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葡萄糖转运蛋白-1通过Wnt/β-catenin通路促进骨肉瘤MG63细胞迁移

郝俊龙，王亚鹏，杨凯，齐进，王旭，汪静（兰州大学第二医院骨肿瘤科，甘肃兰州 730000）

[摘 要] 目的:探讨葡萄糖转运蛋白-1（glucose transporter-1，Glut-1）通过Wnt/β-catenin通路促进骨肉瘤细胞MG63的迁移及

其机制。方法: 构建针对Glut-1基因的RNA干扰重组腺病毒（Ad-Glut-siRNA）及含对照序列的重组腺病毒（Ad-GFP），感染

MG63细胞沉默Glut-1基因表达；通过Transwell小室法检测Blank组、Ad-AFP组、Ad-Glut-siRNA组、GSK-3抑制剂AZD2858组细

胞的迁移能力；应用免疫荧光实验检测各组细胞E-钙黏蛋白（E-cadherin）、波形蛋白（vimentin）的表达变化以及 β-连环蛋白（β-

catenin）的进核情况，通过Western blotting实验检测各组细胞的MMP-2、MMP-9表达变化以及Blank组、Ad-AFP组、Ad-Glut-siR-

NA 组细胞 FZD7、β-catenin、Dsh 蛋白表达变化。结果: 沉默 Glut-1 基因后，MG63 细胞迁移能力明显下降（P<0.05）；再给于

AZD2858处理后，细胞的迁移能力恢复（P<0.05）。与Blank组和Ad-GFP组细胞相比，Ad-Glut-siRNA组MG63细胞E-cadherin表

达显著升高（P<0.05），vimentin、MMP-2、MMP-9以及FZD7、β-catenin、Dsh蛋白表达显著降低（均P<0.05）；与Ad-Glut-siRNA组相

比，AZD2858组细胞E-cadherin表达显著降低（P<0.05），vimentin、MMP-2和MMP-9表达显著升高（P<0.05）。结论: Glut-1基因

高表达与骨肉瘤MG63细胞侵袭转移具有密切联系，其可能机制在于Glut-1高表达后激活Wnt/β-catenin通路使EMT相关蛋白E-

cadherin表达降低、vimentin以及MMP-2、MMP-9含量上升，从而促进MG63细胞的转移。
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Glucose transporter-1 promotes migration of osteosarcoma MG63 cells via the
Wnt/β-catenin pathway

HAO Junlong, WANG Yapeng, YANG Kai, QI Jin, WANG Xun, WANG Jing（Department of Bone Oncology, The Second Affiliated

Hospital of Lanzhou University, Lanzhou 730000, Gansu, China）

[Abstract] Objective: To explore the mechanism of glucose transport protein-1(Glut-1) promoting the migration of osteosarcoma

MG63 cells through Wnt/β-catenin pathway. Methods: RNA interference recombinant adenovirus targeting Glut-1 gene (Ad-Glut-siR-

NA) and control recombinant adenovirus (Ad-GFP) were constructed and transfected into MG63 cells to silence Glut-1 gene expres-

sion. The cell migration ability of Blank group, Ad-AFP group, Ad-Glut-siRNA group and AZD2858 (inhibitor of GSK-3) group were

detected by Transwell chamber migration assay. Immunofluorescence assay was used to detect the expression of E-cadherin and vimen-

tin in each group and the nuclear translocation of β-catenin. The expression of MMP-2 and MMP-9 in each group and FZD7, β-catenin,

Dsh protein in Blank group, Ad-AFP group, Ad-Glut-siRNA group were detected by Western blotting assay. Results: The migration

ability of MG63 cells was significantly decreased (P<0.05) after Glut-1 gene silencing, which was restored after AZD2858 treatment (P

<0.05). Compared with Blank group and Ad-GFP group, the E-cadherin level in MG63 cells in Ad-Glut-siRNA group was signifi-

cantly increased (P<0.05), while the expressions of vimentin, MMP-2, MMP-9, FZD7, β-catenin and Dsh protein were significantly re-

duced (all P<0.05). Compared with Ad-Glut-siRNA group, E-cadherin expression of AZD2858 group was significantly reduced, while

the expressions of vimentin, MMP-2, MMP-9 were significantly up-regulated (P<0.05). Conclusion: The high expression of Glut-1

gene is closely related to the invasion and metastasis of MG63 cells. The possible mechanism is that the high expression of Glut-1 leads

to the activation of Wnt/β-catenin pathway, which leads to the decrease of EMT-related protein E-cadherin, and the increase of vimentin

and MMP-2, MMP-9, and further promotes the migration of MG63 cells.
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骨肉瘤是源于原始间充质细胞的较常见的高度

