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外源性 S100A6对人骨肉瘤细胞株 U2OS的增殖、凋亡及 

I3；-catenin表达的影响 
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重点实验室培育基地，重庆 400016；2．美国芝加哥大学医学中心分子肿瘤研究室) 

【摘 要】目的：探讨外源性 S100A6对骨肉瘤细胞株 U20S的生物学作用及其可能机制。方法：M1Tr法检测S100A6对U2OS细 

胞增殖的影响及浓度依赖性，台盼蓝拒染法计数活细胞检测 S100A6对 U20S增殖作用的时间依赖性，Hoeehst染色检测细胞凋 

亡，Western blot法及免疫细胞化学法检测细胞内 B—catenin的表达变化 。结果：S100A6作用 3 d时 ，浓度为 30、100、300和 

1 000 g／ml的重组 S100A6(GST—S100A6)组的 OD值分别比相应浓度的 GST对照组的 OD值减少 20．5％、23．7％、32．2％和 

36．8％，P<O．05；蛋 白浓度为 100 gCml时，GST—S100A6组的细胞数在前 2 d与 GST组相似，第 3、4、5 d的细胞数分别降低到 

GST组的59％、46％、48％，P<0．05；GST—S100A6干预 3 d后细胞凋亡率增高 3．16倍 ，P<0．01；免疫细胞化学法测得经 GST— 

S100A6处理 3 d后 B—catenin的平均光密度值比GST组增加 22．9％，P<(】．O1；经携带 S100A6基因的重组腺病毒(Ad—S100A6) 

处理 3 d后，Western blot法检测细胞中 8一catenin的校正灰度值为 1．420 4±0．199 9，比对照组(Ad—GFP组 ，0．999 6±0．100 0) 

显著增高，P<0．01。结论：外源性 S100A6能够抑制 U20S细胞的增殖 、促进其凋亡和增加 U20S细胞中 B—catenin水平。 
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Effect of exogenous S1 00A6 on hUman osteosarcoma cell line U2OS 

proliferation，apoptosis and 13-catenin expression 
CHEN Ying-hua。et al 

(Department ofBiomedical Engineering，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：we investigated the biological effects of exogenous S100A6 on osteosarcoma cell line U2OS and explored its 

possible mechanism．Methods：MTF assay was used to determine S100A6 influence on U20S cells proliferation and their conce 

ntration—dependent relationship．The trypan blue exclusion assay was used to observe S 100A6 inhibitory effect on U2OS cells proliferation 

in a time—dependent manner；Hoechst staining was used to determ ine cell apoptosis；Western blot and immun0cytochemical methods to 

determine expressions of cyto—B—catenin．Results：We found that，on the first three days，OD values in cells subjeeted to the recombinant 

protein S100A6(GST-S100A6)with the concentrations of 30，100，300 and 1 000 gCml respectively were obviously lowerthan those in 

the GST group，by 20．5％，23．7％，32．2％ and 36．8％ accordingly(P<0．05)；when protein concentration was 100 g／ml，cell counting in 

GST—S100A6 group was similar with GST group in the first two days，while decreased significantly to 59％ ，46％ ，48％ on the third， 

fourth，fifth day compared with the GST group (P<0．05)；cell apoptosis rates increased by 3．1 6 fold three days after subjected to 

GST—S100A6(P<O．O1)．Average optical density of13-catenin in GST一$100A6 group increased by 22．9％ compared with the GST group 

(P<0．01)72h after exposure，using immunocytochemical assay；72 h after treatment with the recombinant adenovirns carrying S100A6 

gene(Ad—S100A6)，corrected gray value of intracellular B-catenin was 1．420 4±0．199 9，obviously higher than those in the control 

group 0．999 6±0．100 0 (P<0．O1)．Conclusion：Exogenous protein S100A6 could inhibite U20S cells proliferation，promote apoptosis 

and then increase intracellular -catenin concentration． 
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$100蛋白家族是一类具有 EF一手形结构的信 

号分子，与钙离子及其靶蛋白结合后发挥多种生理 

功能，例如，参与细胞增殖和分化、钙稳态 、蛋白质 

磷酸化、酶活性和转录因子的调节。该家族有 20多 
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个成员 ，其 中一些成员已经被证明与人类多种癌症 

