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ＳＨＧ４４神经胶质瘤干细胞分化为胶质瘤细胞前、后ｍｉＲ９２ｂ
基因的表达变化
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　　摘　要：目的　观察ＳＨＧ４４神经胶质瘤干细胞分化为胶质瘤细胞前、后 ｍｉＲ９２ｂ基因表达的变化。方法　从人胶质瘤

ＳＨＧ４４细胞中筛选出肿瘤干细胞并进行荧光免疫鉴定；将肿瘤干细胞诱导分化为胶质瘤细胞；逆转录聚合酶链式反应（ＲＴ

ＰＣＲ）法和实时荧光定量ＰＣＲ法测定分化前、后ｍｉＲ９２ｂ基因前体的转录水平。结果　ＲＴＰＣＲ产物的电泳结果显示，在干细胞

及分化后的胶质瘤细胞中均出现 ｍｉＲ９２ｂ基因前体的目标条带。运用实时荧光定量ＰＣＲ法对目的基因进行表达相对定量的

２ΔΔｔ法，以干细胞ｍｉＲ９２ｂ前体基因为参照，分化后的胶质瘤细胞 ｍｉＲ９２ｂ基因前体表达量为２．９５，约为干细胞表达量的３倍。

结论　ｍｉＲ９２ｂ基因可能在神经胶质瘤干细胞的分化过程中发挥了重要作用。
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　　肿瘤干细胞假说认为，并非肿瘤中的所有细胞在肿瘤的增

殖和生长中起作用，仅仅是肿瘤中一小部分被称为肿瘤干细胞

的细胞，具有增殖和广泛的自我更新能力。大部分肿瘤细胞失

去了自我更新和增殖的能力，分化成为肿瘤细胞，构成了肿瘤

的表型特征［１］。脑胶质瘤干细胞（ＢＧＳＣｓ）是脑胶质瘤的“种

子”细胞，具有自我更新、增殖和多向分化潜能等干细胞属性。

随着目前对ＧＳＣｓ的深入研究，它可能为临床治疗胶质瘤提供

一种新思路［２３］。

小分子ＲＮＡ９２ｂ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ９２ｂ，ｍｉＲ９２ｂ）是含有２２个

核苷酸的小分子ＲＮＡ，被发现参与了细胞的增殖、肿瘤细胞的

转移等功能。ｍｉＲ９２ｂ还被发现在原发性脑肿瘤中表达程度

高于从其他组织转移来的脑肿瘤［４］。此外，有人以低剂量的放

射线照射人成纤维细胞，发现细胞中 ｍｉＲ９２ｂ表达量下降
［５］。

那么，ｍｉＲ９２ｂ是否参与了肿瘤干细胞的分化过程？本研究以

ＳＨＧ４４神经胶质瘤细胞中筛选出的干细胞为研究对象，检测

其在分化前、后 ｍｉＲ９２ｂ前体表达水平的差异，探讨其在

ＳＨＧ４４神经胶质瘤干细胞分化中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂　ＳＨＧ４４人胶质瘤细胞系购自中科院细

胞库；ＤＭＥＭ高糖培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培

养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｂ２７添加剂（Ｇｉｂｃｏ公司）；人表皮生长因子

（ＥＧＦ，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司）；人碱性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ，Ｐｅｐ

ｒｏＴｅｃｈ公司）；特级胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；青霉素和链霉

素（华北制药）；左旋多聚赖氨酸（Ｓｉｇｍａ公司）；山羊血清；小鼠

抗人Ｎｅｓｔｉｎ单克隆抗体（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司）；兔抗人胶质纤维酸

性蛋白（ＧＦＡＰ）多克隆抗体（Ｓｉｇｍａ公司）；小鼠抗人βｔｕｂｕｌｉｎ

Ⅲ单克隆抗体（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠二抗

（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；ＴＲＩＴＣ标记羊抗兔标记二抗（Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公

