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山姜素调节 Wnt/β-catenin信号通路对骨肉瘤
细胞增殖及凋亡的影响

陈晋东1 杨物鹏1△

[摘要] 目的:探究山姜素调节无翅型 MMTV整合位点家族成员(Wnt)/β-连环蛋白(β-catenin)信号

通路对骨肉瘤细胞增殖及凋亡的影响。方法:取人骨肉瘤细胞系 MG63,通过皮下接种建立裸鼠模型,
将其与 MG63细胞均随机分为空白组、山姜素组、氯化锂组、山姜素+氯化锂组,以山姜素与 Wnt激活

剂氯化锂分组干预后检测细胞体外凋亡、增殖以及凋亡、增殖与 Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表

达;测量裸鼠移植瘤的瘤体质量与体积后检测裸鼠肿瘤细胞增殖、凋亡以及凋亡、增殖与 Wnt/β-catenin
信号通路相关蛋白表达。结果:与空白组相比,山姜素组细胞凋亡率、TUNEL阳性比、Bax与Cleaved

 

Caspase-3蛋白表达升高(P<0.05),细胞活力、Edu阳性率、瘤体质量与体积、Ki-67阳性比、Bcl-2与

Ki-67、Wnt1、β-catenin蛋白表达降低(P<0.05);而氯化锂组各指标变化趋势与山姜素组相反(P<
0.05)。与山姜素组相比,山姜素+氯化锂组Bax、Cleaved

 

Caspase-3蛋白表达降低(P<0.05),细胞活

力、Edu阳性率、瘤体质量与体积、Ki-67阳性比、Bcl-2与 Ki-67、Wnt1、β-catenin蛋白表达升高(P<
0.05)。结论:山姜素可抑制骨肉瘤细胞增殖、诱导其凋亡,可能是通过抑制 Wnt/β-catenin信号通路激

活实现的。
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Abstract Objective:To

 

discuss
 

the
 

effects
 

of
 

alpinetin
 

on
 

the
 

proliferation
 

and
 

apoptosis
 

of
 

osteosarcoma
 

cells
 

by
 

regula-
ting

 

the
 

wingless-type
 

MMTV
 

integration
 

site
 

family
 

(Wnt)/β-catenin
 

signaling
 

pathway.Methods:Take
 

human
 

osteosar-
coma

 

cell
 

line
 

MG63
 

and
 

establish
 

a
 

nude
 

mouse
 

model
 

by
 

subcutaneous
 

inoculation,which
 

was
 

randomly
 

divided
 

into
 

blank
 

group,alpinetin
 

group,lithium
 

chloride
 

group,and
 

alpinetin+lithium
 

chloride
 

group.After
 

intervention
 

with
 

alpine-
tin

 

and
 

Wnt
 

activator
 

lithium
 

chloride,to
 

detect
 

cell
 

apoptosis,proliferation
 

in
 

vitro
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

proteins
 

related
 

to
 

cell
 

apoptosis,proliferation,Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway.Measure
 

the
 

tumor
 

mass
 

and
 

volume
 

of
 

nude
 

mice
 

trans-

planted
 

tumors,to
 

detect
 

the
 

tumor
 

cell
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

proteins
 

related
 

to
 

Wnt/β-catenin
 

signaling
 

pathway
 

in
 

nude
 

mouse
 

transplanted
 

tumors.Results:Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,the
 

alpinetin
 

group
 

showed
 

increases
 

in
 

cell
 

apoptosis
 

rate,TUNEL
 

positivity
 

ratio,Bax
 

and
 

cleaved
 

Caspase-3
 

proteins
 

(P<0.05),while
 

decreases
 

in
 

cell
 

viability,Edu
 

positivity
 

rate,tumor
 

mass
 

and
 

volume,Ki-67
 

positivity
 

ratio,Bcl-2
 

and
 

Ki-67,Wnt1,and
 

β-catenin
 

proteins
 

(P<0.05);the
 

trend
 

of
 

changes
 

in
 

various
 

indicators
 

in
 

the
 

lithium
 

chloride
 

group
 

was
 

opposite
 

to
 

that
 

in
 

the
 

alpinetin
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

alpinetin
 

group,the
 

alpinetin+lithium
 

chloride
 

group
 

showed
 

de-
creased

 

