
收稿日期：2015-11-12

[通信作者] 顾应江，E-mail：asdd1688@126.com；Tel：15883048550

DOI: 10.3969/j.issn.1005-8982.2016.16.003

文章编号： 1005-8982（2016）16-0012-06

论著

RNAi沉默 基因对人脑胶质瘤
U251细胞增殖及侵袭能力的影响
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摘要：目的 探讨 RNAi沉默 基因对人脑胶质瘤 U251细胞增殖及侵袭能力的影响。方法 分别构

建 3种靶向 基因的短发卡 RNA（shRNA）序列，以脂质体转染的方式导入人脑胶质瘤 U251细胞，并筛

选出稳定表达的细胞株。采用 PCR和Western blot检测 c-Met-shRNA转染后 U251细胞 的表达情

况，以筛选出可有效沉默 基因的 shRNA。 基因沉默后，采用MTT法和流式细胞术检测 U521细

胞增殖情况，采用 Transwell法和细胞划痕实验检测 U251细胞侵袭和迁移情况，采用裸鼠荷瘤实验研究 U251

细胞体内成瘤性。结果 成功构建可有效沉默 基因的 c-Met-shRNA1。沉默 后，c-Met mRNA

以及蛋白的表达均显著下降，差异有统计学意义（ <0.05）；而且可明显抑制 U251细胞的增殖、侵袭、迁移以及

体内成瘤能力，差异有统计学意义（ <0.05）。结论 RNAi沉默 基因可有效抑制人脑胶质瘤 U251细胞

的增殖、侵袭、迁移以及体内成瘤能力。
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Effect of RNAi silencing gene on proliferation and invasion
ability of human glioma cell
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Abstract: Objective To investigate the effect of RNAi silencing gene on the proliferation and invasion
ability of human glioma cell. Methods Three kinds of short hairpin RNA ( ) targeting gene were
constructed. All of the were transfected into cell by liposome transfection, in order to screen out the
stable expression cell line. The expression of c-Met in cell was detected by PCR and Western Blot, in order to
screen out the effective shRNA. The proliferation of cell was detected by MTT assay and flow cytometry. The
invasion and migration of cell was detected by transwell assay and cell scratch. Results The shRNA targeting

gene was successful constructed. The expression of was significantly decreased after c-Met gene was
silenced, the difference was statistically significant ( < 0.05). The proliferation, invasion, migration and tumorigenicity
of cell was inhibited after silencing gene, the difference was statistically significant ( < 0.05).
Conclusions RNAi silencing gene can effectively inhibit the proliferation, invasion, migration and tumori原
genicity of human glioma U251 cell.
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表 1 c-Met-shRNA序列

名称 shRNA（5'–3'）

c-Met-shRNA1 AGAATGTCATTCTACATGAGC

c-Met-shRNA2 ATGTGAACGCTACTTATGTGC

c-Met-shRNA3 ATCAGAACCAGAGGCTTGGTC

negative control AGCTGACCCTGAAGTTCATCT

人脑胶质细胞瘤是中枢神经系统原发性肿瘤，

约占全部中枢神经系统原发性肿瘤的 32%，约占中

枢神经系统高度恶性肿瘤的 81%[1-2]。脑胶质细胞瘤

的预后极差，患者 5年存活率仅为 20%～30%，高度

恶性胶质瘤患者的存活期仅为 9～12个月[3]。高度恶

性胶质瘤难以治疗的主要原因是由于其所具有的过

度增殖、抗凋亡以及较强的侵袭、迁移能力等恶性生

物学行为[4]。研究发现， 基因编码的产物在人

脑胶质细胞瘤中高表达，与肿瘤的增殖和侵袭等恶

性生物学行为密切相关[5-6]。因此，本研究采用 RNAi

技术沉默人脑胶质瘤 U251 细胞 基因的表

达，以探讨沉默 基因对人脑胶质瘤 U251细

胞增殖及侵袭能力的影响，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人脑胶质瘤 U251细胞（中国科学院上海细胞

