
骨科2020年3月第11卷第2期 Orthopaedics, March 2020, Vol. 11, No. 2 ·143·

DOI：10.3969/j.issn.1674⁃8573.2020.02.010
基金项目：国家自然科学基金（81402217）；漳州市自然科学基金（ZZ2018J10）
作者单位：1. 中国人民解放军联勤保障部队第九〇九医院全军骨科中心，福建漳州 363000；2. 中国人民解放军

联勤保障部队第九一〇医院肿瘤科，福建泉州 362000
通信作者：吴进，E⁃mail：wujin1983@xmu.edu.cn

·实验研究论著·

热疗联合特异性沉默趋化因子受体4对骨肉瘤
增殖和侵袭的影响

陈志达 1 钟渊福 1 陈云萍 2 曾宇哲 1 曾文容 1 宋超 1 吴进 1

【摘要】 目的 观察热疗联合特异性 siRNA沉默趋化因子受体 4（chemokine receptor 4, CXCR4）对

骨肉瘤增殖和侵袭的影响。方法 培养人骨肉瘤细胞株MG⁃63至对数生长期，接种于6孔板中，分为三

组，空白组细胞不进行任何处理常规培养，control siRNA组以control siRNA转染细胞，CXCR4 siRNA组以

CXCR4 siRNA转染细胞，采用Western blot检测各组CXCR4的表达变化，评估CXCR4 siRNA转染效能。

细胞及体内实验设置 control siRNA组（对照组）、热疗联合CXCR4 siRNA组（联合组）、CXCR4 siRNA组

（沉默组）和热疗组，以CXCR4 siRNA转染沉默组和联合组的细胞，control siRNA转染对照组细胞，热疗组

和联合组进行热疗处理。采用实时荧光定量聚合酶链反应（real⁃time quantitative polymerase chain reaction,
RT⁃qPCR）和Western blot检测各组细胞CXCR4的表达变化。CCK⁃8法和Transwell侵袭实验检测转染后

MG⁃63细胞的增殖能力和侵袭能力变化。流式细胞技术检测转染后MG⁃63细胞的周期变化。体外裸鼠

成瘤实验和肿瘤生长曲线观察转染后MG⁃63细胞增殖和裸鼠骨肉瘤生长情况。结果 CXCR4 siRNA可

以有效沉默MG⁃63细胞中CXCR4 蛋白的表达。热疗联合CXCR4 siRNA有效沉默MG⁃63细胞中CXCR4
的表达并能抑制MG⁃63细胞增殖和侵袭，阻滞细胞周期于G0/G1期（P均＜0.05）。体内实验结果显示，

从第 14天起，联合组裸鼠骨肉瘤体积逐渐小于对照组、沉默组和热疗组，差异有统计学意义（P均＜

0.05）。联合组的瘤重也低于对照组、沉默组和热疗组，差异有统计学意义（P均＜0.05）。结论 热疗联

合特异性沉默CXCR4抑制骨肉瘤的增殖和侵袭，可作为一个有效的骨肉瘤基因治疗新方法。
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【Abstract】 Objective To detect the synergistic effect of hyperthermia combined with chemokine
receptor 4 (CXCR4) knockdown on the proliferation and invasion of osteosarcoma. Methods Osteosarcoma
cells (human osteosarcoma cell line MG⁃63) were divided into three groups. The blank group cells were cultured
without any treatment. The control siRNA group cells were transfected with control siRNA, and the CXCR4
siRNA group cells were transfected with CXCR4 siRNA. Western blotting was used to detect the expression of
CXCR4 in each group and the transfection efficiency of CXCR4 siRNA was evaluated. The cell and in vivo

