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长链非编码 RNA 肺腺癌转移相关转录本 1 表达影响裸鼠骨肉瘤增殖的
病理改变

刘 畅1,2，乔苏迟3，徐唯傑4，李 博1，许常利1，王志伟1,3*

1. 海军军医大学（第二军医大学）第一附属医院骨科，上海 200433
2. 中国人民解放军联勤保障部队第九〇〇医院骨科，福州 350025
3. 海军军医大学（第二军医大学）第三附属医院骨科，上海 201805
4. 同济大学附属上海市肺科医院检验科，上海 200433

［摘要］ 目的 探讨长链非编码 RNA 肺腺癌转移相关转录本 1（MALAT-1）表达对裸鼠皮下植入的骨肉瘤增

殖和病理学形态的影响。方法 使用慢病毒感染构建 MALAT-1 稳定低表达的骨肉瘤 U2OS 细胞系，qPCR 法验证

MALAT-1 表达的改变。将 12 只 4～6 周龄的雄性裸鼠随机平均分为实验组和对照组，实验组皮下植入 MALAT-1 稳

定低表达的骨肉瘤 U2OS 细胞，对照组皮下植入空载慢病毒处理的骨肉瘤 U2OS 细胞。分别在植入后第 3、6、9、
12、15、18、21 天测定并记录两组裸鼠皮下骨肉瘤的体积。植瘤后第 21 天处死裸鼠，完整取出骨肉瘤称重，通过 H-E
染色观察骨肉瘤病理学形态，免疫组织化学染色观察增殖细胞核抗原（PCNA）和血管内皮生长因子（VEGF）的表

达。结果 与对照组相比，实验组的肿瘤生长更慢，植瘤 21 d 后的体积、质量均小于对照组（P 均＜0.01）。H-E 染

色结果显示，实验组肿瘤基质成分增多，肿瘤细胞密集程度降低。免疫组织化学染色结果显示，实验组 PCNA 阳性染

色积分光密度（IOD）中位数为 8 531.03、阳性细胞占比为 29.3%（1 758/6 000），对照组 IOD 中位数为 27 548.23、
阳性细胞占比为 56.5%（3 392/6 000），实验组 PCNA 表达程度较对照组下降，差异均有统计学意义（P 均＜0.05）；

实验组 VEGF 阳性染色 IOD 为 18 179.490±18 299.433、阳性细胞占比为 51.0%（3 063/6 000），对照组 IOD 为 
15 850.632±9 341.063、阳性细胞占比为 50.0%（3 001/6 000），两组VEGF表达程度差异无统计学意义（P均＞0.05）。

