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FOXO3a在缺氧诱导骨肉瘤U-2OS细胞顺铂耐药中的作用

张玲，邵华（东南大学附属中大医院药学部，江苏南京 210009）

[摘 要] 目的：探讨FOXO3a在缺氧诱导骨肉瘤细胞顺铂（cisplatin，DDP）耐药中的作用。方法：利用RT-PCR和Western blot-

ting方法检测人骨肉瘤细胞U-2OS在常氧及缺氧条件下FOXO3a的表达水平，Western blotting检测转染FOXO3a-siRNA和HIF-

1α-siRNA对细胞内FOXO3a和HIF-1α表达的影响，CCK-8和Annexin V/PI染色法检测FOXO3a在缺氧诱导骨肉瘤细胞DDP耐

药中的作用。结果：缺氧可使人骨肉瘤细胞U-2OS中FOXO3a mRNA和蛋白表达升高（均P<0.05）。FOXO3a的表达受HIF-1α

调控，与正常细胞组和转染阴性序列HIF-1α-NC组相比，HIF-1α-siRNA组FOXO3a蛋白表达量均显著降低[(0.38±0.03) vs (0.89±

0.08)，(0.91±0.07)，均 P<0.01]。在缺氧条件下，FOXO3a-siRNA可降低U-2OS细胞对DDP的耐受性[(38.50±2.83)% vs (61.75±

5.73)%，P<0.01]，增加DDP诱导的U-2OS细胞凋亡[(73.41±6.13)% vs (32.38±2.23)%, (55.89±4.46)%，均P<0.05]。结论：缺氧通过

HIF-1α依赖的方式诱导骨肉瘤细胞内FOXO3a表达，从而增强瘤细胞对DPP的耐药性。
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Role of FOXO3a in hypoxia-induced cisplatin resistance in osteosarcoma U-2OS
cells

ZHANG Ling, SHAO Hua (Department of Pharmacy, Zhongda Hospital Affiliated to Southeast University, Nanjing 21009, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective:To investigate the role of FOXO3a in hypoxia-induced cisplatin (DDP) resistance in osteosarcoma cells. Meth-

ods: The FOXO3a expression was detected by RT-PCR and Western blotting in osteosarcoma U-2OS cell line under normoxia and hy-

poxia conditions. The effects of HIF-1α-siRNA and FOXO3a-siRNA on the expressions of HIF-1αand FOXO3a were detected by West-

ern blotting. CCK-8 and Annexin V/PI assays were used to detect the function of FOXO3a in hypoxia-induced DDP resistance of U-

20S cells. Results: Hypoxia could significantly increase the mRNA and protein levels of FOXO3a in U-2OS cells (All P<0.05). The ex-

pression of FOXO3a was regulated by HIF-1α; compared with control group and HIF-1α-NC group, the FOX03a protein expression

was significantly down-regulated in HIF-1α-siRNA group [(0.38±0.03) vs (0.89±0.08)，(0.91±0.07), all P<0.01]. Under hypoxia condi-

tion, FOXO3a-siRNA could decrease the tolerance of U-2OS cells to DDP [(38.50±2.83)% vs (61.75±5.73)%, P<0.01], and increase

DDP-induced apoptosis of U-2OS cells [(73.41±6.13)% vs (32.38±2.23)%, (55.89±4.46)%, All P<0.05]. Conclusions: Hypoxia signifi-

cantly enhanced DDP-resistance of U-2OS cells by increasing FOXO3a expression in a HIF-1-dependent manner.
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骨肉瘤是好发于儿童和青少年的骨恶性肿瘤，

