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摘要： 目的 探讨微小RNA-490-3p（miR-490-3p）对骨肉瘤MG63细胞侵袭、迁移的影响及其机制。方法 2019年 9月至

2020年 4月，从中科院上海细胞库购买人骨肉瘤细胞株MG63进行体外培养，分为对照组（未转染）、miR-NC组（转染miR-NC）、

miR-490-3p组（转染miR-490-3p mimics），miR-490-3p+pcDNA组（共转染miR-490-3p mimics与空载体）和miR-490-3p+FKBP14
组（共转染miR-490-3p mimics与FKBP14过表达载体），采用RT-PCR检测miR-490-3p表达，Transwell小室法检测细胞侵袭、迁

移，蛋白质印迹法检测钙黏蛋白 E（E-cadherin）、基质金属蛋白酶-2（MMP-2）、上皮间质转化因子 Twist转录因子（Twist）和

FK506相关蛋白 14（FKBP14）蛋白表达，双荧光素酶报告基因实验检测miR-490-3p和 FKBP14的靶向关系。结果 与对照组

比较，miR-490-3p组细胞中 miR-490-3p表达水平明显升高（3.68±0.37比 1.02±0.10，P<0.05），而侵袭细胞数（33.25±2.02比
76.52±6.00，P<0.05）、迁移细胞数（45.56±3.38比 97.85±6.45，P<0.05）及MMP-2、Twist和 FKBP14蛋白的表达水平明显降低，

E-cadherin蛋白表达水平明显升高；而miR-NC组和对照组之间差异无统计学意义（P>0.05）。双荧光素酶报告基因实验结果证

实 FKBP14是miR-490-3p的潜在靶基因。与miR-490-3p+pcDNA组比较，miR-490-3p+FKBP14组MG63细胞侵袭数、迁移数及

MMP-2、Twist、FKBP14蛋白的表达水平明显升高，而E-cadherin蛋白的表达水平明显降低（均P<0.05）。结论 miR-490-3p可
通过靶向抑制FKBP14表达降低骨肉瘤MG63细胞的侵袭和迁移能力，可作为骨肉瘤治疗的分子靶点。
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Abstract： Objective To investigate the effect of miR-490-3p on the invasion and migration of osteosarcoma MG63 cells and its
mechanism.Methods From September 2019 to April 2020,human osteosarcoma cell line MG63 was purchased from Shanghai cell
bank, Chinese Academy of Sciences, cultured in vitro and assigned into control group (untransfected), miR-NC group (transfected with
miR-NC), miR-490-3p group (transfected with miR-490-3p mimics), miR-490-3p+pcDNA group (co-transfected miR-490-3p mimics
and empty vector) and miR-490-3p+FKBP14 group (co-transfected miR-490-3p mimics and FKBP14 overexpression vector). The ex⁃
pression of miR-490-3p was detected by RT-PCR; the invasion and migration of MG63 cells were detected by Transwell; the protein ex⁃
pressions of E-cadherin, Matrix metalloproteinase-2 (MMP-2), epithelial-mesenchymal transforming factor Twist transcription factor
(Twist) and FK506-associated protein 14 (FKBP14) were detected by Western blotting. The targeting relationship of miR-490-3p and
FKBP14 was determined by double luciferase reporter gene assay.Results Compared with the control group, the expression level of
miR-490-3p in the cells of the miR-490-3p group was significantly increased [(3.68±0.37) vs. (1.02±0.10), P<0.05], while the number
of invaded cells [(33.25±2.02) vs. (76.52±6.00), P<0.05], number of migrating cells [(45.56±3.38) vs. (97.85±6.45), P<0.05] and the pro⁃
tein expression levels of MMP-2, Twist and FKBP14 reduced, and the protein expression level of E-cadherin increased, while there was
no significant difference between the miR-NC group and the control group (P>0.05). The results of double luciferase reporter gene ex⁃
periment confirmed that FKBP14 was a potential target gene of miR-490-3p. Compared with the miR-490-3p+pcDNA group, the num⁃
ber of invaded cells, number of migrating cells and the protein expression levels of MMP-2, Twist and FKBP14 in the miR-490-3p +
FKBP14 group increased, while the protein expression level of E-cadherin reduced (P<0.05).Conclusion miR-490-3p could inhibit
targeted FKBP14 expression to reduce the invasion and migration of osteosarcoma MG63 cells, which can be used as a molecular target
for osteosarcoma treatment.
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骨肉瘤是一种好发于青少年或儿童的恶性骨

