
high glucose． Methods Conditional immortalized mouse podocytes were used as the research object to construct
podocyte injury model by high glucose stimulation． The podocytes were divided into normal ( NG) group ，hyperton-
ic control ( MG) group，high glucose injury ( HG) group，low，medium and high dose sericin ( LS，MS，HS )

group． CCK-8 method was used to determine the viability of podocytes in each group; the morphological structure of
podocytes in each group was observed by ordinary optical inverted microscope． The migration ability was detected
by Transwell and cell scratch test． Western blot was used to detect the expression levels of EMT-related mesenchy-
mal phenotype factors Snai1，α-SMA，FSP-1，MMP-9 and epithelial phenotype factors Nephrin，E-cadherin，and
WT-1 in podocytes of each group． Ｒesults Compared with NG group，HG group showed lower podocyte activity
( P ＜ 0. 01) ，worse podocyte status and enhanced podocyte migration ability，up-regulated Snai1，α-SMA，FSP-1
and MMP-9 protein expressions ( P ＜ 0. 01 ) ，and down-regulated Nephrin，E-cadherin and WT-1 protein expres-
sions ( P ＜ 0. 01) ． Compared with HG group，the viability of podocytes in sericin group increased ( P ＜ 0. 05) ，the
state of podocytes was improved，the migration ability of podocytes was weakened，the expression of Snai1，α-
SMA，FSP-1 and MMP-9 was down-regulated ( P ＜ 0. 05) ，and the expression of Nephrin，E-cadherin and WT-1
was up-regulated ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Sericin can alleviate podocyte epithelial-mesenchymal transition in-
duced by high glucose．
Key words sericin; diabetic kidney disease; podocyte; epithelial-mesenchymal transition
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沉默 MFGE8 对骨肉瘤细胞 U2OS 增殖、
凋亡、侵袭及迁移的影响

李 阳1，阮铭暄1，王 震2，张香路2，黄 斐1

摘要 目的 探讨乳脂肪球表皮生长因子 8 蛋白( MFGE8)

在骨肉瘤细胞系中的表达及对骨肉瘤细胞( U2OS) 增殖、凋
亡、侵袭及迁移能力的影响。方法 利用 Western blot 方法

检测 MFGE8 蛋白在正常成骨细胞及骨肉瘤细胞系中的表

达; GEO 数据库分析 MFGE8 mＲNA 表达与骨肉瘤患者预后

的关系; 下调 MFGE8 后检测其对 U2OS 细胞增殖、凋亡、迁
移及侵袭的影响。结果 Western blot 方法显示 MFGE8 蛋白

在骨肉瘤细胞中的表达高于正常成骨细胞，且与骨肉瘤患者

的预后呈负相关( 均 P ＜ 0. 05) ; 与 sh-Ctrl( 转染了空载组的

U2OS 细胞) 组相比，sh-MFGE8 ( 转染了 sh-MFGE8 的 U2OS
细胞) 组 U2OS 细胞的愈合率及侵袭数均降低，增殖抑制率

和凋亡率均升高，且差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论

MFGE8 在骨肉瘤细胞 U2OS 中高表达，下调 MFGE8 可以

抑制 U2OS 的增殖、侵袭及迁移，诱导其凋亡。
关键词 骨肉瘤; MFGE8; 增殖; 凋亡; 侵袭; 迁移

2022 － 09 － 29 接收

基金项目: 安徽高校自然科学研究重点项目( 编号: KJ2020A0187)

作者单位: 1安徽医科大学第二附属医院骨科，合肥 230601
2安徽医科大学第四附属医院骨科，合肥 230012

作者简介: 李 阳，男，硕士研究生;

黄 斐，男，副主任医师，硕士生导师，责任作者，E-mail:

huangfei@ ahmu． edu． cn

中图分类号 Ｒ 738． 1
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2022) 12 － 1921 － 06
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2022． 12． 013

