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微小RNA-216b-5p对骨肉瘤MG63细胞功能的影响
及其与高迁移率族蛋白B1的靶向关系
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摘要： 目的 探讨微小RNA-216b-5p（miR-216b-5p）对骨肉瘤MG63细胞增殖、侵袭和凋亡的影响及其与高迁移率族蛋白B1
（HMGB1）的靶向关系。方法 将体外培养的MG63细胞分为 mimics-NC组、miR-216b-5p mimics组、inhibitor-NC组和 miR-

216b-5p inhibitor组，采用实时荧光定量 PCR检测miR-216b-5p的表达，MTT法、Transwell小室和流式细胞仪分别检测细胞增

殖、侵袭和凋亡能力。采用双荧光素酶报告基因实验检测miR-216b-5p 和HMGB1的靶向关系，蛋白质印迹法（Western blot‐
ting）检测HMGB1蛋白的表达。结果 与mimics-NC组相比，miR-216b-5p mimics组细胞中miR-216b-5p的表达水平［（5.36±
0.54）比（1.00±0.11）］和细胞凋亡率［（20.36±3.15）%比（8.58±1.22）%］明显升高，而细胞增殖活力、侵袭能力和细胞中HMGB1
蛋白的表达水平均明显降低（P<0.05）；miR-216b-5p inhibitor组细胞中miR-216b-5p的表达水平［（0.24±0.03）比（0.96±0.08）］和

细胞凋亡率［（2.05±0.38）比（9.27±1.16）］较 inhibitor-NC组明显降低，而细胞增殖活力、侵袭能力和HMGB1蛋白的表达水平较

inhibitor-NC组均明显升高（P<0.05）。双荧光素酶报告基因实验证实HMGB1是miR-216b-5p的靶基因。结论 miR-216b-5p
可能通过靶向调控HMGB1表达，抑制骨肉瘤MG63细胞增殖、侵袭并诱导细胞凋亡。
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Abstract： Objective To investigate the effect of miR-216b-5p on proliferation, invasion and apoptosis of osteosarcoma MG63 cells
and its targeting relationship with HMGB1.Methods The MG63 cells cultured in vitro were divided into mimics-NC group, miR-216b-

5p mimics group, inhibitor-NC group and miR-216b-5p inhibitor group. The expression of miR-216b-5p was detected by real-time fluo‐
rescent quantitative PCR. The cell proliferation activity, cell invasion ability and apoptosis ability were measured by MTT, Transwell
chamber and flow cytometry separately. The targeting relationship between miR-216b-5p and HMGB1 was detected by the dual lucifer‐
ase reporter gene assay, and the expression of HMGB1 protein was detected by Western blot.Results Compared with the mimics-NC
group, the expression level [(5.36±0.54) vs. (1.00±0.11)] of miR-216b-5p and apoptotic rate [(20.36±3.15)% vs. (8.58±1.22)%] were sig‐
nificantly increased in the miR-216b-5p mimics group, while the cell proliferation activity, invasion ability and expression level of
HMGB1 protein in the cells were significantly decreased (P<0.05); the expression level[(0.24±0.03) vs. (0.96±0.08)] of miR-216b-5p
and apoptotic rate[(2.05±0.38) vs. (9.27±1.16)] in miR-216b-5p inhibitor group were significantly lower than that in inhibitor-NC group,
and the cell proliferation activity, invasion ability and expression level of HMGB1 protein were significantly higher than that of inhibi‐
tor-NC group (P<0.05). The dual luciferase reporter gene assay confirmed that HMGB1 was the target gene of miR-216b-5p.Conclu⁃
sion miR-216b-5p can inhibit the proliferation and invasion of osteosarcoma MG63 cells, and its mechanism may be related to the tar‐
geted regulation of HMGB1 expression.
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骨肉瘤是一种多发于儿童或青少年的恶性骨

