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摘 要 

研究背景与目的： 

骨肉瘤（osteosarcoma）是最常见的骨恶性肿瘤，肺转移是其致死的重要原因。

研究表明，细胞失巢凋亡抵抗是促进肿瘤转移的重要因素，但是，失巢凋亡抵

抗促进骨肉瘤肺转移的机制尚不明确。我们前期实验研究显示，FASN 在骨肉瘤

合并肺转移患者中高表达。在本研究中，我们探索 FASN 在骨肉瘤失巢凋亡抵抗

促进肺转移的作用及其分子机制。 

研究方法： 

1、骨肉瘤细胞（143B、MG-63、Saos-2）与正常成骨细胞（hFOB1.19）抗

失巢凋亡能力的研究：采用台盼蓝细胞染色检测细胞失巢状态下的存活率，采

用克隆形成实验检测细胞失巢后克隆形成能力，采用流式细胞术检测细胞失巢

凋亡率，比较骨肉瘤及正常成骨细胞的失巢凋亡抵抗能力。 

2、FASN 在骨肉瘤细胞抗失巢凋亡中的作用：在骨肉瘤细胞（143B、MG-63、

Saos-2）与正常成骨细胞（hFOB1.19）中，采用 Western-blot、qPCR、ICC 检测

FASN 及 pERK1/2、Bcl-xl 表达水平。探索 FASN/pERK1/2/Bcl-xl 分子信号通路

在骨肉瘤细胞失巢凋亡中的作用。 

3、改变 FASN 表达，验证 FASN 在失巢凋亡抵抗中的作用及机制：在 FASN

高表达细胞中下调 FASN 表达，在 FASN 低表达细胞中，上调 FASN 表达，检测

细胞迁移、克隆形成率、细胞失巢凋亡率验证 FASN 促进失巢凋亡抵抗。

Western-blot 检测 FASN/pERK1/2/Bcl-xl 表达水平。我们对 FASN-overexpression

组进行了信号通路阻断试验。FASN-overexpression 和 control 细胞中，使用 MEK

抑制剂 GDC-0973 阻断 p-ERK1/2 表达，检测下游 BCL-xl 表达及失巢凋亡率。 

4、建立失巢凋亡抵抗细胞株进一步验证 FASN 参与失巢凋亡抵抗：采用反

复多次悬浮-贴壁的方法建立失巢凋亡抵抗细胞株 143B-AR。检测 143B-AR 细胞

失巢凋亡抵抗能力及 FASN/pERK1/2/Bcl-xl 表达水中。 

5、体内实验。裸鼠皮下成瘤后进行原位移植，比较 143B-AR 和 143B 细胞

成瘤能力。活体注射下调 FASN 的慢病毒观察抑制 FASN 对成瘤能力及肺转移的
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影响。 

研究结果： 

1、骨肉瘤细胞抗失巢凋亡能力明显高于正常成骨细胞：悬浮培养后骨肉瘤

细胞 143B、MG-63 失巢存活率、克隆形成数目显著高于非肿瘤细胞 hFOB 1.19，

而细胞凋亡率显著低于 hFOB 1.19。 

2、FASN 的表达水平与失巢凋亡抵抗呈正相关。 FASN 在 143B、MG-63

细胞中高表达，在 Saos-2、hFOB1.19 细胞中低表达。在蛋白水平上，FASN 与

pERK1/2/Bcl-xl 的表达水平一致。 

3、下调 FASN 降低 143B、MG-63 细胞失巢存活率及迁移能力，增加失巢

凋亡率，抑制 pERK1/2/Bcl-xl 通路。上调 FASN 增加 Saos-2、hFOB1.19 细胞失

巢凋亡存活率及迁移能力，激活 pERK1/2/Bcl-xl 通路。并且，阻断 pERK 无法

完全逆转上调 FASN 所致的失巢凋亡抵抗作用。 

4、143B-AR 细胞具有失巢凋亡抵抗能力。与 143B 细胞相比，143B-AR 细

胞具有更高失巢存活率及迁移能力，失巢凋亡率更低，FASN/pERK1/2/Bcl-xl 通

路激活。抑制 FASN 可降低其失巢凋亡抵抗能力。 

5、体内实验验证 FASN 促进骨肉瘤细胞成瘤及转移。143B-AR 细胞具有更

强的体内成瘤能力，下调 FASN 抑制 143B-AR 细胞肺转移。 

结论： 

本研究中，我们明确了 FASN 在介导失巢凋亡抵抗促进骨肉瘤细胞肺转移明

确中的作用，初步探索了骨肉瘤肺转移相关的分子机制，为今后骨肉瘤临床治

疗提供新的治疗靶点。 

 

关键词：失巢凋亡抵抗，FASN，骨肉瘤，pERK1/2，Bcl-xl。 
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ABSTRACT 

Background:  

Osteosarcoma is the most common primary malignant bone tumour, 

predominantly affecting children and adolescents. The pulmonary metastasis of 

osteosarcoma (OS) occurs commonly, which resulted from anoikis resistant (AR) of tumor 

cells as reported by previous studies, but the exact roles of AR in osteosarcoma were not fully 

studied. Our previous investigations showed fatty acid synthase (FASN) was relating to 

clinical features of patients with OS. In this study, we aim to explore the functions of FASN 

in the AR OS cells in vitro and in vivo and study the downstream effectors of FASN. 

Methods:  

1. Detect the anoikis resistant abilities between osteosarcoma cell lines(143B、MG-63、

Saos-2) and non-tumor cell line(hFOB1.19) by anoikis assay, colony formation and 

flow cytometry apoptosis assay.  

