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""摘"要"目的"探究长链非编码:+3$D9C:+3%;;+.3\!对骨肉瘤生长和转移的影响及机制&方法"采
用实时荧光定量b5:$e:;.b5:%检测;;+.3\!在BQ<,!#!-'4".Y\'P .̂12'\Y\b.-1$%'\3Y\"细胞中的
表达水平!将其中;;+.3\!表达水平最高的\3Y\"细胞分为5<9?I<D组$未转染%'87.+5组+转染;;+.3\!
小干扰:+3$87:+3%阴性对照,'87.;;+.3\!组$转染;;+.3\!87:+3%'87.;;+.3\!]微小:+3$K7:%.
!2&.'O79B7L7?<I组$共转染;;+.3\!87:+3和 K7:.!2&.'O79B7L7?<I%'87.;;+.3\!]含 P,;结构域蛋白!
$P,;)!%组$共转染;;+.3\!87:+3和 P,;)!质粒%&采用55c/法检测细胞的增殖能力!;IA98M>DD小
室法检测细胞的迁移和侵袭能力!双荧光素酶报告基因实验验证 ;;+.3\!与 K7:.!2&.'O的靶向关系以及

K7:.!2&.'O与 P,;)!的靶向关系&结果";;+.3\!在 4".Y\'P .̂12'\Y\b.-1$%'\3Y\"细胞中的表达
水平明显高于BQ<,!#!-细胞$!$$#$'%&87.;;+.3\!组细胞增殖'迁移和侵袭能力均明显低于87.+5组
$!$$#$'%&双荧光素酶报告基因实验证实!K7:.!2&.'O为;;+.3\!的靶基因!P,;)!为 K7:.!2&.'O的靶
基因&87.;;+.3\!]K7:.!2&.'O79B7L7?<I组和87.;;+.3\!]P,;)!组细胞增殖'迁移和侵袭能力均明显
强于87.;;+.3\!组$!$$#$'%&结论"抑制;;+.3\!的表达可抑制骨肉瘤细胞的增殖'迁移和侵袭!其机
制为;;+.3\!调控K7:.!2&.'O"P,;)!信号轴&
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L'(<N9HHNG9J!3,4+%)/,57&<G!2&G'E";MH!!5&4')%&'4)F&5/-
E3-7-/,/1,43->/1)'07,/)5/)5&5-.-5/,-5)3(-7)!

>JF #7.972!LJ% #2.B-).!"#$0>)7.BI,#

5(6789-(.92:089I26(E)=D!$::)<)79(E#2D6)97<2:!7.SI)I,7F.)G(8D)9@!

!7.SI)I,7!/)=I,7.1!%$$$!;I).7
985/3)(/("8:,(/&*,";<79=>8?7@A?>?B>>FF>C?A9GK>CBA978K<FD<9@9<9.C<G79@:+3 $D9C:+3%;;+.

3\!<9?B>@I<M?BA9G K>?A8?A878<F<8?><8AIC<KA#;,/1-05";B>>ZOI>887<9D>=>D8<F;;+.3\!79
BQ<,!#!-!4".Y\!P .̂12!\Y\b.-1$%A9G\3Y\"C>DD8M>I>G>?>C?>GLHeEA9?7?A?7=>I>AD.?7K>b5: $e:;.
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OI<?>79!$P,;)!%@I<EO$C<.?IA98F>C?>G;;+.3\!87:+3A9GP,;)!ODA8K7G%#55c/A88AHMA8E8>G?<
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7987.+5@I<EO$!$$#$'%#)EADDEC7F>IA8>I>O<I?>I@>9>A88AHC<9F7IK>G?BA?K7:.!2&.'OMA8?B>?AI@>?@>9>
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""骨肉瘤是一类多发生于儿童-青少年的原发性骨
恶性肿瘤*转移性或复发性的骨肉瘤患者'年生存率
低于2$0*目前骨肉瘤的治疗方式包括手术治疗和化
疗等*但是手术后复发或化疗耐药一直威胁着患者的
健康*所以寻找新型的骨肉瘤治疗方法尤为重要+!.",)
长链非编码 :+3$D9C:+3%是一类长度大于"$$9?
的非编码 :+3*可通过表观遗传学-转录及转录后水
平影响基因表达和翻译*进而参与调控肿瘤生长+2.&,)
其中;;+.3\!已经被证实是在多种肿瘤中发挥调控
作用的一种D9C:+3*过表达的;;+.3\!与乳腺癌-
肺癌-消化系统肿瘤-生殖系统肿瘤患者的不良预后
相关+',)本文通过探究;;+.3\!在骨肉瘤中的表达
及其对骨肉瘤细胞生长和转移的影响与相关机制*旨
在为骨肉瘤的临床治疗提供新思路)
?"材料与方法

