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调控HER4-PI3K/AKt轴对骨肉瘤恶性生物学行为和干性表达的影响
马  琨   张  川*

河南省洛阳正骨医院病理科 (河南 郑州 450002)

【摘要】目的 探讨HER4基因操控对骨肉瘤细胞的恶性生物学特征和干细胞样特点的影响以及可能的机制。方法 用Qrt-PCR、western blotting方法分析HER4 
mRNA以及蛋白水平。MTT法和集落形成法被用来评价MG-63细胞活性和增殖能力。短发夹RNA (shRNA)干扰预处理、菌落形成、迁移、侵袭和western 
blotting实验确定HER-4调节骨肉瘤细胞增殖和侵袭/迁移的机制。采用球形成实验和CD133+细胞群检测HER-4诱导的干细胞样特征。结果 HER4在骨肉瘤
细胞中过表达。Sh-HER4表现出明显的细胞活力、集落形成和侵袭/迁移抑制能力。此外，HER4的敲除显著降低了CD133阳性细胞的球形大小和比例，以
及干细胞标志物的表达。从机制上看， HER4通过失活PI3K/AKT通路促进骨肉瘤进展。 结论 综上所述，这些结果表明HER4是骨肉瘤进展和干细胞调节的
一个新靶点，可能对开发治疗骨肉瘤的方法有价值。
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Effect of Mediating HER4/ PI3K/AKt Axis on Proliferation and 
Stemness Features of Osteosarcoma Cells
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Abstract: Objective To investivage the role of HER4 in malignant proliferation and stemness features of osteosarcoma MG-63 cells. Methods Knockdown of 
HER4 in osteosarcoma cell lines was performed using sh RNA- HER4 (sh-HER4).Reverse transcription-polymerase chain reaction(Qrt-PCR) and 
Western blotting were employed to defect shRNA interferen efficiency. The clone formation assay and MTT assay were used to investiage the 
proliferation of osteosarcoma MG-63 cells. The flow cytometry analysis was used to detect the ratio of CD133 positive cells. Mammosphere-
formation analysis was used to determine self-renewal ability. Apoptosis and stemness-related pmteins were detected by western blotting. 
Results HER4 is highly expressed in osteosarcoma cell lines (P<0.05). Sh-HER4 blocked clone formation, cell viability, invasive cell numbers and 
wound healing. Sh-HER4 also downregulated spheroids numbers, CD133 positive cell ratios and downregulated Nanog,Sox-2,Oct3/4 levels. 
(P<0.05). Conclusion These results suggest a novel role of HER4 in osteosarcoma progression indicating its potential as a therapeutic target for this 
disease.
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　　骨肉瘤是最常见的多发于儿童和青少年的原发性恶性骨肿瘤 
[1]，特点是梭形基质细胞直接形成骨组织。虽然辅助化疗和新辅
助化疗在过去十年已经被引入，但大多数(50-60%)的骨肉瘤患者
在诊断时已经进展或转移[2]。确定可靠和有效的骨肉瘤预后生物
标志物是临床研究的迫切挑战和目标。
　　HER4是ErbB家族中广泛表达的唯一成员。在50-70%的肺癌
[3]、结肠癌[4]和乳腺癌[5]中发现了高水平的EGFR，并被认为可以
促进细胞生命活动。有研究探讨了HER4水平与骨肉瘤[6]进展的关
系。然而，到目前为止，还没有关于HER4过活化对这类癌症的
肿瘤发生和疾病侵袭性影响的全面系统研究。
　　本研究的目的是研究HER4是否代表了一个有前途的预防转
移的新治疗靶点和一个潜在的骨肉瘤患者预后生物标志物。此
外，还研究了HER4基因敲除在细胞增殖、侵袭/迁移、EMT和干
性调控中的生物学作用，以及这些作用的分子基础，为骨肉瘤靶
向治疗提供新方向。

1  材料和方法
1.1 细胞培养  将MG-63细胞置于含10%胎牛血清，1%青霉素，
1%链霉素的 DMEM/F12培养基中，于常温5%二氧化碳饱和度的
箱中进行孵育，以0.25%胰酶消化传代。
1.2 体外生长试验  采用 MTT法测定体外培养的骨肉瘤细胞的生

