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靶向调控ＦＡＳＮ的ｍｉＲＮＡｓ在不同侵袭力骨肉瘤细胞中的表达
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　　摘　要：目的　检测可能调控脂肪酸合成酶（ＦＡＳＮ）基因表达的ｍｉＲＮＡｓ分子在不同侵袭力骨肉瘤细胞中的表达，筛选出靶

向调控犉犃犛犖 基因的ｍｉＲＮＡｓ分子，为研究骨肉瘤转移调控机制奠定基础。方法　应用ｍｉＲＮＡ和ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ在线软件，预测

可能靶向调控犉犃犛犖 基因（ＮＭ＿００４１０４）表达的ｍｉＲＮＡｓ分子；实时定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测所预测到的ｍｉＲＮＡｓ在骨肉瘤细胞

ＨＯＳ和 Ｕ２ＯＳ中的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＯＳ和Ｕ２ＯＳ细胞中ＦＡＳＮ蛋白表达；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测ＨＯＳ和Ｕ２ＯＳ细

胞侵袭力。结果　２种生物信息学预测方法预测结果均显示，犉犃犛犖 基因可能是 ｍｉＲ１９５／１５ａ／１５ｂ／１６／４２４／４９７分子的靶基因；

ＲＴＰＣＲ结果显示，ｍｉＲ４２４在 ＨＯＳ细胞中表达水平显著高于在Ｕ２ＯＳ细胞中的表达水平；ＦＡＳＮ在Ｕ２ＯＳ细胞中表达水平显

著高于 ＨＯＳ细胞中的表达水平；Ｕ２ＯＳ细胞侵袭能力明显高于 ＨＯＳ细胞的侵袭力。结论　ｍｉＲ４２４在骨肉瘤细胞中表达水平

与细胞侵袭力呈负相关，ｍｉＲ４２４很可能通过靶向调控犉犃犛犖 基因影响骨肉瘤细胞侵袭转移。
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ａｎｉｓｍｏｆＯＳｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅｍｉＲＮＡａｎｄｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇｏｎｌｉｎｅｓｏｆｔｗａｒｅｗｅｒｅａｄｏｐｔｅｄｔｏｆｏｒｅｃａｓｔｔｈｅｍｉＲＮＡｓｔｈａｔｍｉｇｈｔ

ｔａｒｇｅｔｒｅｇｕｌａｔｅＦＡＳＮ（ＮＭ＿００４１０４）；ＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｍｉＲＮＡｓｉｎＨＯＳａｎｄＵ２ＯＳ

ｃｅｌｌｓ；ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＡＳＮｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｄｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａ

ｂｉｌｉｔｙｏｆＨＯＳａｎｄＵ２ＯＳｃｅｌｌｓ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｗｏｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓａｌｌｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｍｉＲ１９５／１５ａ／１５ｂ／１６／４２４／４９７ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｉｇｈｔ

ｂｅｔａｒｇｅｔＦＡＳＮｇｅｎｅ；ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ４２４ｉｎＨＯＳｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ

Ｕ２ＯＳｃｅｌｌｓ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＦＡＳＮｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎＵ２ＯＳｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎＨＯＳｃｅｌｌｓ；ｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＵ２

ＯＳｃｅｌｌｓｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎＨＯＳｃｅｌｌｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ４２４ｉｎＯＳｃｅｌｌｓｍａｙｂｅｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏ

ｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｍｉＲ４２４ｌｉｋｅｌｙｍａｙａｆｆｅｃｔＯＳｍｅｔａｓｔａｓｉｓｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇＦＡＳＮ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ；ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ；ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ；ｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