恶性的成骨性肿瘤，骨肉瘤恶性程度高，有较高的转

移率和复发率[1]。在综合治疗方法问世以前，90%以

上的患者最终死于肺转移，因此转移是骨肉瘤致死

的主要原因[2-3]。肿瘤发生转移的机制很复杂，不同

的肿瘤由于发病机制与所处环境不同，其发病机制

不一。葡萄糖转运蛋白-1（glucose transporter-1，Glut-

1）是葡萄糖转运载体，在骨肉瘤中高表达[4]。由于

Glut-1高表达标志着肿瘤葡萄糖代谢方式的转变，这

种转变从侧面给予肿瘤缺乏营养和缺氧的刺激，从

而将促使肿瘤转移[5]。因此，Glut-1高表达与肿瘤转

移密切相关。有研究[6]发现，Wnt/β-catenin在许多转

移性肿瘤中异常激活，因此本研究将以Wnt/β-catenin

通路为基础，探讨Glut-1对骨肉瘤MG63细胞迁移能

力的影响机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系与主要试剂

骨肉瘤细胞系HEK293和MG63购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。空病毒载体Ad-

GFP作为阴性对照，只含有绿色荧光蛋白（green fluo-

rescent protein，GFP）基因序列和Ad-Glut-siRNA（含

靶向抑制Glut基因的Glut-siRNA和GFP基因）重组

腺病毒由上海生工构建完成，DMEM高糖培养液购

自美国Gibco公司，胎牛血清（FBS）购自北京四季青

生物科技有限公司，胰蛋白酶、RIPA裂解液、超敏型

ECL检测试剂、SDS-PAGE的凝胶配制试剂盒、上样

缓冲液、电泳液以及蛋白质印迹转膜液均购自上海

碧云天生物技术有限公司，E-cadherin、vimentin、

MMP-2、MMP-9、β-catenin、FZD7和Dsh兔单克隆抗

体购自英国Abcam公司，DyLight594标记的山羊抗

兔 IgG购自美国GeneTex公司，HRP标记的山羊抗兔

IgG 购买自德国 CST 公司，GSK-3 抑制剂 AZD2858

购自MedChemExpress公司。

1.2 细胞培养

将HEK293和MG63细胞均用含有10%胎牛血清

的DMEM高糖培养液，置于37℃、5% CO2的培养箱中

培养，待细胞贴壁生长至 80%～90% 汇合度时传代。

1.3 实验分组及慢病毒感染

在对数增殖期的HEK293细胞中加入1 μl的Ad-

RFP或1 μl的Ad-Glut-siRNA病毒原液进行病毒反复

扩增，最终获得效价为5×1010pfu/μl的Ad-Glut-siRNA

和Ad-RFP重组腺病毒。MG63细胞传代培养，待贴

壁细胞增殖至50%～60%汇合度时，分别加入相应最

佳感染浓度的腺病毒（MOI为 25），于 24 h后观察记

录各组细胞荧光表达情况。实验分组如下：（1）Blank

组，未用任何病毒处理的MG63细胞；（2）Ad-RFP组，

感染空载体腺病毒 Ad-RFP 的 MG63 细胞；（3）Ad-

Glut-siRNA 组，感染重组腺病毒 Ad-Glut-siRNA 的

MG63细胞；（4）AZD2858组，在Ad-Glut-siRNA组细

胞中加入AZD2858处理24 h的MG63细胞。

1.4 Transwell小室法检测MG63细胞的迁移能力

分别取 Blank 组、Ad-RFP 组、Ad-Glut-siRNA 组

和AZD2858组细胞用025%胰酶消化，并用无血清培

养基配制成 1.5×105个/ml的单细胞悬液，以每孔 400

μl加入到Transwell小室上室中，并在下室中加入600

μl含有 20%血清的培养基，每组设 6个平行孔，放入

37℃、5%CO2培养箱中培养 24 h后，取出培养板，将

Transwell小室取出，放入-20℃无水甲醇固定 5 min，

棉签轻轻拭去上室中未迁移细胞后，0.25%结晶紫染

色 5 min，PBS洗去未染色结晶紫，显微镜下观察拍

照，并随机选取6个视野计数细胞，统计迁移细胞数。

1.5 免疫荧光法检测 MG63 细胞中 E-cadherin 、

vimentin和β-catenin蛋白变化

取各组细胞，胰酶消化并用含有 10% FBS的高

糖型DMEM培养基配制成 1×104个/ ml的单细胞悬

液，以每孔 1 ml种植于 6孔板中，置于 37 ℃、5%CO2

培养箱中培养24 h后，PBS洗涤，加入4%多聚甲醛室

温固定 15 min，PBS 漂洗，加入 0.25%Triton 透膜 15

min，加入用 0.25%Triton配制的 5%BSA封闭液封闭

30 min，吸去封闭液，加入用封闭液配制的一抗，其中

E-cadherin（1∶500）、vimentin（1∶500）和 β -catenin

（1∶200），4 ℃孵育过夜；PBS 洗涤后，加入以 Dy-

light594标记的二抗（1∶2 000），室温孵育 1 h，PBS洗

涤，荧光显微镜下拍照，用 Image Pro Plus软件对荧光

度进行分析。

1.6 Western bloting 检测 MG63 细胞中 MMP-2、

