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摘要： 目的 探讨微小RNA⁃218⁃5p（miR⁃218⁃5p）对骨肉瘤细胞增殖，侵袭和迁移能力的影响及其作用机制。方法 2016
年1月至2019年1月，实时荧光定量PCR检测miR⁃218⁃5p在骨肉瘤与正常骨组织及正常成骨细胞株与骨肉瘤细胞株的表达差

异。应用CCK⁃8法检测过表达miR⁃218⁃5p对人骨肉瘤细胞株143B增殖的影响；细胞划痕实验检测和Transwell小室实验检测

过表达miR⁃218⁃5p对骨肉瘤细胞143B迁移能力的影响。同时，应用在线miRNA靶基因预测软件预测miR⁃218⁃5p的靶基因，

并应用荧光素酶报告实验进行结合位点验证。蛋白质印迹法验证靶基因的蛋白表达水平。结果 miR⁃218⁃5p 在骨肉瘤组织

中的表达水平（0.59±0.21）%明显低于正常骨组织，骨肉瘤细胞系中的表达水平（0.712±0.015）%、（0.685±0.016）%、（0.542±
0.021）%、（0.524±0.011）%明显低于正常成骨细胞，P＜0.05。同时，与对照组相比，过表达miR⁃218⁃5p（miR⁃218⁃5p mimic）的

骨肉瘤细胞143B的细胞活力 t6h（0.274±0.011），t24h（0.514±0.04），t48h（0.828±0.16），t72h（1.212±0.013），侵袭（164±12）个和迁移距

离（26±2.4）%明显减弱，P＜0.05。应用TargetScan网站进行预测，结果显示Wnt家族成员2B（WNT2B）为miR⁃218⁃5p的潜在靶

基因之一；荧光素酶报告实验结果表明miR⁃218⁃5p直接靶向WNT2B；蛋白质印迹法证实miR⁃218⁃5p过表达组细胞中WNT2B
蛋白的表达水平较对照组明显减少。结论 miR⁃218⁃5p在人骨肉瘤组织和癌细胞中低表达，其可能通过靶向WNT2B抑制骨

肉瘤细胞143B的增殖、迁移和侵袭。

关键词： 骨肉瘤； 微小RNA⁃218⁃5p； Wnt蛋白质类 s； 增殖； 侵袭

MiR⁃218⁃5p inhibits the proliferation，migration and invasion of
osteosarcoma cells 143B via regulating Wnt family member 2B
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Abstract： Objective To investigate the effect of miR⁃218⁃5p on proliferation，invasion and migration of osteosarcoma cells and
its mechanism.Methods From January 2016 to January 2019，the expression differences of miR⁃218⁃5p in osteosarcoma and nor⁃
mal bone tissue and normal osteoblasts cell lines and osteosarcoma cell lines were detected by real⁃time fluorescence quantitative
PCR.While the effect of miR⁃218⁃5p overexpression in osteosarcoma cells 143B were investigated using CCK⁃8.The effects of miR⁃
218⁃5p overexpression on osteosarcoma cells 143B migration and invasion was tested using wound healing assay and transwell as⁃
say.Meanwhile，the target genes of miR⁃218⁃5p were predicted by online miRNA target gene prediction software，and the binding
sites were verified by luciferase reporting experiment.Results The expression level of miR⁃218⁃5p in osteosarcoma tissues（0.59±
0.21）% was significantly lower than that in adjacent tissues，and the expression level in osteosarcoma cell lines（0.712±0.015）%，

（0.685±0.016）%，（0.542±0.021）%，（0.524±0.011）% was significantly lower than that in normal osteoblast cells（P＜0.05）.Mean⁃
while，compared with the control group，143B cells of osteosarcoma cells overexpressing miR⁃218⁃5p mimic showed significantly re⁃
duced cell activity t6h（0.274±0.011），t24h（0.514±0.04），t48h（0.828±0.16），t72h（1.212±0.013），invasion（164±12），and migration dis⁃
tance（26±2.4）%，P＜0.05.TargetScan was used for prediction，and the results showed that Wnt family member 2B（WNT2B）was
one of the potential target genes of miR⁃218⁃5p.Luciferase reporting results showed that miR⁃218⁃5p directly targeted WNT2B.West⁃
ern blot confirmed that the expression level of WNT2B protein in the miR ⁃218⁃5P overexpression group was significantly lower
than that in the control group.Conclusion miR⁃218⁃5p is low expressed in human osteosarcoma tissues and cancer cells，miR⁃218⁃
5p plays as suppressor in osteosarcoma，which inhibiting proliferation，migration and invasion of osteosarcoma cells 143B via target⁃
ing WNT2B.
Key words： Osteosarcoma； miR⁃218⁃5p； Wnt Proteins； Proliferation； Invasion
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骨肉瘤是一种原发性骨恶性肿瘤，主要发生于

