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miRNA-130b在骨肉瘤组织中的表达及其   
对骨肉瘤细胞增殖与凋亡的影响
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Abstract: Objective  To detect the expression of miRNA-130b in osteosarcoma tissues and investigate the 
effect of miRNA-130b on the proliferation, cell cycle and apoptosis of human osteosarcoma cell line U2．
Methods  Real-time PCR was used to detect the expression level of miRNA-130b in osteosarcoma tissues 
and corresponding paratumorous tissues collected from 48 patients．The expression level of miRNA-130b in 
osteosarcoma cell line U2 was measured by qRT-PCR after transfected with miRNA-130b inhibitor. The cell 
proliferation was determined by CCK8 assay．Flow cytometry was used to monitor cell cycle and apoptosis. 
Luciferase gene reporter assay was used to detect the regulation mechanism of miRNA-130b and RUNX3. 
The change of RUNX3 and miRNA-130b of U2 cells after transfection was detected．Results  miRNA-
130b was highly expressed in osteosarcoma tissues, compared with the adjacent normal tissues. The miRNA-
130b expression of U2 cells after transfection was significantly down-regulated. The proliferation activity of 
U2 cells was inhibited, the cell cycle was arrested in G0/G1 phase , and the cell apoptosis was increased after 
transfected with miRNA-130b inhibitor. We found that miRNA-130b reduced wide-type RUNX3 3′-UTR 
luciferase expression intensity. The relative expression of RUNX3 in miRNA-130b inhibitor transfection 
group was significantly higher than those in negative control group. The relative expression of miRNA-130b 
in RUNX3 siRNA transfection group had no significant difference with those in negative control group．
Conclusion  miRNA-130b is highly expressed in human osteosarcoma tissue. miRNA-130b may inhibit the 
proliferation and induce the apoptosis of osteosarcoma cell line U2 via inhibiting the RUNX3 expression in vitro.
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摘  要：目的  探讨骨肉瘤组织中miRNA-130b的表达及其对骨肉瘤细胞增殖、细胞周期以及凋亡的影

响。方法  用Real-time PCR法检测48例骨肉瘤患者肿瘤组织与癌旁组织中miRNA-130b的表达水平。用

脂质体法将miRNA-130b inhibitor瞬时转染入U2人骨肉瘤细胞，实时定量RT-PCR检测U2细胞miRNA-
130b的表达，CCK8增殖实验检测各组细胞的增殖情况，流式细胞仪检测各组细胞周期及细胞凋亡率，

荧光素酶基因报告实验检测miRNA-130b与RUNX3之间的调控机制、荧光素酶的相对活性和转染后

RUNX3及miRNA-130b的表达水平。结果  骨肉瘤组织中miRNA-130b的表达明显高于癌旁组织，转

染miRNA-130b inhibitor后U2细胞miRNA-130b的表达水平明显受抑制，人骨肉瘤细胞U2转染miRNA-
130b inhibitor的细胞增殖速度明显下降，细胞周期阻滞在G0/G1期，凋亡率增高，细胞中RUNX3蛋白及

mRNA表达水平明显升高； miRNA-130b显著抑制野生型RUNX3-3’UTR表达载体的荧光素酶活性；抑

制miRNA-130b表达后，RUNX3表达明显升高；抑制RUNX3表达后，miRNA-130的表达无明显变化。

结论  miRNA-130b在骨肉瘤中呈高表达水平，抑制miRNA-130b可能通过调控RUNX3抑制骨肉瘤细胞

的增殖，并促进细胞凋亡。
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要从事骨肉瘤相关基础研究

0  引言
骨肉瘤是一种常见的骨原发恶性肿瘤，起源

于间叶组织，恶性程度较高[1]，好发于青少年，骨

肉瘤最主要的治疗方式包括外科切除结合术后放

化疗，但骨肉瘤患者预后仍然较差，5年生存率为
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55%~68%[2]，基因水平的治疗是骨肉瘤研究的热点。

miRNA是由20~25个核苷酸组成的非编码小分

子RNA，miRNA通过与靶mRNA 3’端完全或不完

全的互补结合，导致靶mRNA降解或翻译抑制，

在转录后水平对基因表达的负调控 [3]，从而实现

影响细胞增殖、分化和凋亡[4-5]。miRNA-130b是

miRNA-130家族中重要的一员，已经被证实在多

种肿瘤中异常表达[6-8]，但miRNA-130b对骨肉瘤的

作用尚不明确。本研究旨在探讨miRNA-130b在骨

肉瘤组织中的表达水平及miRNA-130b对骨肉瘤细

胞生物学特性的影响及作用机制，以期为骨肉瘤

的基因靶向治疗提供新的思路。

1  资料与方法
1. 1  临床资料  

收集新余钢铁集团有限公司中心医院骨科及

南昌大学第二附属医院骨科2011年1月至2015年12
月手术切除的骨肉瘤标本48例，其中男30例，女18
例，年龄12~48岁，平均23.7岁。患者手术前未经放

