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黄芪多糖调控 SP1/Wnt/β-catenin 信号轴抑制骨肉瘤增殖和
转移能力的作用机制研究

李瑞忠 1，林雁鸿 1，梁超华 1，马鑫雨 1，赵省省 1，梁道臣 2（1. 广东医科大学第一临床医学院，广东湛江 524001； 
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摘  要：目的 研究黄芪多糖（APS）抑制骨肉瘤细胞增殖和转移能力的作用机制。方法 细胞计数实验（CCK8）检测

APS 抑制骨肉瘤细胞 U2OS, HOS, MG63 和成骨细胞 hFOB1.19 的增殖能力，选择 APS 对骨肉瘤细胞抑制作用最显著的

细胞株进行后续实验；将骨肉瘤细胞分为对照组（NC 组）、APS 组、APS 与转染 SP1 敲减质粒共处理组（APS+sh-SP1）
和 APS 与转染 SP1 过表达质粒共处理组（APS+oe-SP1 组），蛋白质免疫印迹（Western Blotting）法检测各组细胞 SP1
蛋白的表达水平；CCK8 实验检测各组细胞增殖能力。Transwell 实验检测各组细胞转移能力；TOP/FOP Flash 实验检测

各组细胞 Wnt/β-catenin 信号通路活性；Western Blotting 法检测各组细胞 Wnt3a，β-catenin，细胞周期蛋白（CyclinD1）、

cMYC，基质金属蛋白酶 2（MMP2）和 Snail 蛋白表达。结果 骨肉瘤细胞 U2OS，HOS，MG63 和成骨细胞 hFOB1.19
经 APS 处理 48h 后，细胞增殖抑制率分别为 62.93%±4.79%，20.66%±1.10%，39.31%±3.20% 和 5.97%±0.72%，与

成骨细胞 hFOB1.19 相比，APS 显著抑制骨肉瘤细胞的增殖能力，差异具有统计学意义（F=208.400，P ＜ 0.001），且

对骨肉瘤细胞 U2OS 的抑制作用最显著（t=20.380，P ＜ 0.001）。与 NC 组相比，APS 组 SP1 蛋白表达、细胞增殖能力、

穿膜细胞数、细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路活性及 Wnt/β-catenin 信号通路关键蛋白 Wnt3a， β-catenin，下游增殖相

关蛋白 CyclinD1，cMYC，下游转移相关蛋白 MMP2，Snail 表达均降低，差异具有统计学意义（t=9.740 ～ 90.780，均

P ＜ 0.05）。与 APS 组相比，APS+sh-SP1 组细胞中 SP1 蛋白表达、细胞增殖能力、穿膜细胞数、细胞中 Wnt/β-catenin
信号通路活性及Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达进一步降低，差异具有统计学意义（t=3.032～12.940，均P＜0.05）；
而 APS+oe-SP1 组细胞中 SP1 蛋白表达、细胞增殖能力、穿膜细胞数、细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路活性及细胞中

Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋白表达增加，差异具有统计学意义（t=3.350 ～ 22.450，均 P ＜ 0.05）。结论 APS 靶向

