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侵袭、 凋亡和增殖的影响
吕凤香1  康  权2  仇  超1  董姿杏1  罗  庆1*

(1重庆医科大学附属儿童医院儿科研究所, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 儿童发育重大疾病国家国际科技

合作基地, 儿科学重庆市重点实验室, 重庆 400014; 2重庆医科大学附属儿童医院肝胆外科, 重庆 400014)

摘要      前期经基因芯片筛选发现 , 同源盒基因1(distal-less homeobox 1, DLX1)低表达是导

致骨肉瘤形成的关键基因。该研究在此基础上, 拟通过过表达DLX1探讨其对骨肉瘤细胞MG63
迁移和侵袭等生物学特征的影响, 并初步揭示其作用途径。采用含DLX1基因的重组腺病毒

AdDLX1(adenovirus distal-less homeobox 1)和空载腺病毒AdRFP(adenovirus red fluorescence protein)
分别感染人骨肉瘤细胞MG63, 观察细胞荧光表达情况, 并用RT-PCR和Western blot验证DLX1表达

水平; Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力; DAPI染色和流式细胞术检测细胞凋亡水平; CCK-8
检测细胞增殖能力; RT-PCR和Western blot检测Wnt/β-catenin信号通路中β-catenin的表达。结果显示, 
与对照组(AdRFP感染组)相比, AdDLX1能显著增加MG63细胞中DLX1的表达, 并导致细胞迁移和

侵袭能力下降, 但细胞增殖和凋亡情况无明显改变。DLX1过表达还可以上调Wnt/β-catenin信号通

路中β-catenin的表达。该研究表明, DLX1可通过Wnt/β-catenin信号通路抑制骨肉瘤细胞MG63的迁

移和侵袭。 
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Abstract       To investigate the effects of overexpression of DLX1 (distal-less homeobox 1) on migration, 
invasion, apoptosis and proliferation of osteosarcoma cell MG63, we infected the MG63 cells with AdDLX1 
(adenovirus distal-less homeobox 1) and AdRFP (adenovirus red fluorescence protein). Then the expression level 
of DLX1 was confirmed by RT-PCR and Western blot. The cell migration and invasion were analyzed by Transwell 
assay. DAPI staining and flow cytometry were used to detect the cell apoptosis. The cell proliferation was detected 
by CCK-8 assay. The expression of β-catenin, a crucial molecule in Wnt/β-catenin pathway, was determined by 
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RT-PCR and Western blot. The results showed that the mRNA and protein levels of DLX1 were siginificantly 
increased after infection with AdDLX1, and the capacities of cell migration and invasion were down-regulated. 
Overexpression of DLX1 could not change the apoptosis and proliferation of MG63 cells. The expression of 
β-catenin mRNA and protein levels were up-regulated in MG63 cells. These results suggested that the Wnt/β-catenin 
pathway which involved in the migration and invasion of MG63 cells was inhibited by DLX1. 

Keywords       DLX1; MG63; migration; invasion;  apoptosis; proliferation; β-catenin

