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骨肉瘤是
$)

岁以下青少年或儿童常见的恶性骨

肿瘤#是儿童最常见的恶性骨肿瘤#占儿童肿瘤的

(S

%

%
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(骨肉瘤最突出的症状是肿瘤部位疼痛#主要

由肿瘤组织的侵蚀和骨皮质的溶解所致%

$
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(骨肉瘤

在几个月内有向肺转移的倾向%

&
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(肿瘤切除#放$化

疗是早期骨肉瘤患者的重要辅助治疗方法#晚期患者

往往只能选择截肢(而截肢的
(

年生存率仅为
(S

#
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%
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(因此#迫切需要探索一种安全$有效的骨肉

瘤治疗方法(恶性肿瘤的转移是一种复杂的生物学

行为#血管生成是肿瘤生长转移的形态学基础(既往

有研究表明#微血管密度与肿瘤转移$发生及患者预

后密切相关#包括骨肉瘤%
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(肿瘤细胞可通过直接细

胞接触或分泌旁分泌可溶性因子$诱导细胞修饰和细
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胞外基质改变肿瘤微环境%
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#尤其是炎性反应#许多

炎症介质可能影响细胞增殖和肿瘤的发展#其通过产

生血管生成因子$生长因子$趋化因子$细胞因子和基

质金属蛋白酶而促进肿瘤细胞的侵袭和逃避免疫系

统的监控%

.
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(因此#分子靶向抑制炎性反应和血管增

生是治疗骨肉瘤的潜在策略(

雷公藤内酯醇*

64V

+是从雷公藤中提取的具有

抗氧化$抗炎$抗癌等多种生物活性的二萜环氧化合

物%
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64V

在肺癌$结肠癌$骨肉瘤等多种癌症中均

具有调控细胞凋亡$迁移和转移的作用%
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(此外#

既往有研究表明#

64V

是一种很有应用前景的抗血管

生成药物%

%&
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(但
64V

是否可通过调控血管生成和炎

性反应而发挥其在骨肉瘤中的抗癌作用#目前尚不清

楚(本研究探讨了
64V

对骨肉瘤细胞血管生成和炎

性反应的影响及其可能的作用机制#现报道如下(
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培养
"

人成骨肉瘤
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在含
%)S @̀M

的培养基#
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$

(S

二氧

化碳及饱和湿度的二氧化碳培养箱中培养#

$L

更换
%

次培养基#
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#
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进行
%

次传代#选取状态良好的处

于对数生长期的细胞用于实验(
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法检测细胞活力
"

选取状态良好处于

对数生长期的人成骨肉瘤细胞
+,7E&

配制成细胞悬

液#按密度为
E_%)

* 个"孔接种于
DE

孔板#用含
%)S

@̀M

的培养基培养
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(每孔中加入
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溶液
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$

V

#细胞在

&G]

避光下再培养
*I

(然后#用
%()

$

VY+MZ

溶

解甲醛反应产物#在
*D)<O

处用紫外可见系统测定

吸光度#以光密度*

ZY

+值表达#计算细胞存活率(细

胞存活率
d

%
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.

+无药组aZY

*

.

+用药组
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*
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+无药组
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检测细胞培养上清液中
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水平
"

选取状态良好处于对数生长期

的人成骨肉瘤细胞
+,7E&

分别加入
64V

*
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+预处理
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#加入
V4M

*
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"

OV

+培养
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#收集

细胞培养上清液#离心去除细胞碎片#采用
!VTM1

检

测细胞培养上清液中
60̀7

'

$

TV7E

$

#T̀7%

'

$

W!,̀

水

平#具体操作步骤参制造商*伊莱瑞特生物科技股份

有限公司#武汉#中国+的操作说明书进行(

C'D'F

"

定量
4-/

*

j74-/

+检测人成骨肉瘤细胞

+,7E&60̀7

'

$

TV7E

$

#T̀7%

'

$
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表达水平
"

收集

培养上清液后使用
6;T"ZV

试剂从人成骨肉瘤细胞

+,7E&

提取总
/01

(使用带有互补
Y01

合成试剂

盒将
%

$

K

总
/01

反转录成
Y01

(

4-/

循环参数!