肿瘤，目前其预后效果并不理想，而快速的肺部转

移是导致骨肉瘤高死亡的重要原因［1-2］；因此，深入

探讨骨肉瘤发生发展的分子机制对更精准更好的

治疗骨肉瘤具有重要意义。微小RNA（microRNA，

miRNA）是一类短小的非编码 RNA，可在转录后水

平调控基因的表达，通过调节癌细胞的生物学行为

（增殖、凋亡、侵袭等），参与多种肿瘤的病理进程，

包括骨肉瘤［3-5］。MiR-216b-5p是miR-216家族成员，

在胰腺癌、肾癌和宫颈癌等呈现较低水平，显示出
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抗癌活性［6-8］。然而，miR-216b-5p在骨肉瘤中的详

细功能及机制尚未完全阐明。因此，本研究自 2019
年 1-7月观察 miR-216b-5p在骨肉瘤 MG63细胞增

殖、侵袭和凋亡中的作用与机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 Transwell小室购于美国

Corning公司，1640培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、Li‐
pofectamine 3000和Trizol试剂购于美国Life technol‐
ogy公司，二甲基亚砜和MTT试剂购于美国 Sigma公
司，Matrigel基质胶购于美国 BD公司，miR-216b-5p
mimics、miR-216b-5p inhibitor及其相应阴性对照

mimics-NC、inhibitor-NC购于上海GenePharma公司。

双荧光素酶报告基因系统检测试剂盒购于美国 In‐
vitrogen公司，细胞凋亡检测试剂盒、逆转录试剂盒

和 BCA蛋白检测试剂盒购于上海碧云天公司。兔

抗人高迁移率族蛋白B1（HMGB1）和甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）抗体购于美国 Santa Cruz公司。二

氧化碳细胞培养箱和NanoDrop2000c紫外分光光度

计购于美国Thermo Scientific公司，DM4000B正立显

微镜购于德国Leica公司，CFX96实时荧光定量PCR
仪购于美国Bio-Rad公司，DTX880酶标仪购于美国

Beckman Coulter公司，Tanon-6600凝胶成像仪购于

上海天能公司。

1.2 细胞培养、分组与转染 人骨肉瘤细胞系

MG63购于中科院上海细胞库，培养箱条件为饱和湿

度、37 ℃、5%二氧化碳，培养基为RPMI-1640培养基

（含 100 U/mL青-链霉素双抗和 10%胎牛血清）。实

验 分 组 为 mimics-NC 组（转 染 mimics-NC）、miR-

216b-5p mimics组（转染miR-216b-5p mimics）、inhib‐
itor-NC组（转染 inhibitor-NC）和miR-216b-5p inhibi‐
tor组（转染miR-216b-5p inhibitor）。在6孔细胞板中

接种MG63细胞（对数生长期），待其融合至 70%以

上时，遵循 Lipofectamine 3000操作说明进行各实验

分组的转染。等待5 h后更换新鲜培养液，继续保持

48h。收集MG63细胞进行后续测定。

1.3 实时荧光定量 PCR 检测 miR-216b-5p 的表

达 MG63细胞的总RNA以Trizol法提取，浓度与纯

度采用紫外分光光度计测量。参照逆转录试剂盒

说明书将 RNA进行逆转录。以逆转录产物 cDNA
（1 μL）为模板，加入 5 μL 2×SYBR Green PCR Mas‐
ter Mix、各 1μL正反引物，补加去离子水制成 10 μL
PCR反应体系。PCR反应条件如下：（1）预变性阶

段：95 ℃ 6 min；（2）循环阶段：95 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、
72 ℃ 30 s，共 40个循环。采用 2-△△CT法检测MG63细
胞中miR-216b-5p相对于内参U6的表达水平。

