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［摘 要］ 目的：探讨 circ_0001246调节miRNA30a及影响骨肉瘤化疗敏感性的机制。方法：将骨肉瘤细胞随机分为3组，分

别置于6孔板中，包括未转染组（空白组）、siRNA阴性对照转染组（NC组）和 siRNA转染组（circ_0001246 siRNA转染组），转染

后荧光倒置显微镜观察转染效率，检测各组细胞 circ_0001246、miRNA30a的表达，用流式细胞AnnexinV/7AAD双染法检测各

组细胞对化疗药物依托泊苷（etoposide ⁃VP16）的敏感性，荧光素酶报告基因实验验证 circ_0001246对miRNA30a的“吸附”作

用。结果：circ_0001246 siRNA转染组的细胞miRNA30a表达较NC组和空白组明显上调（P < 0.05），骨肉瘤中 circ_0001246和
miRNA30a的表达呈现负反馈。circ_0001246 siRNA转染组细胞凋亡率较NC组和空白组明显升高（P < 0.05）。circ_0001246
可以通过直接碱基配对吸附miRNA30a发挥调控作用。结论：circ_0001246是骨肉瘤相关癌基因，靶向抑制骨肉瘤中 circ_
0001246表达可以增强肿瘤细胞对化疗药物依托泊苷的敏感性，该作用可能是通过circ_0001246的吸附功能负调控miRNA30a
表达而实现的。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate the molecular mechanism of osteosarcoma chemotherapy sensitivity regulation
of circ_0001246 via targeting miRNA30a. Methods：The MG63 and U2OS cells were randomly allocated into three groups in 6⁃well
plates respectively，including non⁃transfection group（blank group），siRNA negative control transfection group（NC group），and siRNA
transfection group（circ_0001246 siRNA）. The transfection efficiencies were evaluated by fluorescence inverted microscope.
Expression Level of circ_0001246 and miRNA30a were detected. Osteosarcoma chemotherapy sensitivity were detected by annexin V⁃
FITC/7AAD apoptosis double staining. Function of circ_0001246 to adsorb miRNA30a were verified by luciferase reporter gene assay.
Results：MiRNA30a expression in the circ_0001246 siRNA transfection group were significantly up⁃regulated compared to the NC
group and blank group（P < 0.05）. We found circ_0001246 and miRNA30a were inversely expressed. Osteosarcoma chemotherapy
sensitivity in the circ_0001246 siRNA transfection group were significantly up⁃regulated compared to the NC group and blank group
（P < 0.05）. circ_0001246 could adsorb miRNA30a by direct base pairs. Conclusion：Circ_0001246 is an osteosarcoma related
oncogene. Targeted inhibition of circ_0001246 expression in osteosarcoma can enhance the chemotherapy sensitivity of tumor cells to
etoposide⁃VP16. One of the mechanisms is the negative regulation of the miRNA30a expression by the adsorption function of circ_
0001246.
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骨肉瘤是原发性骨肿瘤中发病率最高的恶性

肿瘤，其恶性程度甚高，预后极差，具有易侵袭转

移、易耐药等生物学特性，即使采用手术联合化疗

的治疗方案，患者 5年生存率也仅为 50%~60％，随

着基因治疗等生物治疗技术的发展，骨肉瘤综合治

疗有了新进展。而进一步提高骨肉瘤化疗的敏感性、

探究骨肉瘤的分子调控机制并制定新的靶向治疗策

略是骨肉瘤诊治的关键［1-2］。环状RNA（circRNA）最
早在RNA病毒中被发现，已经证实在哺乳动物的细

胞质中大量存在，具有特异性强、结构稳定、表达丰

度高等特点，可以参与转录和转录后基因的表达调

控，在多种疾病和病理生理过程中具有重要的调控

作用［3-4］。目前研究表明，circRNA 可作为竞争性内

源RNA（ceRNA）发挥基因表达调控作用，即circRNA
拥有 miRNA 应答元件（miRNA response element，
MRE），可结合miRNA 阻断后者对靶RNA 的抑制作

