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miRNA-95在骨肉瘤组织中的表达及其对MG-63细胞增殖和侵袭的影响
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[摘 要] 目的：研究miRNA-95在骨肉瘤组织和细胞株中的表达情况及其对骨肉瘤MG-63细胞增殖、凋亡、细胞周期和侵袭

能力的影响。方法：以实时荧光定量PCR检测15例骨肉瘤组织及其癌旁组织（标本收集自2015年1月至2018年1月青岛市海

慈医疗集团外科手术的病例）和骨肉瘤细胞株（MG-63、U2OS、143B和HOS）与正常人成骨细胞株 hFOB1.19中的miRNA-95表

达。利用Lipofectamine 2000将miRNA-95 mimics和miRNA-95 inhibitors分别转染至人骨肉瘤MG-63细胞株中，并设置miRNA-

NC对照组，CCK-8法检测各组细胞增殖活力变化，流式细胞术检测各组细胞周期和凋亡变化，Transwell方法检测各组细胞侵袭

能力变化，双荧光素酶活性实验检测并验证miRNA-95在MG-63细胞中的靶向基因。结果：miRNA-95在人骨肉瘤组织中的表

达水平显著高于癌旁组织（P<0.01），在MG-63、U2OS、143B和HOS细胞中的表达水平显著高于hFOB1.19，且在MG-63细胞中表

达水平最高（P<0.01）。与miRNA-NC对照组相比，miRNA-95 mimics组中MG-63细胞的增殖活力显著上升、细胞凋亡率显著下

降而侵袭率显著上升（均P<0.01）、而miRNA-95 inhibitors组中MG-63细胞增殖活力显著下降、细胞周期被阻滞、细胞凋亡率显著

上升而侵袭率显著下降（均P<0.01）；miRNA-95在骨肉瘤MG-63细胞中靶向上皮膜蛋白-1（epithelial membrane protein-1，EMP-1）

基因发挥作用。结论：miRNA-95在人骨肉瘤组织和细胞中均呈高表达，抑制骨肉瘤MG-63细胞中miRNA-95表达能够促进细

胞凋亡进而抑制细胞增殖、细胞周期及侵袭能力，该作用可能通过靶向EMP-1基因而发挥。
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Expression of miRNA-95 in osteosarcoma tissues and its effect on proliferation
and invasion of MG-63 cells

DONG Zhiwei, LIU Lijuan, GENG Diyu, LIU Qiuxia (Department of Joint Surgery, Qingdao Haici Medical Group, Qingdao 266000,

Shandong, China)

[Abstract] Objective: To study the expression of miRNA-95 in osteosarcoma tissues and cell lines, as well as to reveal its effect on

proliferation, apoptosis, cell cycle and invasion ability of osteosarcoma cells. Methods: Real-time fluorescent quantitative PCR was

used to detect the expression of miRNA-95 in 15 pairs of osteosarcoma tissues and their adjacent normal tissues (specimens were

collected from patients underwent surgery in Qingdao Haici Medical Group from January 2015 to January 2018), osteosarcoma cell

lines (MG-63, U2OS, 143B and HOS) and normal human osteoblast hFOB1.19 cell line. miRNA-95 mimics and miRNA-95 inhibitors

were respectively transfected into MG-63 cells by Lipofectamine 2000, and miRNA-NC group was set up as control group. CCK-8

method was used to detect the changes in cell proliferation, Flow cytometry was used to detect the changes in cell cycle and apoptosis,

Transwell method was used to detect the changes in cell invasion ability, and Dual luciferase enzyme activity assay was used to detect

and validate the target gene of miRNA-95 in osteosarcoma cells. Results: The expression level of miRNA-95 in human osteosarcoma

tissues and cell lines (MG-63, U2OS, 143B and HOS) was significantly higher than that in adjacent tissues and normal human

osteoblast hFOB1.19 cell line (all P<0.01), with the highest expression in MG-63 cells (P<0.01). Compared with the miRNA-NC

group, the proliferation and invasion abilities of MG-63 cells in miRNA-95 mimics group increased significantly, while the apoptosis

rate decreased significantly (all P<0.01). However, the proliferation and invasion activities of MG-63 cells in miRNA-95 inhibitor

group decreased significantly, while the apoptosis rate increased significantly, and the cell cycle was obviously blocked (all P<0.01).

miRNA-95 played a role in targeting the gene of epithelialmembraneprotein1 (EMP-1) in human osteosarcoma MG-63 cells.

