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Let-7a/g/i在骨肉瘤细胞中靶向调控
Aurora-B表达

周云飞，刘家明，陈宣银，朱粮博，龙新华，周　扬，张志宏，刘志礼

南昌大学第一附属医院骨科，江西 南昌 330006 

　　［摘要］　背景与目的：微小RNA(microRNA，miRNA)是一类具有重要调控作用的非编码小分子RNA，在

多种肿瘤的发生、发展中起重要作用。该研究探讨可能在骨肉瘤细胞中调控Aurora-B激酶表达的miRNA，并为

进一步探讨Aurora-B在骨肉瘤细胞恶性表型中的作用及调控机制奠定基础。方法：采用生物信息学预测软件

(http://www.targetscan.org)以及荧光海肾素实验探讨可能靶向调控Aurora-B的miRNA；实时荧光定量聚合酶链反

应(real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)和蛋白[质]印迹法(Western blot)进一步

验证骨肉瘤细胞系U2-OS和HOS细胞中调控Aurora-B表达的miRNA。结果：生物信息学预测和荧光海肾素实验

显示，Aurora-B基因可能是let-7a/b/c/d/e/f/g/i的靶基因；RTFQ-PCR和Western blot检测结果显示，上调let-7a/g/

i的U2-OS和HOS细胞中Aurora-B mRNA和蛋白的表达水平显著低于阴性对照组(阴性质粒转染细胞)；但是上调

let-7b/c/d/e/f的U2-OS和HOS细胞中Aurora-B mRNA和蛋白的表达水平和阴性质粒转染细胞比较差异无统计学意

义。结论：Let-7a/g/i可能负向调控Aurora-B在骨肉瘤细胞中的表达。
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　　［Abstract］ Background and purpose: MicroRNA(miRNA) is a class of small non-coding RNA playing 
an important regulatory role in many tumors. This study investigated which miRNA might negatively regulate the 
expression of Aurora-B in osteosarcoma cells, and to lay the foundation for the further investigation of the effort and 
regulation of Aurora-B in osteosarcoma malignant phenotype. Methods: Bioinformatics prediction software (http://
www.targetscan.org) and luciferase assays were used to investigate which miRNA might target to modulate the 
Aurora-B. Real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot assay were 
used to further verify which miRNA could negative regulate the expression of Aurora-B gene. Results: Bioinformatics 
prediction showed let-7 family have the possibility to modulate the expression of Aurora-B; Luciferase assays showed 
that Aurora-B might be the target gene of let-7a/b/c/d/e/f/g/i; RTFQ-PCR and Western blot analysis testified that both 
the expression levels of Aurora-B mRNA and Aurora-B protein were significantly decreased in Let-7a/g/i up-regulated 
U2-OS and HOS cells, compared to the cells in the negative control group; but in Let-7b/c/d/e/f up-regulated U2-OS 
and HOS cells, the expression levels of Aurora-B mRNA and Aurora-B protein have no significant difference, compared 
to the cells in the negative control group. Conclusion: Let-7a/g/i may downregulate the expression of Aurora-B in 
human osteosarcoma cells.
  　［Key words］ Osteosarcoma; let-7; Aurora-B
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　　本研究的前期研究发现Aurora-B在骨肉瘤

细 胞 中 过 度 表 达 并 且 与 肺 部 转 移 呈 正 相 关 ，

抑制Aurora-B能显著抑制骨肉瘤细胞迁移侵 

袭［1-3］。但是，Aurora-B在骨肉瘤中过度表达

调控机制尚不清楚。本研究通过生物信息学预
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测、荧光海肾素实验、实时荧光定量聚合酶链

