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Abstract: Objective To investigate the effects of hypoxia on expression of miRNA-210 and U251 cell 
metastasis.Methods Human glioma U251 cell line was induced by hypoxia(1% O2) for different hours. The 
level of Hypoxia-inducible factor 1α(HIF-1α) in U251 cells was detected by western blot and the expression 
of miRNA-210 was tested by real time PCR. The effects of miRNA-210 on U251 cells metastasis were tested 
by tumor invasion assay using Transwell. The expression of Vmp1 was tested by western blot. Results The 
level of HIF-1α in U251 cells were signifi cantly increased in time-dependent manner when induced for 6h, 12 
h, and 24 h by hypoxia, and the expression of miRNA-210 was increased with HIF-1α level. The expression 
of miRNA-210 was suppressed by 2-ME2, HIF-1α inhibitor. The metastasis capability of U251 cells induced 
by hypoxia was increased, and was inhibited by miRNA210 inhibitor antagonist miR210. The expression 
of Vmp1 in U251 cells induced by hypoxia was increased and reversed by antagonist miR210. Conclusion  
miRNA-210 could be induced by hypoxia via HIF-1α. miRNA-210 could promote U251 cells metastasis and 
down-regulate Vmp1 expression . 
Key words: Hypoxia; Hypoxia-inducible factor 1α(HIF-1α); miR-210;Vacuole membrane protein 1(Vmp1); 
Glioma; Metastasis
摘 要:目的 研究低氧条件下胶质瘤细胞系U251细胞中miRNA-210的表达以及对肿瘤转移能力的影

响。方法 低氧条件（1% O2）培养胶质瘤细胞系U251，利用Western blot检测不同诱导时间HIF-1α水

平变化, 利用 real time PCR检测低氧不同诱导时间miRNA-210表达变化，通过Transwell小室检测U251
细胞侵袭能力，利用Western blot检测低氧条件下Vmp1表达变化。结果 低氧诱导U251细胞6、12和

24h，可检测到HIF-1α水平随着诱导时间而增加；在低氧诱导的不同时间点可检测到miRNA-210表

达逐渐增加，给予HIF-1α抑制剂2-甲氧雌二醇(2-methoxyestradiol,2-ME2)后miRNA-210的表达受到抑

制；低氧条件下U251细胞侵袭转移能力增强，在miRNA-210抑制剂antagonist miR210转染后，U251细

胞转移能力受到抑制，低氧条件下U251细胞中Vmp1蛋白表达下降，antagonist miR210转染可以逆转

Vmp1的表达。结论 低氧可以通过HIF-1α诱导miRNA-210表达增加，miRNA-210具有促进U251细胞

转移的作用，miRNA-210可能通过调节Vmp1表达发挥作用。
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0 引言
胶质细胞瘤是脑肿瘤中发病率 高的肿瘤，占

全部脑肿瘤的40.49%，肿瘤生长快、易早期转移，

恶性程度高，患者预后差 [1]。肿瘤细胞的快速生长

需要机体提供更多的氧气和营养供应，但是随着实

体瘤体积变大，新生血管生长滞后于肿瘤细胞生长

且多数结构异常，导致实体瘤内部得不到充分的氧

气供应，肿瘤组织内氧分压低于正常组织[2-3]。在缺

氧环境下，肿瘤细胞会激活一系列相关分子信号转

导途径来适应缺氧环境[4]。低氧诱导因子（hypoxia-
inducible factor 1，HIF-1）是介导肿瘤细胞缺氧适应

的关键性转录调控因子，缺氧导致HIF-1激活，促进

多种靶基因的转录，从能量代谢、肿瘤血管生成、

肿瘤细胞增殖和转移等多方面适应缺氧环境，促进

肿瘤细胞存活[5-6]。

miRNA是一类由细胞产生的长约22nt的非编
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码小分子RNA，广泛存在于从植物、线虫到人类

