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miR-101通过调控c-met对骨肉瘤细胞 MG63
恶性生物学行为的影响*

王若章,楼锦博,顾增辉

(中国人民解放军联勤保障部队第九〇三医院骨科,杭州
 

310013)

  [摘要] 目的 探讨微RNA-101(miR-101)对骨肉瘤(OS)细胞MG63增殖、凋亡和侵袭的影响,以及对细

胞间质上皮转化因子(c-met)/磷脂酰肌醇-3激酶(PI3K)/丝氨酸苏氨酸蛋白激酶(Akt)信号通路的调节作用。
方法 取对数生长期 MG63细胞分为5组,除对照组外,分别转染模拟物阴性对照片段(mimic-NC组)、miR-
101模拟物(miR-101

 

mimic组)、抑制剂阴性对照片段(inhibitor-NC组)、miR-101抑制剂(miR-101
 

inhibitor
组),48

 

h后,荧光定量PCR(qRT-PCR)检测 miR-101相对表达水平,噻唑蓝(MTT)法检测细胞存活率,流式

细胞仪检测细胞凋亡率,Transwell实验检测细胞侵袭能力,双荧光素酶报告基因法检测 miR-101与c-met的

靶向关系,Western
 

blot检测c-met、磷酸化PI3K(p-PI3K)、磷酸化Akt(p-Akt)相对表达水平。结果 与对照

组和mimic-NC组比较,miR-101
 

mimic组 miR-101相对表达水平、细胞凋亡率升高,细胞存活率、c-met、p-
PI3K、p-Akt相对表达水平降低,侵袭细胞数减少,差异均有统计学意义(P<0.05);与对照组和inhibitor-NC
组比较,miR-101

 

inhibitor组 miR-101相对表达水平、细胞凋亡率降低,c-met、p-PI3K、p-Akt相对表达水平升

高,侵袭细胞数增多,差异均有统计学意义(P<0.05);与 miR-101
 

mimic组比较,miR-101
 

inhibitor组 miR-
101相对表达水平、细胞凋亡率降低,细胞存活率、c-met、p-PI3K、p-Akt相对表达水平升高,侵袭细胞数增多,
差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 miR-101抑制OS细胞 MG63的增殖和侵袭,促进其凋亡,可能是通

过调节c-met/PI3K/Akt信号通路发挥作用。
[关键词] 骨肉瘤;肝细胞生长因子受体;微RNA-101;侵袭;凋亡

[中图法分类号] R738.1 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2022)20-3428-06

Effect
 

of
 

miR-101
 

on
 

malignant
 

biological
 

behavior
 

of
 

osteosarcoma
 

cells
 

MG63
 

by
 

regulating
 

c-met*

WANG
 

Ruozhang,LOU
 

Jinbo,GU
 

Zenghui
(Department

 

of
 

Orthopedics,903
 

Hospital
 

of
 

Joint
 

Logistics
 

Support
 

Force
 

of
 

Chinese
  

People’s
 

Liberation
 

Army,Hangzhou,Zhejiang
 

310013,China)

  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

microRNA
 

(miR)-101
 

on
 

the
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

invasion
 

of
 

osteosarcoma
 

(OS)
 

cell
 

line
 

MG63
 

and
 

its
 

regulation
 

role
 

on
 

hepatocyte
 

growth
 

factor
 

receptor
 

(c-met)/phosphatidylinositol
 

3-kinase
 

(PI3K)/serine/threonine
 

protein
 

kinase
 

(Akt)
 

signaling
 

pathway.
Methods MG63

 

cells
 

in
 

logarithmic
 

growth
 

phase
 

were
 

divided
 

into
 

five
 

groups,except
 

for
 

the
 

control
 

group,

the
 

other
 

groups
 

were
 

transfected
 

with
 

analog
 

negative
 

control
 

fragment
 

(mimic-NC
 

group),miR-101
 

analog
 

(miR-101
 

mimic
 

group),inhibitor
 

negative
 

control
 

fragment
 

(inhibitor-NC
 

group)
 

and
 

miR-101
 

inhibitor
(miR-101

 

inhibitor
 

group),respectively.After
 

48
 

h,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-101
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR,the
 

cell
 

survival
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay,the
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cy-
tometry,the

