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lncRNA ROR1-AS1通过靶向miR-758-3p调控

神经母细胞瘤SK-N-SH细胞的增殖、

迁移、侵袭和凋亡
王青松  夏鹰*  陈焕雄

(海口市人民医院, 神经外科, 海口 570000)

摘要      该研究旨在探讨ROR1-AS1对神经母细胞瘤细胞SK-N-SH增殖、迁移、侵袭和凋亡

的影响及作用机制。收集67例神经母细胞瘤组织和瘤旁组织, 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测组

织中ROR1-AS1和miR-758-3p的表达情况。转染ROR1-AS1小干扰RNA、miR-758-3p模拟物或共转

染ROR1-AS1小干扰RNA与miR-758-3p抑制剂至SK-N-SH细胞, 细胞计数试剂盒-8(CCK-8)法检测

细胞增殖, Transwell检测细胞迁移和侵袭, 流式细胞术检测细胞凋亡, 蛋白质印迹法检测CyclinD1、
p21、Bcl-2、Bax、MMP-2和MMP-9的蛋白表达情况。双荧光素酶报告基因实验验证ROR1-AS1
和miR-758-3p的调控关系。结果显示, 神经母细胞瘤组织中ROR1-AS1的表达明显高于瘤旁组织, 
而miR-758-3p表达明显低于瘤旁组织。抑制ROR1-AS1表达或过表达miR-758-3p降低了SK-N-SH
细胞活性、迁移数和侵袭数及CyclinD1、Bcl-2、MMP-2和MMP-9蛋白表达水平, 而提高了细胞凋

亡率及p21和Bax蛋白表达水平。ROR1-AS1在SK-N-SH细胞中靶向负调控miR-758-3p表达, 干扰

miR-758-3p可逆转抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响。这提示抑制

ROR1-AS1表达可能通过靶向上调miR-758-3p阻碍SK-N-SH细胞增殖、迁移和侵袭, 并促进细胞凋

亡, ROR1-AS1有可能成为神经母细胞瘤治疗的分子靶点。
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lncRNA ROR1-AS1 Regulates the Proliferation, Migration, Invasion and 
Apoptosis of Neuroblastoma Cells SK-N-SH by Targeting miR-758-3p

WANG Qingsong, XIA Ying*, CHEN Huanxiong
(Department of Neurosurgery, Haikou People’s Hospital, Haikou 570000, China)

Abstract       The purpose of this study was to explore the effect and mechanism of ROR1-AS1 on the prolif-
eration, migration, invasion and apoptosis of neuroblastoma cells SK-N-SH. Sixty-seven cases of neuroblastoma 
tissue and adjacent tissues were collected, and RT-qPCR was used to detect the expression levels of ROR1-AS1 and 
miR-758-3p in the tissues. ROR1-AS1 small interfering RNA or miR-758-3p mimics were transfected into SK-N-
SH cells, or ROR1-AS1 small interfering RNA and miR-758-3p inhibitor were co-transfected into SK-N-SH cells. 
CCK-8 method was used to detect cell proliferation. Transwell was used to detect cell migration and invasion. Flow 
cytometry was used to detect cell apoptosis, and Western blot was used to detect the protein expression levels of 
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CyclinD1, p21, Bcl-2, Bax, MMP-2 and MMP-9. The dual luciferase reporter gene experiment verified the regula-
tory relationship between ROR1-AS1 and miR-758-3p. The results showed that the expression of ROR1-AS1 in 
neuroblastoma tissues was higher than that in adjacent tissues, but the expression of miR-758-3p was lower than 
that in adjacent tissues. Inhibiting ROR1-AS1 or overexpressing miR-758-3p reduced the activity of SK-N-SH 
cells, the number of migrating cells, the number of invasion cells, as well as the protein expression of CyclinD1, 
Bcl-2, MMP-2 and MMP-9 in cells. But inhibiting ROR1-AS1 or overexpressing miR-758-3p increased the apop-
tosis rate of SK-N-SH cells and the protein expression of p21 and Bax in cells. ROR1-AS1 negatively regulated 
the expression of miR-758-3p in SK-N-SH cells. Interfering with miR-758-3p reversed the effect of inhibiting 
ROR1-AS1 on proliferation, migration, invasion and apoptosis of SK-N-SH cells. This suggested that inhibiting 
ROR1-AS1 might block the proliferation, migration and invasion of SK-N-SH cells and promote cell apoptosis by 
targeting to up-regulate the expression of miR-758-3p. ROR1-AS1 may become a molecular target for neuroblas-
toma treatment.