骨肉瘤是儿童与成年人中最常见的原发性恶性

肿瘤之一［1 － 2］。当今骨肉瘤的主要治疗方式为手术

切除 联 合 术 后 辅 助 化 疗，复 发 率 较 高 且 预 后 不

良［3 － 4］。目前，骨肉瘤的发生发展机制仍不明确，临

床上也缺乏相关标志物的检测。因此，明确骨肉瘤

的发生发展机制，寻找有效的分子靶点改善其预后

具有重要的意义［5］。
乳脂肪球表皮生长因子 8 蛋白( milk fat globule

egf and factor Ⅷ，MFGE8 ) 是一种存在于多物种的

亲脂性糖蛋白，其氨基末端包含一段 ＲGD( 精氨酸

－ 甘氨酸 － 天门冬氨酸) 整合蛋白序列，ＲGD 序列

可以与整合素异二聚体相互作用，从而使 MFGE8
参与肿瘤细胞间黏附、信号转导等过程［6 － 7］。MF-
GE8 对骨肉瘤是否有影响目前尚无报道。该研究分

析了 MFGE8 蛋白在骨肉瘤细胞系与对照组中的表

达，利用慢病毒转染干扰骨肉瘤细胞中的 MFGE8
蛋白，观察其对骨肉瘤细胞生物学行为的影响。
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1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 一般资料 从 Gene Expression Omnibus 数

据库( GEO) ( https: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /geo / )
中选择 mＲNA 表达水平的数据集( GSE16102) 。数

据集 GSE16102 包含 34 例骨肉瘤样本。
1． 1． 2 细 胞 系 使 用 的 骨 肉 瘤 细 胞 系 ( U2OS、
MG63) 和正常成骨细胞系( hFOB 1. 19) 均购自武汉

普诺赛生命科技有限公司。
1． 1． 3 主要试剂与仪器 McCoy's 5A 培养基( 南

京生航生物有限公司) ，胎牛血清( 杭州四季青有限

公司) ，Transwell 小室及 Matrigel 基质胶( 美国 Cor-
ning 公司) ，CCK-8 ( 日本同仁化学研究所) ，特超敏

化学发光试剂盒及 Puromycin( 广州 Biosharp 公司) ，

MFGE8 抗体( 美国 Santa Cruz 公司) ，Tubulin 抗体

( 美国 CST 公司) ，GAPDH 抗体与辣根过氧化物酶

标记二抗( 北京中杉金桥公司) ，Annexin V-APC 细

胞凋亡检测试剂盒( 上海贝博生物公司) ，慢病毒包

装( 上海吉凯有限公司) ，酶标仪( 美国 PE 公司) ，全

自动细胞计数仪( 美国 Nexcelom 公司) ，化学发光图

像分析系统( 上海天能科技公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 骨肉瘤 U2OS 及 MG63 细胞用

含 10%的胎牛血清和 1%双抗培养基，于 37 ℃、5%
CO2 的培 养 箱 中 常 规 培 养，正 常 成 骨 细 胞 hFOB
1. 19 于 34 ℃、5% CO2 的培养箱中特殊培养，分别

取对数生长期的细胞进行后续实验。
1． 2． 2 慢病毒转染及稳转细胞株的筛选 按照上

海吉凯公司提供的慢病毒使用手册。方法如下: 首

先取密度为 5 × 104 个 /ml 的 U2OS 细胞在 6 孔板中

进行接种。37 ℃培养 24 h 后，加入适量病毒液及

增强液［公式: 病毒液体积 = ( MOI × 细胞数目) /病
毒滴度］。37 ℃ 培养 16 h 后更换新鲜培养基继续

培养 48 h。倒 置 荧 光 显 微 镜 下 观 察 感 染 效 率 达

80%左右，且细胞生长状态良好的可以用于后续实

验。慢病毒转染 72 h 后，将细胞继续培养于含 Pu-
romycin( 2. 00 μl /ml) 的培养液中，筛选直到未转染

sh-Ctrl 组细胞全部死亡。转染病毒组剩下的细胞被

认为全部是 sh-MFGE8 细胞，并进行 Western blot 验

证。靶向干扰 MFGE8 的 shＲNA 干扰序列为 F: 5'-
TCCCACAAGAAGAACTTGTTT-3'和 F: 5'-ACAGCCT-
TAATGGACACGAA-3'，对照组中干扰序列为 F: 5'-
TTCTCCGAACGTGTCACGT-3'。

1． 2． 3 Western blot 检测 利用含 1% PMSF 的 ＲI-
PA 裂解液在冰上裂解 Ctrl、sh-MFGE8 和 sh-Ctrl 慢

病毒转染的 U2OS 细胞约 10 min，收集裂解液于 4
℃、12 000 r /min 离心 15 min。收集上清液并使用

BCA 试剂盒检测蛋白水平。取约 30 μg 蛋白液在

10% SDS-PAGE 条件下浓缩并转移到 PVDF 膜上，

5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入一抗( 1 ∶ 300) 并于

4 ℃条件下孵育过夜。TBST 缓慢洗涤 3 次( 5 min /
次) ，二抗室温孵育 1 h，再次使用 TBST 快速洗涤 3
次( 10 min /次) 并使用 ECL 发光液显影。
1． 2． 4 划痕实验 分别将 1 × 106 个 /ml 的 sh-MF-
GE8 和 sh-Ctrl 慢病毒转染的 U2OS 细胞接种于 6 孔