 

cell
 

invasion
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

Transwell
 

assay,the
 

targeted
 

relationship
 

between
 

miR-101
 

and
 

c-met
 

was
 

detected
 

by
 

double
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay,and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

c-met,

phosphorylated
 

(p)-PI3K
 

and
 

p-Akt
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

con-
trol

 

group
 

and
 

mimic-NC
 

group,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-101
 

and
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

the
 

miR-101
 

mimic
 

group
 

were
 

increased,and
 

the
 

cell
 

survival
 

rate,relative
 

expression
 

levels
 

of
 

c-met,p-PI3K
 

and
 

p-Akt

8243 重庆医学2022年10月第51卷第20期

* 基金项目:浙江省医药卫生科技计划项目(2019329727)。 作者简介:王若章(1990-),住院医师,学士,主要从事骨科研究。



 

and
 

the
 

number
 

of
 

invaded
 

cells
 

were
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
Compared

 

with
 

the
  

control
 

group
 

and
 

inhibitor-NC
 

group,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-101
 

and
 

apopto-
sis

 

rate
 

in
 

the
 

miR-101
 

inhibitor
 

group
 

were
 

decreased,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

c-met,p-PI3K
 

and
 

p-
Akt

 

were
 

increased,and
 

the
 

number
 

of
 

invaded
 

cells
 

was
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

signif-
icant

 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

miR-101
 

mimic
 

group,the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-101
 

and
 

apop-
tosis

 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

miR-101
 

inhibitor
 

group
 

were
 

decreased,while
 

the
 

cell
 

survival
 

rate,relative
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

c-met,p-PI3K
 

and
 

p-Akt
 

and
 

the
 

number
 

of
 

invaded
 

cells
 

were
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion miR-101
 

inhibits
 

the
 

proliferation
 

and
 

invasion
 

of
 

OS
 

cell
 

line
 

MG63
 

and
 

promotes
 

its
 

apoptosis,which
 

possibly
 

by
 

regulating
 

the
 

c-met
 

/PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway.
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growth
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  骨肉瘤(osteosarcoma,OS)是在儿童和成年人中

常见的一种原发骨恶性肿瘤,由于具有高转移率和高

复发性,其有效治疗一直是临床从业者面临的难题。
微RNA(microRNA,miR)是一类非编码RNA,其通

过调控下游靶蛋白的转录与翻译,参与多种生理过

程。研究发现,miR-101在多种肿瘤中发挥抑癌作

用,如促进结肠癌、肝癌及卵巢癌细胞凋亡,抑制癌细

胞增殖、迁移和侵袭[1-3]。此外,本研究前期的生物信

息学分析发现 OS组织中存在差异性表达的基因,

miR-101下调明显,较正常骨组织下调5倍。研究发

现,细胞间质上皮转化因子(cellular-mesenchymal
 

to
 

epithelial
 

transition
 

factor,c-met)表达异常与多种癌

症有关,肝癌组织c-met表达上调,靶向抑制c-met蛋

白表达可抑制癌细胞增殖,促进其凋亡[4];此外,c-
met抑制对转移性肾细胞癌增殖、血管生成和癌细胞

转移有直接抑制作用,而且通过免疫检查点发挥间接

抗肾细胞癌作用[5]。miR-101是否能通过调节c-met
的表达影响 OS的恶性行为学仍需进一步研究。因

此,本研究通过上调或下调 MG63细胞中 miR-101表

达,探讨miR-101对癌细胞增殖、凋亡和侵袭的影响

及其具体机制。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系

  OS细胞 MG63购自上海中科院细胞库。

1.1.2 仪器与试剂

  miR-101模拟物(miR-101
 

mimic)、模拟物阴性

对照片段(mimic-NC)、miR-101抑制剂(miR-101
 

in-
hibitor)、抑制剂阴性对照片段(inhibitor-NC)购自上

海吉玛制药技术有限公司;miR-101、U6引物序列由

上海生工生物工程股份有限公司合成;凋亡检测试剂

盒购 自 美 国 BD 公 司;c-met、磷 脂 酰 肌 醇-3 激 酶

(PI3K)、磷酸化PI3K(p-PI3K)、丝氨酸苏氨酸蛋白激

酶(AKT)、磷酸化AKT(p-AKT)抗体购自美国 Ab-
cam公司;荧光定量PCR(qRT-PCR)仪购自美国ABI

公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与转染

  MG63细胞培养于含10%胎牛血清的培养基中,
置于37

 

