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[摘  要]  目的：以MG-63球形细胞作为骨肉瘤干细胞（OSC）富集模型，探讨靶向细胞膜表面HSP90β的单抗2G1对其生物学

特征的影响及其与Wnt信号相关蛋白变化的关系。方法：采用无血清悬浮培养人骨肉瘤MG-63细胞获得MG-63球形细胞。通

过免疫荧光共定位和免疫共沉淀实验鉴定单克隆抗体2G1识别的靶抗原；采用流式细胞术检测MG-63亲本细胞和MG-63球形

细胞膜表面HSP90β的表达水平；通过甲基纤维素成球实验、Transwell迁移和侵袭实验评价单抗2G1对MG-63球形细胞成球、迁

移和侵袭能力的影响；采用裸鼠皮下移植瘤模型观察单抗2G1对MG-63球形细胞体内成瘤能力的影响；进一步结合转录组测序、

京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析及WB检测，分析单抗2G1处理后相关分子通路及干细胞特性、上皮-间充质

转化（EMT）、Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达变化。结果：免疫荧光共定位和免疫共沉淀结果显示，单抗2G1识别的靶抗

原为HSP90β。流式细胞术结果显示，MG-63球形细胞膜表面HSP90β阳性表达细胞比例为（20.77 ± 1.29）%，显著高于MG-63亲

本细胞的（2.87 ± 0.33）%（P < 0.001）。与对照组相比，单抗2G1处理后MG-63球形细胞成球数由82.67 ± 4.70降至42.67 ± 4.00，

迁移细胞数由 117.00 ± 5.57降至 78.33 ± 5.03，侵袭细胞数由 130.70 ± 5.03降至 89.33 ± 5.03（均P < 0.001）。裸鼠移植瘤实验显

示，单抗2G1组移植瘤生长受到抑制，瘤质量抑制率和瘤体积抑制率分别为（31.83 ± 16.36）%和（22.00 ± 15.48）%。转录组测序共

筛选出 698个差异表达基因，其中 329个基因上调，369个基因下调；KEGG 富集分析显示差异表达基因涉及Wnt 信号通路。

WB 法检测结果显示，与对照组相比，单抗 2G1组SOX2、OCT4、N-cadherin、p-β-catenin和 c-Myc表达下调，E-cadherin表达上

调（均P < 0.001）。结论：细胞膜表面HSP90β在MG-63球形细胞中高表达，靶向HSP90β的单抗 2G1 可抑制 MG-63 球形细胞

的成球、迁移、侵袭及体内成瘤能力，并影响其干细胞标志物、EMT相关标志物及Wnt/β-catenin信号通路蛋白的表达水平，提示

HSP90β可能参与调控MG-63球形细胞的OSC样特征，可作为骨肉瘤靶向治疗的潜在研究靶点。

[关键词]  骨肉瘤干细胞（OSC）；HSP90β；Wnt/β-catenin信号通路；干细胞特性；功能性单抗

[中图分类号]  R738.1；R730.54            [文献标识码]  A         [文章编号]  1007-385X(2026)08-0822-08

Effects and underlying mechanisms of HSP90β -targeting monoclonal antibody 
2G1 on osteosarcoma stem-like characteristics of MG-63 sphere cells
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of the HSP90β-targeting monoclonal antibody 2G1 on the biological characteristics of 

MG-63 sphere cells, an osteosarcoma stem cell (OSC)-enriched model, and to explore its association with changes in Wnt signaling-

related proteins. Methods: MG-63 sphere cells were generated from the human osteosarcoma cell line MG-63 by serum-free 

suspension culture. The target antigen recognized by monoclonal antibody 2G1 was identified by immunofluorescence co-localization 
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and co-immunoprecipitation assays. Flow cytometry was used to determine the expression of cell surface HSP90β in parental MG-63 

cells and MG-63 sphere cells. Methylcellulose sphere formation, Transwell migration, and invasion assays were performed to evaluate 

the effects of 2G1 on the sphere-forming, migratory, and invasive capacities of MG-63 sphere cells. A nude mouse subcutaneous 

xenograft model was established to assess the effect of 2G1 on the tumorigenic potential of MG-63 sphere cells in vivo. Transcriptome 

sequencing, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis, and Western blotting were further 

performed to investigate alterations in signaling pathways and the expression of proteins associated with stem-like characteristics, 

epithelial-mesenchymal transition (EMT)-related markers, and the Wnt/β-catenin signaling pathway following 2G1 treatment. Results: 

