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  [摘要] 目的 探讨环形RNA(circRNA)检测hsa_circ_0004674通过微RNA-1254(miR-1254)调控表皮

生长因子受体(EGFR)对骨肉瘤细胞增殖、迁移、侵袭的影响。方法 通过微阵列分析筛选 MG63细胞中差异

表达的circRNA,实时荧光定量PCR(RT-PCR)法检测hsa_circ_0004674在骨肉瘤细胞MG63和正常成骨细胞

NHOst中的表达情况,分析hsa_circ_0004674对 MG63细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响;miRanda预测hsa_
circ_0004674和miR-1254之间的结合位点,双荧光素酶报告基因检测hsa_circ_0004674与miR-1254的相互作

用,分析hsa_circ_0004674作为 miR-1254的海绵对 MG63细胞增殖、侵袭与迁移的影响;TargetScan预测

miR-1254和EGFR之间的结合位点,双荧光素酶报告基因检测 miR-1254与EGFR的相互作用,分析EGFR
对 MG63细胞增殖、侵袭与迁移的影响。细胞增殖、侵袭和迁移能力分别用细胞克隆形成实验、细胞侵袭实验

和细胞划痕实验检测。CCK-8法检测过表达EGFR对 MG63细胞活力的影响,Western
 

blot法检测hsa_circ_
0004674和miR-1254对EGFR表达的影响及过表达EGFR对 MG63细胞中Bax、Bcl-2表达的影响。结果 
与NHOst细胞比较,MG63细胞中hsa_circ_0004674的表达水平上调(P<0.01),miR-1254的表达水平下调

(P<0.01),EGFR
 

mRNA表达水平上调(P<0.01),干扰hsa_circ_0004674或EGFR表达可使 MG63细胞增

殖、侵袭与迁移受抑制。miR-1254过表达也可抑制 MG63细胞增殖、侵袭与迁移,而干扰 miR-1254表达可促

进 MG63细胞增殖、侵袭与迁移;与仅干扰 miR-1254表达比较,同时干扰hsa_circ_0004674和 miR-1254的表

达后,hsa_circ_0004674表达的下调能部分逆转 miR-1254表达下调对细胞功能的影响。hsa_circ_0004674
 

3'
UTR与miR-1254特异性结合,调控 miR-1254的表达活性。miR-1254与EGFR

 

3'UTR特异性结合,调控

EGFR的表达。miR-1254过表达降低 MG63细胞的活力,EGFR过表达增加 MG63细胞的活力。miR-1254
过表达促进 MG63细胞中Bax的表达,抑制Bcl-2的表达,而EGFR过表达抑制了 MG63细胞中Bax的表达,
促进Bcl-2的表达。结论 hsa_circ_0004674通过miR-1254调控EGFR表达,从而调控骨肉瘤细胞的增殖、迁

移和侵袭。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

has_circ_0004674
 

on
 

proliferation,migration
 

and
 

inva-
sion

 

of
 

osteosarcoma
 

cells
 

and
 

the
 

underlying
 

mechanism.Methods Microarray
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

de-
tect

 

the
 

differential
 

expression
 

of
 

circRNA
 

in
 

MG63
 

cells.RT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

hsa_circ_0004674
 

in
 

MG63
 

and
 

NHOst
 

cells.The
 

effects
 

of
 

hsa_circ_0004674
 

on
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
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migration
 

of
 

MG63
 

cells
 

were
 

analyzed.The
 

miRanda
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

hsa_circ_
0004674

 

and
 

miR-1254.Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

hsa_circ_0004674
 

interaction
 

with
 

miR-1254.The
 

effect
 

of
 

hsa_circ_0004674
 

as
 

a
 

miR-1254
 

sponge
 

on
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

migra-
tion

 

of
 

MG63
 

cells
 

was
 

analyzed.The
 

TargetScan
 

database
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

miR-
1254

 

and
 

EGFR.Dual
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

miR-1254
 

interaction
 

with
 

EGFR.The
 

effect
 

of
 

EGFR
 

on
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

MG63
 

cells
 

were
 

analyzed.Cell
 

proliferation,invasion,
and

 

migration
 

capabilities
 

were
 

measured
 

by
 

using
 

cell
 

clone
 

formation
 

experiment,cell
 

invasion
 

experiment,
and

 

cell
 

scratch
 

experiment,respectively.CCK-8
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