&)]%)O3<

#

*$]()O3<

#
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(以甘油醛
7

&7

磷酸脱氧酶*

,14Y#

+为内参#使用
M[@/

5

4-/

+B2:9;+3C

进行定量
4-/

检测#

j74-/

的实验结果

采用
$
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5方法进行标准化和量化(引物序列!
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正向引物
(̂7,11-6,,-1,11,1,,-1-67&̂

#

反向引物
(̂7,,6-6,,,--161,11-6,17&̂

'

TV7

E

正向引物
(̂7--,,1,1,,1,1-66-1-1,7&̂

#反

向引物
(̂7-1,1166,--166,-1-17&̂

'

#T̀7%
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正

向引 物
(̂76-6,,,66,111-6-11,-11-6,7&̂

#

反 向 引 物
(̂7-11--,,66611,,1-1-166-6,7
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正向引物
(̂76,-66-6,1,66,---1,7

,17&̂

#反向引物
(̂76,,666-116,,6,6,1,,17

-161,7&̂
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,14Y#

正向引物
(̂7,,-166,-6-67

-116,1-117&̂

#反向引物
(̂76,6,1,,,1,167

,-6-1,6,7&̂
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检测
64V

对磷酸化
H

&.

蛋白

*

H

7

H

&.

+表达的影响
"

使用
/T41

裂解液从细胞中提

取全细胞蛋白#

@-1

法蛋白定量#用
%)S

十二烷基硫

酸钠
7

聚丙稀酰胺电泳分离等量的细胞裂解液#转入聚

偏二氟乙烯膜#在
(S

脱脂牛奶中封闭
%I

后用一抗

在
*]

下孵育过夜#回收抗体#用
4@M6

洗涤多次后

在室温下用相应的二抗孵育
%I

#最后采用
!-V

系统

显示蛋白条带(导入
,9<96??>J;?OM

P

<

K

9<9

软件分

析蛋白条带灰度#以各组
"

7BA:3<

条带的灰度值作为对

照#标化其相应组的
H

7

H

&.

蛋白表达量(

C'D'H

"

免疫组织化学染色检测人骨肉瘤组织
H

7

H

&.

蛋白表达水平
"

对人骨肉瘤患者手术切除的病理组

织标本进行脱水石蜡包埋切片#脱蜡水化#在
%)

OO?>

"

V

柠檬酸缓冲液*

H

#E')

+中煮沸进行抗原提

取(用
&S #

$

Z

$

溶液室温避光孵育
%)O3<

灭活内
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源性过氧化物酶#一抗在
* ]

下孵育过夜#用
4@M6

洗涤多次后在室温下用相应的二抗孵育
%I

#使用

Y1@

底物试剂盒进行显色反应#用苏木素复染(

C'E

"

统计学处理
"

采用
M4MM$)')

统计软件对数据

进行分析#计量资料以
KcI

表示#多样本比较采用单

因素方差分析*

Z<978B

P

10ZW1

+#组间多重比较采

用
6Qi9

P

分析#以
!

$

)')(

为差异有统计学意义(

892:9;<7=>?:

检测有差异扫描蛋白条带#对成像结果

进行分析(

D

"

结
""

果

D'C

"

V4M

与
64V

对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

的毒性

检测
"

不同浓度
V4M

*

%)

$

$)

$

()

$

K

"

OV

+作用
$*I

人

成骨肉瘤细胞
+,7E&

细胞活力与对照组比较#差异

均无统计学意义*

!

%

)')(

+#说明
V4M

*

%)

$

$)

$

()

$

K

"

OV

+对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

不存在细胞毒性作

用(见图
%

(故优选
%)

$

K

"

OVV4M

作用于人成骨肉

瘤细胞
+,7E&

#建立理想的体外肿瘤细胞致炎模型(

不同浓度
64V

*

()

$

%))

$

$))

$

K

"

OV

+作用
$*I

人成骨

肉瘤细胞
+,7E&

细胞活力与对照组比较#差异均无

统计学意义*

!

