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miR-155靶向 SOCS1对骨肉瘤 Saos2细胞的增殖、侵袭
和迁移能力的影响 *

陈 明 黄 韬 韩先伟 杨彤涛 周 勇△

（唐都医院骨科 陕西西安 710032）

摘要目的：探讨 microRNA-155(miR-155)对骨肉瘤 Saos2细胞增殖、侵袭和迁移的影响以及其作用机制。方法：利用实时荧光定量

(qRT-PCR)实验检测 miR-155在正常成骨细胞与骨肉瘤 Saos2细胞中的表达水平，以及 miR-155-mimic、miR-155-inhibitor的转染

效率。采用 CCK-8实验检测细胞的增殖能力，Transwell实验和划痕实验分别检测 Saos2细胞的侵袭和迁移能力，Western blot检

测细胞内的 STAT3磷酸化水平以及 SOCS1表达水平，双荧光素酶报告基因实验进行靶基因验证。结果：miR-155在骨肉瘤 Saos2

细胞中表达明显高于正常成骨细胞（P<0.001）。在分别转染 miR-155-mimic和 miR-155-inhibitor后，Saos2细胞内 miR-155表达水

平明显上调和下降（P<0.001）。过表达 miR-155可促进 Saos2细胞增殖、侵袭和迁移，降低 SOCS1的蛋白水平，上调 STAT3的磷

酸化水平，差异均具有统计学意义。相反，降低 miR-155水平可抑制 Saos2细胞的增殖、侵袭和迁移能力，差异均具有统计学意义。

结论：骨肉瘤 Saos2细胞中高表达的 miR-155可以通过抑制 SOCS1表达来激活 STAT3信号通路进而促进细胞的增殖、侵袭和迁

移，因此，靶向抑制 miR-155表达可以作为潜在治疗骨肉瘤的途径。
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miR-155 Regulates Proliferation, Migration and Invasion of Osteosarcoma
Saos2 Cells by Targeting SOCS1*

To investigate the effects and the mechanism of action of microRNA-155 (miR-155) on proliferation,

invasion and migration of osteosarcoma Saos2 cells. The expression of miR-155 in normal osteoblasts and osteosarcoma Saos2

cells was detected by real-time PCR, and the transfection efficiency of miR-155-mimic and miR-155-inhibitor was measured by

qRT-PCR. CCK-8 assay was used to evaluate the cell proliferation. Transwell assay and wound healing assay were used to detect the

invasion and migration ability of Saos2 cells, respectively. SOCS1 and p-STAT3 protein expression was examined by using western blot

assay. Dual luciferase reporter gene assay was performed to determine the target gene. The expression of miR-155 was

significantly higher in osteosarcoma Saos2 cells than normal osteoblasts (P <0.001). After transfection with miR-155-mimic or

miR-155-inhibitor, miR-155 expression of Saos2 cells was significantly upregulated or downregulated, respectively (P <0.001).
Overexpression of miR-155 promoted proliferation, invasion and migration of Saos2 cells, and decreased the protein level of SOCS1, as

well as increased the phosphorylation level of STAT3. The difference was statistically significant (P<0.05). Conversely, downregulation
of miR-155 inhibited the proliferation, invasion, and migration of Saos2 cells. The difference was statistically significant (P<0.05).

miR-155, which is highly expressed in osteosarcoma Saos2 cells, can activate the STAT3 signaling pathway by inhibiting the

expression of SOCS1, thereby promotes cell proliferation, migration and invasion. Therefore, targeting miR-155 therapy may be a

potential approach for osteosarcoma.
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前言

骨肉瘤（osteosarcoma，OS）是青少年时期最常见的原发性

恶性骨肿瘤，虽然原发性骨肿瘤占所有肿瘤的比例不到 0.2 %，

但美国国家癌症研究所的数据显示，原发性骨肿瘤的发病率在

过去十年中每年增加 0.3 %[1]。由于骨肉瘤进展快，且早期极易
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发生转移，预后差，患者的 5年生存率仅为 13 %[2]。微小 RNA