Bax
 

and
 

cleaved
 

Caspase-3
 

proteins
 

(P<0.05),and
 

increased
 

cell
 

viability,Edu
 

positivity
 

rate,tumor
 

mass
 

and
 

volume,Ki-67
 

positivity
 

ratio,Bcl-2
 

and
 

Ki-67,Wnt1,and
 

β-catenin
 

proteins
 

(P<0.05).Conclusion:Alpinetin
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

and
 

induce
 

apoptosis
 

of
 

osteosarcoma
 

cells,possibly
 

by
 

inhibiting
 

the
 

activation
 

of
 

the
 

Wnt/β-
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catenin
 

signaling
 

pathway.
Keywords: alpinetin;Wnt/β-catenin

 

signaling
 

pathway;osteosarcoma;proliferation;apoptosis

  骨肉瘤是是由成骨分化缺陷引起的一种原发性骨

恶性肿瘤,最常发生在儿童和青少年人群中,主要累及

长骨干骺端,早期患者生存率高,但很容易复发,导致

骨肉瘤患者总体预后并不理想,诱导骨肉瘤细胞凋亡

并抑制其增殖可有效延缓骨肉瘤的进展与复发[1-2]。
据报道,Wnt/β-catenin是在进化中高度保守的一种癌

症调控信号通路,可通过调控程序性细胞死亡而介导

骨肉瘤的发生与进展[3],激活 Wnt/β-catenin信号通

路可促进骨肉瘤进展,而抑制其激活可抑制骨肉瘤细

胞的增殖、迁移、侵袭和体内肿瘤生长[4-5]。山姜素是

姜科植物中含有的一种新型类黄酮成分,通过多种机

制在各种人类癌症中表现出很好的抗癌功效[6],可抑

制胰腺癌细胞增殖与侵袭[7];此外,山姜素可减弱

TGF-β1诱导的β-catenin表达以及真皮成纤维细胞过

度生长[8]。基于上述研究背景提出以下假设,山姜素可

能通过抑制 Wnt/β-catenin信号通路激活而治疗骨肉

瘤,为解决这一问题,对山姜素调节 Wnt/β-catenin信

号通路对骨肉瘤细胞增殖及凋亡的影响进行探究,为
山姜素在骨肉瘤临床治疗中的应用提供理论依据,现
报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验动物与细胞

自重庆腾鑫生物技术有限公司购入的雄性、6周

龄、19~21
 

g的无特定病原体(SPF)级BALB/c-nu裸

鼠24只(动物许可证号为SCXK(渝)2022-0005),在
温度22~25

 

℃、湿度55~65%、昼夜交替节律的SPF
级动物房内适应性饲养。本研究符合动物伦理。自厦

门逸漠生物科技有限公司购入人骨肉瘤细胞 MG63
(货号为IM-H167)。

1.2 主要实验药物及试剂

自美国 MCE公司购入山姜素(纯度为99.51%,
货号为HY-N0625A)、氯化锂(纯度为99.55%,货号

为HY-Y0649)、Annexin
 

V-FITC/PI细胞凋亡检测试

剂盒(货号为 HY-K1073)、MTT试剂(货号为 HY-
15924)、HRP 标 记 山 羊 抗 兔 二 抗 (货 号 为 HY-
P8001)、TUNEL细胞凋亡检测试剂盒(货号为 HY-
K1091)、Edu通用款细胞增殖检测试剂盒(货号为

