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miR-335对骨肉瘤细胞增殖和迁移的影响
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摘要 目的：通过研究 miR-335对骨肉瘤细胞系 SOSP-9607增殖和迁移的影响，探讨 miR-335在骨肉瘤细胞生物学行为中的作

用。方法：体外培养 SOSP-9607细胞并将其分三组，分别为实验组、阴性对照组和空白对照组。实验组转染 miR-335模拟物
(has-miR-335 mimics)，阴性对照组转染阴性对照序列(negative control，NC)，空白对照组细胞不行任何转染。采用噻唑蓝(MTT)比

色实验法检测和比较细胞处理 24、48、72和 96 h的增殖情况，采用 Transwell实验检测和比较各组细胞的迁移情况。结果：MTT

结果显示，实验组细胞 48、72和 96 h增殖率较阴性对照组明显降低(P<0.01)，而阴性对照组及空白对照组细胞增殖率比较未见明

显差异(P>0.05)。在 Transwell迁移和侵袭实验中，与阴性对照组比较，实验组细胞的侵袭及迁移能力也明显降低(P<0.05)，而两对

照组细胞迁移及侵袭能力也无明显差异(P>0.05)。结论：miR-335可显著抑制骨肉瘤细胞的增殖及迁移，有望成为骨肉瘤治疗的新

靶点，值得深入研究。
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Effect of miR-335 on the Proliferation and Migration
of Osteosarcoma Cells

To investigate the role of miR-335 in biological behavior of osteosarcoma cells by observing the effect of

miR-335 on cell proliferation, migration and invasion of human osteosarcoma cell line SOSP-9607. SOSP-9607 cells were

devided into three groups: experimental group (transfected with miR-335 mimics), control group (transfected with NC) and blank group

(non-transfected). MTT assay was performed to compare the proliferation ability among groups. We detected the optical density (OD) at

24 h, 48 h, 72 h and 96 h, and then presented the growth curve. Transwell assays were carried out to investigate the migratory and
invasive ability of osteosarcoma cells in different groups. In MTT assay, compared with control group, experimental group

showed lower cell proliferation of efficiency at 48, 72 and 96 h (P<0.01), while no significance difference was shown between control

group and blank group. Meantime, in Transwell assays, cells in experimental group showed greater migratory and invasive ability than

cells in control group (P<0.05), and there was no significance difference between control group and blank group. The

miR-335 played a significantly repressive role in the proliferation, migration and invasion of osteosarcoma, and may prove to be a novel
therapeutic agent.
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前言

骨肉瘤是原发于骨髓腔的高度恶性实体肿瘤，以产生骨样

组织的梭形基质细胞和肿瘤细胞产生的骨样组织或不成熟骨

为特征，是最常见的原发性恶性骨肿瘤，约占所有青少年及儿

童恶性骨肿瘤的 60 %[1]。其恶性程度高，血行转移及肺转移的

发生率高，病死率也非常高。随着医学技术的发展，虽然骨肉瘤

的治疗出现了大范围肿瘤切除、化疗和放疗等治疗方案，但乐

观估计骨肉瘤患者的 5年生存率仍只有 55-68%[2]。新近研究表

明 microRNAs (miRNAs) 与肿瘤的关系密切，异常表达的

miRNAs在肿瘤中普遍存在[3,4]。miRNAs既可作为致癌基因也
可作为抑癌基因，在肿瘤发生发展中起到重要作用[5,6]。一些上

调的 miRNAs例如 miR-21和 miR-155被视为癌基因，同时一
些下调的 miRNAs例如 miR-143和 miR-126则被视为抑癌基
因[7]。miR-335在许多肿瘤中低表达，其表达下调被认为与肿瘤
的发生发展有重要关系[8]。但关于 miR-335与骨肉瘤的关系一
直未见报道。本实验通过外源性转染 miR-335模拟物促进其表
达，同时进行 MTT和 Transwell实验观察其对骨肉瘤细胞增殖
和迁移能力的影响，旨在为骨肉瘤治疗提供新的思路。

1 材料和方法

1.1 材料
RPMI 1640培养基、Opti-MEMI去血清培养基(美国 Gibco

公司)；胎牛血清(FBS)、0.25 %胰酶溶液(中国四季青公司)；二
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甲基亚砜(DMSO)(美国 Sigma公司)；MTT试剂盒(南京凯基生

