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MiR-218-5p抑制A2B5+/CD133–亚群胶质瘤

干细胞的干性维持及侵袭性
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(1苏州大学附属第一医院神经外科暨脑神经研究室, 苏州 215006; 2苏州大学附属儿童医院, 苏州 215003)

摘要      该文目的为探讨miR-218-5p对表达A2B5+/CD133–的胶质瘤干细胞(glioma stem cells, 
GSCs)亚群干性维持及侵袭性的影响。实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测人脑胶质瘤组织及细胞

株中miR-218-5p的表达; 上、下调miR-218-5p慢病毒转染表达A2B5+/CD133–的胶质瘤干细胞SHG-
139s, 二次球体形成实验、免疫荧光及qRT-PCR检测SHG-139s的标志物A2B5、CD133、Nestin、
PLAGL2、ALDH1及SOX2的表达变化; Transwell实验、qRT-PCR及免疫荧光检测SHG-139s基质金

属蛋白酶9(matrix metalloproteinase 9, MMP9)的表达变化。结果显示, miR-218-5p在胶质瘤中低表达, 
上调miR-218-5p可显著降低SHG-139s成球率, 同时明显降低SHG-139s中上述干细胞标志物的表达;  
Transwell实验显示, 上调miR-218-5p能显著抑制SHG-139s的侵袭能力, 使其MMP9表达受到明显抑

制。因此, miR-218-5p可能作为抑癌基因在胶质瘤中发挥作用, 高表达的miR-218-5p可抑制SHG-
139s的干性维持及其侵袭能力。

关键词      miR-218-5p; A2B5+/CD133–胶质瘤干细胞; 干性维持; 侵袭

MiR-218-5p Inhibited the Stemness Maintaining and Invasion of 
A2B5+/CD133– Subgroup Human Glioma Stem Cells

Wu Zhiwu1#, Wang Hangzhou2#, Li Yanyan1, Li Xuetao1, Sun Ting1, Chen Guilin1, Xie Xueshun1, 
Zhou Youxin1*, Du Ziwei1
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Abstract       The article was aimed at detecting the expression of miR-218-5p in human gliomas, and ex-
ploring its influence in stemness maintaining and invasion of A2B5+/CD133– human glioma stem cells (SHG-
139s). qRT-PCR was used to detect miR-218-5p expression in noncancerous brain tissue, human glioma tissue, 
human glioma cell lines and human glioma stem cell lines. Lentivirus vectors encoding miR-218-5p and anti-
miR-218-5p were constructed and stably transfected into A2B5+/CD133– SHG-139s cells. Neurosphere formation 
assay, Transwell assay, immunofluorescence and qRT-PCR analysis were used to explore the role of miR-218-
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5p in SHG-139s. qRT-PCR analysis showed that miR-218-5p expression was lower in human glioma tissues and 
cells than in noncancerous brain tissue and normal human astrocyte cells, and lower in A2B5+/CD133– (SHG-
139s) cells than in CD133+ cells (SU2, U87s) cells. Immunofluorescence staining and qRT-PCR showed that 
miR-218-5p reduced the expressions of stem cell markers (A2B5, nestin, PLAGL2, ALDH1, Sox2), compared to 
controls; However, qRT-PCR analysis showed that upregulated miR-218-5p expression led to a decline in CD133 
expression, although this result was not confirmed by immunofluorescence staining. MiR-218-5p reduced SHG-
139s cell invasiveness in Transwell assay and reduced MMP9 expression detected by qRT-PCR and immunofluo-
rescence analysis. MiR-218-5p is implicated as a tumor suppressor gene in glioma that functions by upregulating 
miR-218-5p expression, which inhibits the stem cell and invasive properties of SHG-139s.

