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摘要　 目的　 探讨组织蛋白酶 Ｓ（Ｃａｔ Ｓ）对人骨肉瘤细胞增

殖、迁移和侵袭的影响及其潜在调控机制。 方法　 以正常成

骨细胞（ｈＦＯＢ）和人骨肉瘤细胞（ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３）作为研究

对象，将 Ｃａｔ Ｓ 小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ）和阴性对照序列（ ｓｉ⁃
ＮＣ）转染至 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞中以改变 Ｃａｔ Ｓ 在人骨肉瘤

细胞中的表达。 将实验细胞分为 ４ 组：ｈＦＯＢ 组（ｈＦＯＢ 细

胞）、Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（未转染的 ＳＡＯＳ２ 或 ＭＧ６３ 细胞）、ｓｉ⁃ＮＣ 组

（转染了 ｓｉ⁃ＮＣ 的 ＳＡＯＳ２ 或 ＭＧ６３ 细胞）和 ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组（转染

了 ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 的 ＳＡＯＳ２ 或 ＭＧ６３ 细胞）。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法检测 Ｃａｔ Ｓ 在 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞中的表达；ＣＣＫ⁃８
和克隆形成实验检测敲低 Ｃａｔ Ｓ 对 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞增

殖活性的影响；划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分别检测敲低 Ｃａｔ Ｓ 对

ＳＡＯＳ２ 和ＭＧ６３ 细胞迁移和侵袭能力的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实
验检测敲低 ＳＡＯＳ２ 对 ＳＡＯＳ２ 细胞凋亡相关蛋白（Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ
和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３）和 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白（ＬＲＰ５、β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ、Ｃ⁃ｍｙｃ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１）的影响。 结果　 与 ｈＦＯＢ 组比较，Ｃａｔ
Ｓ 在 ＳＡＯＳ２ 组和 ＭＧ６３ 组中的表达上调（Ｐ ＜ ０. ００１）。 此外，
与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组细胞的增殖、迁移和侵袭能力均

受到抑制（Ｐ ＜ ０. ００１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示：与 ｓｉ⁃ＮＣ 组

比较，ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组细胞的 Ｂｃｌ⁃２ 表达下调，而 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
表达上调（Ｐ ＜ ０. ００１）。 同时，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组

ＬＲＰ５、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 Ｃ⁃ｍｙｃ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达均下调 （ Ｐ ＜
０. ００１）。 结论 　 ｓｉＲＮＡ 敲低 Ｃａｔ Ｓ 可以通过调控 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 通路来抑制人骨肉瘤细胞的增殖、迁移和侵袭并诱导

细胞凋亡，预示了 Ｃａｔ Ｓ 可能是骨肉瘤治疗的潜在靶点之一。
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　 　 骨肉瘤作为最常见的原发性恶性骨肿瘤，常伴

有突变和转移，患者预后极差。 虽然化疗和手术可

以让骨肉瘤患者生存率有所提高，但转移性或复发

性骨肉瘤患者的存活率仍然很低，患者 ５ 年总体生

存率不到 ２０％ ［１］。 由于肿瘤的恶性进展依赖于肿

瘤相关分子的调控，因此寻找与骨肉瘤恶性表型和

临床预后相关的新型标记物尤为重要。 组织蛋白酶

Ｓ （ｃａｔｈｅｐｓｉｎ Ｓ，Ｃａｔ Ｓ）作为半胱氨酸蛋白酶家族的

主要成员，可通过调控结缔组织和基底膜的溶解和

重塑，影响机体炎症和免疫反应，并最终促进肿瘤生

长［２］。 近年来文献报道［３ － ４］，Ｃａｔ Ｓ 在肝细胞癌等多

种癌症中高表达，并对肿瘤细胞的恶性表型例如增

殖和侵袭发挥促进作用。 然而，尚未有研究报道

Ｃａｔ Ｓ 在骨肉瘤中的具体作用。 该研究旨在探讨 Ｃａｔ
Ｓ 对人骨肉瘤细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其潜