用，从而调控miRNA靶基因的表达水平，在胞浆内

发挥了miRNA“海绵”功能，与很多种肿瘤的发生发

展以及治疗有着密切关系［5-6］。本团队一直致力于

研究circRNA对于骨肉瘤的影响，发现circ_0001246
在骨肉瘤的发生发展中发挥了重要作用，已通过实

验证实circ_0001246 在骨肉瘤组织和细胞中的表达

上调，起到癌基因的作用［7-8］，然而其对骨肉瘤化疗

的影响及具体机制还未有相关文献报道。本研究

通过体外实验探讨了 circ_0001246调节miRNA30a、
影响骨肉瘤化疗敏感性的相关分子机制。

1 材料和方法

1.1 材料

人骨肉瘤细胞株MG63和U2OS由华中科技大

学同济医院骨科实验室提供。正常成骨细胞株OB3
购于武汉细胞模式培养中心。MG63和U2OS细胞

系在 RPMI 1640 培养基中培养（南京 KeyGEN 公

司），并加入 10%胎牛血清（Gibco公司，美国）。在

37 ℃、5%CO2条件下培养。

TaqMan miRNA分离试剂盒、TaqMan miRNA逆

转录试剂盒、TaqMan miRNA分析试剂盒和TaqMan
通用 PCR master mix（Applied Biosystems 公司，美

国）；miRNA30a模拟物、阴性对照（NC）和FAM标记

的NC（上海Gima公司）；circ_0001246 siRNA、siRNA
阴性对照（NC）和FAM标记的 siRNA NC（南京Key⁃
GEN公司）；荧光原位杂交试剂盒（广州RiboBio公
司）；pMIR⁃Report载体（Ambion公司，美国）；限制性

内切酶 SpeⅠ和HindⅢ（大连 TaKaRa公司）。Dual⁃

Glo荧光素酶检测试剂盒（Promega公司，美国）；脂

质体 3000和 TRIzol（Invitrogen公司，美国）；MTT试

剂盒（Sigma公司，美国）；Annexin V⁃FITC/7AAD凋

亡双染色试剂盒（南京KeyGEN公司）。依托泊苷

（etoposide⁃VP16）由南京医科大学第二附属医院药

剂科提供。

1.2 方法

1.2.1 转染

细胞转染使用脂质体3000，按照试剂盒说明将

MG63和U2OS细胞随机分为 3组，分别置于 6孔板

中，包括未转染组（空白组）、siRNA阴性对照转染组

（NC组）和 siRNA转染组（circ_0001246 siRNA）。转

染后通过FAM荧光标记水平评价转染效率。

1.2.2 转染后检测各组细胞 circ_0001246、miR⁃
NA30a的表达

转染后 48 h采用实时荧光定量 qRT⁃PCR检测

3组细胞 circ_0001246、miRNA30a的表达。按 Taq⁃
Man miRNA分离试剂盒说明书提取细胞总RNA，用

分光光度计定量检测。RNA 样品用逆转录反应合

成 cDNA 后，用 TaqMan miRNA 分析试剂盒检测

RNA含量。特异性引物序列：circ_0001246正向引

物 5′⁃TCTCATCTCATTCGTCTGATTGGA⁃3′，反向引

物 5′ ⁃ ATCTTCATTCCGTGAGGCAATGTT ⁃ 3′；miR⁃
NA30a正向引物 5′⁃TACAGTACTGTGATAACTGAA⁃
3′，反向引物5′⁃GTGCAGGGTCCGAGGT⁃3′；内参U6
正向引物 5′⁃CTCGCTTCGGCAGCACA⁃3′，反向引物

5′⁃AACGCTTCACGAATTTGCGT⁃3′。 反应条件为

95 ℃ 10 min预变性；95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，70 ℃ 1 s，
40个循环。反应结束后得到各个标本和内参U6的基

本循环数（CT值），根据公式计算目的基因相对含量。

1.2.3 转染后检测各组细胞对依托泊苷的敏感性

转染后将骨肉瘤细胞MG63加到 24孔板上，分

为 3组，加入 100 μmol/L的依托泊苷，用流式细胞

AnnexinV/7AAD双染法检测不同时间（6、12、24 h）
肿瘤细胞凋亡情况。

1.2.4 荧光素酶报告基因实验验证 circ_0001246的

作用

构建荧光素酶报告基因，将 circ_0001246的线

性序列携带 1个预测miRNA30a结合位点导入 psi⁃
CHECK 质粒。合成目的序列为 5′ ⁃ TCTTCAAT⁃
GATTTTGTTTACA⁃3′，用引物进行PCR扩增，经 Spe

