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舒芬太尼调节MAPK/ERK信号通路对骨肉瘤细胞

恶性生物学行为的影响
黄宽建*  向努  邹炳宏  

(达州骨科医院麻醉科, 达州  635000)

摘要      该文主要探讨舒芬太尼(Suf)调节丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)/细胞外信号调节激酶

(ERK)信号通路对骨肉瘤细胞(OS)恶性生物学行为的影响。采用梯度浓度Suf处理人骨肉瘤细胞

(143B细胞)和人成骨细胞系(hFOB1.19细胞), CCK-8筛选确定Suf最佳干预浓度; 将培养的143B细胞

随机分为OS组、Suf低剂量组(Suf-L组)、Suf中剂量组(Suf-M组)、Suf高剂量组(Suf-H组)、Suf高
剂量+ERK激活剂异丙肾上腺素组(Suf-H+ISO组)。通过EDU染色、克隆形成实验以及流式细胞术

检测各组143B细胞增殖、凋亡能力; 通过Transwell和划痕实验检测各组143B细胞侵袭、迁移能力; 
Western blot检测各组细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移以及MAPK/ERK信号通路相关蛋白表达情况; 
裸鼠致瘤实验观察Suf对骨肉瘤生长状况的影响。该研究结果显示Suf对hFOB1.19细胞活力无统计

学意义(P>0.05); Suf对143B细胞具有细胞毒作用, 选取20、40、80 ng/mL为后续实验组Suf处理浓

度。与OS组比较, Suf-L组、Suf-M组、Suf-H组143B细胞EDU阳性细胞率、克隆数、Ki67表达水平

降低, 迁移率、侵袭数、VEGF和Vimentin表达水平降低, p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2降
低, 以及存活素(Survivin)表达降低, 而细胞凋亡率、Bax表达水平升高(P<0.05); 与Suf-H组比较, Suf-
H+ISO组143B细胞EDU阳性细胞率、克隆数、Ki67表达水平升高, 迁移率、侵袭数、VEGF、Vi-
mentin表达水平升高, p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2水平升高, 以及Survivin表达水平升高, 
而细胞凋亡率、Bax表达水平降低(P<0.05)。裸鼠致瘤实验结果显示, Suf组裸鼠移植瘤生长速度慢, 
移植瘤体积、质量显著降低; 裸鼠移植瘤组织中p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2低于NC组, 
Ki67阳性率、VEGF阳性率均低于NC组, 而Bax阳性率高于NC组(P<0.05)。总结得出Suf能够抑制

骨肉瘤细胞恶性生物学行为发生, 可能与抑制MAPK/ERK信号通路密切相关。
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The Effect of Sufentanil on the Malignant Biological Behaviors 
of Osteosarcoma Cells by Adjusting MAPK/ERK Signaling Pathway

HUANG Kuanjian*, XIANG Nu, ZOU Binghong 
(Department of Anesthesiology, Dazhou Orthopedic Hospital, Dazhou 635000, China)

