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microRNA-194模拟物对成骨肉瘤细胞系 SOSP_9607生物学
特性的影响 *
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摘要 目的：观察 miR-194模拟物对于成骨肉瘤细胞系 SOSP_9607细胞增殖、周期和凋亡的影响。方法：四甲基偶氮唑蓝（MTT）
法绘制细胞生长曲线,流式细胞仪测定细胞凋亡和周期。将 SOSP_9607细胞分为对照组和实验组,对照组分为阴性对照和正常细
胞对照组。实验组采用 miR-194模拟物（hsa-miR-194 mimics）转染成骨肉瘤细胞系 SOSP_9607，增强 SOSP_9607细胞内 miR-194
的活性。结果：与对照组比较,实验组细胞的增殖能力明显下降。实验组凋亡率（10.1±0.22）%与阴性对照组凋亡率（3.3±0.19）%相
比明显增高(P<0.01)。与对照组比较，实验组细胞周期 G0/G1细胞比例显著增加,G2/M期细胞比例显著减少，S期细胞比例显著减
少(P<0.01)。结论：通过转染 miR-194模拟物增强 SOSP_9607细胞中 miR-194的活性对 SOSP_9607细胞的增殖和凋亡造成显著
影响。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of microRNA-194 mimics on proliferation, cell cycle and apoptosis of human os-
teosarcoma cell line SOSP-9607. Methods: MTT assay was used to detect cell growth. FCM was employed to detect cell apoptosis rate
and cell cycle analysis. Cultured SOSP-9607 cells were divided into three groups:negtive control group, blank group and experimental
group. In experimental group, hsa-miR-194 mimics were used to increase the activity of miR -194. Results: Hsa-miR-194 mimics inhibit-
ed SOSP-9607 cell proliferation, while the control group had no obvious effect on cell proliferation. The apoptosis ratio of the experimen-
tal group[（10.1±0.22）%] was obviously higher than that of the control group[（3.3±0.19）%]（P<0.01）. Hsa-miR-194 mimics increased
the cell ratio of G0/G1 phase, simultaneously decreased significantly the cell ratios of G2/M phase and S phase.( P<0.01). Conclusion:
The hsa-miR-194 mimics play an important role in cell proliferation and apoptosis in SOSP-9607 cells by increasing the miR-194.
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前言

MiroRNAs（miRNAs）是一类广泛存在于植物、动物以及病
毒等真核细胞生物中的不编码蛋白质的单链小分子 RNA，长
约 21-25 nt。miRNA与靶 mRNA的 3'UTR碱基配对，通过抑制
靶 mRNA的翻译或使其直接降解，使靶基因在转录后水平沉
默，调控靶基因的表达[1]。miRNA参与了动植物许多复杂的生
命过程，包括生长发育、器官形成、细胞增殖、细胞凋亡等。研究
表明 miRNAs表达异常与恶性肿瘤发生密切相关[2-4]。骨肉瘤是
发病率最高的原发恶性骨肿瘤，约 50 %的骨肉瘤患者出现肺
部转移，这已成为骨肉瘤患者死亡的首要原因[5]。肿瘤细胞的增

殖是其生长和转移的重要环节。本研究通过 miR-194模拟物
（hsa-miR-194 mimics） 增强细胞中 miR-194 的活性，观察
miR-194对于骨肉瘤细胞系 SOSP_9607增殖的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞株和主要试剂
人成骨肉瘤细胞系 SOSP_9607由第四军医大学唐都医院

全军骨科中心暨骨肿瘤研究所实验室建立。RPMI1640培养基、
Opti-MEMI (optimum - minimum essential medium)去血清培养
基购自美国 Gibco公司；LipofectamineTM2000转染试剂购自美
国 Invitrogen公司；二甲基亚砜（DMSO）购自美国 Sigma公司；
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胎牛血清购自四季青公司；MTT检测试剂盒购自南京凯基生
物发展公司。
1.2 细胞培养

成骨肉瘤细胞系 SOSP_9607细胞用 RPMI1640培养液(含
10 %胎牛血清) 中培养在 37℃、5 % CO2饱和湿度的孵箱条件
下传代培养，实验用细胞均取自对数生长期。
1.3 模拟物的合成与转染

has-miR-194 模拟物购自上海吉玛生物公司，序列为
5'-UGUAACAGCAACUCCAUGUGGA-3'、5'-CACAUGGAGU-
UGCUGUUACAUU-3'模拟物阴性对照 (上海吉玛生物公司赠
送)，序列为 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'、5'-ACGU-
GACACGUUCGGAGAATT-3'。转染步骤按照脂质体 Lipofec-
tamineTM2000试剂说明书操作。
1.4 MTT分析

