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缺氧诱导骨肉瘤 Ｕ２ＯＳ细胞分泌 ＩＬ１１的机制研究
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［摘　要］　目的　探讨缺氧诱导骨肉瘤Ｕ２ＯＳ细胞分泌 ＩＬ１１的分子机制。方法　体外缺氧（１％Ｏ２）环境下培养人骨肉瘤
Ｕ２ＯＳ细胞系，同时加入ＨＩＦ１α抑制剂孵育，或预先加入不同信号通路抑制剂处理，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１α的蛋白水平，定量ＰＣＲ
检测ＩＬ１１的ｍＲＮＡ水平，ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１１的蛋白水平。结果　与正常氧环境培养的Ｕ２ＯＳ细胞相比，缺氧显著诱导Ｕ２ＯＳ细胞上
调ＨＩＦ１α的表达，同时促进ＩＬ１１的ｍＲＮＡ水平和蛋白水平增加，并具有时间依赖性；加入 ＨＩＦ１α抑制剂后可显著抑制缺氧诱导
的ＨＩＦ１α表达以及ＩＬ１１的ｍＲＮＡ和蛋白水平；加入ＪＮＫ信号抑制剂亦显著抑制缺氧诱导的ＩＬ１１表达和分泌，上述差异均具有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。但ＨＩＦ１α的表达无显著变化，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　缺氧可通过 ＨＩＦ１αＪＮＫ信号诱导
骨肉瘤Ｕ２ＯＳ细胞分泌ＩＬ１１，从而促进骨肉瘤的发生发展。

［关键词］缺氧；ＩＬ１１；ＨＩＦ１α；ＪＮＫ；骨肉瘤
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　　骨肉瘤是人类最常见的恶性骨肿瘤之一，严重危害
我国儿童和青少年的健康。目前认为促炎微环境是导

致骨肉瘤发生发展的重要因素［１］。ＩＬ６、ＩＬ１１及ＴＮＦα
等多个炎症因子均参与骨肉瘤的疾病进程［２４］。有研究

发现，促炎因子ＩＬ１１及其受体ＩＬ１１Ｒα在骨肉瘤细胞
中高表达，且ＩＬ１１结合受体后，可激活下游 ＳＴＡＴ３信
号，促进骨肉瘤细胞的增殖、侵袭和转移，表明ＩＬ１１／ＩＬ
１１Ｒα轴可作为骨肉瘤临床治疗的新靶标［５］。然而骨肉

瘤微环境使肿瘤细胞表达和分泌ＩＬ１１的调控机制尚不
明确，因此，深入探讨ＩＬ１１产生的上游信号，可为临床
靶向治疗提供新的理论依据。目前，肿瘤微环境缺氧已

被人们所公认，而缺氧诱导ＨＩＦ１α的增加则是肿瘤组
织缺氧最为重要的特征。有文献报道，缺氧能够增加

肿瘤细胞的迁移和侵袭能力，若利用抗体阻断 ＩＬ１１
的分泌，缺氧调控肿瘤细胞迁移与侵袭的能力则显著

下降，提示ＩＬ１１的促瘤效果很可能与肿瘤微环境缺
氧密切相关［６］。然而，缺氧是否能够诱导骨肉瘤细胞

表达和分泌ＩＬ１１及其相关的分子机制并不清楚。因
此，本研究拟在体外缺氧环境下培养骨肉瘤细胞系

Ｕ２ＯＳ，探讨缺氧诱导 Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌 ＩＬ１１水
平的变化规律，进一步阐明其相关的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料
ＩＬ１１ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，
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ＨＩＦ１α抑制剂 ＬＷ６购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，
抗ＨＩＦ１α抗体及抗 ＧＡＰＤＨ抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公
司，ＨＲＰ标记的二抗购自北京中杉金桥生物技术有限
公司，ｍＲＮＡ提取试剂盒购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转
录试剂盒和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自
日本Ｔｏｙｏｂｏ公司，ＲＩＰＡ裂解液购自北京碧云天公司，
ＰＢＳ购自北京中杉金桥生物技术有限公司，ＢＣＡ蛋白试
剂盒购自武汉博士德公司，ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清以
及胰酶均购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＮＦκＢ抑制剂（ＢＡＹ
１１７０８２）、ＭＥＫ１／２抑制剂（Ｕ０１２６）和 ＪＮＫ抑制剂
（ＳＰ６００１２５）购自上海碧云天生物技术有限公司，细胞株
人骨肉瘤细胞系Ｕ２ＯＳ细胞购自中国科学院。
１．２　细胞培养

