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miR-335靶向Rho相关卷曲螺旋形成 
蛋白激酶1抑制人骨肉瘤细胞MG-63 

侵袭转移的实验研究
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　　［摘要］　背景与目的：微小RNA(microRNA，miRNA)是一类小分子内源性RNA，主要在转录后水平调节靶

基因的表达。microRNA-335(miR-335)作为一种肿瘤抑制因子，参与了多种人类肿瘤的发生、发展过程。本

研究旨在探讨miR-335是否靶向抑制Rho相关卷曲螺旋形成蛋白激酶1(Rho associated coiled-coil forming 

protein kinase，ROCK1)基因的表达，并以此调控人骨肉瘤细胞MG-63侵袭及转移。方法：理论预测并通过荧

光素酶基因报告验证miR-335与ROCK1基因的3'-非翻译区(untranslated region，UTR)的特异性结合作用；

real-time PCR和蛋白质印迹法(Western blot)分别从基因和蛋白水平检测miR-335对ROCK1表达的负性调控作

用；Transwell小室法检测miR-335过表达及下调ROCK1表达后MG-63侵袭及转移能力的变化。结果：Targetscan

预测显示，miR-335与ROCK1 3'-UTR存在结合位点。荧光素酶基因报告实验结果显示，miR-335 mimic和

ROCK1 3'-UTR能够靶向结合；miR-335在MG-63细胞中低表达，ROCK1则呈高表达。Western blot检测结果显

示，转染miR-335 mimic或转染ROCK1 siRNA后ROCK1的蛋白表达减少。Transwell小室法检测结果显示，过表达

miR-335或下调ROCK1后穿过基膜的细胞数目明显下降。结论：miR-335能特异性结合于ROCK1基因的3'-UTR并

下调ROCK1的表达，抑制人骨肉瘤细胞MG-63侵袭转移。
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　　［Abstract］ Background and purpose: MicroRNAs are endogenous small RNAs and involved in target 
gene regulation in post-transcription level. As a tumor suppressor, microRNA-335 (miR-335) was participated in the 
occurrence and progression in many types of human tumors. This study aimed at investigating whether miR-335 can 
regulate cell migration and invasion by negative targeting Rho associated coiled-coil forming protein kinase (ROCK1) 
in human osteosarcoma cell line MG-63. Methods: The specific binding ability of miR-335 to ROCK1 3’-untranslated 
region (UTR) was theoretically predicted and detected by the luciferase reporter gene assay. Western blot and real-
time PCR were used to evaluate the effect of miR-335 on the expression of ROCK1 at protein and mRNA levels. Cell 
migration and invasion assays were performed by transwell chambers in MG-63 cells intervened by over-expression 
of miR-335 and knockdown of ROCK1. Results: Luciferase reporter gene assay showed that miR-335 could target 
ROCK1 3’-UTR. Lower miR-335 but higher ROCK1 was expressed in MG-63 cells. The results of Western blot 
showed that ROCK1 protein expression was decreased by transfection of miR-335 mimic or siROCK1. Transwell 
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　　骨肉瘤是好发于青少年长骨干骺端的恶性

