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·基础研究·

SEMA6D 对人骨肉瘤 MG63 细胞生物学行为的影响△

都展鸿，杨维经，王雨婵，付雅璐，李庆慧，孟玉菡，刘兴龙*

（山东第二医科大学附属医院，山东潍坊 261000）

摘要：［目的］探讨信号素 6D（semaphorin 6D, SEMA6D）对骨肉瘤细胞增殖、侵袭的影响及其机制。［方法］将 MG63 细

胞分为空白对照组（Ctrl 组）、阴性对照组（si-NC 组）和转染靶向 SEMA6D 的 si-RNA 组（si-SEMA6D 组），给予相应的体外

转染。采用 CCK-8、细胞划痕、Transwell 侵袭实验检测 MG63 细胞增殖、迁移及侵袭能力的变化。Western blot 检测下游相关

信号通路蛋白表达情况。［结果］培养 24 h，三组 CCK-8 值差异无统计学意义（P>0.05），在 48 h 和 72 h，Ctrl、si-NC 组

CCK-8 值显著高于 si-SEMA6D 组 [(0.7±0.1) vs (0.7±0.1) vs (0.4±0.1), P<0.001; (1.7±0.1) vs (1.6±0.1) vs (1.0±0.1), P<0.001]。Transwell
侵袭实验显示，Ctrl、si-NC 组细胞侵袭数显著高于 si-SEMA6D 组 [(435.0±28.2) vs (400.7±41.4) vs (291.3±31.1), P=0.022]。划痕

24 h、48 h，Ctrl、si-NC 组划痕愈合率显著高于 si-SEMA6D 组 [(48.8±3.3)% vs (40.6±3.4)% vs (16.6±2.4)%, P<0.001; (74.7±1.1)%
vs (67.6±3.0)% vs (49.5±2.3)%, P<0.001]。Western blot 检测表明，相较于 si-SEMA6D 组，Ctrl 组、si-NC 组 p-PI3K、p-AKT、p-
p38、MMP2 的蛋白表达水平均显著增加（P<0.05），而三组中 P13K、AKT、p38、Bcl-2 及 Bax 的表达水平差异无统计学意义

（P>0.05）。［结论］沉默 SEMA6D 后骨肉瘤 MG63 细胞可通过抑制 PI3K/AKT 及 p38-MAPK 信号通路，抑制细胞增殖、迁移及

侵袭能力。
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Abstract: [Objective] To investigate the effects of semaphorin 6D (SEMA6D) on the proliferation and invasion of osteosarcoma cells
and its mechanism. [Methods] MG63 cells were divided into blank control group (the Ctrl group), negative control group (the si-NC group)
and the group transfected with si-RNA targeting SEMA6D (the si-SEMA6D group), and corresponding transfection was performed in vitro.
The changes of proliferation, migration and invasion ability of MG63 cells were detected by CCK-8, cell scratch and Transwell invasion as⁃
say. In addition, western blot analysis was performed to detect the protein expression of downstream related signaling pathways. [Results]
After 24 hours culture, there was no significant difference in CCK-8 among the three groups (P>0.05). At 48 hours and 72 hours, the Ctrl
and si-NC groups were significantly higher than the si-SEMA6D groups in CCK-8 assay [(0.7±0.1) vs (0.7±0.1) vs (0.4±0.1), P<0.001;
(1.7±0.1) vs (1.6±0.1) vs (1.0±0.1), P<0.001]. The Ctrl and si-NC groups were significantly higher than the si-SEMA6D group in Transwell
invasion assay [(435.0±28.2) vs (400.7±41.4) vs (291.3±31.1), P=0.022]. At 24 hours and 48 hours, the Ctrl and si-NC groups had signifi⁃
cantly higher scratch healing rate than the si-SEMA6D group [(48.8±3.3)% vs (40.6±3.4)% vs (16.6±2.4)%, P<0.001; (74.7±1.1)% vs (67.6±
3.0)% vs (49.5±2.3)%, P<0.001]. As consequence of western blot analysis, the Ctrl group and si-NC group were significantly increased com⁃
pared with the si-SEMA6D group in protein expression levels of p-PI3K, p-AKT, p-P38 and MMP2 (P<0.05), although there were no sig⁃
nificant differences in the expression levels of P13K, AKT, p38, Bcl-2 and Bax among the three groups (P>0.05). [Conclusion] SEMA6D
silencing of osteosarcoma MG63 cells can inhibit cell proliferation, migration and invasion by inhibiting PI3K/AKT and p38-MAPK signal⁃
ing pathways.
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骨肉瘤（osteosarcoma, OS）是最常见的恶性骨肿