化疗，实验组为骨肉瘤组织，对照组为无癌肿侵犯

的癌旁组织，并经术后病理证实。获得患者的知情

同意，并经本院医学伦理委员审核通过。

1.2  实验材料及来源 
骨肉瘤U2细胞购买自中国科学院上海细胞

库；胎牛血清和RPMI 1640培养液购自美国Gibco
公司；miRNA-130b inhibitor、miR-Negative con-
trol（阴性对照）购买自广州锐博生物科技公司，

RUNX3 siRNA及其Negative control（NC, 阴性对

照），miRNA-130b、RUNX3及内参U6引物由武

汉博士德公司合成，TRIzol、总RNA提取试剂盒、

Lipofectamine2000购自美国Invitrogen公司，反转

录试剂盒、实时荧光定量PCR试剂盒购自日本Ta-
KaRa公司；RUNX3一抗购自美国Abcam公司。

1.3  细胞培养及转染

用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养液培养

U2细胞，在37℃、5%CO2的恒温培养箱中培养。

选取对数期生长的细胞接种于6孔板上，待细胞融

合度为75%左右时参照说明书用Lipo2000转染。

miRNA-130b inhibitor转染实验分3组: 空白对照组

（Blank）、阴性对照组miR-NC（miR-NC）、转染

miRNA-130b inhibitor组；RUNX3 siRNA转染实验

分3组: 空白对照组（Blank）、阴性对照组（Negative 
control）、转染RUNX3 siRNA组。转染后24 h后于

荧光显微镜下观察细胞荧光，检测转染效率。

1.4  Real-time PCR检测骨肉瘤组织及U2细胞相关

基因mRNA表达水平   
TRIzol法提取组织或细胞的总RNA，按反转

录试剂盒说明书合成cDNA，反转录条件：37℃ 
15 min，85℃ 5 s。 扩增体系采用SYBR Premix Ex 
Taq 10 μl ，上、下游引物各0.5 μl，提取的模板

DNA  1 μl ，加去核酶水至20 μl 。扩增的条件：

95℃ 30s，95℃   5 s、65℃   30 s，40次循环。采用

2-ΔΔCt法计算miRNA-130b的相对表达水平。U6的反

转录引物：5'-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGA
GGTGCACTGGATACGACAAAATATGGAAC-3'，
上下游引物分别为：5'-TGCGGGTGCTCGCTTCG-
GCAGC-3'和5'-CCAGTGCAGGGTCCGAGGT-3'；
RUNX3基因的上下游引物分别为：5'-AGGCATT-
GCGCAGCTCAGCGGAGTA-3'，下游引物序列: 
5'-TCTGCTCCGTGCTGCCCTCGCACTG-3'。
1.5  CCK8法检测转染后U2细胞增殖水平的改变    

