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对其细胞增殖的影响
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摘　 要:　 目的　 探讨 ｍｉＲ￣６３８ 在人骨肉瘤(ＯＳ)细胞增殖行为中的影响ꎮ 　 方法　 通过实时定量聚合酶链反

应(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ｍｉＲＮＡ￣６３８ 在人 ＯＳ 组织及癌旁组织、人 ＯＳ 细胞株(ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ、ＨＯＳ、ＳａＯＳ２)和正常人成骨

ＮＨＯｓｔ 细胞株中的表达ꎻ用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染 ｍｉＲ￣６３８ 模拟物或抑制物ꎬ细胞增殖检测试剂盒(ＣＣＫ￣８)检测

转染后的吸光光度值ꎬ平板克隆形成实验检测菌落数量ꎮ 　 结果　 ｍｉＲ￣６３８ 在各组细胞中均有表达ꎻＯＳ 细胞株中

ｍｉＲ￣６３８ 的表达明显下调(Ｐ<０.０５)ꎻ高表达 ｍｉＲ￣６３８ 能抑制 ＯＳ ＭＧ６３ 和 Ｕ２ＯＳ 细胞的增殖(Ｐ<０.０５)ꎮ 　 结论 　
ｍｉＲ￣６３８ 高表达能抑制 ＯＳ 细胞的增殖ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａꎻ　 ＭＧ６３ꎻ　 Ｕ２ＯＳꎻ　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣６３８ꎻ　 ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　 　 骨肉瘤(ＯｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａꎬＯＳ)是儿童和青年中最

常见的一种侵袭性骨肿瘤ꎬ最常见的原发部位为胫

骨近端、肱骨近端及股骨远端ꎬ大约 ６０％的病例是

１０~ ２０ 岁的青少年患者ꎬ占青少年肿瘤的 ６％[１]ꎮ

在近几十年来ꎬ人们虽然付出了大量努力来明确 ＯＳ
的致癌机制ꎬ但 ＯＳ 的生存率到达了一个瓶颈ꎬ晚期

ＯＳ 的预后依然很差ꎮ 其增殖速度快、易转移的特

点ꎬ使得 ＯＳ 在临床上的死亡率和致残率都很高ꎮ
ＭｉｃｒｏＲＮＡꎬ简写为 ｍｉＲＮＡꎬ又名微小 ＲＮＡꎬ是内

源性的、短小的单链 ＲＮＡ 分子ꎬ由 １９.２５ 个核苷酸

组成ꎬ不参与蛋白质的编码ꎬ但调节基因的表达ꎮ 因

为 ｍｉＲＮＡ 与靶 ｍＲＮＡ 不完全互补配对ꎬ所以每个
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ｍｉＲＮＡ 可以有多个靶基因ꎬ而几个 ｍｉＲＮＡｓ 也可以

共同调节同一靶基因ꎬ由此形成复杂的调控网络ꎬ精
细调控功能基因的表达ꎮ ｍｉＲＮＡ 是肿瘤分子生物

学研究领域的热点ꎬ研究发现血清 /血浆中存在上百

种 ｍｉＲＮＡꎬ在肿瘤的发生、发展和转移过程中有举

足轻重的作用ꎬ尤其在肿瘤的诊断、治疗及预后监测

方面具有应用价值ꎮ Ｗａｎｇ 等[２] 检测了非小细胞肺

癌 ＳＰＣ￣Ａ１ 细胞培养上清液中 ｍｉＲ￣６３８ 表达水平及

细胞凋亡率以及裸鼠移植瘤模型后体内的血清

ｍｉＲ￣６３８ 表达水平ꎮ 结果显示血清 ｍｉＲ￣６３８ 水平与

非小细胞肺癌患者的生存率是相关的ꎬ在临床上

ｍｉＲＮＡ￣６３８ 水平可能被视为非小细胞肺癌预后的潜

在独立预测因子ꎮ 但 ｍｉＲ￣６３８ 在人 ＯＳ 细胞增殖行

为中的作用一直不明确ꎬ鉴于文献报导 ｍｉＲ￣６３８ 对

肿瘤的抑制作用ꎬ本实验以 ｍｉＲ￣６３８ 为研究对象ꎬ观
察其在 ＯＳ 组织中的表达及对 ＯＳ 细胞系(ＭＧ６３、
Ｕ２ＯＳ)增殖的影响ꎬ为 ｍｉＲＮＡ￣６３８ 成为人 ＯＳ 新的

