
脑胶质瘤是一种极为常见的颅内恶性肿瘤，约占原

发性颅内瘤46%［1］。虽然目前有多种治疗方式，但是存

在手术切除不彻底以及血脑屏障的存在导致化疗药物

难以到达肿瘤部位等情况，故导致患者预后不佳。阿托

伐他汀（AVT）作为羟甲戊二酰辅酶还原酶抑制剂在临

床上被广泛用于高胆固醇血症的治疗［2］。新近研究证

实AVT对肿多种瘤细胞，如肺癌细胞、乳腺癌细胞以及

胶质瘤细胞等具有显著的抑制作用［3-5］。其中AVT对胶质

瘤细胞的显著抑制作用备受临床医生和科研工作者的密

切关注。研究发现AVT能够诱导胶质瘤细胞的凋亡［6］。

AVT能够通过下调趋化因子受体4表达，从而抑制

胶质瘤细胞侵袭［7］。但是目前有关AVT对胶质瘤细胞

增殖和侵袭的具体作用机制尚不完全清楚。miR-146a

是一类与胶质瘤细胞增殖密切相关的miRNA，可以通

过调控Notch1基因的表达抑制胶质瘤细胞增殖［8］。另外，

miR-146a能够通过介导磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激酶B

（PI3K/Akt）信号通路抑制肝星状细胞诱导的肝纤维化［9］，

而 PI3K/Akt信号作为胶质瘤治疗的关键通路，抑制
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摘要：目的 探究阿托伐他汀（AVT）对人脑胶质瘤细胞生物学行为的影响及其对miR-146a/PI3K/Akt信号通路的作用。方法 将

人脑胶质瘤细胞U251分为4组：对照组（Conrtrol）、AVT组、AVT+转染miR-146a无关片段组（AVT+miR-146a NC）、AVT+转染

miR-146a干扰组（AVT+miR-146a inhibitor）。Control组不加任何药物，AVT组加入8.0 μmol/L 的AVT，AVT+miR-146a NC组

转染miR-146a NC后加入8.0 μmol/L 的AVT，AVT+miR-146a inhibitor组转染miR-146a inhibitor后加入8.0 μmol/L 的AVT。