在分子机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂与耗材　 人正常成骨细胞（ｈＦＯＢ）和
人骨肉瘤细胞（ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３）购自中国科学院上

海细胞研究所；ＤＭＥＭ 培养基（货号：１７０２１７０８３２４０）、
１０％胎牛血清（货号：ＳＨ３００７０. ０３Ｅ）、１％链霉素 ／青
霉素 （ 货 号： ＳＶ３００１０ ） 和 胰 蛋 白 酶 （ 货 号：
ＳＨ３００４２. ０１） 购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ
裂解液（货号：ＧＳ１０１⁃０１）、ＲＩＰＡ 蛋白裂解液（货号：
Ｔ１５１９６）和 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒（货号：ＫＬ８０８１６⁃
５００）购自北京全式金生物有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

（货 号： ３４１３ ） 和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基 质 胶 （ 货 号：
ＨＹＣ０２１Ｍ０１）购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；Ｃａｔ Ｓ 特异性

ｓｉＲＮＡ 干扰序列（ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ）和阴性对照序列（ｓｉ⁃ＮＣ）
合成自美国 Ｑｉａｇｅｎ 公司；ｃＤＮＡ 逆转录试剂盒和快

速定量 ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒购自美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司；ＣＣＫ⁃８ 细胞活性检测试剂盒和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ⁃
ｎｅＴＭ２０００ 转染试剂盒购自上海碧云天生物科技有

限公司；一抗： Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ、 ＬＲＰ５、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、 Ｃ⁃ｍｙｃ、
Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 和 ＧＡＰＤＨ 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司；
二抗：辣根过氧化酶标记的兔抗羊 ＩｇＧ 购自美国

Ａｂｃａｍ 公司；ＰＣＲ 引物由上海吉玛制药技术有限公

司合成；其他常见分子生物学相关试剂与耗材购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
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１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 将正常人成骨细胞（ｈＦＯＢ）和人

骨肉瘤细胞（ ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３）用含有 １０％ 胎牛血

清和 １％ 青霉素 ／链霉素的 ＤＭＥＭ 完全培养基进行

培养。 所有细胞均放置在 ５％ 的 ＣＯ２ 培养箱中培

养，温度控制在 ３７ °Ｃ，相对湿度为 ９５％ 。 细胞每 ３
ｄ 更换一次培养基，待细胞融合度达到 ８０％ 以上时

进行传代培养。 取 ３ 代以后的对数期细胞用于后续

实验研究。
１． ２． ２　 细胞转染与分组　 将对数期的人骨肉瘤细

胞 ＳＡＯＳ２ 及 ＭＧ６３ 按照 ３ × １０５ 个 ／孔的密度接种到

６ 孔板中，待细胞融合度达到 ８０％并贴壁生长时，按
照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 转染试剂盒操作说明书将 ｓｉ⁃
Ｃａｔ Ｓ 和 ｓｉ⁃ＮＣ 转染至 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞中。 经

过 ４８ ｈ 的转染，采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染效率。 本研

究中的实验细胞共分为 ４ 组： ｈＦＯＢ 组 （ ｈＦＯＢ 细

胞）、Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（未转染的 ＳＡＯＳ２ 或 ＭＧ６３ 细胞）、ｓｉ⁃
ＮＣ 组（转染了 ｓｉ⁃ＮＣ 的 ＳＡＯＳ２ 或 ＭＧ６３ 细胞）和 ｓｉ⁃
Ｃａｔ Ｓ 组（转染了 ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 的 ＳＡＯＳ２ 或 ＭＧ６３ 细胞）。
ｓｉＲＮＡ⁃Ｃａｔ Ｓ 和 阴 性 对 照 序 列 分 别 为 ５′⁃ＣＴＡ⁃
ＣＡＡＡＧＣＣＡＣＧＧＡＴＧＡＡ⁃３′ 和 ５′⁃ＴＴＣＧＣＧＡＣＡＡＡＡ⁃
ＣＡＧＡＣＧＡ⁃３′。
１． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 法和克隆形成实验检测人骨肉瘤细