Abstract       This article mainly discusses the effect of Suf (sufentanil) on malignant biological behaviors of 
OS (osteosarcoma) cells by regulating MAPK (mitogen-activated protein kinase)/ERK (extracellular signal-regu-
lated kinase) signaling pathway. Human osteosarcoma cells (143B cells) and human osteoblast cell line (hFOB1.19 
cells) were treated with gradient concentrations of Suf, and the optimal concentration of Suf was determined by 
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CCK-8 screening. The cultured 143B cells were randomly separated into OS group, Suf low-dose group (Suf-L 
group), Suf medium-dose group (Suf-M group), Suf high-dose group (Suf-H group), and Suf high-dose + ERK ac-
tivator isoproterenol group (isoproterenol group). EDU staining, colony formation assay and flow cytometry were 
used to detect the proliferation and apoptosis of 143B cells in each group. The invasion and migration abilities of 
143B cells in each group were detected by Transwell and scratch test. Western blot was used to detect cell prolifera-
tion, apoptosis, invasion, migration, and the expression of MAPK/ERK signaling pathway related proteins in each 
group were detected. In addition, nude mouse tumorigenic experiment was used to observe the effect of Suf on the 
growth status of osteosarcoma. The results showed that Suf had no statistically significant effect on the viability of 
hFOB1.19 cells (P>0.05). Suf had cytotoxicity effect on 143B cells, and the concentrations of 20, 40, and 80 ng/mL 
were selected as the the Suf treatment concentrations in the subsequent experimental groups. Compared with the 
OS group, The EDU-positive cell rate, clone number and Ki67 expression of 143B cells in the Suf-L, Suf-M and 
Suf-H groups were decreased, and the migration rate, invasion number, VEGF and Vimentin expression were de-
creased, and p-MEK1/2/MEK1/2, p-ERK1/2/ERK1/2 were decreased. The expressions of survivin was decreased, 
while the apoptosis rate and Bax expression were increased (P<0.05). Compared with the Suf-H group, the EDU-
positive cell rate, clone number and Ki67 expression of 143B cells in the Suf-H+ISO group were increased, and 
the migration rate, invasion number, VEGF and Vimentin expression were increased, and p-MEK1/2/MEK1/2, p-
ERK1/2/ERK1/2 were increased. The expressions of Survivin was increased, while the apoptosis rate and Bax 
expression were significantly decreased (P<0.05). The results of the nude mice tumorigenesis experiment showed 
that the growth rate of transplanted tumor in nude mice in the Suf group was slow, and the volume and weight of 
transplanted tumor were significantly reduced. The expression of p-MEK1/2/MEK1/2 and p-ERK1/2/ERK1/2 in the 
tumor tissue of nude mice were lower than those in the NC group. The positive rate of Ki67 and VEGF were lower 
than those in the NC group, and the positive rate of Bax was higher than that in the NC group (P<0.05). In conclu-
sion, Suf can inhibit the malignant biological behaviors of osteosarcoma cells, which may be closely related to the 
inhibition of the MAPK/ERK signaling pathway.

Keywords       sufentanil; mitogen-activated protein kinase/extracellular regulated protein kinase; osteosar-
coma cells; malignant biological behaviors

骨肉瘤 (osteosarcoma, OS)作为原发性恶性骨肿

瘤中具有侵袭性的类型 , 占据所有骨恶性肿瘤病例

的20%~30%, 大部分病例集中于青少年群体, 是儿童

和青少年癌症相关死亡的主要原因之一 [1-2]。OS表
现出显著组织异质性 , 肿瘤细胞能够异常增殖形成

不成熟骨样组织 , 同时具备从原发部位向远处扩散

的侵袭特性 [3]。部分患者在初诊时已出现转移病灶 , 
如肺部、骨骼系统以及中枢神经系统等。现有骨

肉瘤的治疗方案包括新辅助化疗、根治性手术切除

等 , 虽然将非转移性患者5年生存率大大提升 , 但对

于转移性患者而言5年生存率仍然较低 , 且面临严重

的相关并发症 , 包括继发性肿瘤、心脏毒性和生育

功能障碍等 , 这一现状凸显开发新型治疗策略的迫

切需求 [4-5]。舒芬太尼 (sufentanil, Suf)是一种高效合

成的阿片类受体激动剂 , 具有镇痛和抗肿瘤作用 [6]。

研究表明 , Suf能够抑制子宫内膜癌细胞增殖、迁

移和侵袭等恶性生物学行为 [7]。李进岚等 [8]研究发

现, Suf能够阻滞前列腺癌细胞G0/G1期, 抑制细胞增

殖, 促进凋亡。虽然目前已有研究表明Suf可能参与

调控多种肿瘤细胞的恶性表型转变 , 但其针对OS恶
性生物学行为的研究却鲜有报道。研究表明 , 通过

抑制丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)/细胞外信号调节激酶 (extracellular 
signal-regulated kinase, ERK)信号通路活化 , 减少骨

肉瘤细胞活性, 进而抑制骨肉瘤进展[9]。任帅帅等[10]

研究发现 , 抑制MAPK/ERK通路活化 , 能够抑制前

列腺癌细胞增殖、迁移及侵袭。然而 , 关于Suf是否

能够通过调节MAPK/ERK信号通路对OS细胞恶性

生物学行为产生影响未有研究报道, 因此, 本研究以

143B细胞为研究对象进行初步探讨。
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1   材料与方法
1.1   OS细胞和裸鼠