长情况。将各因子作用后的MG-63细胞消化计数，以1×104/mL
的浓度在96孔板上进行培养。在37℃，5%二氧化碳浓度的培养
箱中温育，在450 nm处用酶标仪测定。
1 . 3  构 建  R N A 干 扰 的 慢 病 毒 载 体   常规种植U2OS/MG-63
细 胞 到 6 孔 板 内 ,  3 7 C 、 5 % C O 2 的 培 养 箱 中 过 夜 。 根 据
Lipofectamine 2000转染说明书，经转染24 h后更换新鲜的
培养液,嘌呤霉素筛选。HER4shRNA序列: HER4-#1 sense 
5’-GATCCGCATTGGCACAGGATCATT GATT CAAGAGATCAA 
T G AT  C C T G T  G C C A AT G C  T T T T T T G - 3 ’ ,  a n t i s e n s e 
5’-AATTCAAAAAAG CATTGG CACAGGATCATTGATCTCTT 
GAATCAATGATCCT GTGCCAATGCG-3’; HER4 #2 sense 
5 ’ - G A T C C G G T C C T G A C A A  C T G T A C  A A A G T T C A A G A 
GACTTTG TACAGTT GTCAG GAC CTTTTTTG-3’, antisense 
5 ’ - A AT TC  A A A A A  A G GTCCTG A C A A CTGT  A C A  A A GTC 
TCTTGAACTTT GTA CAGTTG TCAGGACC G-3’; sh-control 
sense 5’-GATCCCGCAAACC CATGATT TACATTCAAGAGA 
TGTA AATCATGGGATGGGAT TTGCTT TTTA-3, antisense 
5 ’ - A G C T T A A A A G C A A A T C C  C A T G A T T T A C A T C T C T 
TGAATGTAAATCATGGG ATTT GC-3’。以上序列由上海吉玛公司
构建合成。取对数生长期细胞,用Lipofectamin TM2000试剂盒依
据说明书进行。
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1.4  实时荧光定量PCR  按照逆转录仪的说明，使用 Trizol
试剂进行实时荧光定量 PCR。RNA反转录成 cDNA序列。参
考 该 试 剂 盒 的 操 作 方 法 和 反 应 条 件 用  G A P D H 做 内 标 物 ， 用
2-△△CT方法计算 mRNA的相对表达量；每组实验重复进行3
次: HER4 forward: 5’-TTTCAAGGGTGCCAGTTTCG-3’, HER4 
reverse: 5’-GGGAGGCCAGCATCGTGTA-3’;GAPDH上游引
物序列:5'-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3',下游引物序列:5'-
TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3'。
1.5 悬浮成球实验  在添加20 ng/mL人EGF、20 ng/mL人bFGF
等的无血清DMEM/F12培养基赋育肿瘤细胞。经过1-2周培养,用
显微镜对肿瘤球细胞数目观察并计算。
1.6 流式细胞术检测肿瘤干细胞表面标志物  待各处理组对数期
细胞用0.25%胰蛋白酶消化,调整为1×104/mL的单细胞悬液。按
照说明书分别添加抗体后常温孵育,用流式细胞仪测定。
1.7 Transwell侵袭实验  将各组处于对数生长期的细胞重悬
后计数，调整为1×104/mL的浓度，Transwell小室分别接种
100μL/孔。设置3个独立的复孔/组，在恒温培养箱培养24 h后取
出Transwell小室,用常温PBS磷酸盐缓冲液将小室的内外壁冲洗3
次，然后将适量甲醇和结晶紫倒入到未使用的24孔板，将小室置
于24孔板中固定10 min, 取出小室后漂洗两次，染色5 min；对穿
膜的细胞计数,随机选取5个视野, 求平均值。
1.8 划痕实验  选取处于对数生长期的MG-63 细胞置入含有培养
基的 6孔板，在 37℃、5% CO2饱和度的培养箱中进行孵育。IPP 
软件测量划痕宽度，迁移指数以 0h 作为基准， SPSS19.0 软件进
行数据分析及作图。
1.9 Western blot 收集各组细胞,添加RIPA细胞裂解液,4℃高速
离心,取适量的总蛋白煮沸变性。以100 g/L的分离胶和50 g/L的
浓缩胶进行电泳,每孔上样30μg蛋白样品。把凝胶放在缓冲液中
室温检测显影。浸泡25 min后转膜。转膜结束后,将PVDF膜放
在脱脂奶粉中室温封闭,加入特异性一抗HER-4、E-cadherin、
Vimentin、GAPDH、CD133、OCT-4、Nanog、p-PI3K、
p-AKT、caspase-3、α-SMA、SOX2室温反应90 min，4℃孵育
过夜;加二抗(1:3000稀释)室温孵育60min，用ECL发光检测显
影，凝胶成像系统拍照。
1.10 统计学处理  采用SPSS 21.0分析。单因素方差分析用于各
组之间，t检验用于组间两两比较，检验水准P<0.05。