%

)')(

+(见图
$

(表明在实验条件

下#

64V

*

()

#

$))

$

K

"

OV

+与
V4M

*

)

#

()

$

K

"

OV

+均

对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

无明显细胞毒性作用#实

验在该药物浓度范围内进行具有科学依据(

图
%

""

不同浓度
V4M

对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

细胞活力的影响

D'D

"

64V

对
#T̀7%

'

$

W!,̀

的抑制作用
"

不同浓度

药物干预后人成骨肉瘤细胞
+,7E&#T̀7%

'

$

W!,̀

表达量发生明显变化(见图
&

$

*

(

V4M

组
#T̀7%

'

$

W!,̀

表达水平均明显高于对照组和
Y+MZ

组(

V4M

组细胞上清液中
#T̀7%

'

表达量%*

$)('*Gc

$E'%)

+

$

K

"

OV

&均明显高于对照组%*

(&'.(cG'&E

+

$

K

"

OV

&和
Y+MZ

组%*

*D'($c.'&&

+

$

K

"

OV

&(见图

(

(

V4M

组细胞上清液中
W!,̀

表达量%*

$(E')Ec

&.'($

+

$

K

"

OV

&均明显高于对照组%*

E)'$$c.'$D

+

$

K

"

OV

&和
Y+MZ

组%*

E*'G)cD'&&

+

$

K

"

OV

&(见图

E

(与
V4M

比较#不同浓度
64V

*

()

$

%))

$

$))

$

K

"

OV

+

预处理
$I

细胞上清液中
#T̀7%

'

$

W!,̀

表达量呈浓

度依赖性降低(当
64V

浓度达到
()

$

K

"

OV

时人成

骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
#T̀7%

'

$

W!,̀

表

达量与
V4M

单独刺激组比较#差异均有统计学意义

*

!

$

)')(

+(当
64V

上升至
%))

$

K

"

OV

时差异继续

增大#并随
64V

浓度的增加#差异趋向平稳(见图
&

$

*

(

64V

预处理后人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液

中
#T̀7%

'

分泌量分别为*

%*('$.c%.'&E

+$*

..'%)c

%%'&E

+$*

E*')EcG'%*

+

$

K

"

OV

#

W!,̀

分泌量分别为

*

%($'&Ec$)'*$

+$*

%%E'G*c%E'(.

+$*

G$'&(c.'E&

+

$

K

"

OV

#与
V4M

组比较#不同浓度
64V

*

()

$

%))

$

$))

$

K

"

OV

+预处理细胞上清液中
#T̀7%

'

分泌量分别降低

$DS

$

(GS

$

E.S

(

W!,̀

分 泌量分别 降低
*)S

$

(*S

$

G%S

(见图
(

$

E

(

64V

可有效抑制
V4M

诱导的

人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
#T̀7%

'

$

W!,̀

的表达(

图
$

""

不同浓度
64V

对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

细胞活力的影响

""

注!与
V4M

组比较#

!

!

$

)')(

图
&

""

不同药物浓度对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
#T̀7%

'

O/01

表达的影响

D'E

"

64V

对炎性细胞因子---

60̀7

'

$

TV7E

抑制作

用
"

不同浓度药物干预后人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培

养上清液中炎性细胞因子---

60̀7

'

$

TV7E

表达量发

生明显变化(

V4M

组
60̀7

'

$

TV7E

表达量明显高于对

照组和
Y+MZ

组(

V4M

组细胞上清液中
60̀7

'

表达

水平%*

$$.'%Ec&E'GG

+

$

K

"

OV

&明显高于对照组

%*

(&'*%cE'%*

+

$

K

"

OV

&和
Y+MZ

组%*

(.'&Gc

%)'%D

+

$

K

"

OV

&(见图
G

(

V4M

组细胞上清液中
TV7E

表达量%*

%GG'.(c&)'GG

+

$

K

"

OV

&明显高于对照组

%*

*)'*%c&'%*

+

$

K

"

OV

&和
Y+MZ

组 %*

&.'G(c

)
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E'%D

+

$

K

"

OV

&(见图
.