有前景的治疗靶点提供了一定的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 组织与细胞 　 　 收集中山大学肿瘤研究所

２００８ 年 １ 月 ~ ２０１２ 年 １２ 月 ＯＳ 组织及癌旁组织标

本 ６４ 对ꎬ平均年龄 ２１ 岁ꎬ其中男性 ４２ 例ꎬ女性 ２２
例ꎬ收集后液氮冷冻ꎮ 所有标本取得都获得了家属

知情同意ꎬ且此项目经附属医院临床研究伦理委员

会批准ꎮ 所有收集的标本符合 ＯＳ 诊断ꎬ即有典型

临床症状、体征、相应影像学表现及病理学形态ꎬ术
前未经局部及全身治疗ꎮ ＯＳ 细胞株(ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ、
ＨＯＳ、ＳａＯＳ２)及永生化的正常骨组织细胞株 ＮＨＯｓｔ
购买于上海美轩公司ꎮ
１.２　 实验试剂　 　 氯仿、异丙醇、无水乙醇、无酶水

(用双蒸水按 １ ∶ １ ０００ 的比例稀释 ＤＥＰＣ 原液ꎬ振
摇混匀ꎬ３７ ℃过夜ꎬ高温高压使 ＤＥＰＣ 降解)、７５％
乙醇、ＲＮＡｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂盒(日本 ＴａＫａＲａ 公司)、
ＲＴ 试剂盒、 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒 (日本

ＴａＫａＲａ 公司)、 ＰＢＳ 缓冲溶液、 ０. ２５％ 胰蛋白酶、
ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基、胎牛血清、ｍｉＲ￣６３８ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ￣
６３８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ｍｉｍｉｃ ＮＣ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ＮＣ(上海吉玛公

司)、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染试剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司)ꎮ
１.３　 仪器设备　 　 高速冷冻离心机、各种量程移液

器、吸头、ＥＰ 管、ＰＣＲ 管、ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００、超净工作

台、ＰＣＲ 热循环仪、Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ Ｄｉｃｅ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ
Ｓｙｓｔｅｍ ＩＩ 、６ 孔板和 ９６ 孔板、细胞计数板、细胞培养

箱、超速离心机、生物安全柜、倒置显微镜、酶标仪、
－８０ ℃超低温冰箱ꎮ
１.４　 实验分组　 　 定量聚合酶链反应(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测各

组织中 ｍｉＲ￣６３８ 相对表达量分组:实验组为 ６４ 组人

骨肉瘤组织 /人骨肉瘤 ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ、ＨＯＳ、ＳａＯＳ２ 细

胞株ꎻ对照组为 ６４ 组对应的非癌组织 /永生化的正

常骨细胞株 ＮＨＯｓｔꎮ
细胞增殖检测试剂盒 ( Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ￣８ꎬ

ＣＣＫ￣８)实验分组:实验组为分别转染 ｍｉＲＮＡ￣６３８
ｍｉｍｉｃ 与 ｍｉＲＮＡ￣６３８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的 ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ 细胞

株ꎻ阴性对照组为分别转染 ｍｉｍｉｃ ＮＣ 与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＮＣ
的 ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ 细胞株ꎮ

平板 克 隆 形 成 试 验 分 组: 实 验 组 为 转 染

ｍｉＲＮＡ￣６３８ ｍｉｍｉｃ 的 ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ 细胞株ꎻ阴性对照

组未转染的 ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ 细胞株ꎮ
１.５　 人 ＯＳ 细胞的培养　 　 将标本于 ３７ ℃ 水浴溶

