
骨肉瘤是最常见于儿童和青少年患者的骨肿瘤，其

特征是治疗后转移进展和复发的高风险［1］。由于患者

的生存率较低，这种疾病有效的治疗管理仍然是难以捉

摸的［2］。为了实现更有效的治疗管理方案，从而提高患

者的生存率，在临床环境中为骨肉瘤的治疗确定更有针

对性的治疗方法至关重要［3］。

miRNA是小的内源RNA，可在转录后调控基因表

达，在各种细胞和生理过程（例如细胞增殖和分化）中发

挥重要作用［4-6］。据报道它们的异常表达与各种人类肿瘤

的进展和转移密切相关，有关的功能研究已被证实［7, 8］，

miRNA充当肿瘤抑制物或癌基因，并且针对miRNA的
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摘要：目的 探讨miR-671-5p影响骨肉瘤的迁移侵袭的相关机制。方法 通过NCBI在线数据库筛选骨肉瘤中差异表达的微小

RNA（miRNA）、预测miRNA的靶蛋白并进行功能分析；实时荧光定量PCR（qRT-PCR）用于检测转染过表达miR-671-5p质粒后

con组和miR-671-5p组骨肉瘤细胞中miR-671-5p的表达情况；通过Transwell实验检测转染质粒后骨肉瘤细胞的迁移和侵袭能

力；Western blot实验检测相关蛋白在骨肉瘤细胞中的表达情况；荧光素酶报告基因检测重组人SMAD家族成员3（SMAD3）的

3’UTR中是否含有miR-671-5p的结合位点。结果 MiR-671-5p在骨肉瘤组织和细胞中表达下调（P<0.05）。qRT-PCR证明转染

过表达miR-671-5p质粒后，细胞转染成功（P<0.05）。过表达骨肉瘤细胞中的miR-671-5p后细胞的迁移和侵袭能力明显降低

（P<0.05），并且miR-671-5p能够抑制骨肉瘤细胞的上皮间质转化（EMT）（P<0.05）；Western blot结果显示SMAD3在骨肉瘤细

胞中表达上调（P<0.05）；荧光素酶报告基因检测证实miR-671-5p与SMAD3的3’UTR之间存在结合位点（P<0.05）；Western

blot结果显示转染过表达SMAD3质粒后，SMAD3表达明显升高（P<0.05），而miR-671-5p能明显抑制SMAD3的表达（P<

0.05）；Transwell实验证明SMAD3能够促进骨肉瘤细胞的迁移和侵袭能力（P<0.05），而miR-671-5p则能够逆转这种促进作用

（P<0.05）。结论 MiR-671-5p能够通过负向调控SMAD3抑制骨肉瘤细胞迁移和侵袭能力。
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Abstract: Objective To explore the role of miR-671-5p in regulating the migration and invasion of osteosarcoma and the
underlying mechanisms. Methods The differentially expressed microRNAs (miRNAs) in osteosarcoma were screened in the
NCBI online database, and the target proteins of these miRNAs were predicted and their functions were analyzed.
Osteosarcoma cells were transfected with a plasmid overexpressing miR-671-5p, and the transfection efficiency was assessed
using quantitative real-time PCR (qRT-PCR). The changes in the migration and invasion of the transfected cells were examined
with Transwell assay, and the expressions of proteins related with epithelial-mesenchymal transition (EMT) were detected
using Western blotting. Dual-luciferase reporter assay was performed to determine whether the 3'UTR of SMAD3 contained a
targeted binding site of miR-671-5p. Results MiR-671-5p was significantly down-regulated in both osteosarcoma tissues and
osteosarcoma cells (P<0.05). The osteosarcoma cells overexpressing miR-671-5p showed significantly reduced migration and
invasion abilities (P<0.05) with obviously lowered expressions of EMT-related proteins (P<0.05). SMAD3 was highly expressed
in osteosarcoma cells (P<0.05), and dual-luciferase reporter assay confirmed the presence of a targeted binding site between
miR-671-5p and the 3'UTR of SMAD3 (P<0.05). In osteosarcoma cells transfected with a SMAD3-overexpressing plasmid (P<
0.05), the high expression of SMAD3 significantly inhibited by miR-671-5p overexpression (P<0.05). Transwell assay
demonstrated that SMAD3 overexpression significantly promoted the migration and invasion of osteosarcoma cells (P<0.05),
and while miR-671-5p overexpression obviously reversed this effect (P<0.05). Conclusion MiR-671-5p can inhibit the invasion
and migration of osteosarcoma cells by negatively regulating SMAD3.
Keywords: miR-671-5p; SMAD3; migration; invasion; epithelial-mesenchymal transition; osteosarcoma
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miRNA模拟物和分子已在临床前开发中显示出希望［9］。