Immunofluorescence co-localization and co-immunoprecipitation demonstrated that HSP90β was the target antigen recognized by 

monoclonal antibody 2G1. Flow cytometric analysis showed that the proportion of HSP90β -positive cells on the cell surface was 

significantly higher in MG-63 sphere cells than in parental MG-63 cells [(20.77 ± 1.29)% vs (2.87 ± 0.33)%, P < 0.001]. Compared 

with the control group, 2G1 treatment significantly reduced the number of spheres formed (82.67 ± 4.70 vs 42.67 ± 4.00), migrated cells 

(117.00 ± 5.57 vs 78.33 ± 5.03), and invaded cells (130.70 ± 5.03 vs 89.33 ± 5.03) (all P < 0.001). In the nude mouse xenograft model, 

2G1 treatment suppressed tumor growth, with tumor weight and tumor volume inhibition rates of (31.83 ± 16.36)% and (22.00 ± 

15.48)% , respectively. Transcriptome sequencing identified 698 differentially expressed genes, including 329 upregulated and 369 

downregulated genes. KEGG enrichment analysis indicated enrichment of differentially expressed genes in the Wnt signaling pathway. 

Western blotting analysis further demonstrated that the expression levels of SOX2, OCT4, N-cadherin, phosphorylated β -catenin 

(p-β-catenin), and c-Myc were significantly decreased, whereas E-cadherin expression was significantly increased following 2G1 

treatment (all P < 0.001). Conclusion: Cell surface HSP90β is highly expressed in MG-63 sphere cells. Targeting HSP90β with 

monoclonal antibody 2G1 suppresses the sphere-forming, migratory, invasive, and tumorigenic capacities of MG-63 sphere cells and 

alters the expression levels of stem cell markers, EMT-related markers, and Wnt/β‑catenin signaling pathway proteins. These findings 

suggest that HSP90β may contribute to the regulation of osteosarcoma stem-like characteristics in MG-63 sphere cells and may 

represent a potential therapeutic target for osteosarcoma.

[Key words]  osteosarcoma stem cell (OSC); HSP90β; Wnt/β -catenin signaling pathway; stem-like characteristics; functional 

monoclonal antibody

[Chin J Cancer Biother, 2026, 33(8): 822-829. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2026.08.002]

