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摘要： 目的 探讨长链非编码-重编程调节器（LncRNA-ROR）在骨肉瘤组织中表达及对病人预后的影响。方法 选取南阳市

第二人民医院2008年2月至2014年5月行手术切除的原发性骨肉瘤病人96例，采用实时荧光定量PCR术分析骨肉瘤和正常骨

组织中LncRNA-ROR表达水平，所有病人术后随访，随访时间范围7～60个月，记录病人生存时间，获得病人5年生存率。使用

Kaplan-Meier法开展生存分析，使用Cox回归模型分析生存时间的相关影响因素。结果 LncRNA-ROR在骨肉瘤组织中表达量

为（2.31±0.20），高于正常骨组织的（1.03±0.11）（t=39.94，P<0.001）；LncRNA-ROR在不同Enneking分期、KPS评分及是否发生远处

转移间的表达量差异有统计学意义（P<0.05）；生存分析显示，低表达组病人中位生存时间 51.00个月，生存时间（45.42±3.26）个

月，5年生存率 50.00%，均高于高表达组病人，分别为 21.00个月、（27.31±2.04）个月和 18.57%，差异有统计学意义（χ 2=13.20，P<
0.001）；Enneking分期、远处转移和LncRNA-ROR表达是影响骨肉瘤病人 5年生存率的独立风险因素（HR=2.15、2.83和 2.09，P<
0.05）。结论 LncRNA-ROR在骨肉瘤组织中表达量升高，且与不良预后有关，是病人生存时间的独立影响因素。

关键词： 骨肉瘤； 长链非编码RNA-重编程调节器； 生存分析； Cox回归分析
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Abstract： Objective To investigate the expression of long non-coding RNA-regulator of reprogramming (LncRNA-ROR) in osteo‑
sarcoma tissues and its influence on prognosis of patients.Methods A total of 96 cases of patients with primary osteosarcoma who un‑
derwent surgical resection in Nanyang Second People's Hospital from February 2008 to May 2014 were selected. The expression levels
of LncRNA-ROR in osteosarcoma and normal bone tissues were detected by real-time fluorescent quantitative PCR. All patients were
followed up after surgery. And the follow-up time ranged from 7 to 60 months. The survival times of the patients were recorded, and the
5-year survival rate of the patients was obtained. Kaplan-Meier method was used to analyze the survival analysis. The Cox regression
model was used to analyze the related influencing factors of survival time.Results The relative expression level of LncRNA-ROR in
osteosarcoma tissues was (2.31±0.20), which was higher than that of normal bone tissue, which was (1.03±0.11) (t=39.94, P<0.001).
The differences of the expression levels of LncRNA-ROR among different Enneking stages, KPS scores and whether distant metastasis
occurred were statistically significant (P<0.05). Survival analysis showed that the median survival time, average survival time and the 5-

year survival rate in the low expression group were 51.00 months, (45.42±3.26) months and 50.00%, respectively, which were higher
than those in the high expression group, which was 21.00 months, (27.31±2.04) months and 18.57% (χ 2=13.20, P<0.001). Cox propor‑
tional hazard regression model showed that Enneking stage, distant metastasis and LncRNA-ROR expression were independent risk fac‑
tors affecting 5-year survival rate of osteosarcoma patients (HR=2.15, 2.83 and 2.09, P<0.05).Conclusions The expression level of Ln‑
cRNA-ROR expressed in osteosarcoma tissues is increased. It is related with poor prognosis, and is an independent factor affecting the
survival time of patients.
Key words： Osteosarcoma; Long non-coding RNA-reprogramming; Survival analysis; Cox regression analysis

骨肉瘤恶性程度高、侵袭力强、易发生早期转

移，有约 30%的病人确诊时已存在肺组织转移［1］，尽

管新的辅助治疗手段不断提高，但晚期及发生转移

病人 5年生存率依然较低［2］。尽管目前对骨肉瘤病

因、发病机制及诊疗等方面有所了解，但影响骨肉

瘤发生及进展的关键性基因尚不清楚，为该病临床

分子诊断及靶向药物治疗带来了困难。

长 链 非 编 码 RNA（long non-coding RNA，Ln‑
cRNA）作为机体内普遍存在的一种长度>200 nt的
无编码蛋白功能的RNA，在诸多疾病病理过程中发