板中。24 h 后采用 200 μl 的枪头在培养皿底部水

平划 出 划 痕，用 PBS 洗 涤 2 遍 后 用 无 血 清 的

McCoy's 5A 培养基继续培养，分别于 0、12 h 在光学

显微镜下拍照。
1． 2． 5 Transwell 实验 将 Matrigel 基质胶与 Mc-
Coy's 5A 培养基 6 ∶ 1 配比，随后在 Transwell 小室上

层加入 100 μl 混合液于 37 ℃ 培养箱中凝固 3 h。
分别制备 5 × 104 个 /ml 的 sh-MFGE8 和 sh-Ctrl 慢病

毒转染的 U2OS 细胞悬液。在小室上层加入 200 μl
细胞悬液，下层加入 500 μl 含 15% 胎牛血清的 Mc-
Coy's 5A 培养基，继续培养 48 h。取出小室，PBS 洗

涤后于 4%多聚甲醛溶液中室温固定约 20 min，PBS
洗涤 后 继 续 放 入 1% 结 晶 紫 染 液 中 室 温 染 色 15
min，PBS 洗涤室温干燥后用沾湿的棉棒轻轻擦去小

室上层内膜上的 Matrigel 基质胶和细胞，最后显微

镜下观察记录。
1． 2． 6 CCK-8 实验 首先制备约 7 × 104 个 /ml 的

sh-MFGE8 和 sh-Ctrl 慢病毒转染的 U2OS 细胞悬液。
在 96 孔板中接种 100 μl /孔细胞悬液，每组设置 3
个复孔。分别于 23、47、71、95 h 加入 CCK-8 溶液 10
μl /孔继续培养 1 h，采用酶标仪检测 450 nm 处的吸

光度值。
1． 2． 7 细胞凋亡实验 将 sh-MFGE8 和 sh-Ctrl 慢

病毒转染的 U2OS 细胞 37 ℃培养箱中培养 72 h 后

收集不含细胞的悬液。预冷的 PBS 洗涤 2 遍后用

不含 EDTA 的胰酶消化细胞约 3 min。随后用收集

的不含细胞的悬液终止消化。收集含细胞的悬液于

4 ℃、1 000 r /min 离心 5 min。弃上清液后用 100 μl
1 × Annexin V 结合液悬浮细胞。在细胞悬浮液中

加入 5 μl Annexin V-APC 染色液，轻轻混匀后于 4
℃避光条件下孵育 8 min。加入 5 μl PI 染色液后轻

轻混匀于 4 ℃ 避光条件下孵育 2 min。最后加入
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400 μl 1 × Annexin V 结合液，轻轻混匀。立即用流

式细胞仪检测。
1． 2． 8 生物信息学分析 利用 Ｒ 软件的 GEOquery
包等，对 GSE16102 数据集进行数据提取。提取标

准:① 临床信息完整; ② 至少随访 6 个月。COX-
PＲESdb 是一个包含 11 个物种的共表达基因分析的

在线数据库。筛选条件为:① 种属为 Homo sapiens;
② 共表达基因的前 200 个。DAVID 数据库是一个

许多基因或蛋白提供系统的生物功能注释信息的在

线分析工具。Ｒ 软件进行数据可视化。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 26. 0 统计软件进行

数据分析，数据以 �x ± s 表示，两组间比较使用 t 检

验，多组间比较采用单因素方差分析，P ＜ 0. 05 为差

异有统计学义。

2 结果

2． 1 MFGE8 在骨肉瘤细胞系及 GSE42352 数据

集中的表达情况 与正常成骨细胞 hFOB 1. 19 比

较，U2OS、MG63 细胞中 MFGE8 的蛋白表达量上升

( U2OS: P ＜ 0. 001，t = 14. 09; MG63: P ＜ 0. 01，t =
6. 755) ( 图 1A、B) 。MFGE8 mＲNA 的高表达与骨肉

瘤患者的预后呈负相关且差异有统计学意义( P ＜
0. 05) ( 图 1C) 。
2． 2 慢病毒介导的 Sh-MFGE8 转染骨肉瘤细胞并

抑制 MFGE8 的表达 通过慢病毒转染，sh-Ctrl 和

sh-MFGE8 中均超过 80% 细胞 GFP 阳性表达，Ctrl
组中无 GFP 表达( 图 2A) 。如图 2B、C 所示，与 Ctrl
组、Sh-Ctrl 组比较，Sh-1 组中 MFGE8 的敲减率均达