胞 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 的增殖活性　 ＣＣＫ⁃８ 实验：将转

染后的 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞按照 ３ × １０３ 个 ／ ｍｌ 的
密度接种到 ９６ 孔板中，设置 ３ 个重复孔，加入

ＤＭＥＭ 完全培养基 １００ μｌ ／孔。 这些细胞在 ３７ ℃和

５％ＣＯ２ 培养箱中分别培养 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ 后，每
孔加入 １０ μｌ 的 ＣＣＫ⁃８ 溶液继续孵育 １ ｈ。 通过酶

标仪检测各组细胞在 ４５０ ｎｍ 波长处的光密度值。
克隆形成实验：将转染后的 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞按

照 ９００ 个 ／孔的密度接种到 ６ 孔板中，常规培养 １４ ｄ
后形成自然集落。 培养结束后，用磷酸盐缓冲溶液

冲洗细胞 ３ 次后，在室温下用 ０. ２％ 的结晶紫染色

３０ ｍｉｎ。 染色结束后在倒置光学显微镜下对菌落进

行拍照和计数分析。
１． ２． ４ 　 划痕实验检测人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和

ＭＧ６３ 的迁移能力　 将转染后的 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细

胞按照 １ × １０４ 个 ／孔的密度接种到 ２４ 孔板中常规

培养 ２４ ｈ。 等细胞融合度达到 ９０％ 以上时，用 ２００
μｌ 的无菌移液管尖端垂直于孔板表面轻轻划过，然
后用磷酸盐缓冲溶液冲洗划痕处 ３ 次。 在倒置光学

显微镜下观察创面形成后 ０ 和 ２４ ｈ 的愈合情况，测
量细胞的迁移距离并计算迁移率。

１． ２． ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和

ＭＧ６３ 的侵袭能力　 将转染后的 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细

胞按照 ５ × １０４ 个 ／ ｍｌ 的密度制成细胞悬液。 将 １００
μｌ 的无血清细胞悬液加入已铺好 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶的 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 上室，下室加入 ６００ μｌ 的含 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 完全培养基。 细胞在 ３７ ℃ 和 ５％ ＣＯ２ 的培

养箱中培养 ２４ ｈ。 培养结束后先用 ４％的多聚甲醛

对上室细胞固定 １０ ｍｉｎ 后再在室温下用 ０. ５％结晶

紫染色 １５ ｍｉｎ。 染色后的细胞在倒置光学显微镜下

拍照并计数分析。
１． ２． ６ 　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和

ＭＧ６３ 中的 ｍＲＮＡ 表达 　 用 ＴＲＩｚｏｌ ＲＮＡ 提取液从

转染后的 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞中分离和提取全部

ＲＮＡ。 以 ｃＤＮＡ 逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤ⁃
ＮＡ。 为了评估 Ｃａｔ Ｓ ｍＲＮＡ 水平，严格按照快速定

量 ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒操作说明进行 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应条件为：９５ ℃ 预变性 ５
ｍｉｎ，９５ ℃变性 ４０ 次每次 １０ ｓ，６０ ℃退火延伸 ３０ ｓ，
共计 ４５ 个循环。 用 ２ － ΔΔＣｔ方法计算 Ｃａｔ Ｓ 的相对含

量，并以 ＧＡＰＤＨ 作为内参。 ＰＣＲ 引物序列包含 ２
部分，Ｃａｔ Ｓ 引物序列 Ｆ：５′⁃ＧＣＣＴＧＡＴＴＣＴＧＴＧＧＡＣＴ⁃
ＧＧ⁃３′， Ｒ：５′⁃ＧＡＴＧＴＡＣＴＧＧＡＡＡＧＣＣＧＴＴＧＴ⁃５′； ＧＡＰ⁃
ＤＨ 引物序列 Ｆ：５′⁃ＧＧＡＧＴＣＣＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣ⁃３′，
Ｒ：５′⁃ＧＣＴＧＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＧＧＣＴＧＴＴＧ⁃３′。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测人骨肉瘤细胞中相关蛋