RT-PCR检测miR-146a表达，MTT检测细胞增殖率，流式细胞术检测细胞凋亡情况，Transwell实验检测细胞侵袭和迁移情况，

Western blot检测PI3K/Akt信号通路相关蛋白表达。结果 药物干预48 h，与Control组相比，AVT组细胞miR-146a表达、细胞

凋亡率均明显升高（P<0.01），细胞增殖率、侵袭指数、迁移指数、p-PI3K和p-Akt蛋白表达均明显降低（P<0.01）。与AVT组相

比，AVT+miR-146a inhibitor组细胞miR-146a表达、细胞凋亡率均明显降低（P<0.01），细胞增殖率、侵袭指数、迁移指数、p-PI3K

和p-Akt蛋白表达均明显升高（P<0.01），AVT+miR-146a NC组上述指标无显著性差异（P>0.05）。结论 AVT能够抑制人脑胶质

瘤细胞增殖、侵袭和迁移，促进细胞凋亡，其机制与上调miR-146a表达，抑制PI3K/Akt信号通路相关。

关键词：人脑胶质瘤；U251；阿托伐他汀；miR-146a；PI3K/Akt；生物学行为

Abstract: Objective To explore the effect of atorvastatin (AVT) on biological behaviors and the miR-146a/PI3K/Akt signaling
pathway in human glioma cells. Methods Human glioma U251 cells were treated with 8.0 μmol/L AVT or transfected with a
miR-146a inhibitor or a negative control fragment (miR-146a NC) prior to AVT treatment. RT-PCR was used to detect miR-146a
expression in the cells, and the changes in cell proliferation rate, apoptosis, cell invasion and migration were detected using
MTT assay, flow cytometry, and Transwell assay. Western blotting was performed to detect the changes in cellular expressions
of proteins in the PI3K/Akt signaling pathway. Results AVT treatment for 48 h resulted in significantly increased miR-146a
expression and cell apoptosis (P<0.01) and obviously lowered the cell proliferation rate, invasion index, migration index, and
expressions of p-PI3K and p-Akt protein in U251 cells (P<0.01). Compared with AVT treatment alone, transfection with
miR-146a inhibitor prior to AVT treatment significantly reduced miR-146a expression and cell apoptosis (P<0.01), increased the
cell proliferation rate, promoted cell invasion and migration, and enhanced the expressions of p-PI3K and p-Akt proteins in
the cells (P<0.01); these effects were not observed following transfection with miR-146a NC group (P>0.05). Conclusion AVT
can inhibit the proliferation, invasion and migration and promote apoptosis of human glioma cells possibly by up-regulating
miR-146a expression and inhibiting the PI3K/Akt signaling pathway.
Keywords: human glioma; U251 cells; atorvastatin; miR-146a; PI3K/Akt; biological behaviors
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PI3K/Akt信号转导能够降低胶质瘤细胞增殖和侵袭［10］。

那么有关 AVT 对胶质瘤的治疗作用是否涉及 miR-

146a/PI3K/Akt信号传导尚不清楚。因此，本研究拟通

过体外培养人脑胶质瘤细胞U251，观察AVT能否通过

调控miR-146a/PI3K/Akt信号传导从而胶质瘤细胞生

物学行为，以期为临床胶质瘤治疗提供新的理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞 人脑胶质瘤细胞U251，购自中科院上海分