Keywords        miR-218-5p; A2B5+/CD133– glioma stem cells; stemness maintaining; invasion

胶质瘤是颅内常见的恶性肿瘤, 具有很强的

侵袭性、高死亡率和复发率, 尤其是胶质母细胞瘤

(glioblastoma, GBM), 患者平均生存时间大约为15个
月[1]。胶质瘤干细胞(glioma stem cells, GSCs)是胶质

瘤发生和复发的根源, 因此治疗胶质瘤的关键是彻

底切除肿瘤的同时全面消除胶质瘤干细胞。目前有

关研究证实, 胶质瘤中存在CD133–的细胞, 而这群不

表达CD133的细胞同样具有GSCs的生物学特性[2-3], 
由此推测, GSCs的特性并不是由一种标志物决定的, 
而可能由多种肿瘤干细胞标志物共同决定。相关研

究已证实, MiR-218在胶质瘤中低表达,上调miR-218
的表达后能显著促进胶质瘤干细胞的分化, 抑制胶

质瘤细胞的增殖及侵袭性。然而, 作为miR-218的前

体, miR-218-5p在胶质瘤中的作用是否一致, 目前国

内外仍未见相关报道。本室近年培养出了一株表达

A2B5+/CD133–的胶质瘤干细胞株, 将其命名为SHG-
139s[4]。通过基因芯片技术筛选发现, miR-218-5p在
SHG-139s中表达显著降低, 因此推测, miR-218-5p对
这株A2B5+/CD133–人脑胶质瘤干细胞(SHG-139s)的
干细胞特性及侵袭性可能起着重要的调控作用。

1   材料与方法
1.1   组织标本及来源

收集2008年5月至2013年1月苏州大学附属第

一医院神经外科手术切除并经病理证实的人脑胶

质瘤组织标本53例、脑外伤减压术切除的非瘤脑

组织6例, 均储存于液氮中。按照WHO 2007年的

分类标准, 对53例人脑胶质瘤组织标本进行良恶

性分级, 其中I级6例、II级16例、III级17例、IV级

14例; 男35例, 平均年龄44.6岁; 女18例, 平均年龄

47.5岁。

1.2   细胞来源及细胞培养

人胶质瘤细胞株SHG-44、U87、U373、A172
和正常人脑星形细胞株1800购于中国科学院上海细

胞库; SHG-139s为本室近年新培养出的一株人脑胶

质瘤干细胞株, 应用神经干细胞培养基(neural stem 
cells medium, NSCM)成功获得其干细胞, 表达标志物

A2B5+/CD133–; U87s为U87在NSCM中培养获取的肿

瘤干细胞; SU2由苏州大学附属第二医院神经外科黄

强教授惠赠。胶质瘤细胞株培养于含10%胎牛血清

的DMEM和RPMI 1640培养基中, GSCs培养于含EGF 
(20 ng/mL)、bFGF(20 ng/mL)、1/100 N2的DMEM/F12
无血清培养基中; 在含5% CO2的37 °C恒温培养箱中

培养, 每2~3 d换液一次, 胰酶消化传代培养。

1.3   主要试剂和抗体

细 胞 培 养 液DMEM和RPMI 1640购 于 美 国

Thermo公司, DMEM/F12、N2购于美国Gibco公司, 
bFGF(碱性成纤维细胞生长因子)、EGF(表皮生长

因子)购于美国Invitrogen公司。miR-218-5p引物和

All-in-One ™ miRNA qRT-PCR Detection Kit购 于

GeneCopoeia公司。普通逆转录及荧光定量PCR反
应试剂盒购于美国Thermo公司。miR-218-5p的慢病

毒由上海吉凯基因化学技术有限公司构建和包装。

一 抗: 兔 抗 人Nestin、SOX2、CD133、PLAGL2、
ALDH1、MMP9(matrix metalloproteinase 9)单克隆

抗体及鼠抗人A2B5 IgM购于Abcam公司, 红色荧光

二抗山羊抗兔IgG、山羊抗鼠IgM购于Thermo公司。

1.4   构建稳定表达miR-218-5p的SHG-139s
将SHG-139s细 胞 分 成 空 白 组、 阴 性 对 照

组、miR-218-5p过表达组和miR-218-5p干扰组。将

SHG-139s单细胞悬液接种到6孔板中, 细胞融合至

30%~50%时, 用已构建好的病毒滴度在1×108 TU的
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相应慢病毒, 按MOI=1分别加入各孔, 空白组中不加