人类骨肉瘤细胞 (143B细胞 )(货号 : ZQ0455)
购自上海中乔新舟生物科技有限公司 ; 人成骨细

胞系 hFOB1.19(货号 : FY-K3921Z)购自上海富雨

生物科技有限公司。BALB/c裸鼠均购自云南达

生生物科技有限公司 [实验动物使用许可证号 : 
SCXK(滇 )2022-0003]。所选实验动物均为6周龄雄

性个体 , 初始体质量20~25 g, 饲养于SPF级标准笼

具 , 自由获取灭菌饲料和纯净水。本研究所有动物

实验经达州骨科医院伦理委员会审核并批准 (批准

号: 2025-01-11)。
1.2   主要试剂及相关仪器

Suf(批准文号 : 国药准字H20054172)购自宜昌

人福药业有限责任公司; ERK激活剂isoproterenol(货
号 : 15592)购自北京博奥派克生物有限公司 ; CCK-8
试剂盒(货号: KTA1020)购自亚科因(武汉)生物技术

有限公司; EDU细胞增殖检测试剂盒(货号: C10338)
购自广州市锐博生物科技有限公司 ; 结晶紫染液(货
号 : 29524)购自上海艾研生物科技有限公司 ; 凋亡

检测试剂盒(货号 : BB-4125)购自上海贝博生物科技

有限公司 ; 抗体Ki67、血管内皮生长因子 (vascular 
endothelial growth factor, VEGF)、存活素(Survivin)、
p-MEK1/2、MEK1/2、BCL-2相关X蛋白(BCL-2-as-
sociated X protein, Bax)(货号: NBAB-109279、NBL-
247900、NBAB-101228、NBAB-108996、NBAB-
108998、NBAB-101135)购自维百奥(北京)生物科技

有限公司; Vimentin、p-ERK1/2、ERK1/2(货号: xy-
3295、IC154377、XY-1051)购自上海信裕生物科技

有限公司 ; 快速制胶试剂盒 (货号 : JA0203)购自百

力格生物科技(上海)股份有限公司; 游标卡尺(货号: 
300106)购自上海玉博生物科技有限公司。

1.3   方法

1.3.1   细胞培养      EMEM培养基作为143B细胞系

基础培养体系 , 培养基补充10%胎牛血清和1%青霉

素–链霉素双抗, 培养于37 °C恒温、5% CO2浓度培养

箱, 细胞需连续稳定传代至少3代后可用于后续实验。

1.3.2   Suf最适浓度筛选      选择处于对数生长期的

143B细胞和hFOB1.19细胞 , 以2×104/孔的密度均匀

接种于96孔培养板中。实验设置6个不同浓度Suf处
理组 (10~160 ng/mL)及空白对照组 (0 ng/mL)。药物

浓度梯度设计采用2倍稀释法。药物处理24 h后, 每

孔加入10 μL CCK-8溶液, 避光孵育2 h, 使用酶标仪

测定D值。继续培养24 h, 分别计算24 h和48 h细胞

存活率。

1.3.3   细胞分组      将143B细胞随机分为OS组, Suf
低剂量组(Suf-L组)、Suf中剂量组(Suf-M组)、Suf高
剂量组(Suf-H组)。OS组细胞使用正常EMEM培养基

培养 ; Suf-L组、Suf-M组、Suf-H组细胞分别使用含

20、40、80 ng/mL Suf的EMEM培养基进行培养; Suf
高剂量+ERK激活剂异丙肾上腺素组 (Suf-H+ISO组 )
在含高剂量Suf的EMEM培养基基础上加入1 μmol/L
的 isoproterenol[11]进行培养。所有实验组细胞均培养