负调控 SP1/Wnt/β-catenin 信号轴抑制骨肉瘤细胞增殖和转移能力。
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Abstract：Objective To investigate the mechanism of astragalus polysaccharide (APS) in inhibiting the proliferation and 
metastasis of osteosarcoma cells. Methods  Cell counting kit-8(CCK8) assay was used to detect the inhibitory effect of APS on 
the proliferation of osteosarcoma cell lines U2OS, HOS, MG63 and osteoblast cell line hFOB1.19，the cell line with the most 
significant inhibitory effect of APS on osteosarcoma cells was selected for subsequent experiments. Osteosarcoma cells were 
divided into control group (NC group), APS group, APS+sh-SP1 co treatment group with transfected SP1 knockdown plasmid 
(APS+sh-SP1), and APS+oe SP1 co treatment group with transfected SP1 overexpression plasmid (APS+oe SP1 group). Western 
blotting was used to detect the expression of SP1 protein in each group．CCK8 assay was used to detect the proliferation ability 
of each group．Transwell assay was used to detect the metastatic ability of cells in each group．TOP/FOP Flash assay was used 
to detect the activity of Wnt/β-catenin signaling pathway．The protein expressions of Wnt3a, β-catenin, CyclinD1, cMYC, 
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matrix metalloproteinase 2(MMP2) and Snail were detected by western blotting. Result After 48h of APS treatment, the cell 
proliferation inhibition rates of osteosarcoma cells U2OS, HOS, MG63 and osteoblast cells hFOB1.19 were 62.93%±4.79%, 
20.66%±1.10%, 39.31%±3.20% and 5.97%±0.72%, respectively. Compared with osteoblast hFOB1.19, APS significantly 
inhibited the proliferation of osteosarcoma cells，and the difference was statistically significant (F=208.400, P < 0.001), and the 
inhibitory effect on osteosarcoma U2OS cells was the most significant (t=20.380, P < 0.001).Compared with NC group, SP1 
protein expression, cell proliferation ability, number of transmembrane cells，Wnt/β-catenin signaling pathway activity in cells, 
Wnt/β-catenin signaling pathway key proteins Wnt3a，β-catenin，downstream proliferation-related protein CyclinD1，
cMYC，and downstream metastasis related proteins MMP2 and Snail in the APS group were decreased，and the differences 
were statistically significant (t=9.740 ～ 90.780, all P<0.05).Compared with the APS group, the expression of SP1 protein, cell 
proliferation ability, the number of transmembrane cells, the activity of Wnt/β-catenin signaling pathway and the expression of 
Wnt/β-catenin signaling pathway related proteins in the APS+sh-SP1 group were further decreased，and the differences were 
statistically significant (t=3.032 ～ 12.940，all P < 0.05). Compared with the APS group, the expression of SP1 protein, cell 
proliferation ability, the number of transmembrane cells, the activity of Wnt/β-catenin signaling pathway and the expression of 
Wnt/β-catenin signaling pathway related proteins in the APS+oe-SP1 group were increased，and the differences were 
statistically significant (t=3.350 ～ 22.450，all P < 0.05).Conclusion APS inhibits the proliferation and metastasis of 
osteosarcoma cells by targeting SP1/Wnt/β-catenin signaling axis.

Keywords：osteosarcoma；astragalus polysaccharide；cell proliferation；cell transfer；SP1/Wnt/β-catenin 
signaling axis