密切相关．现已有几种 SlO0蛋白在临床上被用作 

一 些肿瘤(包括神经内分泌瘤、肾癌 、甲状腺癌 、黑 

色素瘤、嗜铬细胞瘤等)的诊断及分类的标志物。 

S100A6是 SIO0蛋 白家族 中的一员 ，在 多数上 

皮肿瘤、骨肉瘤、卵巢癌等多种肿瘤细胞中高表达 1。 

我们前期在骨肉瘤上开展的研究结果与之一致 ：即 

84％(42／50)的骨肉瘤标本 S100A6呈阳性 ，其表达 

的增加与病人的转移呈负相关趋势【司；最近又发现 

S100A6在多种骨肉瘤细胞株 TE85、143B、MG63等 

中高表达，并能通过促进骨肉瘤细胞的粘附和抑制 

其细胞运动性来抑制其转移翻；本实验以另外一株 

人骨 肉瘤细胞 U2OS作 为研究对 象 ，为 阐明 

S100A6对骨肉瘤的生物学作用提供更多实验依 

据。 

Wnt／[3一catenin信号失调与肿瘤的发生发展密 

切相关，其活性升高也常常存在于 S100A6高表达 

的肿瘤细胞中l4,51；因此，本研究拟初步探讨 S100A6 

对 U2OS细胞 B—catenin的影响 ，为阐明 S100A6对 

骨肉瘤生物学作用的机制奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株、质粒和重组蛋白 人骨肉瘤细胞株 U2OS购 