℃
 

5%
 

CO2 培养箱中,每2天更换1次培养

液,待细胞融合度达到90%以上时,0.25%胰蛋白酶

消化传代。将对数生长期的第4代 MG63细胞分为

对照组、mimic-NC组、miR-101
 

mimic组、inhibitor-
NC组、miR-101

 

inhibitor组。除对照组外,根据Li-
pofectamineTM2000 说 明 书 将 mimic-NC、miR-101

 

mimic、inhibitor-NC及 miR-101
 

inhibitor分别转染

入对应组别的细胞中,显微镜下观察转染效果,转染

成功率达85%后,继续培养48
 

h,用于后续实验。

1.2.2 qRT-PCR法检测miR-101相对表达水平

  收集转染后处于对数生长期的 MG63细胞,Tr-
izol试剂盒提取总RNA,利用逆转录试剂盒将RNA
逆转录成cDNA,以cDNA为模板,按照SYBR

 

Green
试剂说明书进行PCR扩增,扩增条件为95

 

℃预变性

5
 

min,95
 

℃变性15
 

s,60
 

℃退火60
 

s,72
 

℃延伸

40
 

s,共40个循环,以 U6为内参,以2-ΔΔCT 表 示

miR-101相对表达水平,miR-101引物序列见表1。
表1  miR-101引物序列

基因 方向 引物序列

miR-101 正向 5'-CATGCTAGCTGATCCGAT-3'

反向 5'-GCACGCAGATGACTCATG-3'

U6 正向 5'-ATTGACCGTAGATCGAGT-3'

反向 5'-TAGCATACACATAGGTGA-3'

1.2.3 噻唑蓝(MTT)法检测细胞存活率

  收集转染后处于对数生长期的 MG63细胞,

DMEM培养基重悬,制成单细胞悬液,接种于96孔

板,细胞密度为1×105/孔,置于培养箱中培养,24
 

h
后每孔加入 MTT溶液50

 

μL,4
 

h后弃去原有培养

基,每孔加入二甲基亚砜(DMSO)150
 

μL,混合均匀

后,室温避光孵育10
 

min,置于波长为570
 

nm的酶标
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仪上测定吸光度(A570)值,并计算细胞存活率,细胞存

活率(%)=(实验组A570 值/对照组A570 值)×100%。

1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡率

  收集转染后处于对数生长期的 MG63细胞于流

式管中,3
 

000
 

r/min离心10
 

min,离心半径8
 

cm,加
入500

 

μL磷酸盐缓冲液(PBS)清洗细胞2次,离心后

加入500
 

μL结合缓冲液,制成细胞悬液,加入5
 

μL
膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素(annexin

 

V-FITC)结合

液混匀,再加入10
 

μL碘化丙啶(PI)充分混匀,避光

冰浴15
 

min,流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.2.5 Transwell实验检测细胞侵袭能力

  取DMEM培养基稀释后的基质胶100
 

μL铺于

Transwell小室的上室中,Transwell小室的下室中加

入500
 

μL
 

DMEM 培养基,置于培养箱中培养24
 

h。
取转染48

 

h后的 MG63细胞,制成细胞悬液,Tran-
swell小室中加入150

 

μL细胞悬液,48
 

h后去除下室

中的培养液,棉签擦去Transwell小室内室膜上的细

胞,多聚甲醛固定20
 

min,0.1%结晶紫溶液染色10
 

min,显微镜下观察并拍照,计算侵袭细胞数。

1.2.6 双荧光素酶报告基因法检测 miR-101与c-
met的靶向关系

  生物信息学数据库starBase预测 miR-101与c-
met具有靶向结合位点,构建包含靶向结合位点序列

的c-met
 

3'-UTR野生型(c-met
 

wt)和突变型(c-met
 

mut)重组质粒。将第4代未经转染的处于对数生长

期的 MG63细胞按1×105/孔的密度接种到24孔板,
待细胞融合度达到80%时,将 miR-101

 