HY-K1084);自攸碧艾(上海)生物技术有限公司购入

HRP-兔-免疫组化试剂盒(货号为 YB003);自英国

Abcam公司购入Ki-67(货号为ab16667)、Wnt1(货号

为ab15251)、Bcl-2(货号为ab194583)、β-catenin(货号

为ab224803)、Bax(货号为ab182733)、β-actin(货号为

ab8227)与Cleaved
 

Caspase-3(货号为ab32042)兔抗

人一抗等。

1.3 主要实验仪器

自德国 Miltenyi
 

Biotec公司购入 MACSQuant􀆿
 

X流式细胞仪;自德国Leica公司购入 Mateo
 

FL数字

型倒置荧光 显 微 镜、CM1950冰 冻 切 片 机;自 美 国

Perkin
 

Elmer公 司 购 入 XElx-800酶 标 仪;自 美 国

Hoefer公 司 购 入 SE300miniVE 垂 直 电 泳 转 印 仪、

PS300B通用型稳定电源等。

1.4 方法

1.4.1 山姜素适宜作用浓度筛选 细胞培养:快速解

冻复苏 MG63细胞,用含非必需氨基酸的 MEM 培养

基洗涤后接种在 T25培养瓶内培养。培养条件为

95%空气+5%CO2,37
 

℃。培养液为含非必需氨基

酸的 MEM 培养基+10%胎牛血清+1%青链霉素双

抗。细胞贴壁生长,融合度为80%左右时进行传代,
传代比例为1∶3,取传代2次的细胞进行后续实验。

在96孔板接种 MG63细胞,用终浓度0,50,100,

200,300
 

μmol/L的山姜素干预进入对数期的细胞[9],

48
 

h后加入 MTT试剂(10
 

μL/孔),混匀培养2
 

h后

弃上清,用DMSO溶解结晶后在562
 

nm波长处测定

各组吸光度(OD),以此作为各组细胞活力评测指标。

1.4.2 MG63移植瘤裸鼠造模方法 参考文献[11]
制备 MG63移植瘤裸鼠:取对数期 MG63细胞值为单

细胞悬液,以2×106 个细胞注射接种在裸鼠皮下,注
射体积为0.2

 

mL,1周后皮下长出黄豆大小硬块即表

示造模成功。

1.4.3 MG63细胞以及 MG63移植瘤裸鼠分组干预

方法 在24孔板接种 MG63细胞,随机分为空白组、
山姜素组、氯化锂组、山姜素+氯化锂组,每组6个重

复孔,细胞进入对数期后进行药物干预:空白组细胞不

以任何药物干预,山姜素组细胞以终浓度200
 

μmol/L
的山姜素干预,氯化锂组细胞以终浓度20

 

mmol/L的

氯化锂干预[10],山姜素+氯化锂组细胞以终浓度

200
 

μmol/L的山姜素和终浓度20
 

mmol/L的氯化锂

联合干预,细胞干预48
 

h。
将 MG63移植瘤裸鼠随机分为空白组、山姜素

组、氯化锂组、山姜素+氯化锂组,每组6只,皮下接种

细胞1周后进行药物干预:山姜素组裸鼠以100
 

mg/

kg山姜素干预[12],氯化锂组裸鼠以1
 

mg/kg氯化锂

干预[10],山姜素+氯化锂组裸鼠以100
 

mg/kg山姜素

和1
 

mg/kg氯化锂联合干预,山姜素与氯化锂均用生
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理盐水溶解,山姜素进行腹腔注射干预且每3
 

d注射1
次,氯化锂进行灌胃干预且每天灌胃1次,裸鼠均干预

2周。

1.4.4 标本制作方法 取各组裸鼠移植瘤新鲜瘤体

组织约180
 

mg存在液氮以备蛋白检测;剩余瘤体组

织进行包埋、速冻后用冰冻切片机制为约5
 

μm厚的

切片,将其复温后于冰丙酮内固定,然后用于Ki-67免

疫组化染色及TUNEL染色。

1.5 实验指标测定

1.5.1 流式细胞实验检测细胞凋亡 收集、洗涤分组

干预后的各组 MG63细胞,制为单细胞悬液后测定细

胞密度,稀释后每组取约5×105 个细胞重悬在预冷

PBS内,加入Annexin
 

V-FITC、PI进行双染,洗涤后

流式上机,采用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。

1.5.2 MTT法和 Edu染色实验检测细胞增殖 
MTT法:在96孔板接种 MG63细胞,按照步骤分组

干预 MG63,然后采用 MTT法检测各组细胞活力。

Edu染色实验:采用10
 

μmol/L的Edu试剂孵育

分组干预后的各组 MG63细胞,2.5
 

h后弃培养液,进
行细胞渗透、固定后按Edu通用款细胞增殖检测试剂

盒说明书中方法行Edu染色,用 Hoechst
 

33342
 

进行

DNA复染,洗涤后采用荧光显微镜拍照,对各组细胞

总数与Edu阳性数进行定量分析,以Edu阳性率作为

各组细胞增殖情况评测指标。

1.5.3 Western
 

Blot法检测细胞凋亡、增殖与 Wnt/

β-catenin信号通路相关蛋白表达 收集分组干预后

的各组 MG63细胞,采用预冷RIPA试剂于4
 

℃下裂

解提取总蛋白,在100
 

℃沸水浴内进行煮沸变性,以每

组30
 

μg的上样蛋白量进行电泳,随后进行全湿式电

转,即可将各组蛋白分离后印迹到聚偏氟乙烯膜上,室
温下封闭后进行抗体孵育,Ki-67(1∶1

 