肿瘤。虽然手术、化疗和放疗等常规治疗方法使病

人预后的生存率有所改善，但对多数已发生转移病

人的治疗作用并不理想［1-2］。因此，如何有效地抑制

肿瘤细胞恶性转移是治疗骨肉瘤的重要策略。研

究显示，微小RNAs（microRNAs，miRNAs）可通过调

控相关靶基因在骨肉瘤在内的多种肿瘤的发生发

展过程中发挥着致癌或抑癌作用［3-8］。微小 RNA-

490-3p（miR-490-3p）是miRNAs中的重要一员，被证

实在结肠癌、胃癌和肝癌等多种肿瘤组织或细胞中

异常低表达，且可通过调控细胞增殖、侵袭、迁移和

凋亡等过程发挥着重要的抑癌作用［9-11］。已有研究

指出，miR-490-3p在骨肉瘤组织中表达下调，且其

表达水平与远处转移、临床晚期、整体生存率和无

复发生存率显著相关［12］；而上调其表达可通过靶向

调控高迁移率族蛋白A2（HMGA2）表达抑制癌细胞

增殖并诱导细胞凋亡［13］；然而，其对骨肉瘤细胞侵

袭和迁移的作用并不明确。因此，本研究于 2019年
9月至 2020年 4月进行体外细胞实验，观察 miR-

490-3p对骨肉瘤MG63细胞侵袭和迁移的影响，旨

在探究miR-490-3p在骨肉瘤转移中的作用及其可

能机制，以期为骨肉瘤的治疗提供分子靶点。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 人骨肉瘤细胞株MG63购于

中科院上海细胞库，miR-490-3p模拟物（miR-490-

3p mimics）、miR-490-3p抑制剂（anti-miR-490-3p）及

其相应的模拟物阴性对照miR-NC、抑制剂阴性对照

（anti-miR-NC）和PCR引物购于上海吉玛公司。RP⁃
MI-1640培养基购于美国Hyclone公司，Transwell小
室购于美国 Costor公司，胰蛋白酶和胎牛血清购于

美国Gibco公司，cDNA第一链合成试剂盒购于美国

Thermo公司，LipofectamineTM2000转染试剂购于美

国 Invitrogen公司，双荧光素酶报告基因检测试剂盒

购于美国 Promega公司，兔抗人 β-肌动蛋白（β-ac⁃
tin）单克隆抗体购于北京中杉金桥公司，兔抗人

FK506相关蛋白 14（FKBP14）、基质金属蛋白酶 -2
（MMP-2）多克隆抗体购于美国Abcam公司，鼠抗人

钙黏蛋白E（E-cadherin）单克隆抗体和 Twist多克隆

抗体购于美国 Santa Cruz公司。人 FKBP1基因ORF
全长 cDNA克隆表达载体及其空载体对照购于北京

义翘神州科技有限公司。二氧化碳培养箱，美国

Thermo公司；PCR仪，美国MJ Research公司；凝胶成

像系统，美国 BioRad公司；光学显微镜和荧光显微

镜，日本Olympus公司。

1.2 细胞培养、分组与转染 以含 10%胎牛血清、

100 U/mL链霉素和 100 U/mL链霉素的 RPMI-1640

完全培养基于 5%二氧化碳、37 ℃和饱和湿度的细

胞培养箱内常规培养，待细胞贴壁生长至 90%时，

采用 0.25%胰蛋白酶消化传代。将生长状况良好的

指数期MG63细胞分为对照组（未处理）、miR-NC组

（转染 miR-NC）和 miR-490-3p组（转染 miR-490-3p
mimics）。当细胞汇合度达 70%时，参照转染试剂

LipofectamineTM2000说明书步骤将miR-490-3p mim⁃
ics及miR-NC根据实验分组转染至MG63细胞中。

转染 48 h后收集细胞进行后续miR-490-3p表达检

测、侵袭和迁移实验检测以及MMP-2、E-cadherin、
上皮间质转化因子 Twist转录因子（Twist）蛋白检

测。实验后期另设miR-490-3p+pcDNA组（共转染

miR-490-3p mimics和空载体对照）、miR-490-3p+
FKBP14组（共转染miR-490-3p mimics和FKBP14表
达载体），参照上述方法转染 48 h后，收集对照组、