骨肿瘤，其来源为间叶组织，生物学特性表现

为生长迅速，极具侵袭性，多数患者很早即发

生肺部或其他部位的转移，预后极差，远期生

存率为55%~68%［1］，且致残率较高。

　　微小RNA(microRNA，miRNA)是近年来在

真核生物中发现的长度为22~25nt的内源性短链

非编码RNA，其表达具有明显的细胞和组织特

异性。目前研究表明，miRNA参与多种肿瘤发

生、发展等病理过程，并起抑癌或癌基因的作

用［2-4］。miRNA通过5’-种子区与目标mRNA的

3’-非翻译区(untranslated region，UTR)的碱基互

补配对结合从而抑制其翻译或促进其降解，从

而在转录后水平上抑制靶基因的表达。吴德明

等［5］研究发现miR-96在骨肉瘤中高表达，抑制

其表达可抑制骨肉瘤细胞增殖；范磊等［6］报道

miR-145可作为抑癌基因诱导骨肉瘤细胞凋亡，

抑制骨肉瘤细胞增殖。Hu等［8］应用组织芯片技

术发现microRNA-335(miR-335)在骨肉瘤细胞系

中呈低表达，提示miR-335可能参与并调控骨肉

瘤的发生、发展过程。

　 　 R h o 相 关 卷 曲 螺 旋 形 成 蛋 白 激 酶 1 ( r h o 

associated coiled-coil forming protein kinase，

ROCK1)是Rho家族的一个主要效应分子。目前

的研究认为，ROCK1高表达与肿瘤低分化、

淋巴转移和短生存期相关，多数学者认为Rho/

ROCK途径可能参与了肿瘤细胞局部浸润和淋

巴结转移的过程［9-10］。本研究拟通过上调miR-

335后观察其对ROCK1基因表达及对人骨肉瘤

细胞MG-63侵袭转移能力的影响，阐明其对

ROCK1基因负性靶向调控作用。

1　材料和方法

1.1　材料

　 　 人 骨 肉 瘤 细 胞 系 M G - 6 3 、 人 成 骨 细 胞

系 h F O B 1 . 1 9 购 自 中 国 科 学 院 上 海 生 命 科 学

chambers results showed decreased cells invading through the substrate membrane after over-expression of miR-335 
or knockdown of ROCK1 gene. Conclusion: miR-335 inhibits the migration and invasion ability of MG-63 human 
osteosarcoma cell line, which may through targeting ROCK1 3’-UTR and subsequent down-regulating ROCK1 
expression.
  　［Key words］ miR-335; Rho associated coiled-coil forming protein kinase; MG-63; Migration and Invasion

研 究 院 生 物 化 学 与 细 胞 生 物 学 研 究 所 细 胞

库 ； 质 粒 提 取 试 剂 盒 、 R N A 提 取 试 剂 盒 、

Reverse  Transcr ip t ion试剂盒、PCR试剂盒

及LipofectamineTM2000转染试剂盒购自美国

Invitrogen公司；Transwell小室购自美国Corning

公司；ROCK1兔源单克隆抗体购自美国Cell 

signaling公司；pGL3购自美国Promega公司；

miR-335mimic及mimic control购自广州锐博生

物科技有限公司；ROCK1 siRNA购自美国Santa 

Cruz公司；ROCK1@pMIR-Report-Luc Wt及

ROCK1@pMIR-Report-Luc Mut质粒购自广州锐

博生物科技有限公司；引物由生工生物工程(上

海)有限公司合成；HF90 CO2培养箱购自美国

Biometra公司，CR21GⅡ高速低温冷冻离心机购

自日本Sanyo公司；Biospectrum AC凝胶成像系

统购自美国BIO-RAD公司；MX3000P Real-time 

PCR扩增仪购自美国BIO-RAD公司。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养及分组

　　hFOB1.19细胞在含10%胎牛血清的DMEM/

F12培养液中，MG-63细胞在含10%胎牛血清

的DMEM培养液中，均置于37 ℃、CO2体积分

数为5%、饱和湿度的温箱中培养。取对数生

长期的MG-63细胞用胰蛋白酶消化，制成细胞

悬液，调整细胞计数后随机分为4组：①空白

对照组，未做任何处理；②阴性对照组，转染

mimic control；③实验组，转染miR-335 mimic；

④siROCK1组，转染ROCK1 siRNA，相同条件下

重复3次以上。

1.2.2　脂质体介导的细胞转染

　　取分组培养的各组细胞，调整细胞密度

为2×105个细胞/孔并接种于6孔板中，24 h后

利用LipofectamineTM 2000转染50 nmol/L ROCK1 

siRNA和50 nmol/L miR-335mimic及相应的mimic 

control。48 h后收集细胞总RNA和总蛋白并进行

后续实验。
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1.2.3　双荧光素酶报告基因验证miR-335与