?#?"材料来源"人成骨细胞BQ<,!#!-和人骨肉瘤
细胞 4".Y\-P .̂12-\Y\b.-1$%-\3Y\"购自中国
科学院上海细胞库)
?#@"仪器与试剂"反转录试剂盒为日本;AcA:A公
司产品&b<M>I4O;P \V,:, Î>>9PA8?>IP7Z试剂
盒-(7O<F>C?AK79>"$$$试剂盒和 ;I7J<D试剂盒为美
国R9=7?I<@>9公司产品&细胞计数试剂盒$55c/法%
为沈阳万类生物技术有限公司产品&双荧光素酶报告
基因试剂盒为美国bI<K>@A公司产品)含 P,;结
构域蛋白!$P,;)!%质粒-;;+.3\!小干扰 :+3
$87:+3%-;;+.3\!87:+3 阴性对照-微小 :+3
$K7:%.!2&.'O79B7L7?<I为上海吉玛制药技术有限公
司产品)K7:.!2&.'O-;;+.3\!-P,;)!-̂ 3)b*-
41引物序列由苏州吉玛基因股份有限公司合成)
?#A"方法

?#A#?"细胞培养"取液氮保存的BQ<,!#!--4".
Y\-P .̂12-\Y\b.-1$%-\3Y\"细胞*迅速解冻后

!$$$I"K79离心'K79*细胞沉淀溶解于含!$0胎牛
血清$Q,\%的)PXP 培养基中*置于2%`-'05Y"

的细胞培养箱中*隔天更换培养基*细胞培养至汇合
度达/$0时进行细胞传代)
?#A#@"细胞分组与转染"对BQ<,!#!--4".Y\-

P .̂12-\Y\b.-1$%-\3Y\"细胞中 ;;+.3\!的表
达水平进行检测*选择表达水平最高的\3Y\"细胞
进行后续研究)将\3Y\"细胞分为5<9?I<D组$未转
染%-87.+5组$转染;;+.3\!87:+3 阴性对照%-87.
;;+.3\! 组 $转 染 ;;+.3\! 87:+3%-87.;;+.
3\!]K7:.!2&.'O79B7L7?<I组 $共转染 ;;+.3\!

87:+3和K7:.!2&.'O79B7L7?<I%-87.;;+.3\!]P,.
;)!组$共转染;;+.3\!87:+3和 P,;)!质粒%*
按照上述分组使用(7O<F>C?AK79>"$$$试剂盒进行转
染)主要步骤!转染前!G采用1孔板接种'g!$' 个

\3Y\"细胞*将!+@"'$+(的3液+;;+.3\!87:.
+3阴性对照或;;+.3\!87:+3或K7:.!2&.'O79.
B7L7?<I或 P,;)!质粒$不含血清 YO?7.PXP 培养