挥重要作用［3］，尤其是参与了多种癌种的病程进程，

参与调控了癌细胞增殖、凋亡、转移、侵袭等过程［4］。

IncRNA-重编程调节器（LncRNA-regulator of repro‑
gramming，LncRNA-ROR）是一种重要的LncRNA，在
细胞重编程过程中发挥重要的调控作用［5］，有研究

指出，慢性盆腔炎病人血清中 LncRNA-ROR水平升

高［6］。亦有研究指出，LncRNA-ROR表达水平与心

力衰竭严重程度相关［7］。近年来研究发现，其在乳

腺癌［8］、前列腺癌［9］、卵巢癌［10］等多种恶性肿瘤组织

中表达异常。但其是否参与了骨肉瘤进程，鲜有报

道。本研究分析了 LncRNA-ROR在骨肉瘤组织中

表达情况，比较了不同骨肉瘤临床病理指标该基因

表达差异，探讨其对病人预后的影响。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取南阳市第二人民医院 2008年
2月至 2014年 5月行手术切除的原发性骨肉瘤病

人，纳入标准：①病人入院前未行放化疗；②经临

床、影像学及术后病理学检查确诊为原发性骨肉

瘤。排除标准：①同时患有其他恶性肿瘤或者其他

良恶性肿瘤继发骨肉瘤者；②有代谢性骨病病史，

心肝肾等重要脏器严重功能障碍者；③不能完成随

访或随访资料不全者。共纳入 96例，男性 58例，女

性 38例，年龄范围 7～64岁，中位年龄 21岁。肿瘤

位置：股骨 42例，胫骨 19例，其他 35例。按照 En‑
neking分期标准：ⅡA期 33例，ⅡB期 43例，Ⅲ期 20
例。组织学分型：成骨细胞型 45例，软骨细胞型 15
例，成纤维细胞型 18例，混合型 18例。同期，留取

行手术治疗的非肿瘤病人新鲜正常骨组织 45例，中

位年龄 23岁，与骨肉瘤病人差异无统计学意义（Z=
1.75，P=0.079）。

本研究病人或其近亲属知情同意，本研究符合

《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。

1.2 方法

1.2.1 采用实时荧光定量PCR术分析骨肉瘤和正常

骨组织中 LncRNA-ROR表达水平 取液氮中保存

的骨肉瘤及正常骨组织，剪碎，冰浴中研磨充分，按

Trizol试剂盒（美国 Invitrogen公司，批号 15596-026）
说明对组织中总RNA进行提取，重复进行3次，利用

核酸蛋白定量仪（美国 Invitrogen公司，型号 Qubit
3.0）分别对 260 nm和 280 nm处吸光度OD值进行测

定，OD260/OD280在 1.70～2.10为合格。将总RNA
按反转录试剂盒（美国 Fermentas，批号K1622）操作

说明反转录成 cDNA。按照应该定量PCR试剂盒（日

本TaKaRa公司，批号AK5805）说明利用实时荧光定

量 PCR仪（美国ABI公司，型号 StepOnePlus）对引物

（由上海生工生物公司设计合成）扩增。引物序列：

LncRNA-ROR： 正 向 5’ -GAGGGGACATTTTC‑
CATCCT-3’，反向 5’-TCCAGTGGCTGTGCTAGATG-
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3’；GAPDH：正 向 5’-AATGGACAACTGGTCGTG‑
GAC-3’，反向 5’-CCCTCCAGGGGATCTGTTTG-3’。
反应条件：95 ℃、3 min，95 ℃、30 s，59 ℃、30 s，74 ℃、