Keywords       neuroblastoma; ROR1-AS1; miR-758-3p; cell proliferation; migration; invasion; apoptosis

神经母细胞瘤(neuroblastoma, NB)是常见的儿

童颅外恶性肿瘤, 极大威胁儿童的生命健康。NB的
病因尚未明确, 其恶性程度高, 早期易转移[1]。NB
的治疗方式主要有手术, 化疗、放疗和自体干细胞

移植等, 但治疗效果不佳, 患者预后差, 尤其是早

期转移患者5年生存率较低[2]。因此, 深入探究NB
发生发展的分子机制并寻找有效的治疗靶点具有

重要意义。受体酪氨酸激酶样孤核受体1的反义

RNA1(receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 
1 antisense RNA1, ROR1-AS1)是一种长链非编码

RNA(long non-coding RNA, lncRNA), 其在鼻咽癌[3]、

结直肠癌[4]等肿瘤中表达水平升高, 上调ROR1-AS1
表达可促进肿瘤细胞的恶性表型, 进而促进肿瘤的

发展进程。但目前, ROR1-AS1在NB中的表达和机

制及其对NB细胞恶性生物学行为的影响还未见相

关报道。

LncBase Predicted v.2在线软件预测显示 , 
ROR1-AS1可能靶向结合微小RNA-758-3p (microR-
NA-758-3p, miR-758-3p)。研究显示, miR-758-3p在
乳腺癌[5]、甲状腺乳头状癌[6]和胃癌[7]等肿瘤中表达

下调 , 过表达miR-758-3p可抑制肿瘤细胞的恶性生

物学行为。但目前, miR-758-3p对NB细胞恶性生物

学行为的影响也还未知。本研究首先检测了ROR1-
AS1和miR-758-3p在NB组织中的表达情况 , 并以

NB细胞SK-N-SH为研究对象 , 观察抑制ROR1-AS1
对 SK-N-SH细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

及ROR1-AS1能否靶向调控miR-758-3p表达发挥作

用。

1   资料与方法
1.1   临床资料

收集2016年2月至2018年12月于海口市人民医

院就诊的67例神经母细胞瘤患者的瘤组织及瘤旁组

织。男性42例 , 女性25例 , 平均年龄 (7.16±3.21)岁。

所有患者均经病理学检查确诊 , 术前未进行化疗、

放疗等治疗。瘤旁组织距离瘤组织>2 cm, 病理证实

无肿瘤浸润等病变。本研究经海口市人民医院医学

伦理委员会批准, 且经患者或家属知情同意。

1.2   细胞和试剂

神经母细胞瘤细胞 SK-N-SH购自中国科学院

上海细胞库 ; RPMI 1640培养基、细胞计数试剂

盒-8(cell counting kit-8, CCK-8)、二喹啉甲酸(bicin-
choninicacid, BCA)蛋白检测试剂盒和膜联蛋白

V(Annexin V)-异硫氰酸荧光素 (fluorescein isothio-
cyanate, FITC)/碘化丙啶 (propidium iodide, PI)细胞

凋亡试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公司 ; 逆转

录试剂盒和PCR试剂盒购自大连宝生物工程有限公

司 ; 胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS)购自美国Hy-
colne公司; Trizol试剂和LipofectamineTM 2000试剂盒

购自美国 Invitrogen公司 ; PCR引物、ROR1-AS1小
干扰RNA(si-ROR1-AS1)及乱序无意义阴性序列 (si-
NC)、miR-758-3p模拟物 (mimcs)及模拟对照序列

(miR-NC)、ROR1-AS1过表达载体 (pcDNA-ROR1-
AS1)、空载体 (pcDNA)、miR-758-3p抑制剂 (anti-
miR-758-3p)及抑制剂阴性序列 (anti-miR-NC)均购