化呈悬液ꎬ于培养基内混匀ꎬ离心后弃上清ꎬ将细胞

沉淀用 １.０ ｍＬ 培养基混匀加入装有 １４.０ ｍＬ 培养

基质的 ７５ ｃｍ２ 方瓶中ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２孵育箱中

培养ꎮ 待细胞生长融合至 ８０％ ~ ９０％时开始传代ꎬ
继续放置于饱和湿度 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培

养ꎬ２ ~ ３ 天更换培养基ꎬ之后根据细胞生长情况继

续给予传代ꎮ
１.６　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测各组织中 ｍｉＲ￣６３８ 的表达 　 　
按 ＲＮＡｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书分别提取实验组与对照组

的总 ＲＮＡꎬ用 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 超微量分光光度计检

测 ＲＮＡ 质量和浓度ꎮ 应用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒进

行反转录反应ꎬ反应在 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ２７００ 热循

环仪上进行ꎮ 按说明书操作ꎬ配置反应液的所有操

作均在冰上进行ꎮ 反应体系如表 １ꎮ 逆转录反应条

件:３７ ℃ １５ ｍｉｎꎬ８５ ℃ ５ ｓꎬ４ ℃ (注:１０ μＬ 反应体

系最多使用 ５００ ｎｇ 的 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ)ꎮ 将反转录的 ｃＤ￣
ＮＡ 样品按照适当的比例稀释后ꎬ应用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ试剂盒ꎬ在 Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ Ｄｉｃｅ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ
Ｓｙｓｔｅｍ ＩＩ 扩增仪上进行 ＰＣＲ 反应ꎬ实验流程按说明

书进行ꎬ反应体系如表 ２ꎮ 每个样本设 ３ 个复孔ꎬ以
Ｕ６ 为内参ꎬ反应条件为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓꎬ９５ ℃ ５ ｓꎬ
６０ ℃退火延伸 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 根据 ＰＣＲ 所得的

ＣＴ 值运用 ２－△△ＣＴ 法计算 ｍｉＲＮＡ￣６３８ 的相对表

达量ꎮ
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表 １　 反转录合成 ｃＤＮＡ 反应体系

试剂 使用量 终浓度

５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｂｕｆｆｅｒ( ｆｏｒ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ) ２.０ μＬ １×
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ Ｉ ０.５ μＬ
Ｏｌｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ(５０ μｍｏｌ / Ｌ) ０.５ μＬ ２５ ｐｍｏｌ
Ｒａｎｄｏｍ ６ ｍｅｒｓ(１００ μｍｏｌ / Ｌ) ２.０ μＬ ２００ ｐｍｏｌ
Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｘ μＬ
ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ Ｘ￣１０ μＬ

表 ２　 反转录合成 ｃＤＮＡ 反应体系

试剂 使用量 终浓度

ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ(２×) １２.５ μＬ １×
ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) １.０ μＬ ０.４ μｍｏｌ / Ｌ
ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ(１０ μｍｏｌ / Ｌ) １.０ μＬ ０.４ μｍｏｌ / Ｌ
ｃＤＮＡ 溶液 ２.０ μＬ
ｄＨ２Ｏ(灭菌蒸馏水) ８.５ μＬ
Ｔｏｔａｌ ２５ μＬ