　　近年来众多研究表明，脂肪酸合成酶（ＦＡＳＮ）在多种恶性

肿瘤中高表达与肿瘤转移密切相关［１３］，大量前期研究也证实

ＦＡＳＮ高表达在骨肉瘤转移中扮演重要的角色
［４６］。但是

ＦＡＳＮ在骨肉瘤中高表达的调控机制仍不清楚。近年来，大量

研究证实ｍｉｃｒｏＲＮＡ不但参与肿瘤的发生、增殖、凋亡，而且对

肿瘤转移具有调节作用［７９］。本研究拟通过生物信息学预测，

寻找可能调控犉犃犛犖 基因表达的ｍｉＲＮＡ分子，并用ＲＴＰＣＲ

法检测这些分子在不同侵袭能力骨肉瘤细胞中的表达，从而筛

选出可能靶向调控犉犃犛犖 基因影响骨肉瘤侵袭转移的 ｍｉＲ

ＮＡ分子，为进一步研究骨肉瘤中犉犃犛犖 基因高表达的分子机

制提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｕ２ＯＳ、ＨＯＳ细胞株购自上海中科院细胞库；

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ 定量ＰＣＲ试剂盒购自ＴａＫａＲａ公

司；实时定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）引物（含内参 Ｕ６引物）由华安平

康公司设计并合成；ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅαＴＭ 逆转录试剂盒购自

ＴＯＹＯＢＯ公司；兔抗人ＦＡＳＮＩｇＧ，鼠抗人ＧＡＰＤＨＩｇＧ购自

英国Ａｂｃａｍ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自美国ＢＤ公司。

１．２　方法

１．２．１　生物信息学预测　应用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在线数据库 Ｔａｒ

ｇｅｔｓｃａｎｈｕｍａｎ６．２ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／）和 ｍｉｃｒｏｒ

ｎａ．ｏｒｇ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ／ｍｉｃｒｏｒｎａ／ｓｅａｒｃｈＭｉｒｎａｓ．

ｄｏ），针对犉犃犛犖 基因（ＮＭ＿００４１０４）预测可能调控其表达的

ｍｉＲＮＡ分子。选取２种预测结果的交集 ｍｉＲＮＡ 分子进行

ＲＴＰＣＲ定量检测。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测　ｍｉＲＮＡ分子在骨肉瘤细胞 ＨＯＳ、Ｕ２

ＯＳ中的表达　用Ｔｒｉｚｏｌ法处理骨肉瘤细胞，提取总ＲＮＡ，紫

外分光光度仪检测所提取的总 ＲＮＡ浓度和质量。然后取１

μｇ总ＲＮＡ，用ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅαＴＭ 逆转录试剂盒（ＴＯＹＯＢＯ

公司）逆转录为ｃＤＮＡ，并以此为模板进行ＲＴＰＣＲ扩增反应。

７重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期

 基金项目：江西省卫生厅资助项目（２０１２１０３６）。　作者简介：龙新华（１９８５－），医师，硕士，主要从事骨肿瘤基础方向研究。　△　通讯作

者，Ｔｅｌ：１５９７９０３６１５９；Ｅｍａｉｌ：ｚｇｍ７９７７＠１６３．ｃｏｍ。



ＲＴＰＣＲ引物（含内参Ｕ６引物）由华安平康公司设计并合成，

序 列 如 下：ｈｓａｍｉＲ１５ａ５ｐ 正 向 引 物 ５′ＣＣＡＧＣＴ

ＧＧＧＣＴＴＴＴＴＧＣＧＧＴＣＴＧＧ３′；ｈｓａｍｉＲ１５ｂ５ｐ正向引物５′

ＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＡＧＣＡＧＣＡＣＡＧＡＡＡＴ３′；ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ 正

向 引 物 ５′ＣＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＡＴＴＣＡＴＧＴ３′；ｈｓａ

ｍｉＲ１９５５ｐ正 向 引 物 ５′ＣＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＣＴ

ＧＴＧ３′；ｈｓａｍｉＲ４９５３ｐ 正向引 物 ５′ＣＣＡＧＣＴＧＧＧＡＣＴＣ

ＣＡＴＴＴＧＴＴＴＴＧＡＴ３′；Ｕ６（内参）正向引物５′ＣＣＡＧＣＴＧＧ

ＧＡＴＣＡＣＡＴＴＧＣＣＡＧＧＧ３′；通用反向引物（ＳＬＲｐｒｉｍｅｒ）５′

ＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴ３′。按照ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ

ＥｘＴａｑＴＭⅡ ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）说明书进行操

作。反应条件：９４℃变性５ｍｉｎ，一个循环，９４℃变性３０ｓ，５５

℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共４０个循环。反应结束后确认

ＲＴＰＣＲ的扩增曲线和熔解曲线，进行数据分析。不同时间重

复６次实验。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ细胞中ＦＡＳＮ的表

达水平　收集对数期生长的骨肉瘤细胞，ＲＩＰＡ裂解，提取总

蛋白，ＢＣＡ法蛋白定量，１０％十二烷基聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳分离蛋白，转膜，５％脱脂奶粉封闭１ｈ，

一抗（兔抗人ＦＡＳＮＩｇＧ，１∶１０００，鼠抗人ＧＡＰＤＨＩｇＧ，１∶２

５００）室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，二抗（山羊抗兔和山羊抗

鼠，１∶５０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，ＰｒｏｌｉｇｈｔＨＲＰ化

学发光检测试剂（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＰＡ１１２）化学发光，压片，拍照，用

ＩｍａｇｅＪ软件对条带灰度值进行分析。不同时间重复实验

６次。

１．２．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭能力　将 ＨＯＳ、Ｕ２

ＯＳ细胞用含１０ｇ／Ｌ的牛血清清蛋白（ＢＳＡ）无血清培养基重

悬，调整细胞浓度为１×１０５个／ｍＬ，取１５０μＬ细胞悬液接种小

室，然后将小室放入加有６００μＬ／孔含１０％胎牛血清的ＨＡＭ′

Ｓ／Ｆ１２培养基的２４孔板中，常规培养２４ｈ。取出小室，吸弃

上室液体，用ＰＢＳ漂洗２次，９５％乙醇固定１０ｍｉｎ，用棉签擦

净小室膜上侧未迁移的细胞，４ｇ／Ｌ结晶紫染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ

漂洗２次。倒置显微镜下随机选取１０个视野观察细胞穿膜情

况并拍照，ＩｍａｇｅＪ分析软件计数。不同时间重复实验６次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０进行统计学分析，计量资

料以狓±狊表示，采用独立样本狋检验比较２个细胞侵袭能力及

各ｍｉＲＮＡ在２个细胞中的表达差异，用Ｐｅａｒｓｏｎ法进行相关

性分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　生物信息学预测结果　生物信息学预测软件 Ｔａｒ

ｇｅｔＳｃａｎ．ｈｕｍａｎ６．０和ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ预测结果的交集显示有６

个可能靶向调控犉犃犛犖 基因的 ｍｉＲＮＡ 分子，分别为：ｍｉＲ

１９５／１５ａ／１５ｂ／１６／４２４／４９７，见图１。

２．２　骨肉瘤细胞Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ中各 ｍｉＲＮＡ表达量比较　

ＲＴＰＣＲ实验结果显示，在预测出的６个ｍｉＲＮＡｓ中，ｍｉＲ４２４

在 ＨＯＳ细胞中表达水平显著高于在 Ｕ２ＯＳ细胞中的表达水

平，ＨＯＳ／Ｕ２ＯＳ为（５４３．４４２９±３９．７９３１）倍；而 ｍｉＲ１９５／

４９７／１５ａ／１５ｂ／１６在ＨＯＳ细胞中的表达水平略高或略低于Ｕ２

ＯＳ中的表达水平［ＨＯＳ／Ｕ２ＯＳ分别为（１．５８８５±０．１５３３）、

（１．４０５１±０．０５４５）、（０．６６６７±０．０６９２）、（０．６５３２±０．３００５）

及（０．５２７７±０．０２６８）倍］，均小于２倍，见表２。

２．３　骨肉瘤细胞 Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ中ＦＡＳＮ表达水平比较　

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示（图２），Ｕ２ＯＳ细胞中ＦＡＳＮ表达

水平高于 ＨＯＳ细胞中表达水平，差异具有统计学意义（犘＜

０．０５）。

　　Ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ．ｈｕｍａｎ６．０软件预测结果；Ｂ：ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｏｒｇ软件预