30 s，循环 38次，独立重复实验 6次。用 2−ΔΔCt法计算

骨肉瘤和正常骨组织中LncRNA-ROR表达量。

1.2.2 病例随访 所有病人均在术后第 1天开始随

访，对病人进行电话随访、门诊随诊等，截至 2019年
5月 31日，随访时间范围 7～60个月，记录病人生存

时间，获得病人5年生存率。

1.3 统计学方法 使用 SPSS 21.0统计软件分析。

计量资料以 x̄ ± s表示，两组间比较行 t检验，多组间

比较行单因素方差分析，生存分析使用Kaplan-Meier
法，病人预后生存时间影响因素分析采用 Cox回归

模型。P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 LncRNA-ROR在骨肉瘤和正常骨组织中表达

水平 LncRNA-ROR 在骨肉瘤组织中表达量为

（2.31±0.20），正常骨组织中则为（1.03±0.11），差异

有统计学意义（t=39.94，P<0.001）。

2.2 LncRNA-ROR在不同临床特征指标的骨肉瘤

组织中表达差异 LncRNA-ROR在不同年龄、性别、

肿瘤位置、肿瘤大小、组织学分型及是否发生病理性

骨折间的表达量差异无统计学意义（P>0.05），而在

不同Enneking分期、KPS评分及是否发生远处转移

间的表达量差异有统计学意义（P<0.05），见表1。
2.3 LncRNA-ROR在骨肉瘤组织中表达水平对病

人 5年生存率的影响 以LncRNA-ROR在骨肉瘤组

织中表达量的P25值（2.16）为界值，将病人分为低表

达组（n=26）和高表达组（n=70），Kaplan-Meier生存

分析结果显示，低表达组病人中位生存时间 51.00
个月，生存时间（45.42±3.26）个月，5 年生存率

50.00%；高表达组病人中位生存时间 21.00个月，生

存时间（27.31±2.04）个月，5年生存率 18.57%，Log-
Rank检验差异有统计学意义（χ 2=13.20，P<0.001）。

2.4 影响骨肉瘤病人 5年生存率的多因素分析

以临床指标及 LncRNA-ROR表达量为自变量，以病

人生存状态为因变量，行Cox回归分析，结果显示，

Enneking分期、远处转移和 LncRNA-ROR表达是影

响骨肉瘤病人 5年生存率的独立风险因素（HR=
2.15、2.83、2.09，P<0.05），见表2。
3 讨论

骨肉瘤作为一种恶性肿瘤极高的来源于间叶

组织的肿瘤，具有较高的侵袭转移潜力，已成为儿

童及青年人群第二大癌症相关死亡原因［11］。近年

来，随诊技术进步，在治疗骨瘤方面新的化疗药物

及技术方案的不断涌现，在改善病人生命质量及降

低肺转移率方面发挥一定作用［12］，但病人总体预后

依然不尽如人意，超过 1/3的病人最终死于该病［13］。

研究表明，骨肉瘤发生、进展是一个涉及众多基因

及信号通路累积突变的综合作用的结果［14-15］。Ln‑

表1 LncRNA-ROR在不同临床特征指标的骨肉瘤组织中

表达差异/x̄ ± s
指标

年龄

<21岁
≥21岁

性别

男

女

肿瘤位置

股骨/胫骨

其他

肿瘤大小

≥5 cm
<5 cm

Enneking分期

ⅡA期

ⅡB～Ⅲ期

组织学分型

成骨细胞型

软骨细胞型

成纤维细胞型

混合型

KPS评分

≥70分
<70分

病理性骨折

是

否

远处转移

是

否

例数

42
54

58
38

61
35

59
37

33
63

45
15
18
18

35
61

23
73

55
41

LncRNA-ROR表达量

2.27±0.20
2.33±0.19

2.30±0.21
2.32±0.19

2.32±0.20
2.29±0.20

2.34±0.19
2.26±0.21

2.23±0.22
2.35±0.18

2.29±0.21
2.26±0.23
2.35±0.17
2.36±0.18

2.24±0.19
2.35±0.20

2.36±0.19