2. Explore the role of FASN in anoikis resistance. We used Western-blot、qPCR、

ICC to evaluate the expression of FASN and the FASN/pERK1/2/Bcl-xl signaling 

pathway in AR between osteosarcoma cell line (143B、MG-63、Saos-2) and 

non-tumor cell line(hFOB1.19).  

3. Down and up-regulated FASN expression to comfirm the function of FASN 

and the involved mechanisms. We constructed shRNA lentivirus to down-regulate FASN 

in FASN-overexpression cell lines,  constructed over-expression lentivirus to up-regulate 

FASN in FASN-lowexpression cell lines to study functions of FASN in AR. We used 

Western-blot to detect the expression of FASN/pERK1/2/Bcl-xl signaling pathway after 

down- and up-regulating FASN. Furtherly, we use pERK inhibitor to stop 

pERK1/2/Bcl-xl signaling pathway to observe the AR ability. 

4. Established AR cell model to further study FASN promote AR. We use repeated 

suspended-attached cell culture model to isolate the anoikis resistant cell line 143B-AR. Then 

we detect the anoikis resistance and the expression of FASN/pERK1/2/Bcl-xl signaling 

pathway to comfirm the function of FASN in AR.   
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5. Comfirmed FASN enhanced metastasis in vivo. The tumors were orthotopically 

transplanted into the nude mice, we observe the tumorigenicity and in 143B and 

143BAR group. Then we injected lentivirus into tumors to observe the the tumorous 

size ,weight and lung metastasis in shR-FASN and control group. 

Results: 

1. Osteosarcoma cells exhibit anoikis resistant ability. As compared with 

non-tumor cell hFOB 1.19, 143B and MG-63 cell show higher survival rate and colony 

number, but low apoptotic rate in suspended culture. 

2. The expression FASN was higher in osteosarcoma, and in positively related with 

AR ability and pERK1/2/Bcl-xl. In 143B and MG-63 cells, FASN were over-expressed, 

pERK1/2/Bcl-xl were activiated. Whilest in Saos-2 and hFOB1.19 cells, FASN were 

low-expressed, pERK1/2/Bcl-xl were suppressed. 

3. Lost and gain functional experiments revealed FASN promote anoikis resistance. In 

143B and MG-63 cells, lost function of FASN reduced cell survival rate and migration, 

induced apoptosis, suppressed the pERK1/2/Bcl-xl pathway. In Saos-2 and hFOB1.19 

cells, gain function of FASN increased cell survival rate and migration, suppressed apoptosis, 

activated the pERK1/2/Bcl-xl pathway. Addiationally, blocking pERK1/2 cannot 

completely reverse the effect of FASN overexpression. 

4. 143-AR cell line was anoikis resistant. 143BAR cell showed higher survival 

rate, migration abiliby and lower apoptotic rate than 143B cell in suspension. The 

FASN/pERK1/2/Bcl-xl pathway was activated. Down-regulation of FASN suppressed 

anokis resistance in 143B-AR cell. 

5. FASN promote tumorigenicity and metastasis in vivo. The result showed that 

anoikis resistant 143B-AR cell formed tumor rapidly. Inhibition of FASN decreased the 

tumorigenicity and pulmonary metastasis of OS.  

Conclusion: We showed that anoikis resistant and FASN as two interactional 

factors facilitated the progress of osteosarcoma. FASN may become the therapeutic 

target that assisting clinical treatment in future years. 

Key words: Anoikis resistant, FASN, osteosarcoma, pERK1/2, Bcl-xl. 
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第 1 章 前言 

骨肉瘤（osteosarcoma）是最常见的骨恶性肿瘤，好发于青少年。骨肉瘤发生

率低，只占所有恶性肿瘤 1%左右，但是，在青少年人群中，约其占恶性肿瘤的

5-10% [1-3]，在青少年恶性肿瘤死亡率中排名第 6 位 [4]。骨肉瘤来源于间叶组织，

具有高度侵袭性及转移性，其中，肺转移是死亡的重要原因。骨肉瘤合并肺转

移患者，即使经过积极放、化疗，5 年总生存（5-year OS, overall survival）仍不

到 20% [5]。    

骨肉瘤来源于间叶组织，具有高度侵袭性及转移性，大约有 50%患者在初

始诊断时便伴有肿瘤细胞的远处转移，尤其是肺转移，肺转移是死亡的重要原

因[5-8]。临床上，早期局限期骨肉瘤经积极治疗后，5 年生存率可达 55-80%[9-10]，

然而，合并肺转移的骨肉瘤患者预后极差，即使经过积极化、放疗，5 年总生存

（5-year OS, overall survival）仍不到 20%。虽然肿瘤免疫靶向治疗日新月异，而

在骨肉瘤治疗中却进展寥寥。因此，我们迫切需要深入探索骨肉瘤侵袭转移机

制，发现关键性分子靶点，指导临床治疗，改善骨肉瘤患者的预后及长期生存

[11-16]。 

1.1 肿瘤转移与失巢凋亡抵抗 

肿瘤的转移是一个多因素、多步骤的过程。肿瘤转移包括脱离、侵袭、迁

移、粘附 4 个步骤，即原发部位的肿瘤细胞脱离原发病灶,侵袭穿越基底膜并向

周围间质呈浸润性生长, 穿越局部毛细血管或淋巴管壁进入管腔,与血小板聚集

或形成小瘤栓, 随着血液或淋巴液迁移至远处靶器官毛细血管床, 与该部位血

管或淋巴管内皮细胞发生黏附, 穿越管壁和基底膜进入周围间质, 在远处靶器

官不断增殖形成肿瘤细胞转移灶。影响肿瘤细胞侵袭和转移主要因素包括：受

肿瘤转移基因与肿瘤转移抑制基因、肿瘤血管生成、细胞外基质降解、细胞黏

附、肿瘤微环境等因素影响[17-18]。 

作为肿瘤转移的屏障 , 细胞脱离邻近细胞或者细胞外基质(Extracellular 

matrix, ECM)后将发生凋亡, 这种细胞死亡方式称为“失巢凋亡”（Anoikis）。失巢
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凋亡对人体正常发育和组织稳态非常重要，是宿主清除循环肿瘤细胞的重要机