模拟物阴性对照（miR-NC）组、miR-490-3p模拟物

（miR-490-3p）组、miR-490-3p模拟物+空载体对照

（miR-490-3p+pcDNA）组和miR-490-3p模拟物+FK⁃
BP14表达载体（miR-490-3p+FKBP14）组细胞进行

侵袭和迁移实验以及MMP-2、E-cadherin、Twist、FK⁃
BP14蛋白检测。

1.3 实时荧光定量 PCR检测miR-490-3p的表达

收集“1.2”中转染 48 h后的待测细胞，加入 1mL
Trizol试剂提取总RNA，并对RNA的浓度进行检测。

再按照 cDNA第一链合成试剂盒说明书将RNA逆转

录合成单链 cDNA，将 1 μL cDNA作为模板，加入

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 10 μL、浓度为

10 μmol PCR正反引物各 0.5 μL和双蒸水 8 μL制成

20 μL PCR反应体系，上PCR仪，并设定反应程序为

95 ℃、3 min（1个循环），95 ℃、30 s，58 ℃、30 s，
72 ℃、30 s（共 40个循环），待循环结束后记录数据，

以 U6为内参基因，2−∆∆Ct法计算 miR-490-3p的表达

水平。

1.4 Transwell小室法检测细胞侵袭和迁移 收集

“1.2”中转染 48 h后的细胞，调整细胞密度为 1×105
个/毫升。实验前提前 1 d将 Transwell小室放入 24
孔板内，加入 100 μL稀释的Matrigel基质胶（无血清

培养基稀释）室温下充分凝固。次日，取细胞悬液

200 μL加入到Transwell小室上层，并在小室下层加

入 500 μL含血清的培养基，每组设 3个复孔。在细

胞培养箱中常规培养 24 h后，吸去上室液体并以棉

签小心擦去残留的细胞，以 4%多聚甲醛对下室细

胞进行固定 30 min。去固定液后，以 0.1%结晶紫染

色 15 min。去染色液后，在显微镜下随机选取 3个
视野统计穿膜细胞数，结果以 3个视野细胞数的均

值表示侵袭细胞中。迁移实验中无需对 Transwell
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小室铺Matrigel基质胶，其余步骤同侵袭实验。

1.5 蛋白质印迹法检测MMP-2、E-cadherin、Twist
和FKBP14蛋白的表达 向待测细胞中加入通用蛋

白裂解液于冰上裂解抽提总蛋白后，BCA法检测总

蛋蛋白浓度与纯度。向蛋白样品中加入 1/4体积的

5×上样缓冲液于 100 ℃中变性 6 min。取蛋白样品

80 μg加入到 SDS-PAGE凝胶孔中进行电泳。电泳

结束后，转膜。将 PVDF膜放入脱脂奶粉中封闭 2
h。经 1×TBST溶液洗膜后，放入MMP-2（1∶800）、E-

cadherin（1∶800）、Twist（1∶1 000）、FKBP14（1∶1 000）
和β-actin（1∶1 000）一抗工作液中，并于 4 ℃下孵育

过夜。次日，经 1×TBST溶液洗膜后，加入辣根过氧

化酶标记的二抗（1∶2 000）室温孵育 1 h。ECL显影

后，凝胶成像系统扫描，并以 β-actin为内参分析目

的蛋白的表达水平。

1.6 荧光素酶实验测定miR-490-3p和 FKBP14的
靶向关系 采用 TargetScan、miRanda和miRBase三
大生物信息学软件预测到FKBP14的 3’UTR存在能