000)、Wnt1
(1∶1

 

000)、Bcl-2(1∶2
 

000)、β-catenin(1∶1
 

000)、Bax
(1∶2

 

000)、β-actin(1∶2
 

000)与 Cleaved
 

Caspase-3
(1∶2

 

000)兔抗人一抗于4
 

℃下孵育过夜,HRP标记

山羊抗兔二抗(1∶1
 

000)于37
 

℃下孵育2
 

h,蛋白显

色、扫描成像,定量分析各组蛋白条带灰度值后以内参

β-actin对照量化分析各组凋亡、增殖与 Wnt/β-catenin
信号通路相关蛋白相对表达。

1.5.4 检测裸鼠移植瘤的瘤体质量与体积 于药物

干预结束后次日对各组 MG63移植瘤裸鼠进行安乐

死,用手术剪取出移植瘤瘤体,采用游标卡尺测定瘤体

最长径和最短径,依据“最长径和最短径的平方/2”算
出其体积,采用电子天平测定各组移植瘤瘤体质量。

1.5.5 Ki-67免疫组化染色、TUNEL染色分别检测

裸鼠肿瘤细胞增殖与凋亡 Ki-67免疫组化染色:用

3%H2O2 溶液清除固定后的移植瘤组织切片中内源

性过氧化氢酶,洗片后滴加5%山羊血清封闭,配制

稀释比为1∶100的 Ki-67兔抗人一抗(1∶100)溶液,
覆没切片并于4

 

℃下孵育过夜,采用 HRP-兔-免疫

组化试剂盒并参照其说明指导进行免疫组化染色,
洗片后镜下拍照,对各组细胞总数与Ki-67阳性数进

行定量分析,以Ki-67阳性比作为各组细胞增殖情况

评测指标。

TUNEL染色:用3%H2O2 溶液清除固定后的移

植瘤组织切片中内源性过氧化氢酶,洗 片 后 孵 育

TUNEL反应液,按TUNEL细胞凋亡检测试剂盒说

明书中方法进行染色,洗片后镜下拍照,对各组细胞总

数与TUNEL阳性数进行定量分析,以TUNEL阳性

比作为各组细胞增殖情况评测指标。

1.5.6 Western
 

Blot法检测裸鼠移植瘤凋亡、增殖与

Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达 将存在液氮

内的移植瘤组织取出投入预冷RIPA试剂内,于冰水

浴中研磨匀浆提取总蛋白,采用 Western
 

Blot实验方

法检测各组裸鼠移植瘤凋亡、增殖与 Wnt/β-catenin
信号通路相关蛋白相对表达。

1.6 统计学方法

本研究采用SPSS
 

26.0软件进行统计分析,实验

数据以x±s形式表示,多组间比较进行单因素方差

分析,事后两两进一步比较行SNK-q 检验,检验水准

α=0.05。

2 结果

2.1 山姜素可降低 MG63细胞活力浓度筛选

50,100,200,300
 

μmol/L的山姜素可随浓度的升

高而逐渐降低 MG63细胞活力(OD562 

nm),山姜素浓度

为200
 

μmol/L时接近IC50值,且300
 

μmol/L的山

姜素对hFOB
 

1.19细胞活力无明显影响,因而后续实

验选择200
 

μmol/L的山姜素进行,见图1。

图1 不同浓度山姜素对 MG63与hFOB
 

1.19细胞活力的影响

2.2 山姜素对 MG63细胞体外增殖及凋亡的影响

流式细胞术实验检测各组 MG63细胞凋亡结果

见图2。与空白组祼鼠相比,山姜素组祼鼠凋亡细胞

增多,凋亡率升高,从3.81%±1.09%升至49.74%±
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3.10%,差异有统计学意义(P<0.05),细胞活力降