反应(real-time fluorescent quantitative polymerase 

chain reaction，RTFQ-PCR)和蛋白[质]印迹法

(Western blot)检测Let-7a/g/i在骨肉瘤细胞中靶向

调控Aurora-B基因表达，为进一步研究Aurora-B
在骨肉瘤侵袭转移中的作用及调控机制奠定 

基础。

1　材料和方法

1.1　细胞株

　　人源骨肉瘤细胞系U2-OS和HOS细胞株，

购于中国科学院上海生命科学研究院生物化学

与细胞生物学研究所细胞库。

1.2　主要试剂

　　RPMI-1640培养基和DMEN/F12 1∶1培养

基购自北京索莱宝科技有限公司，转染质粒购

自上海吉玛制药技术有限公司，胎牛血清、

cDNA第一链合成试剂盒及RTFQ-PCR试剂盒

购自北京全式金生物技术有限公司，Transwell
侵袭小室购自美国Corning公司，基质胶购自

美国BD公司，Western blot上样蛋白Marker和

PVDF膜购自美国Formentas公司，一抗(兔抗人

Aurora-B IgG，1∶5 000，鼠抗人β-actin IgG，

1∶5 000)购自美国Santa Cruz公司，二抗(羊抗

兔IgG和兔抗鼠IgG，1∶5 000)购自北京中衫金

桥生物技术有限公司。

1.3　实验方法

1.3.1　生物信息学预测

　　采用靶基因在线预测软件 (h t tp : / /www.
targetscan.org)对指定基因Aurora-B进行预测 

(表1)。

1.3.2　细胞培养

　　U2-OS和HOS细胞分别用含15%胎牛血清的

RPMI-1640培养基和DMEM/F12 1∶1培养基置

于37 ℃恒温、CO2体积分数为5%的饱和湿度培

养箱中培养。

表 1　Aurora-B基因序列及突变后序列

Tab. 1    Nucleotide sequences of Aurora-B gene before and after mutation
Sequence  Sequences 5’ to 3’

Aurora-B sequence
GATGGTCCCTGTCATTCACTCGGGTGCGTGTGTTTGTATGTCTGTGTATGTATAGGG-

GAAAGAAGGGATCCCTAACTGTTCCCTTATCTGTTTTCTACCTCCTCCTTTGTTTAATAAAGGCT-
GAAGCTTTTTGTACTCA

Sequence after mutation
GATGGTCCCTGTCATTCACTCGGGTGCGTGTGTTTGTATGTCTGTGTATGTATAGGGGAA- 

AGAAGGGATCCCTAACTGTTCCCTTATCTGTTTTCATGGAGCTCCTTTGTTTAATAAAGGCT-
GAAGCTTTTTGTACTCA

1.3.3　转染

　　按照LipofectamineTM2000说明书提供的步

骤进行。转染前1 d以(3×105~4×105)个/mL细

胞悬液接种6孔板，每孔总体积为2 mL。当细

胞达50%融合时转染。在转染前用无抗菌药

物、不含血清的OPTI-MEM(购自美国Gibco公

司)培养基培养3～4 h。取10 μL Mimics、5 μL 
LipofectamineTM 2000(6孔板每孔的量)，用OPTI-
MEM培养基分别稀释至250 μL，后者室温温育5 
min，然后将两者混合均匀，室温温育20 min，

然后逐滴加入培养板孔中，边滴加边“十”字

晃动培养板，混合均匀。常规培养48 h后做表达

检测(转染后6 h换含抗菌药物和血清的培养基常

规培养)。

1.3.4　荧光海肾素实验

　　转染48 h后，将6孔板从培养箱中取出，小

心吸去细胞培养上清液，PBS洗涤2次，将细胞

用细胞裂解液裂解后，取5 μL细胞裂解液与萤

火虫荧光素酶缓冲液及底物5 μL(按Promega双

荧光报告系统测量试剂盒说明书操作)混匀测量

荧光强度，然后加入荧光海肾素酶反应缓冲液

及腔肠素底物5 μL，混匀再次测得荧光海肾素

酶活性。将每个样品按照萤火虫荧光素酶活性

进行均一化处理，比较荧光海肾素酶活性。

1.3.5　RTFQ-PCR检测

　　转染48 h 后收集各组细胞，用TRIzol法分

别提取总RNA。将提取的RNA进行逆转录反

应：16 ℃变性30 min，42 ℃延伸30 min，85 ℃
终延伸10 min。结束后立即将cDNA产物取出，
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表 2　引物信息

Tab. 2    Primer information
Primer Sequences 5’ to 3’
let-7a-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAACTATA
let-7b-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAACCACA
let-7c-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAACCATA
let-7d-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAACTATG
let-7e-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAACTAT
let-7f-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAACTATA
let-7g-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAACTGTA
let-7i-5p-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGAACAGCA
U6-RT GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACAAAAAT
let-7a-5p-Q-F GCCTGAGGTAGTAGGTTG
let-7b-5p-Q-F GCGTGAGGTAGTAGGTTG 
let-7c-5p-Q-F GCCTGAGGTAGTAGGTTG
let-7d-5p-Q-F GCGAGAGGTAGTAGGTTG
let-7e-5p-Q-F GCTGAGGTAGGAGGTTGT
let-7f-5p-Q-F GCGTGAGGTAGTAGATTG 
let-7g-5p-Q-F GCGTGAGGTAGTAGTTTG
let-7i-5p-Q-F GCGTGAGGTAGTAGTTTG
U6-Q-F GCACTGGACTTGGAGTCA
Q-miR-5p-R CAGTGCAGGGTCCGAGGT

