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LncRNATUSC７对人骨肉瘤细胞增殖和迁移的影响

福建省三明市第二医院骨科 (永安３６５０００) 　黄立明　高　曦１
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【摘　要】　目的　探讨LncRNATUSC７对人骨肉瘤细胞增殖和侵袭的影响.方法　构建 LncRNATUSC７过表达质

粒,选择正常成骨细胞hFOB１􀆰１９和 MGＧ６３、UＧ２OS骨肉瘤３种细胞株为素材,将重组质粒 TUSC７和空质粒pcDNA３􀆰１
分别对 MGＧ６３和 UＧ２OS细胞进行转染,正常成骨细胞hFOB１􀆰１９不转染,并采用 CCKＧ８实验、Transwell迁移实验观察

TUSC７对细胞增殖和迁移能力的影响.结果　成功构建 LncRNA TUSC７过表达质粒,MGＧ６３、UＧ２OS骨肉瘤未转染组、
空质粒组的细胞增殖能力和迁移能力均大于正常细胞组,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５),UＧ２OS转染组、MGＧ６３转染组的

增殖能力与正常细胞组相比,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５);MGＧ６３转染组与正常细胞组相比,差异有统计学意义 (P＜
０􀆰０５);MGＧ６３与 UＧ２OS骨肉瘤空质粒组与未转染组比较,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５),MGＧ６３与 UＧ２OS骨肉瘤转染组

的细胞增殖能力和迁移能力均大于未转染组,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５);MGＧ６３与 UＧ２OS骨肉瘤转染组与空质粒组相

比,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５);UＧ２OS转染组与 MGＧ６３转染组相比,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).结论　LncRNA
TUSC７具有抑制骨肉瘤细胞增殖和侵袭的能力,对 UＧ２OS骨肉瘤的穿膜的抑制效果更好.

【关键词】LncRNATUSC７;骨肉瘤;增殖;迁移
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　　骨肉瘤是一种具有高度侵袭的骨恶性肿瘤,在

儿童和青少年中的发病率较高[１].在临床上骨肉瘤

的转移率和病死率极高,虽然手术及化疗等治疗手

段迅速发展,但仍有许多患者由于对化疗产生抗

性,导致患者体内出现瘤细胞复发转移的情况.虽

然近年来分子生物学研究为骨肉瘤分子发病机制提

供了一定的理论依据,但其发生发展、转移及凋亡

的分子机制尚未得到证实.因此寻找有效的骨肉瘤

早期诊断方法、标志物及治疗策略,对于患者的生

存及整体治疗水平有着十分重要的作用.LncRNA
TUSC７是位于人类染色体３q１３􀆰３１位点的母源性

印记基因,Cong等[２]发现其低表达性与骨肉瘤转

移密切相关,同时 TUSC７可显著抑制骨肉瘤 HOS
和 MG６３细胞的增殖和克隆形成能力.目前关于

LncRNATUSC７在人骨肉瘤组织及细胞中表达、
是否参与骨肉瘤发生、发展和恶性转化的研究较

少,本实验通过构建 LncRNA TUSC７过表达质

粒,并将其转染到不同的人骨肉瘤细胞系中,观察

LncRNATUSC７对不同细胞增殖和迁移的影响.
１　材料与方法

１􀆰１　主要试剂:hFOB１􀆰１９、MGＧ６３、UＧ２OS细

胞株 (中科院上海细胞库);人 LncRNA TUSC７
及pcDNA３􀆰１ＧTUSC７质粒的合成 (北京艾德莱生

物科技有限公司);TUSC７上游引物序列:５′ＧCTＧ
CAGTCAACTAAGCCACTTＧ３′,下 游 引 物 序 列:
５′ＧGACATTGCTCGTTTCACATCＧ３′,产 物 大 小

３２５bp.培养基、胎牛血清 (美国Gibco公司);脂

质体２０００、双抗、Trizol试剂盒 (美国Invitrogen
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公司);逆转录试剂盒及PCR试剂盒 (杭州主诺生