实验分为对照组和实验组:对照组分为 2组，阴性对照组
（转染模拟物阴性对照）,正常细胞对照组。每组细胞 8复孔，周
边孔用无菌 PBS充填，实验重复 3次。转染前 24 h取对数生长
期长势良好的 SOSP_9607细胞，以每孔 3×103个细胞接种 96
孔板,添加含 10 %FBS的 1640培养液,置于 37℃、5 % CO2饱
和湿度的孵箱培养。24 h待细胞生长汇合度达 40%左右后,将
原培养液吸去,实验组以 40 nmol/L浓度进行转染，阴性对照组
转染 Opit-MEMI去血清培养基稀释的模拟物阴性对照，正常
细胞组只加入 Opti-MEMI去血清培养基，置入孵箱培养。培养
5h后, 弃去上层 Opti -MEMI去血清培养基，更换含 10 %FBS
的 RPMI1640培养液继续孵箱培养。分别于转染后 6 h，24 h，
48 h，72 h，96 h后，每孔加入 20μl MTT溶液,置入孵箱孵育
4h, 吸出上清液, 每孔加 150μl DMSO。在酶标仪中震荡 10
min，在 492 nm（参考波长 630 nm）处测每孔的光密度 OD值:A
（492）。每组 8复孔 OD值，去掉最高值和最低值。取其余 6孔
OD均值，以时间（d）为横坐标，吸光度（OD）为纵坐标绘制生长
曲线。
1.5 细胞周期和凋亡测定

细胞周期测定时,实验分为实验组和对照组。其中实验组
转染 40 nmol/L miR-194模拟物，对照组分为阴性对照组，正常
细胞对照组。取对数生长期长势良好的 SOSP-9607细胞,传代
于 25 ml培养瓶中,添加 1640培养液(含 10 %胎牛血清)后,置
于 37℃、5 % CO2饱和湿度的孵箱培养。待细胞生长基本汇合
后,按实验分组分别转染各组细胞，置入孵箱培养，培养条件同
前。培养 48 h ,弃去培养液,用 PBS平衡盐溶液清洗细胞 1次。
用 0.25 %胰蛋白酶溶液消化细胞,显微镜下观察细胞收缩变圆
即弃消化液,加入含血清培养液终止消化。轻轻吹打细胞使其

脱壁,混悬细胞。细胞混悬液以 1000 r/min离心 5 min ,吸去上
清。用 PBS平衡盐溶液清洗细胞 2次,加入预冷的 70 %乙醇固
定细胞 30 min,离心收集细胞,经磷酸盐缓冲液冲洗后,用含有
RNA酶的 1 %碘化丙锭(PI)染色 30 min,用 PBS平衡盐溶液清
洗细胞 2次,洗去 PI。用 PBS平衡盐溶液调整体积至 1 ml。将样
品置入 BD-Aria FACS Calibur流式细胞仪中检测细胞凋亡与
周期。每组 3个样本，实验重复 3次。
1.6 统计学方法

数据以均数±标准差(x±s)表示,采用 SPSS 12.0 统计软
件对多个样本均数进行单因素方差分析,各均数间的两两比较
行 q检验。

2 结果

2.1 miR-194模拟物对 SOSP_9607细胞增殖的影响
用 MTT法绘制了三组细胞（实验组、阴性对照组、正常细

胞对照组）的生长曲线，结果显示，同实验组和阴性对照组相
比，实验组细胞的增殖能力明显下降。而正常细胞对照组和阴
性对照组细胞的增殖能力没有显著差别。这表明外源性
miR-194能够显著抑制成骨肉瘤 SOSP-9607细胞的增殖能力
（图 1）。

2.2 miR-194模拟物对 SOSP_9607细胞周期的影响
流式细胞仪检测结果显示，正常细胞组转染 48h后与阴性

对照组相比，处于 G0/G1期，G2/M期，S期细胞比例差异无统
计学意义（P>0.05）。实验组转染 miR-194模拟物 48h后和阴性
对照组相比处于 G0/G1期的细胞比例显著增多, G2/M期的细
胞比例显著减少，同时 S期细胞比例显著减少，差异有统计学
意义（P<0. 01）（表 1）。

图 1 实验组、阴性对照组和正常细胞组的生长曲线图
Fig. 1 miR-194 group ,Control group,Blank group growth curve

Note：* P<0.01 miR-194 group compared with control group

表 1 转染 miR-194模拟物 48h后 SOSP_9607细胞周期的变化( x±s )

