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circ_0001461靶向抑制 miR-30a-5p对骨肉瘤细胞增殖和凋亡的影响 *
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摘要 目的：探讨 circ_0001461对骨肉瘤细胞增殖和凋亡的影响及调控机制。方法：采用实时荧光定量聚合酶反应（qRT-PCR）检

测检测 circ_0001461在骨肉瘤组织和细胞中的表达水平。在 U2OS和 HOS细胞中转染 sh-NC和 sh-circ_0001461后，采用 CCK8

检测细胞增殖情况，流式细胞术检测细胞凋亡情况，qRT-PCR检测增殖相关分子 Ki-67 mRNA的表达水平，Western Blot检测凋

亡相关分子 Cleaved-caspase-3蛋白的表达水平。采用双荧光素酶报告基因检测 circ_0001461和 miR-30a-5p的结合情况。结果：

circ_0001461在骨肉瘤组织中的表达水平明显高于癌旁正常组织（P<0.05），circ_0001461在骨肉瘤细胞 U2OS和 HOS中的表达

水平均明显高于成骨细胞 NHOst（P<0.05）。低表达 circ_0001461能够抑制骨肉瘤细胞 U2OS和 HOS的增殖和增殖相关分子

Ki-67的表达（P<0.05）；促进骨肉瘤细胞 U2OS和 HOS的凋亡和凋亡相关分子 Cleaved-caspase-3蛋白的表达（P<0.05）。双荧光素
酶结果显示 circ_0001461能够靶向结合 miR-30a-5p。低表达 circ_0001461能够促进 miR-30a-5p的表达（P<0.05），circ_0001461和
miR-30a-5p在骨肉瘤组织中的表达呈负相关（P<0.05）。在 U2OS细胞中共转染 sh-circ_0001461和 miR-30a-5p mimics后能够进

一步加强单独转染 sh-circ_0001461 对 U2OS 细胞增殖和凋亡的影响（P<0.05）；在 HOS 细胞中共转染 sh-circ_0001461 和

miR-30a-5p inhibitors后能够逆转单独转染 sh-circ_0001461对 U2OS细胞增殖和凋亡的影响（P>0.05）。结论：circ_0001461在骨肉
瘤组织和细胞中明显高表达，低表达 circ_0001461能够靶向促进 miR-30a-5p的表达进而抑制骨肉瘤细胞增殖和促进细胞凋亡。
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The Effect of Circ_0001461 Targeting Inhibition of miR-30a-5p
on the Proliferation and Apoptosis of Osteosarcoma Cells*

To investigate the effect of circ_0001461 on the proliferation and apoptosis of osteosarcoma cells and its

regulatory mechanism. Real-time fluorescent quantitative polymerase reaction (qRT-PCR) was used to detect the expression

level of circ_0001461 in osteosarcoma tissues and cells. After transfection of sh-NC and sh-circ_0001461 in U2OS and HOS cells, CCK8

was used to detect cell proliferation, flow cytometry was used to detect cell apoptosis, qRT-PCR was used to detect the expression level

of proliferation-related molecule Ki-67 mRNA, Western Blot was used to detect the expression level of apoptosis-related molecule

Cleaved-caspase-3 protein. The dual luciferase reporter gene was used to detect the binding of circ_0001461 and miR-30a-5p.

The expression level of circ_0001461 in osteosarcoma tissue was significantly higher than that in normal adjacent tissues (P<0.05), and
the expression level of circ_0001461 in osteosarcoma cells U2OS and HOS was significantly higher than that in osteoblast NHOst (P<0.
05). Low expression of circ_0001461 could inhibit the proliferation of osteosarcoma cells U2OS and HOS and the expression of prolifer-

ation-related molecule Ki-67 (P<0.05); promote the apoptosis of osteosarcoma cells U2OS and HOS and the apoptosis-related molecule