自上海吉玛制药技术有限公司 ; 双荧光素酶活性检

测试剂盒购自美国Promega公司 ; 细胞周期蛋白D1 
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(CyclinD1)、p21、基质金属蛋白酶 (matrix metal-
loproteinas, MMP)-2、MMP-9、B淋巴细胞瘤 -2(B-
cell lymphoma-2, Bcl-2)、B淋巴细胞瘤 -2相关蛋白

(Bcl-2-associated X protein, Bax)和甘油醛 -3-磷酸

脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 
GAPDH)抗体均购自美国Santa Cruz公司。

1.3   实验方法

1.3.1   RT-qPCR检测ROR1-AS1和miR-758-3p表达      用
Trizol试剂提取组织中RNA, 逆转录为cDNA后 , 行PCR
扩增。PCR反应体系共25 μL: 0.2 μL Taq 酶(5 U/μL, Ta-
KaRa)、2.5 μL 10× PCR缓冲液、1.6 μL脱氧核糖核苷

三磷酸(dNTP)、0.5 μL上游引物(10 μmol/L)、0.5 μL
下游引物 (10 μmol/L)、1.0 μL cDNA、18.7 μL 双蒸

水。扩增程序为: 95 °C预变性5 min; 95 °C变性10 s, 
60 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s, 共35个循环。引物序列: 
ROR1-AS1上游5′-AGC AGG CAT TTT GGA GGA 
AA-3′, 下游5′-TCG TGT TAC CCC AAG AGC TT-3′; 
miR-758-3p上游5′-GTG CCA ACG CTG GGT GC-3′, 
下游5′-CGA ACG TGT TCC GAC GGT C-3′; GAPDH
上游5′-CTC CTG CAC CAC CAA CTG CT-3′, 下游

5′-GGG CCA TCC ACA GTC TTC TG-3′; U6上游5′-
ATA GGC GCG CGA AAA GCC-3′, 下游5′-CGG GCA 
ACT GAC GCG AGG-3′。2–ΔΔCt法计算ROR1-AS1相
对GAPDH、miR-758-3p相对U6的表达量。

1.3.2   细胞培养      SK-N-SH细胞用含10%胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS)的RPMI 1640培养基培养 , 
当细胞融合至80%时 , 0.25%胰蛋白酶消化 , 以13׃比
例传代培养。将对数期SK-N-SH细胞接种于6孔板

(1.0×105个/孔)中, 采用LipofectamineTM 2000脂质体法, 
分别转染 si-ROR1-AS1(si-ROR1-AS1组 )、si-NC(si-
NC组 )、pcDNA-ROR1-AS1(pcDNA-ROR1-AS1组 )、
pcDNA(pcDNA组)、miR-758-3p mimcs(miR-758-3p组)、
miR-NC(miR-NC组)、共转染si-ROR1-AS1与anti-miR-
758-3p(si-ROR1-AS1+anti-miR-758-3p组 )、si-ROR1-
AS1与anti-miR-NC(si-ROR1-AS1+anti-miR-NC组)。转

染6 h后, 更换培养基。再培养24 h, 收集细胞备用。

1.3.3   CCK-8法检测细胞增殖      si-ROR1-AS1组、

si-NC组、miR-758-3p组、miR-NC组、si-ROR1-
AS1+anti-miR-758-3p组和si-ROR1-AS1+anti-miR-NC
组细胞接种于96孔板 (1.0×104个 /孔 )中 , 分别培养24、
48和72 h后, 加入10 μL CCK-8。待其孵育1.5 h后, 酶
标仪于450 nm波长处测光密度(D)值, 实验重复3次。

1.3.4   Transwell检测细胞迁移和侵袭      将si-ROR1-
AS1组、si-NC组、miR-758-3p组、miR-NC组、si-
ROR1-AS1+anti-miR-758-3p组和 si-ROR1-AS1+anti-
miR-NC组细胞调整密度为5×104个 /mL。迁移实验 : 
Transwell上室加100 μL细胞悬液 , 下室加500 μL培
养基。培养48 h后, 弃培养基, 经多聚甲醛固定、结