至对数生长期后, 统一进行后续检测和分析实验。

1.3.4   143B细胞增殖检测      EDU染色法 : 各组

143B细胞完成干预处理后 , 将预先配制的EDU染色

液以1 mL/孔的体积加入6孔板中 , 置于细胞培养箱

孵育2 h, 随后使用PBS洗涤3次, 加入0.3% TritonX-100
试剂室温处理10 min, 按照试剂说明配制Apollo反应混

合液 , 每孔加入500 μL反应液 , 避光孵育30 min, 使用 
DAPI溶液(1 μg/mL)进行细胞核避光染色10 min, 显微

镜下进行图像采集 , 软件分析计算EDU阳性细胞占

比。

克隆形成实验 : 将各组143B细胞以每孔5×105

个接种于6孔板中进行集落形成实验, 每天通过倒置

显微镜观察集落形成动态 , 待集落形态发育完整且

边界清晰可辨时 , 使用预先冷却至4 °C的甲醇溶液

进行10 min固定处理 , 然后选用结晶紫染色液在室

温下进行细胞染色20 min, 显微镜下观察, 软件进行

定量分析计算克隆形成数。

1.3.5   143B细胞凋亡检测      将各组143B细胞以每

孔2.5×105个接种于12孔板中 , 培养至对数生长期后 , 
采用0.25%胰酶-EDTA消化液37 ℃消化3 min。终止

消化后, 使用PBS进行两次离心(1 500 r/min、5 min)
洗涤。将细胞重悬于100 μL 1× 结合缓冲液中, 加入

5 μL Annexin V-FITC, 同时加入5 μL碘化丙啶染液 , 
室温避光孵育10 min, 通过流式细胞仪立即在1 h内
完成上机检测 , 进行数据分析后 , 获得各组143B细
胞凋亡率。

1.3.6   143B细胞侵袭检测      将50 μL基质胶工作液

均匀涂布于Transwell上室 , 并置于恒温培养箱中固

定30 min形成稳定基质层。取对数生长期各组143B
细胞消化后 , 收集细胞悬液并调整细胞至5×105/mL, 
取200 μL接种于Transwell上室 , 下室加入600 μL含
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10%胎牛血清的完全培养基 , 24 h后用PBS洗涤 , 多
聚甲醛4 °C固定15 min, 使用倒置显微镜进行图像采

集 , 并随机选取非重叠的5个视野 , 应用 ImageJ软件

计算侵袭数量。

1.3.7   143B细胞迁移检测      将各组143B细胞以每

孔5×105个接种于6孔板 , 继续培养细胞至对数生长

期, 选用200 μL无菌枪头保持与培养板呈90°的垂直

角度, 施加恒定压力, 平行划痕后, 立即漂洗3次, 更
换为无血清培养基培养 , 分别在0 h和24 h进行图像

采集, 软件进行分析计算各组细胞迁移情况。

1.3.8   143B细胞增殖、凋亡、侵袭和迁移以及

MAPK/ERK信号通路相关蛋白表达检测      收集各组

143B细胞 , 加入裂解缓冲液进行冰上裂解30 min后 , 
12 000 ×g离心15 min, 收集上清蛋白液, BCA法测定蛋

白浓度 , 并调整为统一浓度。配制10%分离胶和浓缩

胶后, 每孔上样20 μg蛋白, 依次进行电泳, 转膜, 封闭, 
抗体Ki67、VEGF、Survivin、p-MEK1/2、MEK1/2、
Bax、Vimentin、p-ERK1/2、ERK1/2(1000 2׃)孵育

(4 °C过夜 ), 二抗 室温孵育(000 5׃1) , 曝光显影 , 应用

ImageJ软件灰度值测定, 并以GAPDH为内参计算相对

表达量。

1.3.9   裸鼠致瘤实验      选取健康状况良好BALB/c裸
鼠, 在SPF环境中预饲养7天以稳定生理状态。143B
细胞培养至对数生长期 , 制备成浓度1×107/mL的细

胞悬液 , 将细胞悬液注射至小鼠右侧前肢腋下皮下

组织(消毒处理后操作), 注射体积10 μL, 待肿瘤体积

达到30 mm3随机分组, 即NC组和Suf组, 各6只, 其中

Suf组尾静脉注射5 μg/kg Suf(溶于生理盐水 )[12], 隔
日给药 , 固定时段 ; Control组给予等量生理盐水 , 每
周固定时间点测量肿瘤生长状况 (采用游标卡尺测

量)。28天后安乐死小鼠, 分离肿瘤组织并称量湿重, 
检测MAPK/ERK信号通路相关蛋白表达。

1.3.10   肿瘤组织Ki67、Bax、VEGF表达检测      肿
瘤组织经过石蜡包埋后 , 采用切片机制备切片 , 置
于 60 °C恒温烘箱进行烘干 , 然后将切片脱水、脱