低,从0.76%±0.07%降至0.41%±0.05%,差异有

统计学意义(P<0.05);氯化锂组凋亡细胞减少,凋亡

率降低,从3.81%±1.09%降至0.85%±0.26%,差
异有 统 计 学 意 义(P <0.05),细 胞 活 力 升 高,从

0.76%±0.07%升至1.18%±0.06%,差异有统计学

意义(P<0.05)。与山姜素组相比,山姜素+氯化锂

组凋亡细胞减少,凋亡率降低,从49.74%±3.10%降

至4.93%±1.14%,差异有统计学意义(P<0.05),细
胞 活 力 升 高,从 0.41% ±0.05% 升 至 0.73% ±
0.08%,差异有统计学意义(凋亡率,F=1074.268,

P<0.001;细胞活力,F=137.655,P<0.001)。

Edu染色实验检测各组 MG63细胞增殖结果见

图3。与空白组相比,山姜素组Edu阳性细胞减少,

Edu阳性率降低,从61.23%±4.02%降至24.30%±
2.86%,差异有统计学意义(P<0.05);氯化锂组Edu
阳性细胞增多,Edu阳性率升高,从61.23%±4.02%
升至 95.07% ±2.13%,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。与山姜素组相比,山姜素+氯化锂组Edu阳

性细胞增多,Edu阳性率升高,从24.30%±2.86%升

至58.65% ±3.74%,差 异 有 统 计 学 意 义 (F =
468.003,P<0.001)。

图2 流式细胞术实验检测各组 MG63细胞凋亡

图3 Edu染色实验检测各组 MG63细胞增殖(×200)

2.3 山姜素对 MG63细胞凋亡、增殖与 Wnt/β-catenin
信号通路相关蛋白表达的影响

山姜素对 MG63细胞凋亡、增殖与 Wnt/β-catenin
信号通路相关蛋白表达的影响见图4及表1。与空白组

相比,山姜素组Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达升高

(P<0.05),Bcl-2、Ki-67、Wnt1、β-catenin蛋白表达降低,
差异有统计学意义(P<0.05);而氯化锂组凋亡与增殖

相关蛋白表达变化趋势与山姜素组相反,差异有统计

学意义(P<0.05)。与山姜素组相比,山姜素+氯化

锂组Bax、Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达降低,差异有统

计学意义(P<0.05),Bcl-2、Ki-67、Wnt1、β-catenin蛋

白表达升高,差异有统计学意义(P<0.05)。

2.4 山姜素对 MG63裸鼠移植瘤生长的影响

山姜素对 MG63裸鼠移植瘤生长的影响见图5。
与空白组相比,山姜素组裸鼠皮下移植瘤减小,瘤体质

量与体积降低,差异有统计学意义(P<0.05),分别从

(1.71±0.14)g降至(0.52±0.10)g和从(851.63±
40.82)mm3 降至(310.37±33.64)mm3;氯化锂组裸

鼠皮下移植瘤增大,瘤体质量与体积升高,分别从

图4 Western
 

Blot法检测各组 MG63细胞凋亡、增殖与

Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达(×200)

(1.71±0.14)g升至(2.96±0.16)g和从(851.63±
40.82)mm3 升至(1412.25±46.39)mm3,差异有统计学

意义(P<0.05)。与山姜素组相比,山姜素+氯化锂组

裸鼠皮下移植瘤增大,瘤体质量与体积升高,分别从

(0.52±0.10)g升至(1.63±0.12)g和从(310.37±
33.64)mm3 升至(823.74±37.53)mm3,差异有统计学
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意义(P<0.05)。质量比较,F=343.092,P<0.001;体 积比较,F=764.987,P<0.001。
表1 各组 MG63细胞Bax、Cleaved

 

Caspase-3、Bcl-2、Ki-67、Wnt1、β-catenin蛋白相对表达(n=6,x±s)

组别 Bax Cleaved
 

Caspase-3 Bcl-2 Ki-67 Wnt1 β-catenin
空白组 0.50±0.06 0.55±0.07 0.59±0.07 0.66±0.10 0.79±0.14 0.84±0.10

山姜素组 0.92±0.091) 0.97±0.101) 0.15±0.041) 0.19±0.051) 0.39±0.101) 0.41±0.071)

氯化锂组 0.11±0.031) 0.13±0.031) 1.01±0.091) 1.10±0.121) 1.22±0.121) 1.28±0.121)

山姜素+氯化锂组 0.52±0.072) 0.57±0.082) 0.58±0.102) 0.63±0.112) 0.77±0.132) 0.82±0.092)