将转染后24 h的细胞，消化后收集细胞，按2×
103个每孔接种到96孔板，每孔加入100 μl单细胞悬

液，各组设5个复孔。于种板后1~5 d进行检测，待

细胞贴壁后，用CCK8分别测定1~5 d时细胞的增殖

活性。检测前2 h，加入10 μl/孔CCK8溶液，37℃

孵育2 h，利用酶标仪上测定450 nm波长处各孔的

吸光度值。

1.6  流式细胞仪检测转染后细胞周期、凋亡情况    
将转染后各组细胞，制成单细胞悬液并75%乙醇

固定，RNase A（1 mg/ml）200 μl，37℃孵育30 min，

与800 μl碘化丙啶染色液混匀后，4℃避光染色

30 min，使用FACSCalibur流式细胞仪检测细胞周

期。收集转染后细胞，用磷酸缓冲盐溶液洗涤细胞

沉淀1次，收集细胞沉淀；1 ml染色缓冲液重悬细

胞；取100 μl重悬细胞液加入5 μl Annexin V-APC染

色，室温避光15 min后上机检测凋亡水平。

1.7  荧光素酶基因报告实验

（1）载体构建：RUNX3野生型（RUNX3-
wild type, WT）是含有野生型RUNX3的3'UTR序

列的pcDNA/EGFP荧光报告载体，RUNX3突变

型（RUNX3-mutant, MUT）是经点突变的突变型

3'UTR序列的pcDNA/EGFP荧光报告载体。将提取

的总RNA反转录后扩增，PCR后双酶切回收产物

及载体，连接目的片段与载体、转化、质粒酶切

鉴定阳性克隆。（2）miRNA-130b inhibitor与构建

的野生型或者突变型RUNX3载体共转染于骨肉瘤

U2细胞。（3）双荧光素酶报告基因检测：细胞转

染后48 h后，用双荧光素酶报告基因试剂盒进行检

测，一起记录荧光强度值。
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1.8  Western blot法检测转染后U2细胞中RUNX3蛋

白的表达水平

收集转染后的骨肉瘤细胞，加入提取缓冲液并

收集其裂解液，BCA法测定蛋白浓度，根据蛋白浓

度调节上样量，10%浓度的SDS-PAGE胶电泳后进

行转膜，按分子量大小剪下相应大小的PVDF膜在

5%脱脂奶粉封闭液中行抗原封闭，加入RUNX3一

抗孵育，洗膜后孵育二抗，后进行显影、定影。

1.9  统计学方法

所有实验数据均经SPSS20.0统计软件分析。实

验均重复三次，计量资料以均数±标准差（x±s）表

示，组织分析采用两独立样本的t检验，多组数据

比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

SNK-q检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  Real-time PCR法检测骨肉瘤组织中相关基因

的表达水平

Real time PCR检测骨肉瘤及其癌旁组织中的

miRNA-130b及RUNX3 mRNA的表达，结果显示

与癌旁组织相比较，骨肉瘤组织中miRNA-130b
的表达明显升高（t=15.47, P<0.0001），见图

1A；而RUNX3 mRNA的表达明显降低（t=7.228, 
P<0.0001），见图1B。

2.2  Real time PCR检测U2细胞转染后miRNA-
130b的表达水平

Real time PCR检测结果显示miRNA-130b in-
hibitor组为（0.4254±0.09）、miR-NC组为（1.00±
0.15），Blank组为（1.06±0.12），与Blank和miR-
NC组比较，miRNA-130b inhibitor组细胞miRNA-
130b的表达水平明显降低，差异有统计学意义

（F=81.83, P<0.0001），表明转染成功，见图2。

2.3  CCK8法检测转染后的骨肉瘤U2细胞增殖水平

与Blank及miR-NC组比较，从第三天开始miR-
NA-130b inhibitor组骨肉瘤U2细胞的细胞增殖能力

较Blank与miR-NC组明显减弱（P<0.001），Blank
与miR-NC组相比较差异无统计学意义，见图3。

2.4  流式细胞术分析U2细胞转染后细胞凋亡的

变化

结果显示：Blank、miR-NC、miRNA-130b 
inhibitor组分别为（13.21±1.36）%、（16.34±
1.68）%、（24.38±2.74）%。miRNA-130b inhibi-
tor组较Blank及miR-NC组细胞凋亡率明显升高，差

异有统计学意义（F=81.78, P=0.0007），见图4。

*: P<0.05, compared with adjacent normal tissues

图1  Real-time PCR检测骨肉瘤及癌旁组织中miRNA-
130b(A)及RUNX3 mRNA(B)的表达
Figure1  The expressions of  miRNA-130b(A) and RUNX3 
mRNA(B) in osteosarcoma and adjacent normal tissues 
detected by real-time PCR

*: P<0.05, compared with Blank or miR-NC group

图2  miRNA-130b inhibitor转染U2细胞后miRNA-130b表
达水平
Figure2  The expression level of miRNA-130b in U2 cells 
after transfected with miRNA-130b inhibitor 

图3  CCK8检测转染后不同时间U2细胞的增殖能力
Figure3  The proliferation of U2 cells after transfected 
with miRNA-130b inhibitor detected by CCK8 assay 
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3'UTR的荧光素酶活性较高（P<0.05），见图7A。

在U2细胞中转染miRNA-130b inhibitor+pcDNA/
EGFP-MUT RUNX3 3′-UTR、miR-NC+pcDNA3/
EGFP-MUT RUNX3 3′-UTR，荧光素酶报告实验结

