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  摘 要:目的 观察长链非编码RNA(lncRNA)PANDAR对骨肉瘤细胞增殖、凋亡及对阿霉素化疗耐药

的影响,并探讨其机制。方法 采用实时荧光定量PCR(qPCR)检测骨肉瘤细胞系和人正常成骨细胞及阿霉素

耐药骨肉瘤细胞中lncRNA
 

PANDAR和B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)基因相对表达水平。抑制lncRNA
 

PANDAR
表达后,采用qPCR和蛋白质印迹法检测Bcl-2的相对表达水平;同时过表达Bcl-2,CCK-8检测各组细胞增殖

情况,Annexin
 

V-FITC
 

PI染色流式细胞术检测各组细胞凋亡率。在耐药与非耐药的骨肉瘤细胞培养基中加入

阿霉素检测各组细胞生存率。结果 与人正常成骨细胞相比,骨肉瘤细胞中lncRNA
 

PANDAR过表达(P<
0.05)。抑制lncRNA

 

PANDAR表达后,骨肉瘤细胞中Bcl-2表达下调(P<0.05)。抑制lncRNA
 

PANDAR
表达后,细胞增殖能力明显减弱(P<0.05),凋亡增加(P<0.05),而过表达Bcl-2后,凋亡减少(P<0.05)。在

耐药与非耐药的骨肉瘤细胞培养基中加入阿霉素,抑制lncRNA
 

PANDAR后,肿瘤耐药能力减弱,加入Bcl-2
后部分恢复,si-lncRNA

 

PANDAR对肿瘤耐药的抑制作用在非耐药细胞中效果更为明显(P<0.05)。结

论 lncRNA
 

PANDAR可通过调控Bcl-2的表达而调节骨肉瘤细胞的增殖、凋亡和化疗耐药,参与骨肉瘤的发

生、发展。
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Abstract:Objective To

 

research
 

the
 

role
 

and
 

mechanism
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

PANDAR
 

in
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

adriamycin
 

chemotherapy-resistant
 

of
 

osteosarcoma
 

cells.Methods The
 

expres-
sion

 

of
 

B
 

lymphocyte
 

tumor-2
 

(Bcl-2)
 

gene
 

and
 

lncRNA
 

PANDAR
 

normal
 

osteoblast,osteosarcoma
 

and
 

osteo-
sarcoma/adriamycin

 

chemotherapy-resistant
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

in
 

osteosarcoma
 

cells
 

after
 

down-regulated
 

lncRNA
 

PANDAR
 

were
 

examined
 

by
 

qPCR
 

and
 

Western
 

blot.After
 

inihibited
 

lncRNA
 

PANDAR
 

and
 

overexpressed
 

Bcl-2,the
 

changes
 

in
 

abilities
 

of
 

proliferation
 

of
 

each
 

group
 

was
 

examined
 

by
 

CCK-8.The
 

apoptotic
 

rates
 

of
 

each
 

group
 

were
 

examined
 

by
 

Annexin
 

V-FITC
 

PI
 

after
 

transfection.Cell
 

viabilities
 

were
 

detected
 

after
 

transfection
 

and
 

culture
 

with
 

resistant
 

and
 

non-resistant
 

osteosarcoma
 

cells
 

of
 

each
 

group.Results Compared
 

with
 

normal
 

os-
teoblasts,lncRNA

 

PANDAR
 

was
 

overexpressed
 

in
 

osteosarcoma
 

cells
 

(P<0.05).After
 

inhibiting
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

lncRNA
 

PANDAR,the
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

in
 

osteosarcoma
 

cells
 

was
 

down-regulated
 

(P<0.05).Af-
ter

 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

PANDAR,the
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

was
 

significantly
 

weakened
 

(P<0.05)
 

and
 

apoptosis
 

was
 

increased
 

(P<0.05),while
 

after
 

overexpression
 

of
 

Bcl-2,apoptosis
 

was
 

reduced
(P<0.05).Adding

 

adriamycin
 

to
 

drug-resistant
 

and
 

non-drug-resistant
 

osteosarcoma
 

cell
 

culture
 

media
 

in-
hibited

 

lncRNA
 

PANDAR,the
 

tumor
 

resistance
 

ability
 

was
 

weakened,and
 

the
 

tumor
 

resistance
 

was
 

partially
 

recovered
 

after
 

adding
 

Bcl-2.The
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

si-lncRNA
 

PANDAR
 

on
 

tumor
 

resistance
 

was
 

more
 

obvi-
ous

 

in
 

non-resistant
 

cells
 

(P<0.05).Conclusion lncRNA
 

PANDAR
 

can
 

regulate
 

the
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

adriamycin
 

chemotherapy-resistant
 

of
 

osteosarcoma
 

cells
 

by
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2,and
 

adjust
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

osteosarcoma.