物发展公司 )；Lipofectamine TM2000 转染试剂、Trizol (美国
Invitrogen公司)；Matrigel基质胶(美国 BD公司)；6孔板、96孔

板、Transwell 24孔板 8 滋m小室 (美国 Corning公司)；酶标仪

(美国 Thermo公司); ABI-PRISM 7500 (美国 Applied Bioscienc-

e公司)。

1.2 细胞株及培养

人成骨肉瘤细胞系 SOSP-9607(第四军医大学唐都医院骨

科赠送)，用 RPMI1640培养液(含 10 %FBS)在 37 ℃、5 % CO2

饱和湿度的孵箱条件下传代培养。

1.3 转染
miR-335 模拟物 (has-miR-335 mimics)、阴性对照序列

(negative control) (上海吉玛生物公司)。实验组与阴性对照组模

拟物转染浓度均为 100 nM，细胞转染后 48 小时收集细胞行
MTT 及 Transwell 实验。转染步骤按照脂质体 Lipofectamine

TM2000 试剂说明书操作。转染效率依靠 qRT-PCR 检测
miR-335表达。

1.4 qRT-PCR

6 孔板转染 48 小时候后，用 Trizol 进行 RNA 提取。

miR-335引物 (上海生工公司)：其中一条引物(5’-CTCAACT

GGTGTCGT GGAGTC GGCAATT CAGTTG AGACATTTTT-

CGTT-3’)用于反转录；一对引物(forward：5’–ACACTCCAG-

CTGGGTACAGTACTGTGATA-3’，reverse：5’-TGGTGTCGT-

GGAGTCG-3’) 用于 ABI-PRISM 7500 real-time PCR system进

行扩增。采用 U6作为实验对照。

1.5 MTT实验

实验采用 96孔板，每组设 8个复孔，设空白调零孔，孔板

周围予以 PBS充填。每孔接种 4伊103个细胞。分别在 24、48、
72、96 h后，取出一块 96孔板，每孔加入 40 滋L MTT 溶液，孵

箱孵育 4 h后，小心吸去上清液，每孔加入 150 滋L DMSO。震荡
10分钟，使紫色结晶充分溶解。在酶标仪上选择 490 nm波长

测定吸光度(OD)值，参考波长为 630 nm。每组 8个 OD值，去

除最大与最小值，其余 6个值计算出平均 OD值。实验重复 3

次。

1.6 Transwell实验

实验采用 24孔板 8滋m Transwell小室，每组 3个小室。每

小室加 8× 104细胞，滴加 1 % RPMI1640培养基至 200 滋L，小

室下层滴加 600 滋L 20 % RPMI1640培养基。在迁移实验中，

24 h后采用 100%乙醇固定 5分钟后，龙胆紫染 7分钟。在侵袭

试验中，实验前在小室铺 50滋L Matrigel基质胶，48 h后采用上

述方法固定与染色。每小室随机选择 5个视野在显微镜(200伊)

进行计数。实验重复 3次。

1.7统计学分析

实验数据以均数 ± 标准差(X± S)表示，采用 SPSS 19.0软

件对多个样本均数进行单因素方差分析，各均数间的两两比较

行 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1转染效率

与阴性对照组比较，实验组转染 miR-335 模拟物后其
miR-335表达水平显著升高(P<0.01)(图 1)。

2.2 miR-355对骨肉瘤 SOSP-9607细胞增殖的影响

阴性及空白两对照组间细胞的增殖率未见明显差异，而实

验组细胞 48、72 和 96 h 的增殖率较阴性对照组则明显降低
(P<0.05)，表明 miR-335对骨肉瘤细胞的增殖有明显抑制作用
(图 2)。

图 2 实验组、阴性对照组和正常细胞组生长曲线，* P<0.01，

与阴性对照组比较

Fig.2 Experimental group, Control group, Blank group growth curve,

* P<0.01, Compared with control group

2.3 miR-355对骨肉瘤 SOSP-9607细胞迁移及侵袭的影响

在 Transwell迁移和侵袭实验中(图 3)，穿过小室的细胞数

目反映了细胞的迁移或侵袭能力。本实验对穿过小室的三组骨

肉瘤细胞数目进行统计制图并比较(图 4)，结果显示：实验组穿

过小室的细胞数目明显低于阴性对照组的细胞数目(P<0.05)，

而两对照组细胞数目未见明显差别(P>0.05)，表明 miR-335 对

骨肉瘤细胞转移及侵袭能力有明显抑制作用。

3讨论

图 1 miR-335的转染效率，* P<0.01，与阴性对照组比较

Fig.1 The transfection efficiency of miR-335，* P<0.01，Compared with

control group
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图 3 Transwell迁移（左）及侵袭（右）实验：A.实验组；B.阴性对照组；C.空白对照组(200伊)