制，因为它可以防止脱落的细胞重新附着到不合适的细胞外基质上，避免生长

发育不正常而致癌。而抗失巢凋亡能力(Anoikis resistance)是肿瘤细胞形成有效

转移的一个重要前提[19-21]。正常上皮细胞或不具备转移性质的实体瘤细胞从原

位脱落进入血液循环后就会引发失巢凋亡, 失巢凋亡的意义在于防止这些脱落

的细胞种植并生长于其他不适宜的地方。而肿瘤细胞, 尤其是一些容易发生远距

离转移的恶性肿瘤细胞, 具有极强的抗失巢凋亡特性, 便于转移侵袭。近年来许

多关于凋亡和失巢凋亡抵抗的分子和细胞机制的研究进展，包括内源性和外源

性凋亡途径、上皮-间质转化、生长因子受体、能量代谢、活性氧、膜微区和脂

质筏等。研究发现肿瘤细胞能通过多种方式抵抗失巢凋亡, 比如肿瘤细胞高表达

某些分子，如 Ras、Raf、NF-kB 等, 激活促存活信号通路；高表达抗凋亡蛋白、

低表达促凋亡蛋白，抑制细胞凋亡细胞改变整合蛋白的表达模式, 使之能够接收

新环境的生存信号[19-21]；活性氧(Reactive oxygen species, ROS)通过不依赖配体的

方 式 激 活 生 长 因 子 受 体 , 从 而 逃 逸 凋 亡 [22-25] ； 上 皮 间 质 转 化

(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)激活[26-29]等。这些方式导致细胞存活信

号激活和凋亡途径抑制, 最终使肿瘤细胞抗失巢凋亡, 促进转移。“Cai Q 等发现

“失巢凋亡抵抗”是侵袭性卵巢癌细胞的重要特征[20]，并且肿瘤细胞的这种“失巢

凋亡抵抗”是肿瘤转移的重要早期事件和先决条件，被认为是转移一系列步骤中

首要的关键步骤。Akekawatchai 等发现失巢凋亡抵抗促进乳腺癌细胞转移[30]。

“失巢凋亡”现象最初发现存在于上皮和内皮细胞中，但研究表明“失巢凋亡抵抗”

现象不仅存在于上皮组织源性恶性肿瘤[31-34]，在骨肉瘤细胞也同样存在“失巢凋

亡抵抗”现象[35-41]。 但是，骨肉瘤细胞“失巢凋亡抵抗”的分子机制还有待于进一

步阐明。 

1.2 FASN 与失巢凋亡抵抗 

脂肪酸合成酶(Fatty Acid Synthase, FASN)，是一种与脂肪酸代谢相关的蛋白

-引起了学者的高度关注。脂肪酸合成酶是一种具有多功能的代谢酶，在正常生

理情况下具有 7 种酶的活性，其功能之一可作为细胞脂肪合成的关键酶，在脂

肪代谢过程中起重要作用。近来许多研究表明， FASN 在多种肿瘤中异常表达，

且与肿瘤的发生、发展、转移及预后密切相关[42-45]，抑制 FASN 能显著地抑制
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恶性肿瘤的增殖、侵袭转移[46-53]。因此，FASN 被认为是潜在致癌基因及肿瘤治

