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摘要： 目的 探讨微小RNA-301b-3p（miR-301b-3p）对骨肉瘤细胞增殖、凋亡的影响及其作用机制。方法 本研究起止时间

为 2019年 3—9月。人成骨细胞（hFOB）和骨肉瘤细胞U2OS、MG63购自美国菌种保藏中心。U2OS细胞分为miRNA抑制物阴

性对照（anti-miR-NC）组、miR-301b-3p抑制物（anti-miR-301b-3p）组、anti-miR-301b-3p+小干扰RNA阴性对照（si-NC）组、anti-
miR-301b-3p +第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源物（PTEN）小干扰RNA（si-PTEN）组；实时荧光定量 PCR（RT-qP­
CR）检测miR-301b-3p表达水平；四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）检测细胞活性；流式细胞术检测细胞凋亡；双荧光素酶报告实

验检测 miR-301b-3p和 PTEN的靶向关系。结果 与 hFOB细胞相比，U2OS、MG63中 miR-301b-3p表达水平［（0.89±0.09），

（0.70±0.07）比（0.20±0.02）］显著升高。与 anti-miR-NC组比较，anti-miR-301b-3p组U2OS细胞活性［（0.59±0.06）比（1.33±0.13）］
显著降低，而凋亡率［（22.06±2.31）%比（7.48±0.78）%］、PTEN蛋白表达［（0.69±0.07）比（0.35±0.03）］显著升高。PTEN是miR-

301b-3p的直接靶基因。与 anti-miR-301b-3p+si-NC组比较，anti-miR-301b-3p+si-PTEN组U2OS细胞活性［（1.16±0.12）比（0.56±
0.06）］显著升高，而凋亡率［（10.28±1.16）比（22.12±2.34）］显著降低。结论 抑制miR-301b-3p表达可通过调控 PTEN抑制骨

肉瘤细胞增殖，促进细胞凋亡。

关键词： 骨肉瘤； 微小RNA-301b-3p； 第10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源物（PTEN）； 细胞增殖； 细胞凋亡
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Abstract： Objective To explore the effect of microRNA-301b-3p (miR-301b-3p) on proliferation and apoptosis of osteosarcoma
cells and its mechanism.Methods The start and end time of this research was from March to September 2019. Human osteoblasts
(hFOB) and osteosarcoma cells U2OS and MG63 were purchased from the American Tissue Culture Collection. U2OS cells were as­
signed into miRNA inhibitor negative control (anti-miR-NC) group, miR-301b-3p inhibitor (anti-miR-301b-3p) group, anti-miR-301b-

3p+small interfering RNA negative control (si-NC) group, anti-miR-301b-3p+phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome
10 (PTEN) small interfering RNA (si-PTEN) group. Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was used to detect the expression of miR-

301b-3p, methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay was used to detect cell viability, flow cytometry was used to detect apoptosis, and du­
al luciferase reporter assay was used to detect the targeting relationship between miR-301b-3p and PTEN.Results Compared with
hFOB cells, the expressions of miR-301b-3p [(0.89±0.09),(0.70±0.07) vs (0.20±0.02)] in U2OS and MG63 cells were significantly in­
creased. Compared with the anti-miR-NC group, the cell viability [(0.59±0.06) vs (1.33±0.13)] of U2OS cells in the anti-miR-301b-3p
group was significantly reduced, while the apoptosis rate [(22.06±2.31)% vs(7.48±0.78)%] and PTEN protein expression [(0.69±0.07) vs
(0.35±0.03)] were significantly increased. PTEN is the direct target gene of miR-301b-3p. Compared with the anti-miR-301b-3p+si-NC
group, the cell viability [(1.16±0.12)vs (0.56±0.06)] of U2OS cells in the anti-miR-301b-3p+si-PTEN group was significantly increased,
while the apoptosis rate [(10.28±1.16)% vs (22.12±2.34)%] was significantly reduced.Conclusion Inhibition of miR-301b-3p expres­
sion can inhibit osteosarcoma cell proliferation and promote cell apoptosis by regulating PTEN.
Key words： Osteosarcoma; miR-301b-3p; Phosphatase and tensin homologue deleted chromatosome10( PTEN); Cell prolifera­
tion; Cell apoptosis

