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靶向抑制表皮生长因子受体EGFR逆转骨肉瘤

恶性生物学行为研究
向华夏1,2  康权1,2  李志鹏1,2  罗庆1,2*

(1重庆医科大学附属儿童医院肝胆外科, 重庆 400014; 2重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所干细胞实验室, 
儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 国家儿童健康与疾病临床医学研究中心, 

儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地, 儿科学重庆市重点实验室, 重庆 400014)

摘要      该研究探讨应用表达重组抗表皮生长因子受体三型变异体(EGFRvIII)的单链可变区

片段 (scFv)抗体的重组腺病毒感染骨肉瘤细胞 , 靶向抑制EGFRvIII活性后 , 骨肉瘤恶性生物学行

为的变化情况。收获重组腺病毒, 感染骨肉瘤细胞143B、MG63、TE85, 靶向抑制EGFRvIII活性; 
体外通过MTT、结晶紫染色、划痕实验、细胞吸附、细胞Matrigel迁移等实验探讨骨肉瘤细胞增殖、

黏附、迁移、侵袭等肿瘤恶性生物学行为的变化情况。体内通过感染骨肉瘤动物模型 , 靶向抑制

EGFRvIII活性后 , 应用Xenogen imaging成像技术分析对肿瘤生长的影响。体外实验结果示, 靶向

抑制骨肉瘤EGFRvIII活性 , 可以明显下调肿瘤细胞的增殖、黏附、迁移、侵袭能力 , 逆转肿瘤恶

性生物学行为; 体内实验结果示, 靶向抑制骨肉瘤EGFRvIII活性, 可明显下调肿瘤细胞的增殖生长

能力。靶向抑制EGFRvIII活性可能逆转骨肉瘤恶性生物学行为, 其可能成为骨肉瘤治疗中极有希

望的新靶点。
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Targeting Inhibition of EGFR Reverses the Malignant 
Behavior of Osteosarcoma

XIANG Huaxia1,2, KANG Quan1,2, LI Zhipeng1,2, LUO Qing1,2*
(1Department of Hepatology, Children’s Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400014, China; 

2Laboratory of Stem Cell Biology and Therapy, Children’s Hospital of Chongqing Medical University, 
Ministry of Education Key Laboratory of Child Development and Disorders, National Clinical Research Center for 

Child Health and Disorder, China International Science and Technology Cooperation Base of 
Child Development and Critical Disorders, Chongqing Key Laboratory of Pediatrics, Chongqing 400014, China)

Abstract       The aim of this work was to investigate the malignant behavior changes of osteosarcoma. These 
osteosarcoma cells were infected with adenovirus which can express recombinant anti-epidermal growth factor 
receptor variant III (EGFRvIII) single-chain variable fragment (scFv) antibody. This kind of antibody can inhibit 
EGFRvIII in osteosarcoma cells. We harvest the recombinant adenovirus to infect osteosarcoma cells 143B, MG63, 
TE85. In vitro, MTT, crystal violet staining, cell scratch assay, cell assay, cell migration, matrigel experiment meth-
ods were used to investigate the changes of tumor malignant behaviors such as proliferation, adhesion, migration 
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and invasion of osteosarcoma cell. In vivo, we built animal models of osteosarcoma which were treated by targeted 
inhibition of EGFR and then detected the tumor growth by using Xenogen imaging analysis. The malignant behav-
iors of osteosarcoma 143B, MG63, TE85 were significantly inhibited after inhibiting EGFRvIII. Xenogen imag-
ing results indicate that the growth of tumor is slowing down. The malignant behaviors of osteosarcoma could be 
significantly decreased and reversed after inhibiting EGFRvIII in osteosarcoma cells in vitro. And also the growth 
ability of tumor cell proliferation may be significantly decreased after inhibiting EGFRvIII in vivo. EGFRvIII may 
be the very promising new treatment target of osteosarcoma in the future.