Table 1 SOSP_9607 cell cycle changes after transfected with miR-194 mimics for 48h

Group G0/G1 phase (%) Sphase (%) G2/M phase (%)

Control group 51.47±0.82 40.37±0.51 8.16±0.36

Blank group 50.44±0.45 41.50±0.88 8.06±0.71

miR-194 group 68.13±0.51* 26.77±0.26* 5.10±0.38*
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2.3 miR-194模拟物对 SOSP_9607细胞凋亡的影响
流式细胞仪检测结果显示，正常细胞组转染 48h后与阴性

对照组比较，凋亡率差异无统计学意义(P>0.05)；实验组转染
miR-194模拟物 48h后凋亡率（10.1±0.22）%与阴性对照组凋
亡率（3.3±0.19）%相比明显增高，差异有统计学意义（P<0.01）
（图 2）。

3 讨论

近年来，miRNA与肿瘤的关系成为生物医学领域研究的
热点。研究发现有 52.5%的 miRNA编码基因位于肿瘤相关基
因区域的序列附近[6]，提示 miRNAs对肿瘤相关基因具有调控
作用。研究证实在 50%～60%的慢性淋巴细胞白血病(CLL)患
者中,miR-15和 miR-16表达下调或缺失,推测它们可能扮演肿
瘤抑制基因的角色[7]。Johnson SM等报道 let-7通过抑制 RAS
蛋白的表达从而抑制肺癌细胞生长[8]。大量的研究证明 miR-21
在肺癌、乳肝癌、腺癌、结肠癌、胰腺癌、胶质母细胞瘤、胃癌、胆
管癌、前列腺癌等中均呈过表达。Jennifer A. Chan等[9]研究证
实，miR-21在神经胶质细胞瘤中是一种抗凋亡因子。miR-21通
过对靶基因的调控参与肿瘤细胞的生长、侵袭、血管浸润、转移
和耐药[10]。对于多种类型的肿瘤，miRNAs发挥着抑癌基因或者
癌基因的作用，miRNA可能成为肿瘤治疗的新靶点[11]。

Sara A. Georges[12]，Braun[13]，Bo Song[14]等研究显示与正常
组织相比 miR-194在许多肿瘤细胞中低表达，P53基因可调节
miR-194表达升高，并可能通过与 P53基因作用使细胞的周期
发生停滞。Venugopal SK[15]等报道 miR-194的高表达可抑制肝
星状细胞的激活及肝的纤维化。Meng Z[16]等研究发现 miR-194
可作为肝上皮细胞的标志物并具有抑制肝癌细胞转移的能力。
目前国内外关于 miR-194对于骨肿瘤的作用尚未见报道。本研
究根据本实验室对 SOSP_9607为母系单克隆出的两对高低增
殖（高转移）细胞系细胞的 miRNA基因芯片结果，发现在两高
增殖细胞系中 miR-194均低表达，并通过荧光实时定量 PCR
得到验证（结果尚未发表）。因此推测 miR-194 可能抑制
SOSP_9607肿瘤细胞的增殖。本研究通过上海吉玛生物公司提
供的 miR-194模拟物转染 SOSP_9607细胞，上调 SOSP_9607
肿瘤细胞中的 miR-194的表达，结果肿瘤细胞增殖能力明显下
降，凋亡率增高，同时细胞周期中 s期细胞比例减少。本研究揭
示，miR-194对于成骨肉瘤细胞系 SOSP_9607具有抑制细胞增
殖、促凋亡，使细胞周期停滞的作用。而 miR-194 对于

SOSP_9607的作用是否与 P53基因有关，以及通过具体何途径
影响 SOSP_9607的生物学性状，有待于进一步的研究。

本研究验证了上调 miR-194能抑制 SOSP_9607细胞的增
殖，增加凋亡率，从而揭示了 miR-194的低表达有可能促进
SOSP_9607细胞的增殖，降低凋亡率，验证了 miR-194对于骨
肉瘤细胞 SOSP_9607增殖、凋亡的调控及对细胞周期的影响，
虽然 miR-194对于调控骨肉瘤增殖和凋亡的机制有待于进一
步深入研究，但是却为 miR-194成为骨肉瘤生物治疗的一个靶
点提供了依据。
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图 2 转染 miR-194模拟物 48h后实验组及阴性对照组细胞凋亡图：A

实验组；B阴性对照组
Fig.2 miR-194 group ,Control group cell apoptosis scatter diagram after

transfected with miR-194 mimics for 48h
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