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miR-216a通过靶向调控蛋白激酶Cα
抑制胶质瘤细胞增殖和侵袭

赵文健　杨亮　唐伟军

湘南病理研究所，湘南学院免疫学院级重点学科，湖南 郴州 423000

　　［摘要］　背景与目的：MicroRNAs是一类19~25 bp内源非编码的小分子RNA，其通过靶向抑制基因的转

录和翻译水平。本研究旨在明确miR-216a是否通过靶向调控蛋白激酶Cα(PRKCA)表达而抑制胶质瘤细胞增殖

和侵袭能力，从而进一步揭示miR-216a的抑瘤分子机制。方法：首先构建PRKCA 3’UTR-荧光素酶报告载体，

通过双荧光素酶报告检测观察miR-216a对PRKCA 3’UTR-荧光素酶活性的影响；将miR-216a mimics转染胶质瘤

细胞U251，采用Western blot检测PRKCA蛋白表达水平；将PRKCA siRNA转染U251细胞，通过MTS细胞增殖活性

检测和transwell侵袭实验观察PRKCA下调对U251细胞增殖和侵袭的影响。结果：双荧光素酶报告检测显示，

miR-216a能特异性地与PRKCA mRNA的3’UTR结合，抑制其荧光素酶活性，下调41%。过表达miR-216a的U251细胞

PRKCA蛋白表达水平降低。siRNA干扰PRKCA表达能抑制U251细胞的增殖和侵袭，它能部分模拟miR-216a的抑瘤

功能。结论：miR-216a通过靶向PRKCA mRNA 3’UTR而抑制胶质瘤细胞增殖和侵袭。
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　　［Abstract］ Background and purpose: MicroRNAs are 19–25-nucleotide noncoding RNA molecules that 
regulate gene expression at the level of transcription and translation. The study aimed to confirm whether miR-216a 
suppresses cell proliferation and invasion by targeting PRKCA, thus to reveal molecular mechanism that miR-216a 
functions as a tumor suppressor in glioma. Methods: PRKCA 3’ untranslated region (UTR)-luciferase vector was 
constructed and dual-luciferase reporter gene assay was employed to examine the effect of miR-216a on luciferase 
activity. U251 cells were transfected with miR-216a mimics, and next Western blotting was performed to detect the 
expression of PRKCA protein. The effects of PRKCA downregulation on cell proliferation and invasion were observed 
after PRKCA siRNA was transfected into U251 cells. U251 cell proliferation assays were performed when cotransfected 
with miR-216a mimics. Results: The result demonstrated miR-216a could bind to the 3’UTR of PRKCA and inhibited 
the luciferase activity by 41%. PRKCA protein expressions were significantly down-regulated when miR-216a was 
overexpressed in U251. siRNA-mediated downregulation of PRKCA could suppress the potentials of cell proliferation 
and invasion. Conclusion: miR-216a suppresses cell proliferation and invasion by targeting PRKCA in glioma.
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　　近年来，miRNA成为分子生物学研究热点，

人类miRNA通过调控其靶基因的表达及相关信号

通路，具有类似于瘤基因或抑瘤基因的功能，

在肿瘤的发生、发展和转归过程中发挥重要作

用。研究表明，miR-216a在乳腺癌、肝癌、前列

腺癌等多种肿瘤中表达下调［1-6］。miR-216a可

通过靶向CD44和CDC42抑制乳腺癌的生长与侵 

袭［1］。但miR-216a在胶质瘤中的表达报道较

少。蛋白激酶Cα(PRKCA)与肿瘤基因的不稳定

性和肿瘤细胞的增殖、抗凋亡、侵袭、药物抵
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抗有关［7-8］，在肿瘤发生、发展中起着重要作