Keywords       targeting inhibition; osteosarcoma; EGFR; EGFRvIII; reverse; malignant

骨肉瘤 (osteosarcoma, OS)是儿童及青少年最

常见的、恶性程度较高的原发性骨肿瘤 , 其生物学

行为多呈高度恶性, 患者早期即可发生远处转移, 死
亡率较高。手术切除原发病灶加新辅助化疗是骨

肉瘤目前标准的治疗方式 , 使其远期生存率提高为

60%~70%, 但在近三十年中 , 骨肉瘤伴远处转移的

患者生存率并没有明显改善 , 化疗效果也未获得明

显的突破 , 且目前对骨肉瘤的治疗仍存在争论 [1-2], 
因此, 亟需开发有效治疗骨肉瘤的新药物, 以提高患

者的生存率。

表皮生长因子受体 (epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR)家族, 又称为erbB家族, 由四个主要成

员构成 : erbB-1(EGFR)、erbB-2(Her2/neu)、erbB-3
以及 erhB-4。有研究提出 , EGFR表达异常与肿瘤

发生、发展密切相关 , 且与恶性肿瘤细胞增殖、黏

附、血管形成、转移、放射敏感性等方面关系密

切 , 尤其皮生长因子变异体EGFRvIII更是和肿瘤的

预后密切相关, EGFR已成为抗肿瘤分子靶向研究热

点 [3-6]。但是, 目前国内外研究中, 关于EGFR尤其是

EGFRvIII在骨肉瘤中表达情况的报道较少 , 而且关

于EGFRvIII在骨肉瘤中表达对骨肉瘤恶性生物学行

为影响尚不明确。

本课题组前期已证明 , 表皮生长因子变异体

EGFRvIII在经典骨肉瘤系143B、MG63、TE85中高

表达 ; 并成功构建表达重组抗表皮生长因子受体三

型变异体 (EGFRvIII)的单链可变区片段 (scFv)抗体

的重组腺病毒 , 证明其能发挥靶向抑制EGFRvIII的
作用。

本研究旨在探讨应用表达重组抗表皮生长因

子受体三型变异体 (EGFRvIII)的单链可变区片段

(scFv)抗体的重组腺病毒感染骨肉瘤细胞 143B、

MG63、TE85, 靶向抑制表皮生长因子受体EGFR-
vIII活性后, 能否逆转骨肉瘤恶性生物学行为。

1   材料及方法
1.1   材料

人骨肉瘤细胞株143B、人骨肉瘤细胞株MG63、
人骨肉瘤细胞株TE85、HEK293细胞、腺病毒AdR-
scFv-EGFRv3、AdR-RFP 、质粒pSEB-LUC、pAmpho、
电穿孔感受态细菌DH10B均由美国芝加哥大学分子

肿瘤中心实验室惠赠 ; 脂质体转导试剂Lipofectamine
购自 Invitrogen公司 ; MTT、DMSO购自Sigma公司 ; 
Matrigel购自BD公司 ; 荧光素酶底物购自Sigma公司 ; 
裸鼠, 6~8周龄, 18~20 g, 雌性, 清洁级, 由重庆医科大

学动物实验中心提供。

1.2   细胞培养及腺病毒转染

将143B、MG63、TE85细胞复苏培养 , 状态良

好后, 接种于T25培养瓶, 培养于8 mL含10% FBS的
DMEM完全培养基中 , 置于二氧化碳培养箱 (5.0% 
CO2、37 °C)培养; 接种后6 h, 分别用表达scFv-EG-
FRvIII、RFP的腺病毒感染143B、MG63、TE85细胞, 
病毒用量为25 μL/瓶; 腺病毒感染后12 h倒置荧光显