骨肉瘤（osteosarcoma）是最常见的原发性恶

性骨肿瘤之一，最常见于儿童和青少年，具有高侵

袭性和远处转移的特点 [1]。通过化疗，患者的五年

生存率和生活质量得到提高 [2]。然而，化疗后的耐

药性和手术后的远处转移仍然是导致患者预后不

良、治疗失败和肿瘤复发的关键原因 [3]。黄芪多糖

（astragalus polysaccharide，APS）是黄芪中重要的

天然活性成分，近年来其抗肿瘤活性逐渐被发现并

被研究，在宫颈癌中 APS 通过负调控细胞周期抑

制肿瘤的增殖能力 [4]，在非小细胞肺癌（NSCLC）

中 APS 通过调节 miR-195-5p 抑制肿瘤细胞增殖和

转移能力 [5]。有研究显示 APS 在骨代谢紊乱治疗中

通过调控 Wnt/β-catenin，BMP/Smads 等信号通路

发挥作用 [6]，而 Wnt/β-catenin 信号通路的激活对

骨肉瘤的发生发展具有促进作用 [7]。因此，本文对

APS 在骨肉瘤治疗中的作用及机制进行了研究，为

APS 作为新型的抗骨肉瘤治疗药物提供依据。

1 材料与方法

1.1 细胞来源 骨肉瘤细胞 U2OS，HOS，MG63
和成骨细胞 hFOB1.19 均购自美国 ATCC 细胞库。

1.2 仪器与试剂 APS（上海麦克林生化科技股份

有限公司）；U2OS 细胞和 HOS 细胞专用培养液、

DMEM 培养液（武汉普诺赛生命科技有限公司）；

胎牛血清（FBS）和胰蛋白酶（美国 Gibco 试剂公

司）；CCK8 试剂盒（上海酶联生物科技有限公司）；

Transwell 小室（英国 Coring 公司）；蛋白裂解液

和 BCA 蛋白浓度检测试剂（美国 Thermo Fisher 公
司）；10g/dl 的 SDS-PAGE 凝胶（北京索莱宝试剂

公司）；TOP/FOP Flash质粒、SP1敲减质粒（sh-SP1）

和 SP1 过表达质粒（oe-SP1）（上海吉凯基因生物

技术有限公司）；蛋白上样缓冲试剂和 TOP/FOP 
Flash 检测试剂盒（上海碧云天试剂有限公司）；

PVDF 膜（ 美 国 Promega 公 司）；SP1，Wnt3a，
β-catenin，细胞周期蛋白（CyclinD1），cMYC，

基质金属蛋白酶 2（MMP2），Snail 和 GAPDH 抗

体（英国 Abcam 公司）；电化学发光（ECL）增强

型试剂盒（中国上海翌圣生物科技有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养：骨肉瘤细胞 U2OS, HOS, MG63 和

成骨细胞 hFOB1.19 从液氮取出后均放置 37℃水浴

锅中快速复苏，800r/min 离心 5min，去除冻存液后，

其中骨肉瘤细胞 U2OS 和 HOS 重悬至专用的培养

液中，骨肉瘤细胞 MG63 和成骨细胞 hFOB1.19 重

悬至 DMEM/F-12 培养液中，血清浓度均为 10%，

放置在 5%（v/v）CO2，37℃，全湿的培养箱中培养。

每隔一天更换新鲜细胞培养液，并采用胰蛋白酶传

代细胞。

1.3.2 细胞分组：选取 APS 抑制效应最明显的骨肉

瘤细胞，以每孔 2×105 个细胞接种于 6 孔板内，

分为对照组（NC 组）、黄芪多糖组（APS 组）、

黄芪多糖与转染 SP1 转录因子（specificity protein 
1，SP1）敲减质粒共处理组（APS+sh-SP1）和黄

芪多糖与转染 SP1 过表达质粒共处理组（APS+oe-
SP1 组），每组均设置 6 个平行复孔，放置培养箱

中培养 12h 后进行相应的处理，其中 NC 组加入二

甲基亚砜（DMSO）试剂，APS 组加入 2mg/ml 的
APS，APS+sh-SP1 组加入 2mg/ml 的 APS 的同时采

用 lip200 试剂转染 5µg 的 SP1 敲减质粒，APS+oe-
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SP1 组加入 2mg/ml 的 APS 的同时采用 lip200 试剂

转染 5µg 的 SP1 过表达质粒，放置培养箱中转染

48h，用于后续的实验研究。

1.3.3 Western Blotting 法 检 测 Wnt3a，β-catenin，
CyclinD1，cMYC，MMP2 和 Snail 蛋白表达：采用

胰蛋白酶消化收集的各组细胞，加入 100µl 的蛋白

裂解液，放置超声仪中裂解 30min 后，放置于低温

高速离心机中离心 20min，获得的上清液为细胞总

蛋白。采用 BCA 蛋白浓度检测试剂检测细胞蛋白

浓度，加入蛋白缓冲液后于沸水中煮沸 3min，使

得蛋白变性，放置 -20℃冰箱中储存。取 30µg 蛋

白于 SDS-PAGE 凝胶中进行电泳蛋白分离，并将蛋

白湿转移至 PVDF 膜上。载有蛋白的 PVDF 膜分别

与封闭液室温孵育 1h，目的蛋白一抗试剂 4℃孵育

过夜、兔二抗常温孵育 1h 和 TBST 洗三次后，采

用 ECL 试剂盒曝光蛋白条带，并采用 Image J 软件

分析目的蛋白条带的灰度值。

1.3.4 CCK8 检测 APS 对骨肉瘤细胞增殖能力的影

响：取生长状态较好的骨肉瘤细胞 U2OS，HOS，
MG63 和成骨细胞 hFOB1.19，分别以每孔 1 500
个细胞接种于 96 孔板内，每种细胞均设置 6 个平