骨肉瘤居儿童和青少年原发性恶性骨肿瘤之

首, 好发于股骨远端和胫骨近端, 有高度的恶性生物

学行为, 发生转移早、预后差[1]。随着手术联合新辅

助化疗的开展, 多种肿瘤的预后明显改善, 然而骨肉

瘤的远期生存率仍未见明显提高[2-3]。因此, 对骨肉

瘤进行深入的分子研究、寻找新的疗法已成为迫切

需要。

本课题组通过基因芯片技术筛选出有可能导

致骨肉瘤形成的多个关键基因, 其中包括同源盒基

因1(distal-less homeobox 1, DLX1)。DLX1属于同

源异型盒基因(DLX)家族, 已有大量研究证实其控

制着人类多方面胚胎形态的发育, 也参与骨形成和

造血[4-6]。近年来, 在卵巢癌和血液系统等恶性肿瘤

中均发现其表达异常[7-8]。本研究旨在通过过表达

DLX1探讨DLX1对骨肉瘤细胞恶性生物学行为的影

响及分子机制。

1   材料与方法
1.1   主要材料

MG63细胞、HEK293细胞、表达DLX1的重组

腺病毒AdDLX1和表达红色荧光的重组空载腺病毒

AdRFP均为本课题组保存。DMEM高糖培养基和胎

牛血清购自美国Gibco公司。胰蛋白酶、SDS-PAGE
凝胶配制试剂盒、SDS-PAGE蛋白质上样缓冲液、

SDS-PAGE电泳液以及Western blot转膜液购自上海

碧云天生物技术有限公司。总蛋白提取试剂盒购自

凯基生物技术股份有限公司。Trizol购自Invitrogen
公司。反转录试剂盒和PCR Mix购自天根生化科技

(北京)有限公司。鼠源β-actin抗体购自北京四正柏

生物科技有限公司。兔源DLX1抗体、羊抗鼠及羊

抗兔二抗购自Abgent公司。兔源β-catenin抗体购自

Protech公司。CCK-8试剂购自日本同仁化学研究所。

小室和基质胶购自BD公司。PVDF膜和ECL化学发

光液购自Milipore公司。DAPI染料购自北京雷根生

物技术有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      MG63、HEK293细胞用含10%
胎牛血清的DMEM高糖培养基于37 °C、5% CO2孵

育箱中培养, 待贴壁生长达约80%汇合时, 用胰蛋白

酶进行消化、传代。

1.2.2   重组腺病毒AdDLX1和AdRFP扩增及最佳感

染复数测定      扩增重组腺病毒: HEK293细胞接种

于培养瓶中, 细胞达到60%~80%汇合时, 加入适量病

毒原液, 24 h后观察荧光, 表达约30%。3~4 d后细胞

漂浮约50%时离心收集细胞, 离心管内留适量上清

液, 经–80 °C反复冻融3~4次后, 低温高速离心(4 °C、
14 000 r/min离心15 min), 取上清液(含有腺病毒)加
入HEK293细胞, 经反复感染后可得到高滴度的重组

腺病毒, 分装后于–80 °C保存备用。 
最佳感染滴度测定: MG63细胞传代于24孔

板, 生长至50%~60%汇合时, 倍比稀释AdDLX1和
AdRFP并感染MG63细胞, 设置3个复孔, 48 h后荧光

显微镜观察荧光阳性表达细胞, 筛选出最合适的感

染滴度(感染率>60%)。
1.2.3   MG63细胞分组处理      实验设DLX1组
(AdDLX1表达组)和RFP组(空载腺病毒AdRFP感染

组)。MG63细胞经传代生长至50%~60%汇合时, 加
入最佳感染滴度的病毒量, 48 h观测荧光表达情况。

1.2.4   RT-PCR和Western blot检测DLX1和β-catenin
的mRNA和蛋白质水平      用RNA提取试剂盒提取

各组细胞RNA(步骤同说明书), 反转录合成cDNA, 
并以其为模板特异扩增引物, 进行降落聚合酶链式

反应(touch-down PCR)。引物序列见表1, 反应程序为: 
94 °C 3 min; 94 °C 30 s, 65~55 °C 30 s, 72 °C 1 min, 
每个循环降低1 °C, 共10个循环; 94 °C 30 s, 58 °C 
30 s, 72 °C 1 min, 18个循环; 72 °C 5 min, 4 °C储存。