院细胞库。

1.1.2 药品与主要试剂 阿托伐他汀（Sigma）；RT-PCR

检测试剂盒（广州锐博生物科技有限公司）；二辛可宁酸

（BCA）试剂盒（上海碧云天生物技术公司）；牛血清白蛋

白（BSA）（上海碧云天生物技术公司）；胎牛血清（FBS）

（Gibco）；噻唑兰（3-(4,5)-dimethylthiahiazo (-z-y1)-3,5-

di- phenytetrazoliumromide，MTT）检测试剂盒（上海碧

云天生物技术公司）；Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂

盒（北京索莱宝科技有限公司）；Transwell检测试剂盒

（Corning）；转染试剂盒（广州锐博生物科技有限公司）；

p-PI3K抗体（Abcam）；PI3K抗体（Abcam）；p-Akt抗体

（Abcam）；Akt抗体（Abcam）；一抗、二抗稀释液（上海碧

云天生物技术公司）；山羊抗兔二抗（上海碧云天生物技

术公司）；山羊抗小鼠二抗（上海碧云天生物技术公司）；

显影液（碧云天生物技术公司）；miR-146a引物设计与

合成（上海生工生物工程股份有限公司）。

1.1.3 主要仪器 TWK-FST32型组织匀浆仪（武汉泰普

拓公司）；Micro17R型高速冷冻离心机［赛默飞世尔科

技(中国)有限公司］；GPJ9-TS100-F型倒置荧光显微镜

（Nikon）；FC型全自动多功能酶标检测仪［赛默飞世尔

科技(中国)有限公司］；1658033型电泳仪（Bio-Rad）；

ChemiDoc XRS+成像系统（Bio-Rad）。

1.2 方法

1.2.1 U251细胞培养 人脑胶质瘤细胞U251采用低糖

DMEM培养基培养（含有10%的胎牛血清），并放置于

37℃，5% CO2的培养箱内，细胞贴壁生长24~48 h，生长

融合度达到90%左右，0.25%的胰酶消化处理，待细胞

呈现卵圆形时终止消化，进行传代培养。期间每个24 h

细胞换液处理1次。

1.2.2 U251细胞给药与分组 实验分为4组，即对照组

（Control）、阿托伐他汀组（AVT）、阿托伐他汀+转染

miR-146a无关片段组（AVT+miR-146a NC）和阿托伐

他汀+转染miR-146a干扰组转染（AVT+miR-146a in-

hibitor）。其中VAT组细胞加入终浓度为8.0 μmol/L 的

VAT，AVT+miR-146a NC组和AVT+miR-146a inhibitor

组转染miR-146a无关片段和miR-146a inhibitor 24 h

后，加入8.0 μmol/L AVT处理48 h。Control组细胞常

规培养，不加入药物处理。

1.2.3 RT-PCR检测miR-146a表达 依据RNA提取试

剂盒说明书步骤提取U251细胞总RNA，并运用紫外分

光光度计检测总RNA的浓度与纯度。以RNA为模板，

参照逆转录试剂盒说明书步骤将其逆转录为单链cD-

NA。再以cDNA为模板，根据广州锐博公司设计合成

的 PCR引物进行扩增。扩增条件：92℃ 30 s；92℃ 5 s；

60 ℃ 31 s，共进行31个循环。采用7300 System SDS

Software分析数据，根据2-△△Ct 值相对定量样本中目的

基因表达水平。miR-146a引物序列如下：正义链：F：5'-

GGGCCCAGTGTTCAGACTAC-3'；反义链：5'-GTG-

CAGGGTCCGAGGT-3'。U6引物序列如下：正义链：

5'-CCTCACTGTCCACCTTCCA-3'；反义链：5'-GGGT-

GTAAAACGCAGCTCA-3'。

1.2.4 MTT检测细胞增殖率 将消化后的人脑胶质瘤

细胞U251按照96孔板密度为：1×104/孔接种，按照细胞

实验分组进行相关处理，每组设置6个复孔，重复实验6

次，每孔加入MTT溶液10 μL（5 mg/mL）继续培养4 h，

终止培养，弃去细胞上清，每孔加入150 μL的二甲基亚砜

（DMSO）震荡10 min，使得充分溶解，利用酶标仪检测

各孔的吸光度A570 nm，以吸光度值反应细胞的增殖活

力。细胞增殖率（%）=各处理组细胞A570 nm/对照组A570 nm

值×100%。

1.2.5 式细胞术检测U251细胞凋亡率 胰蛋白酶消化

处理后得到各组U251，加入磷酸盐缓冲溶液将细胞密

度调控为1×105/mL；移液枪吸取200 μL的细胞悬液放

于反应管内，之后加入Annexin V-FITC和PI各5 μL；充

分混匀，避光环境下反应15 min；流式细胞仪检测各组

U251凋亡情况。上述实验重复3次。

1.2.6 Transwell 检测细胞侵袭和迁移率 侵袭实验：

Transwell小室（24孔，孔径5.0 μm）的滤膜采用ECM gel

覆盖，小室加入0.5 mL内含10 % FBS培养基，对上室

中加入适当的细胞悬液，200 μL/孔，2×106/L，每组设置3

个复孔。各组细胞常规培养48 h，4%的多聚甲醛固定，

HE染色，400倍显微镜下随机选取5个视野观察穿过膜

细胞平均数。U251细胞侵袭率=（各处理组侵袭细胞

数/对照组侵袭细胞数）×100%。迁移实验：细胞常规处

理，1000 r/min离心5 min，细胞重悬并计数；将小室放

置于24孔板内，并于下室加入完全培养基（含有10%

FBS），小室的上室中加入1×105细胞，保证下部小室膜

与培养基无气泡，之后将24孔板防治培养箱内继续培

养48 h，取出培养板后磷酸盐缓冲溶液润洗小室并擦拭

上室残留细胞，多聚甲醛固定约15 min，最后使用0.1%

的结晶紫染色，洗涤、风干，于400倍显微镜下随机选取

5个视野进行拍照计数。迁移指数=（各处理组迁移细胞
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数/对照组迁移细胞数）×100%。

1.2.7 Western blot检测PI3K/Akt信号通路蛋白相对表

达量 收集各组细胞；4 ℃条件下裂解30 min，期间每隔

5 min震荡1次；BCA法测定蛋白质浓度；上样（按照每

孔上样量30 μg得出上样体积）；凝胶电泳；湿转转膜；

5% BSA室温封闭2 h，孵育对应抗体p-PI3K（1∶1000），

PI3K（1∶1000）p-Akt（1∶1000），Akt（1∶1000）以及β-actin

（1∶2000），4℃过夜，孵育对应的羊抗兔二抗体或者羊抗

鼠二抗体（1∶5000）1~2 h；摇床摇晃上加TPBS洗涤 3

次，5 min/次，然后加入显影液，显影并拍照。p-PI3K和

p-Akt蛋白表达水平以目的蛋白条带灰度值与β-actin灰

度值相比反映。

1.2.8 统计学分析 采用SPSS20.0软件进行分析，实验

数据以均数±标准差表示，多组均数比较采用单因素

方差分析，每组实验重复3次，P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组细胞miR-146a相对表达量比较