（microRNA, miRNA）是 19-22 个核苷酸的内源性非编码小

RNA分子，广泛参与肿瘤的发生、分化、代谢、细胞增殖、血管

生成、细胞凋亡和肿瘤转移等各种生理病理过程[3]。研究表明，

miR-155在多种实体瘤内高表达，发挥癌基因作用，促进肿瘤

进展[4]。在抑制 miR-155的表达后，骨肉瘤细胞系 SOSP-9607

细胞的增殖能力下降，凋亡率增加，出现 G0/G1期阻滞，提示

miR-155在骨肉瘤中同样充当癌基因角色[5]。但 miR-155在骨

肉瘤中的作用机制以及其它骨肉瘤细胞系中的作用仍不清楚。

本文通过研究 miR-155在另外一种更为常见的骨肉瘤细胞系

Saos2中的作用，以及 miR-155在骨肉瘤细胞中的作用机制，旨

在为骨肉瘤的治疗提供新的靶点和思路。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人正常骨细胞系 hFOB1.19、骨肉瘤细胞系 Saos2和 293T

细胞系均购自 ATCC细胞库，用含 10 %胎牛血清（四季青公司）

的 DMEM培养基（Gibico公司）在 37℃、5 %CO2孵箱中培养。

1.2 细胞转染

Saos2细胞经胰蛋白酶（碧云天公司）消化后，按照 2× 105

细胞 / 孔接种于六孔板，待 24 h 后按照 Lipofectamine 2000

Reagent（Invitrogen公司）说明书进行 miR-155-NC（Negative

Control，阴性对照）、miR-155-mimic、miR-155-inhibitor转染，转

染剂量为 50 nM。

1.3 qRT-PCR

细胞转染 24 h后，利用 Trizol（Invitrogen 公司）法提取总

RNA，并对其浓度和纯度进行检测。后续按照 miRNA反转录

试剂盒（Qiagene公司，miScript PCR Starter Kit）的说明书进行

miRNA反转录。以反转录后的产物作为模板，采用 Takara公司

的试剂（SYBR誖 Premix EX Taq TM II Tli RNaseH Plus Kit）进

行实时定量 PCR实验（AB公司，QuantStudio 5 Real-Time PCR

System）。 miR-155 上游引 物为：5'-UUAAUGCUAAUCGU

GAUAGGGG-3'；内参 U6 上游引物为：5'-GGATGACACG-

CAAATTCGTGAAGC-3'。下游引物为 Takara公司通用引物。

1.4 CCK-8实验检测细胞增殖能力

将转染 24 h后的 Saos2细胞按照 3× 103细胞 /孔铺入 96

孔板，每组设置 6复孔，分别在培养 24 h、48 h、72 h、96 h后，取

出一块孔板，每孔加 CCK-8（MCE公司）溶液 10 滋L，继续放入
孵箱培养 1小时后上机检测。利用酶标仪测定 490 nm处的光

密度（OD）值。

1.5 Transwell实验检测细胞侵袭能力

每组设 3小室，提前于每小室铺入 50 滋L Matrigel (1:8稀

释)基质胶（BD公司）。将转染 24 h后的 Saos2细胞消化、收集

后，用无血清的 DMEM 培养基重悬，按照 1× 105/ 孔铺入

Transwell小室（Millipore公司）中，下层为完全培养基，培养 24

h 后取出小室。在 4 %多聚甲醛（谷歌生物公司）室温固定

20 min后，利用 5 %结晶紫（Sigma公司）染色 20 min，PBS洗

三遍，镜下观察。

1.6 划痕实验检测细胞迁移能力

用记号笔在六孔板背面划 3条直线，每孔铺 1× 106转染

后的细胞，继续培养 24小时，用 1 mL枪头垂直于板底和直线

划痕。在 PBS洗三遍后，加入无血清的 DMEM培养基继续培

养，于 0和 24 h取样拍照。

1.7 Western blot检测蛋白水平变化

使用 RIPA（碧云天公司）裂解法提取细胞总蛋白，经

SDS-PAGE电泳后，转到 PVDF膜上，使用 5 %脱脂奶粉封闭 2

h，4℃孵育一抗过夜，PBST洗膜三次后，室温孵育二抗 2 h，

PBST洗膜三次，经化学发光后进行结果分析（天能 4200）。一

抗：SOCS1 抗体 1:1000 稀释（Abcam 公司，ab62584），STAT3

抗体 1:1000 稀释（Abcam 公司，ab68153），p-STAT3 抗体 1:

1000稀释（Abcam公司，ab76315），茁-actin抗体按 1:1000稀释

（CST公司，3700）。二抗：HRP标记抗兔 IgG 1:2000稀释（CST

公司，7074），HRP 标记抗小鼠 IgG 1:2000 稀释（CST 公司，

7076）。

1.8 双荧光素酶报告基因实验

设计 miR-155的靶基因 SOCS1的 3’非编码区的引物序

列 ， 上 游 引 物 为 ：5'- AAACTCGAGTGCACGCAGCAT-

TAACTGG-3'（下划线序列为结合区），下游引物为：5'- AAA

GAGCTCTAGGATTCTGCACAGCAGAA -3'，由吉玛公司构建

pGL3-promoter-SOCS1质粒。在 293T进行细胞转染，实验分为

空载体组（pGL3-promoter）、对照组（pGL3-promoter-SOCS1+miR-

155-NC）和实验组（pGL3-promoter-SOCS1+miR-155-mimic），

转染 48 h 后予以裂解细胞，上机进行检测（Glomax 20/20

Luminometer）。

1.9 数据统计分析

应用 Image Pro plus 6.0软件分析图片，GraphPad Prism 6.0

进行数据统计和作图，用“均值± 标准差”表示，两组间比较采

用独立样本 t检验，p<0.05表示数据之间有统计学差异。

2 结果

2.1 miR-155在人正常成骨细胞系 hFOB1.19与骨肉瘤细胞系

Saos2中表达水平的检测，以及 Saos2细胞转染效率的验证

通过 qRT-PCR 实验对人正常成骨细胞系 hFOB1.19 与

骨肉瘤细胞系 Saos2 细胞中 miR-155 的含量进行检测，结果

显示，Saos2 细胞中 miR-155 的表达水平显著高于 hFOB1.19

（图 1A，***p<0.001）。对 Saos2细胞进行 miR-155-NC/mimic/

inhibitor转染后，细胞内 miR-155的表达水平发生相应改变，

qRT-PCR实验结果证实转染有效（图 1B、C，***p<0.001）。
2.2 miR-155过表达促进 Saos2细胞的增殖、侵袭和迁移

将 Saos2细胞分两组，分别进行 miR-155-NC和 mimic转

染。转染 24 小时后，进行 CCK-8、Transwell 和划痕实验。

CCK-8实验结果显示，转染 miR-155 mimic后，Saos2细胞的增

殖能力明显增强（图 2A，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001）。同
样，Transwell实验结果也表明，上调细胞内 miR-155的表达促

进细胞的侵袭（图 2B，**P<0.01）。划痕实验结果也表明上调
miR-155的表达促进 Saos2细胞的迁移（图 2C，**P<0.01）。
2.3 下调 miR-155的表达抑制 Saos2细胞的增殖、侵袭和迁移

将 Saos2细胞分两组，分别进行 miR-155-NC和 inhibitor

转染。转染 24小时后，进行 CCK-8、Transwell 和划痕实验。

CCK-8 实验结果显示，转染 miR-155-inhibitor 抑制细胞内
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图 1 miR-155在 hFOB1.19和 Saos2细胞中的表达以及转染效率的验证

Fig.1 Expression of miR-155 in hFOB1.19 and Saos2 cells and identification of transfection efficiency

注：A.检测 hFOB1.19和 Saos2细胞中 miR-155的表达水平；B.转染 miR-155-mimic后，采用 qRT-PCR检测转染效率；

C.转染 miR-155-inhibitor后，采用 qRT-PCR检测转染效率。（***P<0.001）
Note: A. Detection of miR-155 expression in human normal osteoblast cell hFOB1.19 and osteosarcoma cell Saos2;

B. Transfection efficiency was evaluated using qRT-PCR after miR-155-mimic transfection;

C. Transfection efficiency was evaluated using qRT-PCR after miR-155-inhibitor transfection.(***P<0.001)

miR-155表达后，Saos2细胞的增殖能力明显下降（图 3A，*P<
0.05，**P<0.01）。同样，Transwell实验结果也表明，下调细胞内
miR-155的表达可以抑制细胞的侵袭（图 3B，**P<0.01）。划痕