晶紫染色后 , 显微镜观察。随机取5个视野 , 计数。

侵袭实验: 除了预先在Transwell上室铺Matrigel基质

胶外, 其他步骤同迁移实验。

1.3.5   流式细胞仪检测细胞凋亡      si-ROR1-AS1
组、si-NC组、miR-758-3p组、miR-NC组、si-
ROR1-AS1+anti-miR-758-3p组和 si-ROR1-AS1+anti-
miR-NC组细胞接种于24孔板(2.5×104个/孔)中, 培养

48 h后 , 收集细胞。参照Annexin V-FITC/PI试剂盒

说明书, 用流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.3.6   蛋白质印迹法检测蛋白表达      细胞接种及处

理时间同1.3.5。RIPA试剂提取总蛋白 , BCA法测蛋

白浓度 , 行10% SDS-PAGE电泳。将分离蛋白湿转

至PVDF膜 , 于 5%脱脂奶粉中封闭室温 2 h。分别

用CyclinD1(1500׃)、p21(1500׃)、Bcl-2(1000 1׃)、
Bax(1000 1׃)、MMP-2(1500׃)、MMP-9(1500׃)和
GAPDH(1000 1׃)一抗 4 °C孵育过夜。再用山羊抗

兔二抗 C孵育1 h。加化学发光试剂避° 37 (000 2׃1)

光显影 , 曝光拍照 , ImageJ软件分析目的蛋白相对

GAPDH的表达量。

1.3.7   双荧光素酶报告基因实验      利用PCR技术扩

增含miR-758-3p结合位点的ROR1-AS1核苷酸序列 , 
并将其克隆至pmirGLO载体 , 构建ROR1-AS1野生

型荧光素酶载体 (WT-ROR1-AS1)。同时 , 利用基因

突变技术将结合位点突变后 , 克隆至pmirGLO载体 , 
构建ROR1-AS1突变型荧光素酶载体 (MUT-ROR1-
AS1), 该过程由上海吉玛制药技术有限公司完成。将

处于对数生长期的SK-N-SH细胞以1×105个/孔的密度

接种于6孔板 , 采用LipofectamineTM 2000脂质体法 , 
分别共转染WT-ROR1-AS1与miR-758-3p mimcs或
miR-NC、MUT-ROR1-AS1与miR-758-3p mimcs或
miR-NC。转染6 h后 , 更换培养基。再培养24 h, 收
集细胞并裂解。3 500 r/min离心5 min后, 取上清, 利
用双荧光素酶活性检测试剂盒检测荧光素酶活性 , 
结果以荧光强度比值表示。

1.4   统计学分析

SPSS 22.0软件进行统计学分析。计量资料以
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均数±标准差(x
_
±s)表示。两组间比较用独立样本t

检验; 多组间比较用单因素方差分析, 进一步两两

比较用SNK-q检验。以P<0.05表示差异有统计学

意义。

2   结果
2.1   ROR1-AS1和miR-758-3p在神经母细胞瘤组

织中的表达

神经母细胞瘤组织中ROR1-AS1的表达高于瘤

旁组织(P<0.05), 而miR-758-3p的表达水平低于瘤旁

组织(P<0.05)(表1)。

2.2   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞增殖的影响

转染 si-ROR1-AS1、si-NC的SK-N-SH细胞中

ROR1-AS1表达量分别为0.47±0.04、1.00±0.07, 两
者比较差异具有统计学意义 (t=19.722, P<0.05), 表
明SK-N-SH细胞中ROR1-AS1的表达受到抑制。si-
ROR1-AS1组SK-N-SH细胞活性及CyclinD1蛋白水

平低于 si-NC组 (P<0.05), 而p21蛋白水平高于 si-NC
组(P<0.05)(图1和表2)。
2.3   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞迁移和侵袭

的影响

si-ROR1-AS1组SK-N-SH细胞迁移数和侵袭数

表1   ROR1-AS1和miR-758-3p在神经母细胞瘤组织中的表达

Table 1   The expression of ROR1-AS1 and miR-758-3p in neuroblastoma tissues 
组别

Group
ROR1-AS1 miR-758-3p

Adjacent tissue 1.00±0.25 1.00±0.22

Neuroblastoma tissue 2.40±0.32* 0.55±0.12*

t 28.220 14.698

P 0.000 0.000

x
_
±s; n=67; *P<0.05, 与瘤旁组织比较。

x
_
±s; n=67; *P<0.05 compared with adjacent tissues.