mimic、mimic
 

NC分别与c-met
 

wt或c-met
 

mut重组质粒共转染

MG63细胞,48
 

h后根据双荧光素酶试剂盒说明书要

求检测荧光素酶活性,萤火虫荧光素酶活性/海肾荧

光素酶活性比值表示荧光素酶的相对活性。

1.2.7 Western
 

blot检测细胞中蛋白相对表达水平

  收集转染后处于对数生长期的 MG63细胞,加入

RIPA裂解液,冰上静置30
 

min,12
 

000
 

r/min离心

10
 

min,离心半径为10
 

cm,吸取上清液,二喹啉甲酸

(BCA)法测定蛋白水平,加入蛋白上样缓冲液,100
 

℃
加热10

 

min使蛋白变性。120
 

V恒压电泳2
 

h,0.3
 

A
恒流湿转2

 

h,TBST洗膜3次,每次5
 

min,胎牛血清

室温 封 闭1
 

h,c-met、p-Akt、AKT、p-PI3K、PI3K、

GAPDH蛋白一抗(1∶1
 

000)4
 

℃孵育过夜,二抗

(1∶5
 

000)室温孵育2
 

h,TBST 洗膜3次,每次5
 

min。电化学发光(ECL)法显色,Image
 

J软件分析蛋

白条带灰度值,以目的蛋白条带灰度值与GAPDH蛋

白条带灰度值的比值作为目的蛋白相对表达水平。

1.3 统计学处理

  采用SPSS21.0统计软件进行数据统计分析,计
量资料以x±s描述,多组间计量资料比较采用单因

素方差分析,进一步两两比较采用LSD-t检验,两组

间比较采用独立样本t检验。以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 miR-101相对表达水平比较

  对照组、mimic-NC组、miR-101
 

mimic组、inhibi-
tor-NC组、miR-101

 

inhibitor组miR-101相对表达水

平分别为2.02±0.11、2.05±0.16、6.82±0.15、

2.03±0.18、1.10±0.15,组间比较,差异有统计学意

义(F=678.132,P<0.001)。与对照组和 mimic-NC
组比较,miR-101

 

mimic组 miR-101相对表达水平明

显升高(P<0.05);与对照组和inhibitor-NC组比较,

miR-101
 

inhibitor组 miR-101相对表达水平明显降

低(P<0.05);与 miR-101
 

mimic组比较,miR-101
 

inhibitor组 miR-101相对表达水平明显降低(P<
0.05);对照组、mimic-NC组、inhibitor-NC组 miR-
101相对表达水平无明显差异(P>0.05)。

2.2 细胞存活率比较

  各组细胞存活率比较,差异有统计学意义(P<
0.001);与 对 照 组 和 mimic-NC 组 比 较,miR-101

 

mimic组细胞存活率明显降低(P<0.05);与 miR-
101

 

mimic组比较,miR-101
 

inhibitor组细胞存活率

明显升高(P<0.05);对照组、mimic-NC组、inhibi-
tor-NC组、miR-101

 

inhibitor组细胞存活率无明显差

异(P>0.05),见表2。

2.3 细胞凋亡率比较

  各组细胞凋亡率比较,差异有统计学意义(P<
0.001);与 对 照 组 和 mimic-NC 组 比 较,miR-101

 

mimic组细胞凋亡率明显升高(P<0.05);与对照组

和inhibitor-NC组比较,miR-101
 

inhibitor组细胞凋

亡率明显降低(P<0.05);与miR-101
 

mimic组比较,

miR-101
 

inhibitor组 细 胞 凋 亡 率 明 显 降 低 (P <
0.05);对照组、mimic-NC组、inhibitor-NC组细胞凋

亡率无明显差异(P>0.05),见表2、图1。

2.4 侵袭细胞数比较

  各组侵袭细胞数比较,差异有统计学意义(P<
0.001);与 对 照 组 和 mimic-NC 组 比 较,miR-101

 

mimic组侵袭细胞数明显减少(P<0.05);与对照组

和inhibitor-NC组比较,miR-101
 

inhibitor组侵袭细

胞数明显增多(P<0.05);与miR-101
 

mimic组比较,

miR-101
 

inhibitor组 侵 袭 细 胞 数 明 显 增 多 (P <
0.05);对照组、mimic-NC组、inhibitor-NC组侵袭细

胞数无明显差异(P>0.05),见表2、图2。
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表2  各组细胞存活率、细胞凋亡率及侵袭细胞数比较(n=3,x±s)