experiments were set up with control siRNA group, hyperthermia combined with CXCR4 siRNA group, CXCR4
siRNA group and hyperthermia group. Cells in CXCR4 siRNA group and hyperthermia combined with CXCR4
siRNA group were transfected with CXCR4 siRNA. The control siRNA group was transfected with control
siRNA. Hyperthermia group and hyperthermia combined with CXCR4 siRNA group were treated with
hyperthermia. CXCR4 expression was detected by real⁃time quantitative polymerase chain reaction (RT⁃qPCR)
and Western blotting. CCK⁃ 8 method was used to detect the proliferation of MG⁃ 63 cells after transfection.
Transwell invasion method was used to detect the invasion ability of MG ⁃ 63 cells after transfection. Flow
cytometry was used to detect the cell cycle effect of MG⁃63 cells after transfection. In vitro nude mice tumor
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formation experiment and tumor growth curve were used to detect the osteosarcoma cell proliferation and nude
mouse osteosarcoma growth after transfection. Results CXCR4 siRNA could effectively silence the expression
of CXCR4 in MG⁃ 63 cells. Hyperthermia combined with CXCR4 could effectively silence the expression of
CXCR4 in osteosarcoma, inhibit the proliferation and invasion of osteosarcoma cells, and block the cell cycle at
G0/G1 phase (all P＜0.05). The volume of osteosarcoma in nude mice treated with hyperthermia combined with
CXCR4 siRNA was gradually decreased as compared with that in control siRNA group, CXCR4 siRNA group
and hyperthermia group from the 14th day (all P＜0.05). The tumor weight of hyperthermia combined with
CXCR4 siRNA group was also significantly reduced as compared with that in control siRNA group, CXCR4
siRNA group and hyperthermia group (P＜0.05). Conclusion The findings suggest that hyperthermia
combined with CXCR4 knockdown can inhibit the proliferation and invasion of osteosarcoma, which may
therefore serve as a new effective gene therapeutic target for osteosarcoma.