微镜观察腺病毒感染效率, 待感染效率大于90%, 进
行下一步实验。

1.3   MTT比色法细胞增殖实验

病毒感染36 h后 , 将细胞从培养瓶中消化下来 , 
重悬计数以106~107个/mL细胞量接种于96孔板; 分别

在接种后6 h、12 h、24 h、36 h, 加MTT溶液混匀, 置
于二氧化碳培养箱(5.0% CO2、37 °C)培养, 4 h后加入

DMSO混匀, 置于二氧化碳培养箱(5.0% CO2、37 °C)
培养; 1 h后吸光度(D)值测定, 测定波长为570 nm。

1.4   结晶紫染色检测细胞增殖实验

病毒感染36 h后 , 将细胞从培养瓶中消化下来 , 
重悬计数以106~107个/mL细胞量接种于24孔板, 每组

处理3孔; 分别在接种后12 h、24 h、48 h进行结晶紫

染色; 吸去培养液 , 加入结晶紫染色试剂l mL/孔 , 静
置30 min, 自来水冲洗, 室温干燥照相。
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1.5   细胞吸附实验

10 μg/mL的 I型胶原包被96孔板 , 放入孵箱内 , 
37 °C过夜; PBS洗涤2次, 并用1% BSA封闭1 h, 移除BSA
液体; 将目的细胞与含有1%血清的培养基混匀后铺板; 
分别在0.5 h、1.0 h、1.5 h、2.0 h、2.5 h、3.0 h 6个时间点, 
进行如下操作; PBS洗涤6次; 10%的福尔马林固定; 加
入50 μL含1%的亚甲蓝和0.01 mmol/L的硼酸盐缓冲液

室温下染色30 min; 吸出亚甲蓝, 洗涤3次; 加入盐酸混

合液, 振荡。设定波长630 nm。

1.6   划痕实验检测细胞迁移

将用100%酒精浸泡的三叉孔移入6孔板, 紫外

光消毒备用; 在病毒感染36 h后, 将细胞从培养瓶中

消化下来, 重悬计数后以106~107/mL细胞量接种于6
孔板, 3孔重复; 细胞贴壁后, 轻轻移出三叉孔; 分别

在接种后12 h、24 h、36 h、48 h 4个时间点在倒置

荧光显微镜下观察成像。

1.7   细胞侵袭实验

将浓度为0.1~1.0 mg/mL的基质胶加入Insert; 
将Insert放在操作台, 风机吹干; 加入培养基在Insert
底部, 湿润2 h; 移除培养基; 将病毒感染36 h后的骨

肉瘤细胞重悬配成浓度为1×105~2×105个/mL的细胞

悬液备用; 加300 μL化学吸引剂; 转移Insert到12孔
板内, 迅速加入0.3 mL细胞悬液, 孵育24 h; 移出In-
sert, 浸泡于PBS中, 清除未贴壁细胞; 福尔马林固定

10 min, PBS清洗1次; 将Insert浸泡入苏木素30 min, 
用蒸馏水洗3次; 用沾湿棉签在Insert表面擦拭, 将没

有迁移进入基质胶的细胞擦掉; 将膜从Insert切下来, 
放在载玻片上, 中性树脂封片; 在高倍镜下按方向选

10个视野, 计数侵入基质胶的细胞个数。

1.8   筛选表达荧光素酶的稳定细胞株并鉴定

将质粒pSEB-LUC、pAmpho转导入DH10B电
穿孔感受态细菌, 行电转导后, 接入LB培养基37 °C
摇床过夜培养 ; Wizard试剂盒提取2个质粒DNA; 转
染前3~5 h, 接种HEK293于T25培养瓶 , 细胞密度为

60%左右, 使用含FBS和含有青/链霉素混合液(peni-
cillin/streptomycin, P/S)的DMEM培养基, 5.0% CO2、

37 °C孵箱中孵育 ; 转染时 , 使用 10 μL质粒 pSEB-
LUC、5 μL pAmpho, 加入 15 μL转染试剂脂质体

Lipofectamine、500 μL DMEM培养基(不含FBS及P/
S), 混匀, 室温下放置20 min; 取出3~5 h前准备的融

合度为40%~60%的HEK293, 吸弃培养基, 加入3 mL 
DMEM培养基 (不含FBS和P/S), 轻轻洗涤细胞后吸

弃培养基, 再次加入2.5 mL不含FBS和P/S的DMEM
培养基 , 5.0% CO2、37 °C孵箱中孵育约10 min; 将
质粒及脂质体混合液加入HEK293细胞, 轻轻地摇晃