Conclusion: miRNA-95 is highly expressed in human osteosarcoma tissues and cells; inhibitor of miRNA-95 expression can

promote apoptosis and inhibit proliferation, cell cycle and invasion of osteosarcoma cells, which may be related with targeting

EMP-1 gene.
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骨肉瘤又称成骨肉瘤，是常见的骨科恶性肿瘤

之一，其常发于20岁以下的青少年或儿童，在小儿骨

恶性肿瘤中最为多见，并且致死率较高[1]。20世纪以

来，针对骨肉瘤的标准治疗方法是截肢术；而随着化

疗药物的出现，骨肉瘤患者能够接受术前术后的辅

助化疗和择期手术的方案，使患者的5年生存期有了

显著延长[2]。尽管临床上针对骨肉瘤的治疗和研究

已经有了极大进展，但其容易发生侵袭转移并且转

移的骨肉瘤患者疗效较差，预后不良，仍缺乏有效的

治疗方案[3]。因此，探索并揭示骨肉瘤侵袭转移的分

子调控机制和有效的分子靶点，将对于其临床治疗

具有重要的意义。微小核糖核酸（microRNA，miRNA）

是一类非编码的21~23个核苷酸的单链小RNA发夹

样分子，它们能够调控肿瘤细胞中基因和信号通路

表达进而影响肿瘤的发生发展[4]。miRNA-95是近年

来发现的miRNAs中的新成员，其与肿瘤细胞活动密

切相关。在子宫颈癌细胞中，miRNA-95表达呈明显

上升趋势，并且它能够促进呼吸道、消化道及生殖系

统肿瘤的发生发展，表明miRNA-95可能是恶性肿瘤

诊断治疗及预后预测的潜在生物标志物[5-6]。但是目

前关于miRNA-95在骨肉瘤中的表达情况及其影响

作用和机制尚无研究。因此，本课题检测了骨肉瘤

组织及其细胞株中miRNA-95的表达情况，并揭示其

对骨肉瘤细胞增殖和侵袭能力的影响，以探索miR‐

NA-95能否能作为骨肉瘤治疗的新靶点。

1 材料与方法

1.1 临床标本

收集于 2015年 1月至 2018年 1月在本院骨科手

术切除并经病理检测诊断证实为骨肉瘤的组织标本

25例。其中男性 16例、女性 9例，年龄 7~49岁、中位

年龄20.8岁。所有患者术前均未行放、化疗，肿瘤组

织经组织病理学切片验证为骨肉瘤，而肿瘤远端组

织经过病理学验证为无肿瘤侵犯癌旁组织。手术所

取骨肉瘤和癌旁组织，离体后 10 min内放入液氮内

冻存备用。本研究所有患者均签署知情同意书，并

经过本院伦理委员会批准。

1.2 实验材料

人骨肉瘤细胞株（MG-63、U2OS、143B、HOS）和

正常成骨细胞株hFOB1.19均购自中国科学院上海细

胞研究所。DMEM/F12细胞培养基、RPMI 1640细胞

培养基、胎牛血清、1%青霉素和链霉素双抗均购自美

国Gibico公司，CCK-8试剂盒购自北京鼎国公司，Li‐

pofectamineTM2000 转染试剂、miRNA-95 模拟物

（miRNA-95 mimics）、miRNA-95 抑制物（miRNA-95

inhibitors）均购自上海生工公司，miRNA 提取试剂

盒、TaqMan-MicroRNA逆转录试剂盒、qPCR试剂盒

均购自大连TakaRa公司，细胞周期试剂盒、Annexin-

V/PI细胞凋亡试剂盒购自北京博奥生公司，Transwell

小室购自Corning公司，Matrigel基质胶购自美国Sig‐

ma公司，双荧光素酶活性实验检测试剂盒购自上海

Invitrogen公司。

1.3 细胞培养

将冻存的人骨肉瘤MG-63、U2OS、143B、HOS细

胞和正常成骨细胞 hFOB1.19 复苏后培养于含 10%

胎牛血清的DMEM/F12细胞培养基中，并置于37 ℃

和5%CO2的培养箱中培养。当细胞生长至70%以上

汇合后进行 0.25%EDTA-胰酶消化传代以进行后续

实验。

1.4 qPCR 检测骨肉瘤组织及细胞株中 miRNA-95

表达情况

按照TRIzol方法提取各骨肉瘤组织、癌旁正常组

织及MG-63、U2OS、143B、HOS、hFOB1.19细胞中总

RNA，后按照miRNA逆转录试剂盒将总RNA转录成

cDNA。每例标本取500 ng的cDNA再按照试剂盒方法

进行实时荧光定量qPCR检测。PCR反应中miRNA-95

引物为 Sense:GGCACTCAATAAATGTCTGTTGA 和

Anti-sense:TGCTCAATAAATACCCGTTGA，并以U6基

因为内参，其引物为Sense: CTCGCTTCGGCAGCACA

和Anti-sense:AACGCTTCACGAATTTGCGT，所有引

物均由上海生工公司设计合成。利用Bio-Rad公司的

IQ5TM Real-time PCR仪器实时检测分析各组样品中

miRNA-95的相对表达量，以2-△△Ct公式计算。

1.5 细胞转染及分组

根据上述检测结果，选择骨肉瘤MG-63细胞为

转染对象。取对数生长期MG-63细胞，消化后收集

细胞并用 DMEM/F12 细胞培养基稀释成 105 个/ml

细胞，接种至细胞培养板中，当细胞贴壁汇合至 70%

时，使用 LipofectamineTM2000 转染试剂盒分别将 50

nmol/L 的 miRNA-95 模拟物和 miRNA-95 抑制物分

别转染至不同 MG-63 细胞中，设定为 miRNA-95

mimics组和miRNA inhibitor组。并按照上述方法转

染无义的miRNA至相应MG-63细胞中作为阴性对

照（miRNA NC组）。各组MG-63细胞转染 24 h后，

利用上述qPCR方法检测转染后细胞中miRNA-95表

达变化。

1.6 CCK-8法检测转染后骨肉瘤细胞的增殖变化

将转染 24 h后各组MG-63细胞按照 1×104个/ml
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每孔 180 µl种植于 96孔培养板中，每组设置 5个复