图1   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞中CyclinD1和p21蛋白表达的影响

Fig.1   The effect of inhibiting ROR1-AS1 on the protein expression of CyclinD1 and p21 in SK-N-SH cells 
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O
R
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表2   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞增殖的影响

Table 2   The effect of inhibiting ROR1-AS1 on the proliferation of SK-N-SH cells
组别

Group
D450

CyclinD1 p21
24 h 48 h 72 h

si-NC 0.38±0.03 0.73±0.06 1.14±0.11 0.49±0.04 0.23±0.02

si-ROR1-AS1 0.21±0.02* 0.37±0.03* 0.55±0.05* 0.14±0.02* 0.59±0.04*

t 14.145 16.100 14.649 23.479 24.150

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与si-NC组比较。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with si-NC group.
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低于si-NC组(P<0.05), 细胞中MMP-2和MMP-9蛋白

水平低于si-NC组(P<0.05)(图2和表3)。
2.4   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞凋亡的影响

si-ROR1-AS1组SK-N-SH细胞凋亡率、Bax蛋
白水平高于si-NC组(P<0.05), 而Bcl-2蛋白水平低于

si-NC组(P<0.05)(图3和表4)。
2.5   ROR1-AS1靶向负调控miR-758-3p的表达

LncBase Predicted v.2在线软件预测显示的

ROR1-AS1与miR-758-3p的结合位点见图4。与共

转染WT-ROR1-AS1与miR-NC的细胞比较 , 共转

染WT-ROR1-AS1与miR-758-3p mimics的细胞荧

光素酶活性降低 (0.63±0.05比 1.05±0.04, t=19.678, 
P<0.05)。与共转染MUT-ROR1-AS1与miR-NC的

细胞比较 , 共转染MUT-ROR1-AS1与miR-758-3p 
mimics的细胞荧光素酶活性无显著变化 (1.03±0.07

比1.06±0.09, t=0.789, P=0.441)。pcDNA-ROR1-AS1
组miR-758-3p表达水平低于 pcDNA组 (0.58±0.06
比 1.00±0.06, t=14.849, P<0.05), si-ROR1-AS1组
miR-758-3p表达水平显著高于 si-NC组 (2.77±0.23比
0.99±0.05, t=22.687, P<0.05)。
2.6   过表达miR-758-3p对SK-N-SH细胞增殖、迁

移、侵袭和凋亡的影响

转染miR-758-3p mimics、miR-NC的SK-N-SH细

胞中miR-758-3p表达量分别为2.54±0.22、1.00±0.08, 
两者比较差异具有统计学意义(t=19.736, P<0.05), 表
明miR-758-3pSK-N-SH细胞中miR-758-3p过表达。

miR-758-3p组SK-N-SH细胞活性、迁移数和侵袭数

及细胞中CyclinD1、MMP-2、MMP-9和Bcl-2蛋白水

平均低于miR-NC组 (P<0.05), 而细胞凋亡率和细胞

中p21、Bax的蛋白水平均高于miR-NC组(P<0.05)(图

A: 抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞中MMP-2和MMP-9蛋白表达的影响; B: 抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞迁移和侵袭的影响。

A: the effect of inhibiting ROR1-AS1 on the protein expression of MMP-2 and MMP-9 in SK-N-SH cells; B: the effect of inhibiting ROR1-AS1 on the 
migration and invasion of SK-N-SH cells.

图2   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞中MMP-2和MMP-9蛋白表达及细胞迁移和侵袭的影响

Fig.2   The effects of inhibiting ROR1-AS1 on the protein expression of MMP-2 and MMP-9 and migration 
and invasion of SK-N-SH cells 

表3   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞迁移和侵袭的影响

Table 3   The effects of inhibiting ROR1-AS1 on the migration and invasion of SK-N-SH cells 
组别

Group
迁移细胞数

Number of migration cells
侵袭细胞数

Number of invasion cells
MMP-2 MMP-9

si-NC 102.13±8.89 86.09±7.98 0.79±0.07 0.63±0.05

si-ROR1-AS1   57.59±5.08* 44.69±3.75* 0.32±0.03* 0.24±0.03*

t 13.050 14.086 18.514 20.065

P 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与si-NC组比较。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with si-NC group.
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A: 抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞中Bcl-2和Bax蛋白表达的影响; B: 抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞凋亡的影响。

A: the effect of inhibiting ROR1-AS1 on the protein expression of Bcl-2 and Bax in SK-N-SH cells; B: the effect of inhibiting ROR1-AS1 on apoptosis 
of SK-N-SH cells.