Ⅰ和HindⅢ酶切后连接到psiCHECK质粒。利用两

步PCR法将突变的片段导入预测的miRNA30a结合

位点，通过测序确定克隆产物的DNA序列。MG63
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细胞与含有预测片段的 psiCHECK 质粒和 miR⁃
NA30a模拟物或阴性对照共转染。转染48 h后使用

双Glo荧光素酶测定系统测定荧光素酶活性。至少

等待 10 min~2 h，然后测量海肾萤光。海肾萤光的

平板测量顺序应该与萤火虫萤光相同。

1.3 统计学方法

使用 SPSS 13.0进行数据分析。所有结果均以

均值±标准差（x ± s）表示。采用单因素方差分析

（ANOVA）、Dunnett⁃t检验和Student⁃t检验比较各组

实验数据的统计学差异，P < 0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 荧光显微镜下观察转染效率

倒置荧光显微镜下观察荧光信号，选择最佳的

转染时间和条件，荧光标记对照组转染效率均在

60%以上（图1A）。
2.2 转染后各组细胞 circ_0001246和miRNA30a的

表达

circ_0001246 siRNA 转染组中 circ_0001246表

达明显低于NC组和空白组（P < 0.05）。转染 circ_
0001246 siRNA组的miRNA30a表达较NC组和空白

组明显上调（P < 0.05，图1B）。发现circ_0001246和
miRNA30a的表达呈现负反馈。这一结果提示 circ_
0001246在骨肉瘤细胞中可能对miRNA30a发挥了

miRNA“吸附”作用。

2.3 转染后各组细胞对化疗药物依托泊苷的敏感

性检测

作用 6 h，3 组细胞凋亡率无明显差异（P >
0.05）；作用12 h，circ_0001246 siRNA转染组细胞凋

亡率较NC组和空白组明显升高（P < 0.05）；作用24 h，
circ_0001246 siRNA转染组细胞凋亡率较NC组和

空白组明显升高（P < 0.05）。转染 circ_0001246
siRNA后肿瘤细胞对化疗药物依托泊苷的敏感性明

显增高（图2）。
2.4 荧光素酶报告基因实验

将 psiCHECK载体和miRNA30a模拟物或阴性

对照共转染MG63细胞，miRNA30a过表达细胞与对

照组相比，荧光素酶活性显著下降（P < 0.05，图
3）。这些数据表明，circ_0001246可以通过直接碱

基对吸附miRNA30a。
3 讨 论

骨肉瘤起源于骨间叶细胞，多见于长骨，也可

见于股骨远端或胫骨近端，是一种原发性的恶性骨

肿瘤。骨肉瘤恶性程度高，往往在术前就有了微小

转移灶，加上容易局部复发，患者预后很差［9］。虽然

如今化疗技术进步，但即使采用手术联合化疗的治

疗方案，患者５年生存率也不令人满意［10-11］。骨肉

瘤导致患者死亡的原因主要是病变转移迅速和对

化疗的抵抗，一旦出现肺转移，正常情况下辅助化

疗对其作用不大［12］。随着基因治疗等生物治疗技

术的发展，骨肉瘤的综合治疗有了新的进展，而怎

样通过基因技术提高骨肉瘤化疗的敏感性也成为

骨肉瘤治疗的关键。

随着生物信息学和分子生物学技术的革新，证

实了哺乳动物细胞中广泛存在着一种具有调控基

因表达作用的内源性 circRNA［13］。circRNA主要来

源于 pre⁃mRNA的可变剪切，由套索驱动的环化或

内含子配对驱动的环化产生，分为外显子、内含子、

外显子与内含子混合等 3类来源，之前被认为是一

类错误剪接而形成的低丰度RNA分子，其表达水

平和功能在之前受到了忽略。最新的研究表明一

些 circRNA 可以 ceRNA的角色发挥基因表达调控

作用，这些 circRNA拥有MRE，可以作为结合miR⁃
NA 的天然“海绵”来阻断后者对靶RNA的抑制作用，

miRNA⁃30a⁃5p
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siRNA

10
8
6
4
2
0

相
对

表
达

水
平

U2OS
NCU2OS

MG63 s
iRNAMG63 N

CMG63

A

B

A：荧光显微镜下观察转染效率均在60%以上（×100）；B：转染后

circ_0001246表达下调，miRNA30a表达上调，两者呈负相关。

图 1 转染后骨肉瘤细胞（MG63、U2OS）circ_0001246，
miRNA30a的表达

Figure 1 Expression of circ_0001246 and miRNA30a in
osteosarcoma cells（MG63，U2OS）after trans⁃
fection
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图2 转染circ_0001246 siRNA后12 h、24 h骨肉瘤细胞（MG63）对化疗药物依托泊苷的敏感性明显增高