１.７　 ＣＣＫ￣８ 实验及平板克隆形成实验

１.７.１　 细胞铺板　 以 ＭＧ６３ 细胞为例ꎮ 取处于对数

生长期且细胞汇合度约为 ８０％的 ＭＧ６３ 细胞ꎬ去除

培养基后ꎬ经胰蛋白酶溶液消化呈悬浮状态时ꎬ终止

消化并轻柔吹打使细胞全部脱壁ꎮ 将细胞悬液置入

１０ ｍＬ ＰＥ 管中ꎬ在 ３７ ℃恒温下ꎬ离心后去上清液ꎬ
继续加入培养液ꎬ轻柔吹吸使细胞悬浮ꎮ 分别吸取

１０ μＬ 细胞悬液加入相应细胞计数板ꎬ计算悬液浓

度以及吸取 ３ ０００ 个细胞所需悬液体积ꎮ 继续轻柔

吹吸离心管中悬液 ５０ 次后ꎬ加入相应体积细胞悬液

至 ９６ 孔板的 ６ 组中ꎬ 然后每孔添加培养液至

１５０ μＬꎬ周围孔取 １００ μＬ ＰＢＳ 溶液填充ꎬ铺完后

“十字”摇匀ꎮ 每次铺 ４ 块 ９６ 孔板ꎬ分别用作 ２４ ｈ、
４８ ｈ、７２ ｈ 和 ９６ ｈ 的 ＣＣＫ￣８ 实验ꎬ每隔 ４８ ｈ 换液ꎮ
Ｕ２ＯＳ 细胞铺板步骤同 ＭＧ６３ 细胞ꎮ
１.７.２ 　 细胞转染 　 转染步骤参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 试剂盒说明书进行ꎮ
１.７.３　 ＣＣＫ￣８ 实验　 转染完成后ꎬ在细胞箱中继续培

养ꎮ 每２４ ｈ 取一块孔板ꎬ在每一孔中加入１０ μＬ ＣＣＫ￣８
溶液ꎬ继续培养 ４ ｈꎮ 在酶标仪中震动１０ ｍｉｎꎬ用 ４９０
ｎｍ 波长测定 ＯＤ 值ꎬ以 ６３０ ｎｍ 为参考波长ꎮ
１.７.４　 平板克隆形成实验　 取培养于 １０％胎牛血清

ＲＰＭＩ 培养基中的对指数生长期的ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ 细胞以

及转染 ｍｉＲ￣６３８ ｍｉｍｉｃ 的 ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ 细胞ꎬ分别制成

每毫升 ２００ 个细胞的细胞悬液ꎮ 取 ＭＧ６３/ ＭＧ６３￣ｍｉｍｉｃ
细胞系液 ２ ｍＬꎬＵ２ＯＳ / Ｕ２ＯＳ￣ｍｉｍｉｃ 细胞悬液取 ４ ｍＬꎬ
分别接种于六孔板的每一个孔中ꎬ使细胞分散均匀ꎮ
六孔板置于 ３７ ℃ 、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养 ２ 周ꎮ 当

培养皿中出现肉眼可见克隆时ꎬ终止培养ꎮ 甲醇固定

１５ ｍｉｎ 后空气干燥ꎮ 用 ０.１％结晶紫进行染色 ２０ ｍｉｎꎬ
倒置显微镜观察超过 ３０ 个细胞的菌落数ꎮ
１.８　 数据处理及统计学分析　 　 采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统

计学软件进行 ｔ 检验分析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ 基因相对表达量用 ２－△△ＣＴ法计算ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验检测骨肉瘤组织、癌旁组织、骨
肉瘤细胞及正常人骨细胞中成熟的 ｍｉＲ￣６３８ 的表达

水平　 　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测了 ６４ 组骨肉瘤组织中成熟

的 ｍｉＲ￣６３８ 的表达水平ꎮ 结果显示与相应的非癌组

织(对照组)相比有 ３６ 组(５６.２５％)骨肉瘤组织中

ｍｉＲ￣６３８ 的表达是下调的(Ｐ<０.００１ꎬ图 １)ꎮ

图 １　 ６４ 组骨肉瘤及癌旁组织中成熟的

ｍｉＲ￣６３８ 的表达水平　 与对照组比较ꎬ∗:Ｐ<０.００１

实时荧光定量聚合酶链反应技术分别检测骨肉

瘤 ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ、ＨＯＳ、ＳａＯＳ２ 细胞株和永生化的正

常骨组织细胞株 ＮＨＯｓｔ(对照组)中的 ｍｉＲ￣６３８ 的表

达水平ꎮ 结果显示在骨肉瘤细胞株中 ｍｉＲ￣６３８ 的表

达明显下调(Ｐ<０.００１ꎬ图 ２)ꎮ

图 ２　 荧光定量 ＰＣＲ检测骨肉瘤ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ、ＨＯＳ、ＳａＯＳ２
细胞株与人正常骨组织细胞株 ＮＨＯｓｔ中ｍｉＲ￣６３８的表达