结论 抑制骨肉瘤中长链非编码 RNA MALAT-1 的表达可以延缓肿瘤的生长，降低肿瘤的侵袭性，促进实体瘤中肿

瘤细胞的坏死。
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［ Abstract ］ Objective To explore the effect of long non-coding RNA metastasis-associated lung adenocarcinoma 
transcript 1 (MALAT-1) expression on the proliferation and pathology of osteosarcoma implanted subcutaneously in nude 
mice. Methods The osteosarcoma U2OS cell line with stable low expression of MALAT-1 was constructed by lentivirus 
infection, and the expression of MALAT-1 was verified by quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR). Twelve 
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male nude mice aged 4-6 weeks were randomly divided into experimental group and control group. Osteosarcoma U2OS 
cells with stable low expression of MALAT-1 were implanted subcutaneously in the experimental group, while osteosarcoma 
U2OS cells infected by empty lentivirus were implanted subcutaneously in the control group. The volumes of subcutaneous 
osteosarcoma were measured and recorded on the 3rd, 6th, 9th, 12th, 15th, 18th and 21st days after implantation. On the 21st day 
after tumor transplantation, the nude mice were sacrificed. The osteosarcoma was taken out completely and weighed. The 
microscopic morphology of the osteosarcoma tissue was observed with hematoxylin-eosin (H-E) staining, and the expression 
levels of proliferacting cell nuclear antigen (PCNA) and vascular endothelial growth factor (VEGF) were detected by 
immunohistochemistry. Results Compared with the control group, the tumors in the experimental group grew slower and had 
smaller volume and weight on the 21st day after implantation (both P＜0.01). H-E staining showed that there was increased 
matrix composition and decreased cell density in the tumors of the experimental group. Immunohistochemistry showed 
that PCNA expression was decreased in the tumors of the experimental group (P＜0.05). In the experimental group, the 
median integral optical density (IOD) of PCNA positive staining was 8 531.03, and the expression rate of positive cells was 
29.3% (1 758/6 000). In the control group, the median IOD was 27 548.23, and the positive cell expression rate was 56.5%  
(3 392/6 000). There was no significant difference in the expression of VEGF between the experimental group and the control 
group (P＞0.05). In the experimental group, the IOD of VEGF positive staining was 18 179.490±18 299.433, and the 
expression rate of positive cells was 51.0% (3 063/6 000). In the control group, the IOD was 15 850.632±9 341.063, and the 
positive cell expression rate was 50.0% (3 001/6 000). Conclusion Inhibiting the expression of MALAT-1 in osteosarcoma 
can slow down tumor growth, reduce tumor invasiveness, and promote tumor cell necrosis in solid tumors. 

［ Key words ］ osteosarcoma; long non-coding RNA; metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1; 
proliferating cell nuclear antigen; vascular endothelial growth factor
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骨肉瘤是儿童和青少年中最常见的原发性恶

性骨肿瘤［1］，容易早期发生肺转移，致死、致残率

高。虽然化学治疗的进步使初诊时未发生远处转移

的骨肉瘤患者的 5 年生存率提高到 60%～75%［2］，

但存在复发、转移的骨肉瘤患者生存率仍然很 
低［1］。分子靶向治疗和基因免疫治疗可能是恶性

肿瘤治疗未来发展的方向。

长 链 非 编 码 RNA（long non-coding RNA，

lncRNA）是一类长度＞200 个核苷酸的 RNA 分

子［3］，不编码蛋白质，但在多种机制上调控基因

的表达，并与多种肿瘤的发生、发展密切相关。

肺腺癌转移相关转录本 1（metastasis-associated 
lung adenocarcinoma transcript 1，MALAT-1）属于 
lncRNA 家族，最早在非小细胞肺癌中被发现，已

被证实在多种肿瘤的增殖、侵袭、转移中发挥作

用［4］。研究显示，MALAT-1 与骨肉瘤患者的预后

及骨肉瘤细胞的侵袭、转移密切相关［5-10］。目前有

关 MALAT-1 表达改变的骨肉瘤细胞系在动物模型

中的研究仅停留在对生长出的骨肉瘤的体积、质

量等宏观层面的观察，没有进行微观层面的研究，

MALAT-1 表达改变对骨肉瘤内部产生的影响仍然

未知。本研究通过建立裸鼠移植瘤模型，先观察

MALAT-1 稳定低表达的骨肉瘤细胞系植入裸鼠皮

下后的生长情况，再通过 H-E 染色、免疫组织化学

等方法在病理切片上探究抑制 MALAT-1 表达引起

的骨肉瘤增殖性改变。

1 材料和方法

1.1 细胞培养与 MALAT-1 稳定低表达细胞系的 
构建 人骨肉瘤 U2OS 细胞系购自上海赛新生物科

技有限公司，采用含 10% FBS 的完全培养基（美

国 Invitrogen 公司）在 37 ℃、5% CO2 培养箱中培

养。细胞分为实验组、对照组、无处理组。慢病毒

载体由上海赛新生物科技有限公司构建，实验组细

胞使用携带 MALAT-1 shRNA 质粒的慢病毒感染，

对照组细胞使用空载慢病毒感染，无处理组细胞不

进行感染。感染 24 h 后，使用含嘌呤霉素的培养基

筛选抗性细胞，传代并扩大培养，在荧光显微镜（日

本 Olympus 公司）下观察、鉴定。

1.2 qPCR 检 测 使 用 TRIzol 试 剂（北 京 艾 德

莱生物科技有限公司）提取细胞总 RNA，然后

用 反 转 录 试 剂 盒（美 国 GeneCopoeia 公 司） 将

RNA 反转录为 cDNA，进行 qPCR 扩增。引物序

列：β- 肌动蛋白正向引物为 5'-CTGGAACGGT- 
GAAGGTGACA-3'，反向引物为 5'-AAGGGACT- 
TCCTGTAACAATGCA-3'；MALAT-1 正向引物为