Cleaved-caspase-3 protein Expression (P<0.05). The results of dual luciferase showed that circ_0001461 could target miR-30a-5p. Low
expression of circ_0001461 could promote the expression of miR-30a-5p (P<0.05), and the expression of circ_0001461 and miR-30a-5p
in osteosarcoma tissues was negatively correlated (P<0.05). Co-transfection of sh-circ_0001461 and miR-30a-5p mimics in U2OS cells
could further enhance the effect of single transfection of sh-circ_0001461 on the proliferation and apoptosis of U2OS cells (P<0.05);
co-transfection of sh-circ_0001461 and miR-30a-5p inhibitors in HOS cells could reverse the effect of single transfection

sh-circ_0001461 on the proliferation and apoptosis of U2OS cells (P>0.05). circ_0001461 was highly expressed in osteosar-

coma tissues and cells. The low expression of circ_0001461 could target the expression of miR-30a-5p to inhibit the proliferation of os-

teosarcoma cells and promote cell apoptosis.
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前言

骨肉瘤是青少年中最常见的骨肿瘤，具有较高的侵袭性和

转移能力[1]。研究显示早期骨肉瘤的 5年生存率在 69%左右，而

转移性骨肉瘤生存率下降到 15~30%[2]。尽管手术治疗和新辅

助化疗被广泛应用于骨肉瘤的治疗，但是治疗效果仍欠佳[3]。因

此进一步了解骨肉瘤发病机制，对新的治疗靶点干预具有重要

作用。circRNA在真核生物中广泛表达，在外显子跳跃或反

向剪接过程中形成的，具有闭环结构，稳定性较好。研究显示

circRNA在基因调节、免疫性疾病、炎症性疾病和肿瘤中发挥重

要作用[4]。越来越多的研究证实 circRNA在骨肉瘤中异常表达，

并能发挥调控骨肉瘤进展的作用 [5,6]。近期研究显示

circ_0001461（又名 circFAT1）在骨肉瘤中明显高表达，并与患

者预后相关，但具体作用机制尚未完全阐明[7]。因此，本研究在

骨肉瘤组织和细胞中验证 circ_0001461的表达水平，并进一步

在骨肉瘤细胞中低表达 circ_0001461后探讨 circ_0001461 对

骨肉瘤细胞增殖和凋亡的影响及调控机制。

1 材料和方法

1.1 组织标本

选取 2018年 8月至 2019年 5月期间在我院住院的 40名

骨肉瘤患者，在手术中切取骨肉瘤组织以及对应的癌旁正常组

织。所有患者均经病理学诊断明确，平均年龄 13.2± 4.9岁，男

性 22例，女性 18例，其中 24例伴有远处转移，患者在术前均

未接受过放化疗和生物治疗等，术前签署知情同意书，标本采

集后立即放入液氮保存。

1.2 主要试剂

DMEM/F12 细胞培养基购自美国 Gibco 公司，CCK-8 试

剂盒中国上海碧云天生物技术有限公司，细胞凋亡试剂盒购自

上海弗元生物科技有限公司；qRT-PCR试剂盒和 TRIZol试剂

购自日本 TaKaRa公司，Cleaved-caspase-3 和 GAPDH 抗体购

自美国 Sigma-Aldrich公司，lipofectamine 2000购自美国 Invit-

rogen公司，转染所用质粒由中国上海吉凯基因有限公司合成，

引物由上海生工生物公司合成。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养与转染 成骨细胞 NHOst、骨肉瘤细胞 U2OS