骨肉瘤是骨骼系统最常见的恶性肿瘤，占原发

性恶性骨肿瘤的 35%，好发于青少年长骨干骺端[1]。

新辅助化疗联合保肢手术自 20世纪 70年代起成为

主流疗法，但转移性骨肉瘤患者生存率长期未见改

善，亟需深入解析其复发与转移的分子机制[2]。近年

发现骨肉瘤干细胞（osteosarcoma stem cell, OSC）具

有自我更新、多向分化和高致瘤性，是驱动肿瘤进展

的关键亚群[3-4]，而MG-63球形细胞可作为OSC样特

征的体外富集模型，模拟OSC的成球、侵袭及耐药行

为。HSP90β（NM_007355.4）作为胞质中主要的分子

伴侣蛋白，参与调控肿瘤转化、侵袭、转移及血管生

成[5]，在多种恶性肿瘤中表达上调且与不良预后相

关[6-8]，但其在OSC中的调控作用尚不明晰，尤其涉及

膜表面HSP90β的功能。因此，本研究在前期获得可

特异性识别骨肉瘤细胞膜表面HSP90β的功能性单

抗2G1[9]的基础上，以MG-63球形细胞为OSC富集模

型，评估HSP90β对OSC成球、侵袭及成瘤能力的调

控效应，并基于Wnt/β-catenin信号通路阐明其分子机

制，以期为骨肉瘤精准靶向治疗提供新靶点与理论

依据。

1  材料与方法

1.1  主要试剂、实验材料与动物

人骨肉瘤MG-63细胞、EMEM培养基、胎牛血清

（fetal bovine serum, FBS）和 磷 酸 盐 缓 冲 液

（phosphate-buffered saline, PBS）购自武汉普诺赛生

命科技有限公司，HSP90β功能性抗体 2G1为前期实

验筛选获得。DMEM/F-12培养液购自美国HyClone

公司，B27、bFGF、EGF、TRIzol 试剂、BCA 蛋白定量

试剂盒均购自美国 Invitrogen公司，基质胶和低黏附

24 孔板购自美国 Corning 公司，Transwell 小室和

PVDF膜购自美国Millipore公司，RIPA 裂解液、蛋白

酶抑制剂混合物、0.1%结晶紫溶液、中性树脂和 4%

多聚甲醛购自北京索莱宝科技有限公司，同型对

照抗体、正常小鼠 IgG、兔 IgG、甲基纤维素、DAPI

和 Tween-20 购自美国 Sigma 公司。HSP90β 兔单

抗（1∶100用于流式细胞术，1∶1 000用于WB实验）购

自英国Abcam公司，β-actin、SOX2、OCT4、E-cadherin、

N-cadherin 、β -catenin 、p- β -catenin 、c-Myc 兔单抗

（1∶1 000）均购自美国CST公司，HRP标记的山羊抗

兔二抗及HRP标记的山羊抗小鼠二抗（1∶5 000）均购

自美国 Jackson公司。

4～5周龄雌性BALB/c裸鼠购自北京维通利华

实验动物技术有限公司，饲养于SPF级动物房。所有

动物实验经北京积水潭医院动物伦理委员会审批，

批准号：积伦动审字第2023-04-04。
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1.2  MG-63亲本细胞和球形细胞的培养