孔。分别在培养 0、24、48、72、96、120 h时，每孔中加

入20 µl/的CCk-8溶液，在37 ℃时继续孵育2 h，在酶

标仪上测定 450 nm处各孔光密度（D450）值以反映各

组细胞的增殖活力。

1.7 流式细胞术检测转染后各组骨肉瘤细胞周期和

凋亡变化

将各组转染 24 h后MG-63细胞，消化离心并收

集，用预冷的 75%乙醇固定3 h。每组细胞中加入 1 g/L

的RNase A溶液 200 µl，37 ℃下作用 30 min，再加入

10 µl的碘化丙啶（PI）避光孵育30 min，PBS缓冲液洗

涤一次后，利用BD Calibur流式细胞仪检测各组细胞

周期变化。同时，将各组转染24 h的MG-63细胞，连

续培养 48 h 后消化离心收集细胞。分别用 5 µl 的

FITC标记的Annexin V和10 µl的PI室温孵育 20 min，

用PBS洗涤2次，同样利用BD Calibur流式细胞仪上

样检测各组转染后MG-63细胞的凋亡率变化。

1.8 Transwell检测转染后各组骨肉瘤细胞侵袭能力

变化

用含 5% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基稀释转

染24 h后MG-63细胞密度至1×105个/ml。在各Tran‐

swell板上室膜上均匀涂抹50 µl的magtrigel胶，置于

37 ℃培养箱中孵育 30 min，形成基底膜结构。将上

述各组 MG-63 细胞取 100 µl 加入到 Transwell 上室

中，而下室中加入 600 µl含 15%胎牛血清的培养基，

同时设置未处理组。将 Transwell 板置于 37 ℃、

5%CO2培养箱中继续培养 48 h。培养结束后将小室

滤膜取出，用4%多聚甲醛固定10 min。结晶紫染色

滤膜 10 min后 PBS洗涤 3遍，在显微镜下观察各组

MG-63细胞侵袭情况，拍照并计算各组MG-63细胞

侵袭率变化。细胞侵袭率=各组平均侵袭细胞数/未

处理对照组侵袭细胞数×100%。

1.9 生物信息学分析miRNA-95下游靶基因并经双

荧光素酶活性实验验证

运用 miRNA 下游靶基因预测软件（http://tar‐

getscan.org）、（http://www.miranda-im.org）、（http://pic‐

tar.mdc-berlin.de）等对miRNA-95在骨肉瘤中的下游

靶向基因进行筛选，预测了其下游靶向基因为EMP-1。

根据荧光素酶实验 KOD-PLUS-Mutagenesis-Kit 的

操作说明设计 EMP-1/3’UTR 的结合位点，将结合

位 点“5’-CCGUUGAAA”突 变 成“5’-GGCAA‐

CAAA”，载体由上海生工公司构建合成。分别将野

生型WT-EMP-1/3’UTR载体和突变型MUT- EMP-1/

3’UTR表达载体以 500 ng/ml转染至已含miRNA-95

mimics、miRNA-95 inhibitor的MG-63细胞中，将其接

种于96孔板中，每孔200 µl，每组细胞设置3个重复，

在含 5%CO2的细胞培养箱中继续培养 48 h。培养结

束后各组细胞中加入荧光素酶缓冲试剂盒反应底

物，充分作用10 min后，测定各组细胞中相对荧光强

度。

1.10 统计学处理

采用SPSS17.0软件统计分析。所有实验重复3次，

正态分布的计量数据采用平均值±标准差表示。组

间的两两比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用

单因素方差分析、进一步两两比较采用SNK-q检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 骨肉瘤组织和细胞株中miRNA-95呈高表达

qPCR检测（图1）发现骨肉瘤组织中miRNA-95表

达水平显著高于癌旁正常组织，(3.95±0.47 vs 1.38±

0.22，P<0.01)。qPCR 检测结果（图 2）还显示，miR‐

NA-95在4种人骨肉瘤细胞株（MG-63、U2OS、143B、