瘤，以青少年为主，其具有组织特异性、局部侵袭及

快速转移等特征［1~3］。OS 的发病机制尚不明确，临床

治疗主要以新辅助化疗、手术联合化疗为主［4］，但由

于其易于早期转移和耐药的原因，OS 患者的 5 年生

存率不容乐观。因此探索 OS 恶性生长及转移机制，

寻找有效治疗靶点对改善患者预后具有重要意义。信

号素 6D（semaphorin 6D, SEMA6D）属于单通道膜结

合型信使分子，位于人 2 号染色体上，是第 6 类信使

分子中最具特征性的因子［4］。已被证实参与中枢神经

系统线路发育［5］、心脏发育［6］等过程。另外研究表

明，SEMA6D 在不同类型的肿瘤中发挥着不同的作

用。例如，SEMA6D 对肺腺癌、肾透明细胞癌具有抗

肿瘤活性作用［7，8］，却可促进结直肠癌和胃癌的血管

生成［9，10］。然而，SEMA6D 在 OS 发生、进展中的作

用机制尚不清楚，且国内相关报道不多。因此本研究

以人 OS 细胞进行实验，旨在探究 SEMA6D 对 MG63
细胞增殖、侵袭的影响，并从相关信号通路方面探究

其可能作用机制，为 OS 诊断、治疗提供新的肿瘤标

记物、靶点。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

骨肉瘤 MG63 细胞株购于中国科学院细胞库；高

糖 DMEM 培养液购自武汉塞维尔生物科技公司；胎

牛血清购自澳洲 BOVOGEN 公司。

BCA 蛋白试剂盒（碧云天生物技术有限公司），

ECL 发光液（北京康为世纪有限公司），SDS-PAGE
凝胶试剂盒（武汉塞维尔生物科技公司），CCK-8 试

剂（亚科因生物技术有限公司），Lipofectamine 3000
（美国赛默飞世尔科技公司），Matrigel 胶（美国 BD
公司），Transwell 小室 （康宁生物科技有限公司），

SEMA6D 抗体（美国赛默飞世尔科技公司），p-PI3K
抗体 （美国 Affinity 公司），PI3K、MMP2、Bcl-2、
Bax 抗体 （杭州华安生物技术有限公司），p-AKT、
AKT、p-p38、p38 抗体（美国 Cell Signaling Technol⁃
ogy 公司），si-RNA（苏州吉玛基因公司）。

1.2 体外培养

1.2.1 细胞培养

将 MG63 细胞置于含 10% FBS 的高糖 DMEM 培

养基中，在 37℃、5% CO2 细胞培养箱中进行培养。

当细胞密度达到 80%左右时，使用 0.25%胰蛋白酶对

细胞进行消化和传代处理，随后将传代后的 MG63 细

胞继续放回培养箱中培养。

1.2.2 si-RNA 的转染和细胞分组

将 MG63 细胞在转染前 24 h 接种于 6 孔板中，

使其 24 h 后细胞度达 70%~80%。使用 Lipofectamine
3 000 进行细胞转染，将细胞分为空白对照组（Ctrl
组）、阴性对照组（si-NC 组）和 si-SEMA6D 组，转