培养瓶混匀, 5.0% CO2、37 °C孵箱中孵育; 4 h后, 吸
弃不含FBS和P/S的培养基, 加入4 mL DMEM培养基

(含10% FBS及P/S), 置入5.0% CO2、37 °C孵箱中孵

育; 转染后36 h、60 h、84 h、108 h收集逆转录病毒

病毒上清; 将143B、MG63、TE85细胞复苏培养, 观
察细胞状态良好 , 接种143B、MG63、TE85细胞于

T25培养瓶, 细胞密度为40%左右; 细胞贴壁后, 吸弃

培养基 , 加入收集备用的4 mL逆转录病毒原于T25
培养瓶 , 置入5.0% CO2、37 °C孵箱中过夜孵育 ; 重
复感染2~4次 ; 加入5 μg/mL抗生素Blastin筛选已感

染逆转录病毒 , 每天观测对照组和实验组的生长状

态, 至实验组细胞大部分死亡, 而对照组基本全部死

亡时, 筛选出稳定表达荧光素酶的稳定细胞株143B-
LUC、MG63-LUC、TE85-LUC; 检测细胞荧光素酶

读数鉴定是否已经获得稳定细胞株 : 将细胞接种于

24孔板, 24 h后, 每孔加入100 μL细胞裂解液, 充分裂

解后, 取50 μL加入荧光素酶底物20 μL混合, 上机读

数检测。

1.9   使用稳定细胞株进行体内注射及动物实验分组

将稳定细胞株143B-LUC、MG63-LUC、TE85-
LUC复苏培养, 观察状态良好后, 接种于100 mm细

胞培养皿, 根据接种动物量准备, 置于二氧化碳培养

箱(5.0% CO2、37 °C); 接种6 h后, 分别用表达scFv-
EGFRvIII、RFP的腺病毒感染稳定细胞株; 腺病毒感

染12 h后, 倒置荧光显微镜观察病毒转染率, 达90%
以上; 在病毒感染36 h后, 收集细胞, 离心, 去上清, 根
据计数得细胞密度, 加入PBS稀释至107个/mL; 1 mL
针管吸取50 μL细胞, 裸鼠膝关节注射建立动物模

型。每种骨肉瘤细胞系动物模型均设置3个观察时

间点(注射细胞1周后、2周后、3周后), 每个时间点

重复实验2次, 每组设置2只对照动物模型(#1、#2)和
3只实验模型(#3、#4、#5)。动物实验严格遵循重庆

医科大学伦理委员会制定的相关规定(伦理审批号: 
17036M)。
1.10   荧光素酶成像仪观测肿瘤生长情况

建立动物肿瘤模型后, 每周(1周后、2周后、3
周后)使用荧光素酶成像仪观测动物模型的肿瘤成

瘤情况; 取动物于荧光素酶成像仪所在房间, 待裸鼠

麻醉后, 腹腔注射100 μL荧光素酶底物, 计时; 打开
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和调试好仪器, 根据我们照相的裸鼠数量, 选择合适

的照射范围, 确认各参数, 将裸鼠放入照射区域。在

腹部注射荧光素酶底物10 min后, 开始取像; 保存图

像; 将照射完的裸鼠复苏, 归还动物房; 分析Xenogen 
imaging成像仪的数据。

1.11   统计学方法

采用SPSS 20统计软件进行数据分析, 结果用

x
_
±s表示, 采用单因素方差分析和t检验。P<0.05为
差异有统计学意义。

2   结果
2.1   MTT比色实验

MTT比色细胞增殖实验结果如图1所示, 图1A、

图1B、图1C分别代表143B、MG63、TE85 3种骨肉

瘤细胞系的增殖曲线, 红色曲线代表对照RFP组, 蓝
色曲线代表EGFRvIII抑制组; 在病毒感染6 h、12 h、
24 h、36 h后检测, 与对照RFP组相比, EGFRvIII抑
制组的细胞增殖速度在143B、MG63、TE85 3种实