的细胞内，截止目前，已经发现1400多种人源性

miRNA[7-8]。这类小分子RNA可以以碱基互补配对

原则与靶基因mRNA的3'非翻译区（3' untranslated 
region，3'UTR）结合，阻止蛋白质翻译，是一种

转录后基因沉默机制。miRNA具有广泛的生物学

功能，参与生物体发育过程中细胞分化、增殖、凋

亡等多种生理病理途径的调控 [9-10]。随着对肿瘤侵

袭转移分子机制理解的深入，越来越多的实验证明

miRNA分子参与调控肿瘤细胞黏附、侵袭和转移过

程[11]。 miRNA分子本身的表达受到包括缺氧在内的

多种因素调控， miRNA-210是受缺氧诱导的miRNA
分子之一[12-13]。

我们的前期研究工作表明miRNA-210在临床

切除的胶质瘤标本中表达显著升高，但是其具体功

能还有待进一步研究。本研究以人脑间质瘤细胞系

U251为研究对象，探讨低氧环境下miRNA-210表达

的变化以及与肿瘤转移侵袭能力的关系。

1 材料与方法
1.1 材料 

人脑胶质瘤细胞系U251细胞由第四军医大学免

疫学教研室惠赠，胎牛血清购自杭州四季青公司，

DMEM培养液为Gibco公司产品。兔抗人HIF-1α多克

隆抗体（Catalog  Number: sc-10790）购自Santa cruz
公司，兔抗Vmp1多克隆抗体（Catalogue Number: 
ABC66）购自Millipore公司， HRP标记的羊抗兔IgG
二抗购自武汉博士德公司，HIF-1α 抑制剂2-甲氧雌

二醇（2-methoxyestradiol，2-ME2）为Sigma-aldrich
公司产品，使用时溶解于含1% DMSO的0.01M PBS
溶液中。 MiRVana miRNA提取试剂盒为Ambion公司

产品、实时定量PCR仪为ABI公司7300， miRNA抑

制剂antagonist miR210 购自广州锐博生物科技有限公

司。H35型低氧细胞工作站为英国DWS公司产品。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染 用含10%胎牛血清的DMEM
培养液常规培养细胞，细胞置于5% CO2、20%O2、

37℃培养箱中培养、传代。实验前调整细胞密度约

为60%。低氧（1% O2）诱导时细胞放置于H35型低

氧细胞工作站培养，基因转染依照说明书进行。

1.2.2 蛋白提取和 Western blot方法 分别取不同时

间点的细胞，每组细胞量约为2×106个。用RIPA裂

解液裂解细胞，用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度。每孔上样量20 μg，经5%~10%梯度胶电泳,4 ℃、

30 V恒压转膜过夜，用含5%脱脂奶粉PBST封闭室温

1h，加抗HIF-1α多克隆抗体（1:500）或者Vmp1抗体

（1:1 000）4℃孵育过夜，PBST洗3遍，加HRP标记

的羊抗兔二抗（1:2000）室温孵育2 h。PBST洗3遍。

ECL发光液暗室发光，β-actin作为内参照，实验独立

重复3次。

1.2.3 RNA提取、反转录和 real time PCR方法

收集每组2×106个细胞,用Trizol试剂裂解细胞,用
miRVana miRNA提取试剂盒提取RNA,具体操作依据

说明书进行。用紫外分光光度仪对各组RNA进行定

量。用real time PCR分析 miRNA-210 的表达，取5 ng
总RNA，用TaqMan microRNA特异性引物和TaqMan 
miRNA反转录试剂盒进行反转录产生cDNA。各组取