测结果。

图１　　生物信息学预测结果

表２　　骨肉瘤细胞Ｕ２ＯＳ、ＨＯＳ中各ｍｉＲＮＡｓ表达量比较

ｍｉＲＮＡ名称
ｍｉＲＮＡｓ变化倍数

（ＨＯＳ／Ｕ２ＯＳ）
犛 犘

ｈｓａｍｉＲ４２４５ｐ ５４３．４４２９ ３９．７９３１ ０．００２

ｈｓａｍｉＲ４９７５ｐ １．４０５１ ０．０５４５ ０．００６

ｈｓａｍｉＲ１９５５ｐ １．５８８５ ０．１５３３ ０．０２２

ｈｓａｍｉＲ１５ａ５ｐ ０．６６６７ ０．０６９２ ０．０１４

ｈｓａｍｉＲ１５ｂ５ｐ ０．６５３２ ０．３００５ ０．１８４

ｈｓａｍｉＲ１６５ｐ ０．５２７７ ０．０２６８ ０．００１

　　
：犘＜０．０５，与Ｕ２ＯＳ比较。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果

２．４　骨肉瘤细胞 Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ侵袭能力的比较　Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ实验结果显示，２４ｈ内骨肉瘤细胞 Ｕ２ＯＳ 穿膜数

（６２．４±４．４）个／视野，明显高于 ＨＯＳ细胞穿膜数（２７．４±４．７）

个／视野（犘＜０．０５），见图３。结果提示 Ｕ２ＯＳ细胞侵袭能力
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显著高于 ＨＯＳ细胞。