自中国典型培养物保藏中心；重组腺病毒 AdSIOOA6、AdGFP、 

质粒 pGST—molue和 pGST—moluc—hSl00A6为美国芝加哥大 

学医学中心分子肿瘤研究室馈赠，GST—S100A6融合蛋白的 

原核表达和纯化方法参见文献【6】，重组腺病毒的扩增方法同 

参考文献[7】。 

1．1．2 试剂 Hoechst试剂盒(北京晶美，中国)，兔抗人 B—care 

nin多克隆抗体(promega，USA)，免疫组化、DAB显色试剂盒 、 

FITC标记羊抗兔 IgG(北京中杉，中国)，荧光素酶检测试剂 

盒(promega．USA)。 

1．2 方 法 

1．2．1 M1丫r法检测不同浓度外源性 S100A6对 U2OS细胞增 

殖的影响 用 0．25％胰蛋白酶消化 U20S细胞，制成单细胞 

悬液 ，以每孔 0．2×l0 个接种于 96孑L板中，每孔 200 l完 

全培养基。12 h后进行实验干预，实验分 3大组 ：①空白对照 

组；@GST埘照组；③GST—S100A6组。其中，GST组和GST— 

S100A6组义分别设置 3、l0、30、l00、300和 l 000 g／in1共 

6个浓度梯度，丁37℃、5％CO 的饱和湿度箱中继续培养和 

观察，此时记为0 d，于 3 d进行 MrI、检测，每组设 3个复孑L， 

实验重复 3次。 

1．2．2 台盼蓝拒染法细胞汁数活细胞检测 Sl00A6作J}J后不 

同时间U2OS的增殖情况 用 0．25％胰蛋白酶消化 U2OS细 

胞 ，制成单细胞悬液，以每孔 0．2×10 个接种于 96孑L板中， 

每孑L 200 l完全培养基。12 h后进行实验干预，实验分 3 

组：①空白对照组；②GST对照组；③GST—SIOOA6组。分组 

同前，根据 1．2．1的实验结果确定实验所用重组蛋白的终浓 

度，于 37~C、5％CO 的饱和湿度箱中继续培养和观察 ，此时 

记为 0 d，分别于 1、2、3、4和 5 d取出96孔板，用台盼蓝拒 

染法计数活细胞。每组设 3个复孔，实验重复 3次。 

1．2．3 Hoechst染色检测细胞凋亡情况 分组同前，实验干 

预后 3 d按照 Hoeehst细胞凋亡检测试剂盒说明书操作 ，实 

验重复 3次。计数凋亡细胞，计算凋亡率。 

1．2．4 外源性 S100A6作用后 Western blot分析 U2OS细胞 

B—catenin的表达变化 接种 U2OS细胞于 12孑L板 ，待细胞 

融合度达到 50％ 60％时加入 AdS100A6，继续培养，分别于 

2 d和 3 d收集细胞；以AdGFP为实验对照。用细胞裂解液裂 

解细胞，收集裂解液上清并测定其中的蛋白含量(紫外分光 

光度计)；各取 80 g样品进行 SDS—PAGE／Western blot；一 

抗为兔抗人 B—catenin多克隆抗体(1：500)、二抗为羊抗兔 

IgG(1：5 000)，按 ECL试剂盒说明书进行化学发光检测，并用 

Gel Doc凝胶成像仪采集图像；用Quantity One Vesion 4．5．0软 

件测定各条带的灰度值。 

1．2．5 免疫细胞化学(Immun0cv抽chemical，ICC)法检测细胞 

内 B—catenin的表达水平及部位的变化 细胞生长达 80％ 

融合度时消化传代 ，于 l2孑L板中放人无菌玻片，0．25％胰酶 

消化 U2OS细胞后接种于无菌玻片上，贴壁后并达到 20％～ 

30％融合度时(约 8 h)加入融合蛋白，分组同前 ，继续常规培 

养 3 d后获得所需细胞爬片。按照免疫组化试剂盒说明书操 

作，一抗为兔抗人 B—catenin多克隆抗体(1：100)，每组制备 

3张细胞爬片，实验重复 3次。 

1．3 统计 方法 

所获实验数据均以均数 ±标准差( ±S)表示 ，采用 

SPSS12．0统计软件进行单因素方差分析，进行单因素方差分 

析和显著性检验。预先用 Homogeneity ofVariances进行方差齐 

性检验，如方差齐采用 LSD检验，如方差不齐采用 TamhaaeT2 

检验，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 外源性 S100A6抑制 U2OS增殖，并呈浓度依 

赖性 

细胞培养 3 d时，浓度为3 g／ml和 l0 g／ml的 

GST—S100A6组的OD值与相应浓度的GST组相似 

(P>0．05)，而浓度 为 30、100、300 g／ml和 1 000 

g／ml的 GST—S100A6组的 OD值分别较相应浓度 

的 GST组的 OD值减少了 20．5％、23．7％、32．2％和 

36．8％，差异具有统计学意义(P<0．05)。见表 1。提示 
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外 源 性 S 10 0 A 6 对 U 2 0 S 细 胞 的 增 殖 有 抑 制 作 用 ，

且 呈 浓 度 依 赖 性 。 依 据 本 次 实 验 ， 选 择 】0 0 斗 g／m 】为

后 续 实 验 的 干 预 浓 度 。

2 ． 2 外 源 性 S 1 0 0 A 6 对 U 2 0 S 增 殖 抑 制 作 用 呈 一 定

的 时 间 依 赖 性

蛋 白 浓 度 为 1 0 0 斗 g ／r n l 时 ， G S T — S 1 0 0 A 6 组 的

细 胞 数 在 前 2 d 与 G S T 组 相 似 ， 3 、
4

、 5 d 的 细 胞 数

分 别 是 G S T 组 的 5 9 ％ 、
4 6 ％ 、

4 8 ％ ， 两 组 差 异 具 有 统

计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) ， 见 表 2 。 进 一 步 证 实 外 源 性

S 1 0 0 A 6 对 U 2 0 S 细 胞 增 殖 的 抑 制 作 用 ， 并 提 示 该 作

用 呈 一 定 的 时 间 依 赖 性 。

表 1 不 同 浓 度 S 1 0 0 A 6 对 U 2 0 S 增 殖 的影 响 ( 3 d ， M
‘

r r )

表 2 不 同 的 S 1 0 0 A 6 作 用 时 间对 U 2 0 S 增 殖 的 影 响 ( 1 0 0 ~ g ／m 1． 台盼 蓝 拒 染 法 )

2 _3 夕卜源 性 S 1 0 0 A 6 促 进 U 2 0 S 细 胞 凋 亡

重 组 S 1 0 0 A 6 作 用 于 U 2 0 S 细 胞 后 细 胞 凋 亡 增

加 ， 荧 光 显 微 镜 下 可 见 大 量 凋 亡 细 胞 ， 见 图 1 ( A ～

C ) 。 G S T — S 1 0 0 A 6 组 细 胞 凋 亡 率 增 高 了 3 ． 1 6 倍 ， P <

0 ． 0 1 ；两 对 照 组 之 问 差 异 无 统 计 学 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) ， 见