化疗是目前骨肉瘤治疗的重要手段之一 [1-2]。肿瘤

细胞对化疗药物耐药性的产生导致肿瘤复发与

转移是骨肉瘤治疗失败的主要原因 [3-4]。降低肿

瘤耐药性成为近年来骨肉瘤治疗研究的重要内

容。缺氧作为恶性实体瘤的特征之一，不仅改

变肿瘤细胞的生物学特性，而且也是肿瘤细胞

对化疗药物产生抗性的主要原因 [5-6]。然而，缺

氧诱导肿瘤细胞产生耐药性的机制目前尚未完

全明确。叉头转录因子 O 亚型（forkhead box O,

FOXO）3a（FOXO3a）是 FOXO 家族成员之一，具

有抑癌基因的作用，调控包括骨肉瘤在内的多

种肿瘤的发生发展 [7-9]。近年来的研究[10-12]发现，

FOXO3a也有促癌作用，其与肿瘤细胞耐药性的获得

密切相关。但其是否参与骨肉瘤细胞对化疗药物耐

药目前尚未见相关报道。本课题前期研究发现，缺

氧后骨肉瘤细胞中 FOXO3a 呈高表达状态，提示

FOXO3a可能参与了缺氧条件下骨肉瘤细胞耐药性

的发生。因此，本研究拟以人骨肉瘤细胞U-2OS为

研究对象，探讨FOXO3a是否参与缺氧诱导肿瘤细胞
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对顺铂（cisplatin，DDP）耐药。