2.29±0.20

2.38±0.18
2.22±0.20

t（F）值

1.43

0.38

0.49

1.73

2.78

（0.99）

2.72

1.46

4.23

P值

0.157

0.708

0.623

0.087

0.006

0.397

0.008

0.147

<0.001

注：LncRNA-ROR为长链非编码-重编程调节器，KPS为Karnofsky
功能状态。

表2 影响骨肉瘤病人5年生存率的多因素分析

自变量

年龄

性别

肿瘤位置

肿瘤大小

Enneking分期

组织学分型

KPS评分

病理性骨折

远处转移

LncRNA-ROR
表达

β值

−0.06
−0.31
0.04
0.19
0.76
−0.06
−0.06
−0.26
1.04
0.74

SE值

0.27
0.27
0.29
0.27
0.31
0.12
0.27
0.31
0.29
0.33

Waldχ 2值
0.05
1.29
0.02
0.48
6.23
0.27
0.04
0.71
12.56
4.86

P值

0.83
0.26
0.90
0.49
0.01
0.61
0.83
0.40
0.00
0.03

HR值

0.95
0.74
1.04
1.21
2.15
0.94
0.95
0.77
2.83
2.09

95%CI
（0.56，1.59）
（0.43，1.25）
（0.59，1.81）
（0.71，2.05）
（1.18，3.91）
（0.74，1.20）
（0.56，1.60）
（0.42，1.42）
（1.59，5.02）
（1.09，4.02）
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cRNA作为广泛存在于胞浆及胞核内的不具有编码

蛋白功能的 RNA分子，不仅参与了多种疾病的发

生，而且越来越多的研究开始关注其在癌症病程中

的作用［16-17］。LncRNA-ROR是一种LncRNA类型，在

诱导多能性干细胞形成及维持干细胞多分化潜能

中发挥重要作用，同时参与了机体氧化应激过程［5］。

研究表明，LncRNA-ROR高表达参与了肿瘤恶性增

殖及细胞侵袭过程，并且可促进上皮-间质转化过

程［18］。本研究结果显示，LncRNA-ROR在骨肉瘤组

织中表达量高于正常骨组织，说明 LncRNA-ROR在

骨肉瘤组织中表达升高，可能参与了骨肉瘤发生过

程。本研究结果显示，LncRNA-ROR在 Enneking分
期ⅡB～Ⅲ期、KPS评分<70及发生远处转移的骨肉

瘤组织中呈高表达，说明 LncRNA-ROR表达量升高

可能参与了骨肉瘤恶性进展，且与骨肉瘤远处侵袭

转移有关，可能是骨肉瘤诊疗的潜在目标靶基因。

Shi等［19］指出，LncRNA-ROR促进肾癌增殖，且

与良好预后呈负相关。Lu等［20］采用荟萃分析的方法

评估 lncRNA-ROR在人类癌症预后中的意义，结果

显示，高 lncRNA ROR表达与较短的总生存期显著相

关，与癌症预后较差有关，可以作为各种癌症中不利

的预后因素。本研究结果显示，低表达组病人中位

生存时间、平均生存时间和 5年生存率 50.00%均高

于高表达组，说明 LncRNA-ROR表达与骨肉瘤病人

预后有关，高表达预示病人预后不良。Cox回归分析

显示，Enneking分期、远处转移和LncRNA-ROR表达

是影响骨肉瘤病人5年生存率的独立风险因素，进一

步说明LncRNA-ROR高表达是骨肉瘤病人不良预后

的独立风险因素，可作为评估病人预后的指标。

综上所述，LncRNA-ROR在骨肉瘤组织中呈高

表达，参与了骨肉瘤发生及恶性化进展，且与不良

预后有关，是病人生存时间的独立影响因素，有望

为骨肉瘤早期诊断及靶向治疗提供新的基因靶位，

但 LncRNA-ROR可能的作用机制，尚待进一步利用

分子生物学技术予以研究明确。
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