库），RPMI 1640培养基、胎牛血清（Gibco，美国）；胰

蛋白酶（Invitrogen，美国）， Ⅰ和 Ⅰ限制性内

切酶、T4 DNA连接酶（New England Biolabs公司，

英国），Opti-MEM 培养基和 Lipofectamine 2000（In-

vitrogen，美国），Trizol（Invitrogen公司，美国），逆转录

试剂盒（ABI Applied Biosystems公司，美国），PCR

试剂盒（TaKaRa公司，日本）；BALB/C-nu/nu裸鼠

（上海斯莱克实验动物有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养传代 人脑胶质瘤 U251细胞接种

于含 10% FBS、100 IU/L青霉素和 100 mg/L链霉素

的 RPMI 1640培养基，37℃，5%二氧化碳培养箱中

培养。细胞融合到 85%左右时，用 0.25%胰酶消化、

传代。

1.2.2 靶向 shRNA构建 根据 基因

信息，由上海吉玛制药技术有限公司设计并合成 3条

短发夹 RNA（small hairpin RNA，shRNA），分别为

c-Met-shRNA1、c-Met-shRNA2 和 c-Met-shRNA3

（内含限制性内切酶 Ⅰ和 Ⅰ的酶切位点），

Blast比对与人类其他基因编码序列无同源性。退火

形成双链 DNA，经 T4 DNA连接酶与经过 Ⅰ和

Ⅰ酶切后的 pGPU6/GFP/Neo载体连接，以构建干

扰 表达的重组质粒。c-Met-shRNA重组质粒

转化感受态 DH5α大肠杆菌，并转移至含氨苄霉素

抗性的琼脂培养基上培养，采用蓝白斑法筛选阳性

克隆并送呈上海吉玛制药技术有限公司测序。见

表 1。

1.2.3 靶向 c-Met-shRNA细胞转染 人脑胶质瘤

U251细胞接种于 6孔板，每孔细胞 1×105，融合达

到 70%时，随机分为 5组开始转染实验。A液：1μg

c-Met-shRNA 用 50μl OPTI-MEM 稀释，静置 10

min。B液：2μl Lipofectamine 2000用 50μl OPTI-

MEM稀释，静置 10 min。混合 A、B液，静置 20 min。

取出培养的 U251细胞，弃去原培养液并用无血清培

养液漂洗，再加入 1 ml无血清培养液和 A/B混合液，

孵育 6 h。6 h后弃去转染液，更换为完全培养基。培

养 72 h后，观察细胞转染情况。

1.2.4 PCR检测 表达 转染 72 h后，Trizol

法提取细胞总 RNA，逆转录成 cDNA。采用 Primer

5.0 软件，参照文献 [7]，设计 和 3 引物，

由上海吉玛制药技术有限公司提供。 正向：

5'-ACAGTGGCATGTCAACATCGCT-3'， 反向：

5'-GCTCGGTAGTCTACAGATTC-3'，656 bp。 3

正向：5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'，反向：

5'-TCCACCACCCTGTTGCTG-3'，1 000 bp。PCR 反

应条件：首先，95℃预变性 10 min；紧接着，95℃变性

30 s，55℃退火 1 min，68℃延伸 1 min，共 24 个循

环；最后，68℃延伸 10 min。产品经 1.5%琼脂糖凝胶

电泳，Gene Tools软件分析。

1.2.5 Western blot检测 c-Met蛋白表达 转染 72 h

后，收集细胞，PBS淋洗，置于冰浴，加入 RIPA裂解

液裂解 30 min，刮离细胞转移至离心管，4℃，12 000

r/min离心 5 min，取上清置入 -20℃冰箱保存备用。

样品蛋白经二喹啉甲酸蛋白分析试剂盒定量，置入

-20℃冰箱冷冻保存备用。50μg 总蛋白上样，经

10% SDS-PAGE电泳分离，转至硝酸纤维膜；TBST

淋洗 3×10 min，5%脱脂奶粉室温封闭 1 h；加入

一抗，4℃孵育过夜；TBST淋洗 3×10 min，加

入 HRP标记的兔抗鼠二抗，37℃孵育 1 h；TBST淋

洗 3×10 min，DAB显色。

1.2.6 MTT检测 U251 细胞增殖能力 人脑胶质

瘤 U251细胞，以 1×104孔的密度接种于 24孔板培
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1：未转染组；2：空质粒组；3：c-Met-shRNA1组；4：c-Met-shRNA2组；5：c-Met-shRNA3组。1）与未转染组和空质粒组比较， <0.05；2）与