【Key words】 Osteosarcoma; CXCR4; Cell proliferation; Invasion

骨肉瘤是好发于儿童及青少年的恶性原发性骨

肿瘤，具有较高的局部侵袭及远处转移率［1，2］。尽管

近年来采用外科手术辅助化疗的治疗方案取得了一

定进展，但病人的 5年生存率也仅为 55%~60%，约

30%~40%的病人出现肺和骨骼转移［3］。因此，急需

寻求有效的治疗靶点以突破骨肉瘤治疗和预后的

瓶颈［4］。

有研究证实，趋化因子受体 4（chemokine recep⁃
tor 4, CXCR4）在多种肿瘤细胞中高表达，并在其增

殖和迁移中发挥重要作用，而在相应来源的正常细

胞中不表达［5⁃8］。热疗已被应用于许多肿瘤放化疗

的辅助治疗。随着分子生物学技术的发展和应用，

热疗被认为是某些基因治疗的增强剂［9⁃11］。然而，目

前关于热疗联合特异性沉默CXCR4对骨肉瘤细胞

影响的研究较少。本研究通过特异性 siRNA沉默

CXCR4的表达，同时联合热疗观察其在骨肉瘤增殖

和侵袭中的协同作用，初步探讨可能的调控机制。

材料与方法

一、实验动物、材料、试剂及仪器

雌性无胸腺BALB/c裸鼠（4~6周），体重为 15~
20 g，由厦门大学实验动物中心提供，并在无特定病

原体级实验室独立通气系统内饲养。人骨肉瘤细胞

株MG⁃63购自中国科学院细胞库。DMEM培养基和

胎牛血清（FBS）购自美国Gibco公司，CCK⁃8试剂盒

购自日本Dojindo公司，细胞裂解液购自美国 Invitro⁃
gen公司，CXCR4和GAPDH抗体购自英国Abcam公

司，siRNA购自美国Sigma公司，Matrigel胶购自美国

BD公司，ECL显色试剂盒均购自美国Millipore公
司。免疫荧光试剂盒购自美国Focus公司。实时荧

光定量聚合酶链反应（real ⁃ time quantitative poly⁃
merase chain reaction, RT⁃qPCR）所需的引物设计由

上海生工生物技术有限公司完成。GeneAmp 2400

PCR仪购自美国ABI公司，HH-2-恒温水浴锅购自

常州万科仪器科技有限公司，M200多功能酶标仪购

自瑞士 Tecan公司，凝胶成像系统购自美国 Alpha
Innotech公司。

二、实验方法

（一）细胞培养及转染

将MG⁃63细胞接种于 DMEM 培养基（含 15%
FBS、100 U/ml青霉素和100 mg/L链霉素）培养，并置

于37 ℃、5% CO2孵育箱中培养，3~4 d传代。取对数

生长期的MG⁃63细胞制成细胞悬液（1×106个/ml）。
预先进行转染效能检测，将细胞悬液 500 μl接

种于 6孔板中，待细胞密度达 80%时，应用 CXCR4
siRNA转染细胞，同时设置 control siRNA组和空白

组（不转染任何试剂）。转染 24 h后采用Western
blot检测CXCR4的表达变化。

完成转染效能检测后，将细胞接种于6孔板中，

设置 control siRNA 组（对照组）、热疗联合 CXCR4
siRNA组（联合组）、CXCR4 siRNA组（沉默组）和热疗

组，每组 3孔。以CXCR4 siRNA转染沉默组和联合

组的细胞，control siRNA转染对照组细胞，热疗组和

联合组进行热疗处理。联合组转染24 h后进行热疗，

热疗的操作方法为将细胞置于 43 ℃水浴加热 1 h。
各组细胞放入37 ℃、5% CO2孵育箱中继续培养。

（二）RT⁃qPCR检测mRNA的表达

干预 24 h后收集各组的细胞，采用 Trizol试剂

分别裂解并提取总RNA，参照逆转录试剂盒说明书

合成 cDNA，CXCR4正向引物序列为5′⁃CGGAATTC⁃
CAGCAGGTAGCAAAGTGACG⁃3′，反向引物序列为

5′ ⁃GACGCCAACATAGACCACCT ⁃ 3′。反应体系：

0.5 μl cDNA 模板，7.5 μl DEPC 水，10.0 μl SYBR
Green染料，上下游引物各 1.0 μl，共计 20 μl。反应

条件：预变性94 ℃ 4 min；变性94 ℃ 45 s；退火54 ℃
45 s；延伸 72 ℃ 45 s，循环 30次。用β⁃actin作为内
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参，以2－△△Ct的值表示目的基因的mRNA表达水平。

（三）Western blot检测蛋白的表达

MG⁃63细胞经不同分组处理 24 h后，取 5×107~
6×107个对数生长期细胞，采用4 ℃预冷的细胞裂解

液裂解细胞 30 min后，4 ℃下 15 000 r/min离心 10
min。取上清液，用二锌可酸法测定蛋白浓度后，将

样品置于沸水浴 5 min，加样，行 12% SDS⁃PAGE电

泳 2 h，电转膜仪 30 V 湿法转膜 1.5 h。用含 5%
PBST室温孵育 1 h，分别用 CXCR4和GAPDH抗体

孵育，4 ℃过夜。以 PBST冲洗 3次（10 min/次），分

别加入相对应的二抗室温孵育1.5 h。用PBST洗涤

3 次（10 min/次），采用 ECL 显色法显影，内参为

GAPDH，用凝胶成像分析软件分析条带灰度。各组

目的蛋白的相对表达水平=目的蛋白的灰度值/
GAPDH的灰度值。

（四）CCK⁃8法检测细胞存活率

取 100 μl细胞悬液（3×103个/ml）均匀接种于

96孔培养板中，每组设 6个复孔，以无血清培养基

培养12 h后，各组采用和上述步骤相同的方式干预

细胞。培养箱继续培养 96 h后，加入 CCK⁃8试剂

10 μl/孔，继续孵育1 h后终止培养，在酶联免疫监测

仪上测定各孔450 nm波长处的吸光度值，比色时以

空白对照孔调零。细胞存活率=实验组吸光度值/阳
性对照吸光度值×100%。

（五）Transwell侵袭实验检测细胞侵袭能力

MG⁃63细胞分组处理 24 h后，将Transwell小室

放入24孔板中，每孔设置3个复孔，取50 μl/孔融解

的Matrigel胶与无血清培养基混合后均匀加入Tran⁃
swell小室底部中，4 ℃下风干，37 ℃培养箱孵育 2~
4 h。将贴壁细胞生长至对数生长期消化，制成无血