疗的新靶点。最近， 本课题组发现，在 136 例骨肉瘤患者病理组织中发现，FASN

蛋白在骨肉瘤细胞中呈高表达，阳性率为 63.2%，并且 FASN 在存在肺转移患者

组织中表达量明显高于无肺转移者（86.4% vs 52.2%，p<0.01），这提示 FASN 可

能与骨肉瘤肺转移相关[54]。接着，我们对 FASN 在骨肉瘤侵袭转移中的作用进

行了一系列的研究，研究表明 FASN 参与了骨肉瘤侵袭转移过程，其机制与其

调控 HER2 的活性，进而激活 PI3K/Akt 信号通路，上调 MMP-2、MMP-9 等表

达有关。然而，值得注意的是，我们实验还发现 HER2/PI3K/Akt 通路的抑制并

不能完全逆转 FASN 所介导的骨肉瘤侵袭转移[55]，提示 FASN 介导骨肉瘤侵袭

转移可能还涉及其他方面的机制。因此，寻找 FASN 介导骨肉瘤侵袭转移的其

他机制显得十分必要和重要。FASN 作为细胞脂肪酸合成的关键酶，其代谢最终

产物棕榈酸参与脂筏合成。研究显示，脂筏在质膜中的定位对 AKT 及 ERK 的

激活非常重要，转移性肿瘤细胞可能具有调控脂筏定位以逃避失巢凋亡的机制，

尚待进一步研究[56,57]。研究证据显示，失巢凋亡抵抗（AR）是肿瘤侵袭转移过

程中的重要早期事件和先决条件，我们推测 FASN 所介导的骨肉瘤侵袭转移可能

也与其调控肿瘤细胞“失巢凋亡抵抗”有关。在预实验中，我们将悬浮培养 14 天

重新贴壁的 143B 细胞中 FASN 表达水平显著地高于贴壁培养的 143B 细胞，并

且下调 FASN 表达水平能显著地诱导骨肉瘤细胞“失巢凋亡”，这强烈的提示

FASN 在骨肉瘤细胞中的高表达可能介导细胞“失巢凋亡抵抗”进而促进骨肉瘤

细胞转移。但 FASN 是否直接通过调控肿瘤细胞“失巢凋亡抵抗”参与骨肉瘤侵

袭转移，有待于从多水平、多角度进一步明确。假定 FASN 通过调控肿瘤细胞“失

巢凋亡抵抗”参与骨肉瘤侵袭转移，那么在骨肉瘤侵袭转移过程中， FASN 又是

通过调控哪些信号通路及哪些效应分子来实现肿瘤细胞抵抗“失巢凋亡”，值得我

们深入研究和探讨。 

1.3 失巢凋亡抵抗与 pERK/BCL-xl 信号通路 

随着对细胞失巢凋亡深入研究，失巢凋亡抵抗的分子机制被逐步揭示。目

前研究显示，多种激酶/磷酸酶相关信号分子在肿瘤失巢凋亡信号传导过程中起

关键性的调节作用。主要的信号通路包括：Raf/ERK; PI3K/AKT 及 JUN 氨基末

端激酶途径。 
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1.3.1 AKT 信号通路 

丝氨酸/苏氨酸激酶 AKT（又称作蛋白激酶 B 或 PKB）作为一种原癌基因，

是因为它在调控各种不同细胞功能（包括代谢、生长、增殖、存活、转录以及

蛋白质合成）方面发挥重要作用。磷酸化磷脂酰肌醇三激酶 (PI3K)、受体酪氨

酸激活、细胞生长因子可作为级联放大因子激活 AKT 信号。PI3K/AKT 通路在

细胞存活中起着至关重要的作用,是调控细胞增殖、分化、代谢的重要途径之一。

当肿瘤细胞脱离 ECM 后，肿瘤细胞内激活的生长因子，如 EGFR 可激活

PI3K/AKT/mTOR 信号通路抑制细胞凋亡，促进失巢凋亡抵抗。研究显示，上皮

性肿瘤细胞发生间质转化时，PI3K/AKT 信号通路激活，使肿瘤细胞获得失巢凋

亡抵抗能力[58]。   

1.3.2 ERK 信号通路 

细胞外信号调节激酶( extracellular signal-regulated kinase，ERK) 主要包括 

ERK1和 ERK2 两个高度同源的亚型，其活性形式是磷酸化ERK（phosphorylated 

ERK）。ERK1/2 主要参与 Ras /Raf /MEK /ERK 信号通路促进细胞增殖、抑制

细胞凋亡。该途径的基因发生异常，可导致 Ras /Raf /ERK 信号通路异常活化，

进而影响正常细胞的凋亡、分化，促进其向恶性转化及异常增殖，产生肿瘤。

近年来的研究明，Ras /Raf /MEK /ERK 信号通路与肿瘤发生、发展及肿瘤转移

密切相关。ERK1/2 信号通路是介导肿瘤细胞失巢凋亡抵抗的重要途径之一[58-63]。

上皮性肿瘤细胞发生间质转化时，Ras/ERK 信号通路也同样被激活，使肿瘤细

胞获得失巢凋亡抵抗能力[64,65]。肿瘤细胞EGF受体的过表达通过抑制细胞中Bim

的表达，维持了悬浮细胞中 ERK 的活化，阻断了失巢凋亡。Puig Teresa 等研究

发现 FASN抑制剂能显著地抑制乳腺癌细胞中 ERK1/2信号通路的活性而诱导细

胞凋亡[66]。在雌激素诱导的 CCL39 成纤维细胞中发现，活化的 Raf 能有效抑制

失巢凋亡[67]。miRNA-200b 可通过激活 pERK/pAKT 促进乳腺癌细胞失巢凋亡抵

抗[68]。在 DLBCL 中，FASN 的表达与 MAPK/ERK 信号通路正相关，抑制

MAPK/ERK 信号通路可促进 DLBCL 细胞凋亡[69]。PKC、整联蛋白激活 ERK1/2

信号通路有助于卵巢癌细胞逃避失巢凋亡[70]。 

Bcl-xl 最早是从禽类的互补 DNA(cDNA)文库中被鉴定出来的, 属于 Bcl-2

家族Ⅰ类成员, 具有抑制细胞凋亡的作用。BCL-xl 是 Bcl-2 蛋白家族重要成员，
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Bcl-xl 蛋白是体内重要的抗凋亡蛋白，参与细胞抗凋亡过程。在正常细胞中, 