实验结果进一步证实下调 miR-155的表达可抑制 Saos2细胞

的迁移（图 3C，**P<0.01）。

2.4 miR-155通过靶向 SOCS1激活 STAT3通路调控细胞生理

进程

研究表明，miR-155 可以直接靶向 SOCS1 在乳腺癌中发

挥促癌作用 [6]。在 Saos2 细胞分别进行 miR-155-NC 和

miR-155-mimic转染 48 h后，收取蛋白进行Western blot实验，

结果显示，过表达 miR-155后，细胞内 SOCS1的蛋白水平降低

（图 4A，**P<0.01），表明 miR-155在骨肉瘤中同样可通过作用

于 SOCS1发挥作用，后续的双荧光素酶报告基因实验证实了

SOCS1为 miR-155的直接靶分子（图 4B，***P<0.001）。此外，
Western blot实验表明，上调 miR-155的表达可促进 p-STAT3

的蛋白水平升高（图 4C，**P<0.01）。综上，miR-155在骨肉瘤
Saos2细胞中可能是通过作用于靶基因 SOCS1激活 STAT3通

路促进骨肉瘤进展。

3 讨论

骨肉瘤是最常见的原发性骨肿瘤，恶性程度高、侵袭性强，

且早期易发生肺转移，预后不良[7]。随着医疗手段的提高，虽然

骨肉瘤患者的预后有所好转，但骨肉瘤患者的 5年生存率仍然

只有 70%左右，而转移性骨肉瘤患者的 5年生存率更是不到

30%[8]。急需发现新的治疗方法和靶点来进一步提高骨肉瘤患

者的预后。

本研究表明，miR-155在骨肉瘤细胞系 Saos2中发挥癌基

因作用，上调 miR-155表达可以促进细胞增殖、侵袭和迁移。

miR-155的基因位于 21 号染色体上的 B 细胞整合簇 (B-cell

integration cluster，BIC) 区域内 [9]，它是一种典型的多功能

miRNA，参与包括造血、炎症、免疫、心血管疾病和肿瘤等多种

生理病理过程[4]。miR-155作为癌基因在多种实体瘤中高表达，

参与包括乳腺癌[10，11]、胃癌[12,13]、淋巴瘤[14，15]、白血病[16，17]等多种恶

性肿瘤的发生发展。有报道指出，miR-155通过诱导MCF-7转

录组的改变调控乳腺癌的发生发展 [18]，miR-155通过负反馈调

节 TGF茁R2（转化生长因子 -茁受体 2）促进胃癌细胞的生长和

迁移[19]。我们的实验结果同 miR-155在其他肿瘤中报道的癌基

因作用相一致。在骨肉瘤中，曾有报道指出，miR-155在骨肉瘤

细胞系 SOSP-9607 中发挥促癌作用。另有最新研究表明，

miR-155靶向抑制 PTEN的表达，增强 PI3K / AKT / mTOR信

号通路，抑制阿霉素诱导的骨肉瘤细胞MG-63的凋亡和自噬，

并且降低对阿霉素的敏感性[20]。但 SOSP-9607细胞系应用不广

泛，其次 miR-155在骨肉瘤不同细胞系中的作用可能不一致，

因此本文以国际广泛认可的 Saos2作为骨肉瘤细胞模型进行

体外实验。qRT-PCR实验发现 miR-155在骨肉瘤 Saos2细胞中

表达明显高于正常成骨细胞，提示了 miR-155可能发挥促癌作

用。后续对骨肉瘤 Saos2细胞进行 miR-155-mimic/inhibitor转

染，发现转染 mimic过表达组细胞的增殖、侵袭和迁移能力均

增强；相反，转染 inhibitor抑制组细胞的增殖、侵袭和迁移能力

均降低。结果同之前骨肉瘤中报道的 miR-155的促癌作用相一

致，进一步明确了 miR-155在骨肉瘤中的癌基因作用。

miRNA通过完全或不完全互补配对作用于靶基因 mRNA

的 3’UTR区域导致靶基因翻译受阻或降解，进而在转录后水

平对靶基因的表达进行调控[21]。miRNA研究的关键是准确寻

找其靶基因，我们利用 miR Base相关数据库和 Target Scan、

Pic Tar软件等对 miR-155进行生物信息学分析，预测了多个

靶点。SOCS1为其中之一，miR-155可能通过作用于它来发挥

促骨肉瘤进展作用。

SOCS是细胞因子信号抑制分子，参与多种细胞因子、生

长因子和激素的信号调节，可负调节 JAK/STAT信号通路[22]。

目前哺乳动物中已知有 8个重要分子，分为 I型（SOCS4-7）和
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图 2 miR-155过表达对 Saos2细胞增殖、侵袭和迁移的影响

Fig.2 Effects of overexpressed miR-155 on Saos2 cell proliferation, invasion and migration

注：A. CCK-8实验检测细胞的的增殖能力；B. Transwell实验检测细胞的侵袭能力；C.划痕实验检测细胞迁移能力。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
Note：A. Detection of cell proliferation using CCK-8 assay. B. Detection of cell invasion ability using Transwell assay.