病毒, polybrene(4~10 µg/mL)用于提高病毒的转染

效率, 然后将6孔板置于含5% CO2的37 °C恒温培养

箱中培养, 8 h后换液培养, 3~4 d后细胞涂片于荧光

显微镜下观察GFP表达率。

1.5   组织及细胞中总RNA的提取及定量分析

分别取液氮中保存的人脑胶质瘤组织、非瘤脑

组织及培养细胞, 加入Trizol, 匀浆后严格按照Trizol
法抽提总RNA并测定RNA浓度。 MiR-218-5p的定

量检测根据All-in-One™ miRNA qRT-PCR Detection 
Kit试剂盒说明书要求, PCR反应条件为: 95 °C预变

性10 min; 95 °C变性10 s, 60 °C退火20 s, 72 °C延伸

10 s, 在Roche480定量PCR仪进行40个循环反应, 结
果进行2–ΔΔCt值分析。肿瘤干细胞标志物的定量检测

采用Thermo公司的逆转录和PCR反应试剂盒, 反应

条件为: 95 °C预变性10 min; 95 °C变性10 s, 60 °C退
火20 s, 72 °C延伸10 s, 在Roche480定量PCR仪进行

45个循环反应, 结果进行2–ΔΔCt值分析。肿瘤干细胞

标志物及内参GAPDH的引物序列见表1。
1.6   SHG-139s二次球体形成实验及肿瘤干细胞

标志物免疫荧光染色

将各对照组的SHG139s单细胞无限稀释后, 按每

孔100个细胞接种于24孔板中, 每组设8个复孔, 培养

14 d后将超过20个细胞的细胞球计数, 结果以8个复

孔的平均值表示[5]。将稳定转染的SHG-139s细胞悬液

接种于灭菌的经多聚赖氨酸处理的载玻片上, 室温下

自然风干后用PBS漂洗, 4%多聚甲醛室温固定15 min, 
PBS漂洗, 0.25% Triton X-100室温通透5~15 min, PBS
漂洗, 5%胎牛血清(BSA)封闭30 min, 加一抗湿盒中孵

育, 4 °C过夜。第二天弃去一抗, 加带红色荧光的二抗, 

湿盒中室温避光孵育1 h。弃去二抗液体, PBS冲洗细

胞后吸干, 用含DAPI(DNA染色剂)的封片剂封片, 激
光共聚焦显微镜(Leica公司)下观察及分析结果。表

达量以荧光强度表示, 采用Image J软件分析。

1.7   SHG-139s细胞侵袭实验

将Matrigel胶按照1:5稀释后, 按每孔50 µL均匀

铺于Transwell小室, 37 °C孵育3 h。将转染96 h后的

SHG-139s细胞用0.05%胰酶+0.02% EDTA吹散, 离
心5 min, 干细胞培养液重悬细胞后以每孔2×105个

接种于Transwell小室, 上室200 µL, 下室加入500 µL
含20%胎牛血清的DMEM培养基。在含5% CO2的

37 °C恒温培养箱中培养48 h后, 用棉签擦净上层小

室内细胞, 室温下无水甲醇固定30 min, 再用1%结

晶紫染色5 min, 随即在显微镜下随机取6个视野计

数, 重复3次取其平均值。基质金属蛋白酶MMP9的
qRT-PCR检测及细胞免疫荧光染色方法同上, MMP9
基因引物序列: 上游5′-CGG ACC AAG GAT ACA 
GTT TGT T-3′, 下 游5′-GTT CAG GGC GAG GAC 
CAT AG-3′; GAPDH引 物 序 列: 上 游5′-ACC ACA 
GTC CAT GCC ATC AC-3′, 下游5′-TCC ACC ACC 
CTG TTG CTG TA-3′。
1.8   统计方法

应用SPSS 19.0软件进行数据分析, 两组间均数

比较采用t检验, 多组间数据分析采用单因素方差分

析, P<0.05为差异显著。

 

2   结果
2.1   miR-218-5p在人脑胶质瘤组织、非瘤脑组织

及胶质瘤细胞株中的表达

 通过qRT-PCR检测了53例人脑胶质瘤组织、6

表1   胶质瘤干细胞标志物qRT-PCR引物序列

Table 1   The primer sequences of biomarks of glioma stem cells for qRT-PCR
基因
Gene                                                               