c-Met-shRNA2组和 c-Met-shRNA3组比较， <0.05

图 1 PCR和Western blot检测 基因 mRNA和蛋白质的相对表达

c-Met

β-actin

1 2 3 4 5

G3PDH 1 000 bp

c-Met 656 bp

M 1 2 3 4 5

养。24 h后，每孔加入 200μl的 5 mg/μl的 MTT的

PBS溶液，37℃，5%二氧化碳孵育。4 h后，每孔加入

100μl的二甲基亚砜，室温慢速振摇 15 min，以充分

溶解结晶。酶标仪 560 nm 测定各组的光密度值

（optical density，OD）并绘制曲线。

1.2.7 Transwell检测 U251细胞侵袭能力 以 1×

109/L的密度将细胞接种于自带基质胶的 Transwell

小室上室，每室 200μl；Transwell 小室下室加入

600μl 含 10%FBS、100 IU/L 青霉素和 100 mg/L 链

霉素的 RPMI 1640培养基；37℃，5％二氧化碳孵育

12 h，棉签擦去靠近基底膜内室的细胞，另一面的

细胞经 10％甲醇固定 30 min，PBS洗涤 1次，结晶

紫染色 20 min，PBS洗涤 1次，显微镜下观察细胞并

记数。

1.2.8 细胞划痕实验检测 U251细胞迁移能力 采

用单层细胞划痕实验检测 U251细胞迁移能力。以

2×105的密度将细胞接种于 6 孔板，融合达 90%

时，在培养板内侧底部沿直线划痕，继续孵育 24 h。

24 h后观察细胞划痕愈合情况。迁移能力 =0 h划痕

距离－24 h划痕距离。

1.2.9 裸鼠体内荷瘤实验 收集培养的 U251细胞，

经生理盐水重悬；裸鼠腹部常规消毒后，皮下注射 0.5 ml

重悬的 U251细胞；每 5 d观察移植瘤的生长情况，并

测量瘤体大小。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，两组间比较用 检

验，多组间比较先用 One-Way ANOVO方差分析，再

用 SNK检验进行组内两两比较；计数资料用率（%）

表示，采用χ2检验。取双侧 a=0.05为检测水准， <

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 靶向c-Met-shRNA构建

构建的重组质粒 c-Met-shRNA1，c-Met-shRNA

2和 c-Met-shRNA3经上海吉玛制药技术有限公司

测试证实构建成功。

2.2 靶向 c-Met-shRNA转染筛选

各组转染效率分别为：未转染组 0.0%，空质粒

组 75.3%，c-Met-shRNA1 组 85.8%；c-Met-shRNA2

组 71.2%，c-Met-shRNA3 组 67.4%，提示 c-Met-

shRNA3的转染效率最高，可用于后续实验。PCR检

测显示，各转染组细胞 mRNA表达均显著低

于未转染组和空质粒组，c-Met-shRNA1组（0.11±

0.02）较 c-Met-shRNA2 组（0.26±0.05）和 c-Met-

shRNA3 组（0.20±0.03）明显降低，差异有统计学意

义（ =13.500， <0.05； =7.300， <0.05；=4.380， <

0.05）。Western blot检测显示，各转染组细胞 c-Met

蛋白表达均显著低于未转染组和空质粒组，且

c-Met-shRNA1组（0.21±0.05）较 c-Met-shRNA2组

（0.44±0.07）和 c-Met-shRNA3组（0.34±0.06）明显

降低，差异有统计学意义（ =10.882， <0.05； =

6.579， <0.05； =3.719， <0.05）。提示c-Met-shRNA
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表 2 各组不同时间点 OD值 （x±s）