1.4 MTT法检测细胞增殖 96孔细胞板上接种

MG63细胞（对数生长期），104个/孔，待其汇合度达

70%时，按照 1.2中进行分组处理，每组设置 6个复

孔。分别在转染第 1、2和 3天以 20 μL MTT试剂（5
g/L）孵育 4 h，150μL二甲基亚砜溶解结晶，10 min后
在酶标仪测量 450 nm波长处 MG63细胞的吸光

度值。

1.5 Transwell小室检测细胞侵袭 24孔细胞板上

接种MG63细胞（对数生长期），106个/孔，待其汇合

度达 70%时，按照 1.2中进行分组并转染。48h后，

用无血清培养基将各组细胞浓度稀释为 104个/毫
升。将 100μL无血清培养基稀释的Matrigel基质胶

室温下对 Transwell小室（置于 24孔板内）聚碳酸酯

膜进行包被。次日，将小室上室内加入 200 μL细胞

液，并在小室下室内加入 600 μL含血清RPMI-1640
培养基。常规培养 24 h后，棉签擦除上室内残留的

MG63细胞，下室细胞分别采用 4%多聚甲醛进行固

定和 0.1%结晶紫进行染色。清洗晾干后，显微镜下

统计每组穿膜MG63细胞数，以3个随机选取视野细

胞数的均值表示细胞的侵袭能力。

1.6 流式细胞仪检测细胞凋亡 收集转染 48 h后
的 mimics-NC组、miR-216b-5p mimics组、inhibitor-
NC组和miR-216b-5p inhibitor组细胞，经磷酸缓冲

液漂洗后，加入 600 μL结合缓冲液调整细胞浓度。

取细胞悬液 100μL（含 105个细胞），加入 5 μL An‐
nexin-V-FITC和 5μL PI，混匀后避光反应 15 min。
补加上样缓冲液200 μL后，1 h内流式细胞仪检测。

1.7 双荧光素报告基因实验检测miR-216b-5p和
HMGB1的靶向关系 将含miR-216b-5p互补位点

的野生型（WT）HMGB1 3'UTR 片 段 克 隆 到 psi‐
CHECK-2荧光素酶载体上，构建HMGB1-WT，另外

将miR-216b-5p与HMGB1 3’UTR结合的位点进行

定点突变，将其克隆到 psiCHECK-2荧光素酶载体

上，构建突变型（MUT）报告基因质粒HMGB1-MUT。
将构建 HMGB1-WT、HMGB1-MUT质粒参照 Lipo‐
fectamine 3000说明书分别同mimics-NC、miR-216b-

5p mimics、inhibitor-NC和miR-216b-5p inhibitor共转

染至MG63细胞中。待转染 48 h后，胰酶消化收集

各组MG63细胞，通过双荧光素酶报告基因系统检

测试剂盒检测荧光素酶活性。

1.8 蛋 白 质 印 迹 法（Western blotting）检 测

HMGB1蛋白的表达 胰酶消化收集转染 48 h后的

mimics-NC组、miR-216b-5p mimics组、inhibitor-NC
组和miR-216b-5p inhibitor组细胞，加入细胞裂解液

提取MG63细胞总蛋白后，通过BCA法测量蛋白的

浓度。将热变性后的蛋白样品（80 μg）行 SDS-

PAEG和转 PVDF膜。将 5%脱脂奶粉中封闭 1 h后
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的PVDF膜于 4 ℃下与HMGB1、GAPDH一抗（均为 1
∶1 000稀释）工作液孵育，12 h后于室温与二抗（辣

根过氧化酶标记的 IgG；1∶2 000）工作液孵育，1 h后
经化学发光剂显影，在凝胶成像系统中扫描，分析

HMGB1蛋白相对于GAPDH的表达。

1.9 统计学方法 每个实验均重复 3次，数据以 x̄
± s表示，采用 SPSS22.0进行统计学分析，多组间比

较使用单因素方差分析，组间多重比较采用 SNK-q，
P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-216b-5p在各组骨肉瘤MG63细胞中的