够与 miR-490-3p互补结合的位点，为了验证 miR-

490-3p与 FKBP14是否存在靶向关系，构建含 FK⁃
BP14 3’UTR野生结构（野生型 FKBP14-WT）和 FK⁃
BP14 3’UTR突变结构（FKBP14-MUT）的FKBP14 3’
UTR荧光数酶报告载体。按照转染试剂说明书步

骤 行 miR-NC+FKBP14-WT、miR-490-3p（mimics）+
FKBP14-WT、 miR-NC+FKBP14-MUT、 miR-490-3p
（mimics）+FKBP14-MUT四组共转染，在培养箱中培

养 48 h后，收集各组细胞检测其荧光素酶活性，具

体步骤参照双荧光素酶报告基因检测试剂盒说

明书。

1.7 统计学方法 实验数据以 x̄ ± s形式表示，采用

SPSS 22.0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。miR-NC+FKBP14-

WT组与miR-490-3p+FKBP14-WT组及miR-NC+FK⁃
BP14-MUT 组与 miR-490-3p+FKBP14-MUT 组荧光

素酶活性比较采用独立样本 t检验。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 转染miR-490-3p模拟物后MG63细胞中miR-

490-3p表达升高 与对照组 1.02±0.10比较，miR-

490-3p在miR-NC组细胞中的表达 0.96±0.09未见明

显改变（P>0.05），但在miR-490-3p组细胞中的表达

水平3.68±0.37明显升高（P<0.05）。

2.2 上调 miR-490-3p抑制 MG63细胞侵袭和迁

移 与对照组（76.52±6.00、97.85±6.45）比较，miR-

490-3p组中侵袭细胞数和迁移细胞数（73.48±5.35、
98.02±5.84）均明显增多（P<0.05）；但 miR-NC 组

（73.48±5.35、98.02±5.84）和对照组相比数量差异无

统计学意义（P>0.05）。三组侵袭细胞数与迁移细胞

数比较差异无统计学意义（F=76.42、94.45，均 P<
0.001），见图1。
2.3 上调 miR-490-3p 抑制 MG63 细胞中 E-cad⁃
herin、MMP-2、Twist和 FKBP14蛋白的表达 与

对照组比较，miR-490-3p组细胞中MMP-2、Twist和
FKBP14蛋白的表达水平明显降低，而E-cadherin蛋
白的表达水平明显升高（P<0.05），但miR-NC组与对

照组比较未见明显改变（P>0.05）。见图2，表1。

2.4 FKBP14是miR-490-3p潜在靶基因 FKBP14
3' UTR与 miR-490-3p存在互补的结合位点。与

miR-NC+FKBP14-WT组比较，miR-490-3p+FKBP14-

WT组细胞的荧光素酶活性明显降低（0.34±0.03比
1.02±0.06，t=17.56，P<0.05），但 miR-NC+FKBP14-

MUT组和miR-490-3p+FKBP14-MUT组细胞的荧光

素酶活性未见显著差异（0.97±0.06比 0.99±0.07，t=
0.38，P=0.726）。FKBP14引物序列为 5'UACCAC⁃
GACAUGAGACCAGGUUA3'，miR-490-3p引物序列

为 3'GUCGUACCUCAGGAGGUCCAAC5'，结合位点

为319-326 of FKBP14 3' UTR。

1

2

3

4

5

6 7 8

9 10

11 12

注：1—β-肌动蛋白（β-actin）；2—钙黏蛋白 E（E-cadherin）；3—
基质金属蛋白酶-2（MMP-2）；4—上皮间质转化因子 Twist转录因子