Ｕ２ＯＳ细胞用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基置
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中进行培养。
１．３　细胞刺激和分组

Ｕ２ＯＳ细胞以１×１０６个／孔铺于６孔板中，然后置
于缺氧（１％Ｏ２）的孵箱中进行培养，根据实验需要或同
时加入１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＨＩＦ１α抑制剂 ＬＷ６孵育，或预先
加入ＮＦκＢ抑制剂（ＢＡＹ１１７０８２）、ＭＥＫ１／２抑制剂
（Ｕ０１２６）和ＪＮＫ抑制剂（ＳＰ６００１２５）孵育１ｈ后再缺氧
刺激２４ｈ，收集细胞及其培养上清，用于ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ及ＥＬＩＳＡ检测。细胞处理分组如下：未缺氧组，
缺氧组，缺氧＋ＬＷ６组，缺氧＋ＤＭＳＯ组，缺氧＋ＮＦκＢ
抑制剂组，缺氧＋ＭＥＫ１／２抑制剂组以及缺氧＋ＪＮＫ抑
制剂组。

１．４　逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）
Ｕ２ＯＳ细胞经ＲＮＡ提取试剂盒抽提ｍＲＮＡ并逆转

录成ｃＤＮＡ，然后分别利用ＩＬ１１的引物对（上游引物：
５′ＣＧＡＧＣＧＧＡＣＣＴＡＣＴＧＴＣＣＴＡ３′，下游引物：５′ＧＣ
ＣＣＡＧＴＣＡＡＧＴＧＴＣＡＧＧＴＧ３′）和ＧＡＰＤＨ的引物对（上
游引物：５′ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ３′，下游引
物：５′ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ３′）进行 ＰＣＲ扩
增，ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３０ｓ，然后以９４℃变性
５ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ的模式反应３５个循
环，使用ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６定量ＰＣＲ仪进行分析，以ＧＡＰ
ＤＨ作为参考基因，分析ＩＬ１１的ｍＲＮＡ水平。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

Ｕ２ＯＳ细胞经 ＲＩＰＡ裂解液裂解后，利用 ＢＣＡ蛋
白试剂盒进行定量，然后ＳＤＳＰＡＧＥ电泳并转至ＰＶＤＦ
膜，经封闭液封闭 １ｈ后加入抗 ＨＩＦ１α抗体及抗
ＧＡＰＤＨ抗体 ４℃孵育过夜，随后 ＨＲＰ标记的二抗
３７℃孵育１ｈ，经洗涤后利用化学发光显色系统进行
检测分析。

１．６　ＥＬＩＳＡ检测
根据ＩＬ１１的 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒操作指南，检测

Ｕ２ＯＳ细胞培养上清中ＩＬ１１的分泌水平。
１．７　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行数据处理和分析，数据
以均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，２组之间的比较采用独
立样本ｔ检验，多组之间的比较采用单因素方差分析
并进行 Ｔｕｋｅｙ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　缺氧诱导Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌ＩＬ１１
Ｕ２ＯＳ细胞于体外经缺氧刺激培养，检测 ＩＬ１１的

ｍＲＮＡ及蛋白水平。结果显示：在正常氧环境下，
Ｕ２ＯＳ细胞自身低表达和分泌 ＩＬ１１，但经缺氧刺激培
养后，其表达和分泌ＩＬ１１的水平显著增加，并且随着
缺氧时间的延长，ＩＬ１１的 ｍＲＮＡ及蛋白水平也逐渐
增加（图１），提示缺氧可诱导 Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌
ＩＬ１１上调，并具有时间依赖性，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

ａ：缺氧诱导 Ｕ２ＯＳ细胞表达 ＩＬ１１ｍＲＮＡ水平；ｂ：缺氧诱导
Ｕ２ＯＳ细胞分泌ＩＬ１１蛋白水平　：Ｐ＜０．０５，＃：Ｐ＜０．０１
图１　缺氧在不同时间点诱导Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌ＩＬ１１水

平的比较

２．２　缺氧通过ＨＩＦ１αＪＮＫ信号诱导 ＩＬ１１的表达和
分泌

在常氧条件下，Ｕ２ＯＳ细胞低表达缺氧诱导因子
ＨＩＦα，且 ＩＬ１１的 ｍＲＮＡ和蛋白水平较低；在缺氧
２４ｈ时，缺氧诱导因子 ＨＩＦ１α的蛋白水平显著增加，
同时 ＩＬ１１的 ｍＲＮＡ和蛋白水平显著上升；若加入
ＨＩＦ１α抑制剂 ＬＷ６阻断细胞内的缺氧信号，ＨＩＦ１α
的蛋白水平则显著下降，同时 ＩＬ１１的表达和分泌水
平则显著下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见图２。进一步利用 ＮＦκＢ信号通路抑制剂 ＢＡＹ１１
７０８２、ＭＥＫ１／２信号通路抑制剂 Ｕ０１２６和 ＪＮＫ信号通
路抑制剂ＳＰ６００１２５预处理细胞后进行缺氧刺激，结果
发现，在细胞均缺氧２４ｈ的条件下，ＪＮＫ抑制剂组中
ＩＬ１１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著低于 ＤＭＳＯ组，
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差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而加入其他抑制剂
组则与ＤＭＳＯ组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
此外，所有信号通路抑制剂预处理并未影响缺氧诱导

的ＨＩＦ１α表达，由此提示 ＪＮＫ是 ＨＩＦ１α的下游信
号，缺氧可通过激活ＨＩＦ１αＪＮＫ通路诱导Ｕ２ＯＳ细胞
分泌ＩＬ１１（图３）。

ａ：ＬＷ６抑制缺氧诱导Ｕ２ＯＳ细胞表达ＨＩＦ１α蛋白水平；ｂ：ＬＷ６降低缺氧诱导Ｕ２ＯＳ细胞表达ＩＬ１１的ｍＲＮＡ水平；ｃ：ＬＷ６降低缺
氧诱导Ｕ２ＯＳ细胞分泌ＩＬ１１的蛋白水平　：Ｐ＜０．０５

图２　ＨＩＦ１α抑制剂ＬＷ６对缺氧诱导Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌ＩＬ１１的影响

ａ：信号通路抑制剂对ＨＩＦ１α表达水平无影响；ｂ：ＪＮＫ抑制剂组中ＩＬ１１的ｍＲＮＡ表达水平显著低于ＤＭＳＯ组；ｃ：ＪＮＫ抑制剂组中
ＩＬ１１蛋白表达水平显著低于ＤＭＳＯ组　：与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　不同信号通路抑制剂对缺氧诱导Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌ＩＬ１１的影响

３　讨论

骨肉瘤作为骨恶性肿瘤中最常见的一种，在全球

范围内引起高度的关注和重视［７］。尽管目前手术切

除、放疗和化疗已被广泛应用于骨肉瘤患者的治疗，但

效果仍不理想［８］。已有的研究表明，环境、基因、免疫

等都是骨肉瘤的致病因素，其中免疫因素，特别是促炎

细胞因子调控的炎症免疫应答在骨肉瘤的发生发展中

起着重要作用［９１１］。因此，深入阐明骨肉瘤微环境炎

症形成的免疫学机制可为疾病的防治提供理论依据。

在骨肉瘤中，促炎细胞因子 ＩＬ１１是疾病进展的
关键因素之一。有文献报道骨肉瘤患者肿瘤细胞不仅

高表达ＩＬ１１，而且还显著上调 ＩＬ１１受体 ＩＬ１１Ｒα的
表达水平，并证实其与患者的疾病进展和预后不良密

切相关［１２］。肿瘤细胞来源的 ＩＬ１１通过与其受体 ＩＬ
１１Ｒα结合，以自分泌的形式直接作用于肿瘤细胞本
身，诱导其分泌血管内皮生长因子 ＶＥＧＦ或转化成间
质细胞，从而促进肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移；此外，

