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MicroRNA-21靶向调控 茁-catenin促进骨肉瘤细胞 U2OS的增殖与侵袭 *
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摘要目的：研究微小 RNA-21(microRNA-21，miR-21)对骨肉瘤细胞 U2OS增殖与侵袭的影响及其可能机制。方法：采用 Real-time

PCR (RT-PCR) 检测 miR-21在骨肉瘤和临近正常骨组织中的表达差异。通过脂质体转染法将 miR-21模拟物(microRNA-21

mimics，即 mimics组)及 microRNA无关序列(microRNA-NC，即 NC 组)转染入骨肉瘤细胞 U2OS，real-time PCR(RT-PCR)检测

miR-21和 茁-catenin mRNA在 U2OS细胞中的表达，Western blot检测 茁-catenin蛋白在 U2OS细胞中的表达，并通过双荧光素酶

报告基因验证 miR-21与茁-catenin基因 3'-非编码区(3'-untranslated region，3'-UTR)的特异性结合作用。MTT法检测 U2OS细胞体

外增殖能力；Transwell侵袭模型探查 U2OS细胞侵袭潜能。结果：骨肉瘤组织中 miR-21水平显著高于正常骨组织(P<0.05)。过表
达 miR-21能够增强细胞增殖与侵袭，上调 U2OS细胞 茁-catenin mRNA和蛋白的表达。双荧光素酶报告基因结果表明 miR-21可

与 茁-catenin基因 3'-UTR结合，从而对 茁-catenin的表达起调控作用。结论：miR-21可能通过调节茁-catenin的表达促进骨肉瘤细
胞 U2OS的增殖与侵袭。
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Role of miR-21 in the Proliferation and Invasion of Osteosarcoma U2OS
Cells by Regulating 茁-catenin Expression*

To investigate the role of microRNA-21 (miR-21) in the proliferation and invasion potential of

osteosarcoma cell lines U2OS and the exact underlying mechanism. The expression level of miR-21 in human osteosarcoma

tissues and adjacent normal bone tissues was detected by real-time PCR (qRT-PCR). Osteosarcoma cells U2OS were transfected with

chemically-synthesized miR-21 mimics and miR-NC, the expression of miR-21 and 茁-catenin were determined by qRT-PCR and western

blot. The specific binding ability of miR-21 to 茁-catenin 3'-UTR was theoretically predicted and detected by the dual luciferase reporter

gene assay. Moreover, the proliferation and invasion of U2OS cells were detected by MTT and Transwell assay. The expression

levels of miR-21 was higher in human osteosarcoma tissues compared to adjacent normal bone tissues (P约0.05). miR-21 directly

up-regulates the mRNA and protein expression levels of 茁-catenin (P约0.05) and promotes proliferation and invasion abilities of U2OS

cells. Luciferase reporter gene assay showed that miR-21 targeted the 3'-UTR of 茁-catenin and regulated the expression of 茁-catenin.
miR-21 could enhance the proliferation and invasion abilities of osteosarcoma cell lines U2OS via upregulating the

茁-catenin expression.
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前言

骨肉瘤是一种多见于 15岁以下人群的高度恶性的原发性

骨肿瘤，生长迅速且具有极强的组织侵袭能力，极易发生远处

转移，预后差[1，2]。近年来，随着骨肉瘤的个体化治疗方案的推

广，骨肉瘤的临床治疗效果明显改善，但骨肉瘤的高侵袭性仍

是导致患者死亡率较高的主因。因此，加强骨肉瘤细胞异常生

长转移的作用机制已成为临床迫切需要解决的问题[3，4]。

茁-catenin是一种多功能蛋白，主要作用为影响细胞与细胞
之间黏附和参与基因的表达[5]。既往研究表明在骨肉瘤组织中

存在包括 茁-catenin在内的多种促癌基因的异常激活，但其机
制不清[6]。近年来，日益增多的文献表明 miRNA参与多种肿瘤

发生、发展等病理过程，并起抑癌或癌基因的作用[7]。骨肉瘤中

miR-21异常升高提示 miR-21可能发挥重要作用，但机制不
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图 1 miR-21在骨肉瘤组织和正常骨组织中的表达

