
feeding until 12 weeks． FBG，FINS，IL-22 and p-STAT3 /STAT3 levels were measured at baseline，week 8 and week
12 in both groups，and insulin resistance index ( HOMA-IＲ) was calculated． The differences between the two groups
were compared． Ｒesults ① There was no significant difference of the observation indexes between the two groups
at baseline ( P ＞ 0. 05) ． At 8 weeks，the levels of FBG，FINS and HOMA-IＲ in CIH group were higher than those in
NC group ( P ＜ 0. 05) ，and the levels of IL-22 were lower than those in NC group ( P ＜ 0. 05 ) ． p-STAT3 /STAT3
showed a decreasing trend，but not statistically significant． At 4 weeks of reoxygenation，there were no significant
differences in FBG，FINS，HOMA-IＲ and IL-22 levels between the two groups ( P ＞ 0. 05 ) ． p-STAT3 /STAT3 in
CIH group was significantly higher than that in NC group ( P ＜ 0. 05 ) ． ② Spearman rank correlation analysis
showed that HOMA-IＲ was negatively correlated with IL-22 and p-STAT3 /STAT3 ( all P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion
Chronic intermittent hypoxia can inhibit the expression of IL-22 /STAT3 signaling pathway，IL-22 /STAT3 signaling
pathway may mediate insulin resistance induced by chronic intermittent hypoxia．
Key words chronic intermittent hypoxia; insulin resistance; interleukin-22; STAT3
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QSOX1 在骨肉瘤中的表达及其作用机制
阮铭暄* ，李 阳* ，黄 斐

摘要 目的 研究 QSOX1 在骨肉瘤组织和细胞中的表达及
其在细胞增殖、迁移、侵袭中的作用。方法 Western blot 及
免疫组化实验验证 QSOX1 在骨肉瘤组织及细胞中的表达情
况并选出表达更高的细胞系 MG63。慢病毒敲低并筛选出
稳定株 shQSOX1 组和 shCtrl 组，Western blot 检测转染后
MG63中 QSOX1 蛋白表达水平; CCK-8 实验检测细胞增殖水
平; 划痕实验验证细胞迁移水平; Transwell 实验检测细胞侵
袭能力。Western blot检测 shCtrl 组和 shQSOX1 组中 NF-κB

信号通路 mＲNA表达水平。结果 Western blot及免疫组化
结果表明 QSOX1 在人成骨细胞系 hFOB1. 19 以及癌旁组织
中低表达，而在骨肉瘤组织以及骨肉瘤细胞中高表达( P ＜
0. 001) 。CCK-8 实验显示在 shQSOX1 组中，其增殖能力较
shCtrl组受到抑制( P ＜ 0. 05) ; 划痕实验中，shQSOX1 组迁移
能力减弱( P ＜ 0. 001) ; Transwell 实验中，shQSOX1 组侵袭能
力受到影响( P ＜ 0. 001) ; NF-κB 在 shCtrl 组高表达，在 shQ-
SOX1 组低表达( P ＜ 0. 001) 。结论 QSOX1 在骨肉瘤中高
表达，敲除 QSOX1 基因可以抑制骨肉瘤细胞的增殖、迁移、

侵袭能力，且敲除 QSOX1 使得 NF-κB信号通路失活。
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骨肉瘤恶性程度高，属于原发性骨恶性肿瘤，在

青少年中最常见。临床中骨肉瘤极易转移且复发率
较高，这是其预后不佳的主要原因［1］。虽然骨肉瘤
相关的研究在近几十年中有了一定的进展，但针对

其易转移、高复发的新的有效的治疗策略仍然很少。
肿瘤的发展受多基因、多方面调控，所以对骨肉瘤分
子机制的研究并寻找新的治疗方法是迫切需要的。
懈皮素巯基氧化酶 1 ( quiescin sulfhydryl oxidase1，
QSOX1) 蛋白属于一类新的 FAD 连接的巯基氧化
酶，主要存在于高尔基体中，它的主要功能是催化二

