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紫草素通过调节 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径抑制骨肉瘤生长
和作用机制研究

杨志强ꎬ陈　 路ꎬ张雅茜ꎬ夏先学∗

(川北医学院附属医院骨科ꎬ四川 南充　 ６３７０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究紫草素(ｓｈｉｋｏｎｉｎꎬＳＫ)的抗骨肉瘤作用及其机制ꎮ 方法　 不同浓度的 ＳＫ 处理人骨肉瘤

Ｕ２ＯＳ 和 ＭＧ６３ 细胞及人成骨细胞 ＨＦＯＢ１􀆰 １９ ２４ ｈ 或用 ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ 分别处理 ２４、４８ 和 ７２ ｈ 后ꎬＣＣＫ￣８ 检测细胞活

性ꎻＳＫ ０、０􀆰 ０１、０􀆰 １、１ μｍｏｌ / Ｌ 处理 Ｕ２ＯＳ 细胞ꎬ克隆形成实验检测细胞增殖ꎻ流式检测细胞凋亡ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

凋亡相关蛋白的表达ꎻＵ２ＯＳ 细胞分为对照组ꎬＳＫ１ μｍｏｌ / Ｌ 组ꎬＰＩ３Ｋ 激活剂胰岛素样生长因子 １( ＩＧＦ￣１)组和 ＳＫ１
μｍｏｌ / Ｌ＋ ＩＧＦ￣１ 组ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测磷脂酰肌醇 ３￣激酶(ＰＩ３Ｋ)和蛋白激酶 Ｂ(ＡＫＴ)磷酸化、胱天蛋白酶(ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ
ｃａｓ３)、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３、Ｋｉ６７ 及干细胞标记物 ＳＯＸ￣２、ＯＣＴ￣４ 和 Ｎａｎｏｇ 的表达ꎻ细胞成球实验检测细胞成球能力ꎮ 右侧

腹皮下注射 Ｕ２ＯＳ 细胞构建移植瘤裸鼠模型并进行体内验证ꎮ 结果　 不同浓度的 ＳＫ 对 ＨＦＯＢ１􀆰 １９ 细胞无明显毒

性作用ꎬ而对 Ｕ２ＯＳ 和 ＭＧ６３ 细胞有显著毒性作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ且具有浓度和时间依赖性ꎮ 紫草素 ０􀆰 １ 和１ μｍｏｌ / Ｌ
可显著抑制 Ｕ２ＯＳ 细胞增殖和干细胞样特征ꎬ诱导细胞凋亡(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并抑制 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 蛋白的磷酸化(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＩＧＦ￣１ 明显逆转紫草素对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的抑制作用ꎬ以及对 Ｕ２ＯＳ 细胞增殖、凋亡ꎬ干细胞样特征的

影响(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 体内实验表明ꎬ紫草素能显著抑制肿瘤的生长(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ并下调瘤组织中 ｐ￣ＡＫＴ 的表达(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 紫草素对骨肉瘤 Ｕ２ＯＳ 细胞生长和干细胞样特征的抑制作用可能与抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路的激

活有关ꎮ
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ｇｒｏｗｔｈ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ａｎｔｉ￣ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｈｉｋｏｎｉｎ (ＳＫ). Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ａｆｔｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＫ ｗｅｒｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｈｕｍａｎ Ｕ２ＯＳ ａｎｄ ＭＧ６３ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ ＨＦＯＢ１.１９ ｆｏｒ ２４ ｈ ｏｒ ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ ｆｏｒ ２４ꎬ ４８ ａｎｄ ７２ ｈꎬ ＣＣＫ￣８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓａｙ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ. Ｕ２ＯＳ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＫ ａｔ ０ꎬ ０.０１ꎬ ０.１ ａｎｄ １ μｍｏｌ / Ｌ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ.
Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ



ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｕ２ＯＳ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ＳＫ１ μｍｏｌ / Ｌꎬ ＰＩ３Ｋ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣１ ( ＩＧＦ￣１)ꎬ ａｎｄ
ＳＫ１ μｍｏｌ / Ｌ＋ＩＧＦ￣１ ｇｒｏｕｐｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３￣ｋｉｎａｓｅ (ＰＩ３Ｋ)
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ (ＡＫＴ)ꎬ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ￣３ ( ｃａｓ３)ꎬ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ꎬ Ｋｉ６７ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｍａｒｋｅｒｓ ＳＯＸ￣２ꎬ
ＯＣＴ￣４ ａｎｄ Ｎａｎｏｇ. Ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｏｉｄ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｆｏｒｍ ｓｐｈｅｒｅｓ. Ｕ２ＯＳ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ａｂｄｏｍｅｎ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｉｎ ｖｉｖｏ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＫ ｈａｄ ｎｏ ｏｂｖｉｏｕｓ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ＨＦＯＢ１.１９ ｃｅｌｌｓꎬ ｂｕｔ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ Ｕ２ＯＳ ａｎｄ ＭＧ６３
ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０.０５) ｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ ａｎｄ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒｓ. ＳＫ ａｔ ０.１ ａｎｄ １ μｍｏｌ / Ｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ Ｕ２ＯＳ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｌｉｋｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ
ＡＫＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ (Ｐ<０.０５). ＩＧＦ￣１ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｉｔｓ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ Ｕ２ＯＳ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｌｉｋｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ (Ｐ<０.０５). Ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＳＫ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ (Ｐ<０.０５) ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ＡＫＴ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅｓ (Ｐ<０.０５).
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｌｉｋｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｕ２ＯＳ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｍａｙ
ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａꎻ ｓｈｉｋｏｎｉｎꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｌｉｋｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎻ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ
３￣ｋｉｎａｓｅ / ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ (ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ)

　 　 骨肉瘤主要发生在儿童和青少年中ꎬ是最常见

的原发性骨恶性肿瘤类型[１]ꎮ 目前ꎬ骨肉瘤的治疗

方法包括新辅助化疗、外科手术切除、介入疗法以

及冷热消融ꎮ 但是ꎬ由于肺转移和对化疗的耐药

性ꎬ骨肉瘤的 ５ 年生存率很难达到 ８０％[２]ꎮ 此外ꎬ
目前批准的药物表现出严重的副作用ꎮ 因此ꎬ需要

在 ＯＳ 治疗中开发具有更高效率和降低毒性的新型

药物ꎮ 紫草素( ｓｈｉｋｏｎｉｎꎬＳＫ)是从中草药紫草中提

纯的天然萘醌成分(化学结构式如图 １ 所示)ꎬ具有

广泛的生物学活性ꎬ包括抗炎、增强机体免疫力等ꎮ
研究表明ꎬ紫草素对口腔癌、肝细胞癌等均具有抑

癌作用[３－５]ꎮ 缪明星等[６] 发现 ＳＫ 通过内质网应激

蛋白抑制人骨肉瘤 Ｕ２ＯＳ 细胞的增殖ꎮ Ｙａｎｇ 等[７]

研究发现 ＳＫ 通过上调骨肉瘤中的 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 和

ｃａｓｐａｓｅ￣８ 来促进阿霉素诱导的凋亡ꎬＤｅｎｇ 等[８]研究

发现 ＳＫ 通过抑制 ＭＭＰ１３ 抑制骨肉瘤的浸润ꎮ 上

述研究结果表明 ＳＫ 在骨肉瘤中主要是通过抗增

殖、侵袭及促凋亡发挥抗癌作用ꎬ但 ＳＫ 对骨肉瘤干

细胞样特征未曾报道ꎮ 本研究不仅发现 ＳＫ 对骨肉

瘤生长、侵袭的抑制作用ꎬ而且发现 ＳＫ 抑制骨肉瘤

的干细胞样特征ꎬ并进一步证实 ＳＫ 通过抑制 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ 途径发挥抗骨肉瘤的作用ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞

　 　 人骨肉瘤细胞株 ＭＧ￣６３、Ｕ２ＯＳ 和人成骨细胞

ＨＦＯＢ１􀆰 １９ 购自美国典型培养物保藏中心(ＡＴＣＣ)ꎮ
所有细胞在含有 １０％ＦＢＳꎬ１００ Ｕ / ｍＬ 的青霉素和

１００ μｇ / ｍＬ 的链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ于 ３７℃、
５％ ＣＯ２ 的潮湿培养箱中培养ꎮ

图 １　 紫草素结构式

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｓｈｉｋｏｎｉｎ

１􀆰 １􀆰 ２　 实验动物

　 　 １４ 只 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ / ｃ 裸鼠(４ ~ ５ 周龄ꎬ１５
~１８ ｇ)由川北医学院提供[ ＳＣＸＫ(川) ２０１８￣１８]ꎮ
将裸鼠饲养于川北医学院 ＳＰＦ 动物房中并在该处