白的表达　 用 ＲＩＰＡ 细胞裂解液从转染后的 ＳＡＯＳ２
细胞中提取全部蛋白质样品。 通过 ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒检测提取蛋白的浓度。 蛋白变性后每孔上样

量为 ２０ μｇ，经 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离后转移到 ＰＶＤＦ
膜上。 用 ５％的脱脂奶粉封闭液对 ＰＶＤＦ 膜进行封

闭 ２ ｈ，然后与一抗在 ４ ℃下共孵育 ２ ｈ。 培养结束

后，用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后，二抗继续孵育 １ ｈ。 最后，
通过增强的 ＥＣＬ 化学发光成像系统显示蛋白条带

并采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对蛋白进行定量分析。
１． ３　 统计学处理　 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ８ 软件对本

研究所有数据进行统计分析。 计量资料均采用�ｘ ± ｓ
表示，两组间数据比较采用 ｔ 检验，３ 组及以上的数

据间比较采用单因素方差分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｃａｔ Ｓ 在人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 中的

表达　 通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测了 Ｃａｔ Ｓ
在正常人成骨细胞（ｈＦＯＢ）和人骨肉瘤细胞（ＳＡＯＳ２
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和 ＭＧ６３）中的表达。 如图 １Ａ 所示，Ｃａｔ Ｓ 在正常细

胞 ｈＦＯＢ 中的表达为低于人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和

ＭＧ６３ 中的蛋白表达（ ｔ ＝ １７. ３５，Ｐ ＜ ０. ００１），差异有

统计学意义。 同时，如图 １Ｂ 所示， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果显示，三组内参 ＧＡＰＤＨ 的表达相近，相比较正常

细胞 ｈＦＯＢ，Ｃａｔ Ｓ 在人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３
中的 ｍＲＮＡ 表达水平上调（ ｔ ＝ １７. １８，Ｐ ＜ ０. ００１），
差异有统计学意义。 上述结果提示了 Ｃａｔ Ｓ 的异常

表达可能与骨肉瘤的发生发展有关。
２． ２ 　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃａｔ Ｓ 基因对人骨肉瘤细胞

ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 增殖活性的影响　 为了研究 Ｃａｔ Ｓ
在人骨肉瘤细胞生长过程中的作用，通过 ｓｉＲＮＡ 干

扰降低 Ｃａｔ Ｓ 在 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 中的表达。 如图

２Ａ 所示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组中 Ｃａｔ Ｓ 的表

达下调（Ｐ ＜ ０. ００１）。 接下来，通过 ＣＣＫ⁃８ 和克隆形

成实验检测了敲低 Ｃａｔ Ｓ 对 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞增

殖活性的影响。 如图 ２Ｂ 所示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃
Ｃａｔ Ｓ 组中 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞的增殖活性明显降

低（ ｔ ＝ ９. １２，Ｐ ＜ ０. ００１），差异有统计学意义。 如图

２Ｃ 所示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组中 ＳＡＯＳ２ 和

ＭＧ６３ 细胞集落数目 明 显 减 少 （ ｔ ＝ ９. ３８， Ｐ ＜
０. ００１），差异有统计学意义。 以上结果显示，敲低

Ｃａｔ Ｓ 能有效抑制 ＳＡＯＳ２ 和ＭＧ６３ 细胞的增殖活性。
２． ３ 　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃａｔ Ｓ 基因对人骨肉瘤细胞

ＳＡＯＳ２和ＭＧ６３迁移和侵袭能力的影响 　 通过划

图 １　 Ｃａｔ Ｓ 蛋白在正常人成骨细胞 ｈＦＯＢ 和

人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 及 ＭＧ６３ 中的表达水平

　 　 Ａ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结果；与 ｈＦＯＢ 组比

较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃａｔ Ｓ 基因对人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 增殖活性的影响