Bcl-xl 分布于胞质和膜上, 在凋亡信号作用下, Bcl-xl 转位到线粒体外膜和其他

细胞器膜上，与其他促凋亡蛋白如 Bad 结合或形成离子通道，维持线粒体外膜

的完整性，抑制细胞凋亡[71]。Bcl-xl 和 Bcl-2 在不同的细胞类型和不同的死亡

信号作用过程中, 两者发挥的作用并不完全相同[72]。在肿瘤细胞中，抑制 Bcl-xl

可以抑制细胞凋亡及坏死[73,74]。Bcl-xl 基因的表达主要在转录水平进行调节,

研究显示，调控 BCL-xl 表达的主要途径有：MEK/ERK、PI3K/Akt、NF-κB/STATs、 

c-JUN 氨基末端激酶通路等。同时，肿瘤细胞激活的 Ras/MAPK/ERK、PI3K/AKT

等分子信号通路可通过介导 BCL-2 家族成员，包括 BCL-2、BCL-xl 表达，抑制

促凋亡蛋白（Caspase-3、caspase-8、Bim、Bid 等）表达，实现凋亡抑制[75-78]。

Jazirehi. et al 在研究中发现, 抑制MEK/ERKHE和PI3K/Akt途径可以抑制Bcl-xl

的转录, 增强非霍奇金 B 细胞淋巴瘤对利妥昔单抗治疗的敏感性，促进淋巴瘤细

胞凋亡 [78]。此外， 我们预实验发现： RNAi 沉默 FASN 在骨肉瘤细胞 143B 细

胞中表达，细胞“失巢凋亡抵抗”能力显著降低，并且 p-ERK1/2 及 BCL-xl 表达

水平显著降低，这反向提示 FASN 在骨肉瘤中的过度表达可能通过激活 ERK1/2

信号通路介导抗凋亡蛋白/促凋亡蛋白过表达，从而介导肿瘤细胞 “失巢凋亡抵

抗”实现肿瘤转移。 

1.3.3 JUN 氨基末端激酶(JNK)通路 

JNK信号通路是 MAPK中重要的通路之一, 它位于胞质,包含双磷酸化功能

区(由三种氨基酸 Thr、 pro 和 Tyr 组成)与 c-junN 端的活化区结合并使其第 63、

73 位丝氨酸残基磷酸化，JNK 的活化是通过其氨基末端残基磷酸化实现的。上

皮细胞脱离细胞外基质后可迅速激活 JNK 介导细胞凋亡。JNK 凋亡信号成员包

括 Bim 和 BMF, 是 BCL-2 家族中 BH3-only 的成员。Roger 等研究显示，JNK 促

进细胞失巢凋亡,JNK 通过激活 BIM 及磷酸化 BMF 介导 BAK/BAX-依赖的细胞凋亡

途径介导上皮细胞失巢凋亡抵抗, 抑制 JNK的活性能抑制细胞失巢凋亡抵抗[80]。

肿瘤细胞中激活的 ERK 也能降低 JUN 氨基末端激酶的活性。 

综上所述，我们推测：（1）FASN 可能通过介导细胞“失巢凋亡抵抗”促进骨

肉瘤转移过程；（2）FASN 介导细胞“失巢凋亡抵抗”的机制可能与其激活 ERK1/2

信号通路，从而促进凋亡抑制蛋白 Bcl-xl 的转录表达有关。为此，本研究拟以
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人骨肉瘤组织、细胞株及裸鼠为研究对象，探索以下问题：（1）在前期证实 FASN

过度表达促进骨肉瘤侵袭转移的基础上，进一步采用肿瘤分子生物学方法、技

术从体内、外证实骨肉瘤细胞 FASN 高表达可介导细胞“失巢凋亡抵抗”促进转

移。（2）从体内、外改变 FASN 表达水平对 ERK1/2/BCL-xl 通路相关因子的改

变情况，寻找 FASN 介导细胞“失巢凋亡抵抗”促进骨肉瘤细胞转移的分子机制。

（3）寻找参与上游调控 FASN 表达促进失巢凋亡抵抗的相关 mircoRNA，将为

骨肉瘤转移的防治提供新的策略。 

 



第 2 章 材料与方法 

7 

第 2 章 材料与方法 

2. 1 实验材料 

2.1.1 主要实验仪器设备 

仪器名称 公司 

Real-time PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 

Western-bolt 电泳系统 美国 Bio-Rad 公司 

凝胶成像系统 美国 Bio-Rad 公司 

琼脂糖凝胶电泳系统 美国 Bio-Rad 公司 

恒温细胞培养箱 美国 Thermo 公司 

高速离心机 

低温高速离心机         

美国 Thermo 公司 

美国 Thermo 公司 

漩涡混合器 德国 IKA 公司 

恒温摇床 哈尔滨东联电子 HZQ-Q 

恒温水浴箱 上海智诚分析仪器制造有限公司 

摇床 上海智诚分析仪器制造有限公司 

生物安全柜 美国 Thermo 公司 

倒置荧光显微镜 日本 Nikon 公司 

倒置相差显微镜 日本 Nikon 公司 

超纯水系统 Millipore公司 

MYECL Imager Thermo Fisher Scientific 

流式细胞仪 美国Beckman公司 

2.1.2 主要实验试剂 

试剂名称 公司 

DMEM 培养基 美国 Invitrogen 公司 
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EMEM 培养基 

McCOY'S 5A 培养基 

DMEM/F12 培养基 

美国 Invitrogen 公司 

美国 Invitrogen 公司 

美国 Invitrogen 公司 

胎牛血清 澳洲 Gibco 公司  

氨苄青霉素 美国 Sigma 公司 

DMSO 美国 Sigma 公司 

胰蛋白酶 

Costar® Ultra Low Attachment 六孔板 

美国 Sigma 公司 

美国 Corning 公司 

小鼠抗-FASN单抗(ab22759) 

小鼠抗-BCL-xl单抗[E18] (ab32370) 