硫键的形成，同时将氧气还原为过氧化氢［2 － 3］。
Heckler et al［4］首次报道人 QSOX1 亚型的异源表达
及其酶学性质，后续研究［5］表明 QSOX1 还在细胞外
基质的合成中扮演重要角色，并将 QSOX1 与恶性肿
瘤的发生发展联系起来。为了证实 QSOX1 在骨肉
瘤中的作用，该研究通过检测 QSOX1 在骨肉瘤组织
及细胞中的表达，并使用慢病毒敲除骨肉瘤细胞

MG63 中的 QSOX1，验证其在骨肉瘤细胞功能学上
的作用，并进一步探讨其对 NF-κB 信号通路的影
响。
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1 材料与方法

1． 1 骨肉瘤组织的采集 本研究所使用的骨肉瘤
组织切片取自 2016—2021 年间安徽医科大学第一
附属医院确诊的 30 例原发性骨肉瘤患者。组织学
诊断由安徽医科大学附属第一医院病理科完成。组
织标本收集之前均取得了患者的书面知情同意，且

研究得到安徽医科大学医学伦理委员会的批准( 批

号: PJ-YX2022-038) 。
1． 2 骨肉瘤细胞 人成骨细胞系 hFOB1. 19 及骨
肉瘤细胞系 U-2OS、MG63 均购自武汉普诺赛生命
科技有限公司。骨肉瘤细胞培养基为含 10%胎牛
血清的高糖 DMEM 培养基购自杭州四季青有限公
司、1%青 －链霉素的高糖 DMEM 培养基购自南京
生航生物有限公司。hFOB1. 19 细胞培养基购自武
汉普诺赛生命科技有限公司。骨肉瘤细胞的培养环
境为 37 ℃ CO2 培养箱，hFOB1. 19 培养环境为 34
℃ CO2 培养箱。
1． 3 免疫组化 将组织包埋在石蜡中，切成厚度 4
～ 5 mm的切片。根据以下标准对免疫组织化学染
色进行评分: 染色强度分为 0 ( 无染色) 、1 ( 轻度染
色) 、2( 中度染色) 、3 ( 强染色) ; 染色百分比指定为
1( ＜ 25% ) 、2( 25% ～ ＜50% ) 、3( 50% ～ ＜ 75% ) 、4
( ≥75% ) 。通过染色强度乘以染色百分比计算半
定量评分，评分 ＜ 5 分为低表达组，评分≥5 分为高
表达组。低表达表示阴性或弱阳性，高表达表示强
阳性。随后经过烤片、脱蜡复水、抗原修复、内源性
过氧化物酶阻断、血清封闭、一抗 4 ℃孵育过夜
( ABCAM) 、二抗孵育( 中衫金桥) 、DAB 显色、苏木
精复染、反蓝、梯度乙醇脱水后，于正置荧光显微镜
下拍照。
1． 4 Western blot 检测并筛选骨肉瘤细胞中的
QSOX1 的表达水平，待细胞汇合度在 70% ～ 80%
时，用 ＲIPA 裂解液、磷酸酶抑制剂、蛋白酶抑制剂
配置成的细胞裂解液提取蛋白，并用 BCA法测蛋白
浓度，随后加入 Loading buffer ( Loading buffer 体积
∶ 蛋白上清液体积 = 1 ∶ 4 ) 配置 10% SDS-PAGE 10
孔胶，经过电泳、转膜、封闭、一抗孵育、二抗孵育后，
滴加 ECL显影液进行显影。
1． 5 shQSOX1 慢病毒转染与稳定株的筛选 慢病
毒购自上海吉凯基因医学科技股份有限公司，转染

方法按说明书进行。具体步骤如下: 选择 MG63 细
胞进行实验，通过细胞计数制成 5 × 104 个 /ml 的细
胞悬液，每孔 1 ml加入 6 孔板中，37 ℃培养 1 d，再