验细胞组中均有下降, 总体呈下降趋势, 差异具有统

计学意义(*P<0.05)(图1)。
2.2   结晶紫染色检测细胞增殖实验

分别在病毒感染12 h、24 h、48 h后对三种不

同肿瘤细胞进行结晶紫染色, 结果如图2所示, 与对

照RFP组相比, EGFRvIII抑制组的细胞增殖速度在

143B、MG63、TE85 3种实验细胞组中都有下降趋

势(图2), 而且这种抑制在143B与MG63细胞组中表

现明显。MTT比色法实验和结晶紫染色实验结果显

示, 靶向抑制EGFR变异体活性后, 能抑制肿瘤增殖

能力, 说明EGFRvIII可能与骨肉瘤的肿瘤增殖有相

关性。

2.3   细胞吸附实验

细胞吸附实验结果如图3所示, 图3A、图3B、
图3C分别代表143B、MG63、TE85 3种不同骨肉瘤

细胞系的吸附结果, 红色柱状代表RFP对照组, 蓝色

柱状代表EGFRvIII抑制组; 病毒感染后0.5 h、1.0 h、
1.5 h、2.0 h、2.5 h、3.0 h分别检测3种骨肉瘤细胞

A: 骨肉瘤细胞143B在病毒感染6 h、12 h、24 h、36 h后增殖实验结果; B: 骨肉瘤细胞MG63在病毒感染6 h、12 h、24 h、36 h后增殖实验结果; 
C: 骨肉瘤细胞TE85在病毒感染6 h、12 h、24 h、36 h后增殖实验结果。红色曲线代表对照组, 蓝色曲线代表实验组。*P<0.05。
A: result of cell proliferation of osteosarcoma cell 143B at 6 h, 12 h, 24 h, 36 h after viral infection; B: result of cell proliferation of osteosarcoma cell 
MG63 at 6 h, 12 h, 24 h, 36 h after viral infection; C: result of cell proliferation of osteosarcoma cell TE85 at 6 h, 12 h, 24 h, 36 h after viral infection. 
The red curve represents the control group and the blue curve represents the experimental group. *P<0.05.

图1   MTT比色法细胞增殖实验

Fig.1   MTT cell proliferation assay

(A)

(C)

(B)MTT assay reading

D
57

0
D

57
0

D
57

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
6 12 24 36

Time /h

6 12 24 36
Time /h

Time /h

*

*

*

MTT assay reading

143B infected
AdR-scfvEGFRv3
143B infected
AdR-RFP

MG63 infected
AdR-scfvEGFRv3

MG63 infected
AdR-RFP

MTT assay reading

6 12 24 36

TE85 infected
AdR-scfvEGFRv3
TE85 infected
AdR-RFP



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

2144 · 研究论文 ·

Infected by AdR-scFvEGFRv3Infected by AdR-RFP

Infected adenovirus 12 h later

Infected adenovirus 24 h later

Infected adenovirus 48 h later

143B

MG63

TE85

143B

MG63

TE85

143B

MG63

TE85

吸附能力, 我们发现, 在143B与MG63细胞组中, 与
对照RFP组比, EGFRvIII抑制组细胞黏附能力明显

下降, 差异具有统计学意义(*P<0.05), 而TE85组没

有发现明显变化, 无统计学意义(P>0.05)(图3)。
2.4   划痕实验检测细胞迁移

图4、图5、图6分别代表143B、MG63及TE85 
3种不同骨肉瘤细胞系的细胞在病毒感染12 h、24 h、
36 h和48 h后迁移实验结果, 我们可以发现, 与对照