司）；ＴａＫａＲａＳＹＢＲ? ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴＰＣＲＫｉｔ试剂盒。

１．１．２　仪器　荧光显微镜；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ扩增

仪（ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ公司）。

１．２　方法

１．２．１　胶质瘤干细胞的筛选培养　将培养在含１０％胎牛血

清ＤＭＥＭ培养基中的ＳＨＧ４４肿瘤细胞，经胰酶消化后更换

为神经干细胞培养基ＤＭＥＭＦ１２（内含２％Ｂ２７、ＥＧＦ２０μｇ／

Ｌ、ｂＦＧＦ２０μｇ／Ｌ）培养，每隔１ｄ添加１ｍＬ培养基。动态观

察细胞球的形成过程。

１．２．２　胶质瘤干细胞的鉴定　取活力良好的细胞球，植入经

多聚赖氨酸包被的玻片上，３７℃晾干，用ＰＢＳ液反复漂洗３

次，每次１０ｍｉｎ，以除去残存培养基，室温下４％多聚甲醛固定

３０ｍｉｎ，ＰＢＳ液洗３次，５％山羊血清封闭液３７℃封闭３０ｍｉｎ，

加入小鼠抗人Ｎｅｓｔｉｎ单克隆抗体（１∶２００），兔抗人 ＧＦＡＰ多

克隆抗体（１∶２００）和小鼠抗人βｔｕｂｕｌｉｎⅢ单克隆抗体（１∶
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２００）于湿盒内４℃过夜，次日ＰＢＳ液冲洗后加入ＦＩＴＣ标记山