1 材料与方法

1.1 主要试剂材料

人骨肉瘤细胞U-2OS购自南京凯基生物有限公

司。DMEM培养基、青/链霉素和胰蛋白酶均购自美

国Gibco公司，胎牛血清购自美国Sincell公司，CCK-8

试剂盒购自 Biosharp 公司，RNA 逆转录试剂盒和

PCR试剂盒购自TaKaRa公司，RIPA 蛋白裂解液、细

胞核蛋白与细胞质蛋白抽提试剂盒购自南京碧云天

生物技术有限公司，Annexin V Apoptosis Detection

Kit 购自美国 eBiosience 公司，FOXO3a 和 HIF-1α抗

体均购自美国Cell Signalling Techonolgy公司，ß-ac-

tin抗体、顺铂（cisplatin，DDP）购自美国Sigma公司，

羊抗鼠 IgG-HRP 和羊抗兔 IgG-HRP 抗体购自美国

Santa Cruz 公司，TRIzol 和转染试剂 Lipofectamine

2000为美国 Invitrogen公司产品。PCR引物由 Invit-

rogen公司合成，FOXO3a-siRNA、HIF-1α-siRNA及无

关对照（NC）siRNA的序列由上海吉玛生物技术有限

公司设计与合成。序列如下 ：HIF - 1α #1，5 ′ -

GGGAUUAACUCAGUUUGAATT - 3 ′ ；#2，5 ′ -

GGAAAUGAGAGAAAUGCUUTT-3 ′ ；#3，5 ′ -GCC-

GAGGAAGA ACUAUGAATT-3 ′。FOXO3a #1，5 ′ -

GCUCUUGGUGGAUCAUCAATT-3 ′；#2，5 ′ -GCAU-

GUUCAA UGGGAGCUUGGATT- 3 ′ ；#3，5 ′ - UGA-

CAGAAUUCGACAAGGCACTT-3 ′。无关序列，5 ′ -

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3 ′。

1.2 细胞培养与缺氧处理

U-2OS细胞在含 10%胎牛血清、青霉素（100 U/

ml）和链霉素（100 μg /ml）的 DMEM 培养基中，于

37 ℃、5%CO2浓度下培养。待细胞汇合度达70%后，

将细胞分别置于常规培养孵箱( 37 ℃、5% CO2)及缺

氧孵箱(37 ℃、5% CO2、1%O2、94% N2) 中继续培养。

1.3 小干扰RNA转染U-2OS细胞

U-2OS细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM培

养基中，转染前 24 h将处于对数生长期U-2OS细胞

接种至 6孔细胞培养板中，于 37 ℃、5%CO2培养 24

h，使转染当天细胞处于40%~50%的汇合率。转染步

骤按照Lipofectamine 2000操作说明进行。培养48 h

后Western blotting检测干扰效率。

1.4 RT-PCR检测FOXO3a mRNA 表达

收集不同处理组细胞，TRIzol法提取各组细胞总

RNA，按照 TaKaRa 逆转录试剂盒说明书取 1 μg 总

RNA在20 μl反应体系中逆转录生成 cDNA。引物序

列如下 ：FOXO3a 上游引物为 5' - GAGGCCGTC-

GATTCGCT- 3'，下游引物为 5' - TGGGGAAGCAC-

CAAAGAAGAG-3'。ß-actin 上游引物为 5' -GTTT-

GAGACCTTCAACACCC - 3 ′ ，下 游 引 物 为 5' -

CAGCTTCTCCTTAATGTCACG-3'。扩增反应条件

为95 ℃预变性2 min，95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 60

s，共进行28个循环，最后72 ℃延伸6 min。PCR产物

经1%琼脂糖凝胶电泳检测。

1.5 Western blotting检测FOXO3a蛋白表达

收集不同处理组细胞，RIPA 蛋白裂解液裂解各

组细胞提取总蛋白，BCA 比色法测定蛋白浓度。将

蛋白煮沸 10 min 使其变性，取等量蛋白进行 SDS-

PAGE，电泳完毕后将蛋白转至PVDF膜上，5%脱脂

奶粉室温封闭 1 h，抗 FOXO3a 抗体（1∶1 000）、抗 ß-

actin 抗体（1∶5 000）、抗HIF-1α抗体（1∶1 000）、4 ℃

孵育过夜，TBST 洗膜，羊抗鼠 IgG-HRP（1∶4 000）或

羊抗兔 IgG-HRP（1∶4 000）室温孵育2 h，TBST 洗膜，

暗室中加入ECL 液孵育4 min后曝光和显影，利用软

件分析目的蛋白的相对表达量。

1.6 CCK-8法检测U-2OS细胞耐药性的改变

取对数生长期U-2OS细胞，以1×104个/孔接种于

96孔板，实验分常氧组和缺氧组两大组，每大组包含

4小组：正常细胞组、DDP组、DDP+FOXO3a-NC组和

DDP+FOXO3a-siRNA 组，每组设 5个复孔。转染相

应 siRNA，24 h后加入终浓度为10 μmol/L的DDP，各

组细胞培养48 h后，每孔加入10 μl CCK-8试剂，继续

孵育1.5 h，检测各孔450 nm处光密度（D）值，计算细

胞增殖率。细胞增殖率（%）=（实验组D值-空白组D

值）/（正常细胞组D值-空白组D值）×100%。

1.7 流式细胞术检测骨肉瘤U-2OS细胞凋亡

消化、收集细胞，PBS洗涤后离心，调整细胞密度

至 1×106/ml，取 100 μl细胞悬液于 5 ml流式管，加入

200 μl结合缓冲液、5 μl Annexin V-FITC和5 μl PI，混

匀后室温避光放置15 min，上机检测。

1.8 统计学处理

各实验重复3次。采用SPSS 13.0软件进行统计

学分析，检测数据采用 x̄±s表示，两样本均数比较采

用独立样本 t 检验，多样本均数比较采用 One-Way

ANOVA分析。P<0.05或P<0.01表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 缺氧条件下U-2OS细胞中FOXO3a mRNA和蛋

白表达水平均上升

将U-2OS细胞分别经常氧及缺氧处理后，利用

RT-PCR和Western boltting方法检测细胞中mRNA水

平和蛋白表达的变化，结果(图 1) 显示，与常氧条件

下相比，U-2OS细胞在缺氧培养后FOXO3a的mRNA
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表达水平[4 h:(0.15±0.02) vs (0.06±0.02)，P<0.01；24

h: (0.34±0.02) vs (0.06±0.02)，P<0.01]和蛋白表达[4 h:

(0.41±0.08) vs (0.12±0.06)，P<0.01；24 h: (0.82±0.05)

vs (0.12±0.06)，P<0.01]均有所上升，呈时间依赖性。

**P＜0.01 vs Normoxia

图1 缺氧对FOXO3a mRNA（（A））和蛋白（（B））表达的影响

Fig.1 Effect of hypoxia on the expression of FOXO3a mRNA（A) and protein (B)

2.2 缺氧条件下HIF-1α正向调节FOXO3a的表达

Western boltting 检测结果(图 2)显示，在缺氧条

件下利用 siRNA抑制U-2OS细胞内HIF-1α表达后，

与正常细胞组和转染阴性序列HIF-1α-NC组相比，

HIF-1α-siRNA 组 FOXO3a 蛋白表达量均显著降低

[(0.38±0.03) vs (0.89±0.08)、(0.91±0.07)，均P<0.01]。

** P<0.01 vs Control group or HIF-1α-NC group

Control: control group; NC: HIF-1α-NC group; siHIF: HIF-1α-siRNA group

图2 HIF-1α对FOXO3a蛋白表达的影响

Fig.2 Effect of HIF-1α on the expression of FOXO3a

2.3 FOXO3a影响缺氧条件下U-2OS细胞对DDP的

敏感性

Western boltting检测结果(图3A)显示，与正常细

胞组相比，FOXO3a-siRNA 组FOXO3a蛋白表达量显

著降低[(0.10±0.02) vs (0.69±0.06)，P<0.01]，而转染阴

性序列 FOXO3a-NC 组 FOXO3a 蛋白表达量无明显

变化。CCK-8检测结果(图 3B)显示，DDP能显著降

低常氧组和缺氧组U-2OS细胞增殖率，而缺氧组细

胞增殖率显著高于常氧组 [DDP: (62.88±4.44)% vs

(43.13±7.13)%，P<0.01；DDP+FOXO3a-NC：(61.75±

5.73)% vs (40.63±2.16)%，P<0.01]。在缺氧条件下，

DDP+FOXO3a-siRNA 组细胞增殖率显著低于DDP+

FOXO3a-NC 组和 DDP 组[(38.50±2.83)% vs (61.75±

5.73)%、(62.88±4.44)%，均P<0.01]。

2.4 FOXO3a影响缺氧条件下DDP诱导的U-2OS细

胞凋亡

流式细胞术检测结果(图4)显示，在缺氧条件下，

与对照组相比，DDP 可促进 U - 2OS 细胞的凋亡

[FOXO3a - NC: (55.89 ± 4.46)% vs (22.54 ± 3.67)%，P<

0.01；FOXO3a-siRNA：(73.41 ± 6.13)% vs (32.38 ±

2.23)%，P<0.01]。DDP+FOXO3a-siRNA 组细胞凋亡

率 明 显 高 于 FOXO3a-siRNA [(73.41 ± 6.13)% vs
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(32.38±2.23)%，P<0.01]组和 DDP+FOXO3a-NC 组 [(73.41±6.13)% vs (55.89±4.46)%，P<0.05]。

**P＜0.01 vs Control group;△△P<0.01 vs Normoxia group;▲▲P＜0.01 vs Control group or FOXO3a-NC group

A: Effect of FOXO3a-siRNA on the expression of FOXO3a;

B:Effect of FOXO3a-siRNA on proliferative rate of U-2OS cells treated with DDP

图3 FOXO3a对DDP处理的U-2OS细胞增殖率的影响

Fig. 3 Effect of FOXO3a on proliferative rate of U-2OS cells treated with DDP

**P＜0.01 vs group without DDP, △P<0.05 vs FOXO3a -NC group with DDP

图4 缺氧条件下DDP联合FOXO3a-siRNA转染促进U-2OS细胞凋亡

Fig.4 Apoptosis of U-2OS cells was promoted by the treatment of DDP combined with FOXO3a-siRNA transfection

