
ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０５Ｅ０１８０３９ ·基础研究·

ｍｉＲＮＡ１０ｂ靶向调控 Ｔｗｉｓｔ促进骨肉瘤细胞增殖与侵袭的研究
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［摘　要］　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ１０ｂ对骨肉瘤细胞ＭＧ６３增殖与侵袭能力的影响及潜在作用机制。方法　应用实时荧光定
量ＰＣＲ检测人骨肉瘤组织和癌旁正常骨组织中ｍｉＲ１０ｂ的表达差异。将ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ和Ｔｗｉｓｔ特异性的ｓｉＲＮＡ（ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ）分
别通过脂质体转染法转染入骨肉瘤细胞系 ＭＧ６３，应用 ＲＴＰＣＲ检测细胞中 ｍｉＲ１０ｂ和 ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ的表达，采用蛋白质印迹法
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测Ｔｗｉｓｔ及内参 βａｃｔｉｎ蛋白表达水平，采用 ＭＴＴ［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）５（３ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）２（４
ｓｕｌｆｏｐｈｅｎｙｌ）２Ｈｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ］法检测ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ及ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ对人骨肉瘤细胞系ＭＧ６３增殖能力的影响；采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭
实验检测ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ及ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ对人骨肉瘤细胞系ＭＧ６３侵袭能力的影响。结果　与正常癌旁骨组织相比，ｍｉＲ１０ｂ在骨
肉瘤组织中呈现明显高表达，差异具有极显著性统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ可使ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和蛋白表达水平升高，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），同时可显著增强ＭＧ６３细胞的增殖与侵袭能力（Ｐ＜０．０５），而转染ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ和ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ的
ＭＧ６３细胞的增殖与侵袭能力较仅转染 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ的 ＭＧ６３细胞显著减弱（Ｐ＜０．０５）。结论　人骨肉瘤细胞系 ＭＧ６３中
ｍｉＲ１０ｂ的表达上调，可能通过靶向激活Ｔｗｉｓｔ信号通路促进骨肉瘤细胞的异常增殖与远处侵袭。
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　　骨肉瘤是临床上最常见的原发恶性骨肿瘤，青少
年发病率较高，多发生于长骨干骺端，具有高度恶性、进

展快、易发生早期肺转移、复发率高等特点，因此治疗效

果与预后均较差［１３］。在当前治疗效果不佳的情况下，

骨肉瘤基因水平的治疗一直是临床与基础研究的热点，

但目前尚无有效的分子靶向药物能够应用在临床治疗

中。因此本研究通过探寻能够有效阻断骨肉瘤细胞迁

移和侵袭的小分子，为临床上骨肉瘤的防治提供新靶

点。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类长度为
１８～２５个核苷酸的小分子内源性非编码ＲＮＡ，通过结合
ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ调节ｍＲＮＡ翻译或降解来影响多种基因
表达，参与多种细胞生物学事件的调控，如细胞增殖、分

化、侵袭及凋亡等［４５］。研究表明，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１０ｂ（ｍｉＲ
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１０ｂ）的异常激活在肺癌、乳腺癌、肝癌、结肠癌以及骨肉
瘤等恶性肿瘤的发生发展中发挥重要作用［６７］。有学者