蜡 , 并使用柠檬酸钠缓冲液进行微波热诱导抗原修

复, 阻断内源性过氧化物酶, 使用正常山羊血清室温

封闭30 min, 提前配制Ki67、Bax、VEGF(1000 1׃)
一抗工作液 , 均匀覆盖组织后 , 置于湿盒 4 °C孵育

过夜 , 二抗(1000 5׃)继续室温孵育1 h, DAB显色后 , 
苏木精进行细胞核复染 , 显微镜观察Ki67、Bax、
VEGF表达变化。

1.4   统计学分析

SPSS 25.0统计软件进行数据分析处理 , 针对实

验获得定量数据 , 采用均值±标准差形式进行数据呈

现 , 预先进行方差齐性和正态性检验 , 单因素方差分

析进行多组间比较 , 进一步使用SNK-q检验进行两组

间比较。当P<0.05时, 判定组间差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   Suf对143B细胞和hFOB1.19细胞活力影响

10、20、40、80、160 ng/mL与0 ng/mL相比, Suf
对hFOB1.19细胞活力无明显变化, 但能够降低143B细
胞存活率 , 说明Suf对正常成骨细胞无细胞毒性。其

中20、40、80、160 ng/mL Suf能够显著降低143B细
胞存活率(P<0.05)。与80 ng/mL相比, 160 ng/mL Suf对
143B细胞存活率的影响无显著变化 , 因此 , 选取20、
40、80 ng/mL Suf作为后续实验组Suf-L组、Suf-M组、

Suf-H组的处理浓度, 见表1和表2。
2.2   Suf对143B细胞增殖影响

Suf-L组、Suf-M组、Suf-H组与 OS组比较 , 
143B细胞EDU阳性细胞率、克隆数、Ki67表达降

低 (P<0.05); Suf-H+ISO组与Suf-H组比较 , 143B细
胞EDU阳性细胞率、克隆数、Ki67表达水平增加

(P<0.05), 见图1~图3和表3。
2.3   Suf对143B细胞侵袭、迁移影响

Suf-L组、Suf-M组、Suf-H组143B细胞迁移率、

侵袭数、VEGF、Vimentin表达水平比OS组低(P<0.05); 
Suf-H+ISO组143B细胞迁移率、侵袭数、VEGF和
Vimentin表达水平比Suf-H组高(P<0.05), 见图4~图6和
表4。
2.4   Suf对143B细胞凋亡影响

Suf-L组、Suf-M组、Suf-H组 143B细胞凋亡

率、Bax表达高于OS组 , Survivin表达水平低于OS
组 (P<0.05); Suf-H+ISO组143B细胞凋亡率、Bax表
达水平低于Suf-H组, Survivin表达水平高于Suf-H组

(P<0.05), 见图7、图8和表5。
2.5   Suf对143B细胞MAPK/ERK信号通路相关蛋

白表达影响

Suf-L组、Suf-M组、Suf-H组与 OS组比较 , 
143B细胞p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2水
平降低(P<0.05); Suf-H+ISO组与Suf-H组比较, 143B
细胞p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2水平升

高, 见图9和表6。
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2.6   Suf对裸鼠移植瘤影响

Suf组裸鼠移植瘤生长速度慢, 移植瘤体积、质

量、p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2水平均

低于NC组(P<0.05), 见图10~图12、表7和表8。
2.7   Suf对肿瘤组织Ki67、Bax、VEGF表达影响

Suf组与NC组比较, 肿瘤组织Ki67阳性率、VEGF阳

表1   Suf对hFOB1.19细胞存活率影响

Table 1   Effect of Suf on hFOB1.19 cell viability

Suf浓度/ng·mL–1

Suf concentration /ng·mL–1

细胞存活率/%
Cell survival rate /%

24 h 48 h

    0 98.25±1.75 98.39±1.61

  10 97.68±2.32 98.46±1.54

  20 99.12±0.88 98.45±1.55

  40 99.75±0.25 99.87±0.13

  80 97.61±2.39 98.51±1.49

160 99.52±0.48 99.31±0.69

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与0 ng/mL组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with 0 ng/mL group.

表2   Suf对143B细胞存活率影响

Table 2   Effect of Suf on 143B cell viability

Suf浓度/ng·mL–1

Suf concentration /ng·mL–1

细胞存活率/%
Cell survival rate /%

24 h 48 h

    0 99.16±0.84 99.28±0.72

  10 96.89±3.11 94.53±2.41

  20 86.25±9.15* 82.37±8.76*

  40 75.94±8.03* 70.65±7.29*

  80 62.72±6.38* 58.49±6.43*

160 60.15±6.26* 57.86±5.95*

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与0 ng/mL组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with 0 ng/mL group.