　 　 Ａ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 和 ｓｉ⁃ＮＣ 的转染效率；Ｂ：敲低 Ｃａｔ Ｓ 对 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞增殖能力的影响；Ｃ：敲低 Ｃａｔ Ｓ 对 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞

集落形成能力的影响；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测敲低 Ｃａｔ Ｓ 对 ＳＡＯＳ２
和 ＭＧ６３ 细胞迁移和侵袭能力的影响。 如图 ３Ａ 所

示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组中 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３
细胞的迁移能力受到抑制，差异有统计学意义（Ｆ ＝
１６. ５２，Ｐ ＜ ０. ００１）。 如图 ３Ｂ 所示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，
ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组中 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞的侵袭能力受到

抑制，差异有统计学意义（Ｆ ＝ １２. １９，Ｐ ＜ ０. ００１）。
２． ４　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃａｔ Ｓ 基因对骨肉瘤 ＳＡＯＳ２ 细胞

凋亡的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验用于检测敲低 Ｃａｔ Ｓ
对 ＳＡＯＳ２ 细胞凋亡的影响。 如图 ４ 所示，与 ｓｉ⁃ＮＣ
组比较，ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达下调，而促

进促凋亡蛋白 Ｂａｘ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达上调 （ ｔ ＝

９. １２，Ｐ ＜ ０. ００１），差异有统计学意义。 以上结果显

示，敲低 Ｃａｔ Ｓ 能诱导 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞凋亡。
２． ５　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃａｔ Ｓ 基因对骨肉瘤 ＳＡＯＳ２ 细胞

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白表达的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验检测了 Ｃａｔ Ｓ 对人骨肉瘤细胞 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ 通路的调控作用。 如图 ５ 所示，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比

较，ｓｉ⁃Ｃａｔ Ｓ 组细胞中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白

ＬＲＰ５、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｃ⁃ｍｙｃ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的表达下调（ ｔ
＝ １７. ３２，Ｐ ＜ ０. ００１），差异有统计学意义。 综合上

述结果表明，Ｃａｔ Ｓ 能在人骨肉瘤细胞中发挥促癌作

用加剧癌细胞的生长，其机制可能与 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
通路的激活有关。

图 ３　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃａｔ Ｓ 基因对人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 迁移和侵袭能力的影响

Ａ：敲低 Ｃａｔ Ｓ 对 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞迁移能力的影响；Ｂ：敲低 Ｃａｔ Ｓ 对 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 细胞侵袭能力的影响；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃａｔ Ｓ 基因对骨肉瘤 ＳＡＯＳ２ 细胞凋亡的影响

与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ５　 ｓｉＲＮＡ 沉默 Ｃａｔ Ｓ 基因对骨肉瘤 ＳＡＯＳ２ 细胞 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白表达的影响

与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

Ｃａｔ Ｓ 作为一种溶酶体酶有前体和成熟型两种

形式，其被激活后首先会被分泌到细胞表面，然后再

进入到细胞外环境中发挥作用［５］。 有报道［６］ 称 Ｃａｔ
Ｓ 已被证实在包括肝细胞癌、脑癌和结肠癌等在内

的一系列人类肿瘤类型中表达失控，同时 Ｃａｔ Ｓ 表

达的上调能诱导肿瘤的生长、侵袭、转移和血管生

成。 如，Ｃａｔ Ｓ 在肝癌细胞 ＭＨＣＣ９７⁃Ｈ 中高表达，且
抑制 Ｃａｔ Ｓ 的表达可以有效抑制肝癌细胞增殖，迁
移和血管生成［７］。 在胃癌中，Ｃａｔ Ｓ 在 １６ 个胃癌细