HOS）中的表达水平也显著高于正常成骨细胞

hFOB1.19的水平（P<0.05或P<0.01），且MG-63细胞

中miRNA-95的表达水平最高（P<0.05）。

**P<0.01 vs Para-carcinoma tissue group

图1 骨肉瘤组织及癌旁组织中miRNA-95的表达情况

Fig.1 The expression of microRNA-95 in osteosarcoma

tissues and para-carcinoma tissues

*P<0.05,**P<0.01 vs hFOB1.19 cells; △P<0.05 vs U2OS, 143B

and HOS cells

图2 各骨肉瘤细胞株和人成骨细胞株中miRNA-95的表达情况

Fig.2 The expression of microRNA-95 in osteosarcoma cell

lines and human osteoblast cell line
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2.2 miRNA-95 mimics 和 miRNA-95 inhibitor 转染

后MG-63细胞中miRNA-95的表达情况

利用 PCR 检测（图 3）发现，与 miRNA-NC 组相

比，miRNA-95 mimics转染组细胞中miRNA-95表达

水平显著上升 (3.07±0.31 vs 1.03±0.12, P<0.01)，而

miRNA-95 inhibitor转染组细胞中miRNA-95表达水

平显著下降至(0.25±0.06 vs 1.03±0.12, P<0.01)，验证

了通过miRNA-95 mimics和miRNA-95 inhibitor转染

可以上调和下调MG-63细胞中miRNA-95表达水平。

*P<0.01 vs miRNA NC group

图3 miRNA-95 mimics和miRNA-95 inhibitor转染MG-63

细胞后miRNA-95表达的变化

Fig.3 The changes of miRNA-95 expression in MG-63 cells

transfected with miRNA-95 mimics and miRNA-95 inhibitors

2.3 miRNA-95 mimics 和 miRNA-95 inhibitor 转染

MG-63后细胞增殖活力的变化

CCk-8 法检测发 现 ，miRNA-95 mimics 转染

MG-63细胞48~120 h后细胞的增殖活力显著上升(均

P<0.05；图 4)，而 miRNA-95 inhibitor 转染 MG-63 细

胞48~120 h后细胞增殖活力显著下降(均P<0.05；图4)。

**P<0.01 vs miRNA NC group

图4 miRNA-95 mimics和miRNA-95 inhibitor转染MG-63

后细胞增殖活力的变化

Fig.4 The changes in cell proliferation of MG-63 cells trans‐

fected with mRNA-95 mimics and miRNA-95 inhibitor

2.4 miRNA-95 mimics 和 miRNA-95 inhibitor 转染

后MG-63细胞周期的变化

流式细胞术检测（图 5）发现，miRNA-95 mimics

转染 MG-63 细胞后能够促进细胞周期，而 miRNA-

95 inhibitor转染MG-63细胞后能够阻滞细胞周期变

化。与 miRNA-NC 组相比，miRNA-95 mimics 转染

组MG-63 细胞周期中 S 期和 G2/M期显著上升（均

P<0.01），而miRNA-95inhibitor转染组MG-63细胞周

期中S期和G2/M期则显著下降（均P<0.01）。

**P<0.01 vs miRNA NC group

A: Cell cycle was detected by Flow cytometry; B: Statistics of cell cycle changes