PCR产物经2%琼脂糖电泳80 V, 30 min, 凝胶成像仪

上观察拍照。

细胞增殖达到80%~90%汇合时弃去培养基, 冷
PBS洗2次, 刮下细胞后放入1.5 mL无酶离心管中, 加



吕凤香等: DLX1过表达对骨肉瘤细胞MG63迁移、侵袭、凋亡和增殖的影响 1167

蛋白裂解液300 μL, 冰上裂解30 min后, 超声进一步裂

解, 4 °C、13 000 r/min离心6 min, 吸取上清至1.5 mL
无酶离心管中, 检测蛋白浓度, 按151׃加入上样缓冲

液, 混匀后煮沸变性5 min。蛋白样品于10%分离胶、

5%浓缩胶进行电泳, 湿转法转膜, 5%脱脂牛奶封闭

2 h, 一抗4 °C孵育过夜, TBST洗膜3次, 二抗室温孵

育2 h, TBST洗膜3次, ECL发光试剂发光。

1.2.5   Transwell实验检测迁移和侵袭能力      迁移

实验: Transwell上室分别加入100 μL(调整细胞密度

为1×105)不同处理组的无血清细胞悬液, 下室加入

500 μL含20% FBS的培养基, 每组设3个复孔, 24 h后
取出小室, 吸去上室培养基, 用湿棉签轻拭去上室细

胞, 结晶紫染色10 min后, 用PBS浸洗, 显微镜下观察

拍照计数, 以上实验重复3次 。
侵袭实验: 基质胶(冰上操作)与无血清培养基

按12׃混合后, Transwell上室加入50 μL混合液, 37 °C
培养箱过夜, 使用前水化, 其他步骤同迁移实验。

1.2.6   DAPI染色和流式细胞术检测细胞凋亡      
DAPI染色: 细胞分组处理3 d, 弃去培养基, PBS洗1次。

4%多聚甲醛固定15 min, PBS洗3次, 每次10 min。加

入DAPI染料, 漫过细胞即可, 避光、室温孵育15 min。
PBS洗3次, 每次10 min。荧光显微镜下观察拍照。 

流式细胞术: 细胞分组处理后3 d, 用不含EDTA
的胰蛋白酶消化离心MG63细胞, PBS清洗3次后离

心重悬细胞, 送至流式细胞仪检测室, 加染料上机检

测。

1.2.7   CCK-8检测细胞增殖      细胞分DLX1组、

RFP组、空白组(DMEM培养基)。取对数期的细胞, 
按1×104的密度均匀铺板, 每孔终体积均为100 μL, 
周边各孔以PBS填充。铺板后96孔板放于37 °C、
5% CO2孵箱中, 在细胞贴壁后向各孔板中加入10 μL 
CCK-8试剂, 置于孵箱中继续培养2 h后, 分别在细胞

培养至6、12、24、36 h时, 用酶标仪检测450 nm处

吸光度(D)值, 记录实验结果。

1.3   统计学分析
所获实验数据均以均值±标准差(x

_
±s)表示, 采

用SPSS 20.0统计软件, 进行单因素方差分析和方差

同质性检验, 如方差齐采用LSD检验, 如方差不齐采

用Tamhane’s T2检验, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   扩增AdDLX1和AdRFP并检测其感染MG63
细胞的最佳感染复数

在HEK293细胞中扩增腺病毒AdDLX1和AdRFP, 
72 h后获得高滴度的AdDLX1和AdRFP病毒液(图
1)。按MOI=100向MG63细胞中加入腺病毒AdDLX1
和AdRFP, 感染MG63细胞。72 h后荧光显微镜下观

察到两组细胞都有荧光表达, 且荧光表达量相当, 表
明AdDLX1和AdRFP能有效地感染MG63细胞(图
2)。
2.2   验证AdDLX1感染MG63细胞后DLX1的表达

分组处理细胞72 h后, RT-PCR检测显示, 与
RFP组相比, DLX1组中DLX1的mRNA水平明显上

调(图3A和图3B)。Western blot结果显示, DLX1组
中DLX1蛋白质水平明显高于RFP组(图3C和图3D)。
这一结果说明, MG63细胞内源性DLX1表达较低, 
AdDLX1能上调外源性DLX1的表达。