图1   EDU染色检测143B细胞增殖情况

Fig.1   Measurement of 143B cell proliferation by EDU staining
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表3   143B细胞EDU阳性细胞率、克隆数、Ki67表达比较

Table 3   Comparison of EDU-positive cell rate, clone number, and Ki67 expression in 143B cells
组别

Groups
EDU阳性细胞率/%
EDU-positive cell rate /%

克隆数

Clone number
Ki67

OS group 53.27±5.64 109.52±12.38 0.86±0.12

Suf-L group 41.56±4.38*   91.34±9.82* 0.72±0.09*

Suf-M group 29.39±3.25*#   73.26±7.53*# 0.51±0.06*#

Suf-H group 18.62±2.69*#&   57.49±6.75*#& 0.37±0.05*#&

Suf-H + ISO group 37.98±3.96@   85.73±8.61@ 0.68±0.08@

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与OS组相比; #P<0.05, 与Suf-L组相比; &P<0.05, 与Suf-M组相比; @P<0.05, 与Suf-H组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with OS group; #P<0.05 compared with Suf-L group; &P<0.05 compared with Suf-M group; @P<0.05 compared with Suf-H 

group.

图2   平板克隆形成实验检测143B细胞增殖情况

Fig.2   Measurement of 143B cell proliferation by plate clone formation assay

图3   Western blot检测143B细胞Ki67表达情况

Fig.3   Ki67 expression in 143B cells measured by Western blot
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性率均降低, Bax阳性率升高(P<0.05), 图13~图15和表9。

3   讨论
OS多发于青少年群体 , 常见于长骨干骺端 , 具

有显著的局部浸润能力和高转移倾向 , 是骨科及肿

瘤学领域极具挑战性的恶性疾病 [13]。尽管目前医学已

通过根治性手术联合系统性化疗显著提升患者生存率, 
但对于转移性或复发性OS患者临床治疗效果仍然不容



3175黄宽建等: 舒芬太尼调节MAPK/ERK信号通路对骨肉瘤细胞恶性生物学行为的影响

200 μm 200 μm 200 μm 200 μm 200 μm

200 μm 200 μm 200 μm 200 μm 200 μm

OS group Suf-L group

0 h

24 h

Suf-M group Suf-H + ISO groupSuf-H group

OS group Suf-L group Suf-M group

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

Suf-H + ISO groupSuf-H group

乐观 [14]。面对这一困境 , 探究OS发生发展的分子机制

和有效药物用于改善患者预后成为迫切需求。

Suf作为一种强效μ-阿片受体激动剂, 在临床麻

醉和镇痛方面具有重要地位 [15]。近年来 , 越来越多

研究表明 , Suf能够影响肿瘤细胞的生物学行为 , 在
肿瘤治疗中具有潜在作用。LI等 [16]研究发现 , Suf通

图4   Transwell实验检测143B细胞侵袭情况

Fig.4   Detection of 143B cell invasion by Transwell assay

图5   划痕实验检测143B细胞迁移情况

Fig.5   Detection of 143B cell migration by scratch assay

图6   Western blot检测143B细胞VEGF、Vimentin表达

Fig.6   Expression of VEGF and Vimentin in 143B cells detected by Western blot
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表4   143B细胞迁移率、侵袭数、VEGF、Vimentin表达比较

Table 4   Comparison of 143B cell migration rate, number of invasion, VEGF and Vimentin expression
组别

Groups
侵袭数

Number of invasion
迁移率/%
Rate of migration /%

VEGF Vimentin

OS group 118.51±13.26 69.58±7.05 1.06±0.12 0.92±0.11

Suf-L group   91.68±10.34* 56.27±6.71* 0.84±0.11* 0.76±0.08*

Suf-M group   72.42±8.59*# 42.91±5.16*# 0.62±0.08*# 0.53±0.06*#

Suf-H group   49.83±6.72*#& 31.85±3.58*#& 0.37±0.04*#& 0.41±0.05*#&

Suf-H + ISO group   85.27±9.15@ 52.64±5.63@ 0.78±0.09@ 0.69±0.07@

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与OS组相比; #P<0.05, 与Suf-L组相比; &P<0.05, 与Suf-M组相比; @P<0.05, 与Suf-H组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with OS group; #P<0.05 compared with Suf-L group; &P<0.05 compared with Suf-M group; @P<0.05 compared with 

Suf-H group.