发现骨肉瘤组织和骨肉瘤细胞中均存在ｍｉＲ１０ｂ的显
著高表达，但其在骨肉瘤细胞中的作用机制尚不清

楚［８］。因此，本研究将进一步探索ｍｉＲ１０ｂ在骨肉瘤细
胞系中的功能及生物学机制。

１　材料与方法

１．１　材料
人骨肉瘤细胞系 ＭＧ６３由北京航天航空大学生

命科学院肿瘤实验室馈赠；ＤＭＥＭ细胞培养液购自美
国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；特优级胎牛血清购自天津皓洋生物
有限公司；ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ序列（５′ＵＡＣＣＣＵＧＵＡＧＡＡ
ＣＣＧＡＡＵＵＵＧＵＧ３′，３′ＣＡＡＡＵＵＣＧＧＵＵＣＵＡＣＡＧＧＧＵ
ＡＵＵ５′），阴性对照序列（５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣ
ＧＵＴＴ３′，３′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ５′）；ｍｉＲ
１０ｂｑＰＣＲＱｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎＫｉｔ、Ｕ６ｓｎＲＮＡｑＲＮＡｑＰＣＲＮｏｒ
ｍａｌｉｚａｔｉｏｎＫｉｔ均由广州瑞博生物技术有限公司化学合
成；Ｔｗｉｓｔ靶向ｓｉＲＮＡ委托上海吉凯基因化学技术有限
公司化学合成；Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＰＣＲ引物和核酸分子质量标准购自大连Ｔａｋａｒａ宝
生物有限公司；多克隆兔抗人Ｔｗｉｓｔ购自美国ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＣＳＴ）有限公司；βａｃｔｉｎ多克隆兔抗
人抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；中分子
量Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ购自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＥＣＬ发光试
剂盒购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；细胞及蛋白 ＩＰ裂解液（ＲＩ
ＰＡ）及ＢＣＡ蛋白定量试剂盒均购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈ
ｅｒ公司；ＭＴＴ试剂（ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６ ＡＱｕｅｏｕｓｏｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｓａｙ）购自日本同仁生物公司；２４孔Ｔｒ
ａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径８μｍ）购自ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ公司；人工
基质胶 ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；细胞恒温培养
箱购自日本三洋ＳＡＮＹＯ科学仪器有限公司，ＰＣＲ扩增
仪以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳仪均购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　临床标本收集与细胞培养　本研究所收集的
人骨肉瘤组织（ｎ＝２１）和对应癌旁正常骨组织（ｎ＝
２１）均取自河北医科大学第一附属医院骨外科就诊骨
肉瘤患者手术切除标本。纳入本研究的所有临床标本

取材均通过所在医院伦理委员会审批许可，仅用于实

验研究。所有患者在手术前均填写知情同意书。新鲜

标本经液氮冻存用于组织 ＲＮＡ的提取。人骨肉瘤细
胞系 ＭＧ６３采用 ＤＭＤＭ培养基加 １０％胎牛血清于
３７℃，５％ＣＯ２恒温培养箱培养。
１．２．２　细胞转染　　取５×１０４个处于对数生长期的

ＭＧ６３细胞，接种于６孔板中，培养２４ｈ待细胞密度
达到７０％ ～８０％贴壁后，按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００说
明书操作步骤将ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ及其阴性对照或ｍｉＲ
１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及其阴性对照分别转染入人骨肉瘤细胞
系ＭＧ６３。在细胞培养箱中培养６～８ｈ后更换新鲜
含血清的完全培养基，转染完成并继续培养２４ｈ。
１．２．３　荧光定量 ＰＣＲ　　Ｔｗｉｓｔ和 βａｃｔｉｎ的引物由
北京天一辉远生物技术公司合成，引物序列分别为

