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LPA 受体和胞内信号传导相关分子拮抗骨肉瘤细胞黏附和迁移能力
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【摘 要】目的:探讨溶血磷脂酸(LPA)受体和胞内信号传导相关分子拮抗骨肉瘤细胞的黏附和迁移能力。方法: 培养骨肉瘤

细胞 Mg-63，传至第 3 代采用表面抗原鉴定，采用 Transwell 体外黏附和迁移实验检测骨肉瘤细胞 Mg-63 体外黏附和迁移能力

的影响，并运用 LPA 受体及胞内信号传导趋化因子 SDF-1α、MCP-1 及其特异性阻断剂 AMD3100、SB203580 干预 Mg-63，以明

确骨肉瘤细胞 Mg-63 体外黏附和迁移的相关机制。结果: Transwell 结果显示，第 7 天、14 天，治疗组(LPA 受体干预的 Mg-63
细胞)体外黏附和迁移能力与模型组(未经干预的细胞 Mg-63)、对照组(正常成骨细胞) 相比不断加强，差异有统计学意义(F
= 13． 658，P ＜ 0． 05;F = 11． 765，P ＜ 0． 05)。治疗后第 21 天，治疗组体外黏附和迁移能力与模型组相比不断减弱，差异无统计

学意义(χ2 = 0． 085，P ＞ 0． 05)。胞内信号传导趋化因子 SDF-1α、MCP-1 在不同时相均能促进骨肉瘤细胞 Mg-63 的黏附和迁

移，差异有统计学意义(F = 10． 163，P ＜ 0． 05)，经 LPA 受体干预及特异性阻断剂 AMD3100、SB203580 处理不同时相后，黏附和

迁移能力下降，差异有统计学意义(F = 12． 016，P ＜ 0． 05)。结论: LPA 具有促细胞骨架变化进而调节细胞黏附和迁移能力的

作用，拮抗骨肉瘤黏附和迁移过程中存在不同时相的 Mg-63 细胞体外黏附和迁移，机制可能与 MCP-1 /CCＲ2、SDF-1α /CXCＲ4
信号轴关系密切。
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LPA receptor and intracellular signaling-related molecules antagonizing adhesion and migra-
tion ability of osteosarcoma cells
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【Abstract】Objective:To investigate the lysophosphatidic acid receptor(LPA) and intracellular signaling-related molecules in antagonizing the adhesion
and migration ability of osteosarcoma cells． Methods:The osteosarcoma cell Mg-63 was cultured and passed to the third generation． The adhesion and mi-
gration ability of Mg-63 was assayed by Transwell using in vitro technique． The expression of LPA receptor and intracellular signal transduction of chemo-
kines (SDF-1α，MCP-1) and its specific blockers (AMD3100，SB203580) were used to investigate the mechanisms of adhesion and migration of osteosar-
coma cells Mg-63 in vitro． Ｒesults:Transwell test showed that the adhesion and migration ability of Mg-63 cells in vitro was significantly higher than that in
the model and control groups at day 7 and 14，and the difference was statistically significant(F = 13． 658，P ＜ 0． 05;F = 11． 765，P ＜ 0． 05) ． On the 21st
day after treatment，the adhesion and migration ability of Mg-63 cells in vitro was weakened compared with the model group，yet the difference was not sig-
nificant (χ2 = 0． 085，P ＞ 0． 05) ． Intracellular signal transduction chemotactic factor SDF-1α and MCP-1 promoted the adhesion and migration of osteosar-
coma cell Mg-63 in different time phase，with statistical difference(F = 10． 163，P ＜ 0． 05) ． After treatment with LPA receptor and specific blocker
AMD3100 and SB203580 in diverse time phase，the adhesion and migration ability was decreased，and the difference was statistically significant (F = 12．
016，P ＜ 0． 05) ． Conclusion:LPA has the effect of promoting cytoskeletal changes and regulating cell adhesion and migration ability，and antagonizing the
adhesion and migration of Mg-63 in vitro during the adhesion and migration of osteosarcoma． The mechanism may be related to SDF-1α / CXCＲ4，MCP-1
/ CCＲ2 signal axis．
【Key words】sarcoma cells;adhesion;migration;intracellular signal transduction;chemokines