加入病毒液及增强液，37 ℃继续培养 16 h后更换新
鲜培养基培养 2 d，此时荧光显微镜下观察转染效
率，若高于 80%即说明转染有效，可进行后续实验。
将 shQSOX1 组和普通 MG63 细胞同时培养于含嘌
呤霉素的培养基中，到普通 MG63 细胞全部死亡时，
即视为筛选完成，此时嘌呤霉素浓度减半，低浓度维

持培养 shQSOX1 组。靶向 QSOX1 干扰序列正向:
5'-GGAAGCTTCTGGAAGTCGTG-3'，反向: 5'-CAAA-
AGACCAGGCTCAGAGG-3'。
1． 6 细胞增殖实验 取处于对数生长期的细胞制
成密度为 5 × 104 个 /ml细胞悬液，每孔 100 μl 加到
4 块 96 孔板中，实验组( shQSOX1 慢病毒转染的
MG63 细胞) 和对照组( shCtrl 慢病毒转染的 MG63
细胞) 各设 3 个复孔，正常条件下培养 24、48、72、96
h 后加入 10 μl CCK-8 溶液，随即放入培养箱中培养
1. 5 h，用酶标仪检测 490 nm的吸光度值。
1． 7 克隆形成实验 实验在 6 孔板中进行，用分裂
活跃的细胞，制成单个细胞悬液，按 700 个 /孔接种
细胞，放在培养箱中培养 2 周，期间每 3 d 进行换
液，并观察细胞状态。克隆完成后，PBS 清洗细胞 3
次，加 4%多聚甲醛固定 20 min，去固定液，加适量
结晶紫染色 5 min，然后 PBS 缓慢洗去染色液，晾
干，拍照。实验重复 3 次。
1． 8 细胞迁移实验 将生长状况良好的 shQSOX1
MG63 细胞和 shCtrl MG63 细胞种在 6 孔板中，待细
胞汇合度达到 100%时，用枪头垂直于细胞平面在
细胞层划线，之后 PBS 清洗细胞 3 次，加入无血清
DMEM，将细胞放入培养箱，于 0、12、24、36 h显微镜
观察划痕宽度并拍照。
1． 9 细胞侵袭实验 提前将基质胶放至 4 ℃冰箱
过夜解冻，用预冷的无血清 DMEM 培养基按 8 ∶ 1
的比例稀释基质胶，加 60 μl 基质胶于 transwell 小
室上室，37 ℃放置 1 h，使基质胶凝固。取处于对数
生长期的 shQSOX1 MG63 和 shCtrl MG63 饥饿处理
12 h后，制成无血清细胞悬液，细胞浓度调整为 1. 5
× 105个 /ml。向小室中加入 200 μl 细胞悬液，下室
加入含有 20%血清的 DMEM培养基，使之能覆盖小
室底部，避免产生气泡，放入培养箱孵育 24 h。孵育
完毕后，取出小室，PBS清洗 2 次，4%多聚甲醛固定
20 min，用棉签轻擦去上层未侵袭的细胞，最后结晶
紫染色 15 min，漂洗干净后，晾干拍照。实验重复 3
次。
1． 10 统计学处理 采用 SPSS 20. 0 软件进行统计
学分析，数据采用 �x ± s 表示，数据比较采用独立样
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本 t检验或单因素方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统
计学意义。

2 结果

2． 1 QSOX1 在骨肉瘤组织和骨肉瘤细胞中的表达
分析 通过免疫组化实验检测 QSOX1 在骨肉瘤组
织和正常骨纤维组织的表达情况( 图 1A ～ C) ，正常
骨纤维组织 QSOX1 的表达量明显低于骨肉瘤组织。
组织切片被分为高表达组和低表达组，其中高表达

组有 17 例，低表达组有 13 例，两组之间 QSOX1 表
达量差异有统计学意义( P ＜ 0. 001，图 1D) 。对患
者随访，并以此绘制生存分析图，发现高表达患者生