OS group Suf-L group Suf-M group

Suf-H + ISO groupSuf-H group
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图7   流式细胞术检测143B细胞凋亡情况

Fig.7   Apoptosis of 143B cells detected by flow cytometry

图8   Western blot检测143B细胞Bax、Survivin表达变化情况

Fig.8   Expression changes of Bax and Survivin in 143B cells detected by Western blot
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过抑制乳腺癌细胞增殖、侵袭、上皮 –间质转化和

炎症 , 诱导细胞凋亡 , 进而延缓乳腺癌进展。ZHAO
等 [17]研究表明 , Suf呈剂量依赖性抑制卵巢癌细胞增

殖、迁移和侵袭 , 促进细胞凋亡。辛曙光等 [18]研究

说明 , Suf可显著抑制宫颈癌细胞恶性生物学行为 , 

对宫颈癌具有潜在疗效。本研究结果显示 , 通过不

同浓度Suf处理143B细胞, 细胞活力呈现显著下降趋

势, 提示Suf对143B细胞具有杀伤作用。Ki67作为细

胞周期调控的核心蛋白 , 是评价骨肉瘤细胞增殖的

指标。本研究结果显示 , 通过Suf处理后 , 143B细胞

表5   143B细胞凋亡率、Bax、Survivin表达比较

Table 5   Comparison of apoptosis rate, Bax and Survivin expression in 143B cells
组别

Groups
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Bax Survivin

OS group 1.24±0.15 0.24±0.03 0.86±0.09

Suf-L group 13.56±1.62* 0.35±0.05* 0.71±0.08*

Suf-M group 25.72±3.28*# 0.56±0.08*# 0.54±0.06*#

Suf-H group 36.85±4.05*#& 0.84±0.09*#& 0.39±0.05*#&

Suf-H + ISO group 15.49±1.76@ 0.38±0.04@ 0.63±0.08@

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与OS组相比; #P<0.05, 与Suf-L组相比; &P<0.05, 与Suf-M组相比; @P<0.05, 与Suf-H组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with OS group; #P<0.05 compared with Suf-L group; &P<0.05 compared with Suf-M group; @P<0.05 compared with 

Suf-H group.

图9   Western blot检测143B细胞MAPK/ERK信号通路相关蛋白表达变化

Fig.9   Expression changes of MAPK/ERK signaling pathway-related proteins in 143B cells detected by Western blot
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表6   143B细胞p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2表达比较

Table 6   Comparison of p-MEK1/2/MEK1/2 and p-ERK1/2/ERK1/2 expression in 143B cells
组别

Groups
p-MEK1/2/MEK1/2 p-ERK1/2/ERK1/2

OS group 0.89±0.09 0.92±0.11

Suf-L group 0.73±0.08* 0.79±0.09*

Suf-M group 0.58±0.06*# 0.61±0.07*#

Suf-H group 0.35±0.05*#& 0.43±0.06*#&

Suf-H + ISO group 0.67±0.07@ 0.75±0.09@

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与OS组相比; #P<0.05, 与Suf-L组相比; &P<0.05, 与Suf-M组相比; @P<0.05, 与Suf-H组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with OS group; #P<0.05 compared with Suf-L group; &P<0.05 compared with Suf-M group; @P<0.05 compared with 

Suf-H group.
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图10   移植瘤大体外观图

Fig.10   Gross appearance of the transplanted tumor

NC group

Suf group

图11   移植瘤体积变化曲线

Fig.11   Curve of transplanted tumor volume change

图12   Western blot检测移植瘤MAPK/ERK信号通路相关蛋白表达变化

Fig.12   Expression changes of MAPK/ERK signaling pathway-related proteins in transplanted tumors detected by Western blot
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表7   移植瘤p-MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2表达比较

Table 7   Comparison of p-MEK1/2/MEK1/2 and p-ERK1/2/ERK1/2 expression in transplanted tumors
组别

Groups
p-MEK1/2/MEK1/2 p-ERK1/2/ERK1/2

NC group 0.91±0.13 0.86±0.09

Suf group 0.56±0.06* 0.41±0.05*

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与NC组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with NC group.
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表8   各组裸鼠移植瘤体积、质量比较

Table 8   Comparison of transplanted tumor volume and mass in nude mice of each group
组别

Groups
体积/mm3

Volume /mm3

质量/g
Mass /g

NC group 819.65±72.56 0.69±0.08

Suf group 509.51±31.72* 0.35±0.04*

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与NC组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with NC group.