（Twist）；5—FK506相关蛋白 14（FKBP14）；6—对照组；7—模拟物阴

性对照（miR-NC）组；8—miR-490-3p模拟物（miR-490-3p）组。

图2 蛋白质印迹法检测E-cadherin、MMP-2、Twist和FKBP14
蛋白的表达

表1 各组细胞中E-cadherin、MMP-2、Twist和FKBP14蛋白的

表达水平/x̄ ± s
组别

对照组

miR-NC
miR-490-3p
F值

P值

重复

次数

3
3
3

E-cadherin
0.12±0.03
0.13±0.02
0.46±0.03①
153.14
<0.001

MMP-2
0.76±0.05
0.78±0.06
0.38±0.03①
65.31
<0.001

Twist
0.72±0.06
0.74±0.05
0.33±0.03①
68.70
<0.001

FKBP14
0.68±0.04
0.73±0.06
0.27±0.03①
93.98
<0.001

注：E-cadherin为钙黏蛋白E，MMP-2为基质金属蛋白酶-2，Twist
为上皮间质转化因子 Twist转录因子，FKBP14为 FK506相关蛋白

14，miR-NC为模拟物阴性对照，miR-490-3p为miR-490-3p模拟物。

①与对照组比较，P<0.05。
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2.5 上调 FKBP14表达逆转miR-490-3p对MG63
细胞侵袭和迁移的抑制作用 与对照组比较，miR-

490-3p组中侵袭细胞数、迁移细胞数和 FKBP14、
MMP-2、Twist蛋白的表达水平明显降低，E-cadherin
蛋白的表达水平明显升高（P<0.05）；而miR-NC组与

miR-490-3p组之间差异无统计学意义（P>0.05）；与

miR-490-3p组比较，miR-490-3p+FKBP14组中侵袭

细胞数、迁移细胞数和 FKBP14、MMP-2、Twist蛋白

的表达水平明显升高，E-cadherin蛋白的表达水平

明显降低（P<0.05），但 miR-490-3p组与 miR-490-

3p+pcDNA组之间上述指标差异无统计学意义（P>
0.05）。见图3，表2。
3 讨论

本研究成功上调骨肉瘤MG63细胞中miR-490-

3p表达后发现，MG63细胞侵袭和迁移能力明显受

到抑制。miR-490-3p是一种进化上高度保守的

miRNA，定位于人 17号染色体上；被证实可通过调

控相关靶基因在肿瘤恶性转移过程中发挥着重要

的抑制作用［14］。Kang等［15］在食管鳞状细胞癌研究

指出，上调 miR-490-3p表达可通过靶向调控 HM⁃
GA2抑制肿瘤细胞的侵袭、迁移和上皮间质转化。

Fan、Zhang［16］研究指出，miR-490-3p在前列腺癌 PCa
细胞中表达下调，下调其表达可靶向调控HDAC2促
进癌细胞的侵袭和迁移。本研究结果在骨肉瘤中