前期已有研究证明miR-671-5p能够结合相关靶蛋白从

而影响肿瘤的发生发展，能够通过抑制成纤维生长因子

受体2阻断人食道鳞状细胞癌的进展［10］。MiR-671-5p

的过表达能够影响结肠癌的预后，并会加速结肠癌细胞

的增殖，迁移和侵袭［11］。另外，MiR-671-5p也能够通过

结合釉丛蛋白1在抑制骨肉瘤细胞生长、迁移和侵袭中

发挥关键作用［12］。但是，miR-671-5p影响骨肉瘤发展进

程的其他分子机制尚不明确。

在本研究中，我们研究了miR-671-5p在骨肉瘤中

的作用，并探讨了miR-671-5p与其下游靶基因SMAD3

在体外的相互作用，结果表明，miR-671-5p通过结合其下

游靶基因SMAD3影响骨肉瘤细胞的迁移和侵袭能力。

1 材料和方法

1.1 主要仪器和试剂

Lipofectamine 2000（Invitrogen），miR-671-5p上下

游引物（上海生工生物工程有限公司），β-actin（ab8226）、

SMAD3（ab40854）、Vimentin（ab92547）、N- cadherin

（ab76001）抗体（Abcam）。

1.2 网上在线数据库

NCBI在线数据库（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）

中 GSE28423 数据集筛选骨肉瘤细胞中差异表达的

miRNAs，GSE70414数据集对骨肉瘤细胞中 log2FC>1，

P<0.05 的 mRNA 进行筛选；starbase 数据库（http://

starbase.sysu.edu.cn/）、miRDB数据库（http://mirdb.org/）、

TargetScan数据库（http://www.targetscan.org/vert_72/）

预测可能与miR-671-5p结合的hub基因。

1.3 细胞培养和转染

人成骨细胞hFOB1.19，骨肉瘤细胞MG63、U2OS、

Saos-2，人胚胎肾细胞HEK293T均购自美国模式培养

物保藏所（ATCC），并按照其培养条件进行培养。培养

24 h，并在细胞达到0.70时通过Lipofectamine 2000将

质粒转入细胞中。细胞分组为：con（转染过表达miR-

671-5p对照质粒的骨肉瘤细胞）；miR-671-5p（转染过表

达miR-671-5p质粒的骨肉瘤细胞）；NC（转染过表达

SMAD3对照质粒的骨肉瘤细胞）；SMAD3（转染过表达

SMAD3质粒的骨肉瘤细胞）；SMAD3+miR-671-5p（共

转染过表达SMAD3和过表达miR-671-5p质粒的骨肉

瘤细胞）。

1.4 qRT-PCR

TRIzol 提取各组细胞的总 RNA，ReverTra AceR

Qpcr RT Kit试剂盒逆转录获得 cDNA，以 cDNA为模

板，U6为内参，运行条件为95 ℃ 30 s、95 ℃ 5 s、65 ℃
30 s、72 ℃ 30 s、循环数为 35，PCR 检测细胞中 miR-

671-5p的表达情况。2-△△CT计算结果。miR-671-5p上

游引物为：GCGCGCATAAAGTAGAAAGC；下游引物

为 ：AGTGCAGGGTCCGAGGTATT；茎 环 结 构 ：

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA

CTGGATACGACAGTAGT

1.5 Transwell实验

将4×104具有不同miR-671-5p或SMAD3表达水

平的骨肉瘤细胞分别接种在无FBS的MEM培养基中，

并置于小室或铺有Matrigel小室的上腔室中。然后，

下腔注入10% FBS的MEM培养基。24 h后甲醇固定

15 min，轻拭上室的细胞，Giemsa染色1 h，PBS清洗，吸

弃PBS晾干后进行拍照。镜下随机选择5个视野拍照，

取其平均值作为最终结果。

1.6 Western blot

提取各组细胞的总蛋白，测量蛋白质浓度，在10％

SDS-PAGE凝胶上分离并转移到PVDF膜上，封闭，一

抗4 ℃过夜，洗膜，二抗常温孵育1 h，洗膜，显影，曝光，

分析灰度值，计算结果。抗体配制如下：SMAD3（1∶

500），Vimentin（1∶1000），N-cadherin（1∶500），β-actin（1∶

1000）作为内参。