清单细胞悬液（2×105/孔），均匀加入上室中，在下室

加入600 μl含10% FBS培养基中继续培养24~48 h，
取出小室，PBS清洗 3次后，用多聚甲醛进行固定，

结晶紫进行染色。用棉签小心擦拭小室内部残余的

Matrigel胶和细胞，光学显微镜下镜检计数。

（六）流式细胞仪检测细胞周期

取不同分组的 MG⁃63 细胞处理 24 h 后，经

0.125%的胰酶消化后，收集单细胞悬液，调成密度

为 1×106个/ml，用 4℃ PBS洗脱 2次，置于 37 ℃、5%
CO2孵育箱中培养30 min，碘化丙啶单染法进行细胞

周期检测。然后在流式细胞仪进行检测，采用Cell
Quest 软件分析各组的细胞周期的变化。

（七）裸鼠成瘤实验

实验动物选取 48 只 BALB/c 裸鼠（雌性，6~8

周），随机分为 4组（联合组、沉默组、热疗组、对照

组），每组 12只。取对数生长期的MG⁃63细胞，用

0.02% EDTA和0.125%的胰蛋白酶联合消化，收集细

胞用无血清α⁃MEM定容。按细胞密度为1×105个/ml
接种500 μl于裸鼠的左后肢背侧。MG⁃63骨肉瘤荷

瘤裸鼠模型建立后，联合组将裸鼠全麻（2%的戊巴

比妥钠溶液按体重 40 μg/g腹腔注射），将负瘤肢体

浸入 43 ℃水浴中 1 h，同时以风扇降温以减少全身

热反应对实验的影响；热疗2 d后，注射CXCR4 siR⁃
NA。对照组只注射 control siRNA；热疗组只进行热

疗，方法同联合组；沉默组只注射CXCR4 siRNA，不

进行热疗。给予处理后，每天观察裸鼠状态，每周测

量肿瘤的长度（L）和宽度（W），计算肿瘤体积，绘制

生长曲线。按如下公式计算肿瘤体积：肿瘤体积=
L×W2/2。5周后处死裸鼠，称量移植瘤重量。

三、统计学方法

采用SPSS 20.0软件（IBM公司，美国）对结果进

行统计学分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表

示，多组间比较采用单因素方差分析，以P＜0.05为
差异有统计学意义。

结 果

一、CXCR4 siRNA抑制CXCR4表达

Western blot结果见图 1，空白组、control siRNA
组和CXCR4 siRNA组MG⁃63细胞CXCR4蛋白的相

对表达水平分别为 1.00±0.04、0.98±0.03 和 0.44±
0.05，CXCR4 siRNA组可以有效沉默MG⁃63细胞中

CXCR4蛋白的表达，明显低于其在空白组和 control
siRNA组中的表达，差异均有统计学意义（P均＜

0.05）。
二、热疗联合CXCR4 siRNA抑制CXCR4表达

RT⁃qPCR结果提示对照组、联合组、沉默组、热

疗组的 CXCR4 mRNA的表达量分别为 1.00±0.04、
0.37±0.03、0.63±0.04和 0.71±0.02；热疗联合CXCR4
siRNA可以有效沉默MG⁃63细胞中 CXCR4 mRNA

图1 Western blot检测CXCR4蛋白的表达
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的表达，明显低于其他三组中的表达，差异均有统