组别 细胞存活率(%) 细胞凋亡率(%) 侵袭细胞数

对照组 98.63±1.50 3.82±0.57 125.82±3.55

mimic-NC组 98.71±1.82 3.54±0.55 132.17±4.28

miR-101
 

mimic组 63.57±2.35ab 28.61±0.78ab 58.83±3.24ab

inhibitor-NC组 98.58±1.63 3.57±0.63 128.77±5.06

miR-101
 

inhibitor组 97.86±2.05c 1.03±0.62abc 248.42±5.64abc

F 203.437 985.840 710.480

P <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与对应NC组比较;c:P<0.05,与miR-101
 

mimic组组比较。

  A:对照组;B:mimic-NC组;C:miR-101
 

mimic组;D:inhibitor-NC组;E:miR-101
 

inhibitor组。

图1  流式细胞仪检测细胞凋亡

  A:对照组;B:mimic-NC组;C:miR-101
 

mimic组;D:inhibitor-NC组;E:miR-101
 

inhibitor组。

图2  Transwell实验检测侵袭细胞数(结晶紫溶液染色,200×)

2.5 双荧光素酶报告基因法检测结果

  转染 miR-101
 

mimic后,miR-101
 

mimic+c-met
 

wt质粒的荧光素酶活性(0.44±0.06)较 miR-NC+
c-met

 

wt质粒(1.05±0.08)明显降低(t=10.566,

P<0.001);但对c-met
 

mut质粒的荧光素酶活性无

影响,miR-101
 

mimic+c-met
 

mut与 miR-NC+c-
met

 

mut质粒的荧光素酶活性分别为1.05±0.06、

1.04±0.05,差 异 无 统 计 学 意 义(t=0.222,P=
0.835)。

2.6 细胞中c-met、p-PI3K及p-Akt相对表达水平

比较

  各组c-met、p-PI3K 及p-Akt相对表达水平比

较,差异均有统计学意义(P<0.05)。与对照组和

mimic-NC组比较,miR-101
 

mimic组c-met、p-PI3K
及p-Akt相对表达水平均明显降低(P<0.05);与对

照组和inhibitor-NC组比较,miR-101
 

inhibitor组c-
met、p-PI3K及p-Akt相对表达水平均明显升高(P<
0.05);与 miR-101

 

mimic组比较,miR-101
 

inhibitor
组c-met、p-PI3K及p-Akt相对表达水平均明显升高

(P<0.05);对照组、mimic-NC组、inhibitor-NC组c-
met、p-PI3K 及p-Akt相对表达水平均无明显差异

(P>0.05),见表3、图3。

表3  各组细胞中c-met、p-PI3K及p-Akt相对表达水平比较(n=3,x±s)

组别 c-met p-PI3K PI3K p-Akt Akt

对照组 0.62±0.05 0.74±0.05 0.82±0.05 0.64±0.05 0.79±0.05

mimic-NC组 0.65±0.04 0.72±0.06 0.85±0.05 0.66±0.06 0.81±0.04

miR-101
 

mimic组 0.27±0.05ab 0.35±0.04ab 0.83±0.06 0.24±0.05ab 0.79±0.06

inhibitor-NC组 0.63±0.06 0.69±0.06 0.79±0.04 0.64±0.06 0.83±0.05
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续表3  各组细胞中c-met、p-PI3K及p-Akt相对表达水平比较(n=3,x±s)