EGFR
 

overexpression
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

MG63
 

cells.The
 

effect
 

of
 

EGFR
 

overexpression
 

on
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Bax
 

and
 

Bcl-2
 

in
 

MG63
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results In
 

MG63
 

cells,the
 

expression
 

level
 

of
 

hsa_circ_0004674
 

was
 

up-regulated
 

(P<0.01),the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-1254
 

was
 

down-regulated
 

(P<0.01),the
 

expression
 

level
 

of
 

EGFR
 

was
 

up-regulated
 

when
 

compared
 

with
 

NHOst
 

cells
 

(P<0.01).Silencing
 

of
 

the
 

expression
 

of
 

hsa_circ_0004674
 

or
 

EGFR
 

inhibited
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

MG63
 

cells.Overexpression
 

of
 

miR-1254
 

inhibited
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

MG63
 

cells;down-regulation
 

of
 

miR-1254
 

pro-
moted

 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

MG63
 

cells.Compared
 

with
 

down-regulation
 

of
 

miR-125
 

4
 

only,
inhibiting

 

the
 

expression
 

of
 

hsa_circ_0004674
 

and
 

miR-1254
 

partially
 

reversed
 

the
 

effect
 

on
 

cell
 

function
 

which
 

infulenced
 

by
 

down-regulation
 

of
 

miR-1254.hsa_circ_0004674
 

3'UTR
 

specifically
 

bonded
 

to
 

the
 

miR-1254
 

and
 

regulated
 

the
 

expression
 

activity
 

of
 

miR-1254.miR-1254
 

specifically
 

bonded
 

to
 

the
 

EGFR
 

3'UTR
 

and
 

regula-
ted

 

the
 

expression
 

activity
 

of
 

EGFR.Overexpression
 

of
 

miR-1254
 

reduced
 

the
 

viability
 

of
 

MG63
 

cells,and
 

overexpression
 

of
 

EGFR
 

increased
 

the
 

viability
 

of
 

MG63
 

cells.Overexpression
 

of
 

miR-1254
 

promoted
 

the
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

Bax
 

in
 

MG63
 

cells
 

and
 

inhibited
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2;Overexpression
 

of
 

EGFR
 

inhib-
ited

 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Bax
 

and
 

promoted
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

in
 

MG63
 

cells.Conclusion hsa_circ_
0004674

 

regulates
 

EGFR
 

expression
 

through
 

miR-1254,thereby
 

regulating
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

in-
vasion

 

of
 

osteosarcoma
 

cells.
[Key

 

words] hsa_circ_0004674;miR-1254;receptor,epidermal
 

growth
 

factor;MG63
 

cells;cell
 

prolifera-
tion;neoplasm

 

invasiveness;cell
 

movement

  骨肉瘤是由间质细胞系发展形成的恶性肿瘤之

一[1],其发病率高,进展速度快,儿童和青少年极易发

病。针对骨肉瘤患者,现多采用外科病灶切除、辅助

化疗和术后化疗等方法进行治疗[2]。然而,当患者确

诊为骨肉瘤时,其中有约15%的患者可诊断出不同程

度的远处转移[3],30%~40%的患者会复发[4],其容

易转移和复发的特点导致病死率很高,因此深入研究

骨肉瘤的发病机制至关重要。环形 RNA(circular
 

RNA,circRNA)是一类非编码 RNA,有特殊闭合环

状结构,而且在生物体内广泛存在[5-6],circRNA能够

通过调控微RNA(microRNA,miRNA)和靶基因的

结合而发挥生物学作用,且许多疾病发生过程与其有

关[7-8]。研究表明circRNA在骨肉瘤中的异常表达会

引起骨肉瘤的发生发展[9-11],如
 

hsa_circ_0009910作

为miR-449a的海绵并上调miR-449a功能性靶标IL-
6R,从而导致骨肉瘤的发生[12]。最近的研究发现

hsa_circ_0004674在骨肉瘤细胞中高表达[13],但hsa_

circ_0004674在骨肉瘤细胞中发挥的作用及其机制尚

不明了。因此,本文拟探讨其在骨肉瘤细胞生物学行

为中的作用,为进一步阐明hsa_circ_0004674
 

在骨肉

瘤中发挥的调控作用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料

骨肉瘤细胞 MG63和正常成骨细胞NHOst购自

上海生物细胞研究所。RPMI-1640培养基、DMEM
培养基购自美国Gibco公司,TRIzol试剂盒购自美国

Invitrogen公司,PrimeScriptTMⅡ1st
 

Strand、Prime-
STAR􀆿Max

 

