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调控人脑胶质瘤中 ezrin 表达的 miＲNAs 筛选及鉴定
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( 皖南医学院第一附属医院 弋矶山医院 1．循证医学教研室; 2．神经外科; 3．肿瘤科，安徽 芜湖 241001)

【摘 要】目的: 探讨调控人脑胶质瘤中 ezrin 的 miＲNAs 筛选及鉴定。方法: 针对 ezrin 的测序序列，在线使用 TargetScan、PI-
TA、MicroＲNA．org、miＲGator v2．0、miＲDB 等 5 种生物信息学软件预测分析可能调控 ezrin 的 miＲNA 分子，运用荧光素酶报告载

体实验检测筛选候选 miＲNA 分子，ＲT-PCＲ 检测 11 例胶质瘤组织和 10 例正常组织中候选 miＲNA 分子 mＲNA 的表达。结果:

5 种生物信息学软件预测出 819 个可能调控 ezrin 的 miＲNAs，根据评分结果同时结合目前国内外研究成果筛选出 miＲ-148a、
-204、-205、-34b、-370、-376b、-377、-410、-495、-548a-3p、-630 和-96 等 12 个 miＲNAs。双荧光素酶质粒与 ezrin 3'-UTＲ 作用位点

突变体实验，证实 hsa-miＲ-204 与相应作用位点突变体 EZＲ 204 Mutant 无明显作用( P＞0．05) ，ＲT-PCＲ 结果显示 miＲ-204 在脑

胶质瘤组织中的表达低于正常脑组织，差异有统计学意义( P＜0．01) 。结论: 胶质瘤组织中 miＲ-204 可通过靶向调控 ezrin 表达

发挥生物学作用。
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Screening and identification of microＲNAs targeting ezrin in human glioma

XU Xiaolin，JIANG Haibo，SHENG Lili，GE Ｒuixiang，SHEN Jun，MAO Jie
Department of Evidence-based Medicine，The First Affiliated Hospital of Wannan Medical College，Wuhu 241001，China

【Abstract】Objective: To screen and identify microＲNAs targeting ezrin in human glioma． Methods: On-line software，including TargetScan，PITA，micror-
na．org，miＲGator v2．0 and miＲDB，were used to predict potential microＲNAs capable of regulating ezrin expression． Dual Luciferase Ｒeporter Assay Sys-
tem was used to determine the luciferase activity of the candidate microＲNA genes，and real-time PCＲ，to detect the mＲNA values of the candidate
microＲNAs in the samples obtained from 11 cases of glioma and brain tissues from 10 healthy subjects． Ｒesults: The candidate microＲNAs，including miＲ-
148a，-204，-205，-34b，-370，-376b，-377，-410，-495，-548a-3p，-630 and -96 were selected from 819 potential microＲNAs that were predicted to regulate
the expression of ezrin． DNA constructs expressing the miＲNA precursors were co-transfected with pLUC-ezrin 3'UTＲ，and the results indicated that only
transfection with miＲ-204 expression vector significantly down-regulated the luciferase activity compared to transfection with an empty vector ( P＞0．05) ，

whereas real-time PCＲ demonstrated that miＲ-204 expression was significantly lower than that in samples from non-gliomas samples ( P ＜ 0． 01 ) ．
Conclusion: MiＲ-204 in human glioma can direct regulation of ezrin gene，yet correlation and mechanisms of the two proteins need further investigation．
【Key words】microＲNA-204; ezrin; glioma; luciferase reporter vector; bioinformatics

胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤，占颅内肿瘤

的 30%～40%，最新的统计结果表明，临床上不论采

用何种治疗手段，胶质母细胞瘤患者 2 年和 5 年生

存率分 别 为 27． 2% 和 9． 8%，平 均 生 存 期 为 14． 6
月［1］。目前，寻找有效的治疗靶点是能否根治胶质

瘤的关键。前期研究发现，ezrin 在肿瘤中的表达水

平与人脑胶质瘤的恶性程度、复发转移及预后密切

相关［2］。然而，ezrin 在胶质瘤中过表达的机制仍不

清楚。miＲNA 是内源性非编码小分子单链 ＲNA，通

过不完全互补的碱基配对方式与靶基因 3'-UTＲ 结

合，能在转录后水平调控基因表达。本研究拟采用

生物信息学预测可能调控 ezrin 表达的 miＲNA 分

子，通过荧光素酶报告载体实验以及临床样本验证，

锁定可能调控的 miＲNA 分子，为下一步的研究提供

实验基础。

1 材料与方法

1．1 细胞、主要试剂和仪器 PCＲ 仪( TAKAＲA 公
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司) ; 琼脂糖凝胶电泳仪( Bio-Ｒad 公司) ; 分子凝胶