儿童和青少年，占骨肿瘤的 60%［1］。近十年来骨肉

瘤的治疗策略有了很大的进展，包括手术切除、化

疗或放疗，但骨肉瘤病人由于转移和复发程度高，

疗效仍不理想［2⁃3］。

MicroRNA（miRNA）是一类非编码RNA，具有抑

制靶基因表达的潜力，并在增殖、分化、转移等一系

列细胞生物学过程中发挥关键作用［2⁃3］。各种研究

表明，miRNA 的失调是骨肉瘤发生的主要因素之

一。Wang等［5］发现微小RNA⁃193a（miR⁃193a）参与

了骨肉瘤细胞的耐药性，增加miR⁃193a的表达可以

促进化疗敏感性。Liu等［6］证明微小RNA⁃377（miR⁃
377）可能在骨肉瘤中作为抑癌miRNA发挥作用，诱

导骨肉瘤细胞凋亡。此外，Wang 等［7］发现，微小

RNA⁃628⁃5p（miR⁃628⁃5p）通过降低干扰素诱导蛋

白 44样蛋白（IFI44L）的表达来增加骨肉瘤细胞的

增殖和转移。然而，miRNA在骨肉瘤进展中的作用

尚不清楚。因此，明确miRNAs的作用及相关分子

机制有助于识别骨肉瘤诊断的新型生物标志物，并

找到治疗的潜在靶点显得至关重要。

2016年 1月至 2019年 1月，本研究分析了微小

RNA⁃218⁃5p（miR⁃218⁃5p）在骨肉瘤中的生物学功

能及其潜在机制。

1 材料与方法

1.1 实验试剂 Matrigel基质胶购自美国BD公司，

胎牛血清购于美国Gibco公司，RT试剂盒、PCR相关

SYBRP、逆转录试剂盒均购自于日本Takara生物技

术有限公司。兔抗人Wnt家族成员2B（WNT2B）单

克隆抗体和鼠抗人三磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）
单克隆抗体均购自武汉三鹰生物技术有限公司，实

时荧光定量 PCR（RT⁃q PCR）相关的miR⁃218⁃5p和

GAPDH上游、下游引物设计及合成均由武汉天一辉

远生物技术有限公司完成。

1.2 骨肉瘤组织伦理 骨肉瘤组织 26例，邻近正

常成骨细胞组织 21例均选取于 2016年 1月至 2019
年 1月于河池市人民医院住院手术治疗，标本均保

存于液氮罐中，全部标本均经组织学鉴定。实验标

本的获取均获得病人本人或其近亲属同意，本研究

符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。

1.3 细胞培养 4个骨肉瘤细胞系（U2OS、SAOS2、
MG63和143B）和正常成骨细胞（hFOB）购自中国科

学院细胞库（上海）。细胞培养均采用含 10%胎牛

血清的高糖 DMEM 培养基。在 5.0% 二氧化碳、

37 ℃的条件下培养，每 48小时换液一次，细胞密度

达到 80%~90%后进行传代。状态良好的细胞用于

进一步实验。

1.4 转染 miR⁃218⁃5p mimics（转染miR⁃218⁃5p 模

拟物），mimics NC（转染miR⁃218⁃5p模拟物阴性对照

miR⁃NC）质粒由上海GenePharma（China）合成。对

数期 143B细胞经消化后复苏，培养至 6孔板，细胞

密度为1×106个/孔。培养18~24 h后，细胞融合率达

到80%~90%，加入不含血清和抗生素的培养基。细

胞转染采用 Lipofectamine 2000（Life Technologies），

连续孵育48 h。
1.5 实时荧光定量 PCR 组织或细胞加入 1 mL
Trizol，裂解 10 min。先后加入氯仿、异丙醇，12 000
rpm离心 15 min后，弃去上清。沉淀经 70%乙醇洗

涤后，加入30 mL无酶水，测量RNA浓度。根据Ta⁃
kara逆转录试剂盒说明，进行逆转录。采用二步法

PCR扩增程序上机操作，实验结果以GAPDH为内

参，采用法进行分析。miR⁃218⁃5：正向引物TTGCG⁃
GATGGTTCCGTCAAGCA；反向引物 GGAGCGAGA⁃
TCCCTCCAAAAT。GAPDH：正向引物ATCCAGTG⁃
CAGGGTCCGAGG； 反 向 引 物 GGCTGTTGT⁃
CATACTTCTCATGG。