3 讨 论

骨肉瘤具有局部侵袭和早期转移等特点，预后

较差[1-2]。目前临床治疗的首选方案是手术切除联合

术前和术后化疗[1-2]。骨肉瘤化疗多以顺铂为基础，

能够杀灭大部分肿瘤细胞，降低复发率，提高患者的

5年生存率[1-2]。然而，部分患者因产生顺铂耐药性导

致肿瘤复发与转移，严重影响治疗效果和生存率[3-4]。

目前有关顺铂耐药的机制仍不清楚。大量研究证

据[13-17]表明，缺氧能够诱导骨肉瘤细胞对化疗药物的

抵抗。缺氧可通过缺氧诱导因子来促进耐药相关基

因的表达，从而使肿瘤细胞对化疗药物产生抗

性[13-15]。本研究发现，缺氧可诱导骨肉瘤细胞中

FOXO3a 的表达，进一步研究发现，缺氧条件下

FOXO3a的表达依赖于HIF-1α，提示FOXO3a有可能

参与了缺氧条件下骨肉瘤细胞耐药的发生。

FOXO3a是FOXO基因家族的一个重要成员，在

多种类型肿瘤中的表达都有所下调或缺失，如卵巢

癌、鼻咽癌和乳腺癌等[18-19]。FOXO3a通过与相应的

DNA结合调控下游靶基因的表达，参与肿瘤细胞增

殖、分化、凋亡及血管生成的调控，发挥抑癌作用[7-9]。

然而，近来研究[12]表明，FOXO3a也有促癌作用，其高

表达于对西妥昔单抗（cetuximab）耐药的结肠癌组织

中，与结肠癌细胞对西妥昔单抗（cetuximab）耐药性
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的产生密切相关。在替莫唑胺（temozolomide）耐药

的脑胶质瘤细胞中，FOXO3a呈高表达状态，敲除细

胞内 FOXO3a能有效降低耐药细胞对替莫唑胺（te-

mozolomide）的抵抗性[10]。

然而，关于FOXO3a与骨肉瘤细胞耐药的相关性

尚无报道，其在缺氧诱导肿瘤细胞耐药中的作用也

尚未见相关报道。本研究发现，缺氧可使骨肉瘤细

胞对DDP产生抵抗，降低细胞凋亡率，同时细胞内

FOXO3a表达亦升高。在缺氧条件下干扰 FOXO3a

的表达，可增强骨肉瘤细胞对DDP的敏感性，促进

DDP诱导的细胞凋亡。这些结果表明，FOXO3a参与

了缺氧条件下骨肉瘤细胞DDP耐药表型的发生。鉴

于体外已证实了 FOXO3a 在缺氧诱导骨肉瘤细胞

DDP耐药中的作用，下一步体内实验中本实验组采

用裸鼠移植瘤模型验证其作用。文献报道，FOXO3a

通过结合到 c-myc启动子区域活化结肠癌细胞中 c-

myc基因的转录，使c-myc下游耐药靶基因表达上调，

从而使肿瘤细胞对西妥昔单抗（cetuximab）产生抗

性[12]。在神经胶质瘤细胞中，FOXO3a可通过降低β-

catenin的核聚集使肿瘤细胞对替莫唑胺（temozolo-

mide）产生抵抗[10]。FOXO3a在缺氧诱导骨肉瘤细胞

DDP耐药中的作用机制仍有待进一步研究。

综上 ，本研究证实 ，缺氧通过 HIF-1α 上调

FOXO3a参与了骨肉瘤DDP耐药发生，FOXO3a在缺

氧与骨肉瘤细胞相互作用下促进骨肉瘤耐药发生过

程中发挥了关键作用。在本研究的基础上，将

FOXO3a作为一个重要的耐药靶点进一步研究其耐

药机制，对临床药物治疗骨肉瘤具有指导意义。
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