存率明显低于低表达患者( P ＜ 0. 05，图 1E) 。高表
达组和低表达组在肿瘤分期、肿瘤大小和淋巴结转
移等方面也有明显差异( 表 1 ) 。随即通过 Western
blot检测 QSOX1 在骨肉瘤细胞系中的表达情况，结
果显示 QSOX1 在 MG63 和 U-2OS中高表达，在成骨
细胞 hFOB1. 19 中低表达，两组之间差异有统计学
意义( P ＜ 0. 001，图 2) 。由于 QSOX1 蛋白在骨肉瘤
细胞系 MG63 中表达高于 U-2OS，因此选择 MG63

细胞进行后续实验。
2． 2 慢病毒转染 通过慢病毒转染敲除 QSOX1，
Western blot 检测 QSOX1 敲除效率，敲除后 shQ-
SOX1 组 QSOX1 蛋白表达量显著降低，表明敲除有
效( P ＜ 0. 000 1，图 3) 。

表 1 骨肉瘤临床病理特征与 QSOX1 的表达关系( n = 30)

临床病理特征 低表达组 高表达组 合计 P值
性别 0． 785
男 6 7 13
女 7 10 17
年龄( 岁) 0． 961
≤50 9 7 16
＞ 50 8 6 14
肿瘤分型 0． 021
Ⅰ 9 4 13
Ⅱ ～Ⅲ 4 13 17
肿瘤直径( cm) 0． 035

＜ 5 8 4 12
≥5 5 13 18
淋巴结转移 0． 004
否 10 4 14
是 3 13 16

图 1 QSOX1 在骨肉瘤及正常骨纤维组织的表达情况
A: QSOX1 在正常骨纤维组织的表达 × 200; B、C: QSOX1 在骨肉瘤组织中的表达 × 200; D: 低表达组和高表达组的 QSOX1 相对表达量; E:

低表达组和高表达组的预后生存分析; 与低表达组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

·4861· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2023 Oct; 58( 10)



图 2 QSOX1 蛋白在各细胞的表达情况
A: QSOX1 蛋白在各细胞的表达情况; B: QSOX1 蛋白在各细胞

的表达量量化统计图; 与 hFOB1. 19 细胞比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 3 慢病毒敲低MG63 效率检测
A: 慢病毒转染后 shQSOX1 组与 shCtrl 组 QSOX1 蛋白表达量对

比; B: shQSOX1 组与 shCtrl 组 QSOX1 蛋白表达量量化统计图; 与

shCtrl组比较: ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

2． 3 shQSOX1 对 MG63 的增殖能力的影响 通
过 CCK-8 实验分析敲除 QSOX1 后 MG63 细胞增殖
能力的变化。与 shCtrl 组比较，shQSOX1 组 MG63
细胞的增殖速率明显降低，差异有统计学意义( 48
h: t = 3. 61，P ＜ 0. 05; 72 h: t = 10. 65，P ＜ 0. 001; 96
h: t = 22. 72，P ＜ 0. 000 1) ，见图 4。
2． 4 shQSOX1 对 MG63 的克隆能力的影响 通
过克隆形成实验来验证敲除 QSOX1 后对 MG63 克
隆能力的影响。在培养 14 d 后，shQSOX1 组细胞球
的数量明显少于 shCtrl 组，差异有统计学意义( t =
15. 63，P ＜ 0. 001) ，见图 5。

图 4 shQSOX1 对MG63 增殖的影响

与 shCtrl组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

图 5 shQSOX1 对MG63 克隆的影响
A: 结晶紫染色结果; B: 细胞球数定量分析; 与 shCtrl 组比较:

＊＊＊P ＜ 0. 001

2． 5 shQSOX1 对MG63 的迁移、侵袭能力的影响
通过划痕实验和 Transwell 实验来验证敲除

QSOX1 后 MG63 细胞的迁移、侵袭能力的变化。划
痕 24 h后，shQSOX1 组愈合面积相较于 shCtrl 组减
小，差异有统计学意义( t = 18. 32，P ＜ 0. 001，图 6A、
B) ; shQSOX1 组穿过滤膜的细胞数明显低于 shCtrl
组，差异有统计学意义( t = 24. 41，P ＜ 0. 000 1，图
6C、D) 。
2． 6 Linked Omics 数据库分析 通过 Linked
Omics 数据库筛选出与 QSOX1 相关的蛋白 ( 图
7A) ，并选出与分别与QSOX1呈正负相关的前 50
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图 6 shQSOX1 对MG63 迁移、侵袭的影响
A: 两组细胞划痕 24 h后愈合情况 × 40; B: 愈合率定量分析; C: 两组细胞穿过滤膜数量情况 × 400; D: 穿过滤膜数量定量分析; 与 shCtrl组

比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

个蛋白( 图 7B、C ) ，再通过 GO、KEGG 通路得出
QSOX1 富集情况( 图 7D) 。
2． 7 敲除 QSOX1 对 MG63 中 NFκB 信号通路的
影响 通过 Western blot 检测 shQSOX1 组和 shCtrl
组中 t-NF-κB 及 p-NF-κB 表达量。与 shCtrl 组比
较，敲除 QSOX1 后 MG63 p-NF-κB 表达量降低( t =
14. 65，P ＜ 0. 001) ，t-NF-κB 表达量在两组中差异无
统计学意义，见图 8。结果说明，敲除 QSOX1 使 NF-
κB信号通路失活。

3 讨论

肿瘤的发生发展与细胞外基质有着紧密的联

系。细胞外基质结合因子与细胞表面受体相互作
用，介导细胞黏附和细胞信号传递，从而调节从增

殖、分化、迁移、凋亡的各种过程。在肿瘤中，间质细
胞外基质的重塑影响细胞信号、细胞外基质僵硬、细
胞迁移和肿瘤进展［6］。QSOX1 在细胞外基质的合
成中扮演着十分重要的角色，有研究［7］表明，缺乏

QSOX1 的细胞外基质在支持细胞 －基质黏附方面
存在缺陷，并提出 QSOX1 在层粘连蛋白掺入细胞外
基质的过程中起到极其重要的作用。目前尚无
QSOX1 在骨肉瘤方面的报道，但 QSOX1 在多种肿
瘤中的作用已经被证实。Baek et al［8］通过组织芯
片免疫组化技术，证明了 QSOX1 在前列腺癌中高表
达，并提出其高表达和肿瘤的侵袭性相关。Geng et
al［9］发现 QSOX1 的高表达和患者的预后不良相关，

敲低 QSOX1 可抑制胶质瘤细胞系的增殖、迁移和侵
袭，并且敲低 QSOX1 后，磷酸化的 PI3K和 Akt信号
通路表达下调。还有研究［10］认为 QSOX1 可能是肺
癌组织来源的生物标记物，能参与肺癌的发生发展，

并提出 QSOX1 有希望作为肺癌的治疗靶点。
本研究通过免疫组化和 Western blot 实验证实

了 QSOX1 在骨肉瘤组织及细胞中的高表达，选择表
达更高的骨肉瘤细胞系 MG63 继续后续细胞学研
究。使用慢病毒敲低 MG63 中的 QSOX1，并通过
Western blot实验验证敲低有效性。在后续细胞功
能学实验中，CCK-8 细胞增殖实验中 shCtrl 组细胞
增殖速率明显高于 shQSOX1 组，划痕实验中 shCtrl
组细胞愈合速率明显高于 shQSOX1 组，Transwell 侵
袭实验中 shCtrl 组细胞穿过滤膜的数量明显高于
shQSOX1 组。结果表明，敲除 QSOX1 可以有效抑制
MG63 的增殖、迁移、侵袭能力，这一结论也与之前
QSOX1 在其他肿瘤的研究结论相一致［7 － 10］。
在证明了 QSOX1 在 MG63 细胞中的功能后，本

