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miR⁃27b对骨肉瘤MG63细胞生长的影响
及其机制探讨

高春生 1 王小伟 1 高俊 1 许海霞 2 晏慧超 1 郑均华 1

【摘要】 目的 探讨miR⁃27b对骨肉瘤MG63细胞生长的影响及其机制。方法 将体外培养的

MG63细胞分为模拟物对照组、miR⁃27b模拟物组、抑制剂对照组和miR⁃27b抑制剂组，采用RT⁃PCR检测

各组细胞中miR⁃27b的表达，MTT法检测细胞增殖活性，Transwell小室法检测细胞侵袭和迁移，流式细胞

仪检测细胞凋亡。双荧光素酶报告基因实验检测miR⁃27b和 FOXO1的靶向关系，Western blot检测

FOXO1蛋白表达。结果 过表达miR⁃27b后，骨肉瘤MG63细胞增殖活性升高，侵袭和迁移数增加，而细

胞凋亡率降低（P＜0.05）。抑制miR⁃27b表达与过表达miR⁃27b的作用相反。miR⁃27b靶向调控FOXO1，
过表达miR⁃27b后 FOXO1蛋白的表达水平降低，而抑制miR⁃27b表达后 FOXO1蛋白的表达水平升高

（P＜0.05）。结论 miR⁃27b可能通过靶向调控FOXO1促进骨肉瘤MG63细胞的增殖、侵袭和迁移，并抑

制细胞凋亡。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of miR⁃27b on the growth of osteosarcoma MG63 cells
and the possible mechanism. Methods MG63 cells cultured in vitro were divided into mimic control group,
miR⁃27b mimic group, inhibitor control group and miR⁃27b inhibitor group. The expression of miR⁃27b was
detected by RT ⁃ PCR, cell proliferation was detected by MTT, cell invasion and migration were detected by
Transwell chamber, and cell apoptosis was detected by flow cytometry. Double luciferase reporter gene assay
was used to detect the targeting relationship between miR ⁃ 27b and FOXO1, and the expression of FOXO1
protein was detected by Western blotting. Results After overexpression of miR⁃27b, proliferation activity of
MG63 cells was increased, number of invasive and migrating cells increased, and apoptosis rate was decreased
(P＜0.05). Inhibiting miR⁃27b expression had the opposite effect to overexpression of miR⁃27b. The miR⁃27b
targeted and regulated FOXO1. The expression of FOXO1 protein was decreased after overexpression of miR⁃
27b, while the expression of FOXO1 protein was increased after inhibiting miR ⁃ 27b expression (P＜0.05).
Conclusion The miR⁃27b may promote the proliferation, invasion and migration of MG63 cells and inhibit
cell apoptosis by targeting FOXO1.
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骨肉瘤是一种临床常见，多发于儿童和青少年

的恶性骨肿瘤，具有恶性程度高和预后效果差等特

点。尽管新辅助化疗的应用使病人的预后得到显

著改善，但其远期生存率仍不太理想［1⁃2］。研究表

明［3 ⁃ 4］骨肉瘤细胞中存在包括微小 RNAs（microR⁃

NAs，miRNAs）在内的多种基因的异常改变，而这些

miRNAs可通过结合靶基因的 3’非编码区（UTR）调

控转录后基因的表达，影响细胞的恶性生物学行

为。miR⁃27b是一种与多种肿瘤发生、发展密切相

关的miRNA，被证实在结直肠癌、胃癌、宫颈癌和前

列腺癌等肿瘤中异常表达，发挥着致癌或抑癌基因

的作用［5⁃8］。近年来，有研究发现miR⁃27b在骨肉瘤

病人血清中异常高表达，且与肿瘤体积、肿瘤淋巴结

转移（TNM）分级等有关，但其在骨肉瘤发生、发展
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中的作用如何尚不清楚［9］。因此，本研究旨在研究

miR⁃27b对骨肉瘤MG63细胞增殖、侵袭、迁移和凋

亡的影响，并探讨其可能的分子机制。

材料与方法

一、实验材料

人骨肉瘤细胞株MG63购于中国科学院细胞

库。胎牛血清购于浙江天杭生物科技股份有限公

司，DMEM培养液购于美国Hyclone，胰蛋白酶和细

胞裂解液购于上海碧云天，Trizol试剂购于大连宝生

物工程有限公司，青链霉双抗、二甲基亚枫和MTT
试剂购于美国Sigma。FOXO1多克隆抗体购于美国

CST，GAPDH多克隆抗体购于美国 SantaCruz，辣根

过氧化酶标记的二抗购于武汉博士德。Lipofecta⁃
minTM2000购于美国 Invitrogen，miR⁃27b模拟物、miR⁃
27b抑制剂及其阴性对照购于上海吉玛。细胞凋亡