成像系统( Kodak 4000MM P20) ; 凝胶扫描分析系统

( 英国 UVItec 公司) ; 人胚肾细胞 HEK293T 细胞株;

miＲNA 的过表达质粒 pLMP ( 由 pLL3．7 质粒改造成

或 miＲNA mimics 购买于上海吉码公司) ; 双荧光素

酶报告基因质粒 pLUC、大肠杆菌 TOP10 菌株、含

miＲNA 表达或靶基因 3'-UTＲ 双荧光素酶报告基因

的质粒菌株( 深圳华安平康生物公司) ; 小量质粒提

取试剂盒( OMEGA 公司) ; 转染试剂 FuGENE HD
( Ｒoche 公 司) ; 质 粒 miＲ-204、376b、630 mimics、
miＲ-204、376b、630 inhibitor ( 深圳华安平康生物公

司) ; β-actin 鼠抗人( 武汉三鹰) ; Lipofectamine 2000
转染试剂( 美国 Invitrogen 公司) ; DNA( 上海 Sangon
Biotech 公司) 。人脑胶质瘤组织和因外伤切除的非

肿瘤组织均来自我院中心实验室储存的组织。
1．2 实验方法

1．2．1 可调控 ezrin 的 miＲNAs 预测 我们在线运

用生物信息学软件 TargetScan、PI TA、microrna．org、
miＲGator v2．0、miＲDB 等 5 种软件进行预测，针对

ezrin 的测序序列( 图 1) ，预测筛选出可能调控 ezrin
的候选 miＲNAs。

图 1 ezrin 测序序列

1．2．2 分析候选 miＲNAs 与靶基因 ezrin3'-UTＲ 配

对结合位点 针对 ezrin 的测序序列和候选的 miＲ-
NAs 的碱基序列，比照分析候选 miＲNAs 与靶基因

ezrin 3'-UTＲ 配对结合位点( 表 1) 。

表 1 miＲNAs 与靶基因 ezrin 3'-UTＲ 配对结合位点
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1．2．3 双荧光素酶活性检测 将经筛选确定的可

能调控 ezrin 的候选 miＲNAs，构建 ezrin 双荧光素酶

及 miＲNA 前体表达质粒，共转 293T 细胞，检测荧光

素酶活性( 按说明书操作) 。
1．2． 4 miＲ-204、-630、-376b 及靶基 因 ezrin 的 3'-

UTＲ 双荧光素酶报告基因质粒构建 利用 PCＲ 扩

增目的基因序列，并对扩增产物进行琼脂糖凝胶电

泳分离及胶回收片段( 按说明书操作) 。设计 miＲ-
204、-376b、-630 及靶基因 ezrin 3'-UTＲ 引物( 表 2) 。

表 2 miＲ-204，-376b，-630 及靶基因 ezrin 3'-UTＲ 引物

Gene Forward seq-primers Ｒeverse seq-primers

ezrin 3'-UTＲ cacaactcgagCAGCCAGGCCAGGACCAAGGGCAGA tgaagatctTGCCTTTGCAAAGCTTTTATTTCATG

miＲ-204-mut TTAATTTCCCTAAGTTTTGTTCTGT CTTAGGGAAATTAAAACTAATGTTAC

miＲ-630-mut TTTTTCTTATGATTGTACTTATACA CAATCATAAGAAAAACTGTTAAGC

miＲ-376b-mut TTAATTAGATACTAGGATCCATCTTTGT CCTAGTATCTAATTAAAAAATCAAT

1．2．5 Ｒeal-time PCＲ 检测人脑胶质瘤和正常组织

中候选 miＲNAs 的表达 ＲNA 的提取: 按照 ＲNA 提

取步骤进行，用 NanoDrop 2000 超微量分光光度计

测定 ＲNA 的纯度和浓度，OD260 /OD280 比值控制

在 1．8～2．2; 反转录合成 cDNA 反应: 使用 One Step
PrimeScript miＲNA cDNA Synthesis Kit 进行反转录

反应( 按说明书操作) ; 检测 miＲNAs 相对表达量，以

ＲNU-6 为 内 参 照，采 用 2-△△Ct 法 计 算 相 对 表

达量。
1．3 统计学分析 采用 SPSS 18．0 统计软件对数据

进行分析，两组间差异比较采用 t 检验，P＜0．05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2．1 可调控 ezrin 的 miＲNAs 预测结果 在线运用