Fig.1 The relative expression level of miR-21 in human osteosarcoma

specimens and matched adjacent normal bone specimens

明[8]。本实验旨在探讨 miR-21对骨肉瘤的增殖与侵袭能力的影

响及其是否与调控 茁-catenin的表达有关。

1 材料与方法

1.1 材料

U2-OS 细胞系购自上海艾曼凯生物科技有限公司；

RPMI-1640 基础培养基购自北京澳博柯特生物科技公司；

Transwell 侵袭实验细胞小室 (8 滋m) 购自美国 Biosciences公

司、无细胞因子细胞基质胶购自美国 Sigma公司；实时定量

PCR程序所用逆转录试剂盒及试剂均购自康维世纪生物公司；

CCK-8试剂盒购自武汉兰博圣生物公司；miR-21 mimics及其

无关序列 (mir-NC)、miR-21 qPCR Quantitation Kit、U6 snRNA

qRNA qPCR Normalization Kit均由广州瑞博生物技术有限公

司化学合成；多克隆兔抗人 茁-catenin及多克隆兔抗人 茁-actin
购自英国 Abclonal Biotech公司。

1.2 实验方法

1.2.1 临床标本收集与细胞培养 本研究所用的所有癌旁正

常骨组织标本和骨肉瘤组织标本均来自于第三军医大学西南

医院医院生物医学样本库，纳入的所有临床标本取材均通过所

在医院伦理委员会审批许可，仅用于实验研究。从手术台上取

出的新鲜标本立即放置于液氮速冻保存，后期用于组织 RNA

的提取。U2-OS细胞置于 15%浓度 FBS的 RPMI-1640培养基

中培养。

1.2.2 细胞转染 U2-OS细胞消化后接种于 6孔板 (5× 105

个／孔)。培养过夜待其密度为 45-50%进行转染。根据脂质体

Lipofectamine誖 3000 说明书分别将 microRNA 无关序列(mi-

croRNA-NC，即 NC 组)及 microRNA-21 模拟物(microRNA-21

mimics，即 mimics组)按每孔 50 nmol/L的终浓度对 U2-OS细

胞进行转染。细胞转染后 24 h，进行后续实验。

1.2.3 实时定量 PCR(RT-PCR) 按 TRIzol说明书进行组织样

本以及 U2-OS细胞中 microRNA和 RNA的提取。PCR扩增使

用特异性 miR-21的反转录引物，并以 snRNA U6作为内参，按

试剂盒进行反转录及 real-time PCR反应。茁-catenin和 茁-actin
的引物均由南京景竹生物科技公司合成。 茁-catenin：上游 5′

-GCTGGCCCCAGCCGCTGGAG-3′ ， 下 游 5′ - GAGT-

GCAGG GTCAGCACTAC-3′ ；茁-actin:上游 5′ -CGTTGGAT-

CACAGCACATCAG-3′ ，下游 5′ - GTACCAAGAGGACA-

GACTCAC-3′ 。实验结果按照 2-△ △ CT法进行表达量统计分析。

1.2.4 U2-OS细胞经过指定处理之后使用 4℃

预冷的 PBS洗涤 3次。随后裂解、提取总蛋白并测浓度。取 60滋g
总蛋白上样跑电泳、转膜，并 BSA孵育 1h，随后用多克隆兔抗

人的 茁-catenin (1:500)、多克隆兔抗人 茁-actin (1:2500)分别与膜
接触 4℃孵育过夜。次日，TBST清洗条带后放入 1：5000浓度

稀释后的兔二抗中常温下孵育 45 min，虽有 TBST清洗条带 3

次后进行显影。

1.2.5 Transwell细胞侵袭实验 提前在 4 ℃融解 Matrigel基

质胶，每个小室的上面铺上 40 滋L稀释的 Matrigel胶，放入培

养箱中 4 h凝固备用。将第二三代 U2-OS细胞在 IMDM基础

培养级中培养过夜使其同步化，次日消化、重悬并将细胞密度

调整至至 4× 105/mL。上室放入 200 滋L无血清细胞悬液，下室

放 600 滋L含 10%FBS培养基。固定、染色后在显微镜下拍照、

统计分析。

1.2.6 MTT实验 将 U2-OS细胞以 2× 103/孔密度接种于 96

孔板，待细胞长到 50%融合后 转染，不同 时间点

(24，48，72，96 h)加入 50 滋L MTT溶液(5 mg/mL)，避光恒温孵

育 2-4h后加入 DMSO(150 滋L/孔)，摇床放置 8分钟随后检测

450 nm吸光度并绘制生长曲线。

1.2.7 双荧光素酶报告基因实验 采用野生型的 茁-catenin
3'-UTR-wt载体及定点突变后的 茁-catenin 3'-UTR-mut载体，分
别和 miR-21 mimics一起通过脂质体 Lipofectamine誖 3000共