1.6 CCK8 骨肉瘤细胞以每孔1 000个铺入96孔

板中，每组设置 5个复孔。分别于 6、24、48、72 h加

入 10 μL CCK8检测试剂液。培养箱中继续培养 2
h，在酶标仪 450 nm处检测各孔的吸光度（OD）值，

根据OD值描绘生存曲线。实验重复3次。

1.7 小室实验 1×104个不同处理组的骨肉瘤细胞

用无血清培养基稀释成200 μL，接种于铺有magtri⁃
gel的上室中。下室加入 10%胎牛血清DMEM培养

基700 μL，继续培养24 h后用多聚甲醛固定细胞30
min，结晶紫染色 30 min。PBS洗净结晶紫染色后，

显微镜下选取6个视野拍照并记数。

1.8 划痕 取对数生长期各组的骨肉瘤细胞，接种

于 6孔板继续培养细胞生长至 90%以上。200 μL
tip枪头进行划痕，用PBS洗后换无血清培养基。于

细胞划痕后0 h及48 h这2个时间点分别拍照，对比

两时间点细胞迁移的距离。

1.9 双荧光素酶报告基因测定 为了验证miR⁃218⁃
5p是否与WNT2B结合并调控其表达，进行了双荧

光素酶报告基因实验。WNT2B的野生型（Wt）和突

变型（Mut）3’⁃UTR被合成并亚克隆到 psiCHECK⁃2
荧光素酶报告载体（美国Promega Corporation），这两

种突变体包含了miR⁃218⁃5p的可能结合位点。培

养 24 h后，143B细胞与Wt/Mut型WNT2B荧光素酶

报告载体和miR⁃218⁃5p模拟物共转染及阴性对照。

最后，使用双荧光素酶报告基因测定系统（美国Pro⁃
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mega）测定荧光素酶活性。Lipo2000（美国 Invitro⁃
gen）用于瞬时转染的全过程。

1.10 蛋白印记检测 蛋白裂解液经牛血清白蛋白

（BSA）定量后制样。样品经电泳、转膜至 PVDF膜

后，用含5% 的脱脂奶粉封闭2 h，分别加入一抗（鼠

抗人WNT2B单克隆抗体和鼠抗人GAPDH单克隆

抗体）4 ℃过夜。TBST洗涤 3次后，再加羊抗鼠 IgG
后室温孵育 2 h，曝光。以目的条带与内参GAPDH
的灰度值的比值为目的蛋白的表达量。

1.11 统计学方法 采用 SPSS 17.0软件进行统计

学分析。计量资料用 x̄ ± s表示，不同处理组间差异

采用单因素方差分析，组间两两比较采用Dunnett⁃t
检验，P＜0.05代表差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR⁃218⁃5p在骨肉瘤临床样本及细胞系中的

表达 实时荧光定量 PCR实验检测miR⁃218⁃5p在

26例骨肉瘤组织与21例正常骨组织中的表达，结果

显示 miR⁃218⁃5p 在骨肉瘤组织低表达（t＝33.15，
P＜0.001）。与正常的成骨细胞 hFOB相比，U2OS、
SAOS2、MG63和 143B在这 4株骨肉瘤细胞中miR⁃
218⁃5p的表达水平分别为（0.712±0.015）%、（0.685±
0.016）%、（0.542±0.021）%、（0.524±0.011）%，差异有

统计学意义（P＜0.05）。骨肉瘤细胞 143B 中 miR⁃
218⁃5p表达水平最低，因此，选取 143B细胞进行后

续实验研究。

2.2 miR⁃218⁃5在体外抑制骨肉瘤细胞增殖 CCK
⁃8实验测定miR⁃218⁃5p对骨肉瘤细胞增殖的影响，

分别于 6、24、48、72 h时间点下测得吸光度值绘制

细胞生长曲线。miR⁃NC组细胞培养 6、24、48、72 h
后的OD值分别为 t6h（0.271±0.01），t24h（0.604±0.03），

t48h（1.228±0.12），t72h（1.825±0.17），miR⁃218⁃5p组细

胞培养 6、24、48、72 h后的OD值分别为 t6h（0.274±
0.011），t24h（0.514±0.04），t48h（0.828±0.16），t72h（1.212±
0.013），结果表明，过表达miR⁃1218⁃5p抑制了骨肉

瘤细胞143B的增殖（P＜0.05）。
2.3 miR⁃218⁃5p抑制骨肉瘤细胞 143B的迁移能

力 细胞划痕实验检测 miR⁃218⁃5p 对肉瘤细胞

143B 的迁移能力的影响，骨肉瘤细胞 143B 转染

miR⁃218⁃5p过表达质粒后，与对照组相比，过表达

miR⁃1218⁃5p骨肉瘤细胞143B的迁移距离明显变短

（t＝5.516，P＝0.005），差异有统计学意义，见图1。
2.4 miR⁃1218⁃5p抑制骨肉瘤细胞 143B细胞的侵

袭能力 侵袭实验显示：NC mimic组（376±14）个，

过表达 miR⁃1218⁃5p 后（164±12）个。与对照组相

比，过表达miR⁃1218⁃5p的骨肉瘤细胞 143B侵袭数

目明显减少（t＝6.702，P＝0.001），差异有统计学意

义，见图2。
2.5 WNT2B直接调控miR⁃218⁃5p 首先，使用

Targetscan 在 线 工 具 ，发 现 WNT2B 在 49 ⁃ 56 的

AAGCACAA能与miR⁃218⁃5p的 3’UTR端的UUC⁃
GUGU核酸序列互补，WNT2B被预测为miR⁃218⁃5p
的下游。进一步荧光素酶报告基因测定法验证这