5 种生物信息学软件预测出 819 个可能调控 ezrin
的 miＲNAs，其中 3 种以上软件预测到可调控 ezrin
的 miＲNAs 有 34 个( 表 3) 。根据评分结果同时结

合目 前 国 内 外 的 研 究 成 果 进 行 筛 选，确 定 miＲ-
148a、-204、-205、-346、-370、-376b、-377、-410、-495、
-548a-3p、-630 和 -96 等 12 个 miＲNAs 进 行 候 选

验证。
2．2 双荧光素酶活性检测结果 将确定的 hsa-
miＲ-148a、-204、-205、-346、-370、-376b、-377、-410、
-495、-548a-3p、-630 和 -96 等 12 个 miＲNAs，构 建

ezrin 双 荧 光 素 酶 及 miＲNA 前 体 表 达 质 粒，共 转

293T 细胞，检测双荧光素酶活性。其中 hsa-miＲ-
204( 0． 082 ± 0． 006 ) 、-376b ( 0． 063 ± 0． 006 ) 和-630
( 0．096±0．012) 与对照组( 0．133±0．002) 相比活性下

降，差异有统计学意义 ( t = 13． 859，P = 0． 0002; t =
19．624，P= 0．0001; t= 5．122，P= 0．007) ( 图 2) 。

表 3 可调控 ezrin 的 miＲNAs 预测结果

miＲNA 预测软件
预测软件

数量

hsa-miＲ-495 T P mi．org miＲG miＲ 5

hsa-miＲ-376b T P mi．org miＲG miＲ 5

hsa-miＲ-96 T P miＲG mi．org 4

hsa-miＲ-643 T P miＲG miＲ 4

hsa-miＲ-630 T P miＲG miＲ 4

hsa-miＲ-548m T P miＲG miＲ 4

hsa-miＲ-410 T P mi．org miＲG 4

hsa-miＲ-205 T P mi．org miＲG 4

hsa-miＲ-204 T P mi．org miＲG 4

hsa-miＲ-183 T P mi．org miＲG 4

hsa-miＲ-1323 T P mi．org miＲ 4

hsa-miＲ-940 T P miＲG 3

hsa-miＲ-663 T P miＲG 3

hsa-miＲ-648 T P miＲ 3

hsa-miＲ-623 T P miＲG 3

hsa-miＲ-595 T P miＲG 3

hsa-miＲ-566 T P miＲG 3

hsa-miＲ-548p T P miＲ 3

hsa-miＲ-548c-3p T P miＲ 3

hsa-miＲ-548a-3p T P miＲ 3

hsa-miＲ-377 T P mi．org 3

hsa-miＲ-370 T P miＲG 3

hsa-miＲ-346 T P miＲG 3

hsa-miＲ-338-3p T P mi．org 3

hsa-miＲ-300 T P miＲG 3

hsa-miＲ-211 P mi．org miＲG 3

hsa-miＲ-18b T P mi．org 3

hsa-miＲ-18a T P mi．org 3

hsa-miＲ-153 T P mi．org 3

hsa-miＲ-148b T P mi．org 3

hsa-miＲ-148a T P mi．org 3

hsa-miＲ-1271 P mi．org miＲG 3
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＊＊＊P＜0．001，＊＊P＜0．01。

图 2 双荧光素酶活性检测结果

2．3 hsa-miＲ-204、-376b 和-630 与 ezrin 3'-UTＲ 突

变体克隆情况及作用位点结果 双荧光素酶活性法

与预测 ezrin 3'-UTＲ 相应作用位点突变体检测，均

无明显作用，说明 miＲ-204、-376b 和-630 很可能通

过预测的作用位点调控 ezrin 基因( 图 3) 。hsa-miＲ-
204，-630 和-376b 的表达载体与含 ezrin 204、630 和

376b Mutant 基因片段的双荧光素酶报告基因共转

染验证 试 验 相 对 于 负 对 照 ( 不 含 miＲNA 的 空 载

体) ，差异无统计学意义( P = 0．836、0．538、0． 410 )