DNA
 

Polymerase
 

cDNA
 

Synthesis
 

试剂

盒和点突变试剂盒均购自日本 TaKaRa公司。hsa_

circ_0004674阴性对照质粒[hsa_circ_0004674
 

siR-
NA

 

NC、pcDNA-3.1(+)]、hsa_circ_0004674
 

siR-
NA、pcDNA-hsa_circ_0004674、miRNA-1254(miR-
1254)阴 性 对 照 质 粒[miR-1254模 拟 物(miR-1254

 

mimic)NC、miR-1254抑制剂(miR-1254
 

inhibitor)

NC]、miR-1254
 

mimic、miR-1254
 

inhibitor、pcDNA-
miR-1254、miR-1254

 

siRNA 和表皮生长因子受体

(EGFR)阴性对照质粒(EGFR
 

siRNA
 

NC)、EGFR
 

siRNA、pcDNA-EGFR由北京擎科生物有限公司合

成,后续实验分组根据 MG63细胞转染的相应质粒命

名,另设不做任何处理的 MG63细胞为空白对照。双
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荧光素酶活性检测试剂盒和Turbofect转染试剂购自

美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司,Transwell小室

购自武汉巴菲尔生物技术服务有限公司,羊抗兔
 

IgG
 

二抗(HRP)、羊抗鼠IgG
 

二抗(HRP)购自北京义翘

神州科技有限公司,ECL化学发光试剂盒和苯甲基磺

酰氟(PMSF)购自上海碧云天生物技术有限公司,

Bax、β淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)、β-actin和EGFR多克隆

抗体购自美国Santa
 

Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

MG63细胞用含10%胎牛血清(FBS)的DMEM
培养基,NHOst细胞用含10%

 

FBS的 RPMI-1640
培养基,置于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养,根据实

验要求将细胞按相应数量接种于所需的细胞培养皿

或细胞培养板中。

1.2.2 生物信息学分析

分析 MG63、NHOst细胞的circRNA、miRNA,
利用 TRIzol试剂提取两种细胞中的总 RNA,并用

Multispecies
 

miRNA-4阵列分析,用limma软件分析

数据。以热图的形式表示结果。

1.2.3 细胞转染

MG63细胞按1×105/孔铺于12孔板,待细胞密

度生长至约70%时,按照Tubofect转染试剂的说明

书将各组质粒(浓度为50
 

nmol/L)转染到 MG63细

胞中,置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养48
 

h后收集

各组细胞进行后续实验。

1.2.4 CCK-8法测定细胞活力

将 MG63细胞按1×105/mL的密度铺于96孔

板中,置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养,待细胞密

度生长至约75%时,按1.2.3转染各组质粒,每组设

5个复孔,培养48
 

h后,去除上清液,每个孔加入100
 

μL混合培养液(CCK-8工作液和培养基比例为1∶
10),继续于培养箱中培养2

 

h后,用酶标仪读取各孔

细胞在450
 

nm处的吸光度(A)值。

1.2.5 细胞克隆形成实验

将生长良好的细胞制成细胞悬液,按1×103/孔

接种于细胞培养板里,置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中

培养14
 

d左右,每4天换液1次,观察细胞生长状态,
去除培养基,PBS洗3次,4%多聚甲醛固定20

 

min,

结晶紫染色5
 

min,计数细胞数大于或等于30个的集

落,在显微镜下拍照。

1.2.6 细胞侵袭实验

将-20
 

℃保存的matrigel于4
 

℃过夜融化,在冰

上用 无 FBS 的 培 养 基 稀 释 matrigel至 终 浓 度

1
 

mg/mL,每个 Transwell小室上室加入100
 

μL稀

释后的matrigel,37
 

℃培养箱中放置5
 

h使其干成胶

状。各组细胞长满后,PBS洗两次,胰酶消化后,用无

FBS的培养基重悬细胞,制成细胞悬液,调整细胞浓

度至5×105/mL,取细胞悬液100
 

μL加入Transwell
小室上室,下室中加入完全培养基,置于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养24
 