C. Detection of cell migration ability using wound healing assay. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001

II型（CISH和 SOCS-3），主要结构包括 SH2区和 SOCS盒区。

SOCS盒区含有高度保守序列，可抑制 SOCS蛋白降解而维持

其稳态，通过与延伸蛋白 Elongin B/C结合形成复合体，进而募

集泛素化连接酶，使活化的信号蛋白泛素化，从而阻断信号转

导通路。SH2区含有高度保守的 SH2结构域，可识别不同分

子，竞争性结合受体上的磷酸化酪氨酸，抑制信号转导及转录

激活因子（Signal transducing activator of transcription，STAT）的

激活，参与多种信号转导通路[23，24]。

STAT是细胞质内转录因子，正常情况下，STAT蛋白的激

活是短暂的，并且受到严密的调控。但是 STAT在多种恶性肿

瘤组织中广泛存在，大量存在 STAT的活化现象[25]。细胞因子

与细胞表面受体结合，激活相关酪氨酸激酶（Janus kinase，

JAK）。激活的 JAK使自身和与之结合的受体磷酸化。JAK的

磷酸酪氨酸与 STAT的 SH2结构域结合形成 STATs二聚体，

进入细胞核调控靶基因转录[26]。目前已知 STAT蛋白有 7个家

族成员，近年来 STAT蛋白现研究表明，STAT3信号通路与肿

瘤的发生发展密切相关，此通路持续活化可导致肿瘤细胞的异

常增殖和发生转移，抑制 STAT3对于肿瘤治疗具有一定的作

用[27]。JAK/STAT信号通路有三类主要的负调控因子，SOCS为

其中之一。
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图 3下调 miR-155的表达对 Saos2细胞增殖、侵袭和迁移的影响

Fig.3 Effects of downregulated miR-155 on Saos2 cell proliferation, invasion and migration

注：A. CCK-8实验检测细胞的的增殖能力；B. Transwell实验检测细胞的侵袭能力；C.划痕实验检测细胞迁移能力。*P<0.05, **P<0.01。
Note: A. Detection of cell proliferation using CCK-8 assay. B. Detection of cell invasion ability using Transwell assay.

C. Detection of cell migration ability using wound healing assay. *P<0.05,**P<0.01.

有关 miR-155/SOCS轴作用于 STAT3信号通路已在多个

肿瘤被报道，miR-155在胰腺癌组织中高表达，抑制 SOCS1的

表达水平，激活 STAT3信号通路从而调控胰腺癌细胞的侵袭

和迁移[28]。有研究表明，乳腺癌中 miR-155高表达，SOCS1作为

其靶基因表达降低，抑制 miR-155的表达可阻断人乳腺癌细

胞中 JAK/STAT3/SOCS1信号途径[29]。另外已证实 miR-155通

过 SOCS1/JAK2/STAT3信号通路诱导肿瘤血管生成[30]。

本研究结果显示，过表达 miR-155下调 SOCS1的蛋白水

平，后续通过双荧光素酶报告基因实验进一步明确了 SOCS1

是 miR-155的直接靶基因。此外，在 SOCS1蛋白表达下降后，

STAT3的磷酸化水平出现升高。由此得出，骨肉瘤 Saos2细胞

中高表达的 miR-155可以通过抑制 SOCS1的表达来激活下游

STAT3信号通路，进而促进细胞的增殖、迁移和侵袭。

综上所述，本研究证实 miR-155 作为癌基因在骨肉瘤

Saos2 细胞中高表达，且它是通过抑制 SOCS1 表达来激活

STAT3信号通路进而促进肿瘤的发生发展，为下一步体内实

验的进行提供了基础，也为针对 miR-155为靶点进行骨肉瘤的

治疗提供了有效的理论依据。
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