·3772·检验医学与临床2020年10月第17卷第19期 Lab
 

Med
 

Clin,October
 

2020,Vol.17,No.19

* 基金项目:辽宁省自然科学基金项目(201601114)。

  作者简介:殷生良,男,主治医师,主要从事小儿骨病基础和临床相关研究。



Key
 

words:osteosarcoma; long
 

non-coding
 

RNA
 

PANDAR; B
 

lymphocyte
 

tumor-2; cell
 

prolifera-
tion; cell

 

apoptosis; chemotherapy-resistant

  骨肉瘤是一种起源于间质细胞的肌肉-骨骼恶性

肿瘤,骨肉瘤的发生率约为百万分之三,男性骨肉瘤

的发生率高于女性[1]。骨肉瘤的易发部位为长骨的

髓端,尤其是在膝关节周围的股骨远端和肱骨近端。
骨肉瘤病程进展迅速,发病率和病死率高[2]。目前,
骨肉瘤的治疗主要有手术、化疗、免疫治疗等。骨肉

瘤细胞的强大增殖能力和耐药性是影响预后的重要

因素[3]。尽管阿霉素是晚期骨肉瘤化疗的主要药物

之一,但有40%~45%的骨肉瘤患者对阿霉素无反

应,或仅部分反应,阿霉素耐药的发生是骨肉瘤化疗

失败的主要原因。因此,为了开发更有效的治疗方

法,探索骨肉瘤耐药的分子机制十分重要。
在过去的几十年里,研究者从表观遗传学、细胞

周期和凋亡、自噬等方面进行了研究。诸如 ABC转

运蛋白家族基因及凋亡相关的重要通路[4],被证实在

肿瘤细胞耐药中发挥重要作用。但是,骨肉瘤耐药的

分子机制尚不完全清楚,相关靶向药物仍缺乏临床疗

效。近年来,随着人类基因组计划的完成和高通量测

序技术的进步,研究人员已逐渐将研究中心放在非编

码RNA(ncRNA)的生物学功能上。ncRNA在调控

基因表达中起着至关重要的作用[5]。其中,有一类长

度超过200个核苷酸的长链非编码RNA(lncRNA),
广泛参与生物体的生命过程,并发现多种lncRNA可

参与肿瘤耐药的发生过程。因此,进一步明确ln-
cRNA参与骨肉瘤阿霉素耐药的分子机制十分必要。

在本研究中,笔者发现lncRNA
 

PANDAR在骨

肉瘤细胞中过表达,抑制lncRNA
 

PANDAR后可抑

制骨肉瘤细胞增殖,促进凋亡,并可抑制骨肉瘤细胞

对阿霉素的耐药性,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料 骨肉瘤细胞Saos-2、U2OS、MG-63,人正

常成骨细胞 NHOst,阿霉素耐药(DOX)骨肉瘤细胞

MG-63/DOX购自 美 国 菌 种 保 藏 中 心;胎 牛 血 清、
DMEM培养基购自美国Gibico公司;无菌培养箱购

自美国Thermo公司;PANDAR
 

si-RNA、B淋巴细胞

瘤-2基因(Bcl-2)过表达质粒及定量引物购自中国吉

凯基因化学技术有限公司;PCR引物购自中国生工生

物工程有限公司;Bcl-2抗体、SYRB
 

Green染料及反

转录试剂盒购自日本 Takara公司;转染试剂Lipo-
fectamine

 

2000购自美国Invitrogen公司;实时荧光

定量PCR(qPCR)仪购自瑞士Roche公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 配制含10%胎牛血清的DMEM
培养基,同时加入1%青、链霉素用于细胞培养;培养

