigel（2 mg/mL）

加入 Transwell的上室，在 37℃下孵育 30 min。随后，将 3× 103

细胞接种在无血清的 RPMI1640培养基中；在下室加入含 10%

FBS的 600 滋L培养基作为化学诱导剂，孵育 24 h后，用棉签

清除未侵入的细胞。将侵入下膜的细胞用 4%多聚甲醛室温固

定 30 min，并用 0.1%结晶紫在室温下染色 20 min，在相差显微

镜下拍摄，共选择 5个随机视野进行细胞计数，并计算平均值。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 18.0（SPSS）和 GraphPad Prism6.0（GraphPad

Software Inc）软件进行数据分析。所有数据均以 3个独立实验

的平均值± 标准差表示。组间差异分析采用单因素方差分析或

双尾 Student's t?test检验。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-613在多形性胶质母细胞瘤细胞系中表达下调

HE染色结果显示，与正常临近组织样本相比，胶质瘤 I-II

期组样本的肿瘤细胞呈现异形，具有深核染色，并且肿瘤细胞

密度适度较低，而胶质瘤 III-IV期组样本的肿瘤细胞的核分裂

活跃，具有明显的微血管增殖和明显的细胞异型性。RT-qPCR

检测结果表明，高级别胶质瘤细胞系 U87、U251和 SWO-38中

miR-613 的 mRNA 表达水平低于低级别胶质瘤细胞系 NHA

和 H4（P<0.05）。由于 U87和 U251细胞 miR-613的表达最低，

因此选择这两种细胞系进行后续实验。为进一步证实 miR-613

在不同级别胶质瘤中的表达水平，采用 RT-qPCR 方法检测

miR-613在不同级别胶质瘤组织样本中的 mRNA表达水平。结

果表明，与正常邻近组织样本相比，miR-613在胶质瘤 I-IV组

样本中表达水平显著降低，其中在胶质瘤 III-IV组样本中表达

水平最低（P<0.05）。见图 1。

2.2 miR-613连接 VEGFA 3'-UTR并调节 VEGFA

在 U87和 U251细胞系的 VEGFA-WT组中，与 Control组

相比，miR-613组的荧光素酶活性显著降低（P<0.05）；但在 U87

和 U251 细胞系的 VEGFA-Mut 组中，与 Control 组相比，

miR-613 mimics组的荧光素酶活性无显著差异（P>0.05）。与
Control组相比，U87和 U251细胞系中 miR-613组 VEGFA的

mRNA和蛋白表达水平均显著降低（P<0.05）。这些结果表明
VEGFA是 GBM细胞 miR-613的直接下游靶点。见图 2。

2.3 miR-613过表达抑制 GBM细胞的增殖、侵袭

克隆形成实验结果显示，与 Control组相比，miR-613组的

克隆形成数量显著减少（P<0.05）；而与 miR-613 组相比，

miR-613+VEGFA组的克隆形成数量显著增加（P<0.05）。侵袭
实验结果显示，与 Control对照组相比，miR-613组的细胞侵袭

受到显著抑制（P<0.05）；而与 miR-613组相比，miR-613+VEG-

FA组的细胞侵袭数量显著增加（P<0.05）。见图 3。

2.4 miR-613通过靶向 VEGFA抑制 GBM细胞的血管生成

血管生成实验结果显示，与 Control组相比，miR-613组的

内皮细胞 HUVEC 的管状形成显著减少（P<0.05）；而与
miR-613组相比，miR-613+VEGFA组的管状形成数量显著增

加（P<0.05）。Western blotting分析显示，与 Control组相比，

miR-613组 Ang-2蛋白表达水平显著降低；而与 miR-613组相

比，miR-613+VEGFA组的 Ang-2蛋白表达水平显著增加（P<0.
05）。这些结果表明 miR-613通过靶向 VEGFA抑制肿瘤的侵

袭、增殖和血管生成。见图 4。

3 讨论

miRNAs在许多生物学过程中发挥关键作用，包括增殖、

分化、发育和凋亡[9,18]。研究表明，miRNAs可能是多种疾病的潜

在治疗靶点 [19,20]。开发基于 miRNA的治疗药物有两种方式：

miRNA模拟物和 miRNA拮抗剂。miRNA拮抗剂在疾病组织

中表现出功能增益的内源性 miRNA[21]。miRNA模拟物用于恢

复丧失的功能，这种方法也被称为 "miRNA替代疗法 "。这些
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图 1 miR-613在胶质瘤细胞和高级别胶质瘤中表达下调