骨肉瘤是儿童、青少年最常见的恶性骨肿瘤，目

前对骨肉瘤的疗效已经有了显著提高，但仍有 30%
以上的患者呈现局部的侵袭性生长与转移情况

［1］。
近二十年来虽然新辅助化疗和综合治疗不断发展，

但该病的病死率仍然居高不下。因此研究骨肉瘤转

移以及侵袭的分子机制对治疗疾病和改善预后具有

重要作用
［2］。溶血磷脂酸 ( lyso-phosphotidic acid，

LPA)是目前已知体内结构最简单的水溶性甘油磷
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脂，具有调节细胞黏附和迁移能力，可促细胞骨架变

化
［3］。基于 LPA 的受体具有调控肿瘤细胞黏附和

迁移能力及 LPA 受体的基本功能，我们推断 LPA 受

体亦可能与骨肉瘤细胞的治疗具有相关性，可能产

生相关生物学效应
［3］。有哪些胞内信号传导趋化

因子在介导肉瘤细胞向骨折部位定向黏附和迁移归

巢过程中起关键作用，目前尚不清楚
［4］。而已有研

究表明:基质细胞衍生因子-1(SDF-1)、单核细胞趋

化蛋白 1 (MCP-1) 在一定范围内影响黏附和迁移

Mg-63 的数量，即随其浓度增加而增加
［5］。随着研

究的不断深入，胞内信号传导趋化因子及受体可能

会成为肿瘤细胞黏附和迁移的重要靶标因子，本项

目选择骨髓源性细胞 Mg-63，探讨应用 LPA 受体和

胞内信号传导相关分子对 Mg-63 黏附和迁移的影

响，从而为治疗骨肉瘤提供新思路和理论依据。

1 材料和方法

1． 1 细胞和主要材料 细胞:骨肉瘤细胞 Mg-63、
正常成骨细胞(中国科学院细胞库)。材料:胞内信

号传导趋化因子 SDF-1α、MCP-1(PeProtech，美国);

SB203580、AMD3100(Sigma，美国);TaqMix( 东盛生

物公司，广州，中国);Transwell 24 孔培养板( 美国

Corning 公司，美国)，MTT 试剂盒( 北京中杉金桥生

物技术有限公司，北京，中国);LPA 受体(PeProtech
公司，美国)。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养 含 10% 胎牛血清及双抗培养

Mg-63 骨肉瘤细胞于 DMEM 培养基中，37℃ 5%CO2

传代培养。细胞密度 70%以上进行传代，细胞消化

后加入完全培养基，1000 r /min 离心 5 min，弃上清，

计数接种。当细胞传至 P3 代进行细胞实验。
1． 2． 2 实验分组 实验分为 3 组，治疗组:运用

LPA 受体干预的 Mg-63 细胞;模型组:未经干预的

Mg-63;对照组:正常成骨细胞。
1． 2． 3 Transwell 体外检测黏附和迁移实验

1． 2． 3． 1 骨肉瘤细胞 Mg-63 体外黏附和迁移情况

取 P3 代 Mg-63 于细胞铺板前 1 天，无血清培养

12 h，培养液混悬成密度为 5 × 105 /mL 细胞悬液。
培养池 Transwell 置入 24 孔板中，加入 500 μL 含

10% FBS 的 DMEM 培养液于下室内，上室内加入

100 μL 细胞悬液(约 5 × 104
细胞)。置于 5% CO2，

37℃孵箱培养 24 h 后，用棉球小心擦去上室内细

胞，PBS 洗 2 次，4% 多聚甲醛固定 20 ～ 30 min，0．
1%结晶紫染色 30 min，去掉多余染料，显微镜下观

察拍照。500 μL 十二烷基硫酸钠(SDS) 溶解细胞。

取细胞裂解液 100 μL，加入培养板中，酶标仪检测

吸光度。
1． 2． 3． 2 LPA 受体对骨肉瘤细胞 Mg-63 黏附和迁

移能力的影响 100 mg /L LPA 培养基 100 μL 进行

培养，加入 500 μL 含 10% FBS 的 DMEM 培养液于

下室内，100 μL 细胞悬液加入上室内。结晶紫染色

拍照，570 nm 测定吸光值。
1． 2． 3． 3 SDF-1α、MCP-1 对骨肉瘤细胞 Mg-63 黏

附和迁移能力的影响 按照上述分组方法，收集 3
组 P3 代细胞，上室加入 100 μL 细胞悬液，下室加入

不同浓度的 SDF-1α、MCP-1(0、1、10、100 μg /L)［6］，

置于 5% CO2，37℃ 培养箱中孵育 24 h。结晶紫染

色拍照，570 nm 测定吸光值。
1． 2． 3． 4 AMD3100、SB203580 对骨肉瘤细胞 Mg-
63 黏附和迁移能力的影响 取 3 组 P3 代细胞在含