染后 6 h 后换完全培养基培养，48 h 后提取蛋白进行

验证。si-RNA 序列：5'-GCCUUGCCGAAGCUUAU⁃
AATT-3'、5'-UUAUAAGCUUCGGCAAGGCTT-3'。
1.3 检测方法

1.3.1 细胞增殖实验

MG63 细胞经 si-RNA 转染 48 h 后，将细胞消化

收集，重悬后进行计数。将 Ctrl 组、si-NC 组和 si-
SEMA6D 组的 MG63 细胞以每孔 5 000 个均匀接种至

96 孔板中，每孔加入 100 μL CCK-8 试剂，在培养箱

中孵育 2 h 后，用酶标仪测定 MG63 细胞在 450 nm
处的吸光度。并于继续孵育后第 1、2、3 d 后分别检

测 1 次，记录 OD450nm 数据进行统计分析。

1.3.2 细胞侵袭实验

MG63 细胞转染 si-RNA 48 h 后，细胞在含 1%
FBS 的培养基中饥饿处理 24 h，随后消化收集细胞并

在无血清的 DMEM 培养基中重悬。提前 3 h 在 Tran⁃
swell 小室的上室中铺好 Matrigel 胶（1∶8 稀释）并

完成基底膜水化。将重悬的细胞按每孔 13 000 个均

匀种植在上室中，下室加入 500 μL 含 20% FBS 的

DMEM 培养基继续培养。24 h 后取出小室，弃去上

室液体并用棉签擦拭，甲醇固定 30 min 后用结晶紫

染液染色 20 min，PBS 溶液冲洗 3 次，在倒置显微镜

下随机采集 5 个视野，计算侵袭细胞平均数即表示细

胞的侵袭能力。

1.3.3 划痕实验

MG63 细胞转染 si-RNA 48 h 后，消化收集细胞

以适当密度种植至 6 孔板中，培养箱培养 24 h 后细

胞密度达 90%~100%时，选用 200 μL 无菌枪头从上

到下均匀划线，确保划痕均匀一致。用 PBS 彻底冲

洗脱落细胞，每孔加入适量不含血清的高糖 DMEM
培养基继续培养。在 0、24、48 h 分别进行显微镜观

察并记录。划痕中心区域的面积使用 Image J 软件进

行量化分析。划痕愈合率=［（0 h 划痕面积-24 h 划痕

面积）/0 h 划痕面积］×100%。

1.3.4 Western blot 检测

细胞转染 si-RNA 48 h 后消化收集 MG-63 细

胞，使用现配制的裂解液裂解提取细胞蛋白，并通过

BCA 法进行蛋白定量。将上述蛋白与 5×上样缓冲液
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Ctrl 组 si-NC 组 si-SEMA6D 组

图 1. Transwell 实验检测细胞 MG63 细胞侵袭能力（×100）。1a：Ctrl 组；1b：si-NC 组；1c：si-SEMA6D 组。

Figure 1. Transwell assay evaluated the invasion ability of MG63 cells (×100). 1a: Blank control group; 1b: Negative control group; 1c: si-
SEMA6D group.

1a 1b 1c

按适当的比例混合后金属浴煮沸 10 min 使其完全变

性。取适量蛋白进行 Western blot 实验，使用 ECL 法

对蛋白进行发光显色，以 β-actin 作为内参对照，检

测细胞内 SEMA6D、P13K、AKT 及 MMP2 等蛋白表

达水平。蛋白的相对表达量通过 Image J 软件分析。

1.4 统计学方法

应用 SPSS 25.0 软件进行统计学分析，计量资料

以 x̄ ±s表示，符合正态分布的数据采用单因素方差分

析，两两比较采用 LSD检验。资料呈非正态分布时，

选用秩和检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 细胞增殖实验

CCK-8 细胞增殖结果见表 1。与培养 24 h 相

比，培养 48 和 72 h 三组 CCK-8 细胞均显著增加

（P<0.05），培养 24 h，三组 CCK-8 细胞值的差异无

统计学意义（P>0.05），在 48、72 h，Ctrl、si-NC 组

细胞值显著高于 si-SEMA6D 组（P<0.05）。
2.2 细胞侵袭实验

Transwell 侵袭实验结果见图 1、表 1，Ctrl、si-
NC 组细胞侵袭数显著高于 si-SEMA6D 组（P<0.05）。

表 1. 体外实验三组检测结果（ x̄ ±s）与比较

Table 1. Comparison of test results among the three groups in vitro （ x̄ ±s）
指标

CCK-8 (OD 值)
24 h
48 h
72 h
P 值

Transwell 试验

划痕试验 (%)
24 h
48 h
P 值

Western blot (相对表达量)
p-P13K
P13K
p-AKT
AKT
p-p38
p38
MMP2
BCl-2
Bax
SEMA6D

Ctrl 组（n=5）

0.2±0.1
0.7±0.1
1.7±0.1
<0.001

435.0±28.2

48.8±3.3
74.7±1.1
<0.001

2.0±0.2
1.7±0.2
1.6±0.2
2.0±0.2
2.2±0.2
2.3±0.1
2.4±0.1
1.7±0.3
1.8±0.2
2.4±0.2

si-NC 组（n=5）

0.2±0.1
0.7±0.1
1.6±0.1
<0.001

400.7±41.4

40.6±3.4
67.6±3.0
<0.001

1.5±0.2
1.6±0.3
1.6±0.2
1.9±0.2
1.9±0.2
1.8±0.2
2.3±0.1
1.7±0.2
1.7±0.2
1.9±0.2

si-SEMA6D 组（n=5）

0.2±0.1
0.4±0.1
1.0±0.1
<0.001

291.3±31.1

16.6±2.4
49.5±2.3
<0.001

0.4±0.1
1.8±0.2
1.1±0.2
2.2±0.3
1.2±0.2
1.8±0.2
1.7±0.2
1.9±0.2
1.8±0.3
1.2±0.1

P 值

0.726
<0.001

<0.001

0.022

<0.001

<0.001

<0.001

0.373
0.047

0.217
0.013

0.780
0.003

0.383
0.606
0.006



538

Vol.33,No.6
Mar.2025

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
第 33 卷 第 6 期

2 0 2 5 年 3 月

2.4 Western blot 检测

Western blot 检测结果见表 1，相较于 si- SE⁃
MA6D 组，Ctrl 组、si-NC 组 p-PI3K、p-AKT、p-
p38、MMP2 的蛋白表达水平均显著增加（P<0.05），