果表明，当对miRNA-130b与RUNX3 3'UTR的特异

性结合位点进行点突变后，miRNA-130b inhibitor和
miR-NC对MUT RUNX3 3'UTR的荧光素酶活性影响

无差别，见图7B。综上所述证实RUNX3为miRNA-
130b的靶基因。

2.7  Real  t ime PCR法检测转染miRNA-130b 
inhibitor后RUNX3 mRNA表达水平    

结果显示，转染miRNA-130b inhibi tor组

RUNX3 mRNA表达水平较miR-NC组和Blank组明

显升高（F=140.7, P<0.001），Blank组与miR-NC
组相比差异无统计学显意义（P=0.14），见图8。

2.8  Western blot检测U2细胞转染后RUNX3蛋白的

*: P<0.05, compared with Blank or miR-NC group
图4  流式细胞术检测转染miRNA-130b inhibitor后各组细
胞的凋亡率
Figure4  The apoptosis rate of U2 cells after transfected 
with miRNA-130b inhibitor  detected by FCM

*: mutated nucleotides
图6  miRNA-130b靶向RUNX3的野生型3′-UTR及突变型
RUNX3-3′ UTR示意图
Figure6  The predicted miRNA-130b binding site with 
RUNX3 3′-UTR and its mutated version by site mutagenesis

*: P<0.05, compared with miRNA-130b inhibitor group
图7  荧光素酶基因报告实验检测miRNA-130b inhibitor转
染U2的相对荧光素酶活性
Figure7  Relative luciferase activity of U2 cells transfected 
by miRNA-130b inhibitor detected by luciferase gene 
reporter assay

2.5  流式细胞术分析U2细胞转染后细胞周期的变化

流式细胞仪检测结果显示：S、G2/M、G0/G1期

细胞所占比例：Blank组分别为28.63%、21.71%、

49.66%，miR-NC组分别为28.72%、17.83%、

53.45%，miRNA-130b inhibitor组分别为17.28%、

10.54%、72.18%。miRNA-130b inhibitor组较Blank
和miR-NC组G0/G1期细胞所占比例明显增高，差异

有统计学意义（F=19.93, P=0.002），见图5。

2.6  miRNA-130b靶基因预测与荧光素酶实验结果

经过应用TargetScan、miRanda和miRwalk三种

预测miRNA-130b的靶基因，并筛选与骨肉瘤相关

的基因，本研究用生物信息学软件进行预测，结

果发现RUNX3为miRNA-130b的潜在靶基因之一，

为了研究miRNA-130b与骨肉瘤细胞侵袭机制的研

究，进一步行荧光素酶实验。

经过点突变，构建SOX4突变型（SOX4-mutant, 
MUT）的pcDNA/EGFP荧光报告载体，见图6。在

U2细胞中转染miRNA-130b inhibitor+pcDNA/EGFP-
WT RUNX3 3′-UTR、miR-NC+pcDNA/EGFP-WT 
RUNX3 3′-UTR，荧光素酶报告实验结果表明，

miRNA-130b inhibitor组与对照组相比，RUNX3 

图5  流式细胞术检测转染miRNA-130b inhibitor后各组细
胞周期的分布
Figure5  Cell cycles of U2 cells after transfected with 
miRNA-130b inhibitor detected by FCM
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表达水平

结果显示，转染miRNA-130b inhibi tor组

RUNX3 蛋白表达水平较miR-NC和Blank组明显升

高（F=110.5, P<0.001），Blank组与miR-NC组相

比差异无统计学意义，见图9。

2.9  Real time PCR法检测转染RUNX3 siRNA后

miRNA-130b 表达水平   
结果显示，转染RUNX3 siRNA后，RUNX3 

mRNA表达明显被抑制（F=76.74, P<0.001），

但miRNA-130b表达水平无明显变化（F=0.03, 
P>0.05），见图10。

3  讨论
骨肉瘤恶性程度高，目前常规采用手术联合

化疗，但其治疗效果仍不佳，预后仍较差，而基

因水平的治疗是骨肉瘤研究中的热点，并且急需

寻求有效的基因治疗靶点。目前研究表明miRNA 
具有广泛的基因调节功能，参与一系列的生物学

进程如胚胎的发育、细胞增殖与凋亡和造血功能

等。目前有学者研究骨肉瘤的发生、发展时发

现，miRNA常表达失调，认为骨肉瘤的恶性生物

学表型和某些miRNA有着密切的关系[9-10]。

miRNA-130b是miRNA-130家族中重要的一

员，miRNA-130b不同于miRNA-130a，位于染色

体22。最新发现：Chen等[11]研究在头颈部表皮肿

瘤组织中发现miRNA-130b表达上调；张瑞等[12]