图 1 MFGE8 的表达情况

A: Western blot 结果显示成骨细胞及骨肉瘤细胞系中 MFGE8 蛋白表达量; B: MFGE8 蛋白表达定量分析; C: GEO 数据库中 MFGE8 mＲNA

在骨肉瘤中的表达与患者预后的关系; 与 hFOB 1. 19 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001

图 2 MFGE8 的转染率及转染后的表达水平

A: 分别表示 Ctrl 组、sh-Ctrl 组、sh-MFGE8 组转染细胞后的明场图及荧光图 × 200; B: Western blot 结果显示转染细胞后 Ctrl 组、sh-Ctrl 组、

sh-1 组和 sh-2 组中 MFGE8 蛋白表达量; C: MFGE8 蛋白表达定量分析; 与 sh-Ctrl 组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 Ctrl 组比较: ##P ＜ 0. 01
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图 3 MFGE8 沉默后对 U2OS 细胞迁移及侵袭能力的影响

A: 两组细胞 0、12 h 划痕结果; B: 两组细胞愈合率定量分析; C: 两组细胞侵袭能力比较 × 200; D: 两组细胞侵袭数定量分析; 与 sh-Ctrl 组

比较: ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

50%以上，差异有统计学意义( Ctrl 组: P ＜ 0. 01，t =
8. 072; sh-Ctrl 组: P ＜ 0. 001，t = 9. 952) 。
2． 3 敲低 MFGE8 对骨肉瘤 U2OS 迁移和侵袭的

影响 侵袭及迁移力是骨肉瘤向远处转移的一个重

要特征( 图 3A) 。如图 3B 所示，与 sh-Ctrl 组相比，

sh-MFGE8 组中 U2OS 细胞的愈合面积减小且差异

有统计学意义( P ＜ 0. 000 1，t = 34. 71) 。如图 3C、D
所示，在相同的培养条件下，sh-MFGE8 组的 U2OS
细胞 侵 袭 数 较 sh-Ctrl 组 减 少 ( P ＜ 0. 000 1，t =
22. 25) 。
2． 4 敲低 MFGE8 对骨肉瘤 U2OS 的增殖的影响

增殖是骨肉瘤细胞另外一个重要特性。该研究采

用 CCK-8 实验分析了 MFGE8 敲低之后对骨肉瘤细

胞 U2OS 的影响。如图 4 所示，在 U2OS 细胞中，随

着时间的延长 sh-MFGE8 组细胞的增殖能力减弱。
在不同的时间截点与 sh-Ctrl 组比较差异均有统计

学意义( 48 h: P ＜ 0. 01，t = 8. 381; 72 h: P ＜ 0. 000 1，

t = 26. 4; 96 h: P ＜ 0. 000 1，t = 17. 68) 。
2． 5 敲低 MFGE8 对骨肉瘤 U2OS 细胞凋亡的影

响 该研究采用 Annexin V-APC 单染法分析敲低

MFGE8 后 对 骨 肉 瘤 细 胞 U2OS 凋 亡 的 影 响 ( 图

5A) 。如图 5B 所示，与 sh-Ctrl 组相比，Sh-MFGE8
组U2OS细胞的凋亡率增大且差异有统计学意义

图 4 MFGE8 沉默后对 U2OS 细胞增殖能力的影响

与 sh-Ctrl 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

( P ＜ 0. 000 1，t = 15. 96) 。
2． 6 MFGE8 蛋白的 KEGG 富集分析 如图 6 所

示，MFGE8 蛋白富集于细胞外基质相互作用过程

( ECM-receptor interaction) 、局灶性黏着斑激酶( Fo-
cal adhesion) 通 路、磷 脂 酰 肌 醇-3-激 酶 /蛋 白 激 酶

( PI3K-AKT) 信号通路等。

3 讨论

骨肉瘤的发病机制仍然不明确，且复发率高，已

经成为骨科肿瘤治疗过程中待解决的热点问题之

一，分子靶向治疗的提出有望为骨肉瘤患者减轻痛

·4291· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2022 Dec; 57( 12)



图 5 MFGE8 沉默后对 U2OS 细胞凋亡的影响

A: 各组凋亡流式细胞检测结果图; B: 凋亡细胞百分比; 与 sh-Ctrl 组比较: ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