而三组中 P13K、AKT、p38、Bcl-2 及 Bax 的表达水

平差异无统计学意义（P>0.05）。

3 讨 论

OS 是最常见的原发性骨肿瘤，病因至今仍不清

楚，治疗方法包括术前新辅助化疗、手术切除（包括

所有已知可切除的转移灶）、术后辅助化疗以及靶向

治疗［3，4］。尽管如此，OS 的治疗形势仍不乐观，高

达 20%的患者在确诊时已有转移病灶，以肺转移最

为常见，常通过 CT 检查发现，而发生转移的患者长

期生存率低于 20%［11］。其预后生活质量与患者营养

状态、是否存在病理性骨折、手术方式及睡眠质量等

多种因素密切相关［12］。与其他肿瘤相比，OS 至今未

能找到切实可行的化疗方法以改善患者预后［13］。OS
的血清学、遗传学或其他生物标志物的应用未在临床

中普及，这限制了 OS 患者的随访和高危人群的筛

查［14］。

Semaphorin （SEMA）家族最早在神经系统中被

发现，具有轴突导向作用，在维持正常神经生理功能

方面发挥着重要作用［15］。SEMA6D 作为 SEMA 家族

的成员，发挥多种生物学作用。有研究表明，SE⁃

2.3 划痕实验

细胞划痕实验结果见图 2、表 1。与划痕 24 h 相

比，划痕 48 h 后，三组细胞划痕愈合率均显著增加

（P<0.05），划痕 24、48 h，Ctrl、si-NC 组划痕愈合

率显著高于 si-SEMA6D 组（P<0.05）。

0 h

24 h

48 h

Ctrl 组 si-NC 组 si-SEMA6D 组

图 2. 划痕实验检测 MG63 细胞迁移能力（×100）。2a~2c：划痕后三组细胞；2d~2f：划痕 24 h 后三组细胞；2g~2i：划

痕 48 h 后三组细胞。

Figure 2. Wound healing assay assessed the migratory capacity of MG63 cells (×100). 2a~2c: the three groups after scratching; 2d~
2f: the three groups after scratching 24 hours; 2g~2i: the three groups after scratching 48 hours.

2a 2b 2c

2d 2e 2f

2g 2h 2i
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MA6D 可以通过调节巨噬细胞的脂代谢，使巨噬细胞

极化为抗炎型，从而抑制肠炎发生［16］。曲思璇等［17］

发现，SEMA6D 在胃癌组织高表达，且与胃癌的恶性

程度呈正相关。另外，Lee 等［10］研究证实，SEMA6D
促进结肠癌的血管生成，进而促进肿瘤进展。然而

Duan 等［8］提出，SEMA6D 在肾透明细胞癌中低表

达，且 SEMA6D 可作为肾透明细胞癌的诊断及预后

分子。过表达 SEMA6D 抑制肾透明细胞癌的增殖、

迁移及侵袭。以上研究结果表明，SEMA6D 在癌症进

展中具有多方面的功能。增殖和侵袭是癌症转移的重

要前提与关键［18］，本研究通过 CCK-8 实验、迁移及

侵袭实验发现，沉默 SEMA6D 可以抑制 OS 细胞的增

殖、迁移及侵袭能力，表明下调 SEMA6D 可以阻碍

OS 的进展。

OS 病因复杂，其发生涉及胞内多种信号通路的

改变，其中 PI3K/AKT 通路发挥重要作用 ［19， 20］。

PI3K/AKT 是调控细胞生长、增殖、迁移、生存的重

要途径，该通路的异常激活可导致多种肿瘤细胞的存

活和增殖，与肿瘤的生长与发展密切相关［21~23］。基

质金属蛋白酶 2 （matrix metalloproteinase2, MMP2）
是调节细胞外基质降解的重要细胞外蛋白水解酶，在

肿瘤领域中被广泛研究，参与肿瘤细胞生长、血管生

成、免疫监测及抑制生长信号的调节，并被证实参与

包括 OS 在内的多种肿瘤细胞的迁移和侵袭行

为［24，25］。本研究发现，沉默 SEMA6D 抑制了 PI3K/
AKT 信号通路的活化，同时抑制了侵袭相关蛋白

MMP2 的表达，这些结果均表明，沉默 SEMA6D 抑

制了 OS 的侵袭能力，进而减弱了 OS 的转移能力。

综上所述，在人骨肉瘤 MG63 细胞中，沉默 SE⁃
MA6D 可能是通过抑制 PI3K/AKT 及 MMP2 的表达水

平，进而抑制 MG63 细胞增殖、迁移及侵袭能力。本

研究仅限于体外细胞实验，且未验证其他骨肉瘤细胞

株，后续会行动物实验、增加其他骨肉瘤细胞株实

验，进一步分析验证 SEMA6D 的作用机制。
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