(与
V4M

比较#不同浓度
64V

*

()

$

%))

$

$))

$

K

"

OV

+预处理
$I

细胞上清液中
60̀7

'

$

TV7E

表达量呈浓度依赖性降低(当
64V

浓度达到

()

$

K

"

OV

时人成骨肉瘤细胞
+,7E&

炎性细胞因子

表达水平与
V4M

单独刺激组比较#差异有统计学意义

*

!

$

)')(

+(当
64V

浓度逐渐上升到
%))

$

$))

$

K

"

OV

时差异继续增大(见图
G

$

.

(

64V

预处理后人成

骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
60̀7

'

分泌量分别

为*

%G%'&.c$*'%$

+$*

%%('..c$%'&)

+$*

.E'(Gc

%G'$*

+

$

K

"

OV

#

TV7E

分泌量分别为*

%)&'&.c%.'E)

+$

*

E.'.*c%%'&)

+$*

(*'(Gc.'%%

+

$

K

"

OV

#与
V4M

组比

较#不同浓度
64V

*

()

$

%))

$

$))

$

K

"

OV

+预处理后人

成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
60̀7

'

分泌量分

别降低
$(S

$

*DS

$

E$S

(

TV7E

分泌量分别降低

*%S

$

E%S

$

EDS

(见图
D

$

%)

(

64V

能显著抑制
V4M

诱导的人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中炎性细

胞因子---

60̀7

'

$

TV7E

的表达(

""

注!与
V4M

组比较#

!

!

$

)')(

图
*

""

不同药物浓度对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
W!,̀ O/01

表达的影响

注!与
V4M

组比较#

!

!

$

)')(

图
(

""

不同药物浓度对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
#T̀7%

'

分泌量的影响

""

注!与
V4M

组比较#

!

!

$

)')(

图
E

""

不同药物浓度对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养

上清液中
W!,̀

分泌量的影响

""

注!与
V4M

组比较#

!

!

$

)')(

图
G

""

不同药物浓度对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
60̀7

'

O/01

表达的影响

""

注!与
V4M

组比较#

!

!

$

)')(

图
.

""

不同药物浓度对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
TV7EO/01

表达的影响

D'F

"

64V

通过抑制
H

&.+14X

信号通路发挥作用
"

各组人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
H

7

H

&.

蛋

白表达比较#差异有统计学意义*

JdD*'*GD

#

!d

)'))%

+(

V4M

组与对照组比较#表达量明显增加(与

V4M

组比较#

M@$)&(.)

组及
64V

各浓度组预处理
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)
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人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
H

7

H

&.

蛋白表

达量明显降低#并呈浓度依赖性#表明
64V

能明显降

低
V4M

的作用(

64V

*

$))

$

K

"

OV

+组与
M@$)&(.)

组

比较#差异无统计学意义*

N

d)'$(D

#

!d)'.(G

+#

64V

可有效抑制
H

7

H

&.

蛋白的表达(见表
%

(此外#与健

康组织比较#人骨肉瘤组织
H

7

H

&.

蛋白表达量明显增

加(见图
%%

(与
V4M

组比较#

64V

$

4GD&()

预处理组

人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
#T̀7%

'

$

W!,̀

$

60̀7

'

$

TV7E

表达水平均未见明显降低(

图
&

#

%)

(

64V

通过抑制
H

&.+14X

信号通路抑制

V4M

刺激介导的人成骨肉瘤细胞
+,7E&

血管生成和

炎性反应(

""

注!与
V4M

组比较#

!

!

$

)')(

图
D

""

不同药物浓度对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
60̀7

'

分泌量的影响

""

注!与
V4M

组比较#

!