Fig. 1 Down regulation of miR-613 expression in glioma cells and high-grade gliomas

Note: A: expression of miR-613 mRNA in high-grade glioma cell lines U87, U251, SWO-38 and low-grade glioma cell lines H4 and NHA; B: The

expression levels of miR-613 mRNA in patients and normal tissues were measured; C: HE staining of different grade gliomas (× 100); Normol: normal

tissue sample; I-II: tissue sample of I-II glioma patient; III-IV: tissue sample of III-IV glioma patient; Compared with NHA or H4, #P<0.05

基于 miRNA的治疗方法在肿瘤治疗中可能是有效办法。虽然

已经在人类中检测到数千个 miRNAs[22]，但目前只有少数 miR-

NAs的功能特征得到了鉴定。

文献报道 miR-613参与巨噬细胞和 HepG2细胞的脂质代

谢[23]，同时 miR-613和肿瘤发生之间存在联系[22]。本研究通过

RT-qPCR检测 miR-613的表达水平，结果表明，高级别胶质瘤

细胞系 U87、U251和 SWO-38中 miR-613的 mRNA表达水平

均低于低级别胶质瘤细胞系 NHA和 H4。此外，miR-613的表

达水平与胶质瘤的分级显著相关，并且 miR-613的 mRNA表

达水平在胶质瘤的发育不良时明显降低。

文献表明，miR-613的上调减少了肿瘤血管生成和体外侵

袭[24]。miR-613还可以逆转前列腺癌细胞中 Fzd7表达的增加，

从而导致细胞增殖和侵袭的减少；miR-613过表达对细胞增殖

和侵袭的抑制作用与 Fzd7耗竭诱导的 Wnt信号转导降低有

关[25]。miR-613在大肠癌组织和细胞系中被下调，而低水平的

miR-613与晚期 TNM分期和淋巴结转移显著相关[26]。另外，细

胞功能研究表明，miR-613显著降低大肠癌细胞的增殖，迁移

和侵袭，并诱导 G1期细胞周期停滞 [26]。这些结果也表明了

miR-613表达水平在肿瘤治疗中的治疗价值，并有可能作为新

型生物标志物或治疗靶标。

血管生成在肿瘤生长和进展中起着重要作用。大量研究表

明血管内皮生长因子 A（Vascular endothelial growth factor A,

VEGFA）是肿瘤诱导胶质瘤血管生成的最有潜力的调节剂[27]。

VEGFA表达增高与胶质瘤复发风险加重、预后不良、肿瘤微血

管密度增加有关[28]。另外，文献表明，miR-155过度表达对黑素

瘤血管生成的影响，其原因是由于 miR-155的表达抑制 JAK2 /

STAT3信号通路的激活并下调 MMP-9，FGF2和 VEGFA的表

达,从而诱导癌症相关的成纤维细胞（CAFs）的促血管生成转

换。减轻 CAFs对黑色素瘤细胞增殖，迁移和管形成的促进作

用[29]。本研究结果表明，miR-613能够负调控 VEGFA的表达，

而 VEGFA通过与 VEGFA 3'-UTR 中的一个位点连接而发挥

重要作用。VEGFA可提高 miR-613过表达后的 U87和 U251

细胞的 VEGFA表达水平。Ang-2是另一种调节肿瘤血管生成

的重要蛋白[30]。本研究表明，Ang-2和 VEGFA在肿瘤血管生成

中起协同作用。另外，多个实验结果都表明 miR-613与 VEGFA

之间存在相互作用。这些发现有助于理解 VEGFA在调节胶质

瘤细胞中的作用。

综上所述，本研究结果提示 miR-613与胶质瘤有关，并提

示 miR-613通过抑制 VEGFA的表达在胶质瘤细胞的恶性转

化过程中发挥重要作用，这些结果提示 miR-613可能成为未来

治疗胶质瘤的潜在靶点。
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