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石斛酚通过NF-κB/PRL-3通路抑制骨肉瘤细胞增殖、迁移和侵袭

范兆阳 1，鲜文峰 1，刘永喜 1，张超 2（1. 南阳市第二人民医院 骨科，河南 南阳 473000；2. 河南省人民医院 骨

科，河南 郑州 450003）

[摘 要] 目的: 探讨石斛酚对人成骨肉瘤U20S细胞增殖、迁移及侵袭的抑制作用及其分子机制。方法：用不同质量浓度

（10、25、50、75、100、150 µmol/L）的石斛酚处理U20S细胞 24、48 h后，用CCK-8法检测石斛酚对U20S细胞增殖能力的影响。

Transwell实验检测25、50 µmol/L的石斛酚对U20S细胞迁移、侵袭能力的影响，在脂多糖（LPS）诱导U20S细胞炎症反应的基础

上，再以石斛酚处理，qPCR、WB法分别检测U20S细胞中NF-κB（p65）、TNF-α、IL-6、PRL-3 mRNA和蛋白的表达水平。结果：不
同质量浓度的石斛酚作用不同时间对肉瘤细胞U20S增殖均具有抑制作用（P<0.05或P<0.01）；25、50 µmol/L的石斛酚能够明显

抑制骨肉瘤U20S细胞的迁移及侵袭能力（均P<0.01），同时能够抑制细胞中NF-κB、TNF-α、IL-6、PRL-3等蛋白的表达（P<0.05或

P<0.01）；LPS诱导后，U20S细胞中NF-κB、TNF-α、IL-6、PRL-3 mRNA和蛋白表达水平均显著升高（均P<0.01），25、50 µmol/L的

石斛酚处理后均能够降低U20S细胞中NF-κB、TNF-α、IL-6、PRL-3 mRNA和蛋白的表达水平（P<0.05或P<0.01）。结论：石斛酚

对骨肉瘤U20S细胞增殖、迁移和侵袭具有抑制作用，其作用机制可能与调控NF-κB/PRL-3信号通路有关。
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Gigantol inhibits the proliferation, migration and invasion of osteosarcoma cells
by NF-κB/PRL-3 pathway
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[Abstract] Objective: To study the inhibitory effect of gigantol on proliferation, migration and invasion of human osteosarcoma

U20S cells and to explore the mechanism. Methods: After being treated with different concentrations (10, 25, 50, 75, 100, 150

µmol/L) of gigantol for 24 and 48 h, the proliferation of U20S cells was detected by CCK-8 assay. Transwell assay was used to de-

tect the effects of 25 µmol/L and 50 µmol/L gigantol on the migration and invasion abilities of U20S cells. The lipopolysaccharide

(LPS) was used to induce inflammatory reaction in U20S cells before gigantol treatment; qPCR and WB were used to detect the mRNA

and protein expressions of NF-κB (p65), TNF-α, IL-6 and PRL-3, respectively. Results: Different concentrations of gigantol could all

inhibit the proliferation of sarcoma U20S cells at different time (P<0.05 or P<0.01). The 25 µmol/L and 50 µmol/L of gigantol

could significantly inhibit the migration and invasion of osteosarcoma U20S cells (all P<0.01); at the same time, it could inhibit

the protein expressions of NF- κB, TNF-α , IL-6 and PRL-3 (P<0.05 or P<0.01). After LPS induction, the mRNA and protein ex-

pressions of NF- κB, TNF- α , IL-6 and PRL-3 in U20S cells were significantly increased (all P<0.01); however, the consequent

treatment with gigantol (25 and 50 µmol/L) reversed the effects of LPS on U20S cells obviously (P<0.05 or P<0.01). Conclusion:

Gigantol can inhibit the proliferation, migration and invasion of osteosarcoma U20S cells, and its mechanism may be related to the

regulation of NF-κB/PRL-3 signaling pathway.
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骨肉瘤起源于原始骨形成间充质细胞，是青少