羊抗小鼠二抗（１∶５０）、ＴＲＩＴＣ标记羊抗兔标记二抗（１∶５０），

３７℃孵育３０ｍｉｎ，同时做阴性对照（用ＰＢＳ液代替荧光二抗），

ＰＢＳ液漂洗３遍后荧光显微镜下镜检。

１．２．３　胶质瘤干细胞的诱导分化及分化鉴定　取活力良好的

细胞球，轻轻吹打后接种到预先放有多聚赖氨酸包被好的盖玻

片的６孔板中，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液培养５～７

ｄ，待细胞球周围伸出较长突起或散在细胞变为多形、星形或梭

形时，用前述类似方法行 Ｎｅｓｔｉｎ、ＧＦＡＰ和βｔｕｂｕｌｉｎⅢ免疫荧

光检测。

１．２．４　ｍｉＲ９２ｂ基因前体的检测方法　分别取肿瘤干细胞细

胞球和分化后的贴壁细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ抽提总ＲＮＡ，取３μｇ总

ＲＮＡ合成ｃＤＮＡ，取３μＬｃＤＮＡ进行 ＲＴＰＣＲ扩增，反应总

体积２５μＬ。ｍｉＲ９２ｂ基因前体引物序列为：Ｆ：ＣＣＡ ＡＧＧ

ＴＧＡＡＣＣＣＡＡＣＴＣＣＣＣ ＡＧＣ；Ｒ：ＡＴＧＣＣＣＧＡＡ ＧＴＣ

ＣＴＣＣＣＡＧＡＣＣ。反应条件为：９４℃１０ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５

℃４５ｓ，７２℃４５ｓ，４０个循环；７２℃５ｍｉｎ。扩增产物以琼脂

糖凝胶电泳鉴定。

实时荧光定量 ＰＣＲ 以 βａｃｔｉｎ 为内参，按照 ＴａＫａＲａ

ＳＹＢＲ? ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴＰＣＲ Ｋｉｔ说明书要求，配置定量

ＰＣＲ反应体系，每组设３个复孔。根据结果对 ｍｉＲ９２ｂ基因

前体表达水平进行相对定量。

２　结　　果

２．１　胶质瘤干细胞的筛选培养及其在２种培养条件下的相互

转化　将在含血清培养基条件下培养的ＳＨＧ４４细胞接种到

无血清的神经干细胞培养基中，开始细胞呈圆形悬浮生长，１ｄ

后细胞开始贴壁生长；１周后，部分细胞形成凸起的克隆球，且

球体积不断增大，此即为肿瘤干细胞。２周后，将悬浮克隆球

取出重新接种到含１０％胎牛血清高糖培养基，克隆球在数小

时内出现贴壁生长，贴壁细胞形态与母代ＳＨＧ４４细胞基本一

致，说明肿瘤干细胞分化为瘤细胞。

悬浮克隆球在血清培养基中传代培养１个月后，再次以相

同密度接种到无血清的神经干细胞培养基，仍然有克隆球形

成，球体增长迅速。一旦转变为血清培养基，细胞生长方式以

及形态仍与母代血清中的ＳＨＧ４４细胞基本一致。

２．２　胶质瘤干细胞和分化细胞的鉴定　细胞球的神经干细胞

标志物Ｎｅｓｔｉｎ表达阳性（呈现绿色荧光），星形胶质细胞标志

物ＧＦＡＰ和神经元标志物βｔｕｂｕｌｉｎⅢ表达阴性，表明细胞球

表达神经干细胞特异性抗原，为胶质瘤中的干细胞。细胞球分

化５ｄ后的细胞，贴壁生长，Ｎｅｓｔｉｎ表达阴性，ＧＦＡＰ（呈现红色

荧光）和βｔｕｂｕｌｉｎⅢ（呈现绿色荧光）表达阳性，说明干细胞分

化为胶质瘤细胞。

２．３　ＲＴＰＣＲ和实时荧光定量ＰＣＲ结果　ｍｉＲ９２ｂ基因前

体ＲＴＰＣＲ产物的电泳结果见图１，贴壁细胞和细胞球在３００

ｂｐ左右皆有一目标条带，初步判断贴壁细胞中 ｍｉＲ９２ｂ基因

前体的表达水平高于细胞球。进一步进行实时荧光定量ＰＣＲ

测定，采用对目的基因进行相对表达定量的２△△Ｃｔ法，以细胞

球ｍｉＲ９２ｂ基因前体为参照，贴壁细胞的ｍｉＲ９２ｂ基因前体表

达量为２．９５，约为干细胞表达量的３倍。

图１　　ＲＴＰＣＲ产物电泳图谱

３　讨　　论

当前脑肿瘤的诊断与预后标准是以肿瘤的全体肿瘤细胞

群的组织病理学和分子学特点为依据的，这可能不能够充分体

现占较少比例的肿瘤干细胞中的关键性改变。而脑肿瘤中存

在有肿瘤干细胞的理论，提示尽管在许多肿瘤中有固有的细胞

异质性，但可能仅仅是一个细胞类型在对肿瘤的产生和持续发

生起作用。因此，这一细胞类型的鉴定可能为肿瘤的监测和诊

断提供重要标志物。而且，针对它进行适当的药物及分子生物

学治疗，可能是治疗中最为关键也是最为有效的。

目前，人们对ｍｉＲＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）已经有了较多的认识，

证实了它们在细胞增殖、分化、凋亡中起着重要作用，ｍｉＲＮＡｓ

特异性的表达还可能参与了肿瘤的发生和发展，在胶质瘤中也

扮演着重要的作用。对其进行深入研究将有助于进一步阐明

胶质瘤的发病机制，进而对胶质瘤的诊断、治疗及预后判断有

帮助。

ｍｉＲＮＡｓ通过与靶 ｍＲＮＡｓ的完全或部分互补结合引起

靶ｍＲＮＡｓ的降解，或抑制其靶蛋白的翻译。ｍｉＲＮＡ的５′端

２～８或１～７核苷酸区被称为“种子区”，对 ｍｉＲＮＡ与靶 ｍＲ

ＮＡ的３′端非转录区（３′ＵＴＲ）配对非常重要。ｍｉＲＮＡ种子区

通常和相应的靶序列完全配对，因此，可以用种子区序列预测

ｍｉＲＮＡ的靶基因。在大多数情况下，ｍｉＲＮＡ种子区和相应靶

基因序列的完全配对是其起调控作用的前提条件。根据生物