行复孔，放置培养箱中培养 12h 后，采用 2mg/ml 
APS 处理各种细胞，并设置空白对照（DMSO 组）。

APS 处理 48h 后，每孔细胞更换 90µl 的新鲜培养

液及 10µl 的 CCK8 试剂，混匀后放置培养箱中培

养 1h。采用酶标仪检测 450nm 处的细胞吸光度值

（A 值），细胞增殖抑制率 =（1-APS 组细胞平均

A 值 /DMSO 组细胞平均 A 值）×100%。以同样的

实验方法检测 NC 组、APS 组、APS+sh-SP1 组和

APS+oe-SP1 组细胞的增殖能力。

1.3.5 Transwell 实验检测各组细胞转移能力：采

用 胰 酶 收 集 NC 组、APS 组、APS+sh-SP1 组 和

APS+oe-SP1 组细胞，并采用无血清的培养液洗

涤细胞 3 次后进行细胞计数，以 1×105 个细胞、

100µl 的无血清培养液混匀后接种于 Transwell 小室

中，并将 Transwell 小室放置在含有 10ml/dl 血清培

养液的 24 孔中，使得小室与培养液刚好接触，放

置培养箱中培养 24h 左右，倒置显微镜下观察 24
孔中是否穿入细胞，观察到 NC 组 24 孔板中细胞

较多时，终止培养，将 Transwell 小室膜取下后经

过 PBS 清洗、无水乙醇固定、吉姆萨染色、PBS 清

洗和干燥封片后，于倒置显微镜下观察各组细胞穿

膜的数量。

1.3.6 TOP/FOP Flash 实验检测各组细胞 Wnt/β-cat-
enin 信号通路的活性：采用胰酶收集 NC 组、APS
组、APS+sh-SP1 组 和 APS+oe-SP1 组 细 胞，PBS
洗涤细胞后进行细胞计数，以 1 500 个细胞、100µl