年或儿童中最常见的原发性骨恶性肿瘤，其病死率

占儿童和青少年癌症死亡的8.9%[1-3]。该病具有恶性

程度高、预后差和易转移（常见肺部转移）的特点，严

重危害人类健康[4]。因此，探寻有效的药物抑制骨肉

瘤细胞增殖、侵袭与转移，对于防治骨肉瘤具有重要

的意义。石斛酚（gigantol）是中国名贵药材石斛中提

取分离的一种主要活性成分[5]。研究[6-7]表明，石斛酚

是核转录因子 κB（NF-κB）的选择性抑制剂，具有抗

炎、改善糖尿病、抗肿瘤等多种药理学作用。肿瘤微

环境对肿瘤细胞的增殖、侵袭、转移具有重要的作

用，其中NF-κB等炎症信号通路存在于大多数肿瘤

中，能够产生多种炎症因子，促进肿瘤细胞增殖及侵

袭转移[8-9]。肝细胞再生磷酸酶 3（phosphatase of re-

generating liver-3，PRL-3）是PTP4A3基因编码的一种

蛋白酪氨酸磷酸酶，是肿瘤转移的分子标志物[10]。激

活NF-κB能够促进PRL-3高表达，促进结肠癌细胞侵

袭与转移[11]。本研究通过观察石斛酚对骨肉瘤细胞

U20S增殖、侵袭及迁移的抑制作用并探讨其作用机

制，旨在为石斛酚防治骨肉瘤提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株、药品及主要试剂

人成骨肉瘤细胞U20S购自中国科学院生物化

学与细胞生物学研究所。在含10%胎牛血清、100 U/ml

青霉素、100 μg/ml链霉素的DMEM培养基（以下简

称“培养基”），在37 ℃、5%CO2培养箱中培养。

石斛酚（批号：B21163，纯度>95%）购自上海源

叶生物科技有限公司。

胎牛血清（FBS）、DMEM 高糖培养基、胰蛋白

酶、青-链霉素等购自美国Gibco公司，CCK-8试剂盒

购自日本同仁化学研究所，NF-κB（p65）、TNF-α、

IL-6、PRL-3、β-actin等mRNA上下游引物和探针由

湖北百奥斯生物科技有限公司设计并合成，qPCR试

剂购于上海星汉生物公司，NF-κB 鼠单克隆抗体、

TNF-α兔单克隆抗体、IL-6兔单克隆抗体、PRL-3兔

多克隆抗体、β-actin兔单克隆抗体、辣根过氧化物酶

（HRP）的羊抗兔 IgG二抗等购自美国CST公司，BCA

蛋白定量试剂盒、ECL超敏化学发光液、蛋白提取试

剂盒、RNA提取试剂购自美国Thermo Fisher Scientif-

ic公司，SDS-PAGE凝胶试剂盒购自北京索莱宝科技

有限公司。

1.2 药物配置、分组、造模及给药

石斛酚溶液配制：精密称取石斛酚标准品 30.4

mg溶于1 ml二甲基亚砜中，配成浓度为100 mmol/L

的石斛酚标准品母液，-20 ℃保存，用时取适量石斛

酚母液加培养基稀释至浓度为 10 mmol/L的石斛酚

工作液，过0.22 µm微孔滤膜即可。

取对数生长期骨肉瘤U20S细胞，接种于培养皿

中，设对照组和石斛酚低高剂量（25、50 μmol/L）药物

组，不同剂量的石斛酚给药作用24 h后，收集细胞用

于检测分析。

1.3 CCK-8实验检测石斛酚对U20S细胞增殖的影响

取对数生长期骨肉瘤U20S细胞，经胰酶消化后

制成细胞悬液并用细胞计数器计数，以4×103个/孔铺

于 96孔板中（每孔体积 100 μl）。设置对照组及不同

质量浓度的石斛酚药物组，每组设置6个复孔。药物

组分别加入终浓度为 10、25、50、75、100、150 µmol/L

石斛酚液，对照组给予同体积的培养基，另设不含细

胞只含培养基的空白组。给药24、48 h后，弃去培养

基，用 37 ℃预热的 PBS清洗后，每孔加入CCK-8试

剂（10 μl CCK-8试剂+90 μl培养基）后继续培养 2 h。