图5 miRNA-95 mimics和miRNA-95 inhibitor转染后MG-63细胞周期的变化

Fig.5 The changes in cell cycle of MG-63 cells transfected with mRNA-95 mimics and miRNA-95 inhibitor

2.5 miRNA-95 mimics 和 miRNA-95 inhibitor 转染

后MG-63细胞凋亡的变化

流式细胞术检测（图 6）发现，miRNA-95 mimics

转染MG-63细胞后细胞凋亡率显著下降，而miRNA-

95 inhibitor转染MG-63细胞后细胞凋亡率显著上升

（均P<0.01）。

2.6 miRNA-95 mimics 和 miRNA-95 inhibitor 转染

后MG-63细胞侵袭能力的变化

Transwell检测（图 7）发现，miRNA-95 mimics转

染MG-63细胞后细胞侵袭能力显著上升，而miRNA-

95 inhibitor转染MG-63细胞后细胞侵袭能力显著下

降（均P<0.01）。
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**P<0.01 vs miRNA NC group

A: Cell apoptosis was detected by Flow cytometry; B: Statistics of cell apoptosis rate changes

图6 miRNA-95 mimics和miRNA-95 inhibitor转染后MG-63细胞凋亡的变化

Fig.6 The changes in apoptosis of MG-63 cells transfected with mRNA-95 mimics and miRNA-95 inhibitor

**P<0.01 vs miRNA NC group

A:Cell invasion was detected by Transwell; B: Statistics of cell invasion rate

图7 miRNA-95 mimics和miRNA-95 inhibitor转染后MG-63细胞侵袭的变化

Fig.7 The changes in invasion of MG-63 cells transfected with miRNA-95 mimics and miRNA-95 inhibitor

2.7 生物信息学预测 miRNA-95 的下游靶向基因

EMP1及双荧光素酶实验验证结果

利用生物信息学方法，根据 Targetscan、miRdb、

miRanda生物信息学软件筛选出与骨肉瘤中miRNA-

95表达相关的靶基因上皮膜蛋白-1（Epithelialmem‐

braneprotein1, EMP-1）基因。在 TargetScan 软件中，

获得miRNA-95和预测靶基因EMP-1的3’-UTR的结

合位点（图8A）。为进一步验证miRNA-95是否通过

靶向EMP-1基因的 3’-UTR上特异结合位点而调控

EMP-1表达发挥作用，利用双荧光素酶实验进行检

测。双荧光素酶活性实验（图 8B）发现，EMP-1-3’-

UTR野生型（WT）中，与miRNA-NC组相比，miRNA-

95 mimics 组 MG-63 细胞中荧光值显著降低（P<

0.01），而miRNA-95 inhibitor组MG-63细胞中荧光值

则显著上升（P<0.01）。在 EMP-1-3’-UTR 突变型

（MUT）中，不同 miRNA-95 表达水平的三组 MG-63

细胞中荧光值无显著变化 (均 P>0.05)。结果验证

miRNA-95能够靶向骨肉瘤MG-63细胞中EMP-1基

因发挥作用。

**P<0.01 vs miRNA NC

A: Bioinformatics analysis of microRNA-95 targeting EMP-1

gene loci; B: Statistics of double luciferase

activity experiment results

图8 双荧光素酶活性实验检测miRNA-95在骨肉瘤细胞中是

否靶向EMP-1基因发挥作用

Fig. 8 Double luciferase enzyme activity assay was used to

detect whether miRNA-95 played a role in targeting EMP-1

gene in osteosarcoma cells
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3 讨 论