Fig.3 Transwell migration(left) and invasion(right) assays: A.experimental group; B.control group; C.blank group(200伊)

图 4 Transwell迁移及侵袭统计图，* P<0.05，#P>0.05，与阴性对照组比

较

Fig.4 Statistical histogram of the cell number in the Transwell migration

and invasion assays, * P<0.05，#P>0.05，Compared with control group

MicroRNAs(miRNAs)是一组约 22个核苷酸序列的非编码

蛋白的 RNA调控分子，在细胞增殖、凋亡、分化等细胞学行为

中发挥重要作用[9]。越来越多的研究表明 miRNAs在许多类型

的肿瘤中异常表达，且通过对肿瘤抑制分子或癌基因的调控，

在许多肿瘤的发生发展中起到重要作用[10，11]。自从 Calin GA等
[12] 第一次报道了 miRNAs与肿瘤的关系后，miRNAs与肿瘤的

关系已成为目前研究的热点。Yubin Hao等[13]研究发现通过对

靶基因 COX-2的调控，miR-101对前列腺癌体内增殖能力有明

显的抑制作用。XiangMin Li等[14]再行结直肠癌组织与癌旁组

织成对比较的时候发现，miR-126在结直肠癌的表达水平中明

显低于癌旁组织，且提高 miR-126的表达水平会显著抑制肿瘤

细胞的增殖能力。Zhenfeng Duan等[15]研究表明 miR-199a-3p在

人骨肉瘤细胞中表达受抑制，且其参与骨肉瘤细胞增殖和迁移

方面的调控。

作为 microRNAs家族的一个重要成员，miR-335在许多肿

瘤中表达下调，包括乳腺癌、卵巢癌、肺癌、胃癌等，miR-335的

低表达被认为在这些肿瘤的发生发展中起到重要作用。Holger

Heyn等[16]研究发现 miR-335通过对靶分子的调控，在乳腺癌

的发展中发挥重要作用，突出表现在对乳腺癌细胞增殖与凋亡

等方面的抑制作用。Antonio Sorrentino等[17]在行卵巢癌化疗耐

药性研究发现，包括 miR-335在内的 3个 miRNAs在卵巢癌的

几个耐药株系均低表达，提示其与卵巢癌的化疗耐药有一定关

系，为卵巢癌耐药性研究提供了思路。据 OSAMU DOHI等[18]研

究报道，与癌旁组织相比，miR-335在肝癌中表达明显下调，且
miR-335的下调与肝癌的转移有一定关联。
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Hao Hu 等[19]研究发现，包括 miR-335 在的 4 个 miRNAs

骨肉瘤 MG63细胞系中低表达，这些异常表达的 miRNAs可能
在以后对骨肉瘤患者的诊疗和预后起到一定指示作用，但

miR-335的低表达在骨肉瘤细胞生物学行为中所起到的作用
未有进一步研究。本实验采取外源性转染 miR-335模拟物促进

骨肉瘤细胞内 miR-335的表达，为了验证其在骨肉瘤细胞增

殖、迁移和侵袭等生物学行为中起到的作用，分别进行了 MTT

和 Transwell实验。MTT比色结果显示实验组在转染 miR-335

后其细胞增殖能力较对照组明显降低。Transwell迁移和侵袭
实验也提示实验组细胞的迁移及侵袭能力较对照组明显降低。

本实验通过外源性转染 miR-335模拟物提高骨肉瘤细胞

系中 miR-335的表达水平，证明了 miR-335对体外培养的骨肉

瘤细胞增殖和转移具有抑制作用，本实验为 miR-335作为骨肉

瘤诊治的新靶点提供了参考依据。
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