于酶标仪测定 450 nm波长处光密度（D）值，计算细

胞增殖率。细胞增殖率＝（A给药-A空白）/（A对照-

A空白）×100%。

1.4 Transwell实验检测石斛酚对U20S细胞迁移及

侵袭的影响

细胞迁移实验：将对数生长期骨肉瘤细胞U20S

运用 DMEM 培养基培养，使 U20S 细胞处于饥饿状

态。设对照组及石斛酚低、高剂量药物组（25、50

μmol/L），不同剂量的石斛酚给药作用24 h后，用胰酶

消化细胞后用DMEM培养基制备细胞悬液，按1×105

个细胞/孔，体积200 μl加入到Transwell小室中，小室

下层加入 800 μl 10%胎牛血清培养基，培养 24 h后，

取出小室，用棉签擦去小室内侧底部的细胞，并放置

于 4%多聚甲醛中固定，用 0.1%结晶紫染色 20 min，

显微镜下观察，计数穿膜细胞数。细胞侵袭实验：将

Matrigel基质胶用PBS稀释成1 mg/ml浓度，取50 ml

平铺于 Transwell 小室聚碳酸酯膜上，37 ℃静置 60

min，使其聚合成凝胶。其余步骤同细胞迁移。

1.5 WB检测石斛酚对U20S细胞NF-κB/PRL-3通

路相关蛋白表达的影响

取对数生长期骨肉瘤U20S细胞，用LPS诱导骨

肉瘤细胞U20S产生炎症反应（作为LPS组），分别用

25、50 μmol/L 石斛酚作用 24 h 后，提取细胞蛋白，

BCA试剂盒检测蛋白浓度。取 40 µg蛋白样品经过

SDS-PAGE、转PVDF膜，5%脱脂牛奶封闭 1 h后，加

入NF-κB（1∶1 000）、TNF-α（1∶1 000）、IL-6（1∶1 000）、

PRL-3（1∶1 000）等一抗，在 4 ℃条件下摇床孵育过

夜，TBST清洗 3次（10 min/次），加入HRP标记的羊

抗兔 IgG 二抗（1∶10 000）室温下继续孵育 1 h，用

TBST清洗 3次（10 min/次），ECL显色后用凝胶成像
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系统获得蛋白条带，以β-actin作为内参。采用 Image

J图像软件进行灰度值分析。

1.6 qPCR检测 U20S 细胞中 NF-κB、TNF-α、IL-6、

PRL-3 mRNA的表达水平

取骨肉瘤 U20S 细胞，用 LPS 诱导骨肉瘤细胞

U20S 产生炎症反应（作为 LPS 组），分别用 25、50

μmol/L石斛酚给药作用后收集细胞。用RNA提取试

剂盒提取细胞中RNA，逆转录成 cDNA后用qPCR检

测 NF-κB、TNF-α、IL-6、PRL-3 mRNA 的表达水平。

引物序列 ：NF - κB（p65）为 GCCGAAAGACCTAT

CCC，R 为 CTCATAGAACCGAACCTCAA；TNF-α F

为 GGCCAACGGCATGGATCT，R 为 GGCAGCCTT-

GTCCCTTGAA；IL-6 F 为 ATGAACTCCTTCTCCA-

CAAGCGC，R 为 GAAGAGCCCTCAGGCTGGACT-

GG；PRL-3 F为GGGACTTCTCAGGTCGTGTC，R为

AGCCCCGTACTTCTTCAGGT；β - actin F 为 GTC-

CACCGCAAATGCTTCTA，R 为 TGCTGTCACCTT

CACCGTTC。PCR 扩增条件（反应体系为 10 μl）：

95 ℃预变性 2 min，95 ℃变性 10 s，62 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 15 s，共 40个循环，以 β-actin为内参，采用