组别 12 h 24 h 36 h 48 h 72 h

未转染组 0.11±0.02 0.33±0.03 0.73±0.04 1.23±0.04 1.44±0.04

空质粒组 0.11±0.01 0.32±0.03 0.77±0.04 1.19±0.04 1.47±0.04

c-Met-shRNA1组 0.08±0.01 0.21±0.02覮 0.50±0.03覮 0.73±0.03覮 0.85±0.04覮

注：覮与同一时期的未转染组和空质粒组比较， <0.05

覮与未转染组和空质粒组比较， <0.05

图 2 MTT检测 c-Met-shRNA1对 U251细胞增殖的影响

时间 /h

12 24 36 48 72

未转染组

空质粒组

c-Met-shRNA1组

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

覮
覮

覮 覮

A：未转染组；B：空质粒组；C：c-Met-shRNA1组

图 3 流式细胞术检测 c-Met-shRNA1对 U251细胞周期的影响

A B C

G0/G1：55.15%

G2/M：10.13%

S2：30.62%

G0/G1：56.71%

G2/M：9.94%

S2：31.53%

G0/G1：68.33%

G2/M：10.17%

S2：10.85%

可沉默人脑胶质瘤 U251细胞 基因和蛋白的

表达，且以 c-Met-shRNA1的沉默效果最好。见图1。

2.3 U251细胞增殖能力的影响

MTT 检测结果显示，从第 24 h 开始，c-Met-

shRNA1组 OD值（0.21±0.02）明显低于未转染组

（0.33±0.03）和空质粒组（0.32±0.03），差异有统计

学意义（ =18.136， <0.05；=7.675， <0.05；=7.036，

<0.05）。c-Met-shRNA1组第 36 h（ =46.610， <

0.05； =10.776， <0.05； =12.650， <0.05），48 h（ =

169.463， <0.05； =23.426， <0.05； =21.552， <

0.05）和 72 h（ =229.188， <0.05； =25.548， <0.05；

=26.847， <0.05）的 OD值均显著低于未转染组和

空质粒组。见图 2和表 2。

流式细胞术测定细胞周期显示，c-Met-shRNA1

组 G1 期细胞比例（68.33%）显著高于未转染组

（55.15%）和空质粒组（56.71%），差异有统计学意义

（χ2=40.833， <0.05）；而 c-Met-shRNA1组 S期细胞

比例（10.85%）显著高于未转染组（30.62%）和空质

粒组（31.53%），差异有统计学意义（χ2=16.764， <

0.05），见图 3。提示 RNAi沉默 基因可显著抑

制人脑胶质瘤 U251细胞的增殖。

2.4 U251细胞侵袭迁移能力的影响

Transwell 检测显示，c-Met-shRNA1 组穿膜细

胞数目（10.98±3.21）显著低于未转染组（34.53±

4.31）和空质粒组（33.79±4.27），差异有统计学意义

（ =34.240， <0.05； =10.293， <0.05； =9.970， <

0.05），见图 4。提示 RNAi沉默 基因导致人脑

胶质瘤 U251细胞的侵袭能力下降

细胞划痕实验显示，c-Met-shRNA1组细胞迁移

距离显著低于未转染组和空白质粒组，差异有统计学

意义（ =27.131， <0.05； =9.312， <0.05； =8.903，

<0.05），见图 5。提示 RNAi沉默 基因导致

人脑胶质瘤 U251细胞的迁移能力下降。

2.5 对裸鼠体内成瘤的影响

裸鼠体内荷瘤实验显示，接种转染组和空质粒

组细胞的裸鼠，10 d左右即形成明显可见的肿瘤结

节；而接种 c-Met-shRNA1转染细胞的裸鼠在 15 d

左右才形成肿瘤结节。肿瘤生长曲线显示，c-Met-

shRNA1 组裸鼠肿瘤体积接种后的 10 d（ =7.010，

<0.05； =4.511， <0.05； =4.657， <0.05）、15 d

（ =7.749， <0.05； =4.767， <0.05； =4.874， <

0.05）、20 d（ =6.343， <0.05； =4.361， <0.05； =
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覮与同一时段的未转染组和空质粒组比较， <0.05