5'-GCAGCAGTTCGTGGTGAAGATAG-3'，反向引

物为 5'-CGCCTCCTCCGTGTGGTTG-3'。以 2－ΔΔCt

第 1 期．刘 畅，等．长链非编码 RNA 肺腺癌转移相关转录本 1 表达影响裸鼠骨肉瘤增殖的病理改变



海军军医大学学报　   2023 年 1 月，第 44 卷· 58 ·

法计算目的基因的相对表达量。

1.3 裸鼠皮下移植瘤模型的构建 12 只 4～6 周龄

的雄性裸鼠由海军军医大学（第二军医大学）实验

动物中心［实验动物使用许可证号：SYXK（沪）

2015-0017］提供，随机分为实验组和对照组，每组

6 只。实验组裸鼠皮下植入 MALAT-1 稳定低表达

的骨肉瘤 U2OS 细胞，对照组裸鼠皮下植入空载慢

病毒处理的骨肉瘤 U2OS 细胞，注射细胞悬液体积

均为 0.1 mL。
1.4 肿瘤体积与质量的测定 植瘤后第 3、6、9、
12、15、18、21 天，分别用游标卡尺测量裸鼠皮

下肿瘤的长度和宽度，计算肿瘤体积：肿瘤体积＝ 

（长度×宽度 2）/2［11］。植瘤后第 21 天处死裸鼠，

将裸鼠皮下肿瘤完整剥出，称取肿瘤质量。

1.5 H-E 染色及评价 肿瘤组织称重后用蜡块包

埋，用病理切片机（德国 Leica 公司）切成厚度为

4 μm 的切片，经烤片、脱蜡、浸洗后，用 Harris 苏
木精染液染色 7 min，浸洗、分化、再浸洗，再用

1% 水溶性伊红染液染色 2 min，浸洗、无水乙醇

脱水、二甲苯透明、风干，中性树胶封片。在光

学显微镜下观察肿瘤病理学形态。在放大 100 倍 
视野下，在每个肿瘤标本的切片上随机取 5 个视

野，按以下标准进行评分：1 分，视野中肿瘤细胞

的范围＜30%；2 分，视野中肿瘤细胞的范围占

30%～60%；3 分，视野中肿瘤细胞的范围＞60%。

以 5 个视野得分的平均值作为最终得分。

1.6 免疫组织化学染色及评价 对每个骨肉瘤

标本分别进行增殖细胞核抗原（proliferating cell 
nuclear antigen，PCNA） 和 血 管 内 皮 生 长 因 子

（vascular endothelial growth factor，VEGF） 免 疫 
组织化学染色。将石蜡切片脱蜡及浸洗后，用

EDTA 抗原修复缓冲液（武汉谷歌生物科技有限公

司）修复抗原。室温下遮光孵育 25 min。用 3% 牛

血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA；北京

索莱宝科技有限公司）均匀覆盖组织，室温下封闭 
30 min。使用丹麦 DAKO 公司免疫组织化学染色试

剂盒，按照说明书在切片上先后滴加一抗和二抗并

孵育，DAB 显色液显色。用Harris 苏木精染液复染，

经分化、氨水返蓝、冲洗、脱水透明、晾干，中性

树胶封片。在光学显微镜下观察 PCNA 和 VEGF
的表达情况。在每个肿瘤标本的切片上随机选择

3 个放大 200 倍的视野进行拍照，拍照时尽量让组

织充满整个视野，保证每张照片的背景光一致。应

用 Image-Pro Plus 6.0 软件对每张照片进行分析，选

取相同的棕黄色作为判断所有照片阳性的统一标

准，获得阳性染色的积分光密度值（integral optical 
density，IOD）。在放大 400 倍的视野下，在每个

肿瘤标本的切片上随机选择不重叠的 10 个视野，

共计数 1 000 个细胞。分别记录每个肿瘤标本中未

着色（阴性）、淡着色（弱阳性）、中等以上程度

着色（阳性）细胞的数量，计算各类细胞所占比例。

1.7 统计学处理 应用 SPSS 19.0 软件进行统计学

分析。符合正态分布的计量资料以 x±s 表示，两组

间比较采用独立样本 t 检验或校正 t 检验，多组间

比较采用单因素方差分析（多重比较采用最小显著

性差异法）；不符合正态分布的计量资料以中位数

（范围）表示，组间比较采用 Mann-Whitney U 检 
验；等级资料以细胞个数和百分数表示，组间比较