MMP-9、FZD7、Dsh和β-catenin蛋白变化

取各组细胞，用RIPA裂解液在冰上裂解细胞，后

收集于离心管中继续裂解 30 min，13 000×g离心 10

min，收集上清，测定蛋白浓度，加入 4×上样缓冲液，

煮沸 5 min，充分变性，-20 ℃保存备用。制胶：10%

分离胶+5%浓缩胶；按蛋白浓度确定上样量；然后经

过电泳、转膜、封闭。一抗孵育过夜（其中MMP-2和

MMP-9 以 1∶1 000 稀释，FZD7、Dsh 以及 β-catenin

以 1∶800稀释），PBS洗涤，二抗（1∶2 000）室温孵育

1.5 h，PBS洗涤，ECL发光液显色、显影、拍照，用 Im-

age Pro Plus软件对灰度值进行分析。

1.7 统计学处理

使用 SPSS21.0统计学软件对数据进行处理，计

量计数资料以 x̄±s表示，多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05或P
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<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建重组腺病毒感染的MG63细胞珠

通过图 1 可以看到 Blank 组未见绿色荧光，Ad-

GFP组与Ad-Glut-siRNA组细胞内可见较强烈的绿

色荧光。结果表明，成功构建重组腺病毒感染的骨

肉瘤MG63细胞株可用于后续实验。

图1 成功构建重组腺病毒感染的MG63细胞（免疫荧光染色，×400））

Fig. 1 Recombinant adenovirus was successfully constructed and transfected into MG63 cells (immunofluorescence staining, ×400)

2.2 Glut-1对MG63细胞迁移能力的影响

将 Ad-AFP 和 Ad-Glut-siRNA 通过腺病毒感染

MG63细胞后，Transwell小室实验结果（图 2）显示，

Ad-Glut-siRNA组MG63细胞穿膜数显著低于Blank

组和 Ad-GFP 组细胞（t=0.918，1.375；均 P<0.05）；

AZD2858组细胞穿膜数显著高于Ad-Glut-siRNA组

细胞（t=1.106，P<0.05）。结果表明 ，Glut-1 促进

MG63细胞迁移。

*P<0.05 vs Blank or Ad-GFP group；∆P<0.05 vs Ad-Glut-siRNA group

A: Crystal violet staining（×200）；B: Number of migrated cells

图2 各组细胞迁移数的变化

Fig. 2 Changes of migrated cells in each group

2.3 Glut-1对MG63细胞E-cadherin、vmentin分泌的

影响

免疫荧光染色结果（图 3）显示：（1）Ad-Glut-siR-

NA组MG63细胞E-cadherin显著高于Blank组和Ad-

GFP组细胞（t =1.025，0.667，均P<0.05；图 3A、B），而

AZD2858组细胞表达显著低于Ad-Glut-siRNA组细

胞（t =0.861，P<0.05）;（2）Ad-Glut-siRNA 组 MG63 细

胞 vimentin表达显著低于Blank组和Ad-GFP组细胞

（t=1.121，0.736；均P<0.05；图 3C、D），而AZD2858组

细胞的表达显著高于 Ad - Glut - siRNA 组细胞（t=

0.932，P<0.05）。结果表明，Glut-1可降低MG63细胞

中E-cadherin的表达，增加vimentin的表达。

2.4 Glut-1对MG63细胞MMP-2、MMP-9的影响

Western blotting 实验结果（图 4）显示，Ad-Glut-

siRNA组MG63细胞MMP-2、MMP-9表达水平显著

高于 Blank 组和 Ad-GFP 组细胞（MMP2：t =2.357，

2.545；MMP-9：t =1.981，2.021；均P<0.05）；AZD2858

组细胞MMP-2、MMP-9表达水平显著低于Ad-Glut-

siRNA 组（t =1.557，1.945；均 P<0.05）。结果表明，

Glut-1可上调MG63细胞中MMP-2、MMP-9的表达。

2.5 Glut-1对β-catenin进核的影响

免疫荧光染色结果（图 5）显示，Ad-Glut-siRNA

组MG63细胞 β-catenin被激活后进入细胞核的量显

著低于Blank组和Ad-GFP组细胞（t =0.981，0.734；均

P<0.05）；而AZD2858组细胞β-catenin进入细胞核的

量显著高于Ad-Glut-siRNA组（t =0.665，P<0.05）。结
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果表明，Glut-1可促进MG63细胞中β-catenin进核。