胞系和 １１５ 个胃癌临床样本中高表达，且沉默 Ｃａｔ Ｓ
可以有效抑制体外胃癌细胞的迁移和侵袭［８］。 此

外，Ｃａｔ Ｓ 还可以通过水解血脑屏障中的 ＪＡＭ⁃Ｂ 蛋

白促进肿瘤细胞渗入大脑，而抑制 Ｃａｔ Ｓ 的表达可

明显减少脑转移［９］。 因此，Ｃａｔ Ｓ 被普遍认为是肿瘤

治疗的新的潜在靶点。 本研究发现 Ｃａｔ Ｓ 在人骨肉

瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 中高表达，敲低 Ｃａｔ Ｓ 基因

可以有效抑制人骨肉瘤细胞 ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 的增

殖、迁移和侵袭，并促进凋亡，提示了 Ｃａｔ Ｓ 与骨肉

瘤的发生发展密切相关并发挥着促癌作用。
Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路已被诸多研究表明在

癌症及骨质疏松等疾病过程中发挥了重要作用［１０］。
作为 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的关键调控因子，β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 的异常表达通常会导致细胞不能通过磷酸

化和泛素化将其降解而致使 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 积累。 随后，
过量的 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 会进入细胞核内并激活对细胞分

裂和生长至关重要的 ｃ⁃Ｍｙｃ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 并最终诱

导细胞增殖生长。 因此，β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ⁃Ｍｙｃ 和 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 的异常表达通常与 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路的激

活有关，而这些关键蛋白也常被用作药物靶点来筛

选可用于癌症治疗的小分子。 在骨肉瘤中，ＦＯＸＯ１

转录因子可以通过降低 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的表达抑制人骨

肉瘤细胞的活性进而阻止肿瘤的生长［１１］。 ｃ⁃Ｍｙｃ
作为一种多效性转录因子也已被证明在人骨肉瘤细

胞中可以通过激活 ＭＥＫ⁃ＥＲＫ 通路促进癌细胞的迁

移侵袭［１２］。 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 是细胞周期进程的中心调节

器，相比较正常细胞，Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 在人骨肉瘤细胞中

的表达水平升高，并且过表达 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 可以有效促

进人骨肉瘤细胞的生长［１３］。 除上述 ３ 种 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白外，本研究还检测了 ＬＲＰ５ 的

表达情况。 ＬＲＰ５ 是一种具有单次跨膜蛋白结构的

低密度脂蛋白受体相关蛋白，同时也是 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅ⁃
ｎｉｎ 通路介导的信号传导的共受体。 临床研究已证

实 ＬＲＰ５ 在骨肉瘤临床样本中表达升高，且 ＬＲＰ５ 的

表达与骨肉瘤患者的不良预后呈正相关，提示了

ＬＲＰ５ 可作为诊断骨肉瘤进展的潜在生物标志

物［１４］。 同时组织蛋白酶家族与 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路

的调控密切相关。 例如，Ｂａｓｕ ｅｔ ａｌ［１５］ 已报道了 Ｃａｔ
Ｄ 过表达通过增强 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路促进了直肠

癌细胞的过度增殖和转移。 在本研究中，敲低 Ｃａｔ Ｓ
基因可以下调 ＬＲＰ５、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、Ｃ⁃ｍｙｃ 和 Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
的表达，提示了 Ｃａｔ Ｓ 低表达可能通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 通路参与了人骨肉瘤细胞的生长的过程。

综上所述，本研究表明 Ｃａｔ Ｓ 在人骨肉瘤细胞

ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 中呈高表达。 敲低 Ｃａｔ Ｓ 基因可以

通过下调 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路来抑制人骨肉瘤细胞

ＳＡＯＳ２ 和 ＭＧ６３ 的增殖、迁移和侵袭并诱导凋亡。
这些结果已经初步表明了 Ｃａｔ Ｓ 可能是骨肉瘤分子

靶向治疗的潜在靶点。 后续研究将会通过加入

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路激活剂来进一步验证 Ｃａｔ Ｓ 对人

骨肉瘤细胞增殖生长的调控作用，同时有关 Ｃａｔ Ｓ
在骨肉瘤中的体内和临床研究也将一并展开。
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利用活细胞工作站构建
巨噬细胞吞噬子宫内膜癌细胞的体外模型