图 6 裸鼠体内成瘤生长情况

未转染组

空质粒组

c-Met-shRNA1组

450

400

350

300

250

200

150

100

50

0
0 5 10 15 20 25 30

时间 /d

1：未转染组；2：空质粒组；3：c-Met-shRNA1组；覮与未转染组和空质粒组比较， <0.05

图 4 Transwell检测 c-Met-shRNA1对 U251细胞侵袭能力的影响 （×400）

未转染组 空质粒组 c-Met-shRNA1组 1 2 3

40
35
30
25
20
15
10

5
0

覮

4.364， <0.05）、25 d（ =6.268， <0.05； =4.316， <

0.05； =4.356， <0.05）和 30 d（ =6.987， <0.05； =

4.739， <0.05； =4.398， <0.05），明显小于同一时段

的未转染组和空质粒组。见图 6。

3 讨论

由于人脑胶质瘤的恶性度高、预后差和死亡率

高，因此，有效的诊断和治疗对于延缓患者生命具有

重要意义。大量研究证实， 基因编码的蛋白在

人脑胶质细胞瘤中高表达，与脑胶质瘤的恶性生物

学行为密切相关，也是影响临床治疗效果的主要因

素[8]。 基因位于人类第七号染色体 7q31，其编

码的产物蛋白是酪氨酸激酶受体（receptor tyrosine

kinase，RTKs）家族成员之一，可以特异性识别并结

合肝细胞生长因子（hepatocyte growth factor，HGF）[9]。

HGF是由间质细胞分泌的，研究发现它有促进多种

上皮细胞（包括肾小管细胞、肠道上皮细胞、乳腺上

皮细胞和支气管上皮细胞等）以及间质细胞增殖和

形态发生的功能，故而在胚胎发育、组织分化和促进

伤口愈合方面发挥重要作用 [10-11]。然而在恶性肿瘤

中，HGF与 基因编码的酪氨酸激酶受体特异

性结合后，会引起 酪氨酸自身磷酸化，激活

受体酪氨酸激酶活性，并且为下游信号分子提

供磷酸化区域，包括生长因子受体结合蛋白 2

（growth factor receptor bound protein-2，Grb-2），信

号传导和转录激活子 3（signal transducer and acti-

vator of transcription-3，STAT-3），以及 P85-磷脂酰

肌醇 -3 激酶（P85-PI3 kinase，P85-PI3K）等，该信

1：未转染组；2：空质粒组；3：c-Met-shRNA1组。覮与未转染组和空质粒组比较， <0.05

图 5 细胞划痕实验检测 c-Met-shRNA1对 U251细胞迁移能力的影响 （×100）
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号分子进一步诱发一系列信号传导通路，最终传至

细胞核内，介导 基因激活导致的脑胶质瘤细

胞的增殖、侵袭和迁移等生物学行为[12-13]。有研究证

实，HGF/ 信号通路，通过上调肿瘤细胞中的纤

溶酶原激活因子抑制因子1和尿激酶型纤溶酶原激

活物等促进肿瘤细胞的侵袭和迁移[14]。CHU等[15-16]通

过构建 shRNA 干扰脑胶质瘤 U251 细胞，下调

c-Met蛋白表达，可减慢甚至停止细胞的增殖周期，

增加细胞凋亡，抑制机体对 HGF刺激的反应，提示

或可通过特异性抑制HGF/c-Met信号通路达到治疗

脑胶质细胞瘤的目的。为了探讨 基因对脑胶

质瘤 U251细胞生物学行为的影响，本实验首先构

建了靶向 基因的 shRNA，并转染 U251细胞，

继而以 PCR 和 Western blot 法筛选出可有效沉默

基因的 shRNA进行后续实验。实验中 shRNA

干扰下调 U251细胞中 的表达，进一步研究观

察 U251细胞增殖、侵袭和迁移能力以及体内成瘤

能力的变化。MTT 和流式细胞术结果显示，下调

后 U251细胞的增殖受到明显抑制；Transwell

和细胞划痕实验显示下调 明显抑制 U251细

胞侵袭和迁移能力；裸鼠体内荷瘤实验显示，下调

后，U251细胞体内成瘤能力受到抑制。综上所

述，RNAi 沉默 基因可有效抑制人脑胶质瘤

U251细胞的增殖、侵袭、迁移以及体内成瘤能力。
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