引物序列(5´→3´)
Primer sequence (5´→3´)                   

CD133 Upstream: ATT GAC TTC TTG GTG CTG TTG A
Downstream: GAT GGA GTT ACG CAG GTT TCT C

SOX2 Upstream: TGT CAA GGC AGA GAA GAG AGT G
Downstream: GCC GCC GAT GAT TGT TAT TAT

PLAGL2 Upstream: GGG CTT GCT GAC TTC TCT TCA T
Downstream: AAT CCT CTT GCC TGT CTT CTG T

ALDH1 Upstream: CGC CAG ACT TAC CTG TCC TAC T
Downstream: TCA ACA TCC TCC TTA TCT CCT TCT

Nestin Upstream: CTT GCC TGC TAC CCT TGA GAC
Downstream: GTT TCC TCC CAC CCT GTG T

GAPDH Upstream: ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC
Downstream: TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



472 · 研究论文 ·

A: 带有绿色荧光(GFP)的慢病毒转染SHG-139s后具有很强的荧光表达, 证实已获得稳定转染的SHG-139s干细胞株(200×); B: 转染后各组中

miR-218-5p的表达水平, 图示干扰组中miR-218-5p的表达显著低于过表达组。**P<0.01, ***P<0.001。 
A: strong fluorescence detected in transfected SHG-139s cells stably transfected the lentivirus GV159-GFP vector expressing anti-miR-218-5p, miR-218
-5p and miR-control (200×); B: the expression of miR-218-5p in different groups of SHG-139s, and it was lower in anti-miR-218-5p group than that in 
miR-218-5p group. **P<0.01, ***P<0.001.

图2  稳定转染绿色荧光蛋白慢病毒的SHG-139s细胞

Fig.2   Successfully stable transfection of obtained SHG-139s cells with recombinant lentiviruses expressing green fluorescent protein
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A: miR-218-5p在胶质瘤组织中的表达显著低于非瘤脑组织, 在低级别组中(Grade I、II)的表达高于高级别组(Grade III、IV); B: miR-218-5p在胶

质瘤细胞株中的表达显著低于正常星形细胞株(NHA); C: miR-218-5p在表达A2B5+/CD133–的SHG-139s中的表达显著低于表达CD133+的SU2和
U87s。*P<0.05, ***P<0.001。
A: miR-218-5p expression in human glioma tissues was lower than that in noncancerous brain tissue, with higher expression in low grade groups 
(Grade I, II) than that in high grade groups (Grade III, IV); B: miR-218-5p expression in human glioma cell lines was lower than that in normal human 
astrocyte cells; C: miR-218-5p expression in A2B5+/CD133– cells (SHG-139s) was lower than that in CD133+ glioma cell lines (SU2, U87s). *P<0.05, 
***P<0.001.

图1   qRT-PCR检测miR-218-5p在胶质瘤组织及胶质瘤细胞中的表达水平

Fig.1   Relative expression of miR-218-5p in glioma tissues and cell lines determined by qRT-PCR
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例非瘤脑组织及5例胶质瘤细胞株中miR-218-5p的
表达水平。结果显示, miR-218-5p在正常脑组织中

表达显著高于胶质瘤组织(图1A); 其在体外培养的

正常人脑星形细胞株1800(NHA)中的表达显著高

于在胶质瘤细胞株U87、U373、A172、SHG-139s
及SHG-44中 的 表 达(图1B)。 此 外, miR-218-5p在
A2B5+/CD133–的SHG-139s中的表达水平要比在表