完成动物实验[ ＳＹＸＫ(川) ２０１８￣０７６]ꎬ房间温度控

制在 ２３℃ ~２７℃ꎬ湿度维持在 ５０％ ~６０％ꎬ光照时间

１２ ｈꎬ并喂以水和标准实验室食物ꎮ 在实验之前ꎬ所
有小鼠适应环境 １ 周ꎮ 实验经北川动物伦理委员会

审核批准( ＩＡＣＵＣ￣２０２００３１６￣０３)ꎬ所有实验操作遵

循 ３Ｒ 原则ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 紫草素(>９７％ꎬｓｈｉｋｏｎｉｎꎬＳＫ)(货号:Ｅ￣０４０３)购
自上海同田生物技术有限公司ꎻ胎牛血清(ＦＢＳ)、链
霉素和青霉素购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＢ２７ 购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎻ人表皮生长因子(ＥＧＦ)人成纤维生长因

子( ｂＦＧＦ)购自美国 Ｐｅｐｒｏ Ｔｅｃｈ 公司ꎻＣＣＫ￣８ 试剂

盒、ＲＩＰＡ 裂解液、ＥＣＬ 发光液和 ＢＣＡ 试剂盒购自上

海碧云天公司ꎻＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻ兔
抗 Ｂ 细胞淋巴瘤 ２(Ｂｃｌ￣２)(ａｂ１８２８５８)、Ｂ 细胞淋巴
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瘤 ２ 相关的 Ｘ 蛋白(Ｂａｘ)(ａｂ３２５０３)、兔抗磷酸化磷

脂酰 肌 醇 ３￣激 酶 ( ｐ￣ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３￣ｋｉｎａｓｅꎬ ｐ￣
ＰＩ３Ｋ)(ａｂ２７８５４５)、兔抗 ＳＯＸ￣２ 抗体( ａｂ９２４９４)ꎬ兔
抗 ＯＣＴ￣４ 抗 体 ( ａｂ２００８３４ )、 兔 抗 Ｎａｎｏｇ 抗 体

(ａｂ１０９２５０)、Ｋｉ６７(ａｂ９２７４２)和 ＨＲＰ 偶联的山羊抗

兔 ＩｇＧ 抗体(ａｂ６７２１)购自英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ兔抗 β￣
肌动蛋白 ( β￣ａｃｔｉｎ) ( ＃４９７０)ꎻ兔抗胱天蛋白酶￣３
(ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬｃａｓ３) (＃９６６２)、兔抗活化胱天蛋白酶￣３
(ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３) ( ＃９６６４)、兔抗蛋白激酶 Ｂ( ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ ＢꎬＡＫＴ) ( ＃９２７２)、兔抗 ｐ￣ＡＫＴ ( ＃４０６０) 和

ＰＩ３Ｋ(＃４２５５)ꎻ胰岛素样生长因子 １ ( ＩＧＦ￣１) ( ｂｓ￣
４５８８Ｐ)购自北京博奥森生物技术有限公司ꎮ ｉＭａｒｋ
酶标仪及蛋白电泳设备(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)ꎻＡｃｃｕｒｉ Ｃ６
流式细胞仪(美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ)ꎻＢＸ４３ 荧光显微

镜(日本奥林巴斯公司)ꎻＴａｎｏＮ５２００ 凝胶成像仪

(上海天能公司)ꎮ
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＣＣＫ￣８ 试验检测细胞活力

　 　 将人成骨细胞 ＨＦＯＢ１􀆰 １９ 及人骨肉瘤 Ｕ２ＯＳ 和

ＭＧ６３ 细胞接种到含有 １００ μＬ 完全培养基的 ９６ 孔

板(每孔 ５×１０３ 细胞)中ꎬ培养 ２４ ｈꎮ 然后ꎬ用 １００
μＬ 含有不同浓度 ＳＫ 的新鲜培养基处理 ２４ ｈ 或用

含有 ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ 的培养基分别处理 ２４、４８ 和 ７２ ｈ
后ꎬ向每个孔中加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ꎬ３７℃孵育 ２ ｈꎬ使
用酶标仪测量 ４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 克隆形成实验检测细胞增殖