RFP组相比, EGFRvIII抑制组细胞的迁移均受到不

同程度的抑制。

2.5   细胞侵袭实验

图7、图8、图9为3种不同骨肉瘤细胞侵袭实

验结果, 在100倍、200倍视野下观察, 与对照组相比, 
靶向抑制EGFR变异体活性后, 肿瘤细胞穿膜数量明

显减少; 对照组和抑制组分别进行穿膜细胞计数发

现, 抑制组较对照组肿瘤细胞穿膜数量减少, 差异具

有统计学意义(*P<0.05)。
2.6   建立了表达荧光素酶的143B、MG63、TE85
稳定细胞株

采用293细胞包装携带有luc基因的逆转录病毒, 
收获逆转录上清后, 用于感染骨肉瘤细胞, 由于构建

的逆转录病毒内含有Blastin抗性, 使用Blastin加压

筛选出稳定表达荧光素酶的稳定细胞株143B-LUC、

MG63-LUC、TE85-LUC。检测细胞荧光素酶读数(表
1), 证明已经获得稳定细胞株。

2.7   荧光素酶成像仪观测肿瘤生长情况

结果如图10、图11、图12所示, 在骨肉瘤细胞

注入裸鼠膝关节1周、2周、3周后观测肿瘤细胞在

体内的成瘤情况, 在构建的143B、MG63及TE85 3
种骨肉瘤动物模型中, 我们发现, EGFRvIII抑制组较

对照组骨肉瘤生长受到抑制, 肿瘤生长速度减慢。

3   讨论
骨肉瘤是儿童及青少年最常见的恶性骨肿瘤 , 

该病具有高转移率和耐药性[7]。有研究发现, 近20%
骨肉瘤患者在诊断时就可探查到其转移病灶 , 最常

见转移部位是肺。在使用有效化疗前骨肉瘤预后

差、生存率低 , 手术切除和 /或放疗后2年总生存率

为15%~20%[8]。随着新辅助化疗方案的提出 , 包括

3~4种细胞毒性药物 (顺铂、阿奇霉素、甲氨蝶呤、

异环乙酰胺 ), 骨肉瘤无远处转移患者5年生存率提

高至65%~70%, 而伴有远处转移的患者5年生存率

仅为19%~30%[9-10]。因此, 研发新的和有效的治疗骨

肉瘤的化疗药物是目前亟待解决的问题。

目前 , EGFR是抗肿瘤分子靶向治疗中的研究

热点。该受体的异常表达或变异体与肿瘤的恶性生

图2   结晶紫染色检测细胞增殖实验

Fig.2   Cell proliferation assay by Crystal Violet staining
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图4   细胞体外划痕实验检测143B细胞迁移

Fig.4   In vitro 143B cell migration assay by cell wound healing

12 h
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143B infected by AdR-EGFRv3

143B infected by AdR-RFP

A: 骨肉瘤细胞143B在病毒感染0.5 h、1.0 h、1.5 h、2.0 h、2.5 h、3.0 h后吸附实验结果; B: 骨肉瘤细胞MG63在病毒感染0.5 h、1.0 h、1.5 h、2.0 h、2.5 h、
3.0 h后吸附实验结果; C: 骨肉瘤细胞TE85在病毒感染0.5 h、1.0 h、1.5 h、2.0 h、2.5 h、3.0 h后吸附实验结果。红色柱状代表对照组, 蓝色柱状代表实验

组。*P<0.05。
A: adhesion result of osteosarcoma cell 143B after virus infection at 0.5 h, 1.0 h, 1.5 h, 2.0 h, 2.5 h, 3.0 h; B: adhesion result of osteosarcoma cell MG63 after vi-
rus infection at 0.5 h, 1.0 h, 1.5 h, 2.0 h, 2.5 h, 3.0 h; C: adhesion result of osteosarcoma cell TE85 after virus infection at 0.5 h, 1.0 h, 1.5 h, 2.0 h, 2.5 h, 3.0 h. The 
red bars represent the control group and the blue bars represent the experimental group. *P<0.05.