采用秩和检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 MALAT-1 稳定低表达的骨肉瘤细胞系成功 
构建 qPCR 检测结果显示，对照组、无处理组、

实验组骨肉瘤 U2OS 细胞中 MALAT-1 表达水平分

别为 1.000±0.000、0.916±0.150、0.207±0.034， 

3 组间差异有统计学意义（P＜0.01），实验组

细胞中 MALAT-1 表达相比于对照组受到抑制 
（P＜0.01），而对照组和未经处理组之间差异无

统计学意义（P＝0.290）。

2.2 MALAT-1 低 表 达 减 缓 裸 鼠 皮 下 骨 肉 瘤 的 
生长 肿瘤体积测量结果显示，实验组和对照组裸

鼠皮下的骨肉瘤都随着时间有不同程度的生长。

植瘤后第 9 天到第 21 天，两组裸鼠骨肉瘤的体积

差异均有统计学意义（P 均＜0.01）；与对照组

相比，实验组裸鼠皮下的骨肉瘤生长更慢、体积

更小（表 1）。在植瘤后第 21 天，实验组裸鼠皮

下骨肉瘤的质量低于对照组，差异有统计学意义

［（1.052±0.087）g vs （1.298±0.144）g，P＝0.007］。

2.3 MALAT-1 低表达抑制骨肉瘤细胞增殖并促进

坏死 H-E 染色结果显示，两组裸鼠皮下骨肉瘤组

织均可见梭形肿瘤细胞及骨样组织，细胞内核分裂

象多见，骨样组织呈花边样、条索样及片状分布在

肿瘤细胞周围。在放大 100 倍视野下，相比于对照

组（图 1A），实验组（图 1B、1C）裸鼠骨肉瘤中
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的基质成分明显增多，视野中肿瘤细胞范围减少；

实验组染色得分低于对照组，差异有统计学意义

（1.867±0.301 vs 2.600±0.358，P＝0.003）。在放 
大 200 倍视野下，与对照组（图 1D）相比，实验

组（图 1E、1F）的细胞核数量减少，核分裂象相

对少见，肿瘤细胞密集程度降低，骨样组织成分增

多，这在坏死区域周围更为明显。结果表明，抑制

骨肉瘤细胞 MALAT-1 的表达可以抑制骨肉瘤细胞

的增殖、促进骨肉瘤细胞的坏死并增加成骨。

表 1 皮下植瘤后两组裸鼠骨肉瘤体积随时间的变化

Tab 1 Changes of osteosarcoma volume after subcutaneous tumor implantation in nude mice of 2 groups
mm3, n＝6, x±s

Time after tumor implantation Control group Experimental group t value P value

Day 3 1.078±0.531 1.069±0.431 0.032 0.975

Day 6 8.108±3.733 7.064±2.548 0.566 0.584

Day 9 69.504±13.504 41.075±15.830 3.347 0.007

Day 12 138.578±28.264 84.115±15.741 4.124 0.002

Day 15 301.057±39.086 165.952±22.568 7.333 ＜0.001

Day 18 484.929±56.340 261.744±56.402 6.858 ＜0.001

Day 21 769.179±146.840 513.957±81.410 3.723 0.004

Osteosarcoma U2OS cells with stable low expression of MALAT-1 were implanted subcutaneously in the experimental group, 
while osteosarcoma U2OS cells infected by empty lentivirus were implanted subcutaneously in the control group. MALAT-1: 

Metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1.