基%,与!+@"'$+(的,液+(7O<F>C?AK79>"$$$试剂
$不含血清 YO?7.PXP 培养基%,混匀*室温放置"$
K79*将培养基更换为无血清的)PXP 培养基*按实
验分组分别加入相应的混合液*2%`孵育1B*再换成
含!$0Q,\的)PXP培养基培养"&B)
?#A#A"实时荧光定量b5:$e:;.b5:%检测 K7:.
!2&.'O-P,;)!K:+3与;;+.3\!表达水平"采
用;I7J<D试剂盒提取各组细胞总:+3*核酸定量后
将:+3稀释为!+@"+(*使用反转录试剂盒将:+3
反转录为C)+3*反应体系!:+3"+(*YD7@<$G;%
bI7K>I!#'+(*:A9G<K1K>I8!#'+(*bI7K>\CI7O?
:;X9JHK>P7Z" !#'+(*'gbI7K>\CI7O?,EFF>I
1+(*:+A8>.FI>>G*"Y%#'+(&反应条件!2%`!'
K79*/'`'8*&`保存反应产物)所得C)+3使用

e:;.b5:试剂盒检测 K7:.!2&.'O-P,;)!K:+3
与 ;;+.3\! 表 达 水 平*反 应 体 系!b<M>I4O;P

\V,:, Î>>9 PA8?>IP7Z$"g%!$+(*上游引物
$#1+(*下游引物$#1+(*)+3 模板!+(*:+A8>.
FI>>G*"Y%#/+(&反应条件!-' ` ' K79&-' `
!'8-1$`!K79*共&$个循环*无最后延伸)引物序
列!;;+.3\! 上 游 引 物 'N.553̂ 35355;335.
5335;;55.2N*下游引物'N.̂ ;̂ 3;5;53;555;5;.
;̂ 5;;.2N&P,;)! 上游引物 'N.5;353̂ 55;5.
53̂ 53;5353.2N*下 游 引 物 'N.5;53;53̂ 5;.
3̂555 3̂ 353.2N&̂ 3)b* 上 游 引 物 'N.̂ ;̂.
3̂3̂ ;̂5̂ 3̂̂ ;5335̂ .2N*下游引物'N.;̂ ;̂.
3̂3̂ 35̂ 553̂ ;̂ 3̂.2N&K7:.!2&.'O上游引物

'N.5;53353355;;̂ 5̂;̂ 355̂ .2N*下 游 引 物

'N.3535;3;̂ ;̂ ;5̂ 33̂ 5;;.2N&41上游引物
'N.̂ 5;;5̂ 5̂3̂ 5353;3;35;3333;.2N* 下

游引物'N.5̂ 5;;535̂ 33;;;̂ 5̂ ;̂ ;53;.2N)
采集荧光信号5?值*以 3̂b)*或 41作为内参*用
"_..5?法计算相对表达水平)

?#A#B"双荧光素酶报告基因实验"采用\?AI,A8>数
据库预测;;+.3\!和K7:.!2&.'O的结合位点*;AI.
@>?\CA9数据库预测 P,;)!和 K7:.!2&.'O的结合
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位点*使用 (7O<F>C?AK79>"$$$试剂盒将含 ;;+.
3\! [;-;;+.3\! P4;-P,;)! [;-P,;)!
P4;荧光素酶载体转染至\3Y\"细胞*然后再分别
将K7:.+5和K7:.!2&.'OK7K7C转染至上述转染的

\3Y\"细 胞 $K7:.+5] ;;+.3\! [; 组-K7:.
+5];;+.3\!P4;组-K7:.!2&.'OK7K7C];;+.
3\! [; 组-K7:.!2&.'O K7K7C];;+.3\! P4;
组-K7:.+5] P,;)! [; 组-K7:.+5] P,;)!
P4;组-K7:.!2&.'OK7K7C]P,;)![;组-K7:.
!2&.'OK7K7C]P,;)!P4;组%)转染&/B后*使
用双荧光素酶报告基因试剂盒检测各组细胞相对荧

光强度)

?#A#C"55c/法检测细胞增殖"将各组细胞按照每
孔'g!$2 个接种于-1孔板中*每组'个复孔*设置培
养"&-&/-%"B的细胞培养板*在对应的时间点取出