1.7 荧光素酶报告基因检测

HEK293T细胞接种到24孔板中，并在细胞数量达

到0.70时利用Lipofectamine 2000将miR-671-5p过表

达质粒及对照质粒、SMAD3野生型SMAD3-3’UTR-

Wt及突变型SMAD3-3’UTR-Mut质粒共转染。培养

24 h后，检测各组细胞的荧光素酶活性，分析相对荧光

强度，计算结果。

1.8 统计学分析

实验重复3次，实验数据表示为均数±标准差，使用

SPSS 17.0软件进行统计分析，两组之间差异分析采用

独立样本t检验，多样本均数之间的比较采用方差分析，

P<0.05被认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MiR-671-5p在骨肉瘤组织和细胞中表达下调

通过NCBI在线数据库获得数据集GSE28423，筛

选出 |log2FC| >4 的 miRNAs 并制作热图（图 1A），

GSE28423数据集发现miR-671-5p的 log2FC=-4.80、P<

0.05，在骨肉瘤细胞中可能发挥抑癌基因的作用。通过

qRT-PCR发现在10例骨肉瘤组织中，与癌旁正常骨组

织相比，骨肉瘤组织中miR-671-5p的表达明显降低（图

1B）。因此，我们选择miR-671-5p作为研究对象。qRT-

PCR结果显示与人成骨细胞hFOB1.19相比，在骨肉瘤

细胞中 miR-671-5p 的表达明显下调（图 1C）。MiR-

671-5p主要参与的前10位KEGG通路，包括Wnt信号

通路、癌症通路、细胞周期等，这些通路在癌症中都发挥

着至关重要的作用，因此我们可以推测miR-671-5p也

许参与相关通路的调控从而影响骨肉瘤的发展进程

（图1D）。
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2.2 MiR-671-5p抑制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭

将miR-671-5p过表达质粒和对照质粒转染入骨肉

瘤细胞，qRT-PCR结果显示与对照组相比，过表达miR-

671-5p组中miR-671-5p表达（MG63：P<0.0001；Saos-

2：P=0.0002）明显上调（图2A）。Transwell迁移实验发

现，与对照组相比，过表达miR-671-5p组穿膜细胞数

（MG63：P=0.0017；Saos- 2：P=0.0014）明显减少（图

2B）。而Transwell侵袭实验结果显示，与对照组相比，

过表达miR-671-5p组穿膜细胞数（MG63：P=0.0124；

Saos-2：P<0.0001）明显降低（图2C）。

2.3 MiR-671-5p抑制骨肉瘤细胞的EMT的发生

Western blot 结果显示，与对照组相比，过表达

miR-671-5p组中Vimentin（MG63：P=0.0054；Saos-2：

P=0.003）和 N- cadherin（MG63：P=0.0138；Saos- 2：P=

0.0244）的表达明显降低（图3）。

2.4 SMAD3为miR-671-5p的关键基因

网上数据库starbase、miRDB、TargetScan预测可能

与miR-671-5p结合的靶蛋白取其交集并获取hub基因，

构建 degree得分前 10位的蛋白互作网络关系图（图

4A），将网上数据库预测的 hub基因与骨肉瘤数据集

图1 MiR-671-5p在骨肉瘤组织和细胞中表达下调
Fig.1 MiR-671-5p expression is down-regulated in osteosarcoma tissues and cells. A: Heatmap of the differentially
expressed miRNAs with |log2FC| >4 in the GSE28423; B: Expression of miR-671-5p in 10 patients with
osteosarcoma (*P<0.05). C: Expression of miR-671-5p in osteosarcoma cells (*P<0.05 vs hFOB1.19 group). D:
KEGG analyses of miR-671-5p.