1μl反转录产物进行real time PCR，各组之间miRNA
表达变化用2-△△Ct方法表示,实验重复3次。

1.2.4 细胞侵袭和转移实验

用无血清DMEM培养液悬浮各组细胞，调整

细胞密度为2×105 /ml。将200 μl细胞悬液接种到

Transwell小室的上层。小室下层加入含10% 胎牛血

清的DMEM培养液作为化学趋化物质。24 h后，用棉

花拭子小心除去没有侵袭到深面的细胞，4%甲醛溶

液室温固定10 min，0.5% 结晶紫染色10 min，自来水

冲洗，在显微镜下计数，实验独立重复3次。

1.3 统计学方法

采用SPSS 13.0统计软件进行统计分析。所有数

据均以均数±标准差(x±s)形式表示。各组数据之间

差异用 t 检验。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 低氧条件下HIF-1α的表达

分别取低氧诱导不同时间的U251细胞，进行

SDS-PAGE分析及Western blot检测。结果发现，在

1% O2条件下培养6 h即可检测到HIF-1α水平增加，随

着低氧诱导时间的延长可观察到HIF-1α水平进一步

增加，说明低氧可以诱导U251细胞中HIF-1α水平增

加，见图1。

2.2 低氧条件下miRNA-210的表达

取低氧诱导不同时间的细胞，用real time PCR
方法检测miRNA-210表达水平。结果发现随着低氧

图 1 低氧条件下U251细胞中HIF-1α水平变化
Figure 1 The level of HIF-1α in U251 under hypoxia
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诱导时间延长，U251细胞中miRNA-210表达水平

逐渐升高(P =0.01) ，见图2A。为了排除低氧造成

miRNA非特异性变化的可能，我们检测了另外一种

miRNA-21分子，已知该miRNA分子不受低氧调节。

结果发现，无论在氧分压正常组还是低氧诱导组，

miRNA-21的表达差异都没有统计学意义。另外，

我们在低氧诱导的同时培养液中加入终浓度为1.00 

μmol/L的 HIF-1α抑制剂2-ME2[11]，结果表明在抑制剂

2-ME2存在条件下miRNA-210表达没有增加，说明在

低氧环境中miRNA-210的表达增加是由于HIF-1α所

介导的，见图2B。

 2.3 miRNA-210表达对细胞侵袭的影响

我们利用Transwell方法检测低氧条件和正常氧

分压条件下U251细胞转移能力，发现低氧条件下培

养的U251细胞转移能力增强,见图3。为了检测U251
转移能力增强是否与miRNA-210的表达增加有关，

利用miRNA-210特异性抑制剂antagomir miR-210转染

U251细胞。结果发现在miRNA-210抑制后U251细胞

转移能力下降（P=0.03）,见图3。提示在低氧条件下

U251细胞转移能力与miRNA-210的表达有关。

2.4 miRNA-120通过抑制Vmp1表达对细胞侵袭的影

响

miRNA通过转录后基因沉默的机制调控多种基

因的表达，为了进一步探讨miRNA-120表达升高促

进胶质瘤细胞侵袭转移的机制，我们对miRNA-210
的靶基因进行生物信息学分析。根据文献报道并

对miRBase数据库检索发现空泡膜蛋白1（vacuole 
membrane protein 1,Vmp1)基因是miRNA-210的其中

一个靶基因，具有抑制肿瘤细胞转移的作用[12] ,见图

4A。因此我们检测了低氧条件下Vmp1蛋白的表达，

结果发现在低氧条件下Vmp1表达降低，而在转染

miRNA-210特异性抑制剂antagomir miR-210后继续

低氧条件培养，Vmp1表达没有明显变化，这就提示

miRNA-210升高抑制了Vmp1的表达，而miRNA-210
特异性抑制剂antagomir miR-210可以逆转miRNA-210
的抑制作用，见图4B。

3 讨论
低氧是指可利用氧的减少或氧分压降至临界

值以下的状态，在实体肿瘤中低氧是一种普遍的现

象，是肿瘤细胞快速增殖与血液供应相对滞后的结

果。肿瘤细胞为了适应这种低氧环境，会发生一系

列变化。HIF-1就是在低氧环境下表达增加的一种转

录因子, 由α、β两个亚基构成,α亚基是HIF-1 的调节

Transwell migration (×200) (A) and invasion (B) Assays of U251 

cells were performed in normoxia, hypoxia and hypoxia/antagomir 

respectively；*：P =0.03

图 3 miRNA-210对U251细胞转移能力的影响  
Figure 3 The effects of miRNA-210 on U251 cells 
metastasis