研究还进一步验证了敲除 QSOX1 对 NF-κB 信号通
路的影响。NF-κB 信号通路是一种经典的肿瘤通
路，在大多数肿瘤中都能观察到其异常激活，NF-κB
信号通路可促进肿瘤的增殖、侵袭等，开发调节 NF-
κB信号通路异常激活的新靶标可能对临床治疗骨
肉瘤提供有效的治疗手段［11］。有研究［12］显示，靶
点基因 Bmi-1 通过 NF-κB 信号通路抑制骨肉瘤进
展。本研究结果显示，敲除了QSOX1后，p-NF-κB
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图 7 Linked Omics数据库分析
A: QSOX1 正负相关蛋白集: 曲线左边为与 QSOX1 负相关的蛋白，右边为与 QSOX1 正相关蛋白; B: 筛选出的与 QSOX1 成正相关的前 50 个

蛋白热图; C: 筛选出的与 QSOX1 成负相关的前 50 个蛋白热图; D: 与 QSOX1 相关的通路

图 8 shQSOX1 导致 NF-κB信号通路失活

A: Western blot检测两组细胞 t-NF-κB及 p-NF-κB 表达情况; B:

p-NF-κB表达定量分析; 与 shCtrl组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

的表达量被降低，而 t-NF-κB 表达水平无明显差异。
由此得出结论，QSOX1 的敲除可通过抑制磷酸化
NF-κB的表达来抑制 MG63 细胞的增殖、迁移、侵
袭。这可能是改善骨肉瘤预后生存率的一个有效靶
点。然而，骨肉瘤进展的机制涉及多个基因的相互
作用［13］，需要进一步的研究来探索。后续本课题组
将进行与 QSOX1 相关的蛋白的研究，进一步揭示
QSOX1 在骨肉瘤中的作用机制，为临床治疗提供坚
实的理论基础。
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The expression of QSOX1 in osteosarcoma and its functional study
Ｒuan Mingxuan，Li Yang，Huang Fei

( Dept of Orthopedics，The Second Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601)

Abstract Objective To study the expression of QSOX1 in osteosarcoma tissues and cells and its role in prolifera-
tion，migration and invasion． Methods Western blot and immunohistochemistry were used to verify the expression
of QSOX1 in osteosarcoma tissues and cells，and the cell line MG63 with the highest expression was selected． Slow
virus knocked down and selected stable strains shQSOX1 group and shCtrl group． Western blot was used to detect
the expression level of QSOX1 protein in MG63 after transfection． CCK-8 assay was used to detect the level of cell
proliferation． Scratch test verified the level of cell migration． Transwell test was used to detect the invasion ability of
cells;Western blot was used to detect the mＲNA expression level of NF-κB signal pathway in shCtrl group and shQ-
SOX1 group． Ｒesults Western blot and immunohistochemistry showed that QSOX1 was low expressed in human os-
teoblast line hFOB1. 19 and adjacent tissues，but high expressed in osteosarcoma tissue and osteosarcoma cells( P ＜
0. 001) ． CCK-8 experiment showed that the proliferation ability of shQSOX1 group was inhibited compared with
shCtrl group ( P ＜ 0. 05) ; In the scratch test，the migration ability of shQSOX1 group decreased ( P ＜ 0. 001) ; Tran-
swell proved that the invasive ability of shQSOX1 group was affected ( P ＜ 0. 001) ; NF-κB was highly expressed in
shCtrl group and low expressed in shQSOX1 group ( P ＜ 0. 001) ． Conclusion QSOX1 is highly expressed in osteo-
sarcoma． Knockout of QSOX1 gene can inhibit the proliferation，migration and invasion of osteosarcoma． Knockout of
QSOX1 makes NF-κB signal pathway is deactivated．
Key words osteosarcoma; QSOX1; MG63; NF-κB
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