物技术有限公司);CCKＧ８ (上海七海复泰生物科

技公司).
１􀆰２　方法:
１􀆰２􀆰１　正常细胞及骨肉瘤细胞的培养:取 hFOB
１􀆰１９成骨细胞、MGＧ６３、UＧ２OS骨肉瘤细胞株进

行复 苏,hFOB １􀆰１９ 细 胞 株 采 用 含 G ４１８ 的

DMEM/F１２等体积混合培养基培养,MGＧ６３和

UＧ２OS则使用含体积分数１０％的胎牛血清 DMEM
培养.培养条件:３７℃、５％ CO２、每２d进行一

次换液,以维持细胞处于对数生长状态.
１􀆰２􀆰２　细胞转染及分组:实验分７组,分别为正

常成骨细胞hFOB１􀆰１９组,MGＧ６３未转染组、转

染组和空质粒组,UＧ２OS未转染组、转染组和空质

粒组.转染前１d将 MGＧ６３和 UＧ２OS细胞接种于

６孔板上,当细胞融合度达７０％~８０％时,第２天

按照转染试剂说明书将 pcDNAＧTUSC７及空质粒

pcDNA３􀆰１转染至 MGＧ６３和 UＧ２OS细胞,以未转

染组作为对照.正常成骨细胞hFOB１􀆰１９不转染.
１􀆰２􀆰３　细胞增殖能力的检测:取各组对数生长期

细胞加入到１􀆰５mL的Eppendorf管中,１０００rpm
离心５min,加入培养基重悬,按１００μL/孔悬液

接种到９６细胞培养板中,每组重复３次;培养２４
h,向每孔中加入１０μL预配制的CCKＧ８溶液,置

于３７℃、５％ CO２、饱和湿度的二氧化碳培养箱中

培养避光２h,然后酶标仪４５０nm 测定吸光度值,
连续重复３次试验.
１􀆰２􀆰４　 细 胞 迁 移 能 力 的 检 测:收 集 各 组 细 胞,
１０００rpm 离心５min,将不同细胞采用不含血清和

双抗 的 培 养 基 稀 释 至 ５×１０５ 个/mL. 采 用

Transwell迁移实验检测细胞迁移能力,在４００倍

镜下随机选择５个视野,计算每个视野的穿膜细

胞,以平均值作为结果.
１􀆰３　统计学分析:采用SPSS２０􀆰０统计软件进行

分析.计量资料以均数±标准差表示,组间比较采

用单因素方差分析,两两比较采用LSDＧt检验.P＜
０􀆰０５为差异有统计学意义.
２　结果

２􀆰１　LncRNATUSC７对hFOB１􀆰１９、MGＧ６３和 UＧ
２OS细胞迁移能力的影响:MGＧ６３、UＧ２OS骨肉瘤

未转染组、空质粒组、MGＧ６３转染组与正常细胞组

比较,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５),UＧ２OS转

染组与正常细胞组相比,差异无统计学意义 (P＞
０􀆰０５);MGＧ６３与 UＧ２OS骨肉瘤空质粒组与未转染

组比较,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５),MGＧ６３
与 UＧ２OS骨肉瘤转染组与未转染组相比,差异有

统计学意义 (P＜０􀆰０５);MGＧ６３与 UＧ２OS骨肉瘤

转染组与空质粒组相比,差异无统计学意义 (P＞
０􀆰０５);UＧ２OS转染组与 MGＧ６３转染组相比,差异

有统计学意义 (P＜０􀆰０５).见表１.

表１　各组细胞穿膜细胞数测定 (x±s)

组别 MGＧ６３ UＧ２OS hFOB１􀆰１９

未转染组 ７３􀆰１±４􀆰０∗ ７６􀆰０±３􀆰２∗ ２６􀆰９±６􀆰３
空质粒组 ７４􀆰０±２􀆰５∗ ７４􀆰０±２􀆰３∗

转染组 ４２􀆰２±３􀆰９∗＃△ ３１􀆰３±４􀆰１＃△＊

　　注:与人正常成骨细胞hFOB１􀆰１９组比较,∗P＜０􀆰０５;与未

转染组比较,＃P＜０􀆰０５;与空质粒组比较,△P＜０􀆰０５;与人骨

肉瘤细胞系 MGＧ６３转染组比较,＊P＜０􀆰０５.

２􀆰２　LncRNATUSC７对hFOB１􀆰１９、MGＧ６３和UＧ
２OS细胞增殖能力的影响:MGＧ６３、UＧ２OS骨肉瘤

未转染组、空质粒组与正常细胞组相比,差异有统

计学意义 (P＜０􀆰０５);UＧ２OS转染组、MG６３转

染组与正常细胞组相比,差异无统计学意义 (P＞
０􀆰０５);MG６３与 UＧ２OS骨肉瘤空质粒组与未转染

组计较,差异无统计学意义 (P＞０􀆰０５),MG６３与

UＧ２OS骨肉瘤转染组与未转染组相比,差异有统计

学意义 (P＜０􀆰０５);MGＧ６３与 UＧ２OS骨肉瘤转染

组与空 质 粒 组 相 比,差 异 无 统 计 学 意 义 (P ＞
０􀆰０５);UＧ２OS转染组与 MGＧ６３转染组相比,差异

有统计学意义 (P＜０􀆰０５).见表２.