骨肉瘤是一种恶性程度极高的肿瘤，其侵袭能

力强，且治疗预后差[7]。尽管临床上针对骨肉瘤的治

疗方案和技术手段在不断改进，但 40%左右的转移

骨肉瘤患者对化疗敏感性较差，5年生存率极低，常

常会复发[8]。随着分子生物学和细胞生物学的进展，

分子靶向精准治疗为临床骨肉瘤治疗提供了新的希

望，特别是miRNA在骨肉瘤细胞功能中发挥作用的

深入研究，其为骨肉瘤的分子靶向精准治疗提供了

新的思路[9]。

近年来研究发现有些特异性的miRNA在肿瘤

组织和癌旁正常组织中呈现明显表达差异，提示这

些miRNAs可作为肿瘤早期筛选、评价及预后的分子

标志物并应用于临床[10]。已有研究[11]发现miRNA-95

在结肠癌、宫颈癌等肿瘤组织中高表达，其能够通过

抑制 p21蛋白进而促进结肠癌细胞的增殖和迁移。

但关于miRNA-95在骨肉瘤中表达情况及其作用机

制尚未见研究，因此本课题收集了 25例骨肉瘤患者

的肿瘤组织和癌旁正常组织，利用 PCR 检测发现，

miRNA-95在骨肉瘤组织中呈显著高表达，在骨肉瘤

细胞系MG-63、U2OS、143B、HOS中表达水平均显著

高于正常成骨细胞 hFOB1.19，并且其在高侵袭转移

潜能的骨肉瘤MG-63细胞系中表达水平最高。结果

证明miRNA-95的高表达与骨肉瘤肿瘤的发生发展

存在相关性，也提示miRNA-95可作为骨肉瘤肿瘤早

期筛选及评价的分子标志物。

尽管 miRNAs 和肿瘤关系密切，但是不同的

miRNA在常见肿瘤中具体的功能作用并不一致[12]。

LI 等[13] 研究发现 ，miRNA-95 在胰腺癌细胞系

SW1990和Panc-1中表达均明显升高，并且能够影响

两个细胞系的生长、凋亡、侵袭和迁移。HUANG

等[14]研究发现，miRNA-95在直肠癌中表达上升，并能

够通过SNX1影响直肠癌细胞的增殖。为了进一步

揭示miRNA-95异常表达对骨肉瘤细胞的发生发展

是否有影响作用，本课题构建了 miRNA-95 mimics

（上调表达）和miRNA-95 inhibitor（下调表达）同时转

染骨肉瘤 MG-63 细胞，当 miRNA-95 抑制表达后，

MG-63细胞增殖活力能够显著下降、细胞周期受阻

滞，反之miRNA-95进一步诱导表达后MG-63细胞增

殖活力显著上升、细胞周期进展更快，此结果表明

miRNA-95在骨肉瘤细胞中发挥促癌作用。同时本

研究还发现，miRNA-95能够调控骨肉瘤细胞凋亡和

侵袭能力，当miRNA-95抑制表达时MG-63细胞凋亡

率显著上升和侵袭能力显著下降，而miRNA-95诱导

表达后MG-63细胞凋亡率显著下降和侵袭能力显著

上升，该结果与XIAO等[15]研究miRNA-95在鸦胆子

素 D 治疗肝癌中作用机制中研究结果一致，提示

miRNA-95有望成为骨肉瘤肿瘤分子治疗的新靶点。

miRNA的作用机制是在转录水平上通过与对应

的靶基因mRNA的3’-UTR位点序列互补配对，而促

进靶基因的mRNA降解或抑制其翻译，进而下降靶

基因表达[16]。因此，研究miRNA在肿瘤病理发生发

展中的作用，都有必要检测其发挥作用的靶基因，以

判定其能否应用于相关肿瘤的分子靶向治疗[17]。本

研究利用生物信息学方法来筛选与骨肉瘤中

miRNA-95 表达相关的靶基因 ，根据 Targetscan、

miRdb、miRanda 等软件均筛选出 miRNA-95 可以与

EMP-1 基因的 3’-非翻译区位点相结合，因此推测

EMP-1基因为骨肉瘤中miRNA-95发挥作用的靶基

因。已有研究[18-19]发现，EMP-1可作为胃肠道间质瘤

耐药的标志物，其在人结直肠癌组织中表达水平明

显减低，而过表达EMP-1能够抑制SW-480肿瘤细胞

的恶性生物学行为，表明EMP-1在相关肿瘤中发挥

抑癌作用。为了进一步证实骨质瘤中miRNA-95和

EMP-1基因的靶向作用，本研究进行了双荧光素

酶活性实验发现 EMP-1-3’-UTR 野生型（WT）中，

miRNA-95 mimics组MG-63细胞中荧光值显著降低

而miRNA-95 inhibitor组细胞中荧光值则显著上升，

验证了 miRNA-95 能够靶向骨肉瘤 MG-63 细胞中

EMP-1基因发挥作用。

综上所述，本研究发现miRNA-95在人骨肉瘤组

织和细胞中呈高表达，而抑制骨肉瘤中miRNA-95表

达水平能够显著抑制其细胞增殖、细胞周期及侵袭

能力并促进细胞凋亡，这些结果均可能是通过靶向

EMP-1基因发挥作用。本研究提示miRNA-95参与

人骨肉瘤的发生发展，其可为骨肉瘤提供新的基因

靶点和检测指标。
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