信息学预测，一种 ｍｉＲＮＡ可作用于多种 ｍＲＮＡ靶点，多个

ｍｉＲＮＡ也可以作用于一个ｍＲＮＡ。ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ可以包

含多个ｍｉＲＮＡ的作用位点，并且和抑制翻译的程度有关，而

ＲＮＡ结合的位点越多，抑制的程度就越大。由此形成复杂而

又精确的调节网络，调节着生物体的基因表达及生理功能，一

旦ｍｉＲＮＡ的水平失衡，将可能导致疾病的发生
［６］。

胶质细胞瘤是中枢神经系统最常见的高度恶性肿瘤［７］。

有人对人脑胶质细胞瘤中多种 ｍｉＲＮＡｓ的表达水平测定发

现，ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ２６ａ、ｍｉＲＮＡ２９６、ｍｉＲＮＡ２２１２２２表

达上调，表达下调的有 ｍｉＲＮＡ１４６ｂ、ｍｉＲＮＡ７、ｍｉＲＮＡ１２４、

ｍｉＲＮＡ１３７、ｍｉＲＮＡ１２８、ｍｉＲＮＡ１８１ａ／ｂ／ｃ
［８１１］。在胶质细胞

瘤的发生、发展中，ｍｉＲＮＡｓ表达水平上调可能起着癌基因的

作用，而ｍｉＲＮＡｓ表达水平下调则起着抑癌基因的作用
［８］。

Ｈｉｌａｈ等
［１２］发现将Ｓｍａｄ转染进胶质瘤细胞中可以抑制

其生长，而且他们还发现Ｓｍａｄ可以通过上调 ｍｉＲ４５１途径促

进胶质瘤干细胞分化为ＣＤ１３３细胞并抑制它产生肿瘤的特

性。Ｓｉｌｂｅｒ等
［８］证实 ｍｉＲ１２４和 ｍｉＲ１３７可以诱导小鼠神经

干细胞、小鼠胶质瘤干细胞和人恶性胶质瘤干细胞的分化。

通过对 ｍｉＲＮＡ２１的进一步研究发现
［１３］，ｍｉＲＮＡ２１调

控着包括ｐ５３通路、转化生长因子β（ＴＧＦβ）通路和线粒体凋

亡通路中多种重要因子的表达。其中部分因子的 ｍＲＮＡ为

ｍｉＲＮＡ２１直接作用的靶基因，这说明 ｍｉＲＮＡ２１作为一种癌

基因参与到了ｐ５３通路、ＴＧＦβ通路和线粒体凋亡通路，行使

其促进肿瘤生长的作用。

尽管迄今为止还没有胶质瘤细胞中的ｍｉＲ９２ｂ的报道，但

作者发现，ｍｉＲ９２ｂ参与了某些细胞的分化过程。进一步的文

献研究发现［１４］，人胚胎干细胞（ＥＳ）的 Ｇ１ 期比体细胞 Ｇ１ 期

短，其原因可能是ＥＳ中 ｍｉＲ９２ｂ表达水平较高，通过抑制靶

基因ｐ５７的表达使细胞Ｇ１期缩短。此外，ｍｉＲ９２ｂ的作用还

与致癌基因 ＭＹＣＮ和 Ｗｎｔ信号通路调节蛋白 ＤＫＫ３有关，

ＭＹＣＮ能上调 ｍｉＲ９２ｂ的表达，进而下调 ｍｉＲ９２ｂ靶基因

ＤＫＫ３的表达水平，对 Ｗｎｔ信号通路发挥作用
［１５］。
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因此，本研究试图发现ｍｉＲ９２ｂ是否参与了胶质瘤干细胞

的分化过程，从而将其纳入胶质瘤治疗的靶标。本研究首次发

现，ＳＨＧ４４胶质瘤细胞中存在部分肿瘤干细胞，经过特异培

养基的筛选，可使其中的干细胞快速增殖，以球状生长，并表现

干细胞特异的表面抗原。干细胞以含血清培养基诱导后，可以

分化为胶质瘤细胞，并表达胶质细胞或神经元细胞的特异性表

面抗原。胶质瘤干细胞分化后的 ｍｉＲ９２ｂ基因前体表达水平

提高，说明ｍｉＲ９２ｂ基因参与了分化过程相关基因表达的调

节。至于通过其表达水平的变化，调节下游哪些靶基因的表

达，是下一步需要研究的问题。
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ａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００５，１１５（１）：１１８

１２７．

［１３］ＢａｎｆｉＡ，ｖｏｎＤｅｇｅｎｆｅｌｄＧ，ＧｉａｎｎｉＢａｒｒｅｒａＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒａ

ｐｅｕｔｉｃａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｄｕｅｔｏｂａｌａｎｃｅｄｓｉｎｇｌｅｖｅｃｔｏｒｄｅｌｉｖｅｒｙ

ｏｆＶＥＧＦａｎｄＰＤＧＦＢＢ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２０１２，２６（６）：２４８６

２４９７．

［１４］姜坤，李传勇，孟庆友，等．内皮祖细胞移植治疗慢性深静

脉血栓形成的实验研究［Ｊ］．中国普通外科学杂志，２０１０，

２５（１）：６１６３．

［１５］ＷｇｓｔｅｒＤ，ＺｈｕＣ，ＢｊｒｃｋＨＭ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＤＧＦＣ

ａｎｄＰＤＧＦＤｏｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ ＭＭＰ２ａｎｄ

ＭＭＰ９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，２００９，２０２（２）：

４１５４２３．

（收稿日期：２０１３０１０９　修回日期：２０１３０４２２）

３８８２重庆医学２０１３年８月第４２卷第２４期