图 1 抑制 MALAT-1 对裸鼠皮下移植骨肉瘤病理形态学的影响

Fig 1 Effect of MALAT-1 inhibition on pathomorphology of subcutaneously implanted osteosarcoma in nude mice
A, D: Control group; B, C, E, F: Experimental group. In osteosarcoma of the experimental group, the matrix components 

increased and the tumor cells decreased, and the density of tumor cells decreased and the composition of osteoid tissue increased. 

Hematoxylin-eosin staining, 100× (A-C), 200× (D-F). Osteosarcoma U2OS cells with stable low expression of MALAT-1 were 

implanted subcutaneously in the experimental group, while osteosarcoma U2OS cells infected by empty lentivirus were implanted 

subcutaneously in the control group. MALAT-1: Metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1.

A B C

D E F

2.4 MALAT-1 低表达使骨肉瘤中 PCNA 的表达 
降低 PCNA 免疫组织化学染色结果显示，骨肉瘤

细胞核被不同程度地染色。在放大 200 倍视野下，

与对照组（图 2A）相比，实验组（图 2B、2C）

裸鼠皮下生长的骨肉瘤染色程度较弱，IOD 差异

有 统 计 学 意 义［8 531.03（491.42～12 889.70） vs  
27 548.23（5 135.39～72 720.68），P＝0.025］。在放 
大 400 倍视野下进行阳性着色细胞计数，与对照组
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表 2 两组裸鼠皮下移植骨肉瘤免疫组织化学染色阳性着色细胞计数结果

Tab 2 Immunohistochemical staining positive results of subcutaneously implanted osteosarcoma  

in nude mice of 2 groups
N＝6 000, n (%)

Staining result
PCNA VEGF

Control group Experimental group Control group Experimental group

Negative 1 104 (18.4) 2 972 (49.5)   979 (16.3) 1 222 (20.4)

Weakly positive 1 504 (25.1) 1 270 (21.2) 2 020 (33.7) 1 715 (28.6)

Positive 3 392 (56.5) 1 758 (29.3) 3 001 (50.0) 3 063 (51.0)

P value ＜0.001 0.229

Osteosarcoma U2OS cells with stable low expression of MALAT-1 were implanted subcutaneously in the experimental group, 
while osteosarcoma U2OS cells infected by empty lentivirus were implanted subcutaneously in the control group. MALAT-1: Metastasis-
associated lung adenocarcinoma transcript 1; PCNA: Proliferating cell nuclear antigen; VEGF: Vascular endothelial growth factor.

2.5 MALAT-1 低表达不改变骨肉瘤中 VEGF 的

表达 VEGF 免疫组织化学染色结果显示，骨肉

瘤细胞质被染色。在放大 200 倍视野下，对照组

（图 3A）和实验组（图 3B）裸鼠皮下生长的

骨肉瘤染色程度均较深，IOD 差异无统计学意义 

（15 850.632±9 341.063 vs 18 179.490±18 299.433，
P＝0.787）。在放大 400 倍视野下，阳性着色细胞

计数显示，对照组（图 3C）与实验组（图 3D）阳

性细胞占比差异无统计学意义（P＝0.229，表 2）。

图 2 抑制 MALAT-1 对裸鼠皮下移植骨肉瘤中 PCNA 表达的影响

Fig 2 Effect of MALAT-1 inhibition on PCNA expression in subcutaneously implanted  

osteosarcoma in nude mice
A, D: Control group; B, C, E, F: Experimental group. In osteosarcoma of the experimental group, the degree of PCNA staining 

decreased, and there were few PCNA positive cells. Immunohistochemical straining, 200× (A-C), 400× (D-F). Osteosarcoma 

U2OS cells with stable low expression of MALAT-1 were implanted subcutaneously in the experimental group, while osteosarcoma 

U2OS cells infected by empty lentivirus were implanted subcutaneously in the control group. MALAT-1: Metastasis-associated lung 

adenocarcinoma transcript 1; PCNA: Proliferating cell nuclear antigen.