检测试剂盒购于北京索莱宝，双荧光素酶报告基因

检测试剂盒购于美国Promega，Matrigel基质胶和流

式细胞仪购于美国BD，ECL发光试剂盒和Transwell
小室购于美国Millipore，酶标仪和凝胶成像系统购

于美国 Bio⁃Rad，倒置显微镜购于日本Olympus，细
胞培养箱购于美国Thermo Fisher，荧光定量PCR仪

购于美国ABI。
二、细胞培养、分组及转染

MG63 细胞用 DMEM 培养基常规培养。将

MG63细胞分为模拟物对照组（转染miR⁃27b模拟物

阴性对照）、miR⁃27b模拟物组（转染miR⁃27b模拟

物）、抑制剂对照组（转染miR⁃27b抑制剂阴性对照）

和miR⁃27b抑制剂组（转染miR⁃27b抑制剂）。按1×
106个/孔的浓度将细胞液种植到6孔板上，细胞培养

箱内常规培养过夜。待细胞汇合度达 60%~80%时

进行转染，首先用无血清培养液分别稀释待转染物

和 LipofectaminTM2000，室温孵育 5 min后，将两者混

合。室温静置 20 min后，将上述复合物加到MG63
细胞中，置于细胞培养箱中常规培养6 h后，更换新

鲜培养液继续培养 48 h，然后收集各组细胞，采用

RT⁃PCR检测转染后miR⁃27b的表达情况。

三、RT⁃PCR检测miR⁃27b的表达

向待测的MG63细胞中加入 1 mL Trizol试剂提

取总RNA，逆转录成 cDNA后根据上海生工生物合

成的PCR引物（miR⁃27b，F：5’⁃CCGGCCTTCACAGT⁃
GGCTA⁃3’，R：5’⁃CGGGTCGGTGGCAGAACTT⁃3’；
U6，F：5’⁃CTCGCTTCGGCAGCACA⁃3’，R：5’⁃AAC⁃
GC ⁃TTCACGAATTTGCGT ⁃ 3’），按照 95℃ 3 min，

95℃ 10 s、56℃ 30 s、72℃ 30 s（38个循环）进行PCR
扩增。以U6为管家基因，2-ΔΔCt法计算miR⁃27b的表

达水平。重复3次。

四、MTT法测定细胞增殖

将转染后的MG63细胞接种于 96孔板，分别培

养 24、48 h和 72 h后，加入 20 μL MTT溶液（浓度为

5 g/L），孵育 4 h后加入 100 μL二甲基亚枫，震荡反

应，用酶标仪检测490 nm处的光密度（OD）值。

五、Transwell小室测定细胞侵袭和迁移

胰蛋白酶消化收集转染细胞后，以无血清培养

基悬浮细胞制成浓度为 3×104个/mL的细胞液。将

Transwell小室放入 24孔板中，将稀释后的Matrigel
基质胶铺满聚碳酸酯膜，室温下充分融合（注意：迁

移实验中无此步骤）。在小室上室和下室中分别加

入200 μL细胞液和600 μL含血清的培养基，每组设

置3个平行孔，放入细胞培养箱中培养24 h。取出小

室后，以棉签小心拭去上室中的液体，加入 600 μL
甲醇室温条件下固定细胞30 min。拭去上室中的固

定液后，加入 800 μL 0.5%结晶紫室温染色 30 min。
洗去染色液，晾干。于显微镜下随机选取 5个视野

观察统计侵袭或迁移实验结果。

六、流式细胞仪测定细胞凋亡

收集细胞，磷酸缓冲液洗涤，结合缓冲液重悬，

加入10 μL的Annexin V⁃FITC和5 μL的PI，避光、室

温反应 15 min，60 min内上流式细胞仪检测细胞凋

亡率。

七、双荧光素酶报告基因实验验证miR⁃27b与

FOXO1的靶向关系

采用 TargetScan在线数据库预测到miR⁃27b与

FOXO1的 3’UTR存在结合位点。为了验证miR⁃
27b与FOXO1有无靶向关系，构建含野生FOXO1 3’
UTR（FOXO1⁃WT）和突变 FOXO1 3’UTR（FOXO1⁃
MUT）的荧光素酶报告载体。将其分别与模拟物对