!

$

)')(

图
%)

""

不同药物浓度对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

培养上清液中
TV7E

分泌量的影响

表
%

""

892:9;<=>?:

检测
64V

对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

"""H

7

H

&.

蛋白的影响#

KcI

$

组别
H

7

H

&.

蛋白*灰度值+

对照组
$'D%%c)'%)(

Y+MZ

组
&')%*c)'%E&

V4M

*

%)

$

K

"

OV

+

%$')&(c)'*$E

!

续表
%

""

892:9;<=>?:

检测
64V

对人成骨肉瘤细胞
+,7E&

"""H

7

H

&.

蛋白的影响#

KcI

$

组别
H

7

H

&.

蛋白*灰度值+

V4M

*

%)

$

K

"

OV

+$

6V4

*

()

$

K

"

OV

+

G'($Gc)'&%(

*

V4M

*

%)

$

K

"

OV

+$

6V4

*

%))

$

K

"

OV

+

(')(*c)'$D&

*

V4M

*

%)

$

K

"

OV

+$

6V4

*

$))

$

K

"

OV

+

*'*%.c)'$&.

*

V4M

*

%)

$

K

"

OV

+$

M@$)&(.)

*

%

$

K

"

OV

+

*'E)Ec)'&%)

*
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注!与对照组比较#

!

!

$

)')(

'与
V4M

组*

%)

$

K

"

OV

+比较#

*

!

$

)')(

""

注!与正常组织比较#

!

!

$

)')(

图
%%

""

正常组织与人成骨肉瘤组织
H

7

H

&.

蛋白表达

情况比较#

_*))

$

E

"

讨
""

论

E'C

"

64V

对
V4M

诱导细胞
+,7E&

血管生成的影响

"

肿瘤组织生长的微环境与肿瘤细胞的增殖和侵袭$

转移能力密切相关%

%*

&

(肿瘤组织周围的生长因子$炎

性细胞因子和蛋白水解系统的紊乱是微血管形成和

肿瘤转移相关的内在因素%

%(

&

(手术切除后的肿瘤转

移是骨肉瘤患者疗效和预后欠佳的主要原因#因此#

研究肿瘤组织的炎性反应和血管增生是治疗骨肉瘤

的潜在靶点和策略%

%E

&

(

W!,̀

是内皮细胞特异性最

高$促生长效果最强的关键调控因子%

%G

&

(大部分侵袭

性强的肿瘤
W!,̀

的表达量一般均很高(大量的临

床前和临床研究数据表明#

W!,̀

靶向制剂在卵巢

癌$乳腺癌$非小细胞肺癌等动物移植模型中具有明

显的治疗作用%

%.

&

(有研究表明#

64V

可调控细胞增

殖$凋亡$淋巴瘤和甲状腺癌的侵袭$迁移和血管生

成%

%D

&

(但
64V

在骨肉瘤中的抗血管生成作用尚未见

相关文献报道(本研究结果显示#

64V

可有效抑制

W!,̀

的表达#且抑制效果随剂量增加而增强(此

外#

W!,̀

表观遗传学研究证实#大部分肿瘤存在

#T̀7%

'

高表达(既往有研究表明#

#T̀7%

'

在红细胞

生成$血管生成$细胞存活和肿瘤转移中发挥着重要

的调控作用%

$)

&

(因此#将
#T̀7%

抑制剂用于靶向治

疗癌症是新的治疗策略(本研究通过
64V

剂量依赖

性抑制了
+,7E&

细胞培养上清液中
#T̀7%

'

的表达

水平(因此#推测
64V

可通过抑制
+,7E&

细胞培养

上清液中
#T̀7%

'

$

W!,̀

的表达而抑制血管生成#抑

制骨肉瘤的生长和转移(

E'D

"

64V

对
V4M

诱导
+,7E&

细胞炎性反应的影响

"