h,取出小室,弃去上室培养基,

PBS洗两次,4%多聚甲醛固定20
 

min,0.1%结晶紫

染色20
 

min,用棉签小心擦掉上层未迁移细胞,PBS
洗2次,显微镜下选取5个视野观察细胞并记数。

1.2.7 细胞划痕实验

各组细胞消化后制成单细胞悬液,按3×105/孔

细胞铺于6孔板里,细胞铺满板底后,用200
 

μL枪头

垂直于孔板制造细胞线性划痕,吸去细胞培养液,PBS
洗2次,洗去细胞碎片,加入无FBS的培养基,用显微

镜进行拍照,48
 

h后观察迁移的距离。根据收集图片

数据使用ImageJ软件分析实验结果。

1.2.8 双荧光素酶报告基因检测

miRanda
 

预测hsa_circ_0004674的潜在靶基因,

TargetScan数据库分析miR-1254的潜在靶基因。利

用PCR扩增hsa_circ_0004674
 

3'UTR片段和EGFR
 

3'UTR片段,hsa_circ_0004674克隆到psiCHECK2
质粒 中,EGFR 克 隆 到 pGL3 质 粒 中,构 建 psi-
CHECK2-hsa_circ_0004674-wt和 pGL3-EGFR-wt
载体。用点突变试剂盒构建psiCHECK2-hsa_circ_

0004674-mut和pGL3-EGFR-mut载体。将以上重组

质粒转染至 MG63细胞48
 

h后,应用双荧光素酶活

性检测试剂盒测定 MG63细胞的荧光素酶活性。

1.2.9 实时荧光定量PCR(RT-PCR)
按照实验要求收集细胞,利用 TRIzol试剂提取

细胞的总RNA,测定浓度后,参照TaKaRa公司两步

法反转录试剂盒说明书反转录成cDNA,使用 Ap-
plied

 

Biosystems
 

7300实时PCR系统完成RT-PCR,
用2-ΔΔCt法定量分析结果。实验所用的引物见表1。

表1  引物序列及产物大小

基因
 

方向 引物序列(5'-3') 产物大小(bp)

hsa_circ_0004674 正向 GTTGACCAAGCAAGCTTCCAG 143

反向 GGTACTTGCAGGTTTTACTGGG

miR-1254 正向 AGCCUGAPDHGGAAGCUGGAGCCUGCAGU 187
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续表1  引物序列及产物大小

基因
 

方向 引物序列(5'-3') 产物大小(bp)

反向 UGCAGGCUCCAGCUUCCAGGCUUU

EGFR 正向 AGGCACGAGTAACAAGCTCAC 297

反向 ATGAGGACATAACCAGCCACC

GAPDH 正向 CAAGGACCTCTACGCCAACAC 122

反向 GGTGCTAGGCTATGGTATCGTTC

1.2.10 Western
 

blot
各组细胞培养48

 

h后,收集细胞,加入RIPA,冰
上裂解细胞30

 

min,12
 

000
 

r/min离心10
 

min,通过

BCA法测定上清液中蛋白的浓度,按照目的蛋白大小

配置十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE)胶,以浓缩胶80

 

V、0.5
 

h,分离胶120
 

V、1.5
 

h的程序进行电泳,结束后根据蛋白大小湿转或半干

转至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,室温下用50
 

g/L脱脂

奶粉封闭2
 

h,用TBST按比例稀释特异性一抗,将封

闭后的PVDF膜转移至一抗稀释液中4
 

℃孵育过夜,

TBST洗膜5次,每次5
 

min,再将PVDF膜转移至

TBST稀释好的二抗中,37
 

℃孵育2
 

h,TBST洗膜5
次,每次5

 

min,将PVDF膜置于ECL发光成像仪中

显影照相,分析结果。

1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件分析数据,至少取3次独立

实验结果,符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组

间比较采用单因素方差分析,组间两两比较采用LSD-t
检验;计数资料以百分率表示,比较采用χ2 检验。检验

水准α=0.05,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 hsa_circ_0004674在 MG63细胞中的表达上调