特异性阻断剂 AMD3100、SB203580(5 mg /L)的培养

基中置于 5% CO2，37℃培养箱中孵育 30 min，再按

上述 1． 2． 3． 1 方法，收集细胞，上室加入 100 μL 细

胞悬液，下室加入最佳浓度(100 μg /L) 的 SDF-1α、
MCP-1，对照组不作任何处理，置于 5% CO2，37℃培

养箱中孵育 24 h。结晶紫染色拍照，570 nm 测定吸

光值。
1． 3 统计方法 采用 SPSS 19． 0 对数据进行统计

分析，计量资料用 珋x ± s 表示，采用单因素方差分析，

LSD 法进行两两比较，计数资料采用百分比表示，行

χ2 检验，以 P ＜ 0． 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 LPA 受体对骨肉细胞体外迁移的影响 Tran-
swell 结果显示，经前期预实验按照(0． 000、0． 001、
0． 010、0． 050、0． 100 g /L) 的浓度梯度，应用 LPA 受

体干预后不同作用时间与对照组相比较骨肉瘤细胞

体外迁移能力加强，差异有统计学意义，见表 1。
2． 2 SDF-1α、MCP-1 对骨肉瘤细胞 Mg-63 黏附和

迁移能力的影响 Transwell 体外黏附和迁移实验结

果显示，3 组 Mg-63 在胞内信号传导趋化因子 SDF-
1α、MCP-1 诱导下，细胞黏附和迁移增多，且呈浓度

依赖性，最佳浓度为 100 μg /L(F = 15． 265，P ＜ 0．
05)(图 1)。治疗后第 7 天，治疗组 Mg-63 在 SDF-
1α、MCP-1 诱导下与模型组、对照组相比，表现出较

强的黏附和迁移能力(F = 13． 658，P ＜ 0． 05)。各组

治疗后第 14 天，Mg-63 黏附和迁移能力均有所下

降，但在 SDF-1α、MCP-1 诱导下，治疗组与模型组、
对照组相比，差异仍有统计学意义(F = 11． 765，P ＜
0． 05)，模型组与对照组相比，在 MCP-1 诱导下两组
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差异无统计学意义(χ2 = 0． 053，P ＞ 0． 05)。各组治

疗后第 21 天 Mg-63 细胞的黏附和迁移能力下降，但

在最佳浓度 SDF-1α、MCP-1 诱导下，治疗组与模型

组、对照组相比，差异有统计学意义(F = 9． 382，P ＜
0． 05)。模型组在 SDF-1α 诱导下，与对照组相比，

差异无统计学意义(χ2 = 0． 085，P ＞ 0． 05)。

表 1 LPA 受体对骨肉细胞体外迁移的影响

给药浓度

/(g /L)

迁徙率 /%

0 h 2 h 4 h 6 h 8 h
F P

0． 000 5． 45 ± 2． 17 5． 64 ± 2． 49 6． 35 ± 2． 38 6． 65 ± 3． 11 5． 42 ± 2． 54 0． 050 0． 828
0． 001 17． 56 ± 5． 64* 36． 63 ± 8． 93* 45． 56 ± 9． 92* 55． 47 ± 7． 85* 65． 66 ± 11． 49* 9． 451 0． 015
0． 010 34． 34 ± 10． 29* 45． 63 ± 11． 67* 58． 63 ± 10． 83* 68． 57 ± 10． 55* 74． 63 ± 10． 52* 14． 930 0． 005
0． 050 59． 63 ± 17． 52* 63． 66 ± 15． 26* 70． 56 ± 12． 42* 83． 53 ± 9． 62* 89． 83 ± 7． 84* 11． 795 0． 009
0． 100 77． 64 ± 19． 21* 81． 43 ± 16． 59* 86． 93 ± 10． 49* 92． 46 ± 5． 47* 97． 83 ± 1． 23* 11． 595 0． 009
F 9． 009 10． 391 11． 440 12． 311 12． 942
P 0． 017 0． 012 0． 010 0． 008 0． 007

注:与对照组相比较，* P ＜ 0． 05。

1． 对照组;2． 模型组;3． 治疗组。

图 1 胞内信号传导趋化因子 SDF-1α、MCP-1 对 Mg-63 黏附和迁移能力的影响
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2． 3 AMD3100、SB203580 对骨肉瘤细胞 Mg-63 黏