图13   免疫组化检测肿瘤组织Ki67表达情况

Fig.13   Immunohistochemical detection of Ki67 expression in tumor tissues

图14   免疫组化检测肿瘤组织VEGF表达情况

Fig.14   Immunohistochemical detection of VEGF expression in tumor tissues

图15   免疫组化检测肿瘤组织Bax表达情况

Fig.15   Immunohistochemical detection of Bax expression in tumor tissues
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表9   各组肿瘤组织Ki67、Bax、VEGF表达比较

Table 9   Comparison of Ki67, Bax and VEGF expression in tumor tissues of each group
组别

Groups
Ki67阳性率/%
Ki67 positive rate /%

Bax阳性率/%
Bax positive rate /%

VEGF阳性率/%
VEGF positive rate /%

NC group 15.24±2.62   4.38±0.57 18.96±3.15

Suf group   5.69±0.86* 13.95±1.53*   6.87±0.91*

n=6, x
_
±s; *P<0.05, 与NC组相比。

n=6, x
_
±s; *P<0.05 compared with NC group.
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EDU阳性细胞率、克隆形成数、Ki67蛋白表达减少, 
与李济宇等 [19]研究结果中 143B细胞经过药物处理

后Ki67表达变化结果一致 , 提示Suf能够抑制OS细
胞增殖。VEGF在骨肉瘤病理生理过程中具有调控

作用。Vimentin表达水平升高是上皮间质转化的重

要标志 , 在骨肉瘤侵袭转移中发挥重要作用 [20]。本

研究结果显示 , Suf处理后 , 143B细胞侵袭数量、迁

移率以及VEGF、Vimentin蛋白表达水平降低 , 与
前人研究结果中 143B细胞经过药物干预后VEGF、
Vimentin蛋白表达变化一致, 提示Suf能够抑制OS细
胞迁移和侵袭 [21]。Survivin是凋亡抑制蛋白 , 参与

骨肉瘤发生发展过程。本研究结果显示 , 通过Suf处
理, 143B细胞凋亡率、Bax表达水平增加, Survivin表
达水平降低, 与XIE等[22]研究结果中143B细胞经过药

物干预后Bax、Survivin表达变化一致 , 提示Suf显著

促进OS细胞凋亡。这些研究结果说明Suf能够抑制

143B细胞恶性生物学行为, 但其分子机制尚未明确。

MAPK信号转导通路作为细胞内外信息传递

的关键枢纽 , 在肿瘤发生和发展中扮演关键性角

色 [23]。SONG等 [24]研究发现 , 抑制MAPK/ERK信号

通路激活 , 能够抑制膀胱癌细胞生长、迁移和侵袭。

LI等[25]研究表明, 激活MAPK/ERK信号通路, 能够促

进p-MEK/MEK、p-ERK/ERK比值增加 , 诱导上皮间

充质转化 , 促进乳腺癌迁移和侵袭。本研究结果显

示, 143B细胞经过Suf处理后, p-MEK1/2/MEK1/2、p-
ERK1/2/ERK1/2比值降低 , 推测MAPK/ERK信号通

路可能参与Suf抑制OS恶性生物学行为过程。进一

步通过高剂量Suf和ERK激活剂 isoproterenol同时处

理143B细胞 , 结果显示Suf对143B细胞恶性生物学

行为的抑制作用被显著削弱 , 证实上述推测。本研

究继续通过构建裸鼠移植瘤实验发现 , Suf组裸鼠移

植瘤生长减慢 , 且移植瘤质量和体积低于NC组 , p-
MEK1/2/MEK1/2、p-ERK1/2/ERK1/2比值、Ki67阳
性率、VEGF阳性率降低 , Bax阳性率升高 , 进一步

说明Suf可能通过抑制MAPK/ERK信号通路 , 抑制

OS细胞恶性生物学行为, 促进其凋亡。

综上所述 , Suf能够抑制OS细胞增殖、侵袭和

迁移 , 促进细胞凋亡 , 可能与抑制MAPK/ERK信号

通路有关 , 表明其抗肿瘤特性。但本研究仅从一

株细胞系展开研究较为局限 , 后续将进一步选择

U2OS、MG63等其他OS细胞系和建立动物模型探

讨Suf治疗OS的作用机制。
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