的完全培养液混匀后接种于 96 孔板中，放置细胞

培养箱中培养 12h，采用 lip2000 试剂将 TOP/FOP 
Flash 质粒转染至各组细胞中，放置细胞培养液中

培养 24h，并采用荧光素酶检测试剂盒检测各组细

胞的 TOP/FOP Flash 荧光素酶活性。

1.4 统计学分析 采用 SPSS17.0 软件进行统计学

分析，呈正态分布的计量资料以均数±标准差（x±s）
表示，多组间比较采用单因素方差分析，其中两两

比较采用 LSD-t 检验。所有实验均重复三次以上，

P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 APS 抑制骨肉瘤细胞增殖 CCK8 实验结果

显示，骨肉瘤细胞 U2OS，HOS，MG63 和成骨

细胞 hFOB1.19 经 APS 处理 48h 后，细胞增殖抑

制 率 分 别 为 62.93%±4.79%，20.66%±1.10%，

39.31%±3.20% 和 5.97%±0.72%， 与 成 骨 细 胞

hFOB1.19 相比，APS 显著抑制骨肉瘤细胞的增

殖能力，差异具有统计学意义（F=208.400，P
＜ 0.001），且对骨肉瘤细胞 U2OS 的抑制作用最

显著（t=20.380，P ＜ 0.001）。

2.2 APS 抑制骨肉瘤细胞 U2OS 中 SP1 蛋白的表

达 NC 组、APS 组、APS+sh-SP1 组 和 APS+oe-
SP1 组骨肉瘤细胞 U2OS 中 SP1 蛋白的表达水平

分 别 为 0.89±0.08，0.32±0.05，0.12±0.03 和

0.43±0.03。与 NC 组相比，APS 组 SP1 蛋白表达

下降（t=10.900，P ＜ 0.001），表明 APS 显著抑

制骨肉瘤细胞中 SP1 蛋白的表达；与 APS 组相比，

APS+sh-SP1 组细胞中 SP1 蛋白表达降低（t=6.736，
P=0.003），APS+oe-SP1 组细胞中 SP1 蛋白表达增

加（t=3.534，P=0.024），差异具有统计学意义，

表明 SP1 敲减质粒和 SP1 过表达质粒成功转染至骨

肉瘤细胞中，可以进行后续的功能实验。

2.3 APS 靶向 SP1 对骨肉瘤细胞 U2OS 增殖能力

的抑制作用 CCK8 实验检测结果显示 NC 组、

AP 组、APS+sh-SP1 组和 APS+oe-SP1 组细胞增殖

抑 制 率 分 别 为 1.17%±0.25%，59.15%±1.08%，

73.03%±5.73% 和 31.41%±3.67%。与 NC 组相比，

APS 组细胞增殖能力降低（t=90.780，P ＜ 0.001），

表明 APS 显著抑制骨肉瘤细胞增殖能力。与 APS
组相比，APS+sh-SP1 组细胞增殖能力降低（t=4.127, 
P=0.015），APS+oe-SP1 组 细 胞 增 殖 能 力 增 加

（t=12.550，P ＜ 0.001），差异具有统计学意义，

表明 APS 通过负靶向 SP1 抑制骨肉瘤细胞 U2OS
的增殖能力。

2.4 APS 靶向 SP1 对骨肉瘤细胞 U2OS 转移能力

的抑制作用 Transwell 实验结果显示，NC 组，

APS 组，APS+sh-SP1 组 和 APS+oe-SP1 组 穿 膜
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细 胞 数 ( 个 ) 分 别 为 91.67±6.43，53.67±2.08，
31.67±2.08 和 70.00±8.19， 与 NC 组 比 较，APS
组穿膜细胞数降低，差异具有统计学意义（t=9.740, 
P ＜ 0.001）。与 APS 组相比，APS+sh-SP1 组穿膜

细胞数降低（t=12.940，P ＜ 0.001），APS+oe-SP1
组穿膜细胞数增加（t=3.350，P=0.029），差异具

有统计学意义，表明 APS 通过负靶向 SP1 抑制骨

肉瘤细胞 U2OS 的转移能力。

2.5 APS 靶 向 SP1 对 骨 肉 瘤 细 胞 U2OS 中 Wnt/
β-catenin 信 号 通 路 活 性 的 抑 制 作 用 TOP/FOP 
Flash 实验结果显示 NC 组、APS 组、APS+sh-SP1
组和 APS+oe-SP1 组 TOP/FOP Flash 荧光素酶相对

活 性 分 别 为 0.98±0.02，0.51±0.03，0.31±0.02
和 0.67±0.05。与 NC 组相比，APS 组细胞中 Wnt/
β-catenin信号通路活性降低（t=22.450，P＜0.001），
表明 APS 显著抑制骨肉瘤细胞中 Wnt/β-catenin 信

号通路活性。与 APS 组相比，APS+sh-SP1 组细胞

中 Wnt/β-catenin 信号通路活性降低（t=9.327，P
＜ 0.001），APS+oe-SP1 组细胞中 Wnt/β-catenin
信号通路活性增加（t=4.630，P=0.010），差异具

有统计学意义，表明 APS 通过负靶向 SP1 抑制骨

肉瘤细胞 U2OS 中 Wnt/β-catenin 信号通路活性。

2.6 APS 靶 向 SP1 对 骨 肉 瘤 细 胞 U2OS 中 Wnt/
β-catenin 信号通路相关蛋白表达的影响 见表 1。
Western Blotting 实验检测结果显示与 NC 组相比，

APS 组细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路关键蛋白

Wnt3a，β-catenin，下游增殖相关蛋白 CyclinD1, 
cMYC，下游转移相关蛋白 MMP2，Snail 表达均

降低，差异具有统计学意义（t=12.163，11.326，
14.259，15.672，12.958，17.036，均 P ＜ 0.05），

表明 APS 显著抑制骨肉瘤细胞中 Wnt/β-catenin 信

号通路相关蛋白的表达。与 APS 组相比，APS+sh-
SP1 组细胞中 Wnt/β-catenin 信号通路相关蛋白表

达均降低（t=5.461，4.082，3.459，3.032，3.104，
3.874），APS+oe-SP1 组 细 胞 中 Wnt/β-catenin
信号通路相关蛋白表达增加（t=3.674，11.635，
22.045，10.070，17.041，13.145），差异具有统计