图3   细胞吸附实验

Fig.3   Cell adhesion assay
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图5   细胞体外划痕实验检测MG63细胞迁移

Fig.5   In vitro MG63 cell migration assay by cell wound healing
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图6   细胞体外划痕实验检测TE85细胞迁移

Fig.6   In vitro TE85 cell migration assay by cell wound healing
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A: 实验组MG63细胞侵袭实验结果; B: 对照组MG63细胞侵袭实验结果; C: 实验组MG63细胞侵袭实验结果; D: 对照组MG63细胞侵袭实验结

果; E: 实验组与对照组细胞计数结果。**P<0.01。
A: results of invasion of MG63 cells in the experimental group; B: results of invasion of MG63 cells in the control group; C: results of invasion of MG63 
cells in the experimental group; D: results of invasion of MG63 cells in the control group; E: cell count results of experimental group and control group. 
**P<0.01.

图8   MG63细胞体外Matrigel细胞侵袭实验

Fig.8   MG63 in vitro cell invasion assay using Matrigel
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A: 实验组143B细胞侵袭实验结果; B: 对照组143B细胞侵袭实验结果; C: 实验组143B细胞侵袭实验结果; D: 对照组143B细胞侵袭实验结果; E: 
实验组与对照组细胞计数结果。**P<0.01。
A : results of invasion of 143B cells in the experimental group; B: results of invasion of 143B cells in the control group; C: results of invasion of 143B 
cells in the experimental group; D: results of invasion of 143B cells in the control group; E: cell count results of experimental group and control group. 
**P<0.01.

图7   143B细胞体外Matrigel细胞侵袭实验

Fig.7   143B in vitro cell invasion assay using Matrigel
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表1   肿瘤细胞荧光素酶检测报告

Table 1   Tumor cell luciferase assay report
细胞名称

Cell name
孔1读数

Hole 1 reading
孔2读数

Hole 2 reading
孔3读数

Hole 3 reading

143B-LUC
143B
MG63-LUC
MG63
TE85-LUC
TE85

2 549 851
            32
1 897 657
            23
1 976 854
            14

2 897 872
            43
1 908 768
            47
1 568 709
            29

2 675 698
            36
1 987 601
            27
1 465 092
            27
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物学行为关系密切, 恶性生物学行为包括: 细胞增

殖、黏附、转移等, 尤其是表皮生长因子受体变异

体与肿瘤的预后关系更为密切[11]。目前已研发出了

EGFR靶向药物, 在针对不同人类癌症类型的治疗方

A: 实验组TE85细胞侵袭实验结果; B: 对照组TE85细胞侵袭实验结果; C: 实验组与对照组细胞计数结果。*P<0.05。
A: results of invasion of TE85 cells in the experimental group; B: results of invasion of TE85 cells in the control group; C: cell count results of experi-
mental group and control group. *P<0.05.

图9   TE85细胞体外Matrigel细胞侵袭实验

Fig.9   TE85 in vitro cell invasion assay using Matrigel
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图10   荧光素酶成像仪观测143B体内成瘤情况

Fig.10   Xenogen imaging analysis 143B proliferation in vivo

面, 取得了巨大的临床进展。两种抗EGFR单克隆抗

体(西妥昔单抗和帕尼单抗)以及两种小分子可逆性

EGFR酪氨酸激酶抑制剂(吉非替尼和埃罗替尼)在
一些国家已被批准用于治疗转移性非小细胞肺癌、
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图12   荧光素酶成像仪观测TE85体内成瘤情况

Fig.12   Xenogen imaging analysis TE85 proliferation in vivo
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图11   荧光素酶成像仪观测MG63体内成瘤情况

Fig.11   Xenogen imaging analysis MG63 proliferation in vivo
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前列腺癌、结直肠癌、头颈部鳞状细胞癌等[12-15]。