转染入 U2-OS细胞中，转染 48 h后进行检测。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行统计学分析。本研究所有数据以

“均数± 标准差”展现，多组间比较采用单因素方差分析，两两

比较为 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 骨肉瘤组织中 miR-21表达

RT-PCR结果表明骨肉瘤组织中 miR-21水平显著高于正

常骨组织，差异具有统计学意义 (P<0.05)(图 1)。

2.2 骨肉瘤细胞系 U2-OS中 miR-21的表达

在 U2-OS细胞转染 miR-21 mimic及 miR-NC 24 h 后，免

疫荧光结果显示 miR-21 mimic 组的 U2-OS 细胞中可见携带

GFP绿色荧光蛋白，表明转染成功(图 2A)。RT-PCR结果显示

miR-21 mimic 组 miR-21 明显高于空白对照组和 miR-21 NC

组(图 2B)。

2.3 miR-21对 U2OS细胞增殖能力的影响

将 U2OS细胞分为 3组：空白对照组、miR-21阴性对照组

(miR-NC)及 miR-21模拟物组(miR-21 mimics)。MTT检测结果

显示：空白对照组和阴性对照组间细胞的增殖速度无明显差

异，而采用 miR-21 mimics上调 miR-21的表达后，U2OS细胞

的增殖速度明显加快，有统计学意义(P<0.05)(图 3)。
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2.4 miR-21对 U2OS细胞侵袭能力的影响

将 U2OS细胞分为 3组：空白对照组、miR-21阴性对照组

(miR-NC) 及 miR-21 模拟物组 (miR-21 mimics)。结果显示：

miR-21 mimic组中穿膜细胞数明显多于空白对照组和 miR-21

NC组，差异有统计学意义(P<0.05)(图 4)。

2.5 过表达 miR-21上调 茁-catenin基因表达
转染 miR-21 mimic 24及 48 h后分别提取细胞 mRNA和

总蛋白，采用 RT-PCR和 Western blot检测过表达 miR-21对

茁-catenin mRNA 和蛋白表达水平的影响。结果显示：miR-21

mimic组中 茁-catenin mRNA和蛋白水平明显高于 miR-21 NC

组和空白对照组，差异有统计学意义(P<0.05)(图 5)。

2.6 miR-21与 茁-catenin相互作用关系的双萤光素酶实验检测
本结果 表明 miR-21 能显著促 进野生 型 茁-catenin

3'-UTR-wt载体的萤光强度(P<0.05)，而无法抑制 3’UTR定点

突变后茁-catenin 3'-UTR-mut载体的萤光强度，提示 茁-catenin
为 miR-21的下游靶基因(P<0.05)(图 6)。

2.7 靶向沉默 茁-catenin对 miR-21调节的 U2OS细胞增殖与侵

袭能力的影响

在转染 miR-21 mimic的 U2OS细胞中同时转染 茁-catenin
siRNA，Transwell 实验结果显示：茁-catenin siRNA 和 miR-21

mimic同时转染 U2OS细胞 48 h后细胞增殖、侵袭能力均较

miR-21 mimic组和 siRNA-NC组显著减弱 (P<0.05) (图 7)。

3 讨论

虽然近些年来骨肉瘤的临床诊疗手段不断更新，但根据美

国癌症协会最新的统计资料表明全球骨肉瘤患者的总体 5年

生存率仍然处于较低水平[9-11]。这与骨肉瘤本身具有高度恶性、

极易发生远处侵袭和生长有关，临床上 80%患者在初步确诊骨

肉瘤时被告知已经发生其他器官转移，其中以肺部为转移居首

图 2转染 miR-21 mimics后 U2-OS细胞中 miR-21的表达

Fig. 2 The expression of miR-21 in osteosarcoma cell lines U2OS

transfected with miR-21 mimics

图 3 miR-21 mimic对 U2OS细胞增殖能力的影响

Fig.3 Effects of transfection with miR-21 mimic on the proliferation of

human osteosarcoma cell lines U2OS

图 4 miR-21 mimic对 U2OS细胞侵袭潜能的影响 (结晶紫染色× 200)

Fig.4 Effects of transfection with miR-21 mimic on the invasion of human osteosarcoma cell lines U2OS (crystal violet staining× 200)