随着分子生物学的发展，分子靶向治疗给骨肉瘤

的治疗带来了新的希望［1-2］。研究发现miRNA影响恶

性肿瘤发生发展［3］；miR-301b通过靶向头帕肿瘤综合

征蛋白（Cylindromatosis，CYLD）促进三阴性乳腺癌细

胞增殖［4］；miR-301b在骨肉瘤肿瘤组织与外周血中上

调表达［5］。但miR-301b-3p其对骨肉瘤细胞增殖、凋

亡的影响及其作用机制尚不清楚。第10号染色体缺

失的磷酸酶及张力蛋白同源物（PTEN）是一个抑癌基

因，参与调节细胞增殖和凋亡的多条通路，其异常表

达与恶性肿瘤发生发展相关，PTEN能作为恶性肿瘤

治疗中的潜在靶点［6］。有研究报道PTEN基因启动子

高甲基化导致的PTEN基因失活可能参与了骨肉瘤

的发生、发展［7］。DJ-1又名帕金森病蛋白7（PARK7），
其可通过增加PTEN表达影响骨肉瘤细胞的恶性生

物学行为［8］。但miR-301b-3p是否通过PTEN影响骨

肉瘤细胞的增殖、凋亡还尚未清楚。本研究在 2019
年3—9月开展，旨在确定miR-301b-3p对骨肉瘤细胞

的影响及其机制是否与PTEN相关。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 人成骨细胞（hFOB）和骨肉瘤细

胞U2OS、MG63购自美国菌种保藏中心；杜尔伯格氏

伊戈尔培养基（DMEM）购自美国Gibico；四甲基偶氮

唑盐（MTT）试剂盒购自美国 Sigma；Trizol、荧光定量

试剂盒购自美国 Invitrogen；双荧光素酶检测试剂盒、

凋亡检测试剂盒购自北京Solarbio公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与分组 人成骨细胞 hFOB和骨肉

瘤细胞U2OS、MG63用DMEM培养基常规培养，取对

数生长期细胞U2OS，将miRNA抑制物阴性对照（an­
ti-miR-NC）、miR-301b-3p抑制物（anti-miR-301b-3p）
转染至U2OS细胞中，记为 anti-miR-NC组、anti-miR-

301b-3p组；将 anti-miR-301b-3p分别与小干扰RNA
阴性对照（si-NC）、PTEN小干扰RNA（si-PTEN）共转

染至U2OS细胞，记为 anti-miR-301b-3p+si-NC组、an­
ti-miR-301b-3p+si-PTEN组。

1.2.2 实 时 荧 光 定 量 PCR（RT-qPCR）检 测 miR-

301b-3p表达水平 提取 hFOB细胞、骨肉瘤细胞

U2OS、MG63及各组U2OS细胞的总RNA，合成 cDNA
后进行PCR，相对表达量用2−ΔΔCt法计算。

1.2.3 MTT检测细胞活性 各组U2OS细胞培养 48
h，按试剂盒说明操作，酶标仪检测 490 nm处吸光度

（OD）值。

1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡 收集各组U2OS
细胞，按试剂盒说明操作，最后上流式细胞仪检测并

分析凋亡情况。

1.2.5 蛋白质印迹法检测蛋白表达水平 提取总蛋

白，进行电泳分离蛋白，然后转至PVDF，封闭后加入

细胞周期蛋白D1（Cyclin D1）、细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制剂（P21）、B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl相关X
蛋白（Bax）、PTEN等一抗 4 ℃孵育过夜；洗膜后加入

二抗室温孵育2 h，显影，定影，测各条带吸光度值。

1.2.6 荧 光 素 酶 报 告 实 验 检 测 miR-301b-3p 对

PTEN的靶向调控 将PTEN野生型荧光素酶报告载

体（WT-PTEN）和 PTEN突变型荧光素酶报告载体
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（MUT-PTEN）分别与miR-NC和miR-301b-3p共转染

至U2OS细胞，按说明书操作检测U2OS细胞的荧光

素酶活性。将 anti-miR-NC、anti-miR-301b-3p、miR-

NC、miR-301b-3p分别转染至U2OS细胞中，蛋白质印

迹法检测PTEN蛋白表达水平。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 20.00进行统计学分

析。满足正态分布的定量资料用 x̄ ± s表示，非正态分

布数据采用M（P25，P75）表示，两组比较行独立样本 t检
验，多组间比较采用单因素方差分析，多时点观测资

料采用重复测量方差法分析，以P<0.05表示差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 miR-301b-3p在人成骨细胞hFOB和骨肉瘤细