图 1 ( D ) 。 提 示 ，
S 10 0 A 6 有 促 进 U 2 0 S 细 胞 凋 亡 的 作

用 。

2 ． 4 W e s t e r n b l o t 法 检 测 S 10 0 A 6 对 U 2 0 S 细 胞 B —

c a t e n i n 表 达 的 影 响

A d S l 0 0 A 6 感 染 2 d 和 3 d 后 U 2 0 S 细 胞 的 B —

c a t e n i n 变 化 见 图 2 ( A ) 。 S 1 0 0 A 6 组 的 B —

c a t e n i n 杂

交 带 比 空 白 对 照 组 和 G F P 组 灰 度 明 显 增 加 ， Qu a n —

t i t y O n e V e s i o n 4 ． 5 ． 0 软 件 测 定 各 条 带 的 灰 度 值 ， A d —

S 1 0 0 A 6 组 2 d 和 3 d 的 B — c a t e n i n 校 正 灰 度 值 ( 经

B — a c t i n 校 正 ) 分 别 较 相 应 的 A d — G F P 组 增 加 2 1 ． 8 ％

( P > 0 ． 0 5 ) 和 4 2 ． 1 ％ ( P < 0 ． 0 1 ) ， 见 图 2 ( B ) ， 提 示 外 源

性 S 1 0 0 A 6 能 增 加 U 2 0 S 细 胞 13 一

c a t e n i n 的 水 平 ， 且

呈 一 定 的 时 间 依 赖 性 。

2 ． 5 I C C 法 检 测 S 1 0 0 A 6 对 U 2 0 S 细 胞 13 一 c a t e n i n

表 达 的 影 响

I C C 法 ：该 检 测 法 的 阳 性 细 胞 呈 棕 色 ：对 照 组 细

胞 为 浅 棕 色 ， 其 中 胞 浆 及 核 膜 染 色 较 胞 核 深 ；G S T —

S 10 0 A 6 干 预 3 d 后 的 U 2 0 S 细 胞 染 色 普 遍 加 深 ， 以

核 膜 及 核 内深 染 更 为 明 显 ， 见 图 3 ( A ～ D ) 。 用 图 像 分

析 系 统 测 得 各 组 图 片 的 平 均 光 密 度 值 ， 其 中 G S T —

S 1 0 0 A 6 组 比 G S T 组 增 加 2 2 ． 9 ％ (火 0 ． 0 1 ) ， 见 图 3 ( E ) 。

3 讨 论

关 于 S 1 0 0 A 6 对 肿 瘤 增 殖 的 影 响 目前 的 报 道 不

尽 一 致 。 多 数 报 道 认 为 它 能 促 进 肿 瘤 的 增 殖 。 例 如 ，

用 R N A i 阻 遏 S 1 0 0 A 6 的 翻 译 后 ， 可 抑 制 胰 腺 痛 细

U
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胞株 CFPAC一1的增殖嘲。但是，Tonini等 则发现用 

视黄酸诱导神经母细胞瘤分化时，S100A6 mRNA水 

平增加，提示 S100A6可能参与肿瘤的增殖抑制。本 

研究中，我们发现 $100A6重组蛋白作用后 U20S细 

胞的生长速度减缓，提示外源性 S100A6能够抑制 

U2OS细胞的增殖 

S100A6对肿瘤细胞凋亡影响的报道较少。有研 

究发现 S100A6可提高 Hep一3B细胞对凋亡过程 的 

敏感性，提示 S100A6参与肿瘤细胞的凋亡过程。本 

实验发现 S100A6蛋白能明显增加 U2OS细胞的凋 

亡率 ，提示 S100A6能够促进 U20S细胞凋亡，并且 

这可能是其抑制U2OS细胞增殖的机制之一。 

S100A6是如何实现对骨肉瘤 的抑制作用 的呢? 

Wnt／13一catenin信号途径是一条公认的与肿瘤的发生 

发展密切相关的信号途径，该途径中的Wnt信号可 

抑制 p—catenin的降解，使胞浆内游离 B—catenin水 

平增高并进入细胞核从而促进肿瘤的发生发展。 

Hoang等 叫发现 Dickkopf一3(Dkk一3)通过抑制 B— 

cate nin促使其从胞核转位到胞外，从而抑制骨肉瘤 

细胞的转移，提示 B—catenin信号也参与骨肉瘤的病 

理发生和发展：我们的前期研究发现70．2％(33／47) 

的骨肉瘤有 B—catenin在胞浆和胞核的聚集，这也提 

示胞内B—catenin聚集和活性增高与骨肉瘤的发生 

发展有关【“】。B—catenin活性升高也常常与 S100 A6高 

表达同时存在于肿瘤细胞中，提示这两个信号系统可 

能存在着相互联系。同时，S100A6可能参与 B— 

catenin的泛素化降解调节l121，但 S100A6是上调还是 

下调 B—catenin尚待研究。 

本实验发现 ，U2OS细胞经 S100A6处理后 ，B— 

catenin表达增加，尤其以核膜及核内增加为主。提示 

SIOOA6能增加 U20S细胞 中 B—catenin水平和促进 

p—catenin的核转移 ；这可能是骨肉瘤中 p—catenin 

高表达的机制之一(S100A6和 B—catenin都在骨肉 

瘤呈高表达l1'5I)：同时，S100A6对骨肉瘤细胞的作用 

可能与其所致的Wnd13一catenin信号失调有关。 
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÷ 结构式摘要的写作要求 { 
{ { 
} 本刊一律采用结构--L摘要，具体层次为：目的(Objecti e)、方法(Methods)、结果(Resuh )和结论 { 

i(conclusion)。具体要求：①目的：需与正文前言相一致，与结论相呼应。②方法：需包括文中使用的主要 ； 

{方法的名称、病例(动物)数和必要的分组情况。③结果：与研究结论相关的主要结果及数据、统计学意义 f 

j均应列出，并与文内核实无误。④结论：需与研究目的相呼应。中文摘要一般在300字左右，英文则与之 ； 
}相对应。英文摘要请译出文题，作者姓名、单位科室名称。 } 