2  结   果
2.1 HER4在骨肉瘤细胞系中高表达  如图所示,与正常人成骨
hFOB1.19细胞比较,骨肉瘤U2OS、MG-63、HOS及Saos2细胞系
中的HER4 mRNA和蛋白印记水平表达均有不同程度的显著上调
(P<0.05);在MG-63细胞系中上调最显著,因此后续实验采用MG-63
细胞进行。
2.2 HER4基因的下调抑制了细胞增殖  促进了骨肉瘤的侵袭/迁
移和EMT为了阐明HER4在骨肉瘤发展中的角色，sh-HER4#1、
sh-HER4# 2或sh-control分别转染MG-63细胞，并用于下调
HER4的水平。
　　与sh-con组比较，sh-HER4#1、sh-HER4# 2不同程度地降低
MG-63细胞活力(P<0.05)。同时进行菌落形成实验以评估细胞增
殖(图2AB)。HER4敲除抑制了集落形成(P<0.05)，说明HER4表达
能促进骨肉瘤MG-63细胞的活力。
　 　 侵 袭 和 迁 移 在 肿 瘤 进 展 过 程 中 发 挥 着 至 关 重 要 的 作 用 。
为确定HER-4是否与骨肉瘤细胞的迁移/侵袭相关，分别采用
Transwell分析和创面闭合分析。如图2C-2F所示，sh-HER4#1、
sh-HER4# 2显著下调MG-63细胞的侵袭潜能(P<0.05)。同样，与
对照相比，HER-4基因敲除显著抑制细胞迁移(图2HI)。
　　EMT是一个动态的生物学过程，最终导致转移和干细胞维
持。与侵袭/迁移实验的结果一致，HER4沉默降低了MG-63细
胞中基质金属蛋白酶2 (MMP2)、α-SMA和波形蛋白的水平，而
E-cadherin的水平升高。
2.3 HER4增加骨肉瘤细胞的干细胞特性和CD133+亚群  HER4

敲除减少了超低附着板上球体的数量和体积(图3A、3B)。值得注
意的是，HER4基因敲除也降低了细胞CD133+亚群(图3C, 3D)，
并降低了干细胞标志物SOX2, NANOG和Oct4的表达。
2.4 PI3K/AKT通路促进了HER4介导的MG-63细胞的调控入侵
/迁移  如图4A和4B所示，HER4下调显著降低了p-PI3K和p-AKT 
S473的表达。这一发现提示PI3K/mTOR信号通路可能参与了
HER4介导的骨肉瘤进展的调节。我们加入了同样能有效抑制AKT 
S473磷酸化的特异性抑制剂LY294002，进一步研究PI3K/mTOR
信号通路的作用。我们的结果证实，与sh-control组相比，sh-
HER4明显降低细胞侵袭能力。值得一提的是，LY294002预处理
降低了LY294002+sh-HER4组的侵袭能力。同样，LY294002显著
加剧了sh-HER4抑制的MG-63细胞的迁移数量。LY294002+sh-
HER4组球形体积更小，CD133阳性细胞比例减少。综上所述，
这些发现表明HER4通过PI3K/mTOR通路调控骨肉瘤的发生和干
性特征。

3  讨   论
　　ErbB家族成员，包括HER4，过度活化促进骨肉瘤的发生发
展，与预后差[7]有关。然而，很少有研究探讨HER4对骨肉瘤进展
的影响。
　　在本研究中，我们展示了与人成骨细胞hFOB1.19相比，
HER4的蛋白和mRNA水平都明显增高。
　　虽然一些研究表明，敲除HER4可抑制骨肉瘤细胞的增殖和
锚定非依赖性生长，但尚不清楚HER4是否调节了这些细胞的侵
袭/迁移。如图2A-C所示，sh-HER4#1、#2不同程度抑制MG-63
细胞的增殖和集落形成。Shi等人发现ETS同源因子通过调节
HER2-4[8]促进侵袭/迁移。在本研究中，sh-HER4降低了侵袭细
胞的数量(图2F, 2G)，延缓了创面闭合(图2H, 2I)，同时减弱了
EMT表型(图2J, 2K)。这是首次证明HER4在骨肉瘤中促进细胞侵
袭/迁移和EMT的证据。此外，EMT与癌细胞[9]获得干细胞样特
性有关。Wang等人报道，在前列腺癌细胞[10]中，ErbB信号通路
促进EMT和癌症干细胞样特征。Parris等发现过表达erbB-2可促
进乳腺癌细胞[11]的干性。与上述研究结果一致的是，我们观察到
HER4敲除导致了更小的球体大小、CD133+比例的降低以及干性
标记的表达降低(图3)。
　　据报道PI3K/AKT通路参与调节骨肉瘤的细胞增殖、侵袭/迁
移和肿瘤发生[12-14]。此外， PI3K/AKT通路在肝癌、肺癌和乳腺
癌以及慢性髓系白血病中促进干细胞的维持[15-17]。在本研究中，
HER4基因敲除使p-PI3K和p-AKT表达下调。这些发现表明HER4
有可能通过PI3K/AKT通路调控骨肉瘤的发展。使用特异性PI3K
抑制剂LY294002预处理可增强sh- HER4诱导的PI3K/AKT通路的
失活，放大sh- HER4的抑制增殖、侵袭和伤口闭合能力，进一步
减少cd133阳性细胞的球形大小和数量。结果表明，HER4通过
PI3K/AKT通路介导骨肉瘤细胞的增殖、侵袭/迁移和干细胞性的
维持。
　　总之，我们的研究首次提供了强有力的证据，证明HER4通
过PI3K-AKt信号通路增强侵袭/迁移和干性特征，从而促进骨肉瘤
的发生和发展。然而，根据本研究的发现，HER4是骨肉瘤潜在
的生物标志物和治疗靶点。
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