胞U2OS、MG63中的表达 与人成骨细胞 hFOB相

比，骨肉瘤细胞U2OS、MG63中miR-301b-3p表达水

平 显 著 升 高［（0.89±0.09），（0.70±0.07）比（0.20±
0.02），F=255.963，P<0.05］。
2.2 抑制miR-301b-3p表达对细胞U2OS增殖、凋

亡的影响 细胞活性在不同组间、不同时间点间、组

间×时间均差异有统计学意义（F组间=83.774，P组间<
0.001；F时间 =65.178，P时间 <0.001；F组间×时间 =63.286，
P组间×时间<0.001）；转染 anti-miR-301b-3p的U2OS细胞

相较于 anti-miR-NC，miR-301b-3p表达水平显著降

低，U2OS细胞的活性以及Cyclin D1、Bcl-2表达水平

降低，而凋亡率以及P21、Bax表达水平显著升高（P<
0.05）（图1，表1，表2）。

可见，抑制miR-301b-3p表达抑制细胞U2OS增
殖、促进凋亡。

2.3 miR-301b-3p靶向、调控PTEN starBase软件

预测到PTEN与miR-301b-3p存在结合位点（图2A）。

miR-301b-3p与WT-PTEN转染后细胞U2OS的荧光

素酶活性显著降低（P<0.05）（表 3）。过表达 miR-

301b-3p可降低PTEN表达水平［（0.10±0.01）比（0.36±
0.03），t=24.666，P<0.05］；而抑制miR-301b-3p表达可

提高 PTEN表达水平［（0.69±0.07）比（0.35±0.03），t=
13.393，P<0.05］（图 2B）。可见，miR-301b-3p可靶向

调控PTEN的表达。

2.4 抑制PTEN表达能逆转抑制miR-301b-3p对细

胞U2OS增殖的抑制作用 与 anti-miR-301b-3p+si-
NC组相比，anti-miR-301b-3p+si-PTEN组 PTEN、P21
表达水平显著降低，Cyclin D1表达水平和细胞活性显

著升高（P<0.05）（图3，表4）。可见，抑制PTEN表达能

逆转抑制miR-301b-3p对细胞U2OS增殖的抑制作用。

A

1

2

3

4

6

5

B

6

7

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶；2—B细胞淋巴瘤-2；3—Bcl相关

X蛋白；4—细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂；5—细胞周期蛋白D1；
6—miRNA抑制物阴性对照；7—miR-301b-3p的抑制物。

图1 抑制miR-301b-3p表达对骨肉瘤细胞（U2OS）增殖、凋亡的影

响：A为抑制miR-301b-3p表达后U2OS细胞凋亡；B为抑制miR-

301b-3p表达后相关蛋白表达

表1 抑制miR-301b-3p表达对U2OS增殖、凋亡蛋白表达的

影响/x̄ ± s
组别

anti-miR-NC
anti-miR-

301b-3p
t值

P值

重复

次数

9
9

Cyclin D1
蛋白

0.65±0.06
0.27±0.02
18.025
0.000

P21蛋白

0.15±0.01
0.56±0.05
24.122
0.000

Bax蛋白

0.23±0.02
0.83±0.08
21.828
0.000

Bcl-2蛋白

0.78±0.08
0.33±0.03
15.801
0.000

注：miR-301b-3p为微小RNA-301b-3p，U2OS为骨肉瘤细胞，Cy­
clin D1为细胞周期蛋白D1，P21为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂，

Bcl-2为B细胞淋巴瘤-2，Bax为Bcl相关X蛋白，anti-miR-NC为miR­
NA抑制物阴性对照，anti-miR-301b-3p为miR-301b-3p抑制物。

表2 抑制miR-301b-3p表达对U2OS增殖、凋亡的影响/x̄ ± s
组别

anti-miR-NC
anti-miR-301b-3p
t值

P值

重复次数

9
9

miR-301b-3p
0.86±0.09
0.35±0.03
16.128
0.000

细胞活性（490 nm）
24 h

0.48±0.05
0.32±0.03
8.232
0.000

48 h
0.91±0.09
0.46±0.05
13.112
0.000

72 h
1.33±0.13
0.59±0.06
15.505
0.000

凋亡率/%
7.48±0.78
22.06±2.31
17.940
0.000

注：miR-301b-3p为微小RNA-301b-3p，U2OS为骨肉瘤细胞，anti-miR-NC为miRNA抑制物阴性对照，anti-miR-301b-3p为miR-301b-3p的抑制物。
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2.5 抑制PTEN表达能逆转抑制miR-301b-3p表达