美国Abcam公司 

美国Abcam公司 

小鼠抗-β-actin单抗 

小鼠抗-capase3单抗（9662） 

小鼠抗-pERK1/2（Thr202/Tyr204）单

抗(#9101S) 

美国Abcam公司 

美国Cell Signaling Technology公司 

美国Cell Signaling Technology公司 

兔抗鼠二抗 

Alexa Fluor 488羊抗兔IgG（ab150077） 

美国Abcam公司 

美国Abcam公司 

PVDF 膜 

TGX™ FastCast™ Acrylamide Kit 

美国Millipore公司 

美国Bio-Rad公司 

mRNA提取试剂 美国Invitrogen公司 

RT-PCR 逆转录试剂盒 美国Invitrogen公司 

Sosofast定量PCR荧光染料 美国Bio-Rad公司 

FITC-Annexin V/PI凋亡试剂盒 

PE-Annexin V/7-AAD凋亡试剂盒 

美国Biolegend公司 

美国Biolegend公司 

PI/RNAase 美国Sigma公司 

Triton X-100 美国Sigma公司 

2.1.3 细胞株  

143B：人骨肉瘤细胞, 购买于美国 ATCC 细胞库。MG-63：人骨肉瘤细胞株，

来自香港大学骨创伤与矫形外科实验室。Saos-2：人骨肉瘤细胞株，来自香港大

学骨创伤与矫形外科实验室。hFOB1.19:人成骨细胞株，购买于美国 ATCC 细胞
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库。 

2.2 实验方法 

2.2.1 细胞培养 

（1）复苏及传代 

准备一个洁净烧杯，内盛 2/3 杯 37℃的温水。从液氮罐中迅速取出冻存管

后投入烧杯中，摇晃使其迅速溶解。将冻存管内的细胞悬液转移到预先装有 5ml

完全培养液（143B 细胞培养液为含 10％胎牛血清的 DMEM，MG-63 细胞培养液

为含 10％胎牛血清的 EMEM，Saos-2 细胞培养液为含 10％胎牛血清的 McCOY'S 

5A）的离心管中，在室温下，1000rpm 离心 10min，弃上清，加入 5ml 完全培养

液轻轻吹打混匀，转入 25cm2 细胞培养瓶里，于 37℃，含 5%CO2 的饱和湿度细

胞培养箱中培养过夜。弃去瓶内的旧培养液，加 5ml 新培养液，于孵箱内继续

培养。待细胞生长覆盖 70~80％瓶底面积时，用于实验操作或传代。 

（2）细胞悬浮培养处理 

本实验中，将贴壁生长对数期骨肉瘤细胞（143B，MG-63）及非肿瘤对照

成骨细胞（hFOB1.19），胰酶消化后，转移至低粘附（low-attachment）培养瓶中

进行悬浮培养，悬浮培养基血清浓度为 20%，隔天换液，连续悬浮培养 14 天后

重新贴壁，筛选出存活的细胞克隆，并贴壁扩大培养，再继续悬浮 14 天后重新

贴壁筛选存活克隆。如此反复 3 个循环，建立抗失巢凋亡细胞系模型，命名为

143B-AR（Anoikis Resistant）细胞。 

2.2.2 集落形成试验检测细胞抗失巢凋亡能力 

（1）集落形成试验 

取对数生长期 143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19 细胞各一瓶，用 0.25%胰

酶消化完全后，加入 5ml 完全培养液终止消化，反复轻轻吹打制成单细胞悬液

后，按 1×105/孔接种在低粘附 24 孔板中培养，设 3 孔平行样，悬浮培养 7 天后

将细胞悬液接种至普通 24 孔板中，继续培养 5 天后，弃培养液，甲醇固定细胞

10min，结晶紫染液染色 30min后，计数每孔细胞形成的集落数（显微镜下计数>50
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个细胞为 1 个克隆），使用 ImageJ pro 软件进行数据分析。 

（2）细胞存活率试验 

取对数生长期 143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19 细胞各一瓶，用 0.25%胰

酶消化完全后，加入 5ml 完全培养液终止消化，反复轻轻吹打制成单细胞悬液

后，按 5×104/孔接种在低粘附 24 孔板中进行悬浮培养，设 3 孔平行样，在第 2，

4，6 天后将细胞悬液用台盼蓝染色计数，计数每孔细胞存活的细胞数及细胞存

活率。 

（3）流式细胞仪检测细胞凋亡率 

取对数生长期 143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19 细胞各一瓶，用 0.25%胰

酶消化完全后，加入 5ml 完全培养液终止消化，反复轻轻吹打制成单细胞悬液

后，按 1×106/孔接种在低粘附 6 孔板中进行悬浮培养，设 3 孔平行样，悬浮培养

48h 后进行细胞凋亡检测：  

1）收样：预先用离心管收集培养瓶内的悬浮细胞液, 用 0.25%不含 EDTA

的胰酶消化悬浮细胞团后加入离心管，后加入 5ml 完全培养液终止消化，轻轻

吹打制成单细胞悬液；  

2）离心：1000rpm/min ,5min, Cell Staining Buffer 洗 2 次；取 100ul 细胞悬

液加入流式管中； 

3）染色：加入 100μl Binding Buffer 和 FITC 标记的 5μl Annexin V-FITC/ 

Annexin V-PE，加入 10ul PI/7AAD, 室温避光 30min；检测前加入 400μl Binding 

Buffer； 

4）上机：1h 内上机检测细胞凋亡。 

5）分析：使用 FlowJoV10 软件进行数据分析。 

2.2.3 实时荧光定量 PCR 检测 FASNmRNA 水平的表达状况 

(1) FASN 基因的实时荧光定量 PCR 引物 

采用ABI Primer Express 3.0 软件设计实时荧光定量 PCR引物，Tm值为 60℃

左右，PCR 引物长度在 21-25bp，扩增片断在 150-200bp 之间，由上海生工生物

科技有限公司设计并合成了针对 FASN、GAPDH 的实时荧光定量 PCR 引物，并

在 NCBI 中进行了 blast 比对。引物序列如下： 
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引物名称 序列 (5’–3’)  