ROCK1的靶向结合作用

　　利用Tagetscan生物信息学软件初步预测

miR-335与ROCK1 mRNA 3’-UTR区的靶向结合

作用；将MG-63细胞调整密度后接种于24孔板

中，应用LipofectamineTM 2000将ROCK1@pMIR-

Report-Luc Wt及ROCK1@pMIR-Report-Luc 

Mut与miR-335 mimic共转染，同步设置pMIR-

Report-Luc和miR-335 mimic共转染组为对

照。转染时，质粒各转0.1 μg/孔，miRNA各转 

20 nmol/L，转染后48 h，利用双荧光素酶报告基

因检测法检测，具体操作见说明书，活性采用

萤火虫荧光素酶及海肾Renilla荧光素酶比值来

表示，实验重复3次。

1.2.4　Real-time PCR检测各组细胞中miR-335

及ROCK1 mRNA的表达 

　 　 参 照 T R I z o l 试 剂 盒 说 明 书 提 取 培 养 的

hFOB1.19细胞及分组转染的各组细胞总RNA

并标记。按照Invitrogen的试剂盒说明书进行

逆转录反应，反应产物行PCR扩增，PCR过程

按Invitrogen的SYBR Green实时荧光定量PCR试

剂盒说明书在荧光定量仪上进行，miR-335及

ROCK1的内参照分别为U6和β-actin，引物序列

见表1。以miR-335与U6拷贝数的比值为miR-

335的相对表达量，ROCK 1与β-actin拷贝数的比

值为 ROCK1的相对表达量。
表 1　β-actin, ROCK1, U6 和 miR-335的引物序列表

Tab. 1    Primer sequence for β-actin, ROCK1, U6 and miR-335
Gene name Primer Sequence(5’-3’)

β-actin PCR primer
Forward:AGTGTGACGTGGACATCCGCAAAG
Reverse:ATCCACATCTG CTGGA AGGTGGAC

ROCK1 PCR primer
Forward:AGGAAGGCGGACATATTAGTCCCT
Reverse:AGACGATAGTTGGGTCCCG GC

U6 PCR primer
Forward:CTCGCTTCGGCAGCACA
Reverse:AACGCTTCACGAATTTGCGT

miR-335
RT primer

Reverse:GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCG
Forward:AGGTATTCGCACTGGATACGACA