根据热图结果可知,在 MG63细胞中表达上调的

circRNAs包括hsa_circ_0004674、hsa_circ_0007719、

hsa_circ_0027491、hsa_circ_0003836和hsa_circ_

0007142,下调的circRNAs包括hsa_circ_0000076、

hsa_circ_0002351、hsa_circ_0000471、hsa_circ_

0006633和hsa_circ_0000095,见图1A。其中hsa_

circ_0004674在 MG63细胞中高表达。RT-PCR结

果显示,MG63细胞中hsa_circ_0004674
 

mRNA的相

对表达水平明显高于NHOst细胞(P<0.01),见图1B。

2.2 hsa_circ_0004674影响 MG63细胞的增殖、侵袭

与迁移

RT-PCR结果显示,与hsa_circ_0004674
 

siRNA
 

NC组比较,hsa_circ_0004674
 

siRNA 组hsa_circ_

004674
 

mRNA 的 相 对 表 达 水 平 明 显 降 低 (P<
0.01),见图2。hsa_circ_0004674

 

siRNA组细胞增殖

克隆数明显低于hsa_circ_0004674
 

siRNA
 

NC组

(P<0.01),见图3A、B;hsa_circ_0004674
 

siRNA组

细胞侵袭数明显低于hsa_circ_0004674
 

siRNA
 

NC组

(P<0.01),见图3C、D;hsa_circ_0004674
 

siRNA组

细胞的划痕愈合率明显低于hsa_circ_0004674
 

siR-
NA

 

NC组(P<0.01),见图3E、F。

  A:热图分析 MG63、NHOst细胞中差异表达的circRNAs;B:RT-

PCR检测 MG63和NHOst细胞中hsa_circ_0004674
 

mRNA的相对表

达水平;a:P<0.01。

图1  hsa_circ_0004674在 MG63和NHOst
细胞中的表达分析

  1:hsa_circ_0004674
 

siRNA
 

NC组;2:has_circ_0004674
 

siRNA

组;a:P<0.01。

图2  RT-PCR检测hsa_circ_0004674
 

mRNA的表达情况

2.3 has_circ_0004674和miR-1254之间的关系

miRanda预测hsa_circ_0004674和 miR-1254之

间的结合位点,结果显示has_circ_0004674
 

3'UTR与
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miR-1254有结合位点,见图4A;双荧光素酶报告系

统测定psiCHECK2-has_circ_0004674-wt+miR-1254
 

mimics
 

NC组、psiCHECK2-has_circ_0004674-wt+miR-
1254

 

mimics组、psiCHECK2-has_circ_0004674-mut+
miR-1254

 

mimics
 

NC 组、psiCHECK2-hsa_circ_000
 

4674-mut+miR-1254
 

mimics组中荧光素酶活性,结
果显示,与psiCHECK2-has_circ_0004674-wt+miR-
1254

 

mimics
 

NC 组 比 较,psiCHECK2-has_circ_

0004674-wt+miR-1254
 

mimics组荧光素酶活性显著

降低(P<0.05);与psiCHECK2-has_circ_0004674-
mut+miR-1254

 

mimics
 

NC组比较,psiCHECK2-has

_circ_0004674-mut+miR-1254
 

mimics组荧光素酶活

性无明显变化(P>0.05),见图4B。

2.4 miR-1254在 MG63细胞中的表达

根据热图结果可知,在 MG63细胞中表达上调的

miRNAs包 括 miR-449a、miR-181a-3p、miR-3910、

miR-34b-3p和 miR-214-3p,下 调 的 miRNAs包 括

miR-378i、miR-944、miR-30b-3p、miR-3158-5p 和

miR-1254,见图5A。RT-PCR结果显示,MG63细胞

miR-1254
 

mRNA的相对表达水平明显低于 NHOst
细胞(P<0.01),见图5B。

  A:细胞克隆形成实验;B:细胞克隆形成实验分析图;C:细胞侵袭实验;D:细胞侵袭实验分析图;E:细胞划痕实验;F:细胞划痕实验分析图;1:

hsa_circ_0004674
 

siRNA
 

NC组;2:has_circ_0004674
 

siRNA组;a:P<0.01。

图3  has_circ_0004674对 MG63细胞的增殖、侵袭与迁移的影响

9692重庆医学2020年9月第49卷第18期



2.5 has_circ_0004674
 

作 为 miR-1254的 海 绵 对

MG63细胞增殖、侵袭与迁移的影响

RT-PCR结果显示,与 miR-1254
 

mimics
 

NC组

比较,miR-1254
 

mimics组 miR-1254
 

mRNA的相对

表达水平上升(P<0.01),与 miR-1254
 

inhibitor
 

NC
组比较,miR-1254

 

inhibitor组miR-1254
 

mRNA的相

对表达水平降低(P<0.05),见图6A。与 miR-1254
 

mimics
 

NC组比较,miR-1254
 

mimics组的细胞增殖

克隆数下降(P<0.01),细胞侵袭数下降(P<0.01),
细胞划痕愈合率下降(P<0.01);与 miR-1254

 

inhibi-
tor

 

NC组比较,miR-1254
 

inhibitor组的细胞增殖克隆

数上升(P<0.01),细胞侵袭数上升(P<0.01),细胞划

痕愈合率提高(P<0.01);与 miR-1254
 

inhibitor组比

较,has_circ_0004674
 

siRNA+miR-1254
 

inhibitor组细

胞增殖克隆数下降(P<0.01),细胞侵袭数下降(P<
0.01),细胞划痕愈合率下降(P<0.01),见图6B~G。

  A:miRanda预测hsa_circ_0004674和miR-1254之间的结合位点;

B:荧光 素 酶 活 性;1:psiCHECK2-has_circ_0004674-wt+miR-1254
 

mimics
 

NC组;2:psiCHECK2-has_circ_0004674-wt+miR-1254
 

mimics
组;3:psiCHECK2-has_circ_0004674-mut+miR-1254

 

mimics
 

NC组;

2:psiCHECK2-has_circ_0004674-mut+miR-1254
 

mimics组;a:P<0.05。

图4  has_circ_0004674和 miR-1254之间的关系分析

2.6 miR-1254与EGFR之间的关系

RT-PCR结果显示,与 miR-1254
 

mimics
 

NC组

比较,miR-1254
 

mimics组EGFR
 

mRNA的相对表达

水平下降(P<0.05)。与 miR-1254
 

inhibitor
 

NC组

比较,miR-1254
 

inhibitor组EGFR
 

mRNA的相对表

达水平上升(P<0.01),见图7A。TargetScan预测

miR-1254和EGFR之间的结合位点,结果显示 miR-
1254与EGFR

 

3'UTR有结合位点,见图7B。双荧光

素酶报告基因检测结果显示,与pGL3-EGFR-wt+
miR-1254

 

mimics
 

NC 组 比 较,pGL3-EGFR-wt+

miR-1254
 

mimics组荧光素酶活性明显降低(P<
0.05);与pGL3-EGFR-mut+miR-1254

 

mimics
 

NC
组比较,而pGL3-EGFR-mut+miR-1254

 

mimics组

荧光素酶活性无明显变化(P>0.05),见图7C。

2.7 EGFR对 MG63细 胞 的 增 殖、侵 袭 与 迁 移 的

影响

RT-PCR结果显示,MG63细胞中EGFR
 

mRNA
的相对表达水平高于 NHOst细胞(P<0.01),见图

8。EGFR
 

siRNA组细胞增殖克隆数明显低于EGFR
 

siRNA
 

NC组(P<0.01),见图9A、B;EGFR
 

siRNA
组细胞侵袭数明显低于 EGFR

 

siRNA
 

NC组(P<
0.01),见图9C、D;EGFR

 

siRNA组细胞划痕愈合率

明显 低 于 EGFR
 

siRNA
 

NC 组 (P <0.01),见

图9E、F。

  A:热图分析 MG63和 NHOst细胞中差异表达的 miRNAs;B:

RT-PCR检测 MG63和NHOst细胞中 miR-1254
 

mRNA的相对表达

水平;a:P<0.01。

图5  miR-1254在 MG63和NHOst细胞中的表达分析

2.8 EGFR过表达逆转 miR-1254过表达对 MG63
细胞活力、凋亡的作用

由CCK-8实验结果可知,与 miR-1254
 

mimics
 

NC组 比 较,miR-1254
 

mimics组 的 细 胞 活 力 降 低

(P<0.05)。与 miR-1254
 

mimics组比较,miR-1254
 

mimics+pcDNA-EGFR组细胞活力上升(P<0.05),

EGFR过表达逆转了 miR-451过表达对 MG63细胞

活力的影响,见图10A。Western
 

blot检测结果显示,
与 miR-1254

 

mimics
 

NC组比较,miR-1254
 

mimics
组Bax表达水平升高,Bcl-2表达水平降低;与 miR-
1254

 

mimics组 比 较,miR-1254
 

mimics+pcDNA-
EGFR组Bax表达水平降低,Bcl-2表达水平升高,

EGFR过表达逆转了miR-1254过表达对 MG63细胞

凋亡相关蛋白的影响,见图10B。

0792 重庆医学2020年9月第49卷第18期



  A:RT-PCR检测miR-1254的相对表达水平;B:细胞克隆形成实验;C:细胞侵袭实验;D:细胞划痕实验;E:细胞克隆形成实验分析图;F:细胞

侵袭实验分析图;G:细胞划痕实验分析图;1:miR-1254
 

mimics
 

NC组;2:miR-1254
 

mimics组;3:miR-1254
 

inhibitor
 

NC组;4:miR-1254
 

inhibitor

组;5:hsa_circ_0004674
 

siRNA+miR-1254
 

inhibitor
 

组;a:P<0.01。

图6  hsa_circ_0004674
 

作为 miR-1254的海绵对 MG63细胞的增殖、侵袭与迁移的影响

  A:RT-PCR检测EGFR
 

mRNA相对表达水平;B:TargetScan预测miR-1254与EGFR之间的结合位点;C:荧光素酶 mRNA相对表达水平的

测定;a:P<0.05;b:P<0.01。

图7  miR-1254与EGFR之间的关系

  a:P<0.05。

图8  RT-PCR检测EGFR
 

mRNA的相对情况

2.9 hsa_circ_0004674和 miR-1254对EGFR表达

的影响

Western-blot检 测 hsa_circ_0004674和 miR-
1254对 EGFR 表达的影响。与hsa_circ_0004674

 

siRNA
 

NC+miR-1254
 

inhibitor
 

NC组比较,hsa_circ_

0004674
 

siRNA+miR-1254
 

inhibitor
 

NC组 EGFR
表达水平明显降低,hsa_circ_0004674

 

siRNA
 

NC+
miR-1254

 

inhibitor组EGFR表达水平明显升高;与

pcDNA-3.1(+)+miR-1254
 

mimics
 

NC 组 比 较,

pcDNA-hsa_circ_0004674+miR-1254
 

mimics
 

NC组
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EGFR表达水平明显升高,pcDNA-3.1(+)+miR-
1254

 

mimics组EGFR表达水平明显降低,见图11A。
与hsa_circ_0004674

 

siRNA
 

NC+miR-1254
 

inhibitor
 

NC组比较,hsa_circ_0004674
 

siRNA+miR-1254
 

in-
hibitor

 

NC组EGFR表达水平明显降低,hsa_circ_

0004674
 

siRNA
 

NC+miR-1254
 

inhibitor组 EGFR
表达水平明显升高;和hsa_circ_0004674

 

siRNA+in-
hibitor

 

NC组比较,hsa_circ_0004674
 

siRNA+miR-
1254

 

inhibitor组 EGFR 表达水平明显升 高,见 图

11B。

  A:细胞克隆形成实验;B:细胞克隆形成实验分析图;C:细胞侵袭实验;D:细胞侵袭实验分析图;E:细胞划痕实验;F:细胞划痕实验分析图;1:

EGFR
 

siRNA
 

NC组;2:EGFR
 

siRNA组;a:P<0.01。

图9  EGFR对 MG63细胞的增殖、侵袭与迁移的影响
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  A:CCK-8法检测 MG63的细胞活力;B:Western
 