Figure 2 The sensitivity of osteosarcoma cell（MG63）to the chemotherapy drug etoposide was significantly increased at 12
h and 24 h after transfected with circ_0001246⁃siRNA

miRNA 30a⁃5p组
对照组
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20181614121086420

荧
光
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性

circRNA：miRNA ATXN10_hsa_circ_0001246：hsa⁃miR⁃30a⁃5p

miRNA⁃target
Target Location chr22：46098609⁃46098629［+］

miRNA
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3′⁃gaAGGTCAGCTCCTACAAATGt⁃5′
5′⁃t cTTCAAT ⁃GATTTTGTTTACa⁃3′

∶
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A：携带预测miRNA30a结合位点的 circ_0001246的线性序列；B：共转染骨肉瘤细胞（MG63）后观察miRNA30a过表达的细胞与对照组相

比，荧光素酶活性显著下降。

图3 Circ_0001246可以通过直接碱基配对吸附miRNA30a
Figure 3 Circ_0001246 can adsorb miRNA30a by direct base pairing

P < 0.05

从而调控miRNA 靶基因的表达水平，与很多疾病的

发生发展密切相关［14-15］。有相关文献报道，circRNA
还可以调控选择性拼接和基因转录、作为生物标志

物发挥调控作用［16］。根据基因预测数据库［17-18］，我

们筛选了与骨肉瘤细胞和组织相关的 circRNA，发

现在基因 ATXN10 转录编码区过程中产生的

hsa_circ_0001246 表达明显上调，而在骨肉瘤中

miRNA30a 表 达 下 调 。 这 一 发 现 证 明 了 circ_

0001246是一种促肿瘤基因，并且我们验证了 circ_
0001246可以促进骨肉瘤的增殖转移，参与了骨肉

瘤的发生发展［8］。

本研究中，通过 siRNA抑制 circ_0001246在骨

肉瘤细胞中的表达，检测 circ_0001246和miRNA30a
在骨肉瘤细胞中的表达，发现miRNA30a的表达与

circ_0001246 呈显著负相关，这一结果表明 circ_
0001246在骨肉瘤中的作用可能是通过miRNA30a
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实现的。进一步检测转染后各组细胞对化疗药物

依托泊苷的敏感性，作用 6 h，3组细胞凋亡率无明

显差异（P > 0.05）；作用12 h，circ_0001246 siRNA转

染组细胞凋亡率较 NC组和空白组明显升高（P <
0.05）；作用24 h，circ_0001246 siRNA转染组细胞凋

亡率较NC组和空白组明显升高（P < 0.05）。转染

circ_0001246 siRNA后肿瘤细胞对化疗药物依托泊

苷的敏感性明显增高。和本课题组之前 circ_
0001246可以促进骨肉瘤增殖转移的结果相吻合。

基于以上结果和相关文献报道的数据可以有把握

地预测，circ_0001246可以通过吸附miRNA30a分子

从而调节骨肉瘤的发生发展。为了进一步探讨

circ_0001246调节骨肉瘤细胞生物学行为的分子机

制，进行了荧光素酶报告基因实验。将 psiCHECK
载体和miRNA30a模拟物或阴性对照共转染后，观

察到miRNA30a过表达组细胞与对照组相比，荧光

素酶活性显著下降（P < 0.05）。这些数据表明，circ_
0001246可以通过直接碱基对结合miRNA30a抑制

其功能，这一结果与之前国外报道的 circRNA的作

用机制一致［19-20］。

综上所述，circ_0001246是骨肉瘤相关癌基因，

靶向抑制骨肉瘤中 circ_0001246表达可以增强肿瘤

细胞对化疗药物依托泊苷的敏感性。其机制之一

是通过 circ_0001246的吸附功能负调控miRNA30a
的表达而实现的。在此基础上，提出 circ_0001246
可能是一种骨肉瘤基因治疗靶点，具有较高的临床

和科研价值。
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