-1孔板*每孔加入!$+('K@"K(的55c/溶液*在

2%`培养箱中孵育&B后用酶标仪检测&'$9K处每
孔的吸光度$3%值)

?#A#O";IA98M>DD小室法检测细胞迁移和侵袭"将
各组细胞用不含血清的)PXP 溶液重悬后*以!g
!$& 个"孔的浓度接种于;IA98M>DD上室$或以!g!$&

个"孔的浓度接种于铺有'$+( PA?I7@>D胶的;IA9.
8M>DD上室用于检测细胞侵袭能力%*小室置于含

)PXP培养基$含!$0Q,\%的"&孔板中*小室底部
浸于培养基中*%"B后取出小室*用棉签擦除上室中
未穿过的细胞*小室底部用多聚甲醛固定!$K79*然
后用结晶紫染色!$K79*清洗晾干后于显微镜下观察
拍照*使用RKA@>S软件统计细胞迁移或侵袭数)

?#B"统计学处理"采用 ÎAOBbAGbI78K/#$软件作
图*采用\b\\!-#$软件进行数据分析)符合正态分
布的计量资料以RiD表示*两组比较采用9检验)
以!$$#$'为差异有统计学意义)

@"结""果

@#?";;+.3\!在人成骨细胞及骨肉瘤细胞中的表
达水平"与人成骨细胞BQ<,!#!-比较*骨肉瘤细胞

4".Y\-P .̂12-\Y\b.-1$%-\3Y\"中;;+.3\!表
达水平明显上调$!$$#$'%*其中\3Y\"细胞中

;;+.3\!表达水平最高*因此选择\3Y\"细胞进行
后续研究*见图!)

""注!与BQ<,!#!-细胞比较*!!$$#$')

图!"";;+.3\!在BQ<,!#!-)4".Y\)P .̂12)\Y\b.-1$%)

\3Y\"细胞中的表达水平

@#@";;+.3\!靶向调控 K7:.!2&.'O"\?AI,A8>数
据库预测;;+.3\!和 K7:.!2&.'O的结合位点如图

"3所示)双荧光素酶报告基因实验结果显示*与

K7:.+5];;+.3\![;组比较*K7:.!2&.'O K7K7C]
;;+.3\![;组的\3Y\"细胞相对荧光强度明显
下调$!$$#$'%*而 K7:.+5];;+.3\!P4;组的

\3Y\"细胞相对荧光强度与 K7:.!2&.'OK7K7C]
;;+.3\!P4; 组比较*差异无统计学意义$!%
$#$'%*见图",)e:;.b5:检测结果显示*87.;;+.
3\!组\3Y\"细胞 K7:.!2&.'O表达水平明显高于

87.+5组$!$$#$'%*见图"5)

@#A"K7:.!2&.'O靶向调控 P,;)!";AI@>?\CA9数
据库预测P,;)!和K7:.!2&.'O的结合位点如图23
所示)双荧光素酶报告基因实验结果显示*与 K7:.
+5]P,;)![;组比较*K7:.!2&.'OK7K7C]P,.
;)![;组的\3Y\"细胞相对荧光强度明显下调
$!$$#$'%*而 K7:.!2&.'OK7K7C]P,;)! P4;
组和K7:.+5]P,;)!P4;组的\3Y\"细胞相对
荧光强度比较*差异无统计学意义$!%$#$'%*见
图2,)

""注!3为\?AI,A8>数据库预测;;+.3\!和 K7:.!2&.'O的结合位点&,为双荧光素酶报告基因实验验证;;+.3\!与 K7:.!2&.'O的靶向关

系*与K7:.+5];;+.3\![;组比较*!!$$#$'&5为e:;.b5:检测;;+.3\!对K7:.!2&.'O表达的影响*与87.+5组比较*(!$$#$')