人骨肉瘤MG-63细胞采用含10% FBS的EMEM

培养基，于 37 ℃、5% CO₂培养箱中常规培养，作为

MG-63亲本细胞。实验所用细胞传代数控制在第

3~5代。取对数生长期MG-63细胞，消化后制备单细

胞悬液，以2 × 10⁴个/mL的密度接种于低黏附的T75

培养瓶，每瓶加入15 mL球形细胞培养基。球形细胞

培养采用DMEM/F-12（1∶1）无血清培养基，培养基中

补充EGF和bFGF，使其终浓度均为20 ng/mL；B27终

浓度为 2%。细胞于 37 ℃、5% CO₂条件下悬浮培养

11 d，培养期间每隔 1 d补液 1~2 mL，并补充生长因

子至原终浓度。培养结束后收集MG-63球形细胞用

于后续实验。

1.3  流式细胞术检测MG-63亲本细胞和球形细胞膜

表面HSP90β的表达

MG-63亲本细胞和球形细胞使用无血清培养液

重悬，1 × 106 个/管加入检测管，各组分别加入

HSP90β抗体及同型对照，于 37 ℃、5% CO2反应 1 h，

离心弃上清并洗 2次后，再加入 500 µL PBS重悬，过

筛网后使用流式细胞仪检测细胞膜表面HSP90β的

表达水平。

1.4  免疫共沉淀鉴定单抗2G1识别的HSP90β抗原

Protein G琼脂糖分别与 10 μg商业化HSP90β抗

体、纯化单抗2G1或相应阴性对照抗体预反应，形成

抗体-Protein G琼脂糖复合物。随后收集MG-63球

形细胞，采用含蛋白酶抑制剂混合物的 200 μL RIPA

裂解液裂解细胞，离心后取上清作为总蛋白裂解液。

将等量总蛋白裂解液分别加入上述抗体-Protein G琼

脂糖复合物中，于 4 ℃反应过夜，以免疫沉淀目标蛋

白。反应结束后离心收集琼脂糖珠，PBS洗涤 3次。

免疫沉淀产物经WB法检测，并分别使用单抗2G1或

商业HSP90β抗体进行验证，以确认单抗2G1识别的

抗原为HSP90β。

1.5  HSP90β在MG-63球形细胞的免疫荧光定位

MG-63球形细胞在 24孔板中培养 48 h后，用无

血清培养基洗涤 2次。细胞与HSP90β抗体（纯化单

克隆抗体 2G1 或商业 HSP90β 抗体）在室温下反应

1 h，然后用含 1% BSA 的 PBS 洗涤。随后，细胞用

4% 多聚甲醛固定 15 min 后用含 1% BSA 和 0.05% 

Tween-20的 PBS洗涤，并与荧光二抗在室温下避光

反应 30 min。使用DAPI进行核染色，通过荧光显微

镜进行观察。

1.6  无血清甲基纤维素成球实验检测单抗 2G1 对

MG-63球形细胞成球能力

设对照组和单抗 2G1组，MG-63球形细胞分别

经等浓度同型对照 IgG 或单抗2G1（50 μg/mL）处理

4 d后用于成球实验。用无血清培养基重悬，以每孔

5 × 10²个细胞接种于低黏附 24孔板，每孔加入 2 mL

含1%甲基纤维素的无血清培养基，每组设3个复孔。

于 37 ℃、5% CO₂培养箱中培养 7~11 d后观察，并统

计符合成球标准的细胞球数量（标准：直径 ≥ 50 μm

且由 ≥ 50个细胞构成的细胞球）。

1.7  Transwell 检测单抗 2G1 对 MG-63 球形细胞迁

移和侵袭能力的影响

实验设对照组和单抗 2G1组，MG-63球形细胞

分别经等浓度同型对照 IgG或单抗 2G1（50 μg/mL）

处理4 d后，用无血清培养基重悬。以5 × 10⁴个/孔细

胞加入Transwell上室（8 μm孔径），下室加入 650 μL

含 10% FBS的完全培养基。侵袭实验中，上室预先

铺入经预冷无血清培养基按 1∶8稀释的Matrigel 50 

μL（约 1 mg/mL 工作浓度，37 ℃处理 30 min）；迁

移实验中，上室不加基质胶。细胞于 37 ℃、5% CO₂

孵箱中培养 24 h后取出小室，用棉签轻轻擦去上室

未迁移/侵袭的细胞，4%多聚甲醛室温固定 15 min，

0.1%结晶紫室温染色 15 min，PBS漂洗后中性树脂

封片。于 200 × 显微镜下随机选取 5个视野计数，结

果以迁移/侵袭细胞数的 x̄ ± s表示，相对迁移（侵袭）

率 = 实验组迁移（侵袭）细胞数/对照组迁移（侵袭）细

胞数 × 100%。

1.8  裸鼠皮下移植瘤实验检测单抗2G1对MG-63球

形细胞体内成瘤能力的影响

按体质量随机将BALB/c裸鼠分为对照组和单

抗2G1组，每组5只。收集胰酶消化后的MG-63球形

细胞，以无血清培养基制备单细胞悬液，调整细胞浓

度至 5 × 10⁷/mL。每只裸鼠于前肢腋下皮下接种

0.2 mL细胞悬液（即 1 ×10⁷个细胞/只）。接种后第 3

天起，2G1组腹腔注射单抗 2G1（10 mg/kg），对照组

腹腔注射等体积同型对照 IgG，每3天给药1次，连续

给药 4周。自接种后第 6天起，每 3天用游标卡尺测

量移植瘤长径（a）和短径（b），按公式 V = a × b²/2计

算移植瘤体积。于末次给药后24 h（接种后第30天）

处死裸鼠，完整剥离移植瘤，称量瘤质量，计算各组

平均瘤质量、标准差及P值。

1.9  转录组测序和数据分析

收集同型对照 IgG（ 50 μ g/mL）和单抗 2G1

（50 μg/mL）分别处理 4 d 后的 MG-63 球形细胞各

1 × 10⁶个，使用TRIzol试剂裂解，裂解液于-80 ℃保

存。RNA 测序由 Illumina NovaSeq 6000 平台完成。

以|log₂FC| ≥ 1且校正后P < 0.05为筛选标准，使用R

包“DESeq2”进 行 差 异 表 达 基 因 鉴 定 ，使 用

clusterProfiler对差异基因进行京都基因与基因组百

科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
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KEGG）通路富集分析。