*P<0.05 vs Blank or Ad-GFP group；∆P<0.05 vs Ad-Glut-siRNA group

A: Immunofluorescence staining of E-cadherin（×400）; B: The fluorescence density of E-cadherin protein；C：Immunofluorescence

staining of vimentin（×400）; D: The fluorescence density of vimentin protein in each group

图3 各组细胞E-cadherin（（A, B））和vimentin（（C，，D））的变化

Fig. 3 Changes of E-cadherin (A, B) and vimentin (C, D) in each group

*P<0.05 vs Blank or Ad-GFP group；∆P<0.05 vs Ad-Glut-siRNA group

A: Western blotting band of MMP-2 and MMP-9；B: The relative expression level of MMP-2 and MMP-9

图4 各组细胞MMP-2和MMP-9表达变化

Fig. 4 Changes of MMP-2 and MMP-9 expression in each group

*P<0.05 vs Blank or Ad-GFP group；∆P<0.05 vs Ad-Glut-siRNA group

A: Immunofluorescence staining of β-catenin（×400）；C: The optical density of β-catenin protein

图5 各组细胞内β-catenin进核情况

Fig. 5 The contents of β-catenin entering the nucleus in each group

2.6 Glut-1对FZD7、β-catenin、Dsh蛋白的影响

Western blotting 检测结果（图 6）显示，Ad-Glut-

siRNA 组 MG63 细胞 β-catenin、FZD7 和 Dsh 蛋白表

达水平均显著低于 Blank 组和 Ad-GFP 组细胞（P<

0.05）。结果表明，Glut-1可上调MG63细胞中FZD7、

β-catenin、Dsh蛋白表达。
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*P<0.05 vs Blank or Ad-GFP group

A: Western bloting band of FZD7, Dsh and β-catenin; B: The relative expression level of FZD7, Dsh and β-catenin

图6 各组细胞内β-catenin、、FZD7和Dsh蛋白的表达变化

Fig. 6 The changes of β-catenin, FZD7 and Dsh protein expression in each group

3 讨 论

侵袭迁移是恶性肿瘤的重要标志，其特性的获

得将显著提高肿瘤的致死率。目前，对肿瘤发生转

移的机制探索依旧处在起步阶段。大量研究[7-8]表

明，肿瘤的转移不是一件孤立的事件，是在内外因素

的影响下肿瘤细胞内部发生信号网络的改变，该改

变以积累-突变的模式进行，当这种改变达到一定的

积累量后，肿瘤细胞便获得了由基因-信号网络改变

而形成的转移特性。骨肉瘤是一类恶性程度高、早

期极易发生转移的肿瘤，其血行转移发生率高，极易

出现复发和转移，其中最常见的是肺转移，其临床疗

效不佳，愈后不良[3]。目前对骨肉瘤发生转移的机制

研究较少，本研究选取人骨肉瘤细胞系MG63作为研

究对象，探索骨肉瘤发生转移的机制。在骨肉瘤组

织及相关细胞中 Glut-1 表达水平显著高于正常组

织[9]，Glut-1的升高是肿瘤代谢途径改变的重要体现，

其升高意味着肿瘤细胞对葡萄糖的需求增加[10]，提示

肿瘤内部由于缺氧导致肿瘤无氧呼吸增加。低效的

无氧呼吸在糖摄取量一定的情况下，无法满足快速

增殖的肿瘤细胞的需要，因此导致肿瘤细胞通过高

表达Glut-1蛋白，增加葡萄糖摄取量以满足对能量的

需求[11]。随着Glut-1的增加，将给肿瘤细胞一个类似

于缺氧的信号，刺激肿瘤组织分泌血管生成相关基

因的表达，导致肿瘤内部血管大量生成。目前研究[12]