肿瘤细胞可通过直接细胞接触或分泌旁分泌可溶

性因子$诱导细胞修饰和细胞外基质改变肿瘤微环

境%

G

&

#尤其是炎性反应#许多炎症介质可能影响细胞

)
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增殖和肿瘤的发展(

60̀7

'

参与了免疫系统的维护

和体内平衡#炎症和宿主防御(癌症细胞或基质细胞

产生
60̀7

'

参与了一系列肿瘤的发生与发展(其可

激活核因子
)

@

*

0̀ 7

)

@

+信号通路#导致肿瘤细胞活化

和细胞因子网络失衡(通过
0̀ 7

)

@

#

60̀7

'

还可介导

肿瘤细胞和巨噬细胞相互作用#增加恶性肿瘤细胞的

侵袭性%

$%

&

(肿瘤患者血清
60̀7

'

水平往往是升高

的#肿瘤或基质细胞产生的
60̀7

'

使肿瘤长期处于

慢性炎症的微环境%

$$

&

'可能会直接导致
Y01

损伤#

抗肿瘤细胞凋亡或促肿瘤细胞有丝分裂#调节肿瘤与

基质细胞相互作用#诱发一系列基质金属蛋白酶$细

胞因子$趋化因子而促进肿瘤发展(

60̀7

'

的另一作

用是促进
TV7E

的合成与释放#尤其是单核细胞和巨噬

细胞%

$&

&

(

TV7E

是一种糖蛋白和多功能细胞因子#除

作为促炎性细胞因子外#其还会影响癌细胞的多种活

性(随着
TV7E

在协调先天免疫和适应性免疫方面的

生理功能逐渐得到认识#

TV7E

已成为维持慢性炎症和

自身免疫的关键介质#且越来越多的研究证实#其是

连接慢性炎症和癌症发展的关键细胞因子(与
60̀7

'

一样#

TV7E

可激活
TV7E/

"

UB<Q2

激酶"
M616&

信号

通路#上调
,/>*

基因的表达#促进非癌细胞在低附着

培养条件下转化为肿瘤干细胞#从而促进肿瘤的发

展%

$*

&

(晚期癌症患者
TV7E

水平升高#而人血清中
TV7

E

水平升高与癌症风险增加有关(因此#

TV7E

被认为

可作为预测癌症患者预后的标志物%

$(

&

(本研究结果

显示#

64V

可剂量依赖性抑制
+,7E&

细胞培养上清

液
60̀7

'

$

TV7E

的表达(因此#推测
64V

可通过抑制

+,7E&

细胞炎性反应而抑制肿瘤细胞血管生成和

生长(

E'E

"

64V

对
H

&.+14X

信号通路的影响
"

丝裂原活

化蛋白激酶*

+14X

+信号通路是多种信号通路的中

心#是细胞接收$转换与传递信号一类非常重要的分

子#在细胞功能活动中具有关键作用#如细胞增殖$分

化$凋亡和应对外界环境的刺激%

$E

&

(越来越多的证据

表明#

+14X

是调节肿瘤细胞增殖和生长信号通路的

关键因子%

$G

&

'激活
H

&.+14X

能促进细胞凋亡和自噬

的发生%

$.

&

(同时#

H

&.+14X

信号传导级联反应可受

活性氧的调控#并参与了调控肿瘤血管的生成%

$D7&)

&

(

此外#

H

&.+14X

信号通路还介导了心肌炎$肝炎等炎

性反应%

&%7&$

&

#因而成为开发抗炎药物的靶点(本研究

结果显示#经
64V

处理后
H

7

H

&.

蛋白的表达量较
V4M

组下降#提示
64V

抗
V4M

诱导的促血管生成和炎性

反应可能与下调
H

&.+14X

信号通路的活性有关#表

明
H

&.+14X

可能是
64V

作用的靶点(

F

"

结
""

论

""

64V

通过抑制
H

&.+14X

信号通路转导能有效

抑制骨肉瘤细胞的血管生成和炎性反应#为骨肉瘤提

供了新的治疗靶点#并为骨肉瘤的治疗提供了研究
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