图 5转染 miR-21 mimic对 U2OS细胞 茁-catenin mRNA和蛋白表达的影响

Fig.5 Effects of transfection with miR-21 mimic on the mRNA and protein expression of 茁-catenin in human osteosarcoma cell lines U2OS
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图 7 茁-catenin siRNA对 miR-21 mimic调节的 U2OS细胞增殖与侵袭能力的影响

Fig.7 Effect of 茁-catenin siRNA on the proliferation and invasion potentiality of U2OS cells transfected with miR-21 mimics

图 6 茁-catenin基因相对荧光素酶活性
Fig.6 The relative luciferase activity of 茁-catenin

位，这也是患者死亡的最主要原因[12，13]。因此，针对骨肉瘤高度

侵袭性和异常增殖的特性进行深入研究，阐明其发生发展机制

并寻找新的靶点具有重要的临床意义。

近年来，microRNA的在恶性肿瘤中的作用日益引起国内

外学者的广泛关注，为研究骨肉瘤增殖与转移的基因表达调控

机制提供了新视角[14，15]。MicroRNA是一类小 RNA，长度 20～

26 nt，常与靶基因 mRNA 3'端非翻译区(3'UTR)互补，使得下游

靶基因被降解并表达失活[16，17]。越来越多研究表明 miR-21的异

常表达可能参与了包括骨肉瘤在内的人类多种恶性肿瘤疾病

疾病的发病过程[18]。有文献报道 miR-21的异常升高与骨肉瘤

患者的临床病理预后呈负相关，可用作该疾病诊断的生物标志

物[19]。骨肉瘤患者血浆也被证实存在 miR-21水平的升高，此类

患者往往易并发化疗耐药。因此，miR-21可作为一种骨肉瘤便

捷的生物标志物 [19]。Lv 等研究发现 miR-21 可以通过调控

PTEN/Akt 信号通路激活骨肉瘤的异常增殖并增强其侵袭潜

能，同时促进细胞存活[20]。Zhao等研究发现 lncRNA-ASBEL可

调控 miR-21水平，从而骨肉瘤细胞增殖、侵袭等生物学功能中

其促进作用[21]。由此可见，miR-21的异常激活也可能参与骨肉

瘤的发病。本研究结果显示 miR-21 mimic组 miR-21的表达明

显高于空白对照组和 miR-NC组，同时 miR-21 mimic组细胞

的增殖与侵袭能力也显著增强，提示 miR-21上调可能通过增

强骨肉瘤增殖与侵袭能力参与骨肉瘤的发生和发展。

茁-catenin 参与恶性肿瘤异常增殖与侵袭过程，通常与
E-cadherin相互作用从而对细胞粘附进行调控，同时也可以通

过入核内与 TCF-4 相结合从而调控下游一系列靶基因的转

录[22，23]。有研究表明 茁-catenin作为多种 microRNA的下游调控

靶基因，能够通过进一步调控下游靶基因对一系列诸如细胞增

殖、分化、凋亡、侵袭等生物学事件进行干预，最终影响多种肿

瘤的发生发展[24，25]。然而，miR-21是否通过调控 茁-catenin信号
通路参与骨肉瘤在骨肉瘤恶性增殖与远处侵袭过程中发挥重

要作用目前尚未有文献报道。因此，我们进一步检测了 miR-21

mimic对 茁-catenin基因表达的影响，结果显示 miR-21 mimic

组的 茁-catenin mRNA和蛋白表达显著上调，同时细胞增殖、侵
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袭潜能均明显增强，证实了 茁-catenin参与了 miR-21介导的生

物学事件。双荧光素酶报告基因实验结果显示 茁-catenin作为
miR-21下游调控基因而存在，过表达 miR-21能够显著上调

茁-catenin 基因的启动子区活性。我们进一步采用 茁-catenin
siRNA干预，发现 茁-catenin siRNA能够显著减弱 miR-21 mim-

ic介导的 U2OS细胞增殖与侵袭，提示 茁-catenin在 miR-21介

导的 U2OS体外异常增殖与过度侵袭中扮演重要角色。基于以

上研究，我们推测 miR-21可能通过激活 茁-catenin基因调控下
游靶基因转录激活，从而增强 U2OS细胞增殖、侵袭潜能。

综上所述，本研究证实骨肉瘤组织中 miR-21异常上调可

能通过上调 茁-catenin 增强 U2OS 细胞的增殖、侵袭能力，

miR-21/茁-catenin轴可能为骨肉瘤的临床诊断与治疗提供新的
靶点。
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