　 　 将骨肉瘤 Ｕ２ＯＳ 细胞(每孔 ５００ 个细胞)接种到

６ 孔板中ꎬ培养过夜ꎮ 分别用 ＳＫ ０、０􀆰 ０１、０􀆰 １ 和 １
μｍｏｌ / Ｌ 处理 ４８ ｈꎬ再常规培养 ６ ｄꎮ 用 ４％多聚甲醛

固定细胞集落ꎬ然后用 ０􀆰 １％结晶紫染色ꎬ显微镜下

观察ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 流式细胞检测细胞凋亡

　 　 收集紫草素 ＳＫ ０、０􀆰 ０１、０􀆰 １ 和 １ μｍｏｌ / Ｌ 处理

２４ ｈ 后的 Ｕ２ＯＳ 细胞ꎬ并用冷 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ然后在

暗室中孵育 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ(５ μＬ)和 ＰＩ(５ μＬ)１５
ｍｉｎꎮ 随后ꎬ使用流式细胞仪分析细胞ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达

　 　 使用冷 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解细胞ꎬ并在 ４℃离心ꎬ
收集上清液ꎮ ＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒检测蛋白质

浓度ꎮ 通过 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离等量(４０ μｇ)的总蛋白

质ꎬ并转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ封闭膜并与相应的一抗

(β￣ａｃｔｉｎ １ ∶ １０００、 Ｂｃｌ￣２ １ ∶ ２０００、 Ｂａｘ １ ∶ １０００、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ １ ∶ １０００、Ｋｉ６７ １ ∶ １０００、ｐ￣ＡＫＴ１ ∶

２０００、ＡＫＴ １ ∶ １０００、 ｐ￣ＰＩ３Ｋ １ ∶ １０００、 ＰＩ３Ｋ １ ∶
１０００、ＳＯＸ￣２ １ ∶ １０００、ＯＣＴ￣４ １ ∶ １００００ 和 Ｎａｎｏｇ １ ∶
１０００)在 ４℃下孵育过夜ꎬ然后与辣根过氧化物酶偶

联的山羊抗兔 ＩｇＧ(１ ∶ ２０００)在室温下孵育 ２ ｈꎬ通
过 ＥＣＬ 发光液显影ꎬ使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行条带灰

度值分析ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 细胞成球实验

　 　 将 Ｕ２ＯＳ 细胞以 ２０００ 细胞 /孔的密度接种到 ６
孔超低附着板中ꎬ在含有 １％ Ｂ２７ 补充剂ꎬ１０ ｎｇ / ｍＬ
人 ＥＧＦ 和 １０ ｎｇ / ｍＬ 人 ｂＦＧＦ 的无血清 ＤＭＥＭ 培养

基中培养ꎮ １ 周后ꎬ观察球体并通过显微镜拍摄

照片ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 验证 ＳＫ 对 Ｕ２ＯＳ 细胞的作用机制

　 　 将 Ｕ２ＯＳ 细胞分为对照组ꎬＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ 组ꎬ
ＩＧＦ￣１ 组和 ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ＋ＩＧＦ￣１ 组ꎬ用 ＰＩ３Ｋ 途径特

异性激活剂 ＩＧＦ￣１(１０ ｎｍｏｌ / ｍＬ)将 ＩＧＦ￣１ 和 ＳＫ １
μｍｏｌ / Ｌ＋ＩＧＦ￣１ 组中的细胞预处理 １２ ｈꎮ 然后进行

上述实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 移植瘤实验

　 　 将约 ３×１０６ Ｕ２ＯＳ 细胞悬浮在 １００ μＬ ＰＢＳ 中ꎬ
皮下接种到裸鼠的右侧腹中ꎮ 注射后 ３ ｄꎬ将小鼠随

机分为对照组ꎬＳＫ ２ ｍｇ / ｋｇ 组[９]ꎬ每组 ７ 只ꎬＳＫ ２
ｍｇ / ｋｇ 组每隔 １ ｄ 腹膜内注射 １００ μＬ ＳＫ(２ ｍｇ /
ｋｇ)ꎬ对照组注射等量的生理盐水ꎮ 每 ３ ｄ 测量 １ 次

肿瘤的长度和宽度ꎬ通过公式 Ｖ＝ １ / ２(宽度２×长度)
计算肿瘤体积ꎮ 实验结束时ꎬ切除肿瘤并称重ꎮ 固

定肿瘤并包埋在石蜡中ꎬ切成薄片ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８　 免疫组化染色检测 ｐ￣ＡＫＴ 和 Ｋｉ６７ 的表达