组别 c-met p-PI3K PI3K p-Akt Akt

miR-101
 

inhibitor组 0.86±0.05abc 0.94±0.05abc 0.79±0.05 0.88±0.04abc 0.81±0.05

F 53.185 48.891 0.803 58.174 0.331

P <0.001 <0.001 0.550 <0.001 0.851

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与对应NC组比较;c:P<0.05,与miR-101
 

mimic组组比较。

  A:对照组;B:mimic-NC组;C:miR-101
 

mimic组;D:inhibitor-NC
组;E:miR-101

 

inhibitor组。

图3  蛋白表达电泳条带

3 讨  论

  OS是骨骼系统常发生的恶性肿瘤,好发于长骨

干骺端,常见于膝关节。目前对 OS的治疗以化疗为

主,但5年生存率不甚理想,所以OS仍是医疗上亟待

解决的难题。既往研究表明,miRNA在 OS的发生、
发展中具有重要的调节作用,阻断 miR-27a-3p可降

低紫杉醇耐药骨肉瘤细胞的耐药性,miR-329-3p可增

强OS癌细胞顺铂敏感性,促进癌细胞凋亡,抑制癌细

胞迁移和侵袭[6-7]。miR-101已被报道在多种肿瘤中

发挥抑癌作用[8-9],所以本研究通过敲降或上调MG63
细胞 中 miR-101 的 表 达,探 讨 miR-101 对 OS 的

影响。

miR-101在结肠癌、肝癌等癌症中均发挥抗癌作

用,而且能逆转肝癌细胞顺铂耐药性[10-12]。在OS中,
长链非编码 RNA

 

DSCAM-AS1通过海绵吸附降低

miR-101表达,癌细胞增殖、迁移和侵袭能力增强[13];
血清miR-101水平与总生存期有关,可作为OS临床

诊断和预后的一个重要生物标志物[14]。本研究通过

将 miR-101
 

mimic 及 miR-101
 

inhibitor 转 染 入

MG63细胞,上调或下调细胞中 miR-101的表达,探
讨miR-101对 MG63细胞恶性行为学的影响。实验

结果表明,miR-101表达上调可抑制细胞增殖、促进

细胞凋亡、降低细胞侵袭能力,而下调 miR-101后,细
胞增殖、侵袭能力增强,凋亡率降低。该结果提示,

miR-101可抑制OS癌细胞增殖,促进其凋亡,增强其

侵袭能力。

c-met激活后可调控下游多个信号转导途径,通
过这些途径调节多种生理过程,包括细胞增殖和分

化。PI3K/Akt信号通路在促进细胞增殖和分化中发

挥重要作用。已有研究表明,PI3K/Akt信号通路激

活可促进食管鳞癌、皮肤鳞状细胞癌的细胞迁移和侵

袭[15-16]。研究发现,c-met可激活PI3K/Akt信号通

路促进胰腺癌细胞增殖、浸润和侵袭活性[17]。此外,

miR-152激活c-met/PI3K/Akt信号通路可增强 OS
癌细胞对化疗药物吉西他滨的耐药性,使 OS预后不

良[18]。但是抑癌因子 miR-101在 OS中发挥抑癌作

用是否通过调节c-met/PI3K/Akt信号通路仍需进一

步研究。本研究通过上调或敲降 MG63细胞中 miR-
101的表达,探讨 miR-101对c-met/PI3K/Akt信号

通路的影响,Western
 

blot检测c-met、p-PI3K、p-Akt
表达水平,结果显示,MG63细胞中c-met、p-PI3K、p-
Akt表达升高,miR-101表达上调可降低c-met、p-
PI3K、p-Akt表达,而下调miR-101后c-met、p-PI3K、

p-Akt表达升高。结果提示,miR-101抑制 OS中c-
met/PI3K/Akt信号通路。

综上所述,miR-101可抑制OS癌细胞增殖,促进

其凋亡,增强其侵袭能力,并可能通过抑制c-met/

PI3K/Akt信号通路发挥调控作用,为临床治疗 OS
提供了理论依据。但是本研究存在一定不足之处:
(1)仅在细胞水平证明 miR-101参与调控OS的生物

行为学,缺乏体内研究进行佐证;(2)对于机制的研究

仅检测了上调或下调 miR-101后,OS癌细胞中c-
met/PI3K/Akt信号通路蛋白的表达情况,缺乏该信

号通路对 OS细胞恶性行为学的直接作用研究。因

此,后期将补充体内实验,建立 OS移植瘤大鼠模型,
上调或下调 miR-101后,检测移植瘤生长情况,并明

确c-met/PI3K/Akt信号通路相关蛋白在肿瘤中的表

达情况,完成体内和体外实验的相互佐证。
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