1.10  WB法检测不同组别MG-63细胞中相关蛋白

的表达

根据实验目的，分别收集 MG-63 亲本细胞和

MG-63球形细胞，用于检测HSP90β蛋白表达；另收

集同型对照 IgG组和单抗2G1组MG-63球形细胞，用

于检测HSP90β、SOX2、OCT4、E-cadherin、N-cadherin、

β-catenin、p-β-catenin及 c-Myc蛋白表达。各组细胞

加入RIPA裂解液提取总蛋白，采用BCA法测定蛋白

浓度。取等量蛋白样品，经SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离后转移至PVDF膜。PVDF膜经5%脱脂奶粉

室温封闭1 h，加入相应一抗，于4 ℃反应过夜。次日

经TBST洗膜后，加入相应HRP标记二抗，室温反应

1 h。再次洗膜后，采用ECL化学发光法显影。使用

ImageJ 软件分析蛋白条带灰度值，以 β -actin 或

GAPDH作为内参计算目的蛋白相对表达量。

1.11  统计学处理

采用GraphPad Prism 9.5软件及R软件进行统计

学分析。所有计量数据以 x̄ ± s表示。两组间连续变

量比较采用独立样本 t检验。多组间比较采用单因

素方差分析（one-way ANOVA），并采用Tukey法进行

事后多重比较。转录组测序数据采用DESeq2软件

进行差异表达分析，并采用Benjamini-Hochberg方法

校正多重检验错误率。所有统计检验均采用双侧检

验，以P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  MG-63球形细胞中膜蛋白HSP90β的表达情况