F 150.069 127.243 120.285 85.026 45.356 81.043
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与空白组相比,P<0.05;2)与山姜素组相比,P<0.05。

图5 各组 MG63裸鼠移植瘤图片

2.5 山姜素对MG63裸鼠肿瘤细胞凋亡与增殖的影响

山姜素对 MG63裸鼠肿瘤细胞凋亡与增殖的影

响见图6和图7。与空白组相比,山姜素组裸鼠肿瘤

TUNEL阳性细胞增多、凋亡增强,TUNEL阳性比升

高,从32.74%±5.46%升至54.91%±7.10%,差异

有统计学意义(P<0.05);Ki-67阳性细胞减少、增殖

减弱,Ki-67阳性比降低,从57.93%±8.42%降至

30.21%±6.84%,差异有统计学意义(P<0.05)。氯

化锂组裸鼠肿瘤 TUNEL阳性细胞减少、凋亡减弱,

TUNEL 阳 性 比 降 低,从 32.74% ±5.46% 降 至

13.02%±4.39%,差异有统计学意义(P<0.05);Ki-

67阳性细胞增多、增殖增强,Ki-67阳性比升高,从

57.93%±8.42%升至86.54%±10.36%,差异有统

计学意义(P<0.05)。与山姜素组相比,山姜素+氯

化锂组裸鼠肿瘤 TUNEL阳性细胞减少、凋亡减弱,

TUNEL 阳 性 比 降 低,从 54.91% ±7.10% 降 至

36.15%±6.27%,差异有统计学意义(P<0.05);Ki-
67阳性细胞增多、增殖增强,Ki-67阳性比升高,从

30.21%±6.84%升至52.60%±9.15%,差异有统计

学意义(P<0.05)。Ki-67阳性比比较,F=41.729,

P<0.001;TUNEL 阳 性 比 比 较,F=50.916,P<
0.001。

图6 Ki-67免疫组化染色检测各组 MG63裸鼠肿瘤细胞增殖(×200)
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图7 TUNEL染色检测各组 MG63裸鼠肿瘤细胞凋亡(×200)

2.6 山姜素对 MG63裸鼠移植瘤凋亡、增殖与 Wnt/

β-catenin信号通路相关蛋白表达的影响

山姜素对MG63裸鼠移植瘤凋亡、增殖与 Wnt/β-
catenin信号通路相关蛋白表达的影响见图8及表2。
与空白组相比,山姜素组Bax、Cleaved

 

Caspase-3蛋白

表达升高,差异有统计学意义(P<0.05),Bcl-2、Ki-
67、Wnt1、β-catenin蛋白表达降低,差异有统计学意义

(P<0.05);而氯化锂组凋亡与增殖相关蛋白表达变

化趋势与山姜素组相反,差异有统计学意义(P<
0.05)。与山姜素组相比,山姜素+氯化锂组 Bax、

Cleaved
 

Caspase-3蛋白表达降低,差异有统计学意义

(P<0.05),Bcl-2、Ki-67、Wnt1、β-catenin蛋白表达升

高,差异有统计学意义(P<0.05)。

图8 Western
 

Blot法检测各组 MG63裸鼠移植瘤凋亡与

增殖相关蛋白表达(×200)

表2 各组 MG63裸鼠移植瘤Bax、Cleaved
 

Caspase-3、Bcl-2、Ki-67、Wnt1、β-catenin蛋白相对表达(n=6,x±s)

组别 Bax Cleaved
 

Caspase-3 Bcl-2 Ki-67 Wnt1 β-catenin
空白组 0.60±0.05 0.65±0.08 0.69±0.10 0.74±0.12 0.78±0.13 0.81±0.14

山姜素组 1.04±0.081) 1.08±0.111) 0.25±0.071) 0.31±0.081) 0.37±0.091) 0.40±0.101)

氯化锂组 0.18±0.041) 0.24±0.051) 1.13±0.141) 1.17±0.131) 1.21±0.101) 1.23±0.131)

山姜素+氯化锂组 0.61±0.062) 0.64±0.092) 0.67±0.112) 0.72±0.102) 0.76±0.112) 0.79±0.122)

F 209.858 97.065 66.524 62.071 60.025 45.304
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与空白组相比,P<0.05;2)与山姜素组相比,P<0.05。