与对照组 ＮＨＯｓｔ 比较ꎬ∗:Ｐ<０.００１
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２.２　 ＣＣＫ￣８ 实验检测 ｍｉＲ￣６３８ 的高表达或低表达

对骨肉瘤 ＭＧ６３ 及 Ｕ２ＯＳ 细胞的增殖能力的影响

结果显示 ｍｉＲ￣６３８ 高表达能显著降低 ＭＧ６３ 和

Ｕ２ＯＳ 细胞的增殖能力 (Ｐ < ０. ０５ꎬ见图 ３)ꎮ 抑制

ｍｉＲ￣６３８ 表达显著促进了 ＭＧ６３ 和 Ｕ２ＯＳ 细胞的生

长(Ｐ<０.０５ꎬ图 ４)ꎮ
２.３　 平板克隆实验检测高表达 ｍｉＲ￣６３８ 对骨肉瘤

ＭＧ６３ 及 Ｕ２ＯＳ 细胞的集落形成能力的影响　 　 结

果显示 ｍｉＲ￣６３８ 的高表达能抑制人骨肉瘤 ＭＧ６３ 及

Ｕ２ＯＳ 细胞的增殖功能(Ｐ<０.０５ꎬ图 ５、图 ６)ꎮ

图 ３　 高表达 ｍｉＲＮＡ￣６３８ 抑制人 ＯＳ ＭＧ６３ 与 Ｕ２０Ｓ 细胞增殖

与对照组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

图 ４　 抑制 ｍｉＲ￣６３８ 的表达促进人 ＯＳ ＭＧ６３ 与 Ｕ２０Ｓ 细胞增殖

与对照组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

图 ５　 高表达骨肉瘤 Ｕ２ＯＳ 细胞中的 ｍｉＲ￣６３８ 会
抑制其集落形成能力

与对照组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

３　 讨　 　 论

研究表明ꎬＯＳ 的病因极其复杂ꎬ同时还具有庞

大基因组的不稳定性及高度异常的核型ꎬ多个染色

图 ６　 高表达骨肉瘤 ＭＧ６３ 细胞中的 ｍｉＲ￣６３８ 会
抑制其集落形成能力

与对照组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

体拷贝数的增加或者丢失会使得 ＯＳ 中多条染色体

发生改变[３]ꎮ ＯＳ 的治疗包括手术、术前和术后的标

准化疗或放疗ꎬ５ 年生存率为 ６０％~７０％ꎻ晚期诊断、
转移性及复发性的肿瘤患者生存率更低(２０％)ꎬ而
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其中位生存期仅为 ２３ 个月[４]ꎮ 为了监测 ＯＳ 的发