进一步证实 miR-490-3p抗肿瘤细胞转移的作用。

这提示，miR-490-3p可能在骨肉瘤恶性转移过程中

发挥着重要的抑制作用。

为了探讨miR-490-3p抑制MG63细胞转移的分

子机制，本研究采用蛋白质印迹法检测发现，上调

miR-490-3p 表达后可使 MG63 细胞中 MMP-2 和

Twist表达降低，而 E-cadherin表达升高。MMP-2是
基质金属蛋白酶家族成员，可降解细胞外基质中的

胶原蛋白，在骨肉瘤细胞侵袭和迁移过程中发挥着

重要作用［17-18］；上皮间质转化是赋予细胞侵袭和迁

移能力的生物学过程，而 E-cadherin是重要的上皮

标志物，Twist是细胞发生上皮间质转化的重要诱导

因子，主要功能是抑制 E-cadherin表达［19］。E-cad⁃
herin和 Twist均在骨肉瘤组织中异常表达，在肿瘤

细胞侵袭和转移过程中发挥着重要作用［20-21］。结果

提示，miR-490-3p可能通过抑制MG63细胞上皮间

质转化进而减弱癌细胞侵袭和迁移。

另外，本研究还发现，miR-490-3p表达上调还

可以引起MG63细胞中FKBP14表达降低。FKBP14
是 FK506结合蛋白家族成员，具有受体信号传导、

激酶活性和蛋白折叠等多种生物功能，其在胃癌和

卵巢癌等多种肿瘤中异常高表达，可通过调控细胞

侵袭、迁移等过程促进肿瘤的发生发展［22-23］。同时，

本研究采用生物信息学软件预测发现，FKBP14 3’
UTR区域存在能够与miR-490-3p互补的结合位点。

双荧光素酶实验证实，FKBP14是miR-490-3p的潜

在靶基因。Huang等［24］和Wang等［25］研究证实 FK⁃
BP14在骨肉瘤组织和细胞系中过度表达，其表达水

平与肿瘤转移、复发和不良生存时间等有关；可通

过促进癌细胞侵袭和粘附等在骨肉瘤的恶性进展

中发挥着积极作用。本研究转染FKBP14表达质粒

成功上调FKBP14表达后发现，FKBP14可逆转miR-

1

2

3

4

5

6 7 8 9 10

11 12

注：1—β-肌动蛋白（β-actin）；2—钙黏蛋白 E（E-cadherin）；3—
基质金属蛋白酶-2（MMP-2）；4—上皮间质转化因子 Twist转录因子

（Twist）；5—FK506相关蛋白 14（FKBP14）；6—对照组；7—模拟物阴

性对照（miR-NC）组；8—miR-490-3p模拟物（miR-490-3p）组；9—
miR-490-3p模拟物+空载体对照（miR-490-3p+pcDNA）；10—miR-

490-3p模拟物+FKBP14表达载体（miR-490-3p+FKBP14）。

图3 蛋白质印迹法检测FKBP14、Twist、MMP-2
和E-cadherin蛋白的表达

表2 各组侵袭细胞数、迁移细胞数和FK506相关蛋白14、上皮间质转化因子Twist转录因子、基质金属蛋白酶-2和钙黏蛋白E
蛋白表达水平/x̄ ± s

组别

Control
miR-NC
miR-490-3p
miR-490-3p+pcDNA
miR-490-3p+FKBP14
F值

P值

重复次数

3
3
3
3
3

侵袭细胞数

78.64±5.56
75.55±5.18
34.43±2.15①
35.05±2.36
63.58±4.13②
81.44
<0.001

迁移细胞数

102.25±5.54
99.73±6.25
48.38±3.43①
50.15±3.62
87.68±6.54②
76.59
<0.001

FKBP14
0.65±0.05
0.67±0.04
0.24±0.03①
0.26±0.03
0.48±0.04②
84.50
<0.001

Twist
0.66±0.04
0.68±0.05
0.21±0.03①
0.22±0.03
0.38±0.03②
116.03
<0.001

MMP-2
0.83±0.06
0.80±0.05
0.42±0.03①
0.38±0.04
0.54±0.04②
65.12
<0.001

E-cadherin
0.16±0.03
0.14±0.02
0.45±0.03①
0.48±0.03
0.18±0.03②
105.83
<0.001

注：FKBP14为FK506相关蛋白14，Twist为上皮间质转化因子Twist转录因子，MMP-2为基质金属蛋白酶-2，E-cadherin为钙黏蛋白E。
①与miR-NC组比较，P<0.05。②与miR-490-3p+pcDNA组比较，P<0.05。
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490-3p对MG63细胞侵袭、迁移以及FKBP14、Twist、
MMP-2和 E-cadherin蛋白表达的调控作用。这提

示，miR-490-3p可通过靶向调控 FKBP14表达抑制

骨肉瘤MG63细胞侵袭和迁移。

本研究首次通过体外细胞实验探究了上调

miR-490-3p可靶向抑制 FKBP14的表达降低骨肉瘤

细胞的迁移和侵袭能力，miR-490-3p/FKBP14轴可

能为骨肉瘤的治疗提供了潜在的分子靶标。但本

研究仅在细胞层面进行了探究，且miR-490-3p/FK⁃
BP14轴下游信号通路对骨肉瘤转移的影响也还未

进行探究，因此，本研究接下来将进一步通过动物

实验在体内验证miR-490-3p/FKBP14轴在骨肉瘤发

生发展中的作用，并深入探究其下游信号通路对骨

肉瘤发生发展的影响，为深入了解骨肉瘤发生发展

的机制及其治疗靶点的选择提供实验依据。

（本文图1，4见封三）
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