( 图 4) ，同时荧光比值分别为负对照的 97%、105%

和 108%。这 一 结 果 说 明 hsa-miＲ-204 和 630 对

ezrin 204 Mutant 和 630 Mutant 的报告基因表达水平

无抑制作用，hsa-miＲ-376b 对 ezrin 376b Mutant 的

基因表达水平基本无抑制作用。

图 3 miＲNAs 与靶基因 ezrin 3'-UTＲ 配对结合位点示意图

图 4 miＲNAs 双荧光素酶报告载体实验

2．4 ＲT-PCＲ 检测候选 miＲNAs 在组织中表达 对

11 例胶质瘤组织和 10 例正常脑组织检测了 hsa-
miＲ-204 表达，观察到 hsa-miＲ-204 在脑胶质瘤组织

中的 表 达 低 于 正 常 脑 组 织，差 异 有 统 计 学 意 义

( 1．925±1．645 vs． 5．500 ±3．057，t = 3．383，P = 0．003)

( 图 5) ，同时发现 hsa-miＲ-376b 和-630 在正常和胶

质瘤组织均能未检测到表达。

＊＊P＜0．01。

图 5 ＲT-PCＲ 检测 miＲ-204 在组织中表达

3 讨论

miＲNA 是近年来发现的一种真核生物内源性

小分子单链 ＲNA，长约 15 ～ 25 个核苷酸，是一类非

编码小 ＲNA。miＲNA 分子通过不完全互补的方式

与靶基因 3'非编译区( UTＲ) 结合，通过诱导 mＲNA
的切割降解、翻译抑制或者其他形式的调节机制抑

制靶基因的表达，参与生物体的生长、发育、衰老、死
亡全部过程的调控。目前为止人类基因组内已发现

的 miＲNA 超过 1000 个，可能调控着基因组内约 1 /3
以上 基 因 表 达［3－5］。寻 找 疾 病 发 生、发 展 中 关 键
miＲNA 分子及其靶基因鉴定已成为生命科学领域

的研究热点。
我们前期研究发现，ezrin 在人脑星形细胞瘤组

织中的表达水平与肿瘤的恶性程度、复发转移及预

后呈正相关，可以作为抗星形细胞瘤复发转移的治

疗靶点［2］。为探索 ezrin 在胶质瘤中表达失调的机

制，我们针对 ezrin 基因序列，通过生物信息学预测
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可能调控其表达的 miＲNA 分子，根据评分结果同时

结合目前国内外的研究成果进行筛选，预测出 hsa-
miＲ-148a、-204、-205、-34b、-370、-376b、-377、-410、
-495、-548a-3p、-630 和 -96 等 12 个 miＲNAs 可能高

度靶向调控 ezrin 基因的 miＲNA 分子，通过荧光素

酶报告载体实验发现其中 3 个 miＲNAs 即 hsa-miＲ-
376b、-204 和-630 相对 于 对 照 组 荧 光 素 酶 活 性 下

降，差异有统计学意义( P＜0．01) ，提示其对 ezrin 的

表达水平具有抑制作用，进一步采用双荧光素酶质

粒与 ezrin 3'-UTＲ 作用位点突变体共转 293T，证实

hsa-miＲ-376b、-204 和-630 可直接结合 ezrin 3'-UTＲ
调控 ezrin 基因表达。我们进一步检测了 11 例胶质

瘤组织和 10 例正常脑组织 hsa-miＲ-204 表达，观察

到 miＲ-204 在脑胶质瘤组织中的表达低于正常脑组

织，差异有统计学意义 ( P ＜ 0． 01 ) ，同时发现 hsa-
miＲ-376b 和-630 在正常和胶质瘤组织均未能检测

到表达。综合以上结果，我们推断 miＲNA-204 可能

通过调控 ezrin 表达在恶性胶质瘤发展过程中发挥

重要作用。
目前有文献报道，在肝癌［6－7］、胃癌［8－9］、胰腺

癌［10］、肾透明细胞癌［11－12］、乳腺癌［13－14］、子宫内膜

癌［15］、脑胶质瘤［16－17］等肿瘤组织中，miＲNA-204 表

达水平均低于同一患者的正常组织中的水平，Lee
等［18］在头颈部鳞癌( HNSCC) 细胞株中恢复miＲNA-
204 的功能，发现会抑制其相关靶基因的表达，推论

出 miＲNA-204 是一种具有肿瘤抑制作用的 miＲNA。
从研究结果来看，miＲNA-204 在胶质瘤组织中的表

达低于非肿瘤组织，然而，作为抑癌基因，其调控

ezrin 表达的分子机制及其在恶性胶质瘤中的具体

作用仍有待下一步研究阐明。
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