A B C

D E F

（图 2D）相比，实验组（图 2E、2F）阳性细胞占

比较低，差异有统计学意义（P＜0.001，表 2）。结

果表明，抑制骨肉瘤细胞 MALAT-1 的表达可以降低

肿瘤细胞中 PCNA 的表达、降低肿瘤的侵袭性。
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3 讨 论

MALAT-1 最早是作为与肺腺癌相关的预后标

志物而被广泛研究，此后发现它在多种常见实体肿

瘤的发生、发展中有重要作用。研究发现，骨肉瘤

中 MALAT-1 高表达与骨肉瘤患者的预后及肿瘤细

胞的侵袭、转移密切相关［5-10］。相关的机制包括

上调 miRNA-9 表达［10］、通过 miRNA-34a/c-5p 和

miRNA-449a/b 靶向肝细胞生长因子受体和性别决

定区相关高迁移率族盒蛋白 4［9］、调节 miRNA34a/
细胞周期蛋白 1 轴［8］、调节RhoA/Rho 激酶通路［7］、

激活 PI3K-Akt 通路［5］等。但是，既往的动物实验

仅测量了肿瘤的体积和质量，而对实体骨肉瘤的病

理学改变没有做进一步探究。

本研究根据既往报道以在骨肉瘤中 MALAT-1
表达较高的 U2OS 细胞系［7］进行实验，用慢病毒感

染培养出 MALAT-1 稳定低表达的骨肉瘤 U2OS 细

胞系，以空载慢病毒处理的 U2OS 细胞系作为对

照，探索 MALAT-1 表达对骨肉瘤增殖的影响。本

研究结果显示，与 MALAT-1 表达基本正常的对照

组细胞相比，MALAT-1 稳定低表达的实验组细胞

在植入裸鼠皮下后生长更慢，植瘤第 21 天的骨肉

瘤体积小、质量低；且病理学实验证实，MALAT-1
低表达的骨肉瘤细胞生长出的实体骨肉瘤内基质

成分增多，骨样组织成分增多，肿瘤细胞密集程度

降低，PCNA 表达下降。结果提示，抑制 MALAT-1
的表达可以抑制骨肉瘤的增殖、促进肿瘤的坏死、

降低肿瘤的侵袭性。

PCNA 主要表达于细胞核中，是反映细胞增

殖状态的良好指标［12］。VEGF 主要表达于细胞质

中，是一种促血管生成因子，也是影响恶性肿瘤

新生血管形成的重要因素之一［13］。在本实验中，

MALAT-1 低表达的骨肉瘤细胞系生长出的肿瘤

PCNA 的表达降低，验证了抑制 MALAT-1 能够降

低骨肉瘤的增殖能力。此前有研究表明 MALAT-1
参与调控血管内皮细胞的功能，并且促进血管生 
长［14］，在本研究中，实验组和对照组的骨肉瘤

VEGF 表达差异没有统计学意义，原因可能包括：

（1）MALAT-1 对血管内皮细胞功能的影响不能直

接反映在 VEGF 的表达程度上；（2）本研究中两

组的切片中 VEGF 阳性的细胞比例和染色强度都较

高，可能需要更多的样本量或更精确的方法来分析

两组间 VEGF 表达的差别。

总之，本研究结果显示，MALAT-1 表达在骨

肉瘤的增殖中发挥重要作用。MALAT-1 低表达可

以延缓骨肉瘤的生长，降低骨肉瘤的侵袭性，增加

肿瘤内的骨样组织成分，促进实体骨肉瘤中肿瘤细

胞的坏死。
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