　 　 将组织切片在二甲苯中脱蜡ꎬ使用梯度乙醇

水化ꎬ然后用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 处理 １５ ｍｉｎꎮ 使用沸腾的

柠檬酸钠缓冲液( ｐＨ ６􀆰 ０)提取抗原ꎬ１０ ｍｉｎ 后将

组织切片与 １０％山羊血清孵育 １５ ｍｉｎꎬ并与 ｐ￣
ＡＫＴ(１ ∶ １００)和 Ｋｉ６７(１ ∶ ５００)的一抗在 ４℃孵育

过夜ꎮ 将载玻片用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ使用二抗(１ ∶
５００)在 ３７℃下孵育切片 ３０ ｍｉｎꎬ并用苏木素复染

细胞核ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ９　 ＴＵＮＥＬ 染色检测瘤组织细胞凋亡

　 　 将肿瘤组织切片脱蜡和水合后ꎬ用 ＰＢＳ 冲洗 ２
次ꎬ然后在 ３７℃下与 ２０ μｇ / ｍＬ 蛋白酶 Ｋ 一起孵育

２５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎮ 按照制造商的说明ꎬ将所有

切片与 ＴＵＮＥＬ 混合物一起孵育ꎬ显微镜下观察组织

切片ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 进行数据统计分析ꎮ 所
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有数据均显示为至少 ３ 次独立实验的平均数±标准

差( 􀭰ｘ ± ｓ )ꎬ使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ 检验进行两组之间的比

较ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 被认为具有显著性差异ꎮ

注:Ａ:不同浓度 ＳＫ 对人成骨细胞和骨肉瘤细胞活性的影响ꎻＢ:不同时间 ＳＫ 对人成骨细胞和骨肉瘤细胞活性的影响ꎻＣ:各组 Ｕ２ＯＳ 细胞克隆

形成率ꎮ 与 ＳＫ ０ μｍｏｌ / Ｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ０ ｈ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ２　 ＳＫ 对骨肉瘤细胞增殖的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ. Ｂꎬ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ

ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ. Ｃꎬ Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ Ｕ２ＯＳ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＫ ０ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ０ ｈ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ

２　 结果

２􀆰 １　 ＳＫ 抑制骨肉瘤细胞增殖

　 　 如图 ２Ａ、２Ｂ 所示ꎬＳＫ 对人成骨细胞 ＨＦＯＢ１􀆰 １９
无明显细胞毒性ꎬ对骨肉瘤细胞 ＭＧ６３ 和 Ｕ２ＯＳ 均具

有明显的细胞毒性作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ且随着 ＳＫ 浓度和

处理时间的增加而增强ꎮ 选择对 ＳＫ 更为敏感的

Ｕ２ＯＳ 细胞系ꎬＳＫ 浓度为 ０、０􀆰 ０１、０􀆰 １ 和１ μｍｏｌ / Ｌ
继续研究ꎮ 与 ＳＫ ０ μｍｏｌ / Ｌ 组 比 较ꎬ ＳＫ ０􀆰 １ 和

１ μｍｏｌ / Ｌ明显抑制 Ｕ２ＯＳ 细胞的克隆形成(图 ２Ｃ)ꎮ
２􀆰 ２　 ＳＫ 促进骨肉瘤细胞凋亡

　 　 如图 ３ 所示ꎬ与 ＳＫ ０ μｍｏｌ / Ｌ 组比较ꎬＳＫ ０􀆰 １ 和

１ μｍｏｌ / Ｌ 组 Ｕ２ＯＳ 细胞凋亡明显增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ / ｃａｓ３ 比值均显著上调(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＳＫ ０􀆰 ０１ μｍｏｌ / Ｌ 组无显著性差异ꎮ
２􀆰 ３　 ＳＫ 通过抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路抑制骨肉

瘤细胞生长

　 　 如图 ４ 所示ꎬ与对照组比较ꎬＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ 组

Ｕ２ＯＳ 细胞中 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 蛋白磷酸化水平及 Ｋｉ６７
表达水平显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ / ｃａｓ３ 比

值显著上调(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＩＧＦ￣１ 组 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 蛋白

