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沉默 Ｒｕｎｔ相关转录因子３对骨肉瘤细胞
恶性程度的影响

李智勇　范彬彬　陈郁鲜　路云翔　王德玉

　　 【摘要】　目的　探讨沉默Ｒｕｎｔ相关转录因子３（ＲＵＮＸ３）对骨肉瘤细胞增殖能力及血管新生
能力的影响。方法　培养骨肉瘤 ＨＥＫ２９３细胞株并将其分为 ＮＣ组和 ＲＵＮＸ３组，分别转染阴性对照
小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）和ＲＵＮＸ３ｓｉＲＮＡ。于转染 ｓｉＲＮＡ后６、１２、２４、４８ｈ采用 ＭＴＳ试剂盒测定细
胞增殖活力；转染ｓｉＲＮＡ后２４、４８ｈ采用荧光定量ＰＣＲ试剂盒测定细胞中增殖分子β链蛋白、细胞
周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、增殖细胞核抗原 （ＰＣＮＡ）的ｍＲＮＡ表达量，采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定细胞
培养基中血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ）、成纤维细胞生长因子 （ｂＦＧＦ）、促血管生成素２（Ａｎｇ２）的
含量。结果　转染ｓｉＲＮＡ后６、１２、２４、４８ｈＲＵＮＸ３组的细胞增殖活力值均高于ＮＣ组 （０７８±０１１
ｖｓ０５７±００９，０９９±０１４ｖｓ０７３±０１０，１３１±０１８ｖｓ０８１±０１２，１７２±０２６ｖｓ０９８±０１４，
Ｐ均＜００５）；转染ｓｉＲＮＡ后２４、４８ｈＲＵＮＸ３组细胞中β链蛋白、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ的ｍＲＮＡ表达量
以及细胞培养基中ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ａｎｇ２的含量均高于 ＮＣ组 （Ｐ均 ＜００５）。结论　沉默 ＲＵＮＸ３能
够增强骨肉瘤细胞的增殖能力及血管新生能力。
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　　骨肉瘤是骨科最常见的原发性恶性肿瘤，好发
于儿童及青少年，具有较高的致残率和病死率。骨

肉瘤组织中细胞恶性增殖以及新生血管形成是导致

病情进展的重要生物学行为，多种增殖分子以及血

管新生分子参与了细胞增殖以及新生血管形成过程

的调控［１２］。但是，增殖分子以及血管新生分子的

上游调控分子目前仍未明确。Ｒｕｎｔ相关转录因子３
（ＲＵＮＸ３）是Ｒｕｎｔ相关转录因子家族的成员之一，
由α亚单位和 β亚单位构成，能够靶向结合 ＤＮＡ
序列并调节基因的转录和表达，进而发挥相应的生

物学效应［３］。近年来关于 ＲＵＮＸ３的研究显示该转
录因子具有抑癌基因的活性，在多种恶性肿瘤中呈

低表达趋势并且参与恶性肿瘤病灶中细胞增殖、血

管新生过程的调控［４５］。尽管如此，ＲＵＮＸ３是否参
与骨肉瘤病灶中细胞增殖、血管新生过程的调控仍

未见明确报道。在本研究中，我们通过转染小干扰

ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的方式沉默骨肉瘤细胞中 ＲＵＮＸ３
的表达，进而分析沉默 ＲＵＮＸ３对骨肉瘤细胞增殖
能力及血管新生能力的影响。

材料与方法

一、实验材料

骨肉瘤ＨＥＫ２９３细胞株购买于中国科学院上海
细胞库，ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶均
购买于 Ｇｉｂｃｏ公司，ｓｉＲＮＡ由上海吉玛公司合成，
转染试剂盒为ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体、购买于
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＭＴＳ细胞活力检测试剂盒购买于
Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＲＮＡ抽提试剂盒、互补 ＤＮＡ（ｃＤ
ＮＡ）第一链合成试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购
买于北京康为世纪生物公司，ＥＬＩＳＡ试剂盒购买于
上海西唐生物公司，ＲＩＰＡ蛋白裂解液及ＢＣＡ蛋白
定量试剂盒购买于上海碧云天生物公司。

二、实验方法

１细胞培养、分组及处理方法
骨肉瘤 ＨＥＫ２９３细胞株复苏后用含有５％胎牛

血清的ＤＭＥＭ培养基培养，２～３ｄ更换１次培养
基，待细胞密度生长至８０％～９０％后用胰蛋白酶进
行消化传代，传代后将细胞接种在细胞板中并用于

转染ｓｉＲＮＡ，根据转染 ｓｉＲＮＡ不同分为阴性对照
ｓｉＲＮＡ组 （ＮＣ组）和 ＲＵＮＸ３ｓｉＲＮＡ组 （ＲＵＮＸ３
组），ＮＣ组转染阴性对照 ｓｉＲＮＡ、ＲＵＮＸ３组转染
ＲＵＮＸ３ｓｉＲＮＡ。