展、改善 ＯＳ 患者的预后ꎬ探索一种能用于 ＯＳ 早期

诊断的更方便、微创的方式ꎬ寻找新的治疗靶点成为

ＯＳ 诊断及治疗上亟需解决的问题ꎮ
深入研究发现ꎬ许多 ｍｉＲＮＡ 都在细胞增殖、凋

亡、分化、运动等过程中起着重要调控作用ꎮ 自 ２０
年前发现他们以来ꎬ生物信息学研究已经确定了超

过 １ ０００ 种的 ｍｉＲＮＡ 可参与人类基因组中一半基

因的调节ꎬ每个 ｍｉＲＮＡ 可能控制数百个人类基因的

转录[５]ꎮ 超过 ５０％的 ｍｉＲＮＡ 基因位于染色体脆弱

位点ꎬ它的缺失或扩增对人类癌症有重要影响ꎬ提示

ｍｉＲＮＡ 直接参与肿瘤的发生过程[６]ꎮ ２００２ 年 Ｃａｌｉｎ
等人发现 ｍｉＲＮＡ￣１５ａ 和 ｍｉＲＮＡ￣１６￣１ 可能与慢性淋

巴细胞白血病的发病密切相关[７]ꎮ 这一重要发现

公布以后ꎬ人们逐渐在大量的肿瘤细胞系和临床肿

瘤样本中发现了异常表达的 ｍｉＲＮＡꎬ随后在动物模

型实验也证实了 ｍｉＲＮＡ 对肿瘤的发生、发展有着重

要作用[８]ꎮ
Ｔａｎ 等[９] 人的研究发现在乳腺癌进展中ꎬｍｉＲ￣

６３８ 是最重要的因子之一ꎬｍｉＲ￣６３８ 强制性表达可显

著降低细胞增殖率及三阴乳腺癌细胞侵袭能力ꎮ 在

Ｍａ 的研究中[１０] 发现ꎬ大肠癌标本中的 ｍｉＲ￣６３８ 由

于肿瘤分级不同而表达不同ꎮ ｍｉＲ￣６３８ 抑制 Ｓｏｘ２
的表达ꎬ同时ꎬｍｉＲ￣６３８ 表达水平与在人结直肠癌组

织中 Ｓｏｘ２ ｍ ＲＮＡ 表达水平呈负相关ꎬ这些可以说

明 ｍｉＲ￣６３８ 可以作为一种新的结直肠癌侵袭相关肿

瘤抑制因子ꎮ
鉴于 ｍｉＲ￣６３８ 在前期研究中“抑癌基因”的作

用ꎬ本实验采用实时荧光定量 ＰＣＲ 的方法检测 ６４
组人 ＯＳ 组织及相应的非癌组织中成熟的 ｍｉＲ￣６３８
的表达水平ꎬ结果显示与相应的非癌组织相比有 ３６
组(５６.２５％)ＯＳ 组织中 ｍｉＲ￣６３８ 的表达是下调的ꎬ
推测 ｍｉＲ￣６３８ 的表达下调可能对人 ＯＳ 的发生发展

有促进作用ꎬ而并不能说明 ｍｉＲＮＡ￣６３８ 的表达与

ＯＳ 患者的生存率有显著相关性ꎬ同时 ｍｉＲ￣６３８ 的表

达与性别、年龄ꎬ肿瘤的位置、大小、分期与分级也没

有显著的联系ꎮ 在 ＣＣＫ￣８ 实验中ꎬ与相应的对照组

相比ꎬ转染 ｍｉＲ￣６３８ ｍｉｍｉｃ 的实验组细胞增殖速度

明显减慢ꎬ而转染 ｍｉＲ￣６３８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的实验组细胞

增殖速度明显加快ꎮ 这与之前研究 ｍｉＲＮＡ￣６３８ 的

“抑癌基因”作用一致ꎮ
值得提出的是ꎬ在转染 ｍｉｍｉｃ 与 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的实

验组中ꎬ随着实验时间的推移ꎬ其增殖速度有一定的

加快或减慢ꎮ 主要考虑 ｍｉＲ￣６３８ ｍｉｍｉｃ 及 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
为瞬转ꎬ其 ｍｉｍｉｃ 及 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 随着时间推移在细胞

中逐渐降解ꎬ导致细胞增殖速度有一定变化ꎮ 另外ꎬ
ＣＣＫ￣８ 实验作为检测细胞存活与增殖的方法之一ꎬ
其检测原理同常规的 ＭＴＴ 略有差异ꎬ试剂生成物具

有高度水溶性ꎬ所以简便了实验步骤也提高了实验

的敏感性ꎮ 有文献比较过两者的灵敏度和准确性ꎬ
ＣＣＫ￣８ 法操作更简便ꎬ灵敏度高ꎬ准确性和重复性更

好ꎬ是一种优于 ＭＴＴ 法的检测细胞增殖活性的

方法[１１]ꎮ
本研究表明ꎬ在人 ＯＳ 组织中ꎬｍｉＲ￣６３８ 呈低表

达ꎻｍｉＲ￣６３８ 的高表达显著抑制人 ＯＳ ＭＧ６３ 及

Ｕ２ＯＳ 的细胞增殖ꎬ而下调 ｍｉＲ￣６３８ 的表达能显著促

进其增殖ꎬ为 ｍｉＲＮＡ￣６３８ 成为人 ＯＳ 新的有前景的

治疗靶点提供了一定的理论依据ꎮ 但还需继续进行

体内荷瘤动物实验ꎬ及进一步研究 ｍｉＲ￣６３８ 抑制人

ＯＳ 细胞增殖的作用机制ꎬ为基础研究成果转化为临

床生物治疗打下基础ꎮ
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ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ[Ｊ].Ｅｘｐ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ２０１５ꎬ４７:ｅ１６２.