但是, 目前国内外研究中, 关于EGFR尤其是EGFR-
vIII在骨肉瘤中表达情况的报道较少, 而且EGFRvIII
在骨肉瘤中表达对骨肉瘤的恶性生物学行为的影响

尚不清楚。

本课题组前期通过基因芯片筛选 , 发现EGFR
在骨肉瘤细胞系 MG63中高表达。逆转录 PCR检

测发现 , 经典骨肉瘤细胞系 143B、MG63、TE85、
SaOs以及原代骨肉瘤细胞系UCHOS4、7、11、14、
15中有EGFR的表达。进一步证明, 表皮生长因子受

体变异体EGFRvIII在经典骨肉瘤系143B、MG63、
TE85中高表达 ; 另外 , 成功构建了表达重组抗表皮

生长因子受体三型变异体 (EGFRvIII)的单链可变区

片段(scFv)抗体的重组腺病毒, 并证明其能发挥靶向

抑制骨肉瘤细胞(143B、MG63、TE85) EGFRvIII的
作用。

本研究应用表达重组抗表皮生长因子受体三

型变异体(EGFRvIII)的单链可变区片段(scFv)抗体

的重组腺病毒感染骨肉瘤细胞模型, 靶向抑制表皮

生长因子受体EGFRvIII表达, 观察其对骨肉瘤恶性

生物学行为的影响。(1)MTT比色法和结晶紫染色

实验是细胞增殖实验, 结果显示, 在骨肉瘤3种细胞

系中抑制组较对照组骨肉瘤细胞增殖能力明显受到

抑制, 且143B、MG63较TE85抑制增殖效果更加明

显。这说明EGFRvIII与骨肉瘤的肿瘤细胞的增殖

能力具有相关性, 靶向抑制EGFRvIII后能下调骨肉

瘤细胞的增殖能力。(2)细胞吸附实验结果显示, 在
143B与MG63细胞组中, 与对照RFP组相比, EGFR-
vIII抑制组细胞黏附能力明显下降, 而TE85组没有

发现明显变化。这说明, EGFRvIII与骨肉瘤的肿瘤

细胞的黏附性有相关性, 靶向抑制EGFR变异体的

表达, 可以下调肿瘤细胞的细胞黏附能力。(3)划痕

实验显示, 与对照RFP组相比, EGFRvIII抑制组细胞

的迁移均受到不同程度的抑制。这说明, EGFRvIII
与骨肉瘤的肿瘤细胞迁移能力有相关性, 靶向抑制

EGFR变异体的表达可以下调肿瘤细胞黏附性。(4)
侵袭实验结果显示, 对于143B、MG63, 靶向抑制

EGFR变异体表达后, 肿瘤细胞穿膜数量明显减少, 
这说明, EGFR变异体的异常高表达与肿瘤细胞的侵

袭相关, 抑制EGFR变异体表达可以下调肿瘤细胞

侵袭能力。体内动物实验显示, 在143B、MG63及
TE85 3种动物模型中, EGFRvIII抑制组与RFP对照

组相比, 肿瘤生长受到抑制, 肿瘤生长速度减慢。这

说明EGFRvIII与骨肉瘤的肿瘤生长与增殖有相关

性, 靶向抑制EGFR变异体的表达, 能抑制肿瘤生长

增殖。

综上所述, 靶向抑制表皮生长因子受体EGFR
变异体在骨肉瘤的表达后, 体外可以明显下调肿瘤

细胞的增殖、黏附、迁移、侵袭能力, 逆转肿瘤的

增殖、黏附、迁移、侵袭恶性生物学行为。体内实

验证实靶向抑制表皮生长因子受体EGFR在骨肉瘤

的表达, 可以明显下调肿瘤细胞的增殖生长能力。

因此, 靶向抑制EGFR变异体后能够逆转骨肉瘤恶性

生物学行为, EGFR变异体可能成为骨肉瘤治疗中极

有希望的新靶点。
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