blot检 MG63细

胞中Bax和Bcl-2的表达情况;a:P<0.05。

图10  EGFR过表达逆转 miR-1254过表达对 MG63细胞

活力、凋亡的作用

  1:hsa_circ_0004674
 

siRNA
 

NC+miR-1254
 

inhibitor
 

NC组;2:hsa_

circ_0004674
 

siRNA+miR-1254
 

inhibitor
 

NC组;3:hsa_circ_0004674
 

siR-

NA
 

NC+miR-1254
 

inhibitor组;4:pcDNA-3.1(+)+miR-1254
 

mimics
 

NC组;5:pcDNA-hsa_circ_0004674+miR-1254
 

mimics
 

NC组;6:pcD-

NA-3.1(+)+miR-1254
 

mimics组;1':hsa_circ_0004674
 

siRNA
 

NC+

miR-1254
 

inhibitor组;2':hsa_circ_0004674
 

siRNA+miR-1254
 

inhibi-

tor
 

NC组;3':hsa_circ_0004674
 

siRNA
 

NC+miR-1254
 

inhibitor
 

NC
组;4':hsa_circ_0004674

 

siRNA+miR-1254
 

inhibitor组。

图11  Western
 

blot检测hsa_circ_0004674和 miR-1254
对EGFR表达的影响

3 讨  论

骨肉瘤是临床最常见的恶性肿瘤之一,近些年来

其发病率不断上升,危害性很大,且易转移和复发,患
者出现转移后生存率仅有20%或者更低[14]。手术切

除和术后放化疗等方法都无法有效解决术后局部复

发和转移的问题,因此深入研究骨肉瘤的致病机制至

关重要。
circRNA是非编码RNA,呈环状结构,在转录及

转录后水平参与基因表达调控[15]。近年研究发现,
circRNA与细胞分化、凋亡等肿瘤生物学行为密切相

关,如has_circ_100876能够结合 miR-136,抑制 miR-

136的生物学功能,进而促进骨肉瘤细胞的增殖[16]。
研究表明has_circ_000467在骨肉瘤细胞中高表达,
是骨肉瘤化疗的候选靶点[17],因此,circRNA在骨肉

瘤发生发展中发挥着重要作用。本研究中,笔者通过

微阵列分析筛选发现hsa_circ_0004674在 MG63细

胞中高表达,且has_circ_000467影响 MG63细胞的

增殖、侵袭和迁移,随后笔者使用
 

miRanda预测出

hsa_circ_0004674的作用靶点是 miR-1254。研究报

道miRNA与肿瘤发生发展密切相关,如 miR-1254
可以抑制n340790对甲状腺癌细胞的增殖和侵袭作

用[18],且circRNA上具有与 miRNA结合的位点,能
够作为miRNA的分子海绵在肿瘤发生发展过程中发

挥作用[19-20]。本研究发现hsa_circ_0004674能够调

控miR-1254的表达,从而对 MG63细胞的增殖、侵袭

与迁移产生影响。随后笔者通过TargetScan分析和

双荧光素酶报告基因检测,发现 miR-1254和EGFR
特异性结合。
EGFR是原癌基因的表达产物,研究表明EGFR

在肿瘤发生过程中具有一定作用,如EGFR与骨肉瘤

的发生发展有关,其表达能够作为判断骨肉瘤恶化程

度的指标[21]。
 

EGFR信号传导调节颅咽管瘤中的肿

瘤细胞迁移[22]。EGFR受c-Jun的调节,而c-Jun控

制皮肤肿瘤的形成[23]。EGFR和SGLT1的共表达

与口腔鳞状细胞癌的肿瘤分化有关[24]。EGFR在肝

癌中过表达,且其过表达与肝细胞癌变相关[25]。EG-
FR的阻断能够抑制多种人类癌细胞系的生长[26]。
当笔者研究EGFR在骨肉瘤中的作用时发现,EGFR
在 MG63细胞中高表达,EGFR过表达可逆转 miR-
1254过表达对 MG63细胞活力及凋亡的影响,且
miR-1254能够靶向EGFR调控骨肉瘤细胞的增殖、
侵袭与迁移。最后笔者通过 Western

 

blot检测发现

敲低hsa_circ_0004674可抑制EGFR表达,而 miR-
1254抑制剂可逆转这一现象,表明三者在调控骨肉瘤

细胞的增殖、侵袭与迁移过程中关系密切。
综上所述,hsa_circ_0004674通过miR-1254调控

EGFR的表达,从而调控骨肉瘤细胞的增殖、侵袭与

迁移。然而此作用机制可能仅仅是一方面,有关hsa_
circ_0004674、miR-1254和EGFR三者间的关系需要

进一步探讨,为其在骨肉瘤的临床靶向治疗中的应用

提供更多的理论依据。
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