3 讨论

骨肉瘤目前的临床治疗手段以手术切除和化疗为

主[13],但骨肉瘤的高度异质性会给其临床治疗造成很

大负面影响,很多患者治疗效果不佳且复发率很高,如
今又开发了免疫治疗、CAR-T细胞治疗、肿瘤靶向基

因治疗和个性化医疗等新型治疗手段,虽有一定效果,
但大多数骨肉瘤患者预后仍然很糟糕,因此迫切需要

探寻更有效的新型治疗药物来改善骨肉瘤患者预

后[14-15]。山姜素是姜黄、草豆蔻、郁金等姜科植物中的

主要活性成分,被证明具有显著的肿瘤抑制作用,相比

其他具有抗癌活性的黄酮类化合物,毒性低、特异性

强、适合靶向治疗,可呈剂量和时间依赖性地抑制乳腺

癌细胞的增殖[6,16]。山姜素还可对肺癌细胞发挥抗增

殖、抗迁移和促凋亡作用[17]。本研究结果显示,以山

姜素干预 MG63细胞,可降低细胞活力、Edu阳性率,
升高其细胞凋亡率,并上调Bax与Cleaved

 

Caspase-3
蛋白表达,下调Bcl-2与Ki-67蛋白表达,表明山姜素

可增强促凋亡蛋白表达,减弱增殖标志与抗凋亡蛋白

表达,在体外抑制骨肉瘤细胞增殖并诱导其凋亡;以山

姜素干预 MG63移植瘤裸鼠,可对增殖与凋亡相关蛋

白起到同样调控作用,还可降低移植瘤的瘤体质量与

体积、Ki-67阳性比,升高其 TUNEL阳性比,表明山

姜素可在体内抑制骨肉瘤细胞增殖并诱导其凋亡,进
而延缓肿瘤生长,与相关文献相比,本研究首次证实了

山姜素可对骨肉瘤细胞发挥明显抗癌作用。

Wnt/β-catenin信号通路在发育、组织稳态和细胞

增殖等生理过程中起着至关重要的作用,正常生理条

件下,β-catenin作为一种细胞骨架蛋白在胞膜处与

E-cadherin形成复合体来维持同型细胞的黏附、防止

细胞移动,当 Wnt信号激活时,Wnt信号分子与细胞

膜上特异性受体卷曲蛋白结合导致GSK3β失活,减弱

β-catenin的磷酸化降解,致使β-catenin在胞质中积

累,进而促使恶性肿瘤的发生和进展[18],下调 Wnt/

β-catenin信号通路蛋白表达可诱导骨肉瘤细胞周期
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停滞与凋亡,降低其细胞活力、迁移和侵袭活性,显著

抑制骨肉瘤生长与进展[19-20]。本研究结果显示,以山

姜素干预 MG63细胞与移植瘤裸鼠,均可降低 Wnt1
与β-catenin蛋白表达,与相关文献相比,本研究首次

证实了 Wnt/β-catenin信号通路参与介导山姜素对骨

肉瘤细胞的抗癌作用;以山姜素与 Wnt激活剂氯化锂

联合干预 MG63细胞与移植瘤裸鼠,可在体内外减弱

山姜素单独干预对骨肉瘤细胞增殖的抑制作用,在体

内外削弱山姜素单独干预对骨肉瘤细胞凋亡的促进作

用,逆转山姜素对骨肉瘤细胞的抗癌作用,最终揭示了

山姜素对骨肉瘤细胞发挥抗增殖与促凋亡作用是通过

抑制 Wnt信号激活实现的。
总而言之,本研究证实了山姜素可在体内外抑制

骨肉瘤细胞增殖,诱导骨肉瘤细胞凋亡,还可抑制骨肉

瘤的体内肿瘤生长,抑制 Wnt/β-catenin信号通路激

活可能是山姜素对骨肉瘤细胞发挥上述抗癌作用的药

理机制。本研究为骨肉瘤的临床治疗提供了山姜素这

一新型药物选择,并为山姜素在骨肉瘤的抗癌治疗中

的应用提供了理论依据。但本研究只限于临床前研

究,对于其临床转化前景并没有涉及,存在一定局限

性,后续会对山姜素的生物利用度、水溶性等问题进行

深入探讨,并会结合纳米技术对其载药方式进行优化,
进而推动其临床应用。
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