达CD133+的U87s和SU2细胞中更低(图1C), 结果具

有显著的统计学差异。

2.2   转染效率的鉴定

为了检测和观察转染效率, 将转染后72~96 h
的细胞于荧光显微镜下观察绿色荧光的表达情况。

经证实, 阳性表达率均在80%以上(图2A)。进一步

用qRT-PCR检测各转染组细胞中miR-218-5p的表达

水平, 发现miR-218-5p在各组之间的表达有明显差

异, 干扰组中miR-218-5p的表达显著低于过表达组

(P<0.001)(图2B)。
2.3   miR-218-5p能有效抑制SHG-139s的干性特征

将稳定转染后的各组细胞行二次球体形成实

验, 发现上调miR-218-5p组SHG-139s细胞的二次成

球球体数明显低于空白组和阴性对照组, 更显著

低于下调miR-218-5p组, 表明上调miR-218-5p后能

显著抑制SHG-139s的二次成球率(图3)。干细胞标

志 物A2B5、CD133、Nestin、PLAGL2、ALDH1、
SOX2行细胞免疫荧光化学染色及qRT-PCR的结果

显示, 过表达miR-218-5p的细胞中A2B5、Nestin、
PLAGL2、ALDH1、SOX2的表达显著降低, 而干扰

组的表达显著升高。qRT-PCR实验显示, 上调miR-
218-5p后能显著降低SHG-139s细胞中CD133的表达

水平; 而细胞免疫荧光结果显示, CD133在各对照组

中基本不表达(P>0.05)(图4)。
2.4   miR-218-5p抑制SHG-139s的侵袭能力, 同时

降低MMP9的表达

Transwell实验发现, 上调miR-218-5p后SHG-
139s细胞透过Matrigel胶的细胞数量明显少于下调

组, 因此过表达miR-218-5p的SHG-139s的侵袭能力

明显较下调组SHG-139s的侵袭能力降低(图5A)。同

时, qRT-PCR检测及免疫荧光染色显示, MMP9的
表达在过表达miR-218-5p组也显著降低(图5B和图

5C)。以上提示, miR-218-5p的表达与MMP9的表达

呈负相关, miR-218-5p可能通过抑制MMP9的表达抑

制SHG-139s的侵袭能力。

3   讨论
细胞培养是肿瘤研究中最重要的方式之一, 到

目前为止已经历了60余年[6]。1984年, 本室培养出

了我国第一株胶质瘤细胞株SHG-44后, 近年又成功

培养出一株人脑胶质瘤细胞株SHG-139, 应用神经

干细胞培养基(NSCM)成功获得其干细胞SHG-139s, 
其干性标志物表达为A2B5+/CD133–[4]。本研究将这

株表达A2B5+/CD133–的人脑胶质瘤干细胞株作为

研究对象, 探讨miR-218-5p对A2B5+/CD133–胶质瘤

干细胞亚群的治疗作用。胶质瘤干细胞的研究日

趋深入, 普遍认为, 由于GSCs的存在及其耐放化疗

特性, 导致常规的治疗无法有效地清除GSCs, 因此

要彻底治愈胶质瘤需彻底清除这群具有种子作用

的GSCs[7]。胶质瘤干细胞表达如Nestin、CD133、
A2B5、Bmi-1、SOX2等干细胞标志物, 早先认为, 
GSCs均表达CD133, 但发现部分CD133阴性细胞也

具有GSCs的生物学特性[2-3], 因此推测干细胞的特

性有可能并非由某一种标志物决定而是由多种标

志物共同决定, 而且干细胞根据表达标志物的不同

可分为不同的细胞亚群。目前针对A2B5+/CD133– 
干细胞亚群的研究极少, 2008年, Ogden等[8]分别根

据干细胞标志物CD133 、A2B5采用流式细胞仪

分选技术分选了25例新鲜胶质瘤组织中的细胞, 发
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下调miR-218-5p的表达后SHG-139s干细胞球数显著高于空白组、阴

性对照组及miR-218-5p上调组。***P<0.001。
The number of neurospheres (SHG-139s) formed in the anti-miR-218-
5p group was significantly higher than those in the blank group, miR-
control group and miR-218-5p group. ***P<0.001.
图3   过表达及干扰miR-218-5p后SHG-139s细胞球体的形成

Fig.3  Sphere formation assay of SHG-139s after miR-218-5p 
up-regulation and down-regulation

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



474 · 研究论文 ·

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f C

D
13

3
R

el
at

iv
e 

ex
pr

es
si

on
 o

f A
LD

H
1

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f N

es
tin

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f S

O
X

2

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f P

LA
G

L2

(A)

(B) (C) (D)