对细胞 U2OS凋亡的促进作用 与 anti-miR-301b-

3p+si-NC组相比，anti-miR-301b-3p+si-PTEN组Bcl-2
表达水平升高，而Bax表达水平和细胞凋亡率降低（P
<0.05）（图 4，表 5）。可见，抑制 PTEN能逆转抑制

miR-301b-3p对U2OS细胞凋亡的作用。

3 讨论

骨肉瘤具有侵袭性强、恶性程度高、进展快、转移

早、预后差、易复发等特点，严重威胁人类的健康，亟

需新的治疗方法［9，10］。研究发现miR-301b在肝癌细

胞中高表达，可通过抑制Kruppel样因子 4（Kruppel-
like Factor 4，KLF4）的表达促进肝癌的迁移［11］。miR-

301b-3p通过靶向作用于MYB与CYLD促进巨噬细

胞刺激因子诱导的单核细胞自噬［12］。以上结果表明

miR-301b-3p参与调节肿瘤的进展，还有研究用miR­
NA表达谱芯片检测发现miR-301a-3p在人骨肉瘤细

胞系中上调表达［13］。本研究通过检测骨肉瘤细胞和

正常细胞中 miR-301a-3p的表达水平，发现 miR-

301b-3p在骨肉瘤细胞中表达水平显著升高，与文献

研究结果相符。为进一步了解miR-301a-3p对骨肉

瘤细胞增殖、凋亡的影响，本研究转染miR-301a-3p
抑制表达载体，结果显示，骨肉瘤U2OS细胞的活性

降低，而凋亡率升高；说明抑制miR-301b-3p表达抑

制U2OS细胞增殖，促进细胞凋亡。此外，抑制miR-

1

2

3

4 5 6 7

21 kDa

27 kDa

17 kDa

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶；2—B细胞淋巴瘤-2；3—Bcl相关

X蛋白；4—miRNA抑制物阴性对照；5—miR-301b-3p抑制物；6—
miR-301b-3p抑制物与小干扰RNA阴性对照；7—miR-301b-3p抑制

物与PTEN小干扰RNA。
图4 抑制PTEN表达能逆转抑制miR-301b-3p表达对骨肉瘤细胞

凋亡蛋白表达的影响

表3 双荧光素酶报告实验/x̄ ± s
组别

miR-NC
miR-301b-3p
t值

P值

重复次数

9
9

WT-PTEN
0.93±0.10
0.41±0.04①
14.484
0.000

MUT-PTEN
0.95±0.10
1.03±0.10
1.697
0.109

注：WT-PTEN为PTEN野生型荧光素酶报告载体，MUT-PTEN为

PTEN突变型荧光素酶报告载体，miR-NC为miRNA模拟物阴性对

照，miR-301b-3p为微小RNA-301b-3p。
①与miR-NC组比较，P<0.05。

A

1

2

3 4 65

B

7

55 kDa

17 kDa

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶；2—第 10号染色体缺失的磷酸酶

及张力蛋白同源物；3—miR-301b-3p的对照组；4—微小RNA-301b-

3p；5—miRNA抑制物阴性对照；6—miR-301b-3p抑制物。

图2 miR-301b-3p靶向调控第10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋

白同源物（PTEN）：A为PTEN与miR-301b-3p的互补序列；B为PTEN
蛋白表达

表4 抑制PTEN和miR-301b-3p表达对U2OS增殖的影响/x̄ ± s
组别

anti-miR-NC
anti-miR-301b-3p
anti-miR-301b-3p+si-NC
anti-miR-301b-3p+si-PTEN
F值

P值

重复次数

9
9
9
9

PTEN蛋白

0.35±0.03
0.69±0.07①
0.72±0.07
0.46±0.04②
94.146
0.000

Cyclin D1蛋白

0.65±0.06
0.27±0.02①
0.24±0.02
0.51±0.05②
201.522
0.000

P21蛋白

0.15±0.01
0.56±0.05①
0.58±0.06
0.22±0.02②
274.318
0.000

细胞活性（490 nm）
24h

0.48±0.05
0.32±0.03①
0.30±0.03
0.41±0.04②
42.458
0.000

48h
0.91±0.09
0.46±0.05①
0.43±0.04
0.75±0.07②
113.316
0.000

72h
1.33±0.13
0.59±0.06①
0.56±0.06
1.16±0.12②
144.561
0.000

注：U2OS为骨肉瘤细胞，PTEN为第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源物，Cyclin D1为细胞周期蛋白D1，P21为细胞周期蛋白依