表２　各组细胞吸光值的测定 (x±s)

组别 MGＧ６３ UＧ２OS hFOB１􀆰１９

未转染组 １􀆰３０±０􀆰１２∗ １􀆰３８±０􀆰１３∗ ０􀆰６６±０􀆰１７
空质粒组 １􀆰３２±０􀆰０９∗ １􀆰２５±０􀆰０７∗

转染组 ０􀆰７２±０􀆰０８＃△ ０􀆰６８±０􀆰１１＃△＊

　　注:与人正常成骨细胞hFOB１􀆰１９组比较,∗P＜０􀆰０５;与未

转染组比较,＃P＜０􀆰０５;与空质粒组比较,△P＜０􀆰０５;与人骨

肉瘤细胞系 MGＧ６３转染组比较,＊P＜０􀆰０５.

３　讨论

LncRNA是一类重要的调控分子,随着对 LnＧ
cRNA功能的不断探索,越来越多的证据表明 LnＧ
cRNA的异常表达与肿瘤的发生、发展有着很大的

关系,LncRNATUSC７既往也被报道在骨肉瘤[３]、
胰导管腺癌[４]、胃癌[５]等多种肿瘤中异常表达,相

关报道亦证实,TUSC７作为常见的肿瘤抑制因子,
其表达量的下降会调控多种肿瘤的恶性转化及化疗

耐受,但目前为止,TUSC７在骨肉瘤中的研究仍

处于初步探索阶段.
骨肉瘤作为临床上常见的一种原发性骨恶性肿
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瘤,虽然近年随着科技的发展,其治疗手段也有了

长足的发展,但是骨肉瘤细胞具有的侵袭性仍是高

死亡率的重要原因[６].MGＧ６３和 UＧ２OS细胞株作

为体外研究骨肉瘤发生和发展的重要细胞模型,在

研究骨肉瘤的发病机制中扮演着重要的角色.本研

究选择正常成骨细胞 hFOB１􀆰１９ 和 MGＧ６３、UＧ
２OS骨肉瘤３种细胞株为研究对象,将重组质粒

TUSC７和空质粒pcDNA３􀆰１分别对 MGＧ６３和 UＧ
２OS细胞进行转染,正常成骨细胞hFOB１􀆰１９不转

染,通过CCKＧ８实验和 Transwell迁移实验检测发

现,转染LncRNA TUSC７对 MGＧ６３和 UＧ２OS骨

肉瘤细胞穿膜具有显著的抑制效果,且 LncRNA
TUSC７对 UＧ２OS骨肉瘤的穿膜的抑制效果更好,
由此说明 LncRNATUSC７对 MGＧ６３和 UＧ２OS骨

肉瘤细胞增殖能力均有显著的抑制效果,但是其作

用的分子机制还有待进一步深入研究.
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适合的去皮量.此方法可有效避免包皮过短,并最

大限度切除包皮,避免术后包皮过长及包皮过短的

发生.此法操作简单,容易掌握,具有可标准化及

可重复性.
采用阴茎牵伸去皮法,在手术过程中需注意的

问题:１)模拟阴茎勃起长度时需抵住耻骨联合处

皮肤,避免过度牵拉阴茎皮肤导致术后包皮过短.
２)标记外板切口线时,需将阴茎皮肤轻向远端牵

拉绷直,避免阴茎皮肤的弹性及皱褶原因造成去皮

量不足.本文用该法手术,术后出现２例包皮过

长,系为初期应用此法时未将皮肤绷直,从而造成

去皮不足.３)牵拉阴茎标定外板皮肤时要以内板

的切口线为基准.４)在阴茎腹侧系带处标定外板

皮肤时,应将阴茎处于垂直状态,如向远侧端牵引

易造成腹侧皮肤过短,向近侧端牵引判断去皮量则

会造成腹侧皮肤过多臃肿.５)阴茎两侧内板切口

一般有弧度,外板皮肤标定时要有一定的弧度,如

为直线则会造成阴茎两侧翼状臃肿.６)如采用器

械式包皮环切术,也可用牵伸去皮方法,标定去皮

的内外板切口线,再采用器械进行包皮环切术,可

有效增加术后阴茎美观度,也可减少器械环形切口

合并包皮过长导致的疤痕性包茎.７)隐匿阴茎整

形术在对阴茎皮肤的重分布时也可采用此方法进行

判断,可有效减少术后阴茎皮肤水肿及远期臃肿的

发生.
本文回顾性分析阴茎牵伸去皮法和传统法包皮

环切术在去皮量方面的比较,分析了阴茎牵伸去皮

法的原理及方法.笔者认为阴茎牵伸去皮法在包皮

环切术中存在一定的优势,去皮量较准确,操作易

掌握,特别适用于初学者,值得临床推广应用.
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