檀学文，陈维乐，陈义昭，方亦龙，蒋海峰，许　 振，涂佳杰，魏　 伟

摘要　 目的　 利用活细胞工作站观察巨噬细胞吞噬子宫内

膜癌细胞的过程及流式细胞术检测巨噬细胞吞噬肿瘤细胞

对 Ｔ 细胞的活化。 方法　 将 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞与 ＴＨＰ⁃１ 诱导的

巨噬细胞分别用 ＣＦＳＥ 荧光探针和 ＣＤ１１ｂ 标记，混合接种于

成像皿，实时记录 １２０ ｍｉｎ 内巨噬细胞对 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的吞

噬，流式细胞术检测巨噬细胞与 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞共培养后对 Ｔ
细胞活化的影响。 结果 　 共培养的 ２ 种细胞相互接触后

Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的绿色荧光被巨噬细胞摄取，且巨噬细胞能连

续吞噬多个 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞。 吞噬了 Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞的巨噬细

胞能诱导细胞毒性 Ｔ 细胞分化。 结论　 成功利用活细胞工

作站构建巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的体外模型，为检测巨噬细

胞及 Ｔ 细胞对肿瘤细胞双重杀伤作用提供可行的实验方法。
关键词　 活细胞工作站；巨噬细胞；Ｉｓｈｉｋａｗａ 细胞；吞噬；细
胞毒性 Ｔ 细胞
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　 　 巨噬细胞是固有免疫系统中的重要细胞，与肿

瘤发病密切相关［１ － ２］。 活细胞工作站及其自带的培

养系统，能模拟活细胞的生活环境，是一种体外研究

细胞行为的重要方法［３ － ５］。 目前流式细胞术被广泛
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用于检测最终的细胞吞噬比例，但不能体现动态吞

噬过程［６］。 巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的过程是肿瘤

微环境中一种复杂的相互作用［７］，利用活细胞工作

站直接记录巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的动态过程有助

于进一步研究这一复杂过程，并且能够继续探讨巨

噬细胞吞噬肿瘤细胞后对 ＣＤ８ ＋ ＩＦＮγ ＋ 细胞毒性 Ｔ
细胞激活的影响。 该研究利用活细胞工作站，建立

了巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的体外模型，这为深入研

究巨噬细胞吞噬肿瘤细胞的动态过程提供了一种可

靠的实验方法，同时研究巨噬细胞吞噬肿瘤细胞后

增强 Ｔ 细胞的抗原提呈作用，证实其能活化细胞毒

性 Ｔ 细胞对肿瘤的杀伤作用。

１　 材料与方法

１． １　 细胞株　 人源单核细胞系 ＴＨＰ⁃１ 和人源子宫

内膜癌细胞系 Ｉｓｈｉｋａｗａ 购自武汉普诺赛公司。
１． ２　 试剂与仪器　 ＤＭＥＭ 无酚红高糖培养基、ＲＰ⁃
ＭＩ １６４０ 培养基、ＭＥＭ 培养基、磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）、胎牛血清购自以色列 ＢＩ
公司；胰蛋白酶、青 －链霉素溶液购自上海碧云天生

物技术有限公司；非必需氨基酸购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司；荧光染料 ＣＦＳＥ 购自上海贝博生物科技有限公

司；Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ Ｖｉｏｌｅｔ ４２１ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＤ１１ｂ、 Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ
Ｖｉｏｌｅｔ ４２１ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＤ８、 ＰＥ ／ Ｃｙ７ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ
ＩＦＮγ、ＰＥ ａｎｔｉ⁃ｈｕｍａｎ ＣＤ３ 购自美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司；
ＰｒｏＬｏｎｇＴＭ Ｌｉｖｅ Ａｎｔｉｆａｄｅ Ｒｅａｇｅｎｔ 购 自 美 国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司；人源淋巴细胞分离液购自北京达科

为生物技术有限公司；玻璃底成像皿购自北京兰杰
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