学意义（均 P ＜ 0.05），表明 APS 通过负靶向 SP1
抑制骨肉瘤细胞 U2OS 中 Wnt/β-catenin 信号通路

相关蛋白的表达。

表 1 WB 实验检测 APS 靶向 SP1 对骨肉瘤细胞中 Wnt/β catenin 信号通路相关蛋白表达的影响（x±s）

项目 NC 组 APS 组 APS+sh-SP1 组 APS+oe-SP1 组 F P

Wnt3a 0.94±0.05 0.24±0.03 0.07±0.02 0.33±0.03 393.238 ＜ 0.001

β-catenin 1.06±0.05 0.30±0.02 0.16±0.02 0.49±0.02 509.402 ＜ 0.001

CyclinD1 1.27±0.03 0.26±0.02 0.14±0.01 0.62±0.02 1934.371 ＜ 0.001

cMYC 1.36±0.04 0.30±0.03 0.20±0.03 0.59±0.06 624.297 ＜ 0.001

MMP2 1.12±0.06 0.25±0.01 0.15±0.01 0.47±0.02 537.010 ＜ 0.001

Snail 1.43±0.04 0.28±0.03 0.13±0.01 0.52±0.01 1 504.275 ＜ 0.001

3 讨论

骨肉瘤是一种起源于间充质组织的恶性肿瘤，

是高度恶性的肉瘤，85% ～ 90% 的骨肉瘤患者发

生转移 [1]。近年来，随着对骨肉瘤发病机制的深入

研究和治疗方法的改进，局限性骨肉瘤患者的五年

生存率已提高到 60% ～ 70%，但转移性骨肉瘤患

者的五年生存率仅为 20% ～ 30%[3]。临床结果显示，

目前化疗药物对转移性骨肉瘤患者的疗效不足 [3]。

因此，研究和开发新的治疗药物对改善骨肉瘤的治

疗具有重要意义。中草药是人类医学发展的巨大宝

库，在治疗肿瘤方面显示出明显的抗肿瘤作用 [8]。

目前学者利用现代技术挖掘中草药中关键药用成分

进行研究，如菊芋、连翘苷 A 和黄芩苷等越来越多

的中草药小分子化合物被发现。黄芪作为中草药之

一，在医学上有着悠久的应用历史，而 APS 是从

黄芪中分离出来的一种关键活性成分，其抗炎、抗

氧化应激、抗纤维化、护肝、免疫调节能力和血脂、

血糖调节能力在过去被受到广泛的关注 [9]，先前

APS 因其免疫调节活性而被广泛用作佐剂，以提高

肿瘤化疗的疗效和降低化疗的毒性 [10]，而其直接抗

肿瘤活性的研究也越来越多的被报道。

研究报道 APS 通过调控肿瘤免疫微环境促进共

培养的宫颈癌细胞和外周血单核细胞的增殖能力 [4]。

在非小细胞肺癌中，APS 通过调控 miR-195-5p 的作

用抑制肿瘤细胞的增殖和转移能力 [5]。李宗杰等 [11]

研究显示 APS 抑制食管癌细胞的增殖能力，并促进

其凋亡能力。APS对常见的恶性肿瘤具有抗癌活性，

但 APS 在骨肉瘤中的作用尚未知。本文采用 APS 处

理骨肉瘤细胞和成骨细胞，结果显示与成骨细胞相

比，APS 对骨肉瘤细胞的增殖抑制作用更为显著，

提示采用 APS 治疗骨肉瘤具有可行性。骨肉瘤具有

易转移的特点，而本文检测结果显示 APS 可以显著
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抑制骨肉瘤的转移能力，进一步表明 APS 在骨肉瘤

治疗中的应用前景，这也与 TAO 等 [5] 在 NSCLC 中

的研究一致。APS 抑制骨肉瘤的增殖和转移能力的

作用机制需进一步探讨。

ELHAM 等 [4] 在宫颈癌中预测了 APS 靶标，

包括 POLO 样激酶 1、细胞周期蛋白细胞分裂 20
和细胞周期蛋白依赖性激酶 1 等，在食管癌中 APS
通过与 TP73 蛋白相互结合，通过促进 TP73 蛋白