磷酸化水平及 Ｋｉ６７ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ / ｃａｓ３ 比值无显

著差异ꎻ与 ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ 组比较ꎬＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ＋ＩＧＦ￣
１ 组 ｐ￣ＡＫＴ、ｐ￣ＰＩ３Ｋ 和 Ｋｉ６７ 蛋白表达明显上调(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ / ｃａｓ３ 比值显著下调(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ４　 ＳＫ 通过抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路抑制骨肉

瘤细胞的干细胞样特征

　 　 如图 ５ 所示ꎬ与对照组比较ꎬＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ 组

Ｕ２ＯＳ 细胞成球数量减少ꎬ 成球直径减小 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬＳＯＸ￣２、ＯＣＴ￣４ 和 Ｎａｎｏｇ 蛋白表达显著下调

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与 ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ 组比较ꎬＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ＋
ＩＧＦ￣１ 组 Ｕ２ＯＳ 细胞成球数量增多ꎬ成球直径增大

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳＯＸ￣２、ＯＣＴ￣４ 和 Ｎａｎｏｇ 蛋白表达显著上

调(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
２􀆰 ５　 ＳＫ 在体内抑制骨肉瘤肿瘤的生长

　 　 如图 ６ 所示ꎬ与对照组比较ꎬＳＫ ２ ｍｇ / ｋｇ 组肿

瘤质量和体积明显减小(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ瘤组织中 ｐ￣ＡＫＴ
和 Ｋｉ６７ 的表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ凋亡细胞显著

增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨论

　 　 辅助疗法的出现和外科技术的进步ꎬ已使骨肉

瘤患者的总生存率达到 ６０％ ~７５％[２]ꎮ 由于副作用

和耐药性的发展ꎬ目前的化学药物受到限制ꎮ 因

此ꎬ鉴定副作用较小的有效药物对于骨肉瘤的治疗
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注:Ａ:流式细胞检测各组细胞凋亡率ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组凋亡蛋白的表达ꎮ 与 ＳＫ ０ μｍｏｌ / Ｌ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ３　 ＳＫ 对骨肉瘤细胞凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＫ ０ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ

注:Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组蛋白表达ꎻＢ:蛋白相对表达量ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与 ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 ＳＫ 通过调控 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路对骨肉瘤细胞生长的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ａｓｓａｙ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

至关重要ꎮ ＳＫ 是中药的主要活性成分之一ꎬ研究表

明紫草素已被用作化疗增敏剂ꎬ以增强传统肝细胞

癌化疗药物的抗癌作用ꎬ如三氧化二砷、多柔比星

和顺铂[１０－１１]ꎮ 已有研究报道 ＳＫ 通过抑制骨肉瘤细

胞的侵袭和诱导凋亡在骨肉瘤中发挥着抑癌作

用[７－８]ꎮ 本研究表明ꎬＳＫ 对人成骨细胞 ＨＦＯＢ１􀆰 １９
为表现出明显的细胞毒性ꎬ对骨肉瘤 Ｕ２ＯＳ 和 ＭＧ６３
细胞均表现出显著的细胞毒性ꎬ且具有时间和浓度

依赖性ꎮ 本研究结果表明 ＳＫ 抑制 Ｕ２ＯＳ 细胞增殖

和骨肉瘤癌症干细胞样特征ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ并进
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注:Ａ:细胞成球ꎻＢ:各组成球数量ꎻＣ:各组成球直径ꎻＤ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＳＯＸ￣２、ＯＣＴ￣４ 和 Ｎａｎｏｇ 蛋白的表达ꎻＥ:蛋白相对表达

量ꎮ 与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与紫草素 １ μｍｏｌ / Ｌ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ５　 ＳＫ 通过调控 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路对骨肉瘤细胞干细胞样特征的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｏｉｄｉｚａｔｉｏｎ. Ｂꎬ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｐｈｅｒｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｓｐｈｅｒｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ

ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＯＸ￣２ꎬ ＯＣＴ￣４ ａｎｄ Ｎａｎｏｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ. Ｅꎬ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＳＫ １ μｍｏｌ / Ｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｌｉｋｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