ＩＬ１１还能够以旁分泌的形式作用于肿瘤浸润的巨噬
细胞，诱导巨噬细胞分化成为具有免疫抑制功能的肿

瘤相关巨噬细胞，进而抑制免疫细胞的抗肿瘤功能，间

接促进肿瘤的进展［１３１５］。然而，骨肉瘤微环境如何诱

导ＩＬ１１的产生，进而影响疾病的进程尚不清楚。本
研究利用骨肉瘤细胞系 Ｕ２ＯＳ作为研究对象，在体外
检测到正常氧环境培养下其自身表达和分泌 ＩＬ１１的
水平比较低，但是缺氧条件下 Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌
ＩＬ１１的水平显著上调，而且随着缺氧时间的延长，其
诱导ＩＬ１１表达和分泌的能力也逐渐增强，由此表明
缺氧可通过作用于骨肉瘤细胞直接诱导 ＩＬ１１的表达
和分泌。基于肿瘤微环境缺氧已被人们所公认，且骨

肉瘤中缺氧诱导因子 ＨＩＦ１α的表达与患者的生存时
间密切相关，提示骨肉瘤缺氧微环境很可能调控肿瘤

细胞产生ＩＬ１１，从而促进骨肉瘤的进程［１６１７］。

缺氧环境下可有效激活细胞中的ＨＩＦ１α信号，进
而诱导靶基因的转录和翻译［１８］。本研究进一步探讨

了Ｕ２ＯＳ细胞中ＨＩＦ１α的蛋白水平，结果发现缺氧在
上调 ＩＬ１１表达和分泌的同时，Ｕ２ＯＳ细胞中 ＨＩＦ１α
的蛋白水平也显著增加；利用 ＨＩＦ１α抑制剂 ＬＷ６抑
制ＨＩＦ１α的聚集与转录活性后，伴随着 ＨＩＦ１α蛋白
水平的下降，ＩＬ１１的表达和分泌水平也显著下降。由
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此提示缺氧处理Ｕ２ＯＳ细胞后，可经活化ＨＩＦ１α信号
参与诱导ＩＬ１１的产生。有文献报道，氯化钴作为组
织微环境缺氧的模拟物，在体外能够诱导肿瘤细胞分

泌ＩＬ１１，其内在的调控机制即为 ＨＩＦ１α信号通路所
介导，证实缺氧通过 ＨＩＦ１α信号诱导肿瘤细胞分泌
ＩＬ１１，进而参与骨肉瘤等多种肿瘤的发生发展［１９］。

ＨＩＦ１α作为核转录因子，可直接或间接调控下游
基因的转录和翻译，并参与指导下游的蛋白质行使其功

能［２０］。然而，文献报道ＩＬ１１的启动子序列虽然含有缺
氧应答元件，但是删除该应答元件后，ＩＬ１１的表达和分
泌水平仍然不受影响，提示ＨＩＦ１α并非直接调控ＩＬ１１
的应答，而是很可能通过作用于其他信号间接实现对

ＩＬ１１的调控［２１２２］。因此，本研究进一步利用不同信号

通路抑制剂进行预处理，发现在缺氧环境下，ＪＮＫ信号
通路抑制剂处理的Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌ＩＬ１１的能力
显著下降，而ＮＦκＢ和ＭＥＫ１／２信号通路抑制剂处理的
Ｕ２ＯＳ细胞表达和分泌 ＩＬ１１的水平则无明显变化，表
明ＪＮＫ信号参与缺氧诱导的ＩＬ１１转录和翻译。为了
进一步明确ＨＩＦ１α与ＪＮＫ的上下游关系，本研究同时
探讨信号通路抑制剂处理的Ｕ２ＯＳ细胞表达ＨＩＦ１α的
情况，结果发现ＪＮＫ信号并未影响ＨＩＦ１α的表达，由此
证实ＪＮＫ是ＨＩＦ１α的下游信号，表明缺氧微环境通过
ＨＩＦ１αＪＮＫ信号诱导骨肉瘤细胞表达和分泌ＩＬ１１，进
而介导疾病的进展。

综上所述，在骨肉瘤缺氧微环境中，缺氧能够诱导

ＨＩＦ１α聚集，激活下游 ＪＮＫ信号通路并促进 ＩＬ１１的
分泌，从而导致骨肉瘤的发生发展。进一步通过体内

研究阐明缺氧调控 ＩＬ１１分泌的致病机制，将为骨肉
瘤患者的临床靶向治疗提供实验依据。
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