(E) (F) (G)

CD133 SOX2 PLAGL2

ALDH1 Nestin A2B5

MergeDAPI MergeDAPI MergeDAPI

MergeDAPI MergeDAPI MergeDAPI

***
***

***

***

***

***

***

***

***

***
Anti

-m
iR-
21
8-5
p

Mi
R-
21
8-5
p

Blan
k

MiR
-co

ntr
ol

Anti
-m
iR-
21
8-5
p

Mi
R-
21
8-5
p

Blan
k

MiR
-co

ntr
ol

Anti
-m
iR-
21
8-5
p

Mi
R-
21
8-5
p

Blan
k

MiR
-co

ntr
ol

Mi
R-
21
8-5
p

Blan
k

MiR
-co

ntr
ol

Anti
-m
iR-
21
8-5
p

Anti
-m
iR-
21
8-5
p

MiR-218-5p

Blank

MiR-control

Anti-miR-218-5p

Mi
R-
21
8-5
p

Blan
k

MiR
-co

ntr
ol

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

5

4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

MiR-control

Blank

MiR-218-5p

Anti-miR-218-5p

A: miR-218-5p干扰组的SHG-139s的干细胞标志物CD133、SOX2、PLAGL2、ALDH1、Nestin的表达水平显著高于空白组、阴性对照组及

miR-218-5p上调组, 差异具有统计学意义。***P<0.001; B~G: 细胞免疫荧光–激光共聚焦实验检测miR-218-5p对SHG-139s干细胞标志物表达

水平的影响, 下调miR-218-5p后SHG-139s的干性标志物(SOX2、PLAGL2、ALDH1、Nestin、A2B5)表达显著高于空白组、阴性对照组及miR-
218-5p上调组, 但免疫荧光染色显示miR-218-5p表达的变化对CD133的表达无明显影响; DAPI复染的细胞核释放出蓝色荧光(60×)。 
A: qRT-PCR results showing higher expression of glioma stem cell markers (CD133, Sox2, PLAGL2, ALDH1, Nestin) in the anti-miR-218-5p group 
compared with the blank and miR-control groups, and much higher expression than that in the miR-218-5p group. ***P<0.001; B~G: confocal laser 
microscopy images of immunofluorescence staining confirming the results of the qRT-PCR analysis, with the exception of CD133, for which no signifi-
cant differences were detected between the groups; DAPI staining of nuclei observed as blue fluorescence (60×).

图4    SHG-139s稳定转染后各组细胞中干细胞标志物的表达

Fig.4   Expression of stem cell markers in SHG-139s as stably transfected with recombinant lentiviruses
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现CD133+的细胞全部包含在A2B5+的细胞中, 由此

将胶质瘤细胞分为A2B5+/CD133+、A2B5+/CD133–和

A2B5–/CD133–三个亚群, 且体内实验证实前两群细

胞具有很强的成瘤能力, 而A2B5–/CD133–细胞则无

成瘤能力。Tchoghandjian等[9]也通过流式细胞仪分选

A2B5+的胶质瘤干细胞球, 发现其中包含表达A2B5+/
CD133+、A2B5+/CD133–和A2B5–/CD133–的三个亚群

细胞, 其中前两群具有强侵袭性、潜在成球能力和

致瘤性, 而A2B5–/CD133–亚群细胞则没有上述特征。

因此我们认为, 胶质瘤的发生、发展与复发可能与

A2B5+/CD133+和A2B5+/CD133–两个亚群细胞的存在

有关。

本室近年培养出胶质瘤细胞SHG-139并成功转

化成表达A2B5+/CD133–的干细胞SHG-139s。基因

芯片技术分析发现, 在表达A2B5+/CD133–的胶质瘤

干细胞SHG-139s中存在着一些差异表达的lncRNA

和microRNA, 其中miR-218-5p在SHG-139s中表达非

常低(结果未显示), 查阅文献发现其前体miR-218在
胶质瘤中相对低表达, 起着抑癌基因的作用[10-12], 因
此, 本研究应用miR-218-5p探讨其对SHG-139s干性