和 HOS购自中国科学院上海细胞库。采用含 10 %胎牛血清的

DMEM/F12细胞培养基在 37℃、5 %CO2平衡湿度培养箱中培

养。在 U2OS和 HOS细胞中分别转染 sh-NC、sh-circ_0001461、

miR-NC、miR-30a-5p mimics和 miR-30a-5p inhibitors，细胞转

染采用 Lipofectamine 2000方法，其具体操作按照说明书进行。

1.3.2 qRT-PCR 采用 TRIZol试剂提取骨肉瘤组织和细胞

中总 RNA，参考试剂盒要求将总 RNA 合成 cDNA。SYBR-

Green 实时荧光定量 PCR 检测 circ_0001461、miR-30a-5p 和

Ki-67表达水平，使用 GAPDH或 U6为内参，采用 2-△ △ Ct法计

算相对表达量。

1.3.3 CCK-8方法检测细胞增殖 按照试剂盒要求对细胞增

殖能力进行检测。将细胞系接种到 96孔，分别在 24 h，48 h，72 h

和 96 h时，向培养孔中加入 10 滋L的 CCK-8溶液，孵育 2 h后

采用酶标仪测量 450 nm波长光密度值。

1.3.4 流式细胞术检测细胞凋亡 使用异硫氰酸荧光素（An-

nexin-V-FITC）和碘化丙啶（PI）试剂检测顺细胞的凋亡水平。收

集细胞，PBS 清洗两次后，利用缓冲液重置，使用 Annex-

in-V-FITC和 PI对细胞在室温和避光条件下反应 10 min，使用

流式细胞仪细胞不同周期的凋亡率（凋亡率 =早期凋亡比例 +

晚期凋亡比例）。

1.3.5 Western blot法 使用 RIPA缓冲液提取各组细胞中蛋

白质，采用 BCA法测量各组蛋白的蛋白量。首先分离蛋白质

SDS-PAGE转膜，在室温条件下脱脂奶粉处理 1 h。随后加入

Ki-67和 GAPDH兔抗人多克隆抗体，于 4℃温度条件下孵育过

夜。最后在次日加入抗兔 Ig二抗孵育 2 h，使用发光液曝光显影。

1.3.6 双荧光素酶报告 将野生型（WT）或突变型（MUT）

circ_0001461克隆到 pmirGLO质粒受体中，同时将 miR-30a-5p

mimics或 miR-NC导入 U2OS细胞中，共培养 48 h后采用双

荧光素酶受体分析系统测量双荧光素活性。

1.4 统计学分析

数据采用 SPSS21.0 进行统计学分析，计量资料采用均

数± 标准差（x± s）表示，两组间比较采用配对 t检验或两独立

样本 t检验，多组间比较使用方差分析。Pearson相关系分析

circ_0001461和 miR-30a-5p在骨肉瘤中的表达相关性。P<0.05
认为有统计学差异。

2 结果

2.1 circ_0001461在骨肉瘤组织和细胞中的表达水平

采用 qRT-PCR检测 circ_0001461在骨肉瘤组织、癌旁正

常组织、成骨细胞 NHOst、骨肉瘤细胞 U2OS和 HOS中的表达

水平，结果显示 circ_0001461在骨肉瘤组织中的表达水平明显

高于癌旁正常组织，差异具有统计学意义（图 1A，P<0.05），
circ_0001461在骨肉瘤伴转移的患者的表达水平明显高于骨

肉瘤不伴转移的患者，差异具有统计学意义（图 1B，P<0.05）。
circ_0001461 在骨肉瘤细胞 U2OS 和 HOS 中的表达水平均

明显高于成骨细胞 NHOst，差异均具有统计学意义（图 1C，

P<0.05）。
2.2 低表达 circ_0001461对骨肉瘤细胞增殖的影响

在 U2OS 和 HOS 细 胞 中 分 别 转 染 sh-NC 和

sh-circ_0001461后，采用 CCK8检测细胞增殖情况，qRT-PCR

检测增殖相关分子 Ki-67 mRNA的表达水平。结果显示 U2OS

和 HOS细胞中转染 sh-circ_0001461 后，circ_0001461 的表达

水平较转染 sh-NC后明显下降，差异均具有统计学意义（图 2A

和 2B，P<0.05）。在 U2OS和 HOS细胞中转染 sh-circ_0001461

后，U2OS和 HOS细胞的增殖能力和增殖相关分子 Ki-67的表

达水平明显低于转染 sh-NC，差异均具有统计学意义（图 2C-F，

P<0.05）。
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图 1 circ_0001461在骨肉瘤组织和细胞中的表达水平

注：A. qRT-PCR检测 circ_0001461在骨肉瘤组织和癌旁正常组织中的表达水平；B. qRT-PCR检测 circ_0001461在骨肉瘤伴或不伴转移患者中

的表达水平；C. qRT-PCR检测 circ_0001461在成骨细胞 NHOst、骨肉瘤细胞 U2OS和 HOS中的表达水平。与对照组相比，***P<0.001。
Fig.1 The expression level of circ_0001461 in osteosarcoma tissues and cells

Note: A. The expression level of circ_0001461 in osteosarcoma tissues and adjacent normal tissues was detected by qRT-PCR; B. Expression level of

circ_0001461 in osteosarcoma patients with or without metastasis was detected by qRT-PCR; C. The expression levels of circ_0001461 in osteoblasts

Nhost and osteosarcoma cells U2OS and HOS were detected by qRT-PCR. Note: ***P<0.001, compared with group control.