与Control组比较，AVT组细胞miR-146a相对表达

量显著增加（P<0.01）；与AVT组相比，AVT+miR-146a

inhibitor组细胞miR-146a相对表达量降低（P<0.01），

AVT+miR-146a NC组细胞miR-146a相对表达量无显

著变化（P>0.05，图1）。

2.2 各组细胞增殖率比较

与Control组比较，AVT组细胞细胞增殖率显著降

低（P<0.05）；与AVT组相比，AVT+miR-146a inhibitor

组细胞增殖率显著升高（P<0.01），AVT+miR-146a NC

组细胞增殖无显著变化（P>0.05，图2）。

2.3 各组细胞凋亡率比较

与Control组相比，AVT组细胞凋亡率明显升高

（P<0.01）。与AVT组相比，AVT+miR-146a inhibitor组

细胞凋亡率明显降低（P<0.01），AVT+miR-146a NC组

细胞凋亡率无显著性变化（P>0.05，图3）。

2.4 各组细胞侵袭率和迁移率比较

与Control组相比，AVT组细胞侵袭率和迁移率均

明显降低（P<0.01）。与AVT组相比，AVT+miR-146a

inhibitor组细胞侵袭率和迁移率均明显升高（P<0.01），

AVT+miR-146a NC组细胞侵袭率和迁移率无显著性

变化（P>0.05，图4）。

2.5 各组细胞PI3K/Akt信号通路蛋白相对表达量比较

与Control组相比，AVT组细胞p-PI3K和p-Akt蛋

白表达均明显降低（P<0.01）。与AVT组相比，AVT+

miR-146a inhibitor组细胞p-PI3K和p-Akt蛋白表达均

明显升高（P<0.01），AVT+miR-146a NC组细胞p-PI3K

和p-Akt蛋白表达无显著性变化（P>0.05，图5）。

3 讨论

AVT为脂溶性他汀类新药，可以透过血脑屏障，有

利于胶质瘤临床治疗中的实际应用［11］。既往研究证实

AVT能够通过阻断 JNK、MMP2的表达抑制骨肉瘤细

胞侵袭［12］。另外，AVT能够抑制胶质瘤细胞VEGF、Bcl-2

和Caspase-3表达从而抑制胶质瘤球体血管生成，并最

终抑制胶质瘤细胞增殖，诱导胶质瘤细胞凋亡［13］。以上研

究给AVT抑制胶质瘤细胞恶性病变提供了新的启发。

胶质瘤细胞恶性病变涉及的生物学行为主要包括

细胞凋亡、增殖、侵袭和转移等多环节复杂的生物学过

程［14, 15］。miRNA是一类长度约22 nt的小分子非编码

RNA，众多研究数据表明miRNA参与了包括肿瘤细胞

增殖、凋亡、侵袭和迁移等生物学过程［16, 17］。因此，在肿

瘤细胞研究中miRNA的生物学过程也是科研人员研究

的热点之一。miR-146a是位于人的5号染色体中miR-

146中的一类［18］。研究表明与癌旁组织相比，胶质瘤癌

图1 miR-146a相对表达量比较
Fig.1 Comparison of relative expression levels of
miR-146a in different groups. **P<0.01 vs control
group; ##P<0.01 vs AVT group.
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图2 各组细胞增殖率比较
Fig.2 Comparison of cell proliferation rate in
different groups. **P<0.01 vs control group; ##P<
0.01 vs AVT group.
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组织中miR-146a表达显著降低，转染miR-146a模拟物