Ｔｗｉｓｔ：上游 ５′ＣＴＣＡＡＧＣＣＴＴＣＣＡＡＣＣＴＣ３′，下游 ５′
ＴＴＣＣＡＣＧＧＣＡＣＣＴＴＡＴＴＴ３′；βａｃｔｉｎ：上 游 ５′ＴＧＡＡ
ＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧＧ３′，下游５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴ
ＴＧＣＴＧＴＡ３′。ｍｉＲ１０ｂ检测试剂盒购于广州锐博生
物公司（ｍｉＲＱ０００００５６１２），靶向序列为 ５′ＧＵＧ
ＣＡＵＵＧＵＡＧＵＵＧＣＡＵＵＧＣＡ３′。分别用ｍｉＲ１０ｂ和Ｕ６
引物于荧光定量 ＰＣＲ仪（Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０）进行 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ扩增，以 Ｕ６作参照。ＰＣＲ反应条件：９５℃
预变性３ｍｉｎ，９２℃变性１２ｓ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延
伸３０ｓ，共进行４０个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ，扩增
产物４℃保存。完成 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ后对其熔解曲线
进行分析，并分析ＰＣＲ产物是否特异。按２－ΔΔＣｔ公式
对实时定量ＰＣＲ结果进行统计分析。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　将已处理好的贴壁细胞
用预热的ＰＢＳ洗涤后转移到ＥＰ管，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃去上清，将收集到的细胞加入细胞裂解液裂
解后，取上清液于 －２０℃储存。上样，８０Ｖ电泳积聚
蛋白，１００Ｖ电压使蛋白分离并转膜，５％脱脂牛奶封
闭１ｈ。用多克隆兔抗人的Ｔｗｉｓｔ（１∶７５０）、多克隆兔抗
人βａｃｔｉｎ（１∶２０００）分别与膜接触４℃孵育过夜后，用
ＴＢＳＴ在脱色摇床下洗膜５ｍｉｎ×３次，在加辣根酶标
记羊抗兔 ＩｇＧ，室温下孵育 １ｈ后，用 ＴＢＳＴ洗膜
５ｍｉｎ×３次，加入ＥＣＬ化学发光显示剂在室温下反应
１ｍｉｎ后，用Ｘ射线光片曝光，然后定影、显影。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验　　提前在４℃融解
Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶，每个聚碳酸酯微孔膜表面铺以４０μＬ
稀释的 ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ与无血清培养基之比为
１∶３），放入培养箱中４ｈ凝固备用。将处于对数生长
期ＭＧ６３细胞在无血清 ＩＭＤＭ培养液饥饿培养２４ｈ
后，使用０．２５％ ＥＤＴＡ胰蛋白酶消化，接着无血清ＩＭ
ＤＭ培养基悬浮成单细胞悬液，将细胞密度调整至
４×１０５／ｍＬ。每个小室上室中加入无血清细胞悬液
２００μＬ，同时按实验分组进行处理，每组设３个复孔，
在侵袭小室的下室加入含１０％胎牛血清的细胞培养
液ＤＭＥＭ，每孔６００μＬ，培养箱中培养２４ｈ。取出小
室，用ＰＢＳ洗涤２次去除培养基，湿棉签擦去小室上
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层未穿过细胞，甲醇固定２０ｍｉｎ之后，置于室温晾干。
进一步使用结晶紫染色２０ｍｉｎ。染色完后在倒置显微
镜下观察穿过膜的细胞数，计数中间及四周５个高倍
（４００倍）镜下视野细胞数，计算平均数。
１．２．６　ＭＴＴ细胞增殖实验　　将处于对数生长期的
ＭＧ６３细胞消化、重悬后按照１０００／１００μＬ的密度接
种于９６孔板，每组间设置６个复孔，９６孔板周围一圈
加入２００μＬ体积的 ＰＢＳ，防止实验组孔内培养基蒸
发。将９６孔板放置于培养箱中常规培养，随后于接种
后１２、２４、４８ｈ于每孔加入５０μＬＭＴＴ试剂，继续孵箱
孵育２～４ｈ。孵育完毕后除去培养基，加入 １００μＬ
ＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ。在波长５７０ｎｍ测定样品ＯＤ值。
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件进行 ｔ检验及方差分
析，所有数值用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义；Ｐ＜０．０１为差异有极显著性统计
学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ１０ｂ在骨肉瘤组织中高表达
实时定量 ＰＣＲ检测 ｍｉＲ１０ｂ在人骨肉瘤组织和

正常癌旁组织中表达，发现 ｍｉＲ１０ｂ在骨肉瘤组织中
表达显著高于正常癌旁组织，差异具有极显著性统计

学意义（Ｐ＜０．０１），见图１。说明该ｍｉＲ１０ｂ的异常高
表达可能与骨肉瘤生物学功能相关。

：与正常癌旁组织比较，Ｐ＜０．０１
图１　ｍｉＲ１０ｂ在骨肉瘤组织和癌旁正常骨组织中的表达比较

２．２　ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ转染ＭＧ６３细胞上调ｍｉＲ１０ｂ
的表达

在ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ转染ＭＧ６３细胞２４ｈ后，荧光
检测结果显示转染了 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ的细胞中可见携
带ＧＦＰ绿色荧光蛋白，表明转染成功（图２ａ）。提取
细胞总ｍｉＲＮＡ进行ＲＴＰＣＲ验证，结果显示与空白组
和阴性对照组相比，转染 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ后的 ＭＧ６３
细胞的 ｍｉＲ１０ｂ表达水平显著增加，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），见图２ｂ。

ａ：ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ转染（×４００）；ｂ：ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ１０ｂ表达
水平　：与其他两组比较，Ｐ＜０．０５
图２　转染ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ后ＭＧ６３细胞ｍｉＲ１０ｂ的表达

２．３　过表达ｍｉＲ１０ｂ促进骨肉瘤细胞系侵袭
采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验检测 ｍｉＲ１０ｂ过表

达对ＭＧ６３细胞侵袭能力的影响。结果显示：转染
ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ并培养ＭＧ６３细胞４８ｈ后，穿过侵袭
小室微孔膜的细胞数明显高于阴性对照组和空白对照

组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３。

ａ：细胞侵袭实验检测ＭＧ６３细胞侵袭能力（结晶紫染色 ×２００）；ｂ：侵袭实验结果统计分析　：与其他两组比较，Ｐ＜０．０５
图３　转染ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ对ＭＧ６３细胞侵袭能力的影响
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２．４　过表达ｍｉＲ１０ｂ促进骨肉瘤细胞系增殖
采用ＭＴＴ法检测过表达 ｍｉＲ１０ｂ对 ＭＧ６３细胞