GAPDH (homo sapiens) Forward ATTGTCAGCAATGCATCCTG  

GAPDH (homo sapiens) Reverse ATGGACTGTGGTCATGAGCC  

FASN (homo sapiens) Forward CAACTCACGCTCCGGAAA  

FASN (homo sapiens) Reverse TGTGGATGCTGTCAAGGG  

 

(2) 实时荧光定量 PCR 检测 Rad51 mRNA 水平的表达状况 

1) 细胞总 RNA 的提取 

提取 RNA 的用品（EP 管、吸头、水等均为去 RNNase 的用品)，提取试剂

均于 180℃高温干热灭菌、去 RNase。细胞总 RNA 提取 

a)  培养细胞： 收获细胞 1×107，移入 1.5ml 离心管中，加入 1ml Trizol，

混匀，室温静置 5min。 

b)  加入 0.2ml 氯仿，振荡 15s，静置 2min。 

c)  4℃离心，12000g×15min，取上清。 

d)  加入 0.5ml 异丙醇，将管中液体轻轻混匀，室温静置 10min。 

e)  4℃离心，12000g×10min，弃上清。 

f)  加入 1ml 75%乙醇，轻轻洗涤沉淀。4℃，7500g×5min，弃上清。 

g)  晾干，加入适量的 RNNase free H2O 溶解（65℃促溶 10-15min） 

2)  两步法 cDNA 逆转录合成（20μl 体系） 

a) 配制 RNA/引物混合物： 

总 RNA   5μg 

Oligo(dT)20（50μM）1μl       离心，70℃水浴 10min 后 

RNase free H2O 补足 12μl       迅速冰上放置 2min； 

b) 配置 cDNA 合成混合物： 

上述模版 RNA 溶液 12μl 

5×M-MLV buffer  4μl 

RTase M-MLV(200U/μl) 1μl      离心，42℃ 1h, 95℃ 10min 

dNTP Mixure  2μl             后冰上冷却 

RNase Inhibitor(40U/μl) 1μl 

3) Real-time PCR 扩增体系为： 
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Ssofast 染料      5  μl 

H2O            3  μl         离心, 95℃ 3min，95℃ 15s, 

上游引物（10μM） 0.5 μl        60℃ 复性、扩增 30s，读板。 

下游引物（10μM）0.5 μl        再循环扩增 39 次  

cDNA           1  μl 

4) 数据分析作图 

按照目前普遍采用的计算基因相对表达量的方法（2-ΔΔCt 法）分析 Rad51 

mRNA 水平的变化。（Ct 为热循环仪检测到反应体系中荧光信号的强度值，

ΔΔCt=(Ct,目的基因-Ct, GAPDH)实验组-(Ct,目的基因-Ct,GAPDH)对照， 2-^^Ct 表示的是实验组目的基

因相对于对照组的表达倍数）。 

2.2.4 Western-blot 检测 FASN、pERK1/2、c-caspase3、BCL-xl 蛋白水平

的表达状况 

(1) 细胞总蛋白的提取 

1) 收获生长对数期细胞，用预冷 PBS 洗 2-3 遍； 

2) 加入 100μl 细胞裂解液 RIPA 裂解液(含 PMSF 蛋白酶抑制剂)，5min 后

用细胞刮匙收集细胞裂解液至 EP 管中； 

3) 4℃，12000rpm/min 离心 5min，获得细胞蛋白沉淀； 

（2）标准曲线的制作 

1）取 6 支试管，按下表加入试剂，摇匀，并放置 5min 左右，以 0 号管为

空白对照，在 595nm 下比色测定吸光度绘制标准曲线。 

 

2） 吸取 1.0 ml 蛋白质样品加入 5 mL 考马斯亮蓝试剂， 混合摇匀， 2 min 
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后用分光光度计测量 595nm 下蛋白质吸收值。根据标准曲线计算待测样品的浓

度： 

蛋白质含量(mg/g)=C×VT×N/(W×VS×1000) 