图 2 低表达 circ_0001461对骨肉瘤细胞增殖的影响

注：A和 B．qRT-PCR检测 U2OS和 HOS细胞中分别转染 sh-NC和

sh-circ_0001461后 circ_0001461的表达水平；C和 D. CCK8检测

U2OS和 HOS细胞中分别转染 sh-NC和 sh-circ_0001461后细胞增殖

情况；E和 F. qRT-PCR检测 U2OS和 HOS细胞中分别转染 sh-NC和

sh-circ_0001461后增殖相关分子 Ki-67 mRNA的表达水平。与对照组

相比，*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001。
Fig.2 Effect of low expression of circ_0001461 on proliferation of

osteosarcoma cells

Note: (A-B) The expression level of circ_0001461 after sh-NC and

sh-circ_0001461 transfection in U2OS and HOS cells was detected by

qRT-PCR. (C-D) CCK8 were used to detect cell proliferation in U2OS and

HOS cells after sh-NC and sh-circ_0001461 transfection, respectively.

(E-F) qRT-PCR was used to detect the expression level of Ki-67 mRNA

after sh-NC and sh-circ_0001461 transfection in U2OS and HOS cells.

Note: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, compared with group control.

2.3 低表达 circ_0001461对骨肉瘤细胞凋亡的影响

在 U2OS 和 HOS 细 胞 中 分 别 转 染 sh-NC 和

sh-circ_0001461后，采用流式细胞术检测细胞凋亡情况，Western

Blot检测凋亡相关分子 Cleaved-caspase-3蛋白的表达水平。结

果显示 U2OS 和 HOS 细胞中转染 sh-circ_0001461 后，U2OS

和 HOS细胞的凋亡率明显高于转染 sh-NC，差异均具有统计

学意义（图 3A-D，P<0.05）。在 U2OS 和 HOS 细胞中转染

sh-circ_0001461后，凋亡相关分子 Cleaved-caspase-3的表达水

平较转染 sh-NC后明显升高，差异均具有统计学意义（图 3E和

3F，P<0.05）。
2.4 在骨肉瘤细胞中 circ_0001461靶向抑制 miR-30a-5p

circ_0001461和 miR-30a-5p的靶点结合情况，详见图 4A，

双荧光素酶基因报告显示 WT-circ_0001461 细胞中转染

miR-30a-5p mimics后，双荧光素酶活性明显下降，差异具有统

计学意义（图 4B，P<0.05）；MUT-circ_0001461 细胞中转染

miR-30a-5p mimics后，双荧光素酶活性未见明显变化，差异无

统计学意义（图 4B，P>0.05）。在 U2OS 和 HOS 细胞中转染

sh-circ_0001461后，miR-30a-5p的表达水平较转染 sh-NC后明

显升高，差异均具有统计学意义（图 4C，P<0.05）。miR-30a-5p

在骨肉瘤组织中的表达水平明显低于癌旁正常组织，差异具有

统计学意义 （图 4D，P<0.05），person 相关性分析显示
circ_0001461和 miR-30a-5p在骨肉瘤组织中的表达水平呈明

显负相关（图 4E，P<0.05）。
2.5 circ_0001461 靶向调控 miR-30a-5p 对骨肉瘤细胞增殖和

凋亡的影响

在 U2OS 细胞中转染 miR-30a-5p mimics 后 miR-30a-5p

的表达水平较转染 miR-NC明显升高，差异具有统计学意义

（图 5A，P<0.05），在 HOS细胞中转染 miR-30a-5p inhibitors后

miR-30a-5p的表达水平较转染 miR-NC明显降低，差异具有统

计 学意 义 （图 5B，P<0.05）。 在 U2OS 细 胞 中 共 转 染

sh-circ_0001461和 miR-30a-5p mimics后，细胞增殖能力较单

独转染 sh-circ_0001461进一步下降（图 5C，P<0.05），细胞凋亡
率较单独转染 sh-circ_0001461进一步升高（图 5E，P<0.05）。在
HOS 细胞中共转染 sh-circ_0001461 和 miR-30a-5p inhibitors