R
el

at
iv

e
ex

pr
es

si
on

le
ve

l
of

m
iR

-6
71

-5
p

1.2

0.9

0.6

0.3

0
hFOB1.19 MG63 U2OS Saos-2

*

*
*

4

3

2

1

0

Normal Tumor

R
el

at
iv

e
ex

pr
es

si
on

le
ve

l
of

m
iR

-6
71

-5
p

*

A B

C

D
Wnt signaling pathway

Ubiquitin mediated proteolysis

Tight junction

Regulation of actin cytoskeleton

Pathways in cancer

Insulin signaling pathway

Focal adhesion

Endocytosis

Cell cycle

Axon guidance

K
E

G
G

pa
th

w
ay

miR-671-5p KEGG pathway

0 100 200 300

-log10(P. Value)
8
7
6
5
4
3

J South Med Univ, 2021, 41(10): 1562-1568 http://www.j-smu.com·· 1564



GSE70414 中 log2FC>1，P<0.05 的 mRNA 取交集（图

4B），发现SMAD3既在骨肉瘤中表达上调，又与miR-

671- 5p 结合。Western blot 检测在骨肉瘤细胞中

SMAD3的表达情况，发现与人成骨细胞hFOB1.19相

比，SMAD3在骨肉瘤细胞中表达明显上调（图4C）。荧

光素酶报告基因检测结果显示，与con/Wt-SMAD3-3’

UTR组相比，miR-671-5p/Wt-SMAD3-3’UTR组的相

对荧光活性明显降低，而con/Mut-SMAD3-3’UTR组与

miR-671-5p/Mut-SMAD3-3’UTR 组则无明显差异

（图4D）。

2.5 MiR-671-5p调控SMAD3抑制骨肉瘤细胞的迁移

图2 MiR-671-5p对骨肉瘤细胞迁移和侵袭能力的影响
Fig.2 Effect of miR-671-5p overexpression on migration and invasion of osteosarcoma cells. A: Expression of
miR-671-5p in different groups after transfection. B, C: Transwell assay for examining cell invasion and migration
abilities in each group (scale bar=100 μm). *P<0.05.

Con
miR-671-5p

C
el

lc
ou

nt
(N

um
be

r/
F

ei
ld

) 400

350

300

250

200

150

100

50

0
Migration Invasion

*
MG63

C
el

lc
ou

nt
(N

um
be

r/
F

ei
ld

) 250

200

150

100

50

0

Saos-2

Migration Invasion

Con
miR-671-5p

*

*

C
*

MG63 Saos-2

Con miR-671-5p Con miR-671-5p

In
va

si
on

M
ig

ra
ti

on

B

R
el

at
iv

e
ex

pr
es

si
on

of
m

iR
-6

71
-5

p

6

5

4

3

2

1

0

Con
miR-671-5p

MG63 Saos-2

*

*

A

图3 Western blot检测miR-671-5p对骨肉瘤细胞EMT
的影响
Fig.3 Western blotting for detecting expressions of
EMT-related proteins in osteosarcoma cells
overexpressing miR-671-5p.

1 0.24 1 0.30

MG63 Saos-2

Con miR-671-5p Con miR-671-5p

Vimentin

N-cadherin

β-actin

1 0.19 1 0.25

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2021, 41(10): 1562-1568 ·· 1565