　　２细胞活力检测方法
将用于细胞活力检测的细胞接种在９６孔细胞

板中，分别于转染ｓｉＲＮＡ后６、１２、２４、４８ｈ向培
养孔内加入ＭＴＳ细胞活力检测试剂盒的检测液２０
μｌ，在培养箱中继续孵育３～４ｈ，而后在酶标仪上
读取４５０ｎｍ波长处的吸光值，以该吸光值作为细
胞增殖活力值。

３细胞增殖分子ｍＲＮＡ表达量的检测方法
将用于细胞活力检测的细胞接种在１２孔细胞

板中，分别于转染ｓｉＲＮＡ后２４、４８ｈ弃去培养基、
收集细胞，采用 ＲＮＡ抽提试剂盒和 ｃＤＮＡ第一链
合成试剂盒进行实验，分离提取细胞中的总 ＲＮＡ
并逆转录合成为 ｃＤＮＡ；而后采用酶联免疫吸附试
剂盒对 ｃＤＮＡ样本进行扩增，扩增的基因分别为
β链蛋白、细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、增殖细
胞核抗原 （ＰＣＮＡ）以及 βａｃｔｉｎ，以 βａｃｔｉｎ为内
参、计算细胞中 β链蛋白、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ的
ｍＲＮＡ表达量。
４细胞培养基中血管新生分子的检测方法
将用于细胞活力检测的细胞接种在２４孔细胞

板中，分别于转染 ｓｉＲＮＡ后２４、４８ｈ收集培养基
并采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定血管内皮生长因子
（ＶＥＧＦ）、成纤维细胞生长因子 （ｂＦＧＦ）、促血管
生成素２（Ａｎｇ２）的含量；保留细胞、加入蛋白
裂解液并充分裂解细胞，采用 ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒测定细胞裂解液中总蛋白的含量。计算每 ｍｇ总
蛋白中ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ａｎｇ２的含量。

三、统计学处理

采用ＳＰＳＳ２００软件录入细胞增殖活力、增殖
分子ｍＲＮＡ表达量、血管新生分子含量的数据并进
行分析，计量数据以珋ｘ±ｓ表示，组间上述数据的分
析采用ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

一、细胞增殖活力值

转染ｓｉＲＮＡ后６、１２、２４、４８ｈ，ＲＵＮＸ３组的
细胞增殖活力值均高于 ＮＣ组 （Ｐ均 ＜００５），见
图１。

二、细胞中增殖分子的ｍＲＮＡ表达量
转染ｓｉＲＮＡ后２４、４８ｈ，ＲＵＮＸ３组细胞中 β

链蛋白、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ的 ｍＲＮＡ表达量均高于
ＮＣ组 （Ｐ均＜００５），见表２。
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图１　ＲＵＮＸ３组与ＮＣ组转染ｓｉＲＮＡ后细胞增殖活力值变化
２组的细胞在转染ｓｉＲＮＡ后６、１２、２４、４８ｈ增殖活力值均在上升，但 ＲＵＮＸ３组的细胞增殖活力值始终高于 ＮＣ组，

与ＮＣ组比较，Ｐ＜００５

　　表２ ＲＵＮＸ３组与ＮＣ组转染ｓｉＲＮＡ后增殖分子的ｍＲＮＡ表达量 （珋ｘ±ｓ） ／βａｃｔｉｎ

组　别
转染后２４ｈ

β链蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＰＣＮＡ

转染后４８ｈ

β链蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１ ＰＣＮＡ

ＲＵＮＸ３组 １９５±０２５ ２２４±０３７ ２０９±０２９ ２８２±０４１ ３１８±０４８ ２９１±０４４

ＮＣ组 １００±０１５ １００±０１４ １００±０１７ １４２±０２０ １３９±０１７ １４６±０１８

ｔ值 ６５１７ ６２６９ ６４８５ ６１３８ ７０３０ ６１００

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１

　　三、细胞培养基中血管新生分子的含量
转染ｓｉＲＮＡ后２４、４８ｈＲＵＮＸ３组细胞培养基

中ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ａｎｇ２的含量均高于 ＮＣ组 （Ｐ
均＜００５），见表３。