的表达，抑制食管癌细胞增殖，促进其凋亡 [5]。有

研究发现 SP1 在原发性骨质疏松症中富集，是成

骨细胞的抑制因子，APS 通过抑制 SP1 的表达减

轻了股骨头细胞坏死模型中的炎症反应 [12]。SP 家

族的八个成员（SP1 ～ SP8）是一种进化高度相关

的转录因子，SP1 最早在该家族中发现，其基因位

于 12q1，在各种组织中广泛表达。同时炎症反应是

肿瘤发生的重要机制，并且错综复杂，比如急性炎

症最常见的炎症细胞中性粒细胞，在肿瘤细胞中其

具有杀伤作用，进而发挥抗肿瘤活性的作用，而中

性粒细胞产生的细胞因子通过作用于其它种类的细

胞，对免疫微环境产生影响，使得肿瘤细胞发生免

疫逃逸，进而其也发挥促肿瘤作用 [13]。APS 可以

通过抑制 SP1 减弱炎症反应。本研究发现 APS 显

著抑制骨肉瘤细胞中 SP1 蛋白的表达，并且敲减

SP1 蛋白的表达可以增加 APS 对骨肉瘤细胞增殖和

转移的抑制作用，过表达 SP1 蛋白的表达减弱 APS
对骨肉瘤细胞增殖和转移的抑制作用，表明 APS
负靶向 SP1 蛋白抑制骨肉瘤细胞的增殖和转移能

力，但是其调控的下游作用机制仍需进一步研究。

研究表明包括 APS 在内的大多数多糖植物化

学物质，通过调节 PI3K/AKT，MAPK，Fas/FasL，
Wnt/β-catenin，IGF-IR 和 TGF-β 等多种肿瘤相

关信号通路，诱导恶性肿瘤细胞凋亡，引起细胞周

期阻滞，抑制肿瘤细胞迁移和侵袭能力，达到治疗

肿瘤的目的 [13]。而有研究显示 SP1 与 Wnt/β-cat-
enin 信号传导的激活密切相关，SP1 通过靶向 Wnt/
β-catenin 通路调节重症急性胰腺炎心肌损伤 [14]，

Wnt/β-catenin 信号通路的激活促进骨肉瘤的恶性

进展 [7]，并且 SP1/Wnt/β-catenin 信号通路轴促进

骨肉瘤细胞增殖和转移能力 [15]，因此 APS 可能通

过调控 SP1/Wnt/β-catenin 信号通路轴抑制骨肉瘤

的增殖和转移能力。本文检测采用 TOP/FOP Flash
实验检测发现 APS 显著抑制 Wnt/β-catenin 信号

通路的活性，同时抑制 Wnt/β-catenin 信号通路关

键蛋白 Wnt3a 和 β-catenin 的表达水平 , 而且敲减

SP1 蛋白的表达增加了 APS 对 Wnt/β-catenin 信号

通路活性的抑制作用，而过表达 SP1 作用相反。表

明 APS 通过抑制 SP1/Wnt/β-catenin 信号通路轴抑

制骨肉瘤细胞的增殖和转移能力。

本研究进一步检测了 Wnt/β-catenin 信号通

路下游蛋白的表达，包括与细胞增殖相关的蛋白

CyclinD1, cMYC 和转移相关蛋白 MMP2, Snail 的表

达，结果显示 APS 抑制 CyclinD1，cMYC，MMP2
和 Snail 蛋白的表达，与 YANG 等 [16] 在鼻咽癌中的

APS 抑制 MMP2 蛋白的表达一致。同样敲减 SP1
蛋白的表达增加 APS 抑制 Wnt/β-catenin 信号通路

下游蛋白的表达，过表达 SP1 蛋白后作用相反，进

一步证实了 APS 对 SP1/Wnt/β-catenin 信号通路轴

的调控作用。但是本文的研究存在局限性，未明确

研究 APS 是否直接靶向 SP1，及其直接作用的位点，

以及如何具体调控 Wnt/β-catenin 信号通路轴，仍

需要进一步深入研究。

综上所述，APS 抑制骨肉瘤细胞的增殖和转移

能力，其作用机制是通过抑制 SP1/Wnt/β-catenin
信号通路轴发挥作用。APS 作为抗骨肉瘤治疗的新

型药物具有巨大的应用潜力。
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