PCR primer
Reverse:AGCCGTCAAGAGCAATAACGAA
Forward:GTGCAGGGTCCGAGGT

1.2.5　蛋白质印迹法(Western blot)检测miR-335

过表达及转染ROCK1 siRNA后ROCK1蛋白水

平的变化

　　分别提取空白对照组、实验组及siROCK1

组3组细胞总蛋白，BCA试剂盒测定各组蛋白浓

度，各取200 μL样品进行SDS-PAGE凝胶电泳，

转膜，封闭1 h后，依次行Ⅰ抗(兔抗人ROCK1

和兔抗人β-actin)、Ⅱ抗(HRP标记的羊抗兔Ⅱ 

抗)杂交，最后按ECL试剂盒说明书行电化学发

光检测。

1.2.6　Transwell实验检测miR-335过表达及转

染ROCK1 siRNA后细胞侵袭及转移

1.2.6.1　迁移实验

　　将不同转染组细胞加入无血清培养基同步

化12 h，调整细胞计数为1×105个细胞/孔并接

种于加入100 μL含10%胎牛血清的RPMI-1640

培养基的Transwell小室的上室中；下室内加入 

500 μL的含20%胎牛血清的RPMI-1640培养基

并于37 ℃、CO2体积分数为5%的条件下温育。

48 h后取出Transwell小室，用棉签擦去Transwell

小室内部细胞，PBS冲洗，95%乙醇固定，0.1%

结晶紫染色，于倒置显微镜下观察迁移至多聚

碳酸滤膜背面的细胞并计数，每个细胞株铺6

个Transwell 小室，每个小室计数 6个高倍镜视

野，计算平均值作为这个小室的迁移细胞数。

每株细胞各得到6个迁移细胞数并计算其x±s。

1.2.6.2　侵袭实验

　　用50 mg/L Matrigel 1∶8稀释液包被Transwell

小室底部膜的上室面，4 ℃风干，其余步骤同

迁移实验。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 17.0统计软件储存和分析数据。

计量资料以x±s表示。两个独立样本均数比较呈

正态分布的采用t检验，非正态分布的采用非参

数Mann-Whitney检验。P<0.05为差异有统计学

意义。
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2　结　　果

2.1　人成骨细胞系hFOB1.19和骨肉瘤细胞系

MG-63中miR-335和ROCK1的差异表达

　　Real-time PCR及Western blot检测结果显

示，与正常成骨细胞系hFOB1.19相比，人骨肉

瘤细胞系MG-63中miR-335 mRNA表达明显降

低(P<0.05)，ROCK1 mRNA及蛋白表达明显增加

(P<0.05，图1)。

2.2　miR-335 mimic上调人骨肉瘤细胞系

MG-63中miR-335  mRNA的表达并下调

ROCK1蛋白表达，ROCK1 siRNA下调ROCK1

表达  

　　Real-time PCR检测结果显示，与阴性对照

组相比，实验组的mRNA表达明显增加(图2A)；

ROCK1 mRNA表达变化不明显(P>0.05，图2B)，

而蛋白表达水平明显下降(P<0.05，图2C)；

Real-time PCR及Western blot检测结果显示转染

ROCK1 siRNA后，ROCK1 mRNA及蛋白质表达

水平明显下调(图2D)。

2.3　miR-335可靶向作用ROCK1 3’-UTR   

　　经Targetscan预测软件分析，本研究发现 

ROCK1基因转录产物的3’-UTR与miR-335存在

7个碱基互补区(图3A)。图3B显示的为我们拟

构建的野生型和突变型荧光素酶报告载体示意

图。萤光素酶报告基因检测结果显示，经pGL3 

3’-UTR和miR-335 mimic共转染的MG-63细胞的

萤光素酶活性较阴性对照组有所下降(P<0.05)；

同时，ROCK1 3’-UTR与miR-335结合的位点突

变后，并进行转染，可以看到突变后萤光素酶

活性明显升高，即抑制了miR-335与ROCK1 3’-
UTR的结合(图3C)。

2.4　转染miR-335 mimic或转染ROCK1 siRNA

后MG-63侵袭及转移能力下降 

　　Transwell法检测结果显示，与对照组相

比 ， 实 验 组 细 胞 侵 袭 性 和 迁 移 能 力 均 下 降

(P<0.05，图4A、4C)；与上调miR-335表达结果

类似，通过转染ROCK1 siRNA下调ROCK1表达

后，MG-63侵袭及转移能力明显降低，差异有

统计学意义(P<0.05，图4B、4D)。

图 1　人成骨细胞系hFOB1.19和骨肉瘤细胞系MG-63中miR-335和ROCK1的差异表达

Fig. 1    The different expression levels of miR-335 and ROCK1 in hFOB1.19 and MG-63

 A: The different ROCK1 protein expression level in MG-63 and hFOB1.19 detected by Western blot; B, C: The different miR-335 and ROCK1 
mRNA expression in MG-63 qualified by real-time PCR. *: P<0.05 vs hFOB1.19.
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图 2　Real-time PCR及Western blot分别检测转染miR-335 mimic及ROCK1 siRNA前后miR-335及ROCK1的表达变化 

Fig. 2    The expression changes of miR-335 and ROCK1 in MG-63 quantified by real-time PCR and Western blot

 MG-63 was transfected with miR-335 mimic and ROCK1 siRNA respectively for 48 h. A, B: Expression of miR-335 and ROCK1 mRNA after 
transfection with miR-335 mimic detected by real-time PCR; C: Expression of ROCK1 protein intervened by miR-335 mimic was measured by 
Western blot; D: Expressions of ROCK1 mRNA and protein were measured by real-time PCR and Western blot after transfected with ROCK1 
siRNA. x±s, n=3. *: P<0.05 vs NC group.

图 3　萤光素酶报告基因实验检测miR-335与ROCK1 3’-UTR结合 

Fig. 3    miR-335 binds to the 3’-UTR of ROCK1 mRNA tested by luciferase activity assay 

 A: ROCK1 was the target gene of miR-335 by targetscan prediction; B: Diagram of the luciferase reporter plasmids with the wild-type or mutant 
ROCK1 3’-UTR; C: The relative luciferase activity in MG-63 was determined after the plasmid with wild-type or mutant ROCK1 3’-UTR was co-
transfected with miR-335 mimics. *: P<0.05.
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3　讨　　论