　　表３ ＲＵＮＸ３组与ＮＣ组转染ｓｉＲＮＡ后培养基中血管新生分子含量 （珋ｘ±ｓ） ｎｇ／ｍｇ总蛋白

组　别
转染后２４ｈ

ＶＥＧＦ ｂＦＧＦ Ａｎｇ２

转染后４８ｈ

ＶＥＧＦ ｂＦＧＦ Ａｎｇ２

ＲＵＮＸ３组 ７９４±０９２ ６４２±０８９ ２５８±０４１ １０２８±１８４ ８８７±１０４ ３９３±０５６

ＮＣ组 ３０６±０５１ ３３１±０４６ １１６±０１７ ３９±０５８ ５２１±０７８ １８７±０２７

ｔ值 ９２７８ ６２０９ ６３９９ ６６１４ ５６３１ ６６２７

Ｐ值 ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１ ＜０００１

讨　　论

细胞增殖以及血管新生是骨肉瘤重要的生物学

行为，也是造成骨肉瘤组织原位生长以及远处转移

的生物学基础。目前，关于骨肉瘤组织中细胞增殖

以及血管新生的关键调控分子尚未明确。ＲＵＮＸ３
是具有抑癌基因特性的转录因子，由α亚单位和β
亚单位构成，与 ＤＮＡ序列结合后能够调控多种基
因的表达，进而发挥相应的生物学效应。已有研究

显示，在胃癌、结肠癌、乳腺癌组织中 ＲＵＮＸ３呈
低表达趋势且参与病情的发展变化［４６］。但是，关

于ＲＵＮＸ３在骨肉瘤发生和发展中所发挥的作用尚
未见报道。为了明确 ＲＵＮＸ３在骨肉瘤的病情发展
变化过程中是否发挥了抑癌基因的作用，我们采用

ｓｉＲＮＡ转染的方式来沉默骨肉瘤细胞中 ＲＵＮＸ３的
表达，进而对细胞增殖活力进行了分析，结果显

示：转染ｓｉＲＮＡ后６、１２、２４、４ｈＲＵＮＸ３组细胞
的增殖活力均高于 ＮＣ组，提示 ＲＵＮＸ３具有抑癌
基因特性，沉默ＲＵＮＸ３表达能够削弱其抑癌基因
的活性，继而促进骨肉瘤细胞的增殖。

ＲＵＮＸ３分子结构中的 α亚单位含有 Ｓ型折叠
的ＲＤ结构域并且能与 ＤＮＡ序列相互结合，β亚
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单位则能增强 α亚单位与相应 ＤＮＡ的结合。
ＲＵＮＸ３与ＤＮＡ序列结合后能够调节相应 ＤＮＡ的
转录过程［７］。β链蛋白是受 ＲＵＮＸ３调节的重要分
子，ＲＵＮＸ３能够减少 β链蛋白表达、抑制其与 Ｔ
细胞因子４（ＴＣＦ４）形成复合物，进而影响下游
细胞增殖相关基因 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ的表达［８９］。

ＣｙｃｌｉｎＤ１是调控细胞周期进程的分子，与细胞周期
蛋白依赖性激酶（ＣＤＫ）４、ＣＤＫ６形成复合物后能
够加速细胞周期发展、促进细胞增殖；ＰＣＮＡ是调
节ＤＮＡ复制以及细胞周期进程的分子，一方面能
够作为ＤＮＡ聚合酶的辅助蛋白来促进 ＤＮＡ复制，
另一方面能够与细胞周期蛋白相互作用并促进细胞

周期的发展，进而促进细胞增殖［１０］。我们的研究

显示，转染ｓｉＲＮＡ后２４、４８ｈＲＵＮＸ３组细胞中β
链蛋白、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ的ｍＲＮＡ表达量高于ＮＣ
组，这提示ＲＵＮＸ３对骨肉瘤细胞中β链蛋白及下
游 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ的表达具有抑制作用，沉默
ＲＵＮＸ３能够增加β链蛋白、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ的表
达，进而促进细胞的增殖。

在骨肉瘤病灶血管新生的过程中，血管内皮细

胞、成纤维细胞的增殖是新生血管形成的基础。已

有研究证实，ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ａｎｇ２是调节血管内
皮细胞、成纤维细胞生长以及血管新生过程的重要

分子［１１１２］。ＶＥＧＦ是目前已知促血管新生功能最强
大的细胞因子，能够促进内皮细胞增殖以及血管结

构的形成，在肿瘤新生血管形成过程中发挥关键作

用；ｂＦＧＦ对成纤维细胞的增殖以及内皮细胞的增
殖均有调控作用，能够诱导内皮细胞形成管腔结

构、成纤维细胞形成血管支持结构；Ａｎｇ２是血管
生成素家族中参与新生血管发生的成员，具有确切

的促血管新生作用［１３］。我们的研究显示，转染

ｓｉＲＮＡ后２４、４８ｈＲＵＮＸ３组细胞培养基中 ＶＥＧＦ、
ｂＦＧＦ、Ａｎｇ２的含量均高于ＮＣ组，这提示ＲＵＮＸ３
对骨肉瘤细胞中血管新生分子ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ａｎｇ２
的生成具有抑制作用，沉默 ＲＵＮＸ３能够增加
ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ａｎｇ２的生成，进而促进血管新生
过程。

综上所述，我们认为，ＲＵＮＸ３在骨肉瘤的病
情发展变化过程中具有抑癌基因活性，沉默

ＲＵＮＸ３能够增强骨肉瘤细胞的增殖能力及血管新
生能力。
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