和侵袭

通过Western blot发现，与NC组相比，SMAD3组

SMAD3 的表达（MG63：P=0.0006；Saos-2：P=0.0009）

明显升高，而SMAD3+miR-671-5p组SMAD3的表达

（MG63：P=0.0008；Saos-2：P=0.0018）则少于 SMAD3

组（图 5A）。Transwell迁移实验发现，与NC组相比，

SMAD3 组穿膜细胞数（MG63：P=0.0006；Saos-2：P=

0.0003）明显升高，而SMAD3+miR-671-5p组的穿膜细

胞 数（MG63：P=0.0018；Saos- 2：P=0.0014）则 少 于

SMAD3组（图5B）。Transwell侵袭实验发现，与NC组

相比，SMAD3组穿膜细胞数（MG63：P=0.0003；Saos-2：

P=0.0003）明显升高，而SMAD3+miR-671-5p组的穿膜

细胞数（MG63：P=0.0003；Saos- 2：P=0.0034）则少于

SMAD3组。

3 讨论

骨肉瘤的诊疗现在大多基于标准的选择诊疗法，包

括积极的手术切除、全身化疗和靶向放疗［13］。本文致力

于找到新的肿瘤标志物和靶点治疗，从而降低骨肉瘤的

发展。目前有报道阐明，miRNA与骨肉瘤的化疗敏感

性和耐药性有着密切相关性［14, 15］。也有报道称miRNA

可能参与骨肉瘤的抗辐射并能够降低放疗的敏感性从

而对其今后的治疗起着非常重要的作用［16］。因此，探索

miRNA的分子机制，找到新的肿瘤标志物和靶点治疗

对降低骨肉瘤的耐化学性，提高其对化疗和放疗的敏感

性尤为重要。本文正是以此为切入点，通过NCBI在线

数据库筛选出在骨肉瘤中相对表达下调的miR-671-5p

作为研究对象。我们通过质粒转染，过表达miR-671-

5p后，发现骨肉瘤细胞的迁移和侵袭能力降低，证实

miR-671-5p可以作为一种抑癌基因在骨肉瘤的发展进

程中发挥相应的作用。前期研究表明多种miRNA的异

常表达对骨肉瘤今后的发展起着至关重要的作用［17-19］。

MiR-627-3p可以通过靶向PTN降低骨肉瘤细胞的增殖

和转移能力［20］。这为我们探索miR-671-5p在骨肉瘤的

发展进程中如何发挥作用提供了思路。

EMT是一种可逆的细胞生物学程序，参与侵袭、血

图4 SMAD3为miR-671-5p的关键基因
Fig.4 SMAD3 is a key gene for miR-671-5p. A: Protein interaction network of the top10 target genes associated with miR-671-
5p; B: Venn diagram of the hub genes and GSE70414. C: Expression of SMAD3 in osteosarcoma cells (*P<0.05 vs hFOB1.19
group). D: Relative luciferase activity in different groups measured by luciferase report experiment. *P<0.05.
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管生成和转移相关的化疗耐药［21］。本文通过Western

blot实验检测在骨肉瘤中miR-671-5p对EMT的影响。

在生理EMT过程中，上皮细胞通过特定程序转化为具

有间质表型细胞的生物学过程并且失去了与基底膜的

连接等上皮表型使细胞获得了较高的迁移与侵袭能

力。在肿瘤细胞中，EMT受到来自肿瘤及其微环境的

刺激，如生长因子和细胞因子的异常调节，导致迁移和

侵袭表型［22-24］。本文已经证明过表达miR-671-5p能够

抑制EMT的发生，而通过 transwell迁移和侵袭实验也

证明miR-671-5p能够抑制骨肉瘤的迁移和侵袭能力，

这正与我们的预期结果相符合。在EMT期间，细胞间

以及细胞与细胞外基质间的相互黏连作用被重塑，从而

导致上皮细胞彼此之间以及下层基底膜之间的分离，并

激活了一个新的转录程序来促进间充质的命运［25, 26］。

本研究通过western blot实验发现过表达miR-671-5p

质粒后，骨肉瘤细胞中EMT的相关标志物Vimentin、N-

cadherin的表达明显降低，过表达miR-671-5p能抑制

EMT的发生。

有文献报道称miR-139可以通过负向调控ROCK1

的表达影响骨肉瘤细胞的增殖和侵袭能力［27］。本研究

通过相应的生物信息学和实验证明miR-671-5p对骨肉

瘤的迁移运动和侵袭能力具有一定的抑制作用，也进一

步为miRNA对骨肉瘤今后的发展提供有力依据。在本

研究中，我们通过生物信息学发现SMAD3是miR-671-

5p的关键基因，在骨肉瘤中表达上调。因此，我们把

SMAD3作为后期研究对象。SMAD蛋白能够介导细

胞内转化生长因子-β（TGF-β）信号传导，通过多种机制

对TGF-β超家族信号通路产生抑制作用，并在肿瘤的生

图5 MiR-671-5p调控SMAD3抑制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭
Fig.5 MiR-671-5p targets SMAD3 to inhibit the invasion and metastasis of osteosarcoma cells. A: Expression of
SMAD3 in osteosarcoma cells in different groups. B: Transwell assay for examining migration and invasion abilities of
cells transfected with the plasmids for overexpression of SMAD3, miR-671-5p, or both. scale bar=100 μm, *P<0.05 .
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长，侵袭和转移中扮演着至关重要的角色［28-31］。在本研

究中，荧光素酶报告基因检测证实 miR- 671- 5p 与

SMAD3之间存在结合位点。通过Transwell实验进一

步探究miR-671-5p与SMAD3相互作用对骨肉瘤发展

进程的影响，发现SMAD3可以促进骨肉瘤细胞的迁移

运动和侵袭能力，而miR-671-5p则能够抑制这种作用。

综上所述，我们研究发现在骨肉瘤中miR-671-5p

表达下调，抑制骨肉瘤EMT的发生，并且能够通过负向

调控SMAD3抑制骨肉瘤的迁移和侵袭能力，了解miR-

671-5p在骨肉瘤发展进程中的作用，将为后期miR-

671-5p作为骨肉瘤潜在的治疗靶点提供基础，为未来骨

肉瘤的治疗提供新的理论依据。
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