图""";;+.3\!靶向调控 K7:.!2&.'O

@#B";;+.3\!通过调控 K7:.!2&.'O"P,;)!信号
轴调控骨肉瘤细胞的增殖"5<9?I<D组与87.+5组细

胞 P,;)!K:+3表达水平及增殖能力$即培养"&-

&/-%"B时细胞的 3 值%差异无统计学意义$!%
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$#$'%)与87.+5组比较*87.;;+.3\!组细胞 P,.
;)!K:+3表达水平明显降低$!$$#$'%*细胞增
殖能力明显下降$!$$#$'%&与87.;;+.3\!组比较*

87.;;+.3\!] K7:.!2&.'O79B7L7?<I组和 87.;;+.
3\!]P,;)!组细胞P,;)!K:+3表达水平明显
升高$!$$#$'%*细胞增殖能力明显增强$!$$#$'%*
见图&)

@#C";;+.3\!通过调控 K7:.!2&.'O"P,;)!信号

轴调控骨肉瘤细胞的迁移和侵袭"5<9?I<D组与87.
+5组细胞迁移和侵袭能力差异无统计学意义$!%
$#$'%)与87.+5组比较*87.;;+.3\!组细胞迁移和
侵袭能力明显下降$!$$#$'%&与87.;;+.3\!组比
较*87.;;+.3\!] K7:.!2&.'O79B7L7?<I 组 和 87.
;;+.3\!]P,;)!组细胞迁移和侵袭能力明显增
强$!$$#$'%*见图')

""注!3为;AI@>?\CA9数据库预测 P,;)!和K7:.!2&.'O的结合位点&,为双荧光素酶报告基因实验验证 P,;)!和 K7:.!2&.'O的靶向关系*

与K7:.+5]P,;)![;组比较*!!$$#$')

图2""K7:.!2&.'O靶向调控 P,;)!

""注!3为e:;.b5:检测各组细胞 P,;)!K:+3表达水平&,为55c/法检测各组细胞增殖能力&与87.+5组比较*!!$$#$'&与87.;;+.

3\!组比较*(!$$#$')

图&"";;+.3\!通过调控 K7:.!2&.'O#P,;)!信号轴调控骨肉瘤细胞的增殖

""注!3为;IA98M>DD小室法检测各组细胞迁移和侵袭能力镜下图$g"$%&,为 ;IA98M>DD小室法检测各组细胞迁移和侵袭数&与87.+5组比

较*!!$$#$'&与87.;;+.3\!组比较*(!$$#$')

图'"";;+.3\!通过调控 K7:.!2&.'O#P,;)!信号轴调控骨肉瘤细胞的迁移和侵袭
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A"讨""论

""随着基因测序和基因芯片技术的发展*越来越多
的D9C:+3被发现可调控肿瘤的发生-发展以及与患
者的预后相关*也有研究指出*D9C:+3有望成为肿瘤
治疗的新靶点+1.%,)骨肉瘤是一种原发性骨恶性肿
瘤*肿瘤的迅速增殖以及转移是影响骨肉瘤预后的重
要因素*虽然随着手术和放化疗等治疗方式的联合使
用*骨肉瘤患者的生存时间显著延长*但是耐药-复
发-转移等仍严重影响着患者的临床治疗效果)研究
表明*多种D9C:+3均可调控骨肉瘤的病理进程*例
如\+* &̂通过靶向调控 K7:.""&.2O促进骨肉瘤的
生长并且与患者的不良预后相关+/,*其也可通过调控

K7:.2%%.2O的表达而促进骨肉瘤的增殖和迁移+-,&

\3:55可调控 K7:.!&2"己糖激酶"信号轴而影响
骨肉瘤对顺铂的敏感性+!$,&)3+5: 可靶向调控

K7:.!&-"P\R"轴而促进骨肉瘤的迁移和侵袭能
力+!!,)有研究亦发现多种D9C:+3具有抑制骨肉瘤
的功能*例如 ;PbY.3\!可靶向调控 K7:.2"-和

X"Q!基因而促进骨肉瘤细胞的凋亡+!",&;4\5%可通
过K7:.!/!A":3\\Q1轴抑制骨肉瘤的进展+!2,)所
以*D9C:+3被认为具有作为肿瘤治疗靶点的潜力)