图3   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞中Bcl-2和Bax蛋白表达及细胞凋亡的影响

Fig.3   The effects of inhibiting ROR1-AS1 on the protein expression of Bcl-2 and Bax and apoptosis of SK-N-SH cells 

表4   抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细胞凋亡及Bcl-2、Bax蛋白表达的影响

Table 4   The effects of inhibiting ROR1-AS1 on the apoptosis and the protein expression of Bcl-2 and Bax in SK-N-SH cells
组别

Group
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Bcl-2 Bax

si-NC   8.36±0.69 0.84±0.07 0.25±0.02

si-ROR1-AS1 23.34±2.33* 0.38±0.04* 0.62±0.05*

t 18.494 17.117 20.612

P 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与si-NC组比较。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with si-NC group.

Bcl-2

Bax
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图4   ROR1-AS1与miR-758-3p互补的核苷酸序列

Fig.4   The complementary nucleotide sequence of ROR1-AS1 and miR-758-3p

WT-ROR1-AS1

miR-758-3p

MUT-ROR1-AS1

5′ ccggagaUGUAAGUUGUCACAAg 3′

5′ ccggagaCUUGAGUUACUGACGg 3′

3′        aucACCUGGUCCAGUGUUu 5′

5、表5、图6、表6)。
2.7   干扰miR-758-3p逆转抑制ROR1-AS1对SK-
N-SH细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的作用

共转染 si-ROR1-AS1与 anti-miR-758-3p、si-
ROR1-AS1与 anti-miR-NC的SK-N-SH细胞中miR-
758-3p表达量分别为0.49±0.04、1.00±0.06, 两者比

较差异具有统计学意义(t=21.217, P<0.05), 表明SK-
N-SH细胞中miR-758-3p表达受到抑制。si-ROR1-
AS1+anti-miR-758-3p细胞活性、迁移数和侵袭数

及细胞中CyclinD1、MMP-2、MMP-9和Bcl-2蛋白

水平均高于 si-ROR1-AS1+anti-miR-NC组 (P<0.05), 
而细胞凋亡率降低、p21和Bax蛋白水平均低于 si-
ROR1-AS1+anti-miR-NC组(P<0.05)(图7、表7、图8、
表8)。

3   讨论
ROR1是ROR家族受体酪氨酸激酶成员之一, 

在乳腺癌[8]、非小细胞肺癌[9]和结直肠癌[10]等肿瘤

中广泛表达, ROR1表达的上调促进肿瘤的发生发

展。ROR1-AS1是ROR1的反义RNA, 属于lncRNA。
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A: 过表达miR-758-3p对SK-N-SH细胞迁移和侵袭的影响; B: 过表达miR-758-3p对SK-N-SH细胞凋亡的影响。

A: the effects of overexpression of miR-758-3p on the migration and invasion of SK-N-SH cells; B: the effect of overexpression of miR-758-3p on 
apoptosis of SK-N-SH cells.

图5   过表达miR-758-3p对SK-N-SH细胞迁移、侵袭和凋亡的影响

Fig.5    The effects of overexpression of miR-758-3p on the migration, invasion and apoptosis of SK-N-SH cells

表5   过表达miR-758-3p对SK-N-SH细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

Table 5   The effects of overexpression of miR-758-3p on the proliferation, migration, invasion and apoptosis of SK-N-SH cells
组别

Group
D450 迁移细胞数

Number of 
migrating cells

侵袭细胞数

Number of invasion 
cells

凋亡率/%
Apoptosis rate /%24 h 48 h 72 h

miR-NC 0.39±0.03 0.75±0.06 1.12±0.08 105.12±9.41 84.96±7.31   7.93±0.64

miR-758-3p 0.29±0.03* 0.46±0.04* 0.64±0.05*   64.37±4.98* 53.90±4.56* 20.22±1.99*

t 7.071 12.065 15.264 11.483 10.815 17.638

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与miR-NC组比较。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with miR-NC group.