发现miRNA-130b在胶质瘤组织中高表达，抑制

miRNA-130b的表达后脑胶质瘤U87细胞增殖和侵

袭能力明显受到抑制；在食管鳞状细胞癌[13]中发

现miRNA-130b表达上调并且能够促进Eca109增殖

和迁移的作用，且可在转录后水平靶向调控PTEN
蛋白的表达并促进AKt磷酸化。但miRNA-130b在

骨肉瘤中的表达水平及机制尚不明确。本研究发

现骨肉瘤组织中miRNA-130b的表达水平较其癌旁

组织明显升高，表明miRNA-130b在骨肉瘤组织中

呈高表达，进一步实验将miRNA-130b inhibitor转
染入骨肉瘤细胞U2中，使U2细胞的miRNA-130b表

达水平受抑制。再行CCK8实验示：下调miRNA-
130b的表达能明显抑制U2细胞的增殖能力，通过

流式细胞仪对细胞周期和凋亡情况的分析，抑制

miRNA-130b的表达水平，G0/G1期的细胞数明显增

加，细胞增殖受限，表明miRNA-130b表达下降可

以影响骨肉瘤细胞周期，而同时细胞凋亡数目明显

增多，凋亡率增高。综上表明，下调miRNA-130b
表达水平后U2细胞增殖受抑制并促进其凋亡。

*: P<0.05, compared with Blank or miR-NC group 
图8  Real-time PCR检测miRNA-130b inhibitor转染后
RUNX3 mRNA表达水平
Figure8  The expressions of RUNX3 mRNA detected by 
real-time PCR after transfected by miRNA-130b inhibitor

*: P<0.05, compared with Blank or miR-NC group 
图9  Western blot检测miRNA-130b inhibitor转染后
RUNX3蛋白表达水平
Figure9  The expression of RUNX3 protein detected by 
Western blot after transfected by miRNA-130b inhibitor

*: P<0.05, compared with Blank or NC group 
图10  抑制RUNX3表达后对RUNX3及miRNA-130b表达水
平的影响
Figure10  The expression levels of RUNX3 and miRNA-
130b evaluated by real-time PCR in U2 cells after 
transfected with RUNX3 siRNA



肿瘤防治研究2017年第44卷第5期  Cancer Res Prev Treat,2017,Vol.44,No.5 ·339·

为了探讨miRNA-130b对骨肉瘤细胞的作用机

制，首先利用生物信息学预测发现在骨肉瘤中，

RUNX3可能作为miRNA-130b的靶基因，而Runt 
相关转录因子3（runt related transcription factor 
3, RUNX3）是Runt结构域转录因子家族成员，

RUNX3 是1994 年首次报道的一种重要抑癌基因，

目前已证实在多种肿瘤中其表达下调，与肿瘤的发

生、发展以及预后有关[14]。目前RUNX3在骨肉瘤中

研究较少，吴同申等[15]发现骨肉瘤组织中RUNX3
表达较良性骨肿瘤明显降低。刘融等[16]发现骨肉瘤

患者外周血RUNX3基因启动子甲基化率显著高于

健康者，进一步研究发现其处于高甲基化沉默状

态，基于RUNX3基因与RUNX2基因功能类似，推

测RUNX3基因启动子甲基化可能与骨肉瘤的发病

机制密切相关，但其具体上游调控机制尚不清楚。

本研究通过荧光素酶实验验证：转染miR-130b 
inhibitor后，与miR-NC组比较，RUNX3-WT报告

载体的荧光强度受到显著影响，而RUNX3-MUT
报告载体的荧光强度基本不受影响，表明RUNX3 
mRNA的3’UTR上存在miR-130b的结合位点，即

miR-130b可与RUNX3 3’UTR结合，从而有效减少

脱靶效应的可能性，证实RUNX3是miR-130b的下

游靶基因。RUNX3蛋白表达下调的免疫印迹实验

结果说明了RUNX3是miR-130b的靶基因，而荧光

定量PCR结果表明，miR-130b通过抑制RUNX3的

翻译，即转录后调控水平，来参与骨肉瘤发生、发

展的调控，而抑制RUNX3的表达后，miRNA-130b
的表达水平无明显变化，以上实验基本上表明miR-
130b对RUNX3的单项调控作用，从而说明miRNA-
130b可能是通过调控RUNX3对骨肉瘤细胞的增

殖、凋亡等产生影响。

综上所述，miRNA-130b在骨肉瘤组织中呈高

表达，miRNA-130b通过调控RUNX3调控骨肉瘤

U2细胞增殖及其凋亡水平。miRNA-130b可能在骨

肉瘤中作为一种致癌基因，并可作为骨肉瘤分子

治疗的新靶点。
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