2.3   过表达DLX1对MG63细胞迁移和侵袭能力

的影响

迁移实验中, 细胞分组处理, 加入小室24 h后, 
DLX1组穿膜细胞数(227±31)低于RFP组穿膜细胞数

(396±33)(图4A~图4C)。侵袭实验中, 细胞加入小室

24 h后, 与RFP组穿膜细胞数(215±26)相比, DLX1组
的穿膜细胞数(127±12)下降(图4D~图4F)。

表1   降落聚合酶链式PCR引物序列

Table 1   Primer sequence of touch-down PCR

　
基因

Gene
引物序列

Primer sequence
β-actin F: 5′-AGA CCT GTA CGC CAA CAC AG-3′

R: 5′-GTA CTT GCG CTC AGG AGG AG-3′

DLX1 F: 5′-CTG GAG GAC CCA GGT CAA G-3′

R: 5′-CTG CAT AGC TTC TTG GTG CG-3′

β-catenin F: 5′-CTG CAG GGG TCC TCT GTG-3′

R: 5′-TGC ATA TGT CGC CAC ACC-3′
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图2   重组腺病毒感染MG63细胞后荧光强度

Fig.2   Fluorescent intensity of MG63 cells after infected with Adnovirus

DLX1 RFP
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200 µm 200 µm

White light

Red fluorescent light

图1   HEK293细胞中扩增腺病毒AdDLX1和AdRFP
Fig.1   Amplificated AdDLX1 and AdRFP in HEK293 cells

2.4   过表达DLX1后对MG63细胞凋亡的影响

DAPI染色结果显示, 两组细胞凋亡均少见, 无
明显差异(图5A~图5D)。流式细胞术检测结果显

示, DLX1组和RFP组凋亡率分别是13.0%±2.1%和

11.0%±2.1%, 也无显著差异(图5E~图5G)。   

2.5   过表达DLX1后对MG63细胞增殖的影响

CCK-8实验结果显示 , 36 h的DLX1组D值是

2.263±0.343, RFP组D值是2.305±0.402。两组细胞增

殖无明显差异(图6)。

2.6   过表达DLX1后MG63细胞中β-catenin的变化

细胞分组处理72 h后, 分别检测β-catenin的
mRNA和蛋白质水平。结果显示, DLX1组β-catenin
的mRNA和蛋白质水平较RFP组上调, 差异具有统

计学意义(图7)。

3   讨论
骨肉瘤是儿童和青少年最常见的原发性恶性

骨肿瘤, 是青少年最常见的实体肿瘤之一, 发生转移
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A: DLX1 mRNA水平; B: 统计分析DLX1 mRNA水平; C: DLX1蛋白质水平; D: 统计分析DLX1蛋白质水平。*P<0.05, 与RFP组比较。

A: the mRNA level of DLX1; B: statistical analysis of DLX1 mRNA levels; C: the protein level of DLX1; D: statistical analysis of DLX1 protein levels. 
*P<0.05 vs RFP group.

图3   MG63细胞中DLX1的mRNA和蛋白质水平

Fig.3   The mRNA and protein levels of DLX1 in MG63 cells
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图4   DLX1组和RFP组细胞迁移和侵袭

Fig.4   The abilities of cell migration and invasion of DLX1 and RFP groups



1170 · 研究论文 ·

早及恶性程度高[9]。骨肉瘤大多在确诊时80%已发

生微小转移, 发生肺转移的概率约20%。患者经外

科手术联合新辅助化疗后, 5年存活率55%~75%, 但
其远期生存率并没有增加。目前, 在骨肉瘤治疗上

还存在很多分歧和争论。因此, 如何降低骨肉瘤的

侵袭和转移是治疗中亟待解决的问题。

本课题组一直致力于发育异常与肿瘤发生的

研究, 前期研究发现, 正常的成骨过程被扰乱, 则有

可能发生骨肉瘤。有报道认为, 骨肉瘤是一种分化

疾病, 是间充质干细胞成骨分化中断引起的恶性增

生物[10]。研究发现, 这种发生失控的阶段越早, 发生

的骨肉瘤恶性程度则越高, 分化程度越低[11]。本课题

组通过基因芯片技术已筛选出可能导致正常成骨过

程调控异常而最终形成骨肉瘤的多个关键基因, 包
括DLX1和分化抑制因子1(inhibitor of differentiation 
1, Id1)等。关于Id1, 本课题组研究发现, 抑制Id1可
逆转骨肉瘤恶性生物学行为并促进骨肉瘤早期成骨