图6   过表达miR-758-3p对SK-N-SH细胞中增殖、迁移、侵袭和凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.6    The effects of overexpression of miR-758-3p on the expression of proteins related to proliferation, 
migration, invasion and apoptosis in SK-N-SH cells
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表6   过表达miR-758-3p对SK-N-SH细胞中增殖、迁移、侵袭和凋亡相关蛋白表达的影响

Table 6   The effects of overexpression of miR-758-3p on the expression of proteins related to proliferation, migration, 
invasion and apoptosis in SK-N-SH cells 

组别

Group
CyclinD1 p21 MMP-2 MMP-9 Bcl-2 Bax

miR-NC 0.48±0.03 0.24±0.03 0.77±0.06 0.62±0.06 0.85±0.06 0.22±0.03

miR-758-3p 0.20±0.02* 0.51±0.05* 0.37±0.03* 0.29±0.03* 0.41±0.04* 0.57±0.04*

t 23.297 13.891 17.889 14.758 18.305 21.000

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与miR-NC组比较。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with miR-NC group.

A: 同时抑制miR-758-3p和ROR1-AS1对SK-N-SH细胞迁移和侵袭的影响; B: 同时抑制miR-758-3p和ROR1-AS1对SK-N-SH细胞凋亡的影响。

A: the effect of inhibiting miR-758-3p and ROR1-AS1 on the migration and invasion of SK-N-SH cells; B: the effect of inhibiting miR-758-3p and 
ROR1-AS1 on apoptosis of SK-N-SH cells.

图7   同时抑制miR-758-3p和ROR1-AS1对SK-N-SH细胞迁移、侵袭和凋亡的影响

Fig.7   The effects of inhibiting miR-758-3p and ROR1-AS1 on the migration, invasion and apoptosis of SK-N-SH cells
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表7   同时抑制miR-758-3p和ROR1-AS1对SK-N-SH细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响

Table 7   The effects of inhibiting miR-758-3p and ROR1-AS1 on the proliferation, migration, invasion 
and apoptosis of SK-N-SH cells 

组别

Group miR-758-3p
D450 迁移细胞数

Number of 
migrating cells

侵袭细胞数

Number of 
invasion cells

凋亡率/%
Apoptosis rate 
/%

24 h 48 h 72 h

si-ROR1-AS1+anti-miR-NC 1.00±0.06 0.20±0.02 0.36±0.03 0.52±0.05 53.26±4.89 46.17±4.89 24.23±2.53

si-ROR1-AS1+anti-miR-758-
3p

0.49±0.04* 0.31±0.03* 0.62±0.06* 1.03±0.07* 89.96±6.26* 78.43±5.08* 12.60±1.16*

t 21.217 9.153 11.628 17.786 13.860 13.725 12.536

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与si-ROR1-AS1+anti-miR-NC组比较。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with si-ROR1-AS1+anti-miR-NC group.

后密切相关, 敲低ROR1-AS1可显著抑制膀胱癌T24
和5637细胞生长和迁移, ROR1-AS1可作为膀胱癌

的预后生物标志物和治疗靶标。WANG等[12]研究显

示, 结肠癌患者癌组织中ROR1-AS1表达升高, 抑制

ROR1-AS1在多种肿瘤中也异常表达, 与肿瘤的发

生发展密切相关。CHEN等[11]研究显示, ROR1-AS1
在膀胱癌组织表达升高, 且ROR1-AS1表达与高组

织学分级、晚期肿瘤分期、淋巴结转移和患者预
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ROR1-AS1表达可降低结肠癌细胞的迁移和侵袭能