附和迁移能力的影响 Transwell 体外黏附和迁移实

验结果显示，不同时相 Mg-63 经 SDF-1α 特异性受

体阻断剂 AMD3100 处理后，Mg-63 黏附和迁移数量

下降，与 SDF-1α 组相比差异有统计学意义 (F =

10． 163，P ＜ 0． 05)(图 2)。同样，不同时相 Mg-63 经

MCP-1 特异性阻断剂 SB203580 处理后，Mg-63 黏附

和迁移数量下降，与 MCP-1 组相比差异有统计学意

义(F = 12． 016，P ＜ 0． 05)。

1． 对照组;2． 模型组;3． 治疗组。

图 2 AMD3100、SB203580 对 Mg-63 骨肉瘤细胞黏附和迁移能力的影响

3 讨论

有研究表明，骨肉瘤患者中有 30% 以上出现复

发和 转 移 现 象，肺 转 移 为 其 死 亡 的 主 要 原 因 之

一
［7］。探讨骨肉瘤的转移以及侵袭的分子机制对

改善骨肉瘤患者的预后具有重要价值和帮助，为治

疗骨肉瘤尤其是防治其转移提供新的分子靶点，通

过相关机制的研究为本病的治疗提供依据。LPA 受

体被称为细胞间“多功能磷脂信使”，在多种组织和

细胞中具有广泛的生物学功能
［8］。LPA 受体具有

调节细胞黏附和迁移能力，促细胞骨架变化
［9］。研

究发现 LPA 受体在人类一些肿瘤中呈现异常表达，

在恶性渗出液中显著升高，表明 LPA 受体在恶性肿

瘤发生进展可能与肿瘤的侵袭和转移密切相关
［10］。

LPA 受体对肿瘤发生发展受到多层次多方面影响，

其主要通过相关受体、自身分泌、胞内相关因子等环

节作用，从而影响肿瘤细胞的迁移和黏附以及凋亡

和分化能力，进而促进肿瘤的发生发展、侵袭、转移。
但具体信号传导、调控机制尚不明确。

本研究应用 LPA 受体和胞内信号传导相关分

子拮抗骨肉瘤细胞黏附和迁移能力，Transwell 结果
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显示第 7、14 天，Mg-63 细胞与模型组、对照组相比，

体外黏附和迁移能力加强。骨肉瘤细胞 Mg-63 治疗

后第 21 天，体外黏附和迁移能力与模型组相比减

弱。胞内信号传导趋化因子 SDF-1α、MCP-1 在不同

时间段均能促进骨肉瘤细胞 Mg-63 的黏附和迁移，

经 LPA 受 体 干 预 及 特 异 性 阻 断 剂 AMD3100、
SB203580 处 理 不 同 时 间 段 后，黏 附 和 迁 移 能 力

下降。
研究发现 LPA 受体抑制 SaOS-2 骨肉瘤细胞和

兔成骨细胞的凋亡，并且该效应能够被百日咳毒素、
Wortmannin 以 及 LY294002 所 抑 制，进 一 步 说 明

LPA 受体介导的抗凋亡作用有 Gi 蛋白和 PI-3 激酶

的参与
［11］。这些研究也初步表明骨肉瘤细胞表面

存在 LPA 受体，并且 LPA 受体能够通过受体的介导

对细胞的生物学行为如细胞凋亡产生影响。但是

LPA 受体对骨肉瘤细胞黏附和迁移能力影响的如

何，未见相关报道
［12］。基于 LPA 受体的某些肿瘤

细胞具有调控黏附和迁移能力、LPA 受体的基本功

能研究，我们推断 LPA 受体能够通过其受体调控，

很可能对骨肉瘤细胞具备同样的生物学效应，影响

骨肉瘤的侵袭和转移
［13］。不同的骨肉瘤细胞株具

有不同的转移和侵袭能力，因此研究骨肉瘤细胞侵

袭和转移的分子机制，尤其是 LPA 受体对骨肉瘤细

胞的黏附和迁移能力的影响机制
［14］，并进一步探讨

LPA 受体介导的细胞信号传导通路，寻找发挥关键

作用的特异受体或可能的细胞内信号传导分子如

VASF，然后 借 助 相 应 的 受 体 抑 制 剂 或 者 小 干 扰

ＲNA 阻断该信号传导通路，以此为抗肿瘤治疗靶

点，为临床治疗骨肉瘤及骨肉瘤的转移治疗提供

依据。
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