快速置于冰上冷却，后续所有步骤均在冰上进

行。将cDNA产物稀释3~4倍，然后混匀并从中

吸取2 μL(20 μL体系)做为模板，剩余产物存放

于－20 ℃。RTFQ-PCR反应在ABI7500 RTFQ-

PCR反应仪上进行，反应程序：95 ℃预变性3 
min；95 ℃变性12 s，62 ℃延伸1 min，共40个

循环；95 ℃终延伸15 s。在进行RTFQ-PCR定量

时制作标准曲线，反应结束后确认扩增曲线和

融解曲线等。不同时间重复6次实验。

1.3.6　Western blot检测蛋白表达

　　转染后48 h收集各组细胞，RIPA裂解，

提 取 总 蛋 白 ， 采 用 B C A 法 进 行 蛋 白 定 量 ，

10%SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白，转膜，

5%脱脂奶粉封闭1 h，加入一抗室温温育2 h，

TBST洗膜3次，加入二抗室温温育1 h，TBST洗

膜3次，4℃过夜，ECL显影观察转染质粒对靶

基因蛋白的影响。不同时间重复6次实验。

1.4　统计学处理

　　采用SPSS 13.0软件进行统计学分析，数据

以x±s表示，采用LSD-t检验比较各组间差异。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　生物信息学预测

　　为探讨可能调控Aurora-B基因的miRNA
分子，本研究采用靶基因在线预测软件(http://
www.targetscan.org)对指定基因Aurora-B进行预

测。结果显示，Aurora-B可能是let-7a/b/c/d/e/f/
g/i、miR-98、miR-4458以及miR-4500的靶基因 

(图1)。
2.2　Aurora-B基因可能是Let-7家族成员Let-

7a/b/c/d/e/f/g/i的靶基因

　　荧光海肾素实验对let-7家族进行预测分析

结果显示，let-7a/b/c/d/e/f/g/i突变型中的荧光海

肾素酶活性相对于野生型显著增高(图2)。
2.3　let-7a/g/i负向调控Aurora-B基因在骨肉瘤

细胞中表达

　　为验证let-7a/b/c/d/e/f/g/i是否负向调控

Aurora-B基因在骨肉瘤细胞中的表达，我们分

别采用let-7a/b/c/d/e/f/g/i mimics转染骨肉瘤细

胞系U2-OS和HOS细胞，RTFQ-PCR检测细胞

中let-7a/b/c/d/e/f/g/i及Aurora-B mRNA的表达；

Western blot检测Aurora-B相关蛋白的表达。与

阴性对照组相比，let-7a/g/i表达上调的细胞中

Aurora-B mRNA及蛋白表达水平显著降低；结

果显示，在骨肉瘤细胞中，let-7a/g/i表达上调可

以抑制Aurora-B的表达(图3~5)。

周云飞，等.　Let-7a/g/i在骨肉瘤细胞中靶向调控Aurora-B表达
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图 1　靶基因在线预测结果(http://www.targetscan.org)  

Fig. 1    The result of the bioinformatics prediction (http://www.targetscan.org)

图 2　荧光海肾素实验结果显示Aurora-B可能是let-7a/b/c/d/e/f/g/i的靶基因

Fig. 2    The result of Luciferase assays showed that Aurora-B may be the target gene of let-7a/b/c/d/e/f/g/i

*: P<0.05, compared with wild type

图 3　RTFQ-PCR检测结果显示转染mimics细胞中let-7a/b/c/d/e/f/g/i的表达量显著高于未转染细胞 

Fig. 3    The result of RTFQ-PCR showed that the expression level of let-7a/b/c/d/e/f/g/i in U2-OS and HOS cells transfected with mimics 

was significantly higher compared to the control group

*: P<0.05, compared with control group
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图 4　上调let-7a/b/c/d/e/f/g/i后U2-OS和HOS细胞中Aurora-B mRNA水平 

Fig. 4    The relative Aurora-B mRNA level in let-7a/b/c/d/e/f/g/i up-regulated U2-OS and HOS cells