能够抑制胶质瘤细胞生长［8］。另外，miR-146a能够靶向

抑制SMAD4基因表达，参与调控胶质瘤细胞增殖和迁

移［19］。上述研究表明miR-146a在胶质瘤细胞中发挥抑

癌作用。另外，既往研究也显示AVT能够通过调控

miR-146a抑制间充质干细胞迁移［20］。本研究首先通过

RT-PCR检测AVT对人脑胶质瘤细胞miR-146a表达的

影响。结果显示AVT能够促进miR-146a表达。胶质

瘤细胞生物学行为检测显示AVT能够抑制细胞增殖、

迁移和侵袭，促进细胞凋亡。为进一步明确AVT通过

调控miR-146a表达，从而影响人脑胶质瘤细胞的生物

学行为。实验通过转染miR-146a inhibitor，结果显示

AVT+miR-146a inhibitor组细胞miR-146a表达明显降

低，细胞增殖，迁移和侵袭指数降低，凋亡增加，表明

AVT是通过促进miR-146a表达，发挥人脑胶质瘤细胞

生物学行为调控作用。那么有关miR-146a下游的调控

机制又是如何呢？以往研究证实PI3K/Akt信号转导在

胶质瘤细胞恶性病变中发挥重要作用［21, 22］。研究发现

激活PI3K/Akt信号传导能够促进胶质瘤细胞增殖、抑

制细胞凋亡［23］。另外，PI3K/Akt信号通路的激活能够促

进基质金属蛋白酶2表达增加，活性增强，从而介导细

胞外基底膜胶原降解，并最终促进胶质瘤细胞向外周围

浸润，促进细胞侵袭和转移［24］，表明PI3K/Akt信号通路

转导在胶质瘤细胞生物学行为变化中发挥关键性作

用。但是目前有关miR-146a/PI3K/Akt信号在AVT抑

制人脑胶质瘤细胞生物学行为中的作用及其调控关系

尚不清楚。本研究通过Western blot检测显示AVT组

细胞p-PI3K、p-Akt表达降低，转染miR-146a inhibitor

后p-PI3K、p-Akt表达升高，细胞增殖，迁移和侵袭指数

增加，凋亡降低。表明AVT能够通过促进miR-146a表

达抑制PI3K/Akt信号，从而影响胶质瘤细胞生物学行

为。以往研究证实miR-146a可以通过抑制PI3K/Akt

信号通路促进心力衰竭大鼠心肌细胞凋亡［25］。miR-

146a能够负向调控PI3K/Akt信号促进甲状腺滤泡状癌

细胞增殖、侵袭和迁移［26］。在骨关节炎细胞模型中

PI3K基因的3'-UTR是miR-146a的靶点，而PI3K蛋白

和mRNA表达以及下游Akt的激活在转染miR-146a模

拟物后明显降低［27］。本研究结果与既往研究共同表明

miR-146a能够负向调控PI3K/Akt信号从而影响细胞的

生物学行为。

综上所述，本研究通过探究AVT对人脑胶质瘤细

胞生物学行为的影响及其对miR-146a/PI3K/Akt信号

通路的作用。结果显示AVT能够抑制人脑胶质瘤细胞

增殖、侵袭和迁移，促进细胞凋亡，其机制与调控miR-

146a/PI3K/Akt信号通路相关。以上研究结果初步证实

了AVT对胶质瘤的抑制作用及其可能的作用机制。但

是本研究存在一定的局限性，即未在临床上研究AVT

对胶质瘤患者的治疗效果及对miR-146a/PI3K/Akt的

影响。在后续的研究中将通过探究AVT对胶质瘤患者

的影响，以期为临床治疗提供更多的分子机制。
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Fig.3 Comparison of cell apoptosis rate in
different groups. A: Flow cytometry for
detecting cell apoptosis. B: Quantitative analysis
of the results. **P<0.01 vs control group; ##P<
0.01 vs AVT group.
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Fig.4 Comparison of cell migration and invasion abilities of the cells in different groups (Original magnification: ×400).
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图5 各组细胞PI3K/Akt信号通路相关蛋白
表达
Fig.5 Expressions of PI3K/Akt signaling
pathway-related proteins in different groups.
A: Western blotting for detection of PI3K/Akt
pathway proteins. B: Quantitative analysis of
p-PI3K/PI3K. C: Quantitative analysis of p-
Akt/Akt. **P<0.01 vs control group; ##P<0.01
vs AVT group.
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