A:the relative expression of miRNA-210 and miRNA-21 in hypoxia for 

different time，*：P =0.01;B: the relative expression of miRNA-210 

in normoxia, hypoxia and hypoxia/2ME respectively; *：P =0.03 

图 2 低氧条件下U251细胞中miRNA-210表达变化
Figure 2 The expression of miRNA-210 in U251 under
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和活性亚基, 氧对HIF-1活性的调节主要通过该亚基在

正常氧分压的条件下, HIF-1α 亚基容易通过泛素-蛋
白酶途径所降解, 缺氧时, HIF-1α降解减少，细胞内
HIF-1α 蛋白的水平大大提高，使HIF-1的促转录活性

大大地增加, 促进多种靶基因表达。β亚基是HIF-1的

结构性亚基, 在细胞内的表达水平相对稳定[3-6]。
HIF-1α可以通过促进一系列基因的表达使肿

瘤细胞适应低氧环境，这些基因包括：（1）与物

质代谢有关的基因：丙酮酸激酶（pyruvate kinase  
muscle，PKM）、葡萄糖转运体1 (glucose transporter, 
GIuT)、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）

等 多 种 糖酵解酶类及转运体 ；（2）与新生血管

形成有关的基因：如血管内皮生长因子（vascular 
endothelial growth factor, VEGF）及其受体的表达。

（3）其他基因：凋亡相关基因、增殖相关基因以及
miRNA分子等[5,14]。

miRNA是细胞本身产生的非编码小分子RNA，

主要依靠转录后基因沉默的方式调节靶基因表达，

其本身与靶基因的关系不是单一的，即一个miRNA
分子可以调控多种靶基因的表达，而某一基因的
3'UTR区可以结合有不同的miRNA分子，某一基因

表达水平是各种调控miRNA作用的总和。在本实验

中，我们观察到miRNA-210表达增加后促进了U251
细胞的转移，其作用机制很可能是miRNA-210抑制

了某一肿瘤转移抑制基因的表达，从而使得肿瘤细

胞转移能力增强。Ying等[12]研究表明， Vmp1 mRNA
的3'-UTR可与miRNA-210的种子区（seed region）

结合，并抑制Vmp1蛋白表达，从而促进肝癌细胞

转移。然而另外一项研究认为在非小细胞肺癌(non-
small cell lung cancer, NSCLC)中肿瘤转移相关基因1 
(metastasis-associated gene 1，MTA1)受到miRNA-210
调控，MTA1抑制后NSCLC转移能力也降低[15]。因

此，miRNA-210作用机制复杂，在不同肿瘤类型中

可能有所不同。

总之，我们在实验中观察到低氧可以通过HIF-
1α诱导miRNA-210的表达，miRNA-210的升高促

进了人脑胶质瘤细胞系U251细胞的转移，Vmp1

作为miRNA-210潜在的靶分子，低氧诱导后表达

降低，其变化趋势与miRNA-210正好相反。提示
miRNA-210通过调控Vmp1的表达促进胶质瘤细胞侵

袭转移。对其中的具体分子机制进行深入研究，有

可能深入理解脑胶质瘤侵袭转移的发生机制，为寻

找肿瘤治疗策略提供线索。
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A:sketch of the Vmp1 3’-UTR and miRNA-210；B: the expression of 

Vmp1 in normoxia, hypoxia and hypoxia/antagomir respectively

1:normoxia; 2:hypoxia; 3:hypoxia+antagomir
图 4 miRNA-210对Vmp1表达的影响
Figure 4 The effects of miRNA-210 on Vmp1 expression