照、miR⁃27b模拟物、抑制剂对照和miR⁃27b抑制剂

共转染至MG63细胞，其中每组设置 3个平行孔；培

养48 h后，检测细胞的荧光素酶活性。

八、Western blot检测FOXO1蛋白的表达

向收集到的转染细胞中加入 200 μL蛋白裂解

液，冰上裂解30 min获取总蛋白。煮沸5 min变性后

取 80 μg上样至 12% SDS⁃PAGE凝胶中，以 90 V电

压电泳 30 min后改换成 120 V电压，电泳 70 min结

束。再以 210 mA电流转膜 50 min。取出 PVDF膜

后，以5%脱脂奶粉室温封闭1.5 h。经1∶1 000倍稀

释的 FOXO1和GAPDH抗体 4 ℃下孵育过夜后，以
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1∶5 000倍稀释的二抗室温孵育1 h；加入ECL显影，

凝胶成像系统扫描分析，计算蛋白相对表达水平。

九、统计学分析

采用SPSS 22.0软件（IBM公司，美国）进行统计

学分析，实验数据以均数±标准差（x±s）表示，多组间

比较使用单因素方差分析，组间多重比较采用SNK⁃

q检验，两组间比较采用独立样本 t检验。P＜0.05
为差异有统计学意义。

结 果

一、转染后各组MG63细胞中miR⁃27b的表达

与模拟物对照组相比，miR⁃27b模拟物组MG63
细胞中miR⁃27b的表达水平明显升高（P＜0.05）；与

抑制剂对照组相比，miR⁃27b抑制剂组中miR⁃27b的
表达水平降低（P＜0.05）。见图1。

二、miR⁃27b对骨肉瘤MG63细胞增殖的影响

在24 h作用时间下，模拟物对照组、miR⁃27b模
拟物组、抑制剂对照组和miR⁃27b抑制剂组细胞增

殖活力的差异无统计学意义（P＞0.05）。在 48 h和

72 h作用时间下，miR⁃27b模拟物组细胞的增殖活力

明显高于模拟物对照组（P＜0.05），而miR⁃27b抑制

剂组细胞的增殖活性低于抑制剂对照组（P＜

0.05）。见图2。
三、miR⁃27b对骨肉瘤MG63细胞侵袭和迁移的

影响

与模拟物对照组相比，miR⁃27b模拟物组MG63
细胞侵袭数和迁移 MG63 细胞数明显增多（P＜

0.05）；同时，miR⁃27b抑制剂组中侵袭细胞数和迁

移细胞数较抑制剂对照组明显减少（P＜0.05）。见

图3。
四、miR⁃27b对骨肉瘤MG63细胞凋亡的影响

与模拟物对照组相比，miR⁃27b模拟物组细胞

凋亡率明显降低（P＜0.05）；与抑制剂对照组相比，

miR⁃27b抑制剂组细胞凋亡率升高（P＜0.05）。见

图4。
五、miR⁃27b靶基因的预测及验证

生物信息学软件预测结果显示，FOXO1 3’UTR
与miR⁃27b有互补结合的核苷酸序列，见图5。双荧

光素酶报告基因实验结果显示，miR⁃27b模拟物与

野生型FOXO1 3’UTR共转染的MG63细胞荧光素

酶活性降低；miR⁃27b抑制剂与野生型 FOXO1 3’
UTR共转染的MG63细胞荧光素酶活性升高（P＜

0.05）；但miR⁃27b模拟物和miR⁃27b抑制剂与突变

型 FOXO1 3’UTR质粒转染的MG63细胞荧光素酶

活性的差异无统计学意义（P＞0.05）。miR⁃27b模拟

物明显抑制MG63细胞中 FOXO1蛋白的表达；而

miR⁃27b 抑制剂则明显促进 FOXO1 蛋白的表达

（P＜0.05），见图6。
讨 论

miRNA通过与靶mRNA的 3’UTR结合从而降

解或诱导翻译沉默，在调节细胞增殖、分化、凋亡和

发育过程中发挥作用。多项研究表明，miRNAs在
骨肉瘤的诊断、治疗和预后中发挥重要作用［10］。