增殖能力的影响。结果显示：阴性对照组和空白对照

组ＭＧ６３细胞增殖无明显差异。与阴性对照组相比，
ｍｉＲ１０ｂ过表达组的增殖能力显著升高，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。
２．５　过表达ｍｉＲ１０ｂ促进Ｔｗｉｓｔ基因表达

转染ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ后４８ｈ提取细胞总蛋白，采
用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ１０ｂ过表达对
ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。结果显示，与空白
对照组和阴性对照组相比，转染 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ后的

ＭＧ６３细胞的ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著增
加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图５。

图４　转染ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ对ＭＧ６３细胞增殖能力的影响

ａ：ＲＴＰＣＲ检测ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ表达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔｗｉｓｔ蛋白表达；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果定量分析　：与其他两组比较，Ｐ＜０．０５
图５　转染ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ对ＭＧ６３细胞ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

２．６　靶向沉默 Ｔｗｉｓｔ对 ｍｉＲ１０ｂ调节的 ＭＧ６３细胞
增殖与侵袭能力的影响

在转染ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ的ＭＧ６３细胞中同时转染
ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ。ＭＴＴ实验结果显示：ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ和ｍｉＲ
１０ｂｍｉｍｉｃ同时转染ＭＧ６３细胞４８ｈ后，其细胞增殖
能力明显低于 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ和 ｓｉＲＮＡＮＣ转染的
ＭＧ６３细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图６。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示：ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ和 ｍｉＲ１０ｂ
ｍｉｍｉｃ同时转染ＭＧ６３细胞４８ｈ后，穿过侵袭小室微
孔膜的细胞数明显低于ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ和ｓｉＲＮＡＮＣ

转染的 ＭＧ６３细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见图７。

图６　ＭＴＴ实验检测细胞增殖能力

ａ：细胞侵袭实验检测ＭＧ６３细胞侵袭能力（×４００）；ｂ：侵袭实验结果统计分析　：与其他两组比较，Ｐ＜０．０１
图７　ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ对ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ调节的ＭＧ６３细胞侵袭与增殖能力的影响

３　讨论

骨肉瘤恶性程度高，预后差且容易发生肺部转移，

临床上常采用手术联合放化疗的个体化综合治疗方

案，但患者的治疗效果与预后情况仍旧差强人意［９１０］。

因此，有学者提出骨肉瘤的治疗应从基因水平着手，寻

求骨肉瘤具有高度特异性的治疗靶点是研究的核

心［２，１１］。近年来研究表明 ｍｉＲＮＡ具有广泛的基因调
节功能，能够从多个层面对下游靶基因进行调控，进而

对一系列生物学进程产生影响，如胚胎早期发育、细胞

增殖、凋亡以及侵袭转移等。ｍｉＲＮＡ是一类内源性生
成、长度大概为２０～２４个核苷酸的小 ＲＮＡ，是发夹结
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构的７０～９０个碱基大小的单链 ＲＮＡ前体经过 Ｄｉｃｅｒ
酶加工后生成［１２１３］。日益增多的研究表明 ｍｉＲ１０ｂ
的异常表达可能参与了包括骨肉瘤在内的人类多种恶