维持及侵袭性方面的调控作用。通过qRT-PCR实验

证实, miR-218-5p在正常非瘤脑组织中的表达要显

著高于胶质瘤组织, 在低级别胶质瘤组织中的表达

要高于高级别胶质瘤组织, 本实验结果与以往报道

的miR-218-5p的前体miR-218在胶质瘤中低表达是

一致的[10-12], miR-218-5p可能与其前体miR-218一样, 
在胶质瘤中作为抑癌基因而发挥作用。此外, 重要

的是, miR-218-5p在表达A2B5+/CD133–的SHG-139s
干细胞中的表达要显著低于表达CD133+的U87s和
SU2[13-14], 这表明miR-218-5p可能在A2B5+/CD133–亚

群干细胞致瘤性方面扮演着更加重要的角色, 我们

为了探讨其对A2B5+/CD133–亚群干细胞特性及侵
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A: 上调miR-218-5p的表达能显著抑制SHG-139s细胞的侵袭能力(400×); B: qRT-PCR检测显示, 上调miR-218-5p后SHG-139s细胞中MMP9表达显

著低于空白组、阴性对照组及miR-218-5p下调组, ***P<0.001; C: 免疫荧光染色–激光共聚焦成像证实, 上调miR-218-5p后MMP9的荧光表达显

著降低, DAPI复染的细胞核释放出蓝色荧光(60×)。
A: transwell experiment showing suppressed invasive ability of SHG-139s in the miR-218-5p group compared with the other groups (400×); B: qRT-
PCR results showing lower MMP9 expression in the miR-218-5p group compared with the other groups, ***P<0.001; C: confocal laser microscopy 
images of immunofluorescence staining showing lower MMP9 expression in the miR-218-5p group compared with the other groups; DAPI staining of 
nuclei observed as blue fluorescence (60×) . 

图5    上下调miR-218-5p对SHG-139s侵袭能力及相关基质金属蛋白酶9表达的影响

Fig.5  The influence of up-regulated and down-regulated miR-218-5p expression on the invasive ability and
 MMP9 expression of SHG-139s 
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袭性的影响进行了进一步的研究。

我们发现, 上调miR-218-5p的表达能显著抑制

SHG-139s的二次成球能力及降低干细胞标志物的

表达, 由此可见, miR-218-5p可能促进了SHG-139s
的分化, 低表达的miR-218-5p对SHG-139s干细胞特

性的维持具有重要作用。这与Tu等[15]报道的miR-
218可靶向作用于Bmi-1基因从而促进胶质瘤干细胞

U251s的分化相一致。因此, 低表达的miR-218-5p也
可能通过调控Bmi-1基因的表达来维持SHG-139s干
细胞的特性, 然而其机制仍有待于进一步研究。此

外, 我们还发现, 上调SHG-139s中miR-218-5p的表达

能显著降低其侵袭能力, 且miR-218-5p的表达与基

质金属蛋白酶MMP9的表达呈负相关, 本实验结果

与以往报道的有关miR-218可作用于信号通路LEF1/
MMP9[11]及IKK-B/NF-κB/MMP9[12]从而降低胶质瘤

细胞的侵袭性是一致的。

本研究发现, 高表达miR-218-5p能抑制SHG-
139s细胞的干性维持及其侵袭能力, 这与miR-218能
促进胶质瘤细胞分化及抑制其侵袭性结果一致。虽

然miR-218-5p在A2B5+/CD133–(SHG-139s)干细胞中

的表达要比CD133+(U87s、SU2)干细胞中的表达更

低, 但miR-218-5p对各亚群胶质瘤干细胞的作用是

否相同, 或者是否对某亚群具有更强的调控作用, 仍
有待于更加深入的研究。从本研究中我们至少发

现, miR-218-5p对表达A2B5+/CD133–的SHG-139s人
脑胶质瘤干细胞的干性维持及侵袭性具有重要的作

用, miR-218-5p靶向A2B5+/CD133–胶质瘤干细胞亚

群的治疗将为临床胶质瘤的治疗提供科学依据, 如
果我们能更好地抑制该亚群干细胞, 人脑胶质瘤有

可能得到更好的治疗, 患者将可能有更长的生存期。
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