　　Ａ：２种细胞侵袭实验图；Ｂ：６次Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ实验２４ｈ穿

膜细胞数统计结果；：犘＜０．０５，与Ｕ２ＯＳ比较。

图３　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ实验结果（结晶紫染色×２００）

３　讨　　论

骨肉瘤好发于儿童及青少年，恶性度高，肺部转移早，有约

８０％的患者往往在确诊时已经存在肺部微转移
［１０］，这是骨肉

瘤患者总体生存率徘徊不前的主要原因，也是骨肉瘤防治的关

键所在。因此，寻找新的分子靶点、深入研究骨肉瘤侵袭转移

发生、发展的分子机制，对提高骨肉瘤治疗具有非常重要的

意义。

ＦＡＳＮ是细胞质内的一种大分子多功能酶，在合成内源性

脂肪酸的过程中起关键作用。ＦＡＳＮ与肿瘤的关系十分密切。

Ｓｉｌｖａ等
［１］在头颈部鳞状细胞癌研究中发现ＦＡＳＮ高表达与头

颈部鳞状细胞癌肺转移呈正相关，并且ＦＡＳＮ高表达是头颈

部鳞状细胞癌肺转移的一个重要特征。Ｃａｒｖａｌｈｏ等
［２］利用小

鼠黑色素瘤模型发现抑制ＦＡＳＮ能减少黑色素瘤细胞转移扩

散；Ｍｕｒａｔａ等
［３］在直肠癌的研究中也发现抑制ＦＡＳＮ的表达

能抑制直肠癌的肝转移。本研究前期对新鲜骨肉瘤组织进行

实验分析结果显示，ＦＡＳＮ在骨肉瘤中呈高表达，且发生转移

的骨肉瘤组织中的表达量明显高于未发生远处转移骨肉瘤组

织［１１］。本研究在骨肉瘤细胞实验中也证实，抑制ＦＡＳＮ骨肉

瘤细胞中表达能显著降低骨肉瘤细胞的迁移、侵袭能力，下调

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＮＦκＢ通路为其重要调控通路之一
［５６］。然而

ＦＡＳＮ在骨肉瘤中高表达的调控机制如何，目前仍不清楚。

近年来，ｍｉＲＮＡ的发现为研究肿瘤转移调控机制提供了

新的视角。ｍｉＲＮＡ是一类长度在２２个核苷酸（ｎｔ）的参与基

因转录后水平调控的内源性非编码小分子ＲＮＡ，通常与靶基

因ｍＲＮＡ的３′ＵＴＲ部分序列反向互补结合而抑制翻译过

程，具有调节细胞分化、增殖、凋亡、发育和代谢等生命活动的

功能。有研究报道，ｍｉＲＮＡ７、ｍｉＲＮＡ１０参与神经胶质瘤、乳

腺癌转移调控［１２１３］；也有研究者证实，ｍｉＲＮＡ２１、ｍｉＲＮＡ２２１

等ｍｉＲＮＡｓ在骨肉瘤发生、发展及转移过程中发挥重要作

用［１４１５］。因此寻找ｍｉＲＮＡ与靶基因之间的调控关系在骨肉

瘤转移机制研究中可行而有意义。

本研究首先运用２种不同生物信息学预测的方法，预测出

可能调控靶基因ＦＡＳＮ的ｍｉＲＮＡｓ，然后检测这些ｍｉＲＮＡｓ在

不同侵袭能力的骨肉瘤细胞 Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ中的表达水平。

本研究结果显示，ｍｉＲ１９５／１５ａ／１５ｂ／１６／４２４／４９７同时被２种

生物信息学预测方法预测出可能靶向调控犉犃犛犖 基因表达；

用ＲＴＰＣＲ对这些 ｍｉＲＮＡ在骨肉瘤细胞 Ｕ２ＯＳ、ＨＯＳ中表

达进行定量检测发现：ｍｉＲ４２４在 ＨＯＳ细胞中表达相对于

Ｕ２ＯＳ细胞中高出（５４３．４４２９±３９．７９３１）倍，而在其余 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ在ＨＯＳ中表达高出或低于Ｕ２ＯＳ中表达都在２倍之

内；Ｕ２ＯＳ细胞中 ＦＡＳＮ 蛋白表达水平明显高于 ＨＯＳ中

ＦＡＳＮ表达水平；同时Ｔａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ实验证实骨肉瘤 Ｕ２

ＯＳ细胞侵袭能力明显高于 ＨＯＳ细胞。

综上所述，ｍｉＲ４２４在骨肉瘤细胞中表达水平与细胞侵袭

能力呈负相关，因而 ｍｉＲ４２４很可能通过靶向调控犉犃犛犖 基

因在骨肉瘤侵袭转移中发挥重要作用，为骨肉瘤转移机制研究

提供了新的思路。但是，由于体外模拟环境和体内微环境之间

存在差异，ｍｉＲ４２４是否确实通过靶向调控ＦＡＳＮ参与骨肉瘤

转移，还需进一步大量体内外实验加以证实。
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它们减少了中央神经系统的髓鞘化及渐进的失调，如颤抖、癫

痫及过早死亡。因此，ＭＢＰ对正常的神经细胞形态及功能的

维持是必需的，而在癌细胞中表达增强是其分化和增殖失控的

结果还是调控的一个关键点，仍有待进一步深入研究。

本研究从基因沉默的角度证实了２１．５ｋＤａＭＢＰ具有促

进细胞增殖与抑制细胞凋亡的双重调节功能，并从基因干扰的

角度为肿瘤的基因治疗进行了一次有益的尝试。本研究构建

的２１．５ｋＤａＭＢＰ特异性干扰重组质粒，为进一步研究２１．５

ｋＤａＭＢＰ的功能及神经胶质瘤的基因治疗提供了一种可供选

择的物质手段。
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