发现，肿瘤失控的血管生成同时伴随着肿瘤细胞的

转移，由于肿瘤组织内部缺氧、营养以及严苛的微环

境，导致肿瘤细胞发生大量的EMT并向周围组织发

生侵袭，以逃避限制自身生长的环境，一旦进入血液

获得免疫抗性，将随血液循环至其他部位而发生

转移。

在本研究中，腺病毒载体 siRNA技术沉默MG63

细胞中Glut-1基因后，通过Transwell小室实验发现，

Ad - Glut - siRNA 组 MG63 细胞迁移数目显著低于

Blank 组和 Ad-GFP 组细胞（均 P<0.05），提示抑制

MG63细胞Glut-1表达后，细胞的迁移能力明显被抑

制。为探索Glut-1沉默后是否将在分子水平对转移

相关蛋白产生影响，本研究免疫荧光实验发现，Ad-

Glut-siRNA 组 MG63 细胞 E-cadherin 表达水平显著

高于 Blank 组和 Ad-GFP 组细胞（均 P<0.05），而 Ad-

Glut-siRNA组MG63细胞 vimentin蛋白表达水平显

著降低（P<0.05）；Western blotting检测结果发现，Ad-

Glut-siRNA组MG63细胞MMP-2、MMP-9表达水平

显著低于Blank组和Ad-GFP组细胞（均P<0.05）。E-

cadherin和 vimentin介导细胞间连接，前者是介导细

胞间相互聚集的黏附分子，在有Ca2+存在时，可以抵

抗蛋白酶的水解作用，是上皮细胞的标志物；后者是

间质细胞标志物，其在维持间质细胞特性中发挥重

要作用。两者皆在EMT过程中发挥重要作用，参与

胚胎的形成与发育及肿瘤的侵袭与转移过程[13-14]。

EMT现象被证实在多种恶性肿瘤中存在，其相关标

志物的表达与肿瘤的侵袭与转移显著相关。其中，E-

cadherin在转移性恶性肿瘤中表达水平降低，vimen-

tin在转移性恶性肿瘤中表达水平增高[15]。MMP-2和

MMP-9作为胞外基质降解酶，直接参与肿瘤细胞的

迁移，与肿瘤的侵袭转移皆呈正相关[16-17]。综上可

知，在MG63细胞中Glut-1表达被抑制后，可明显导

致MG63细胞迁移侵袭能力的降低。

尽管上述已证明 Glut-1 的表达可直接影响

MG63 细胞的转移，但其具体通过怎样的通路影响

MG63细胞的转移仍不清楚。本研究进一步进行实

验，将 GSK-3β抑制剂（AZD2858）作用于 Ad-Glut-

siRNA组MG63细胞后，通过Transwell迁移实验、免

疫荧光染色和Western blotting实验皆证实MG63细
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胞重新获得较高的迁移能力。GSK-3β蛋白复合物与

β-catenin结合，可磷酸化 β-catenin，导致 β-catenin降

解，因此 GSK-3β具有抑制 Wnt/β-catenin 通路的作

用，因此推测Glut-1高表达可能是通过Wnt/β-catenin

通路赋予MG63细胞较高的转移能力的。为验证此

推测，本课题组对各组细胞中Wnt/β-catenin通路相关

蛋白进行检测。免疫荧光结果显示，Ad-Glut-siRNA

组MG63细胞 β-catenin被激活后进入细胞核的量显

降低于 Blank 组和 Ad - GFP 组细胞（均 P<0.05）；

AZD2858组细胞β-catenin被激活进入细胞核的量显

著高于 Ad-Glut-siRNA 组（P<0.05），结果提示沉默

Glut-1基因可减少MG63细胞中被激活后进入细胞

核的 β-catenin 量。Western blotting 实验结果显示，

Ad-Glut-siRNA 组 MG63 细胞 β-catenin、FZD 和 Dsh

蛋白表达量均显著低于Blank组和Ad-GFP组（均P<

0.05）。FZD作为Wnt/β-catenin通路的受体，其蛋白

的减少直接影响该通路的激活阈，而 FZD被配体结

合活化后，进一步活化细胞内蛋白 Dsh，从而抑制

GSK-3β/β-catenin复合物的形成，从而使 β-catenin积

累激活，进入细胞核，启动相关基因表达[18]。上述实

验结果皆提示，Glut-1基因沉默使MG63细胞中Wnt/

β-catenin通路由活化状态转变为关闭状态，相关蛋白

含量减少。因此，在MG63细胞中Glut-1高表达可导

致Wnt/β-catenin通路的激活。

综上所述，骨肉瘤MG63细胞中Glut-1基因的高

表达与癌细胞的侵袭转移密切相关。其可能机制在

于Glut-1高表达导致Wnt/β-catenin通路的激活，该通

路的激活促使EMT相关蛋白E-cadherin、vimentin以

及MMP-2、MMP-9水平上调，从而促进MG63细胞的

转移。
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