注:Ａ:裸鼠移植瘤ꎻＢ:肿瘤体积ꎻＣ:肿瘤质量ꎻＤ:ｐ￣ＡＫＴ 免疫组化染色ꎻＥ:ＴＵＮＥＬ 染色检测瘤组织细胞凋亡ꎻＦ:Ｋｉ６７ 免疫组化染色ꎮ 与对

照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 ＳＫ 在体内对骨肉瘤肿瘤生长的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｎｕｄｅ ｍｏｕｓｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｕｍｏｒ. Ｂꎬ Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ. Ｃꎬ Ｔｕｍｏｒ ｍａｓｓ. Ｄꎬ ｐ￣ＡＫＴ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｅꎬ ＴＵＮＥＬ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ

ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｍｅａｓｕｒｅ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｆꎬ Ｋｉ６７ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＫ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｔｕｍｏｒ ｉｎ ｖｉｖｏ
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一步探究了 ＳＫ 作用的相关分子机制ꎮ
Ｂａｘ 是 Ｂｃｌ￣２ 家族的促凋亡成员ꎬ它形成的离子

通道直接导致线粒体释放细胞色素 ｃꎬ然后激活

ｃａｓｐａｓｅ￣９ 和 ｃａｓｐａｓｅ￣３ꎬ从而在末端诱导凋亡[１２]ꎮ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径的激活可以促进各种人类癌症的发

展ꎬ例如卵巢癌、肺癌、黑色素瘤和淋巴瘤[１３－１４]ꎮ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径通过调节许多下游转录因子在癌症

的多个过程中(例如凋亡、增殖和转移)起着至关重

要的作用[１５]ꎮ 我们发现 ＳＫ 处理可诱导骨肉瘤

Ｕ２ＯＳ 细胞明显凋亡ꎬ并显著上调 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ / ｃａｓ３
和 Ｂａｘ / Ｂｃｌ￣２ 比值ꎮ 此外ꎬＳＫ 明显抑制 ＰＩ３Ｋ / Ａｋ 通

路激活及 Ｋｉ６７ 的表达ꎬ促进 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ 表达ꎬ而
ＰＩ３Ｋ 激活剂 ＩＧＦ￣１ 可显著逆转 ＳＫ 对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通

路及 Ｋｉ６７ 表达的抑制以及 ＳＫ 对 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ 的上

调作用ꎮ 我们的体内实验结果表明 ＳＫ 可明显抑制

体内肿瘤的生长ꎬ降低瘤组织中 ｐ￣ＡＫＴ 和 Ｋｉ６７ 的

表达ꎬ诱导细胞凋亡ꎮ 因此ꎬＳＫ 可能是通过抑制

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径抑制 Ｕ２ＯＳ 细胞的生长ꎬ与之前的

研究一致[１６]ꎮ
越来越多的证据表明ꎬ骨肉瘤具有癌症干细胞

(ＣＳＣ)ꎬ这些亚群被认为与化学耐药性ꎬ肿瘤转移和

复发 有 关ꎬ 这 应 该 是 开 发 新 药 的 有 希 望 的 目

标[１７－１８]ꎮ 有证据表明 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号传导途径可

调节干细胞标志物的表达以维持 ＣＳＣ 特性[１９]ꎮ 多

能干细胞因子ꎬ包括 ＳＯＸ￣２、ＯＣＴ￣４ 和 Ｎａｎｏｇꎬ被确定

为诱导多能干细胞形成的核心因子ꎬ并在维持正常

和癌症干细胞的干性中起关键作用[２０]ꎮ 这些多能

干细胞因子在癌细胞中的过表达被证明参与了肿

瘤的发生ꎬ转移和癌症复发[２１]ꎮ 我们的结果表明ꎬ
ＳＫ 明显抑制骨肉瘤干细胞样性状ꎬ细胞成球大小和

直径显著减小ꎬ干细胞标记物 ＳＯＸ￣２、 ＯＣＴ￣４ 和

Ｎａｎｏｇ 的表达显著下调ꎬＩＧＦ￣１ 明显逆转 ＳＫ 对干细

胞样特征的抑制作用ꎮ 因此ꎬＳＫ 可能是通过抑制

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径抑制骨肉瘤干细胞样特征ꎮ
基于体内和体外实验ꎬ该研究证明了 ＳＫ 在骨

肉瘤 Ｕ２ＯＳ 细胞中发挥着抗癌作用ꎬ其潜在机制可

能是通过抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径抑制 Ｕ２ＯＳ 细胞的生

长和干细胞样特征并诱导细胞凋亡ꎬ提示 ＳＫ 可能

是抗人骨肉瘤的有前途的药物ꎮ
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