箱条件:37
 

℃,5%CO2,细胞克隆至80%~90%更换

培养基。

1.2.2 qPCR 检测人正常成骨细胞NHOst和骨肉

瘤细胞 株 中 PANDAR 的 表 达。TRIzol法 提 取 总

RNA,并检测纯度及浓度。依据Takara公司说明书

进行反转录和qPCR反应。lncRNA
 

PANDAR的上

游引物序列为5'-TAA
 

GGT
 

GGT
 

GGC
 

ATT
 

GAG-
3',下游引物序列为5'-CAG

 

GTC
 

TTG
 

GAT
 

TGA
 

GGA
 

A-3';Bcl-2的上游引物序列为5'-TGT
 

GGA
 

TGA
 

CTG
 

AGT
 

ACC
 

T-3',下游引物序列为5'-CAG
 

AGA
 

CAG
 

CCA
 

GGA
 

GAA-3';U6作为内参进行相

对定量,U6的上游引物序列为5'-TTA
 

TGG
 

GTC
 

CTA
 

GCC
 

TGA
 

C-3',下游引物序列为5'-CAC
 

TAT
 

TGC
 

GGG
 

CTG
 

C-3'。2-ΔΔCt法计算两者的相对表达

水平,重复3次。
1.2.3 细胞转染 依据基因转染操作手册,Lipo-
fectamine

 

2000将过表达和沉默载体转染至细胞。细

胞转染48
 

h后,观察细胞生长情况,收集细胞用于进

一步研究。
1.2.4 蛋白质印迹法 提取细胞总蛋白,制备8%聚

丙烯酰胺凝胶,每孔20
 

μg上样;80
 

V浓缩胶,120
 

V
分离胶进行电泳,100

 

V转膜90
 

min,5%牛血清清蛋

白封闭聚偏二氟乙烯膜1
 

h,加一抗,4
 

℃振荡过夜。
TBST洗涤后滴加二抗,37

 

℃孵育1
 

h,显影成像。特

异性条带灰度值由ImageJ
 

软件获取。
1.2.5 CCK-8试验评估细胞增殖能力 遵照CCK-8
试剂盒说明书进行。细胞接种于96孔培养板,于转

染后24、48、72
 

h加入CCK-8试剂,37
 

℃,5%
 

CO2 条

件下培养2
 

h,多功能酶标仪测定吸光度值(A450),评
估细胞增殖情况。每组设2个复孔,实验重复3次。
1.2.6 Annexin

 

V-FITC
 

PI双染色流式细胞仪检测

细胞凋亡 细胞处理后,用4
 

℃磷酸盐缓冲液对细胞

进行胰蛋白酶化和洗涤。根据操作手册,使用 An-
nexin

 

V-FITC
 

PI检测试剂盒在黑暗中孵育细胞悬液

15
 

min。流式细胞术检测细胞凋亡,实验重复3次。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0进行统计分析,计
量资料符合正态分布以x±s表示,采用单因素方差

分析和独立样本t检验分别进行统计分析。以P<
0.05为有统计学意义。
2 结  果

2.1 lncRNA
 

PANDAR在人正常成骨细胞、骨肉瘤

细胞、MG-63/DOX中表达情况 qPCR检测lncRNA
 

PANDAR在细胞株中的表达,骨肉瘤细胞Saos-2、
U2OS、MG-63中lncRNA

 

PANDAR的相对表达水

平分别为(3.21±0.50)、(3.33±0.45)、(4.21±
0.61),较 人 正 常 成 骨 细 胞 NHOst中 的lncRNA

 

PANDAR的相对表达水平(1.00±0.21)明显升高,
差异有统计学意义(P<0.05)。同时与 MG-63中相
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对表达水平(1.00±0.20)比较,lncRNA
 

PANDAR
在 MG-63/DOX相对表达水平(2.03±0.33)明显升

高,差异有统计学意义(P<0.05)。见图1。
2.2 下调lncRNA

 

PANDAR抑制Bcl-2的表达 将

PANDAR的两条siRNA 干扰序列分别转染进入

MG-63细胞,qPCR结果显示,lncRNA
 

PANDAR相

对表达水平均明显降低,差异有统计学意义(P<
0.05)。同时,在 MG-63细胞中沉默lncRNA

 

PAN-
DAR后,Bcl-2的相对表达水平也随之下降(P<
0.05)。其中第2条序列(si-lncRNA

 

PANDAR2)具
有更好的沉默效能,用于后续实验。经过转染si-ln-
cRNA

 