[３] 　 Ｍｏｈｓｅｎｙ Ａ ＢꎬＳｚｕｈａｉ ＫꎬＲｏｍｅｏ Ｓꎬｅｔ ａｌ.Ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｏ￣
ｒｉｇｉｎａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ａｎｅｕｐｌｏｉｄｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｉｃ ｌｏｓｓ ｏｆ Ｃｄｋｎ２[Ｊ] .Ｊ Ｐａｔｈｏｌꎬ
２００９ꎬ２１９(３):２９４￣３０５.

[４] 　 Ｆａｇｉｏｌｉ ＦꎬＡｇｌｉｅｔｔａ ＭꎬＴｉｅｎｇｈｉ Ａꎬｅｔ ａｌ.Ｈｉｇｈ￣ｄｏｓｅ ｃｈｅｍｏ￣
ｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｒｅｌａｐｓｅｄ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ: ａｎ Ｉ￣
ｔａｌｉａｎ ｓａｒｃｏｍａ ｇｒｏｕｐ ｓｔｕｄｙ [ Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌꎬ２００２ꎬ２０
(８):２１５０￣２１５６.

[５] 　 Ｈａｍｍｏｎｄ ＳＭ.Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ[ Ｊ] .Ａｄｖ Ｄｒｕｇ
Ｄｅｌｉｖ Ｒｅｖꎬ２０１５ꎬ ８７:３ – １４.

[６] 　 Ｃａｌｉｎ ＧＡꎬＳｅｖｉｇｎａｎｉ ＣꎬＤｕｍｉｔｒｕ ＣＤꎬｅｔ ａｌ.Ｈｕｍａｎ ｍｉｃｒｏ
ＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｌｏｃａｔｅｄ ａｔ ｆｒａｇｉｌｅ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ ｇｅ￣
ｎｏｍｉｃ ｒｅｇｉｏｎｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃａｎｃｅｒｓ[Ｊ] .Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ
Ｕ Ｓ Ａꎬ２００４ꎬ１０１(９):２９９９￣３００４.

[７] 　 Ｃａｌｉｎ ＧＡꎬＤｕｍｉｔｒｕ ＣＤꎬＳｈｉｍｉｚｕ Ｍꎬｅｔ ａｌ.Ｆｒｅｑｕｅｎｔ ｄｅｌｅｔｉｏｎｓ
ａｎｄ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏ￣ＲＮＡ ｇｅｎｅｓ ｍｉＲ１５ ａｎｄ ｍｉＲ１６
ａｔ １３ｑ１４ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ [ Ｊ]. Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ２００２ꎬ９９(２４):１５５２４￣１５５２９.
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丛神经阻滞对心率变异性的影响[ Ｊ] .临床麻醉学杂

志ꎬ２０１６ꎬ３２(９):８５３￣８５６.
[２] 　 熊娅琴ꎬ倪娟ꎬ吴兰ꎬ等.剖宫产术硬膜外容量扩张下鞘

内注射等比重布比卡因 ＥＤ５０ 的测定[Ｊ] .四川大学学

报:医学版ꎬ２０１５ꎬ４６(６):９５３￣９５６.
[３] 　 徐枫ꎬ杨承祥ꎬ邓硕曾.右美托咪定在围术期临床应用

的研究进展 [ Ｊ] . 国际麻醉学与复苏杂志ꎬ２０１１ꎬ３２
(３):３３６￣３４０.