流式细胞术检测膜蛋白HSP90β在MG-63亲本

细胞和MG-63球形细胞上的表达比例，结果（图1A，

P < 0.001）显示，HSP90β在MG-63亲本细胞中表达

比例为（2.87 ± 0.33）%，在MG-63球形细胞表达比例

为（20.77 ± 1.29）%，MG-63球形细胞中HSP90β表达

显著高于 MG-63 亲本细胞。WB 检测结果（图 1B，

P < 0.001）显示，膜蛋白HSP90β在MG-63球形细胞

中高表达，提示膜蛋白HSP90β在MG-63球形细胞中

富集表达。

A：流式细胞分析HSP90β在MG-63亲本细胞和MG-63球形细胞中的表达情况；B：WB法检测MG-63亲本细胞和球形细胞中

HSP90β表达的差异，与亲本细胞比较，***P < 0.001。

图1  HSP90β在MG-63亲本细胞和MG-63球形细胞中的表达差异

2.2  单抗2G1识别MG-63球形细胞中的HSP90β抗原

使用商业 HSP90β 抗体与纯化的 2G1 抗体对

MG-63球形细胞进行活细胞免疫荧光共定位和免疫

沉淀实验。活细胞免疫荧光共定位结果（图 2A）显

示，单抗 2G1 标记的靶抗原（绿色荧光）与商业

HSP90β抗体标记的抗原（红色荧光）高度重合，且两

者均定位于细胞膜。免疫沉淀实验（图 2B）显示，分

子量为83 000~85 000的蛋白条带能够与单抗2G1或

商业 HSP90β 抗体相互作用，表明 HSP90β 是单抗

2G1可识别的MG-63球形细胞靶抗原。

2.3  单抗2G1对MG-63球形细胞体外生物学功能的

影响

为探究单抗2G1对MG-63球形细胞体外生物学

功能的影响，本研究分别检测其成球、迁移和侵袭能

力。甲基纤维素成球实验结果（图 3A，P < 0.001）显

示，与对照组相比，单抗2G1组MG-63球形细胞的成

球数量明显减少，由 82.67 ± 4.70 降至 42.67 ± 4.00。

Transwell实验结果显示，单抗2G1处理后，MG-63球

形细胞的迁移和侵袭能力均明显下降，其中迁移细

胞数由对照组的 117.00 ± 5.57 降至 78.33 ± 5.03（图

3B，P < 0.001），侵袭细胞数由对照组的130.70 ± 5.03

降至89.33 ± 5.03（图3C，P < 0.001）。上述结果提示，

单抗 2G1可抑制MG-63球形细胞的成球、迁移和侵

袭能力。

2.4  单抗2G1处理后MG-63球形细胞HSP90β、干细

胞特性相关蛋白及上皮-间充质转化（EMT）样标志

物表达变化

为进一步评价单抗2G1对MG-63球形细胞OSC

样特征相关分子表达的影响，在单抗2G1组和对照组

的MG-63球形细胞中检测了SOX2和OCT4的表达。

WB检测结果显示，SOX2和OCT4的表达在单抗2G1

组中受到抑制。进一步采用WB法检测 EMT 相关
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标志物，结果发现单抗 2G1组中 EMT 相关标记物

E-cadherin表达升高，而N-cadherin表达下降（图 4，

均P < 0.001），提示靶向HSP90β可能影响MG-63球

形细胞的EMT样分子表型，并与其迁移、侵袭能力

下降有关。

A:MG-63球形细胞靶抗原的免疫荧光共定位（绿色荧光表示单抗2G1标记信号，红色荧光表示HSP90β抗体标记信号，蓝色荧

光表示DAPI核染色，Merge为合并图像）；B：免疫沉淀联合WB法鉴定单抗2G1结合的抗原。

图2  单抗2G1识别靶抗原HSP90β的定位与鉴定

A：单抗2G1处理MG-63球形细胞后的无血清甲基纤维素成球实验；B：单抗2G1处理MG-63球形细胞后的迁移实验；C：单抗

2G1处理MG-63球形细胞后的侵袭实验；与对照组比较，***P < 0.001。

图3  单抗2G1处理MG-63球形细胞后成球、迁移和侵袭能力的影响

2.5  单抗 2G1对MG-63球形细胞来源裸鼠移植瘤

生长的影响

为进一步验证单抗 2G1对MG-63球形细胞体

内成瘤能力的影响，本研究建立裸鼠皮下移植瘤模
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型。结果显示，与对照组相比，单抗2G1组裸鼠移植

瘤生长受到明显抑制，表现为剥离后移植瘤体积较

小、瘤质量显著降低（图5A、B，P < 0.01），且接种后第

30天移植瘤体积低于对照组（图5C，P < 0.01）。单抗

2G1 组移植瘤质量抑制率和体积抑制率分别为

（31.83 ± 16.36）%和（22.00 ± 15.48）%。上述结果提

示，靶向HSP90β的单抗2G1可抑制MG-63球形细胞

来源移植瘤的体内生长能力。

WB法检测对照组和单抗2G1组MG-63球形细胞中干细胞特性相关蛋白HSP90β、SOX2、OCT4及EMT相关蛋白E-cadherin、

N-cadherin的表达，与对照组比较，**P < 0.01，***P < 0.001。

图4  单抗2G1处理后MG-63球形细胞干细胞特性相关蛋白及EMT相关蛋白表达的变化

A：对照组和单抗2G1组裸鼠移植瘤剥离后图像；B：对照组和单抗2G1组裸鼠移植瘤质量统计分析；C：对照组和单抗2G1组裸鼠

移植瘤体积随接种后时间的变化曲线。与对照组比较，**P < 0.01。

图5  单抗2G1对MG-63球形细胞来源裸鼠移植瘤生长的影响

2.6  单抗2G1处理后MG-63球形细胞差异表达基因

分析及Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达变化

采用转录组测序分析对照组与单抗 2G1处理组

MG-63球形细胞的基因表达谱差异。结果（图6A）显

示，获得表达发生显著性变化的基因共 698个，其中

上调基因 329个，下调的基因共 369个。KEGG通路

富集分析结果（图 6B）显示，差异基因富集于Wnt信

号通路。WB检测结果（图6C）显示，与对照组相比，

单抗 2G1组MG-63球形细胞中 p-β-catenin和 c-Myc

表达量下降（均P < 0.001）。上述结果提示，膜蛋白

HSP90β可能是通过抑制Wnt/β-catenin信号通路进而

影响OSC的成球、侵袭和迁移等生物学功能。

3  讨  论

骨肉瘤是青少年中最常见的原发恶性骨肿瘤之

一，尽管新辅助化疗联合保肢手术已成为标准疗法，

但转移或复发患者的长期生存获益仍十分有限[10-12]。

OSC具有较强的成球能力、迁移侵袭能力及体内成

瘤潜能，与肿瘤异质性、治疗抵抗及疾病复发密切相

关。然而，由于患者来源原代OSC的获取和稳定培

养存在一定困难，基于骨肉瘤细胞系构建的OSC富

集模型已成为研究OSC特征的重要实验策略。本研

究采用人骨肉瘤MG-63细胞经无血清悬浮培养获得

MG-63球形细胞作为OSC富集模型，探究其关键调
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控分子及潜在的治疗靶点。