靠性激酶抑制剂，anti-miR-NC为miRNA抑制物阴性对照，anti-miR-301b-3p为miR-301b-3p抑制物，anti-miR-301b-3p+si-NC为miR-301b-3p抑
制物与小干扰RNA阴性对照，anti-miR-301b-3p+si-PTEN为miR-301b-3p抑制物与PTEN小干扰RNA。

①与 anti-miR-NC组比较，P<0.05。②与 anti-miR-301b-3p+si-NC组比较，P<0.05。

1
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4

5 6 7 8

55 kDa

36 kDa

21 kDa

17 kDa

注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶；2—细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制剂；3—细胞周期蛋白D1；4—第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力

蛋白同源物；5—miRNA抑制物阴性对照；6—miR-301b-3p抑制物；7
—miR-301b-3p抑制物与小干扰RNA阴性对照；8—miR-301b-3p抑
制物与PTEN小干扰RNA。

图3 抑制PTEN和miR-301b-3p表达对骨肉瘤细胞增殖蛋白

表达的影响
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301b-3p表达可提高 p21、Bax表达水平，降低 Cy­
clinD1、Bcl-2表达水平；进一步说明抑制miR-301b-

3p表达可抑制 U2OS细胞的恶性增殖，促进细胞

凋亡。

研究发现，PTEN在骨肉瘤细胞中高表达，PTEN
可通过提高半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶（cysteinyl
aspartate specific proteinase，caspase）-3、caspase-7、
caspase-9活性，诱导人骨肉瘤MG-63细胞凋亡［14］。

说明 PTEN影响骨肉瘤的发展，与骨肉瘤的进展有

关。还有研究报道PTEN可作为靶基因被miRNA调

控而影响肿瘤的进展［15-16］。如过表达miR-155可通过

负调控PTEN，增强磷脂酰肌醇激酶（PI3K）通路信号，

从而促进肝癌细胞的增殖和迁移［17］。miR-365通过

靶向PTEN抑制结肠癌细胞的增殖并诱导其凋亡［18］。

miR-214-3p通过靶向PTEN，活化蛋白激酶B（Protein
kinase B，AKT）通路，抑制骨肉瘤细胞的凋亡［19］。然

而，miR-301b-3p是否靶向 PTEN及是否通过调控

PTEN影响骨肉瘤的进展还尚未可知，本研究通过

starBase数据库预测到 PTEN与miR-301b-3p存在结

合位点。进一步的荧光素酶报告实验证实miR-301b-

3p可靶向调控 PTEN的表达；且同时抑制 PTEN和

miR-301b-3p表达后，U2OS细胞活性显著升高，而

U2OS细胞凋亡率显著降低；说明抑制 PTEN表达逆

转了抑制miR-301b-3p对细胞U2OS增殖的抑制和凋

亡促进作用。提示，miR-301b-3p可能通过调控

PTEN影响骨肉瘤细胞增殖和凋亡。

综上所述，抑制miR-301b-3p表达可能通过调控

PTEN抑制骨肉瘤细胞增殖，促进细胞凋亡。
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表5 抑制PTEN表达能逆转抑制miR-301b-3p对骨肉瘤细胞

凋亡的影响/x̄ ± s
组别

anti-miR-NC
anti-miR-301b-3p
anti-miR-301b-3p+
si-NC
anti-miR-301b-3p+
si-PTEN
F值

P值

重复

次数

9
9
9

9

Bax蛋白

0.23±0.02
0.83±0.08①

0.81±0.08

0.35±0.03②

245.362
0.000

Bcl-2蛋白

0.78±0.08
0.33±0.03①

0.34±0.03

0.62±0.06②

148.551
0.000

凋亡率（%）
7.48±0.78
22.06±2.31①

22.12±2.34

10.28±1.16②

167.724
0.000

注：miR-301b-3p为微小RNA-301b-3p，Bcl-2为B细胞淋巴瘤-2，
Bax为Bcl相关X蛋白，anti-miR-NC为miRNA抑制物阴性对照，anti-
miR-301b-3p为miR-301b-3p抑制物，anti-miR-301b-3p+si-NC为miR-

301b-3p抑制物与小干扰RNA阴性对照，anti-miR-301b-3p+si-PTEN
为miR-301b-3p抑制物与PTEN小干扰RNA。

①与 anti-miR-NC组比较，P<0.05。②与 anti-miR-301b-3p+si-
NC组比较，P<0.05。
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