用。本研究通过采用生物信息学靶基因预测、

荧光素酶报告活性检测、Western blot等分子生

物学技术，证实了miR-216a可通过靶向调控

PRKCA抑制胶质瘤细胞增殖和侵袭，进一步揭

示了miR-216a的抑瘤分子机制。

1　材料和方法

1.1　主要材料

　 　 T 4 D N A 连 接 酶 、 S p eⅠ和 H i n dⅢ限 制

性 内 切 酶 均 为 大 连 宝 生 物 公 司 产 品 。 m i R -

2 1 6 a  m i m i c s 为 A m b i o n 公 司 产 品 。 P R K C A 

s i R N A 由 I n v i t o r g e n 公 司 合 成 ， 序 列 为 ：

5’-GGGATCGAACAACAAGGAA-3’。双荧光素

酶活性检测试剂盒购自Promega公司。PRKCA

单克隆抗体和GAPDH抗体购自Epigentek公司。

DMEM培养基为Hyclone公司产品。胎牛血清购

自杭州四季青公司。MTS细胞增殖/毒性检测

试剂盒购自美国Promega公司。铺有基质胶的

Transwell侵袭小室购自BD Biosciences公司。 

1.2　野生型PRKCA 3’UTR-荧光素酶报告载体

的构建

　　通过Targe tscan、Pic ta r、miRase软件

预 测 出 m i R - 2 1 6 a 可 能 与 P R K C A  m R N A 的

3’UTR片段1 319~1 325 bp结合。根据PRKCA 

3 ’UTR序列设计末端带SpeⅠ和HindⅢ酶切

位 点 的 特 异 性 引 物 。 引 物 序 列 为 ： F : 5 ’ -

AGAACTAGTGAGTGTTGGGTGAATCTG-3’；

R:5’-GTCAAGCTTCTATCACGTAAACTAGCC-3’ 
(带下划线的为酶切位点)。

　　以健康志愿者血细胞DNA为模板(郴州市第

一人民医院体检中心)，PCR扩增PRKCA 3’UTR 

部分片段(635~1 515 bp)。将PCR产物与pMIR-

REPORT luciferase报告载体分别用Spe  Ⅰ和

Hind Ⅲ双酶切后纯化，连接，转化，鉴定。构

建野生型PRKCA 3’UTR-荧光素酶载体，命名

为PRKCA-Wt。突变型PRKCA 3’UTR-荧光素

酶报告载体构建由Invitrogen公司合成，命名为

pPRKCA-Mut。

1.3　荧光素酶活性检测    

　　将荧光素酶报告载体与miR-216a mimics或

scramble 共转染U251细胞(人胶质瘤细胞系，购

自于上海生化与细胞研究所)。以转染pRL-TK

作为标准内质控。转染36 h后，收获细胞。按

Promega公司双荧光素酶活性检测试剂盒说明书

在单光子检测仪检测细胞荧光素酶活性。计算

相对荧光素酶活性=萤火虫荧光素酶活性值/海

肾荧光素酶活性值。

1.4　Western blot检测

　　将miR-216a mimics 或scramble转染U251细

胞，48 h后提取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓

度。取等量样本，进行SDS-PAGE凝胶电泳分

离，然后将蛋白转移至PVDF膜上，1% BSA封

闭后，加入PRKCA抗体或GAPDH抗体，4 ℃过

夜。TBST洗膜10 min，加入二抗室温温育1 h，

TBST洗膜10 min，加入ECL发光剂、X片曝光、

显影、定影。

1.5　MTS法检测细胞增殖活性［9］     

　　取转染后的U251细胞，消化后接种细胞于

96孔板中，每组设6个平行复孔，放37 ℃、CO2

体积分数为5%培养箱中培养。在未接种细胞的

孔中加入DMEM培养基中作为调零孔。接种后

24、48、72 h各检测1次。检测时每孔加20 μL 

MTS检测试剂，37 ℃温育2 h，用酶标仪测定

570 nm波长吸光度值(A570)。实验重复3次。

1.6　Transwell细胞侵袭实验     

　 　 先 将 铺 有 基 质 胶 的 T r a n s w e l l 板 预 热 至

37 ℃。消化PRKCA siRNA 或miR-216a mimics

转染的U251细胞，用无血清培养基洗涤2次，

再用无血清培养基重悬细胞，细胞计数，调

整细胞数为1×105/mL。在Transwell下室加入

800 μL含15% FCS的培养基。在Transwell上室

加入250 μL细胞悬液，37 ℃培养48 h。取出

Transwell，擦掉靠上室侧膜的细胞，PBS洗后将

Transwell用4%甲醛溶液中固定10 min，结晶紫

染色，显微镜下观察、照相，随机选取5个高倍

视野(×100)进行细胞计数，并计算平均值。实

验重复3次［10］。
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1.7　统计学处理

　　所有数据采用SPSS 13.0统计学软件进行处

理。结果均以x±s表示。两组间比较采用t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　miR-216a对PRKCA mRNA的3’UTR的

荧光酶活性的影响

　　为明确miR-216a能否结合PRKCA 3’UTR，

将miR-216a mimics或scramble与pPRKCA-Wt、

PRKCA-Mut共转染到U251细胞中。以转染pRL-

TK作为内参照。双荧光酶活性检测结果显示，

miR-216a mimics明显抑制野生型PRKCA-Wt报

告载体的荧光素酶活性，下调41%(P<0.05)；而

miR-216a mimics对突变型PRKCA-Mut载体的荧

光素酶活性无明显抑制作用(图1)。这些结果表

明miR-216a能特异性与PRKCA mRNA的3’UTR

结合。

图 1　miR-216a抑制PRKCA mRNA的3’UTR的荧光酶活性

Fig. 1    miR-216a inhibits the luciferase activity of PRKCA 

mRNA

  *: P<0.05 vs corresponding control.