;;+.3\!已经被发现在多种肿瘤中发挥重要的
调控作用)有研究指出*;;+.3\!可通过调控 K7:.
2%1A.2O而促进子宫内膜癌的病理进程+!&,&;;+.3\!
也可通过靶向调控 K7:."%L.2O":4+W!轴而促进胶
质瘤的病理进程+!',&其亦可通过调控 K7:.!'L.'O"

Q,W[%轴而促进卵巢癌的生长和转移+!1,)但是目
前关于;;+.3\!在骨肉瘤中的表达研究较少*本研
究发现*;;+.3\!在骨肉瘤细胞 4".Y\-P .̂12-

\Y\b.-1$%-\3Y\"中的表达水平明显高于在人成骨
细胞BQ<,!#!-中的表达水平*推测;;+.3\!具有
调控骨肉瘤细胞生长和转移的功能)本研究在;;+.
3\!表达水平最高的\3Y\"细胞中转染;;+.3\!
87:+3抑制;;+.3\!表达后*\3Y\"细胞的增殖-
迁移和侵袭能力均显著降低*说明抑制;;+.3\!表
达可抑制骨肉瘤细胞的生长和转移)D9C:+3的重要
调控机制为抑制 K7:+3表达而影响其靶基因的表
达*在肿瘤的病理进程中*D9C:+3会携带其 K7:+3
的'种子序列(*像海绵一样结合于 K7:+3*进而抑制

K7:+3与 K:+3的结合+!%.!/,)本文通过生物信息
学预测;;+.3\!和K7:.!2&.'O的结合位点*并且通
过双荧光素酶报告基因实验证明 K7:.!2&.'O为

;;+.3\!的靶基因)K7:.!2&.'O亦在多种肿瘤中
发挥调控作用*例如 K7:.!2&.'O靶向)3,"促进"
期肺腺癌的转移和化疗耐药+!-,)也有研究表明*

K7:.!2&.'O可被多种D9C:+3调控而影响肿瘤的病
理进程*例如 (R+5$!"%/ 通过调 控 K7:.!2&.'O"

c)P"3轴而加速肠癌的病理进程+"$,*(R+5$$/'/通
过调控 K7:.!2&.'O":3)!/信号通路而加重卵巢癌
细胞的癌症表型+"!,)本研究发现*抑制;;+.3\!可
促进\3Y\"细胞K7:.!2&.'O的表达)共转染;;+.
3\!87:+3和 K7:.!2&.'O79B7L7?<I后的\3Y\"细
胞增殖-迁移及侵袭能力均明显强于转染 ;;+.3\!
87:+3的\3Y\"细胞*说明 ;;+.3\!可通过调控

K7:.!2&.'O的表达水平而影响骨肉瘤细胞的生长和
转移)

K7:+3发挥调控作用的机制为结合于其靶基因

K:+3的2N非翻译区而抑制靶基因的蛋白质翻
译+"",)本文通过;AI@>?\CA9数据库预测K7:.!2&.'O
与 P,;)!的结合位点*双荧光素酶报告基因实验验
证了 P,;)!为 K7:.!2&.'O的靶基因)P,;)!是
与肿瘤发生相关的多克隆蛋白家族成员+"2."&,*研究表
明*过表达 P,;)!与前列腺癌的不良预后相关+"',&

*3+等+"1,发现*在子宫内膜间质肉瘤中存在的 P,.
;)!.b*Q!基因融合与疾病的发生密切相关)

综上所述*D9C:+3 ;;+.3\!在骨肉瘤中高表
达*抑制其表达可显著抑制骨肉瘤细胞的增殖-迁移
和侵袭能力*其机制可能与;;+.3\!调控 K7:.!2&.
'O"P,;)!信号轴有关*但本研究仅为体外研究*体
内研究是否会得到相同的结果尚需深入探讨*特别是

;;+.3\!能否作为骨肉瘤诊断标志物或治疗靶点还
需进一步研究)
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