图 6 MFGE8 蛋白的 KEGG 富集分析

苦［8］。肿瘤的发生是由许多分子参与，涉及多个信

号通路的复杂过程。研究［9 － 10］表明整合素与肿瘤

转移具有密切关系，且在多种肿瘤( 骨肉瘤、肺癌

等) 中整合素表达异常。整合素是一种黏附分子受

体，介导细胞与细胞之间信号传导，进而调控细胞转

移、凋亡、增殖等过程。整合素可以识别并结合含有

精氨酸 － 甘氨酸 － 天冬氨酸序列( ＲGD) 的配体蛋

白: MFGE8 等。整合素与配体结合触发下游信号通

路，包括黏着斑激酶、磷脂酰肌醇 3-激酶等［11］。有

研究［12］表明 MFGE8 的 ＲGD 序列结合整合素受体，

激活细胞周期蛋白的表达，从而促进乳腺癌细胞的

转移。该课题组推测 MFGE8 可能也参与了骨肉瘤

的发生发展。
该研究前期检测不同的骨肉瘤细胞系( U2OS、

MG63) 和正常成骨细胞 hFOB 1. 19 中 MFGE8 蛋白

的表达，结果显示，骨肉瘤细胞系中 MFGE8 蛋白表

达较高，这提示 MFGE8 可能发挥促癌基因功能参

与骨肉瘤发生发展。为了验证这一猜想，该实验选

择了 MFGE8 蛋白在骨肉瘤细胞系中表达较高的

U2OS 作为研究对象，通过慢病毒转染下调 MFGE8
的表达，利用 Western blot 实验检测敲减的有效性。
MFGE8 下调后，U2OS 细胞不仅迁移及侵袭能力受

到抑制，而且增殖抑制率及凋亡率上升。该研究表

明 MFGE8 通过诱导 U2OS 细胞凋亡可能是导致骨

肉瘤细胞的增殖受限的一个重要原因，这也与之前

MFGE8 在其他肿瘤里的研究一致［13］。
该研究表明，ECM 通路与骨肉瘤的发生发展有

很大的联系。该研究利用生物信息学分析得出骨肉

瘤细胞中 MFGE8 主要富集在 ECM 通路，而整合素

是 ECM 的主要受 体。该 研 究 推 测 通 过 下 调 MF-
GE8，减少了 ＲGD 序列与整合素的结合，进而抑制

了下游某种信号通路，最终抑制了骨肉瘤细胞的增

殖、侵袭及迁移，诱导凋亡，这可能成为改善骨肉瘤

患者预后的一个方法。然而通路功能过于繁杂且涉

及多个分子水平，需进一步深入研究。该课题组将

进一步研究以明确 MFGE8 在骨肉瘤发生发展中的
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生物学机制，为临床治疗提供坚实的理论基础。
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Effect of silencing MFGE8 on proliferation，apoptosis，invasion，
and migration of osteosarcoma cells U2OS

Li Yang1，Ｒuan Mingxuan1，Wang Zhen2，Zhang Xianglu2，Huang Fei1

( 1Dept of Orthopedics，The Second Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230601;
2Dept of Orthopedics，The Fourth Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230012)

Abstract Objective To investigate the expression of milk fat globule epidermal growth factor 8 protein( MFGE8)

in osteosarcoma cell lines and its effects on the proliferation，apoptosis，invasion and migration ability of osteosarco-
ma cells( U2OS) ． Methods The expression of MFGE8 protein in normal osteoblasts and osteosarcoma cell lines
was examined by Western blot method． The relationship between MFGE8 mＲNA expression and prognosis of osteo-
sarcoma patients was analyzed by GEO database． The effects of down-regulation of MFGE8 on proliferation，apopto-
sis，migration and invasion of U2OS cells were examined． Ｒesults Western blot method showed that the expres-
sion of MFGE8 protein was higher in osteosarcoma cells than that in normal osteoblasts and its was negatively corre-
lated with the prognosis of osteosarcoma patients ( all P ＜ 0. 05) ; compared with sh-Ctrl ( U2OS cells transfected
with the null group) group，the U2OS cells in sh-MFGE8 ( U2OS cells transfected with sh-MFGE8) group had de-
creased healing rate and invasion number while increased proliferation inhibition rate and apoptosis rate，and all
differences were statistically significant ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion MFGE8 is highly expressed in U2OS of osteosar-
coma cells，and down-regulation of MFGE8 can inhibit the proliferation，invasion and migration of U2OS and in-
duce their apoptosis．
Key words osteosarcoma; MFGE8; proliferation; apoptosis; invasion; migration
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