后，能够反转单独转染 sh-circ_0001461对细胞增殖和凋亡的影

响，与转染 sh-NC后细胞的增殖能力和凋亡率未见明显差异

（图 5D和 5F，P>0.05）。
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图 3 低表达 circ_0001461对骨肉瘤细胞凋亡的影响

注：A-D．流式细胞术检测 U2OS和 HOS细胞中分别转染 sh-NC和 sh-circ_0001461后细胞凋亡情况；E和 F. Western Blot检测 U2OS和 HOS细

胞中分别转染 sh-NC和 sh-circ_0001461后凋亡相关分子 Cleaved-caspase-3蛋白的表达水平。与对照组相比，***P<0.001。
Fig.3 Effect of low expression of circ_0001461 on apoptosis of osteosarcoma cells

Note: (A-D) The apoptosis of U2OS and HOS cells after sh-NC and sh-circ_0001461 transfection was detected by flow cytometry. (E-F) Western Blot

were used to detect the expression levels of apoptotic Cleaved caspase-3 protein in U2OS and HOS cells after sh-NC and sh-circ_0001461 transfection.

Note: ***P<0.001, compared with group control.

3 讨论

circRNA是一种稳定和保守的非编码 RNA类型，曾被视

为生物过程的副产物。有证据表明 circRNA与多种肿瘤的进

展和转移有关，包括肝癌、脑癌、骨肉瘤、肺癌，膀胱癌和乳腺

癌[8-12]。研究显示在骨肉瘤中存在 132个显著上调的 circRNA

和 127个显著下调的 circRNA [13,14]。Ma 等 [15] 研究显示 cir-

cUBAP2在骨肉瘤中明显高表达，并能调控 miR-204-3p/HM-

GA2轴参与骨肉瘤的进展。在本研究中 circ_0001461在骨肉瘤

组织和细胞中均明显高表达，同时在伴有转移的骨肉瘤患者中

circ_0001461呈现更高的表达水平，提示 circ_0001461在骨肉

瘤中不仅高表达，还能参与骨肉瘤的进展。研究显示

circ_0001461在肝癌、甲状腺癌和结直肠癌中均明显高表达，

并与疾病的发生发展密切相关[16-18]。然而，circ_0001461在骨肉

瘤中的作用和机制有待进一步研究。

本研究中，在 U2OS 和 HOS 细胞中分别转染 sh-NC 和

sh-circ_0001461，结果显示低表达 circ_0001461能够明显抑制

骨肉瘤细胞的增殖和增殖相关分子 Ki-67的表达水平；促进骨

肉瘤细胞的凋亡和凋亡相关分子 Cleaved-caspase-3的表达。这

提示低表达 circ_0001461能够抑制骨肉瘤细胞的增殖和促进

细胞凋亡。然而也有研究显示 circ_0001461在胃癌中低表达，

并能调控 miR-548g/RUNX1轴发挥抑癌作用[19]。Liu等[17]研究

显示 circ_0001461在甲状腺乳头状癌中高表达，并通过 miR-

NA - 873 / ZEB1轴促进甲状腺乳头状癌的增殖、迁移和侵袭。

这提示 circ_0001461 在不同肿瘤中可能发挥的作用不同，cir-

cRNA能够发挥多种调控功能，其中最常见的为 miRNA海绵

吸附作用。在本研究通过生物学功能预测发现 circ_0001461和

miR-30a-5p存在结合靶点，进一步采用双荧光素酶报告基因证

实 circ_0001461 能够靶向结合 miR-30a-5p。同时在低表达

circ_0001461 能 够 明 显 促 进 miR-30a-5p 的 表 达 水 平 ，

miR-30a-5p在骨肉瘤组织中明显低表达，并与 circ_0001461在

骨肉瘤组织中的表达呈现明显负相关。这提示 circ_0001461能

够靶向结合 miR-30a-5p，抑制 miR-30a-5p的表达，进而参与骨

肉瘤的进展。研究显示 miR-30a-5p能够靶向 FOXD1抑制骨肉
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图 4 circ_0001461和 miR-30a-5p结合情况