2.2　miR-216a对PRKCA蛋白表达的影响

　　将miR-216a mimics转染胶质瘤U251细

胞48 h后，以转染scramble为阴性对照，转染

PRKCA siRNA为阳性对照。通过Western blot检

测PRKCA蛋白表达水平。Western blot检测结

果显示，转染miR-216a组PRKCA蛋白表达较

scramble组明显降低(图2)。该结果提示，在胶质

瘤中miR-216a能下调PRKCA蛋白的表达。

2.3　PRKCA siRNA或miR-216a对胶质瘤细胞

增殖和侵袭的影响

　　将miR-216a mimics转染胶质瘤U251细

胞，以转染scramble为阴性对照，通过MTS法

检测细胞增殖活性。结果发现，过表达miR-

216a的U251细胞从48 h起增殖速度明显减慢，

与scramble对照细胞相比，差异有统计学意义

(P<0.05，图3)，同时Transwell细胞侵袭实验后

取出Transwell固定，结晶紫染色，显微摄影，

计数任意5个显微视野的穿过基底膜的细胞数

进行统计分析，过表达miR-216a的U251细胞较

对照细胞侵袭能力明显降低(P<0.05，图4)。同

理将PRKCA siRNA转染到U251中48 h后，结果

提示干扰PRKCA能显著抑制胶质瘤U251细胞的

增殖，与scramble对照细胞相比，差异有统计

学意义(P<0.05，图3)。Transwell细胞侵袭结果

显示，干扰PRKCA的U251细胞较对照细胞侵袭

能力明显降低(P<0.05，图4)。这些结果表明，

干扰PRKCA能抑制胶质瘤细胞增殖和侵袭，

它能部分模拟miR-216a的抑瘤功能。此外，

miR-216a抑制U251细胞增殖和侵袭的强度要大

于PRKCA siRNA，可能与除了PRKCA这个靶点

外，miR-216a还能通过调控其他的靶基因抑制

胶质瘤细胞增殖和侵袭有关。

图 2　Western blot检测miR-216a对PRKCA蛋白表达的改变

Fig. 2    miR-216a inhibits the expression of PRKCA protein 

detected by Western blot assay

  A: scramble; B: PRKCA siRNA; C: miR-216.
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图 3　PRKCA siRNA或miR-216a抑制U251细胞增殖

Fig. 3    PRKCA siRNA or miR-216a inhibits the proliferation of 

U251 cells

  *: P<0.05, **: P<0.01 vs scramble. 

3　讨　　论

　　脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性

肿瘤，WHO分类系统将其分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和

Ⅳ级，治愈率低，生存期短，其中胶质母细

胞瘤的5年生存率＜5%，平均生存期仅14个 

月［11］。因此，亟待发现新的治疗靶点和早期

诊断标志。目前研究表明，脑胶质瘤的发生

不仅受基因变异的影响，也存在表观遗传学改

变。microRNA是目前生命科学研究的热点，在

脑胶质瘤的发生发展、转移等方面发挥着重要

作用［12-13］。PKC是存在于细胞浆内由钙活化的

图 4　Transwell细胞侵袭实验检测过表达miR-216a或干扰PRKCA表达对U251细胞侵袭的影响 

Fig. 4    Overexpression of miR-216a or PRKCA siRNA inhibits the invasion of U251 cells by transwell assay (×100)

  **: P<0.01 vs scramble.

磷脂依赖性丝/苏氨酸蛋白激酶家族，广泛参与

调节生命过程中的许多生物学事件，如转录调

节，免疫介导，学习与记忆，受体脱敏，细胞

生长、分化、增殖、癌变及凋亡过程［14-15］。

至今已从不同种属的器官中分离、纯化出12种

不同的PKC亚型。本研究证实了PRKCA是miR-

216a调控的直接靶基因。并且也通过siRNA干

扰实验证实了下调PRKCA表达确实能抑制胶质

瘤细胞的增殖和侵袭，它能部分模拟miR-216a

的抑瘤功能。结合以往PKC在肿瘤中的研究成

果，说明miR-216a可通过靶向调控PRKCA表达

抑制胶质瘤细胞增殖和侵袭，这进一步揭示了

miR-216a的抑瘤分子机制。

　　综上所述，miRNA作为瘤基因或抑瘤基因

功能的发现，为肿瘤病因及发病机制的研究提

供了新思路，也为肿瘤预防、诊断、预后判断

提供了新策略［16］。继续深入miR-216a在胶质

瘤中的研究，阐明miR-216a参与胶质瘤发生、
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发展的分子机制，可为胶质瘤的防治提供理论

依据和实验基础。
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