力, 为结肠癌提供了潜在的治疗靶点。但是, ROR1-
AS1对NB发生发展的影响和作用机制还未知。

本研究显示, NB组织中ROR1-AS1呈高表达, 抑
制ROR1-AS1可有效削弱SK-N-SH细胞活性及迁移

和侵袭能力, 诱导细胞凋亡, 提示ROR1-AS1可作为

促癌基因参与NB的发生发展, 其也有可能成为NB治
疗的分子靶点。CyclinD1可促进细胞周期由G1期向

S期转变, 促进细胞增殖[13]。p21基因是一种抑癌基

因, 其通过调控细胞周期进程参与细胞的生长和凋

亡[14]。Bax和Bcl-2参与调控细胞凋亡, Bax表达量升

高诱导细胞凋亡, 而Bcl-2表达量升高则抑制细胞凋

图8   同时抑制miR-758-3p和ROR1-AS1对SK-N-SH细胞中增殖、迁移侵袭和凋亡相关蛋白表达的影响

Fig.8   The effects of inhibiting miR-758-3p and ROR1-AS1 on the expression of proteins related to proliferation, 
migration, invasion and apoptosis in SK-N-SH cells

表8   同时抑制miR-758-3p和ROR1-AS1后SK-N-SH细胞中增殖、迁移、侵袭和凋亡相关蛋白表达水平

Table 8   The effects of inhibiting miR-758-3p and ROR1-AS1 on the expression of protein related to proliferation, migration, 
invasion and apoptosis in SK-N-SH cells

组别

Group
CyclinD1 p21 MMP-2 MMP-9 Bcl-2 Bax

si-ROR1-AS1+anti-miR-NC 0.13±0.02 0.60±0.05 0.31±0.02 0.23±0.02 0.37±0.03 0.64±0.04

si-ROR1-AS1+anti-miR-758-3p 0.38±0.03* 0.29±0.02* 0.68±0.06* 0.52±0.04* 0.73±0.07* 0.32±0.03*

t 20.801 17.270 17.551 19.454 14.181 19.200

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与si-ROR1-AS1+anti-miR-NC组比较。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with si-ROR1-AS1+anti-miR-NC group.
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亡[15]。MMP-2和MMP-9属于基质金属蛋白酶家族

成员, 可降解细胞外基质, 对肿瘤细胞迁移和侵袭起

促进作用[16-17]。本研究显示, 抑制ROR1-AS1表达促

进了SK-N-SH细胞中p21和Bax的蛋白表达, 而降低

了CyclinD1、Bcl-2、MMP-2和MMP-9的蛋白表达, 
提示ROR1-AS1可能通过直接或间接的方式调控与

细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡相关的蛋白表达来影

响抑制SK-N-SH细胞的恶性表型。

为了进一步探究ROR1-AS1影响SK-N-SH细胞恶

性表型的分子机制, 本研究证实了ROR1-AS1可结合

miR-758-3p, 且抑制ROR1-AS1促进了SK-N-SH细胞中

miR-758-3p表达, 而过表达ROR1-AS1则抑制了miR-
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758-3p表达, 进一步说明ROR1-AS1负调控miR-758-
3p, 这与NB组织中ROR1-AS1表达升高而miR-758-3p
表达降低的结果一致。研究显示, miR-758-3p可通过

靶向抑制MDM2和mTOR的表达降低肝癌细胞增殖、

迁移和侵袭, 是肝癌治疗的潜在分子靶点[18]; lncRNA 
DANCR可靶向结合并负调控miR-758-3p表达促进

非小细胞肺癌细胞增殖、迁移和侵袭, DANCR/miR-
758-3p轴可能是治疗非小细胞肺癌的潜在靶标[19]。

本研究显示, 过表达miR-758-3p减弱了SK-N-SH细

胞的增殖、迁移和侵袭能力, 并加剧了SK-N-SH细

胞凋亡, 提示miR-758-3p在NB中发挥抑癌基因作用, 
过表达miR-758-3p可抑制NB的发展进程; 此外, 干
扰miR-758-3p会减弱抑制ROR1-AS1对SK-N-SH细

胞恶性表型的影响, 与相关报道结果一致[20], 提示抑

制ROR1-AS1通过靶向上调miR-758-3p来降低SK-
N-SH细胞的恶性表型。

综上 , NB组织中ROR1-AS1表达量升高 , 而
miR-758-3p表达量降低; 抑制ROR1-AS1可有效降低

NB细胞的增殖、迁移和侵袭 , 同时抑制ROR1-AS1
促进了NB细胞凋亡。ROR1-AS1可能通过靶向负调

控miR-758-3p影响NB细胞的恶性表型 , ROR1-AS1/
miR-758-3p轴可能为NB的治疗提供了潜在的分子

靶点。
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