表达 转染 miR-216b-5p mimics 后 MG63细胞中

miR-216b-5p的表达水平较mimics-NC组明显升高

［（5.36±0.54）比（1.00±0.11），F =633.585，P<0.05］；

而转染miR-216b-5p inhibitor后miR-216b-5p的表达

水平较 inhibitor-NC 组明显降低［（0.24±0.03）比

（0.96±0.08），P<0.05］。

2.2 miR-216b-5p对骨肉瘤MG63细胞增殖的影

响 从 1 d开始miR-216b-5p mimics组细胞的增殖

活力明显低于mimics-NC组（P<0.05），而miR-216b-

5p inhibitor组细胞的增殖活力明显高于 inhibitor-NC
组（P<0.05）。见表1。

2.3 miR-216b-5p对骨肉瘤MG63细胞侵袭的影

响 miR-216b-5p mimics组细胞的侵袭能力较mim‐
ics-NC组明显降低（P<0.05）；而miR-216b-5p inhibi‐
tor组细胞的侵袭能力较 inhibitor-NC组明显升高（P
<0.05）。见表2。
2.4 miR-216b-5p对骨肉瘤MG63细胞凋亡的影

响 miR-216b-5p mimics组细胞凋亡率比 mimics-
NC组明显升高（P<0.05）；而 miR-216b-5p inhibitor
组细胞凋亡率较 inhibitor-NC组明显降低（P<0.05）。

见表2。
2.5 miR-216b-5p 和 HMGB1 靶向关系的验证

HMGB1 3' UTR 与 miR-216b-5p的结合位点采用

Targetscan软件预测，见表 3。与相应对照相比，

miR-216b-5p mimics可使转染 HMGB1-WT质粒的

MG63细胞的荧光素酶活性降低，且miR-216b-5p in‐
hibitor可使转染HMGB1-WT质粒的MG63细胞的荧

光素酶活性升高（P<0.05）；但 miR-216b-5p对转染

HMGB1-MUT质粒的MG63细胞的荧光素酶活性无

显著影响（P>0.05）。见表4。

2.6 miR-216b-5p对骨肉瘤MG63细胞中HMGB1
蛋白的表达 与 mimics-NC组相比，miR-216b-5p
mimics组细胞中HMGB1蛋白的表达水平明显降低

［（0.31±0.03）比（0.56±0.04），P<0.05］；而miR-216b-

5p inhibitor组细胞中HMGB1蛋白的表达水平比 in‐
hibitor-NC组明显升高［（0.89±0.07）比（0.58±0.05），

F =205.212，P<0.05］。

3 讨论

miRNAs与骨肉瘤的发生发展有着千丝万缕的

表1 miR-216b-5p对骨肉瘤MG63细胞吸光度值比较/x̄ ± s
组别

mimics-NC
miR-216b-5p mimics
inhibitor-NC
miR-216b-5p inhibitor
F值

P值

重复

次数

3
3
3
3

1 d
0.52±0.03
0.37±0.02①
0.50±0.03
0.76±0.05②
202.404
0.000

2 d
0.92±0.06
0.68±0.04①
0.89±0.05
1.25±0.11②
100.909
0.000

3 d
1.42±0.23
0.98±0.06①
1.45±0.25
1.86±0.32②
21.023
0.000

注：①与mimics-NC组相比，P<0.05；②与 inhibitor-NC组相比，

P<0.05。

表2 miR-216b-5p对骨肉瘤MG63细胞侵袭和凋亡能力的

比较/x̄ ± s
组别

mimics-NC
miR-216b-5p mimics
inhibitor-NC
miR-216b-5p inhibitor
F值

P值

重复

次数

3
3
3
3

侵袭细胞数

118.52±11.28
65.85±4.50①
106.76±13.45
179.48±15.26②
141.658
0.000

凋亡率/%
8.58±1.22
20.36±3.15①
9.27±1.16
2.05±0.38②
160.979
0.000

注：①与mimics-NC组相比，P<0.05；②与 inhibitor-NC组相比，

P<0.05。

表3 高迁移率族蛋白B1（HMGB1）3' UTR与miR-216b-5p
互补结合位点

基因

HMGB1

miR-216b-5p

互补核苷酸序列

5'···ACUUAUUUUGA‐
CAUGAGAGAUUA···3'