PANDAR2 后,MG-63细胞中Bcl-2蛋白的相

对表达水平也明显减低(P<0.05)。见图2。

  注:图 A 表 示lncRNA
 

PANDAR 在 Saos-2、U2OS、MG-63和

NHOst细胞中相对表达水平;图B表示lncRNA
 

PANDAR在 MG-63
和 MG-63/DOX细胞中相对表达水平。

图1  lncRNA
 

PANDAR表达情况

  注:图A表示转染si-lncRNA
 

PANDAR前后 MG-63细胞中lncRNA
 

PANDAR相对表达水平;图B表示转染si-lncRNA
 

PANDAR后 MG-63
细胞中Bcl-2的mRNA相对表达水平;图C表示转染si-lncRNA

 

PANDAR后 MG-63细胞中Bcl-2的蛋白表达情况。

图2  骨肉瘤细胞转染si-lncRNA
 

PANDAR前后lncRNA
 

PANDAR和Bcl-2表达情况

2.3 lncRNA
 

PANDAR和Bcl-2对骨肉瘤细胞增

殖、凋亡能力的影响 CCK-8和Annexin
 

V-FITC
 

PI
检测PANDAR和Bcl-2对MG-63细胞增殖和凋亡的

影响。将si-lncRNA
 

PANDAR2 转染 MG-63细胞,
细胞的增殖能力减弱,证明随着lncRNA

 

PANDAR
表达的减少,细胞的增殖能力随之下降。在此基础上

过表达Bcl-2,被抑制的细胞增殖能力部分恢复(P<
0.05)。将si-lncRNA

 

PANDAR2 转染 MG-63细胞,
细胞凋亡明显增加,从2.20%增加至18.89%,而过

表达Bcl-2后,凋亡细胞降至2.03%(P<0.05),表明

lncRNA
 

PANDAR对 MG-63细胞凋亡的影响依赖

Bcl-2。见图3、4。

图3  lncRNA
 

PANDAR和Bcl-2对 MG-63细胞

增殖能力的影响

  注:图A表示转染前,MG-63细胞凋亡情况;图B表示转染后,MG-63细胞凋亡情况;图C表示过表达Bcl-2后,MG-63细胞凋亡情况;图D表

示 MG-63细胞凋亡率统计值。

图4  lncRNA
 

PANDAR
 

和Bcl-2对 MG-63细胞凋亡能力的影响
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2.4 阿霉素共培养对不同转染组骨肉瘤细胞的影

响 各组于培养基中加入0.1
 

μmol阿霉素联合培

养,记 录24
 

h后 生 存 细 胞 百 分 比。抑 制lncRNA
 

PANDAR
 

表 达 后 可 抑 制 骨 肉 瘤 细 胞 耐 药 (P <
0.05),而过表达Bcl-2可拮抗si-lncRNA

 

PANDAR
 

的作用(P<0.05);同样的现象在 MG-63/DOX细胞

中也得到了验证,但是在 MG-63/DOX细胞中对细胞

耐药的影响不如 MG-63细胞明显(P<0.05)。见

图5。

  注:图A表示阿霉素共培养对不同转染组 MG-63细胞的影响;图

B表示阿霉素共培养对不同转染组 MG-63/DOX细胞的影响。

图5  阿霉素共培养对不同转染组骨肉瘤细胞的影响

3 讨  论

化疗耐药是骨肉瘤治疗的主要难点之一。阿霉

素是标准的一线骨肉瘤化疗药物,一旦发生耐药,无
有效的二线化疗药物可供选择。耐药性的发展是与

一个或多个基因的异常表达和相关信号通路的激活

密切相关。近年来,许多研究证实lncRNA可通过影

响细胞周期、凋亡,调控耐药基因或信号转导途径来

调节各种肿瘤的化疗耐药[6-8]。例如,SI等[6]报道

H19可通过抑制激活BIK启动子,调控ERα阳性乳

腺癌的化疗耐药;CHEN等[7]发现lncRNA
 

CCAT1
作为致癌基因,通过竞争性内源性 RNA 机制上调

Bcl-xl表达,促进肺腺癌的阿霉素化疗耐药;LI等[8]

报道lncRNA
 

HOTTIP通过促进 HOXA13表达介

导胰腺癌吉西他滨耐药。因此,研究耐药细胞与敏感

细胞之间lncRNA表达的变化,以及在诱导耐药过程

中lncRNA参与表观遗传修饰和转录调控的机制,可
能为克服肿瘤化疗耐药提供新的视角和可能的治疗

方案。
lncRNA

 