　　在原发性骨肿瘤中，骨肉瘤的发病率仅

次于浆细胞骨髓瘤，居第2位，好发于10~25

岁青年，男女患者比例约为1.5∶1。骨肉瘤的

恶性程度很高，生长非常迅速，转移早，侵

袭性强，在临床上确诊时已有80%左右的患者

发生了肺部或其他部位的转移。目前，骨肉

瘤的治疗仍是主要针对于肿瘤整体，通过辅助

化疗和手术，虽可切除或杀灭大多数骨肉瘤

的肿瘤细胞，但仍很难阻止骨肉瘤的复发和 

转移。

　　miRNA广泛存在于真核细胞生物中，是

一类在进化上高度保守的非编码小分子单链

RNA。miRNA可以通过碱基互补配对的方式识

别靶基因mRNA，使其直接降解或翻译抑制，

从而达到基因转录后调控的作用［11-12］。目前发

现miRNA 的表达与多种肿瘤相关，miRNA参与

多种肿瘤的发生及转移过程［13-16］。在肿瘤的发

生、发展及转移过程中，这些miRNA可能起到

抑癌基因或癌基因的作用［17］。

　　表达miR-335的基因定位于人染色体第

7q32.2区，目前的研究发现，miR-335在不同

的肿瘤中发挥着不同的作用。miR-335在乳腺

癌、胃癌中低表达，过表达后抑制肿瘤侵袭转

移［18-19］，发挥类似于抑癌基因的功能，而在星

形细胞瘤中高表达能促进肿瘤细胞增殖侵袭，

发挥癌基因的作用。本研究结果发现，在人骨

肉瘤细胞系MG-63中miR-335呈低表达，通过

细胞转染的方式将miR-335 mimic转染入骨肉

瘤细胞系MG-63中从而上调miR-335的表达；

进一步通过Transwell侵袭转移实验证实，miR-

335表达上调后，MG-63细胞侵袭及转移能力下

降，表明miR-335可抑制骨肉瘤细胞的侵袭及 

转移。

　　本研究结果发现，人骨肉瘤细胞系MG-63

中 R O C K 1 蛋 白 高 表 达 ， 通 过 转 染 m i R - 3 3 5 

mimic上调骨肉瘤细胞系MG-63中miR-335后，

图 4　分别转染miR-335 mimic及ROCK1 siRNA后MG-63细胞侵袭及转移能力均下降 

Fig. 4    The migration and invasion ability was decreased by transfection of miR-335 mimic and ROCK1 siRNA in MG-63 cells

(Crystal violet staining assay, ×200)
 A, C: The change of migration (left) and invasion ability (right) of MG-63 cells was detected by transwell chambers after transfection of miR-335 
mimics; B, D: The migration (left) and invasion (right) ability was also reduced after silence of ROCK1. ＊:P<0.05. 
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ROCK1蛋白表达水平降低而ROCK1 mRNA表

达水平变化不明显，提示miR-335可负性调控

ROCK1的表达，而这种调控作用应位于转录

后水平。同时，本研究利用Targetsan预测发现

ROCK1 3’-UTR区存在与miR-335结合的位点，

因此进一步进行了荧光素酶报告基因实验，结

果证实miR-335可靶向作用于ROCK1 3’-UTR

区。通过RNAi的方式下调ROCK1表达后，再次

通过Transwell侵袭转移实验检测MG-63细胞侵

袭转移能力的改变，结果显示，与过表达miR-

335的结果类似，当沉默了ROCK1表达后，骨肉

瘤细胞MG-63的侵袭及转移能力较对照组明显

降低。以上研究结果提示，miR-335在骨肉瘤中

低表达，而与肿瘤转移相关的ROCK1基因在骨

肉瘤中则呈高表达；当上调miR-335表达后可

在转录后水平抑制ROCK1表达。细胞学水平实

验结果提示与RNAi的方式下调ROCK1表达结果

相似，上调miR-335后可明显抑制骨肉瘤细胞

MG-63的侵袭及转移；结合Luciferase的实验结

果，我们可得出以下结论：miR-335可通过靶向

作用于ROCK1 3’-UTR区，抑制ROCK1的表达，

进而抑制骨肉瘤细胞系MG-63的侵袭及转移。

　　综上所述，miR-335能够与ROCK1 3’-UTR

区靶结合并抑制ROCK1的表达，进而抑制骨肉

瘤细胞的侵袭及转移，提示miR-335在骨肉瘤的

迁移及远处转移过程中发挥了重要作用，有可

能成为骨肉瘤治疗的靶基因。
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