3'···AGUGUAAACGGAC‐
GUCUCUAAA···5'

组合位置

4026-4033 of
HMGB1 3' UTR

表4 各组可使转染HMGB1-WT质粒的MG63细胞荧光素

酶活性/x̄ ± s
组别

mimics-NC
miR-216b-5p mimics
inhibitor-NC
miR-216b-5p inhibitor
F值

P值

重复次数

3
3
3
3

HMGB1-WT
1.00 ±0.11
0.33± 0.02①
1.05 ± 0.09
3.64 ± 0.36②
511.390
0.000

HMGB1-
MUT

1.00± 0.06
1.02± 0.07
0.94± 0.07
0.95± 0.08
2.712
0.061

注：①与mimics-NC组相比，P<0.05；②与 inhibitor-NC组相比，

P<0.05。
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联系，miRNAs充当促癌或抑癌基因在骨肉瘤发病

进程中扮演重要角色［9-11］。抑癌基因 miR-216b-5p
与肿瘤有关，如：Yu等［6］观察到miR-216b-5p水平在

胰腺癌组织中异常降低，而miR-216b-5p过表达可

通过靶向调控TPT1抑制胰腺癌细胞增殖，诱导细胞

周期停滞和细胞凋亡。董道全［7］在 41对肾癌组织

中发现 miR-216b-5p的表达水平低于正常组织的

7.066倍，而上调miR-216b-5p可明显抑制肾癌细胞

增殖与迁移，并促进细胞凋亡。此外，He等［12］研究

发现 miR-216b-5p低表达还是 Linc00518高表达促

进前列腺癌紫杉醇抗药性的重要机制。为了探讨

miR-216b-5p在骨肉瘤中的作用，本研究通过通过

转染miR-216b-5p mimics和miR-216b-5p inhibitor上
调和下调miR-216b-5p表达，通过常规生物学手段

检测miR-216b-5p对骨肉瘤MG63细胞增殖、侵袭和

凋亡的影响。结果上调 miR-216b-5p 表达可抑制

MG63细胞增殖、侵袭。该结果与Xie等［13］研究发现

的miR-216b-5p的表达升高是长链非编码RNA TT‐
TY15低表达抑制骨肉瘤MG63细胞活力和侵袭的

重要机制相吻合。此外，上调miR-216b-5p 表达还

可诱导MG63细胞凋亡，而下调miR-216b-5p表达时

结果相反。这提示 miR-216b-5p是骨肉瘤的抑癌

基因。

HMGB1是一种细胞内典型的非组蛋白，可通过

调控DNA修复、基因转录和细胞外信号转导等在肝

癌、乳腺癌和结肠癌等多种肿瘤细胞生长和转移过

程中发挥着重要作用［14-16］。 Lv 等［17］研究指出，

HMGB1在骨肉瘤组织和细胞中高表达，且发挥着促

进肿瘤细胞增殖和迁移的作用。Meng等［18］和 Liu
等［19］还指出，骨肉瘤中高表达的HMGB1还可促进

癌细胞侵袭并抑制细胞凋亡。为了探讨miR-216b-

5p抑制骨肉瘤进展的分子机制，本研究将HMGB1
作为研究对象。HMGB1 3’UTR与 miR-216b-5p存
在互补的结合位点，同时miR-216b-5p mimics可与

HMGB1 3’UTR靶向结合降低细胞的荧光素酶活

性，并下调HMGB1蛋白的表达，而miR-216b-5p in‐
hibitor则可呈现出相反结果。结果表明，HMGB1是
miR-216b-5p的靶基因。该结果与Chen等［20］在结直