miR⁃27家族是一种有多功能的miRNA，参与人类多

种疾病的发生、发展［11］。miR⁃27b是miR⁃27家族成

员，其在不同肿瘤中的作用不尽相同。在非小细胞

肺癌和结肠癌中发现miR⁃27b表达降低，而上调其

表达可抑制癌细胞的增殖、迁移和侵袭［12⁃13］。但是，
图1 各组细胞中miR⁃27b表达水平的比较（与模拟物对照组相比，
*P＜0.05；与抑制剂对照组相比，#P＜0.05）

图2 miR⁃27b对骨肉瘤MG63细胞活性的影响（与模拟物对照组相

比，*P＜0.05；与抑制剂对照组相比，#P＜0.05）
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图4 流式细胞仪检测各组细胞凋亡结果（与模拟物对照组相比，*P＜0.05；与抑制剂对照组相比，#P＜0.05）

图3 miR⁃27b对骨肉瘤MG63细胞侵袭（a）和迁移（b）的影响（与模拟物对照组相比，*P＜0.05；与抑制剂对照组相比，#P＜0.05）

图 5 FOXO1 3’⁃UTR与miR⁃27b互补结合位点（a）及

荧光素酶活性检测（b）（与模拟物对照组相比，*P＜

0.05；与抑制剂对照组相比，#P＜0.05）

图6 Western blot检测FOXO1蛋白的表达（与模拟物对照组相比，*P＜0.05；与抑

制剂对照组相比，#P＜0.05）

miR⁃27b在乳腺癌中表达升高，可通过靶向抑制丙

酮酸脱氢酶蛋白X（PDHX）表达，解除细胞代谢，促

进乳腺癌细胞增殖［14］；miR⁃27b上调表达可促进宫

颈癌细胞的增殖、侵袭［15］。本研究通过转染miR⁃
27b模拟物或抑制剂成功改变骨肉瘤MG63细胞中

miR⁃27b的表达，发现miR⁃27b过表达可显著增强

MG63细胞增殖、侵袭、迁移和凋亡抵抗作用；而miR

⁃27b低表达则呈现出相反的效果。该研究结果与前

面miR⁃27b在宫颈癌和乳腺癌中的促癌作用相似。

提示，miR⁃27b可能在骨肉瘤中发挥致癌作用。

FOXO1属于FOXO家族，是一种重要的转录因

子，影响细胞的增殖、分化和凋亡等，且影响肿瘤的

进展［16］。研究显示，FOXO1在非小细胞肺癌、宫颈

癌和胃癌等多种肿瘤中表达下调，在肿瘤发生、发
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展过程中发挥着抑癌因子的作用［17 ⁃19］。为了探讨

miR⁃27b调控骨肉瘤发生发展的分子机制，本研究

进一步采用生物信息学软件预测miR⁃27b的潜在靶

基因，结果将FOXO1作为研究对象。本研究采用双

荧光素酶报告基因实验检测发现，miR⁃27b模拟物

可与FOXO1 3’UTR靶向结合降低细胞荧光素酶活

性，而miR⁃27b抑制剂则可升高其荧光素酶活性。

同时，Western blot结果显示，miR⁃27b模拟物可降低

FOXO1蛋白的表达，而miR⁃27b抑制剂则相反。结

果表明，FOXO1是miR⁃27b的潜在靶基因，miR⁃27b
可靶向调控其表达。已有研究证实FOXO1在骨肉

瘤中低表达，抑制其表达可促进细胞增殖和集落形

成［20］；而上调FOXO1的表达可抑制骨肉瘤细胞的增

殖并诱导细胞凋亡［21］。结果提示，在骨肉瘤发生、发

展过程中，miR⁃27b可能通过靶向调控FOXO1表达

促进肿瘤的恶性进展。

综上所述，miR⁃27b可能通过靶向调控 FOXO1
在骨肉瘤MG63细胞中促进细胞增殖、侵袭和迁移

并抑制细胞凋亡。该结果有望为miR⁃27b成为骨肉

瘤基因治疗提供参考依据。
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