一假设。荧光素酶报告基因测定结果表明，在143B
细胞中共转染miR⁃218⁃5p模拟物可以抑制包含WT
WNT2B 3′ ⁃UTR 序列的报告基因的荧光素酶活性

（t＝21.174，P＜0.001）；但是，未能抑制含有 MUT
WNT2B 3′⁃UTR的细胞（t＝0.621，P＝0.542）。
2.6 miR⁃218⁃5p抑制WNT2B蛋白的表达水平

蛋白质印迹法对预测结果进行验证，检测结果显

示，过表达miR⁃218⁃5p细胞中WNT2B蛋白的表达

水平较对照组明显下调（t＝18.04，P＜0.001），结果

表明 WNT2B 可能为 miR⁃218⁃5p 的靶基因，提示，

miR⁃218⁃5p可能通过抑制WNT2B的表达，影响骨肉

瘤细胞143B的增殖、迁移和侵袭。见图3。

2

1

3 4

注：1—单克隆抗体和鼠抗人三磷酸甘油醛脱氢酶；2—Wnt家族

成员2B；3—转染miR⁃218⁃5p模拟物阴性对照miR⁃NC；4—转染miR⁃
218⁃5p模拟物。

图3 miRNA⁃218⁃5p mimic处理后对骨肉瘤细胞143B中
WNT2B表达水平的影响

3 讨论

miRNA长度为20～25个核苷酸，为一类内源性

的非编码单链RNA，在真核细胞生物中广泛存在。

越来越多的研究表明，miRNA与肿瘤的发生、发展

等过程有着密切的关系。其中miR⁃218⁃5p在多种

肿瘤组织中均发挥着癌基因或抑癌基因的作用，包

括肺腺癌［8］、非小细胞肺癌［9］、肝癌［10］、胆囊癌［11］和

乳腺癌［12］。Li等［13］研究表明，miR⁃218⁃5p直接靶向

脂肪瘤高迁移率融合蛋白样蛋白3（LHFPL3），抑制

胶质母细胞瘤的增殖和转移。Deng 等［14］研究表

明，miR⁃218⁃5p在胃癌中表达显著降低，且与胃癌

病人的淋巴结转移和预后不良有关。此外，Li等［15］

证明，抑制 miR⁃218⁃5p 可以增加口腔鳞状细胞癌

细胞的增殖和侵袭性。而在本研究中，我们发现

miR⁃145⁃5p在骨肉瘤组织和细胞系中低表达。增

加miR⁃218⁃5p的表达，骨肉瘤细胞的增殖受到抑
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制，骨肉瘤细胞 143B的迁移和侵袭能力也明显降

低。这是miR⁃218⁃5p作为骨肉瘤肿瘤抑制miRNA
的第一个证据。

WNT2B，也叫WNT13，是已克隆的第13个WNT
基因。Deng等［14］研究表明，WNT2B可以激活WNT
信号通路，细胞核中的β⁃连环蛋白（β⁃catenin）表达

增加从而促进肿瘤的增殖和转移。Wang等［17］研究

发现，miR⁃577通过调控WNT2B介导的非小细胞肺

癌Wnt/β⁃catenin通路，抑制细胞增殖和上皮间质转

化。Li等［18］研究表明，WNT2B在口腔癌的发生和化

疗耐药中发挥作用，为HNSCC病人的治疗提供了潜

在的治疗靶点。在人胰腺癌组织中，Jiang等［19］发现

Wnt2B的表达均显著高于正常胰腺组织，与神经浸

润有显著相关性。而在本研究中，我们发现WNT2B
直接与miR⁃218⁃5p结合。miR⁃218⁃5p表达的增加

抑制骨肉瘤细胞 143B中WNT2B的蛋白表达水平。

miR⁃218⁃5p在骨肉瘤中的异常表达可能预示病人

的不良预后、发生和发展具有密切的关系。

综上所述，本研究首次证实miR⁃218⁃5p可能在

骨肉瘤中作为肿瘤抑制 miRNA。结果显示，miR⁃
218⁃5p通过靶向WNT2B抑制骨肉瘤细胞增殖、迁移

和侵袭。miR⁃218⁃5p和WNT2B可能是诊断骨肉瘤

的新的生物标志物，也是治疗骨肉瘤的有效靶点。

（本文图1，2见插图1⁃2）
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