性肿瘤疾病的发病过程［１４１９］。有学者研究 ｍｉＲＮＡ在
骨肉瘤的发生、发展中的作用，认为骨肉瘤的生物学行

为和一些 ｍｉＲＮＡ家族成员有密切的关系。Ｍａ等［１４］

发现过表达 ｍｉＲ１０ｂ能够促进 ＴＧＦβ１介导的胶质母
细胞瘤增殖、侵袭和上皮间质转化发生。在乳腺癌中

淋巴结阳性组和Ｋｉ６７高评分组中 ｍｉＲ１０ｂ均呈现高
表达，其可作为乳腺癌临床诊断标记物和新型治疗靶

点［１５１６］。在髓母细胞瘤中，ｍｉＲ１０ｂ表达异常升高且
能促进细胞增殖与存活［１７］。在非小细胞肺癌和子宫

内膜癌中 ｍｉＲ１０ｂ能够促进肿瘤细胞增殖与侵袭，从
而促进恶性肿瘤的进展［１８１９］。在本研究中，我们首先

收集骨肉瘤临床标本组织和相应的癌旁正常组织，在

组织水平检测骨肉瘤发病过程中是否存在ｍｉＲ１０ｂ的
异常表达，结果显示与邻近癌旁组织相比，骨肉瘤组织

中的ｍｉＲ１０ｂ表达显著升高。然而目前对于 ｍｉＲ１０ｂ
在骨肉瘤中的表达变化尚存在争议。Ｒｏｂｅｒｔｏ等［２０］发

现ｍｉＲ１０ｂ在骨肉瘤组织中是下调的，作为一个肿瘤
抑制因子参与骨肉瘤发病过程的调控。因此，为了解

目前存在的争议，我们在以后的研究中将进一步扩大

骨肉瘤组织标本的样本量进行验证。

Ｔｗｉｓｔ基因的核苷酸和氨基酸序列高度保守，属于
碱性螺旋－环－螺旋（ｂａｓｉｃｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ｂＨＬＨ）转
录因子家族，人Ｔｗｉｓｔ基因位于染色体的７ｐ２ｌ．２，含有
２个外显子和１个内含子，ｍＲＮＡ全长１６６９ｂｐ。既往
研究显示Ｔｗｉｓｔ在胚胎发育中具有重要作用，Ｔｗｉｓｔ也
参与了多种恶性肿瘤发病的全过程，与恶性肿瘤侵袭、

转移关系密切［２１２２］。近年来研究者发现 Ｔｗｉｓｔ与多种
肿瘤的发生发展密切相关，如前列腺癌、肝细胞癌、非

小细胞肺癌以及骨肉瘤等，Ｔｗｉｓｔ在这些肿瘤组织中均
呈现异常高表达［２３２８］。有研究表明 Ｔｗｉｓｔ作为多种
ｍｉｃｒｏＲＮＡ的下游调控靶基因，能够通过进一步调控下
游靶基因对一系列诸如细胞增殖、分化、凋亡、侵袭等

生物学事件进行干预，最终影响多种肿瘤的发生发展。

在卵巢上皮癌中 ｍｉＲ２１９５ｐ通过靶向调控 Ｔｗｉｓｔ／
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路来抑制细胞增殖、迁移和侵
袭［２９］。在乳腺癌中 ｍｉＲ３７３通过激活 ＨＩＦ１αＴｗｉｓｔ
轴来促进乳腺癌细胞上皮间质转化和远处侵袭转

移［３０］。但是在骨肉瘤中，ｍｉＲ１０ｂ是否参与发病及其
在骨肉瘤细胞的侵袭中的作用及分子机制目前尚未见

报道。因此，我们进一步检测了 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ对
Ｔｗｉｓｔ表达的影响。本研究显示，与空白对照组和转染

阴性对照质粒组相比，转染 ｍｉＲ１０ｂ的骨肉瘤 ＭＧ６３
细胞ＴｗｉｓｔｍＲＮＡ和蛋白表达均显著增高，同时伴随着
细胞增殖、侵袭能力均明显增强，提示ｍｉＲ１０ｂ可能通
过上调Ｔｗｉｓｔ基因的表达进而影响骨肉瘤的进展。我
们进一步采用 ＴｗｉｓｔｓｉＲＮＡ干预，结果显示 ＴｗｉｓｔｓｉＲ
ＮＡ能够显著减弱 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ上调介导的骨肉瘤
ＭＧ６３细胞增殖与侵袭，表明Ｔｗｉｓｔ在ｍｉＲ１０ｂ介导的
骨肉瘤ＭＧ６３细胞增殖与侵袭中发挥重要作用。既
往研究发现Ｔｗｉｓｔ基因可作为多种不同ｍｉＲＮＡ的下游
靶基因并受上游ｍｉＲＮＡ的调控，从而参与多种类型肿
瘤的发病［３１３２］。而Ｔｗｉｓｔ作为 ｍｉＲ１０ｂ的下游调控基
因参与骨肉瘤细胞增殖与侵袭的调控目前是首次发

现。因此，基于以上研究我们推测 ｍｉＲ１０ｂ可能通过
激活Ｔｗｉｓｔ信号通路调控下游靶基因转录激活，从而
促进骨肉瘤细胞ＭＧ６３的异常增殖和远处侵袭转移，
最终导致骨肉瘤的发生发展。

综上所述，本研究发现骨肉瘤组织中 ｍｉＲ１０ｂ的
表达上调，可能通过激活 Ｔｗｉｓｔ基因促进骨肉瘤细胞
的远处侵袭转移和异常增殖。因此，深入研究 ｍｉＲ
１０ｂ和Ｔｗｉｓｔ基因在人类骨肉瘤发生、发展中的作用及
其调节机制，通过靶向拮抗ｍｉＲ１０ｂ和Ｔｗｉｓｔ基因相关
分子，从而抑制肿瘤细胞的侵袭转移和增殖，这将为骨

肉瘤的特异性治疗提供新的思路和依据。
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