[４] 　 李红ꎬ程艳欣ꎬ陈永学ꎬ等.右美托咪定对罗呱卡因臂丛

神经阻滞半数有效浓度的影响[ Ｊ] .河北医科大学学

报ꎬ２０１２ꎬ３３(８):９１９￣９２２.
[５] 　 徐端正.生物统计在药理学中的应用[Ｍ] .北京科学出

版社ꎬ１９８６:３１５￣３１８.
[６] 　 Ｄｉｘｏｎ ＷＪ.Ｓｔａｉｒｃａｓｅ ｂｉｏａｓｓａｙ:ｔｈｅ ｕｐ￣ａｎｄ￣ｄｏｗｎ ｍｅｔｈｏｄ[Ｊ] .

Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｂｉｏｂｅｈａｖ Ｒｅｖꎬ１９９１ꎬ１５(１):４７￣５０.
[７] 　 Ｍｃｌｅｏｄ ＧＡꎬＤａｅｌ ＪꎬＲｏｂｉｎｓｏｎ Ｄ.Ｄｅｔｅｍｒｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＥＣ５０

ｏｆ ｌｅｖｏｂｕｐｉｖａｃａｉｎｅ ｆｏｒ ｆｅｍｏｒａｌ ａｎｄ ｓｃｉａｔｉｃ ｐｅｒｉｎｅｕｒａｌ ｉｎｆｕ￣
ｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｔｏｔａｌ ｋｎｅｅ ａｒｔｈｏｒｐｌａｓｔｙ[ Ｊ] . Ｂｒ ＪＡｎａｅｓｔｈꎬ２００９ꎬ
１０２ (４):５２８ ￣５３３.

[８] 　 陈辉ꎬ许岚.α２ 肾上腺素受体与痛觉调制[ Ｊ] .中国疼

痛医学杂志ꎬ２０１３ꎬ１９(８):４９０￣４９４.
[９] 　 杨经文ꎬ李光婷ꎬ刘卫华ꎬ等.右美托咪定对小儿鼾症手

术应激反应的影响[ Ｊ] .中国医院药学杂志ꎬ２０１５ꎬ３５
(３):２４４￣２４６.

[１０] 　 Ｋｉｍｕｒａ ＭꎬＳａｉｔｏ ＳꎬＯｂａｔａ Ｈ.Ｄｅｘｍｅｄｅｔｏｍｉｄｉｎｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｈｙ￣
ｐｅｒａｌｇｅｓｉａ ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｉｃ ｐａｉｎ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ[Ｊ].Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｌｅｔｔꎬ２０１２ꎬ５２９(１):７０￣７４.
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[８] 　 Ｔａｋａｍｉｚａｗａ ＪꎬＫｏｎｉｓｈｉ ＨꎬＹａｎａｇｉｓａｗａ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｄｕｃｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｔ￣７ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒｓ
ｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｈｏｒｔｅｎｅｄ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ[ Ｊ] .
Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ２００４ꎬ６４(１１):３７５３￣３７５６ .

[９] 　 Ｔａｎ ＸꎬＰｅｎｇ ＪꎬＦｕ Ｙꎬｅｔ ａｌ.ｍｉＲ￣６３８ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ
ＢＲＣＡ１ ａｆｆｅｃｔｓ ＤＮＡ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ＵＶ ａｎｄ ｃｉｓ￣
ｐｌａｔｉｎ ｉｎ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] .Ｂｒｅａｓｔ Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓꎬ２０１４ꎬ１６(５):４３５.

[１０] 　 Ｍａ ＫꎬＰａｎ ＸꎬＦａｎ Ｐꎬｅｔ ａｌ.Ｌｏｓｓ ｏｆ ｍｉ Ｒ￣６３８ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｐｒｏ￣
ｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ａ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ￣ｌｉｋｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｙ
ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ＳＯＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ[Ｊ] .Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ２０１４ꎬ１３(１):１１８.

[１１] 　 万文婷ꎬ李宁ꎬ刘静ꎬ等.ＣＣＫ￣８ 法与 ＭＴＴ 法检测人前

列腺癌 ＰＣ３ 细胞活性的比较研究[ Ｊ] .时珍国医国

药ꎬ２０１０ꎬ２１(１２):３０４６￣３０４８.
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