2-△△Ct法计算目的基因mRNA的相对表达水平。

1.7 统计学处理

1.3~1.6实验均重复 6 次。用 SPSS 13.0 统计学

软件对实验数据进行统计分析，计量数据以 x̄±s

表示，两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单

因素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 石斛酚抑制U20S细胞的增殖能力

CCK-8法检测结果（图1）显示，随着石斛酚给药

浓度增大及作用时间的延长，骨肉瘤U20S细胞增殖

率依次降低。当 50 μmol/L石斛酚作用 24、48 h后，

U20S细胞的增殖率分别为 82.8%、70.6%，当超过 50

μmol/L 时，细胞增殖率均低于 70%，表明石斛酚对

U20S 细胞增殖具有抑制作用（P<0.05 或 P<0.01）。

综合以上结果，后续实验选择25、50 μmol/L作用24 h

作为石斛酚的给药条件。

2.2 石斛酚显著抑制U20S细胞侵袭、迁移能力

Transwell 实验结果（图 2）所显示，与对照组比

较，25、50 μmol/L石斛酚作用后，小室外细胞数量显

著减少，骨肉瘤U20S细胞的迁移、侵袭能力显著低

于对照组[迁移：（100.63±11.63）vs（148.97±8.71）个，

t=8.148，P<0.01；（91.24±5.45）vs（148.97±8.71）个，t=

13.760，P<0.01；侵 袭 ：（89.13 ± 5.52）vs（125.53 ±

10.98）个，t=7.254，P<0.01；（74.01±7.58）vs（125.53±

10.98）个，t=9.461，P<0.01]。结果表明，石斛酚对

U20S细胞的迁移及侵袭具有抑制作用。

*P<0.05, **P<0.01 vs 24 h group

图1 不同浓度的石斛酚对U20S细胞增殖的影响

Fig.1 Effects of different concentrations of gigantol on the

proliferation of U20S cells

2.3 石斛酚降低U20S细胞中NF-κB/PRL-3通路相

关蛋白的表达水平

WB检测结果（图 3）显示，25、50 μmol/L石斛酚

处理 24 h后，U20S细胞中NF-κB、TNF-α、IL-6、PRL-

3 蛋白的表达水平显著低于对照组（t=2.161、8.285、

6.186、5.271、4.927、10.854、5.914、6.084，P<0.05或P<

0.01）。

2.4 石斛酚对LPS诱导U20S细胞中NF-κB/ PRL-3

通路相关蛋白表达的影响

用 LPS 诱导骨肉瘤细胞 U20S 产生炎症反应，

25、50 μmol/L石斛酚作用 24 h后，WB检测结果（图

4）显示，与对照组比，LPS诱导的LPS组U20S细胞中

NF -κB、TNF -α、IL - 6、PRL - 3 等蛋白表达升高（t=

11.382、5.921、8.175、13.943，均P<0.01）；与LPS组比，

25、50 μmol/L石斛酚作用24 h后均能够降低U20S细

胞NF-κB、TNF-α、IL-6、PRL-3等蛋白的表达水平（t=

14.375、8.167、2.386、11.382，19.642、15.086、5.974、

7.062，P<0.05或P<0.01）。

2.5 石斛酚对LPS诱导U20S细胞中NF-κB、TNF-α、

IL-6、PRL-3 mRNA表达的影响

qPCR检测结果（图 5）显示，与对照组比，LPS诱

导 24 h后，LPS组U20S细胞中NF-κB、TNF-α、IL-6、

PRL - 3 mRNA 表 达 水 平 显 著 升 高（t=9.314、

10.085、19.352、18.056，均P<0.01）；与LPS组比，25、

50 μmol/L 石斛酚作用 24 h 后均能够降低 NF-κB、

TNF-α、IL-6、PRL-3 mRNA表达水平（t=2.371、2.098、

5.924、9.117，3.867、5.086、7.154、12.053，P<0.05或P<

0.01）。
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图2 石斛酚对U20S细胞迁移（（A））及侵袭（（B））能力的影响（结晶紫染色，，×200））