PANDAR的功能于2011年由 HUNG
等[9]首次报道,作为p53依赖的lncRNA,同转录因子

NF-YA相互作用,参与细胞凋亡表型。并且lncRNA
 

PANDAR也 在 多 种 恶 性 肿 瘤 中 过 表 达。lncRNA
 

PANDAR可通过调节p53的磷酸化,参与卵巢癌的

铂类耐药[10];lncRNA
 

PANDAR也可通过阻止CD-
KN1A的转录,参与胃癌的发生、发展[11],同时血清中

过表达的lncRNA
 

PANDAR也可能是胃癌的分子诊

断标志物;lncRNA
 

PANDAR的过表达可能同结肠

癌和口腔鳞状细胞癌的不良预后密切相关[12];但目

前,lncRNA
 

PANDAR在骨肉瘤化疗耐药中的作用

相关报道较少。
化疗药物是诱导肿瘤细胞凋亡,抑制肿瘤发生、

发展的核心事件之一。内源性凋亡主要受Bcl-2家族

蛋白调控。Bcl-2在人滤泡性淋巴瘤中通过染色体易

位激活[13-14],过表达的Bcl-2使抗凋亡蛋白和促凋亡

蛋白表达失衡,抵消了促凋亡蛋白的功能。本研究发

现,lncRNA
 

PANDAR在骨肉瘤细胞中过表达,抑制

lncRNA
 

PANDAR表达后,Bcl-2的表达也随之下降。
同时,在抑制lncRNA

 

PANDAR的表达后,细胞的增

殖能力减弱,凋亡增加,在与阿霉素共培养的条件下,
细胞活力明显减弱。而在抑制lncRNA

 

PANDAR表

达,同时过表达Bcl-2,骨肉瘤细胞的上述恶性表型部

分恢复。笔者推测,lncRNA
 

PANDAR参与骨肉瘤

的耐药机制可能是通过Bcl-2实现的。
综上所述,lncRNA

 

PANDAR在骨肉瘤细胞中

过表达,通过调控Bcl-2的表达影响骨肉瘤阿霉素化

疗耐药。但其具体分子结合位点及转录调控机制,仍
需在后续研究中进一步探讨。
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mIU/mL均表现为阴性。当使用改性溶液

处理金标免疫层析试纸条表面,分别采用盐酸羟胺与

氯金酸和抗坏血酸与氯金酸两种方式在试纸条原位

制备纳米金,试纸条检测区原本少量的纳米金结合新

产生的纳米金,呈黑褐色,从而放大检测信号,肉眼可

判断,其中抗坏血酸还原法检测灵敏度提高约4倍,
盐酸羟胺还原法检测灵敏度提高约16倍。结果进一

步证实了笔者前期原位增敏的推断[13]。氯金酸水溶

液中的金离子在不同还原剂的作用下还原成金原子,
并聚集成微小的金核,在其表面吸附负离子(AuCl2-)
和部分正离子(H+)形成吸附层,依靠静电作用形成

稳定的胶体溶液。使用改性溶液破坏金核表面的吸

附层,使新制备的金核与标记单克隆抗体的胶体金颗

粒结合,在试纸条的检测区形成更大的“金壳”,随着

胶体金粒径的增大,胶体金颜色加深,表现为黑褐色,
从而放大检测信号,提高肉眼的判读能力,达到增敏

的效果。
本研究提高了肉眼判读金标结果的灵敏度,但不

同判读者肉眼判读的主观性差异较大,判读结果的误

差也较大,仍存在一些局限性。因此将该增敏方案联

合特定的免疫检测仪器,对结果进行判读,避免肉眼

判读的主观误差,以及这两类增敏方法在不同项目或

不同厂家的金标免疫层析技术上的普遍适用性等方

面作进一步研究,将更有助于提高其实际应用价值。
综上所述,快速氧化还原法制备纳米金对金标免

疫层析试验有一定增敏效果,不同的还原剂增敏效果

不同。其中盐酸羟胺还原法制备纳米金对血浆 HCG
金标免疫层析试验相对抗坏血酸还原法增敏倍数较

高,重复性较好,试验结果可靠,更加适合用于制备纳

米金以达到增敏金标免疫层析试验的目的,为扩大金

标免疫层析试验的应用范围提供一定的基础。
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