HSP90β在多种恶性肿瘤中发挥重要作用，既往

研究[13-15]表明，HSP90家族在骨肉瘤细胞的增殖、侵袭

和应激存活中扮演关键角色。本研究通过流式细胞

术与WB检测发现，与MG-63亲本细胞相比，MG-63

球形细胞表现出更高水平的膜表面HSP90β富集表

达。功能实验显示，单抗 2G1干预后MG-63球形细

胞的成球、迁移和侵袭能力均下降，提示膜表面

HSP90β的表达上调可能与MG-63球形细胞OSC样

表型的维持密切相关，可作为OSC相关生物学特性

的潜在标志物与干预靶点。

A：对照组与单抗2G1组的MG-63球形细胞的差异基因火山图；B：差异表达基因的KEGG通路富集分析；C：WB法验证单抗2G1

处理后MG-63球形细胞中Wnt/β-catenin通路相关蛋白的表达。

图6  单抗2G1处理MG-63球形细胞对Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达的影响

功能实验表明，特异性靶向HSP90β的单抗 2G1

干预后，MG-63球形细胞的成球数量明显减少，迁移

和侵袭能力受到抑制，且裸鼠皮下移植瘤的质量和

体积显著降低。在分子机制层面，单抗2G1处理导致

干细胞特性关键转录因子SOX2和OCT4表达下调，

同时伴随 EMT 相关分子表型的改变，即 E-cadherin

表达上调而N-cadherin表达下调。考虑到骨肉瘤来

源于间充质组织，上述变化表明HSP90β靶向干预影

响了MG-63球形细胞的EMT样分子特征[16]。上述结

果提示，靶向膜表面HSP90β能够显著削弱MG-63球

形细胞体外干细胞特性表型与体内成瘤能力。

为明确靶向HSP90β抑制OSC样特征的下游调

控机制，本研究结合转录组测序和KEGG通路富集

分析发现差异基因显著富集于Wnt信号通路。WB

结果进一步证实，单抗2G1处理后p-β-catenin和下游

靶蛋白 c-Myc表达明显下降。Wnt/β-catenin信号通

路在骨肉瘤细胞增殖、迁移及干细胞特性维持中发

挥核心调控作用 [17-18]，β-catenin 的稳定积累可激活

c-Myc 等靶基因以驱动肿瘤干细胞特性 [19]。本研

究结果提示 ，HSP90β 靶向干预可能通过影响

Wnt/β-catenin 通路相关蛋白表达来抑制 OSC 样特

征。然而，本研究尚未开展β-catenin核转位检测及通

路拯救实验，HSP90β与Wnt/β-catenin信号之间的直

接调控关系仍需后续深入验证。

综上所述，膜表面HSP90β在MG-63球形细胞中

呈富集表达，靶向HSP90β的单抗2G1可通过影响干

细胞特性、EMT样分子表型及Wnt/β-catenin通路相

关蛋白表达，降低其成球与成瘤能力。但本研究主

要基于MG-63细胞系富集模型，且缺乏直接的分子

调控机制证据，未来将进一步采用患者来源类器官

及原代OSC模型进行验证。此外，探索单抗 2G1与

肿瘤微环境免疫调节策略（如靶向巨噬细胞）[20]、

天然化合物（如梓醇）[21]或能量代谢干预靶点的联合

应用，以及深入解析Wnt/β-catenin与其他通路（如
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PI3K/AKT/mTOR）的交叉对话，将为克服骨肉瘤耐药

与复发提供更具临床转化价值的协同方案。
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