Fig.2 Effect of gigantol on migration (A) and invasion (B) of U20S cells (crystal violet staining,×200)

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group

图3 石斛酚对U20S细胞中NF-κB/PRL-3通路相关蛋白表达的影响

Fig.3 Effect of gigantol on the expression of NF-κB/PRL-3 pathway related proteins in U20S cells

*P<0.05, **P<0.01 vs LPS group; △△P<0.01 vs Control group

1: Control group; 2: LPS group; 3: LPS+25 μmol/L gigantol group; 4: LPS+50 μmol/L gigantol group

图4 石斛酚对LPS诱导U20S细胞中NF-κB/PRL-3通路相关蛋白表达的影响

Fig.4 Effect of gigantol on the expression of NF-κB/ PRL-3 pathway related proteins in U20S cells induced by LPS

3 讨 论

骨肉瘤是一种常见的恶性肿瘤，转移性强，早期

易肺部转移，预后差，严重威胁人类健康[13]。目前治

疗骨肉瘤的方法较多，包括截肢手术、保肢手术、化

疗、药物治疗等，但较好的治疗骨肉瘤的方法仍然是

截肢手术，给患者带下来了巨大的痛苦与不便[14-15]。

近年来，中药活性成分在防治恶性肿瘤领域备受关
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注，因此探寻有效防治骨肉瘤的中药具有重要意义。

*P<0.05, **P<0.01 vs LPS group; △△P<0.01 vs Control group

1: Control group; 2: LPS group; 3: LPS+25 μmol/L gigantol group; 4: LPS+50 μmol/L gigantol group

图5 石斛酚对LPS诱导U20S细胞中相关基因mRNA表达水平的影响

Fig.5 Effect of gigantol on mRNA expression of related genes in U20S cells induced by LPS

骨肉瘤具有较强的侵袭转移能力，有研究[16]表

明，在骨肉瘤中PRL-3高表达。PRL-3作为肿瘤侵袭

转移的标志物，对于肿瘤侵袭、转移具有重要作用。

PRL-3基因在恶性肿瘤组织中比在正常组织中表达

水平显著升高，其在转移性肿瘤中比在原发性肿瘤

中的表达水平升高。研究[17]表明，PRL-3能够调节上

皮细胞间质化相关因子及细胞黏附相关因子的活

性，从而使肿瘤细胞的黏附能力减弱，促进肿瘤细胞

的迁移与侵袭。炎症微环境在肿瘤转移进程中具有

重要作用。炎症信号通路激活能够释放一系列炎症

因子，如TNF-α、IL-6等，促进细胞外基质的降解，激

活肿瘤细胞 EMT，促进肿瘤细胞增殖和侵袭转

移[18-19]。因此，调控NF-κB/PRL-3通路调节肿瘤细胞

增殖、侵袭转移正成为防治肿瘤的重要途径。

石斛酚是名贵中药石斛的主要活性成分之一，

是NF-κB的选择性抑制剂[6,20]，具有多种药理学作用。

本实验结果表明，不同浓度的石斛酚能够抑制骨肉

瘤细胞U20S增殖、迁移及侵袭，对骨肉瘤细胞U20S

中NF-κB、TNF-α、IL-6、PRL-3等蛋白的表达具有抑

制作用；运用LPS诱导骨肉瘤细胞U20S产生炎症反

应后，NF-κB/PRL-3通路被激活，加入不同浓度的石

斛酚作用后均能抑制NF-κB、TNF-α、IL-6、PRL-3等

基因的表达，抑制炎症反应及炎症因子的释放，降低

PRL-3的表达水平，发挥抑制骨肉瘤细胞U20S增殖、

迁移与侵袭的作用。

综上，石斛酚对骨肉瘤细胞U20S增殖、迁移与

侵袭具有抑制作用，其作用机制可能与调控NF-κB/

PRL-3信号通路有关。
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