肠癌证实的HMGB1是miR-216b-5p的靶基因结果

相吻合。提示靶向调控 HMGB1表达可能是 miR-

216b-5p发挥抗骨肉瘤恶性进展的重要机制之一。

综上所述，miR-216b-5p在骨肉瘤MG63细胞中

发挥抗增殖、抗侵袭和促凋亡的作用，这可能与靶

向HMGB1有关。本研究仅从单种骨肉瘤细胞上阐

述了miR-216b-5p在骨肉瘤中的作用，miR-216b-5p
在不同骨肉瘤细胞系中的作用可能有所不同，后期

将从多种细胞株以及裸鼠移植瘤动物实验中加以

验证，以期为miR-216b-5p有望成为骨肉瘤的候选

靶基因提供新的参考依据。
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微小RNA361-5p在肺结核病人血清中水平及意义
贾宗岭 1，单富强 1，葛国昌 1，赵幸娜 2
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摘要： 目的 探究微小RNA361-5p（miR-361-5p）在肺结核病人血清中水平及意义。方法 选取 2017年 3月至 2019年 1月开

封市结核病防治所诊治的肺结核病人 136例为肺结核组；并选择同时间段内同一医院 142例健康体检者为健康对照组。比较

两组一般临床资料；以实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测两组血清miR-361-5p水平；检测血管内皮生长因子（VEGF）、肿瘤

坏死因子-α（TNF-α）、γ-干扰素（IFN-γ）水平；分析肺结核病人血清miR-361-5p水平与VEGF、TNF-α、IFN-γ的关系；回归分析肺

结核发生的影响因素；分析血清miR-361-5p对肺结核的诊断价值。结果 肺结核组血清miR-361-5p［（1.58±0.45）比（1.06±
0.31）］、VEGF［（389.39±46.85）pg/mL比（327.62±41.76）pg/mL］、TNF-α［（22.48±5.06）ng/L比（11.36±3.17）ng/L］水平均明显高于

健康对照组，IFN-γ水平［（15.58±3.36）ng/L比（26.72±4.78）ng/L］明显低于健康对照组（均P <0.05）；肺结核病人血清miR-361-

5p与VEGF、TNF-α水平呈正相关，与 IFN-γ水平呈负相关（均P <0.05）；miR-361-5p、VEGF、TNF-α是影响肺结核发生的危险因

素，IFN-γ是影响肺结核发生的保护因素（均P <0.05）；血清miR-361-5p水平对肺结核发生诊断的AUC为 0.898，截断值为 1.44，
其灵敏度为 83.8%，特异度为 88.0%。结论 肺结核病人血清miR-361-5p呈高表达，与炎症相关因子密切相关，miR-361-5p可
能与炎症相关因子相互作用，进而共同调节肺结核发生、发展。

关键词： 结核，肺； 血清； 微小RNA-361-5p； 临床意义

Detection level and clinical significance of serum miR-361-5p in patients with pulmonary tu⁃
berculosis
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Abstract： Objective To explore the level and significance of microRNA361-5p (miR-361-5p) in serum of patients with pulmonary
tuberculosis.Methods 136 cases of pulmonary tuberculosis patients treated in Kaifeng Tuberculosis Prevention and Treatment Center
from March 2017 to January 2019 were analyzed and studied, and they were called pulmonary tuberculosis group; in the same period,
142 healthy persons in our hospital were selected as the control group. The general clinical data of the two groups were compared and
analyzed; the level of serum miR-361-5p was detected by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR); the levels of vascular en‐
dothelial growth factor (VEGF), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interferon-γ (IFN-γ) were measured; the relationships between se‐
rum level of miR-361-5p and levels of VEGF, TNF-α and IFN-γ in patients with pulmonary tuberculosis were analyzed; the influencing
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