注：A. circ_0001461和 miR-30a-5p的靶点结合情况；B．转染 miR-30a-5p mimics后WT-circ_0001461和MUT-circ_0001461细胞双荧光素酶活

性；C．qRT-PCR检测 U2OS和 HOS细胞中分别转染 sh-NC和 sh-circ_0001461后 miR-30a-5p的表达水平；D．qRT-PCR检测 miR-30a-5p在骨

肉瘤组织和癌旁正常组织中的表达水平；E. person相关性分析 circ_0001461和 miR-30a-5p在骨肉瘤组织中表达的相关性。

与对照组相比，**P<0.01；***P<0.001。
Fig.4 Binding of circ_0001461 and miR-30a-5p

Note: A. circ_0001461 and miR-30a-5p target binding; B. WT-circ_0001461 transfected with MiR-30a-5p mimics and MUT-circ_0001461 cells showed

double luciferase activity. C. qRT-PCR was used to detect the expression level of miR-30a-5p in U2OS and HOS cells after sh-NC and sh-circ_0001461

transfection, respectively. D. qRT-PCR was used to detect the expression level of miR-30a-5p in osteosarcoma tissues and adjacent normal tissues.

E. Person correlation analysis of circ_0001461 and miR-30a-5p expression in osteosarcoma tissue.

Note: **P<0.01; ***P<0.001, compared with group control.
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图 5 circ_0001461靶向调控 miR-30a-5p对骨肉瘤细胞增殖和凋亡的

影响

注：A. qRT-PCR检测 U2OS细胞中分别转染 miR-NC和 miR-30a-5p

mimics后 miR-30a-5p的表达水平；B. qRT-PCR检测 HOS细胞中分别

转染 miR-NC和 miR-30a-5p inhibitors后 miR-30a-5p的表达水平；C.

qRT-PCR检测 U2OS细胞中分别转染 sh-NC、sh-circ_0001461和共转

染 sh-circ_0001461和 miR-30a-5p mimics后增殖相关分子 Ki-67

mRNA的表达水平；D. qRT-PCR检测 HOS细胞中分别转染 sh-NC、

sh-circ_0001461和共转染 sh-circ_0001461和 miR-30a-5p inhibitors后

增殖相关分子 Ki-67 mRNA的表达水平；E.流式细胞术检测 U2OS细

胞中分别转染 sh-NC、sh-circ_0001461和共转染 sh-circ_0001461和

miR-30a-5p mimics后细胞凋亡情况；F．流式细胞术检测 HOS细胞中

分别转染 sh-NC、sh-circ_0001461和共转染 sh-circ_0001461和

miR-30a-5p inhibitors后细胞凋亡情况。与对照组相比，**P<0.01；
***P<0.001。

Fig.5 The effect of circ_0001461 targeting regulate miR-30a-5p on

proliferation and apoptosis of osteosarcoma cells

Note:A. The expression level of miR-30a-5p after transfection of miR-NC

and miR-30a-5p mimics in U2OS cells was detected by qRT-PCR; B. The

expression level of miR-30a-5p after transfection of miR-NC and

miR-30a-5p inhibitors in HOS cells was detected by qRT-PCR. C.q

RT-PCR was used to detect the expression level of Ki-67 mRNA in U2OS

cells after sh-NC, sh-circ_0001461 and sh-circ_0001461 and miR-30a-5p

mimics were transfected, respectively. D.qRT-PCR was used to detect the

mRNA expression levels of proliferation-related molecules Ki-67 after

sh-NC, sh-circ_0001461 and sh-circ_0001461 and miR-30a-5p inhibitors

were transfected respectively in HOS cells. E. Flow cytometry was used to

detect apoptosis in U2OS cells after sh-NC, sh-circ_0001461 and

sh-circ_0001461 and miR-30a-5p mimics were transfected respectively

and co-transfected. F. Flow cytometry was used to detect apoptosis in HOS

cells transfected with sh-NC, sh-circ_0001461, and co-transfected with

sh-circ_0001461 and miR-30a-5p inhibitors.
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