分化[12-13]。DLX1属于同源异型盒基因(DLX)家族, 
DLX1参与面部、眼和肢体的发生发展[4]。DLX1是
TGF-β(transforming growth factor-β)超家族血液生成

的调节基因[6], 急性粒细胞白血病患者分离的癌细

胞中存在DLX1表达异常[7], DLX1突变与唇腭裂的发

生相关[14]。DLX1可促进BMP9(bone morphogenetic 
protein 9)诱导的骨髓间充质干细胞成骨分化, 干扰

DLX1则会影响BMP9的成骨作用[15]。但在目前国内

外研究中未见DLX1对骨肉瘤生物学行为影响的具

体报道。

本研究发现, 在内源性DLX1低表达的人骨肉

瘤细胞MG63中, 采用重组腺病毒AdDLX1感染后, 
MG63细胞的DLX1表达成功上调。在此基础上, 我
们进一步研究过表达DLX1对MG63细胞恶性生物学

行为, 包括迁移、侵袭、凋亡和增殖的影响。结果显示, 
DLX1过表达可抑制骨肉瘤细胞MG63的侵袭和迁

移, 而对MG63细胞的凋亡和增殖无显著影响。为此, 
我们推测, DLX1过表达抑制骨肉瘤的迁移和侵袭后, 

图6   CCK-8实验检测细胞增殖

Fig.6   Cell proliferation test by CCK-8 assay
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图5   DLX1组和RFP组细胞凋亡比较

Fig.5   The evaluation of the cell apoptosis of DLX1 group and RFP group 
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图7   DLX1组和RFP组β-catenin的mRNA和蛋白质水平的比较

Fig.7   The β-catenin mRNA and protein levels of DLX1 and RFP groups

可明显降低骨肉瘤的转移, 为进一步提高骨肉瘤疗

效提供新的理论依据。那么, DLX1过表达对骨肉瘤

迁移和侵袭的抑制是否涉及到信号通路的改变呢？

深入研究分子机制后我们发现, 骨肉瘤细胞

MG63中DLX1高表达后, 其β-catenin的mRNA和蛋

白质水平均上调。Wnt/β-catenin信号通路是胚胎发

育所必需的信号通路, 同时在肿瘤(包括骨肉瘤)的
发生发展中占有重要地位[16-17]。目前, 国内外关于

Wnt/β-catenin信号通路对骨肉瘤生物学行为影响的

报道存在不同观点。传统观念认为, Wnt/β-catenin信
号通路在骨肉瘤中处于激活状态, 抑制Wnt/β-catenin
信号通路能抑制细胞的恶性生物学行为[16,18-19]。但

近年来的研究结果表明, 激活Wnt/β-catenin信号通

路能抑制骨肉瘤细胞恶性生物学行为[17,20-21]。本课

题组亦有研究表明, β-catenin过表达可抑制骨肉瘤

细胞TE85的迁移和侵袭能力[22]。总之, Wnt/β-catenin
信号通路在DLX1过表达对骨肉瘤迁移和侵袭的抑

制中的具体作用机制有待进一步深入研究。

综上所述, DLX1过表达可抑制MG63细胞迁

移和侵袭。本课题组已初步发现其机制与Wnt/
β-catenin信号通路相关, 接下来将进一步研究DLX1
调控Wnt/β-catenin信号通路的分子机制, 以期为骨

肉瘤的分子治疗提供新的思路。
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