*: P<0.05 vs control group

图 5　Western blot检测let-7a/g/i表达上调后Aurora-B蛋白在

骨肉瘤细胞系U2-OS及HOS中的表达水平 

Fig. 5    The expression of Aurora-B in let-7a/g/i up-regulated

 U2-OS and HOS cells by Western blot

A: U2-OS cells; B: HOS cells

3　讨　　论

　　骨肉瘤是好发于儿童和青少年的一种恶性

骨肿瘤，大约占恶性骨肿瘤的35%［4］。随着新

辅助化疗药物的出现，骨肉瘤患者生存时间显

著延长，但是近几十年来全球骨肉瘤的5年总生

存率仍然徘徊不前［5］，其根本原因在于骨肉瘤

患者在临床确诊时，80%的患者已经发生肺转

移［6］。而肺转移是骨肉瘤患者最主要的死亡原

因。因此，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转移的疗效具有特

殊意义。

　　有研究［7-8］表明，Aurora激酶家族成员参

与细胞有丝分裂中的多个过程，包括着丝粒

的复制、双极纺锤体的形成等，其家族成员

中的Aurora-B激酶位于染色体17p13.1，是一

类负责调控细胞有丝分裂的丝氨酸/苏氨酸激

酶，它在有丝分裂的过程中起着调节染色体浓

缩、双极定向和分离、调节细胞质分裂的作

用。Aurora-B的过表达会在有丝分裂的过程中

产生多处缺陷，包括失去着丝点附着微管和未

经过分裂后期及细胞质分裂就完成有丝分裂、

细胞染色体数目加倍、再经过多轮复制染色体

发生随机丢失和产生非整倍染色体、进而导致

癌变的可能等。由于Aurora-B激酶的生物学功

能注定了其原癌基因的角色，故已引起研究

者的重视。Aurora-B在多种恶性肿瘤中呈高表

达状态，如肝癌［9］、多发性骨髓瘤［10］及肺 

癌［11-12］等，这都意味着Aurora-B可能与肿瘤的

发生、发展有着密切的关系，被认为扮演着原

癌基因的角色［13］。本研究的前期研究发现，

Aurora-B在骨肉瘤组织中过度表达，并且可能

与肺部转移呈正相关，而抑制Aurora-B在骨肉

瘤细胞中的表达能诱导细胞凋亡、抑制增殖及

迁移、侵袭［14］。

　　近年microRNA的发现为研究肿瘤转移的基

因表达调控机制提供了新的视角。在真核生物

中，除了反义RNA在翻译水平的调节作用以及

RNA干扰(RNA interference，RNAi)机制在转录

后水平通过降解特异mRNA阻遏基因表达外，

microRNA在基因调控中同样也起着重要作用。

microRNA具有调节细胞分化、增殖、死亡(主

周云飞，等.　Let-7a/g/i在骨肉瘤细胞中靶向调控Aurora-B表达
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要是凋亡)、发育和代谢等功能。这些生物学效

应是通过调控信号分子(如细胞因子、生长因子

及转录因子等)的表达而实现。近年来，大量

研究证实，microRNA不仅参与肿瘤的发生、

增殖及凋亡，并且对肿瘤的转移具有调节作

用［15-17］。至今为止，已发现超过1 000种人类

microRNA，据推测它们可能调控着人类基因组

内1/3以上基因的表达，寻找microRNA分子及其

靶基因的研究已成为基因调控研究领域的重要

分支和热点。近期的研究显示，let-7的表达与

多种肿瘤的发生、发展有关［17-18］。本研究采用

生物信息学预测及荧光海肾素实验分析发现，

Aurora-B基因很可能是let-7a/b/c/d/e/f/g/i的靶基

因。为探讨在骨肉瘤细胞中Aurora-B基因是否

受let-7a/b/c/d/e/f/g/i的调控，本研究采用let-7家

族成员mimics转染骨肉瘤细胞系U2-OS细胞和

HOS细胞，经RTFQ-PCR和Western blot检测结果

显示，Aurora-B在let-7a/g/i表达上调细胞中的表

达水平显著低于其在阴性对照细胞中的表达，

但是，在let-7d/b/c/e表达上调的细胞中Aurora-B
表达水平无明显下调(与阴性对照细胞组比)，这

提示let-7a/g/i能负向调控Aurora-B在骨肉瘤细胞

中的表达。

　　总之，本研究结果提示let-7a/g/i可以负向调

控Aurora-B在骨肉瘤细胞中的表达，这为进一

步研究Aurora-B在骨肉瘤侵袭转移中的作用及

调控机制提供了帮助。
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