计学意义（P均＜0.05，图2）。Western blot检测结果

也同样证实了联合组中CXCR4蛋白的表达量显著

低于其他三组，差异均有统计学意义（P均＜0.05，
图3）。

三、热疗联合CXCR4 siRNA表达对骨肉瘤细胞

增殖的影响

CCK⁃8结果见图4，对照组、联合组、沉默组和热

疗组MG⁃63细胞的存活率分别为（100.00±7.33）%、

（39.94±2.86）%、（69.07±4.61）%和（66.53±3.20）%；

与对照组、沉默组和热疗组相比，联合组的骨肉瘤

细胞存活率明显降低，差异均有统计学意义（P均＜

0.05）。
四、热疗联合CXCR4 siRNA对骨肉瘤细胞侵袭

能力的影响

Transwell侵袭实验结果显示，对照组、联合组、

沉默组和热疗组的侵袭细胞数分别为（215.41±
18.93）个、（44.56 ± 18.53）个、（86.56 ± 17.75）个和

（84.74±9.57）个，联合组的侵袭细胞数均显著低于

对照组、沉默组和热疗组（P均＜0.05，图5）。
五、热疗联合CXCR4 siRNA对骨肉瘤细胞周期

的影响

流式细胞仪结果见图 6，对照组细胞G0/G1期

比例为（34.78±2.26）%，S期比例为（55.84±2.72）%；

联合组细胞G0/G1期比例为（71.13±3.52）%，S期比

例为（25.37±2.62）%；沉默组细胞 G0/G1期比例为

（47.45±2.54）%，S期比例为（47.40±3.51）%；热疗组

细胞 G0/G1 期比例为（43.43±3.72）%，S 期比例为

（46.38±1.38）%。与对照组、沉默组和热疗组相比，

联合组可阻滞MG⁃63细胞周期于G0/G1期并减少S
期细胞的比例。

六、热疗联合CXCR4 siRNA对裸鼠骨肉瘤生长

的影响

体内实验结果显示，从第 14天起，联合组裸鼠

骨肉瘤体积逐渐小于对照组、沉默组和热疗组，差

异均有统计学意义（P均＜0.05，图 7）。5周后处死

裸鼠，对照组、联合组、沉默组和热疗组的瘤重分别

为（1.62±0.11）g、（0.38±0.03）g、（0.57±0.08）g 和

（0.62±0.14）g，联合组瘤重低于对照组、沉默组和热

疗组，差异均有统计学意义（P均＜0.05）。
讨 论

CXCR4是一组促炎化学介质，主要通过结合靶

细胞细胞膜表面上特异性的G蛋白受体，从而起到

调控细胞运动黏附、穿越内皮细胞及向组织间隙扩

散的过程［12］。在趋化因子中，基质衍生因子-1（stro⁃图3 Western blot检测结果

图2 RT⁃qPCR检测CXCR4 mRNA在MG⁃63细胞中的表达（与其他

三组比较，*P均＜0.05）

图4 CCK⁃8检测MG⁃63细胞增殖的结果（与其他三组比较，*P均＜

0.05）

图5 热疗联合沉默CXCR4对骨肉瘤细胞侵袭的影响 a：对照组；b：联合组；c：沉默组；d：热疗组
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mal derived factor, SDF⁃1）在调控肿瘤干细胞与胚胎

干细胞迁移及生长中起着重要的作用，并能高度地

特异结合其唯一受体CXCR4［13］。SDF⁃1/CXCR4的

主要作用包括诱导细胞运动、趋化反应、黏附、分泌

血管生成因子，最初主要集中在HIV感染的发病机

制，最近已被证明是多种肿瘤转移过程中的关键因

素之一，包括卵巢癌、乳腺癌、前列腺癌、肝癌和膀胱

癌［14⁃17］。进一步的研究发现其在非小细胞肺癌、宫

颈癌、乳腺癌等多种肿瘤细胞系和肿瘤组织中高表

达，而在相应来源的正常细胞和组织中通常不表达

或低表达［18］。CXCR4与骨肉瘤的关系也一直是一

个研究热点。Lu等［19］通过抑制CXCR4/SDF⁃1通路

阻止骨肉瘤细胞的转移，证明CXCR4/SDF⁃1参与骨

肉瘤的转移过程。Laverdiere等［20］在骨肉瘤标本中

检测到CXCR4的mRNA表达水平增高与病人总生

存率降低相关，他们认为CXCR4可以作为骨肉瘤转

移的潜在预测因子。Perissinotto等［21］发现CXCR4可
能是化疗药物的潜在靶点，CXCR4拮抗剂消除了骨

肉瘤的肺转移。以上研究表明，CXCR4在肿瘤转移

中起着关键作用，使其成为肿瘤基因治疗的新靶点。

癌细胞对热疗的抵抗力普遍较低，热疗被认为

是继手术、放疗、化疗和生物治疗之后的第五种肿瘤

治疗方法。据报道某些转移相关基因如血管内皮生

长因子、膜型1-基质金属蛋白酶等的表达均能被高

温抑制［22，23］。此外，热疗还可以抑制肿瘤生长和淋

巴结转移［24］。热疗广泛应用于骨肉瘤的研究和治

疗，以往的研究表明，高温可诱导体外骨肉瘤细胞凋

亡，改变骨肉瘤细胞的生物活性［25］。因此，热疗是治

疗骨肉瘤的一种有效的方法。放疗或化疗与热疗相

结合已被广泛应用于癌症治疗。目前，关于热疗和

siRNA联合作用于肿瘤细胞的报道还很少。为了证

实热疗和特异性 siRNA沉默CXCR4对人骨肉瘤细

胞的联合作用，以及热疗是否可以作为基因治疗的

增强剂，我们通过RT⁃qPCR、Western blot检测人骨

肉瘤细胞在高温和转染 siRNA后的生长和侵袭能

力，结果表明联合组可以有效沉默MG⁃63细胞中

CXCR4 mRNA的表达，明显低于其在对照组、沉默

组和热疗组中的表达。进一步的实验结果表明热疗

联合CXCR4 siRNA抑制骨肉瘤细胞增殖和裸鼠骨

肉瘤生长，阻滞细胞周期于G0/G1期。体内实验结

果显示，从第 14天起，联合组裸鼠骨肉瘤体积逐渐

小于对照组、沉默组和热疗组。接种5周后，联合组

瘤重为（0.38±0.03）g，低于其他三组。这说明热疗

联合特异性沉默CXCR4抑制了骨肉瘤增殖和侵袭。

综上所述，CXCR4作为癌基因参与了骨肉瘤增

殖和侵袭恶性表型，热疗联合特异性沉默CXCR4能
够抑制骨肉瘤的增殖和侵袭。但本研究尚缺乏深入

的CXCR4相关分子机制及信号通路的研究。随着

研究的不断深入，CXCR4可能作为一个有效的骨肉

瘤基因治疗新方法。
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