C： 从标准曲线上查得蛋白质的质量，μ g 

VT：样品提取液总体积，ml 

V： 显色时取样品液量， ml 

W： 样品重， g N： 稀释倍数 

标准(100 μg/ml)牛血清蛋白溶液： 

称取牛血清蛋白 25 mg， 加水溶解并定容至 100 ml。 吸取上述溶液 40 ml 

用蒸馏水稀释至 100 ml。考马斯亮蓝 G-250 溶液：称取 100 mg 考马斯亮蓝

G-250， 溶于 50 ml 95%的乙醇中， 加入 100 ml 85%(w/v)的磷酸， 再用蒸馏

水定容到 1 L， 过滤置于棕色瓶中保存。 

(3) Western- Blot 蛋白凝胶电泳 

1) 清洗制胶板平板，安装垂直型电泳制胶板； 

2) 配制和灌注分离胶（12%），用水封胶 20 分钟后，灌注浓缩胶（4%）；

插入梳子， 凝固半小时以上。 

3) 待胶凝固后， 拔出梳子， 加入电泳缓冲 Buffer。 

4) 样品处理：每个孔总上样量为 21ul，每个样品与相应体积的 4×loading 

buffer 混匀，100℃水浴 5min，瞬时离心，备用； 

5) 上样：加上样缓冲液，将处理好的样品和 Marker 加入到上样孔中； 

6)电泳：浓缩胶电泳所用电压为 45V (35min)，分离胶为 110V(135min)； 

7) 溴酚蓝指示剂电泳到分离胶底部时（距底部 1 cm 左右） ， 停止电泳； 

8) 转膜：按照“滤纸一 PVDF 膜一凝胶一滤纸”的顺序，在 4℃转移缓冲液

中，将分离蛋白转印至 PVDF 膜上（210mA，2h）； 

9) 封闭、加一抗：转印好的 PVDF 膜置于 5％（5ml）BSA，室温摇床缓慢

振摇 1h 后，加一抗（1：1000~5000），4℃摇床缓慢振摇过夜。 

10) 加二抗：用 TTBS 洗 PVDF 膜，用 5%脱脂奶粉配制 1：5000 的二抗，

摇床于室温缓慢振摇 1h。 

11) 曝光：用 TTBS 洗 PVDF 膜，加发光液，于 MYECL Imager 曝光。 

12) 试剂配方： 

10% SDS： 称 10 g SDS 用双蒸水溶解， 定容到 100 ml， 室温放置。 
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10% 过硫酸铵（ 1 ml） ： 称 0.1g 过硫酸铵溶于 1 ml 双蒸水中， 在 4℃

冰箱中可保存 3-4 个星期。 

分离胶缓冲液： 1.5 M pH 8.8 Tris.HCl 

浓缩胶缓冲液： 0.5 M pH 6.8 Tris.HCl 

电泳缓冲液：pH8.3 1000 mL，25 mmol/L Tris 3.03 g，250 mmol/L 甘氨酸 

18.77 g，0.1% SDS， 1 g 定容至 1 L 

转移缓冲液： pH8.3 1000 mL，25 mmol/L Tris 3.03 g，192 mmol/L 甘氨酸 

14.41 g 

2.2.5 FASN 基因 RNA 下调/上调载体的构建及效果测定 

(1)LV-shRNA-Rad51 干扰载体的构建 

从 NCBI 公 共 数 据 库 中 下 载 FASN 的 参 考 基 因 序 列

（ shRNA1,shRNA2,shRNA3 ）， 构 建 表 达 shRNA 慢 病 毒 载 体 ， vector 

pLV-EGFP:T2A:Puro-EF1A.由上海吉玛基技术公司设计、合成、包装完成，并测

序鉴定。 

FASN 干扰载体序列： 

 阳性序列（sh-FASN）： 

shFASN1:GGTATGCGACGGGAAAGTATCCTCGAGGATACTTTCCCGTCG

CATACC,  

shFASN2:ACATGGTCCTGAGCAGCTTTGCTCGAGCAAAGCTGCTCAGG

ACCATGT,  

shFASN3:CCTGCGTGGCCTTTGAAATGTCTCGAGACATTTCAAAGGCCA

CGCAGG 

阴性对照序列（NC）： 5’-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3’ 

FASN 上调载体序列： 

因 FASN 基因序列太长，无法将整个基因序列插入慢病毒载体中。因此，我

们克隆了整个 FASN 的 ORF 序列 (NCBI Ref Seq: BC007909)，并插入

pLVX-mCMV-mCherry-SV40-Hygro 慢病毒载体。 

(2) 慢病毒转染细胞 

1) 接种：取对数生长期细胞消化、计数后，接种至六孔板中，每孔 105 个
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细胞，待细胞融合度为 30%-50%时用于转染。 

2) 转染：将阳性病毒载体（shRNA-FASN）和阴性对照载体（NC）按照

MOI=100 稀释于新鲜培养基 2.5ml，加入六孔板，24h 后换液，孵箱内继续培养

72h。 注：MOI=感染时病毒数量/细胞数量 ，慢病毒载体滴度约 1*109TU/ml。 

3) 观察转染效率：倒置荧光显微镜下观察荧光，待慢病毒感染目的细胞的

效率达 80~90%以上时，可进行扩大培养及用作实验。 

1) 4) 使用 Puromycin、Hygromycin 进行抗性筛选，建立稳定转染细胞株。 

(3) 干扰效果检测 

将成功转染了阳性、阴性对照病毒载体细胞采用 Western-Blot 及 ICC 技术检

测 FASN 蛋白、mRNA 表达状况。 

(4) siRNA 转染 

1) 细胞接种：取对数生长期细胞消化、计数后，接种至 24 孔板中，每孔

5×103 个细胞，待细胞融合度为 30%-50%时用于转染。每孔 500μl 培养基（不可

加抗生素）。 

2) siRNA-RFect 混合物准备：1.6pmolsiRNA 用 50μl 无血清培养基稀释。

2.2μlRFect 用 50μl 无血清培养基稀释。轻轻混匀，室温孵育 5min。 

3) 室温孵育 5min 后，将 siRNA 稀释液与 Hiperfect 稀释液混合（总体积

100μl）。轻轻混匀，室温孵育 20min。 

4) 将混合物加到培养的细胞内（完全培养基培养）：将 100μl 混合物加入培

养孔内，培养孔内含有 0.5ml 培养的细胞。轻轻晃动培养板，混匀。放入细胞培

养箱培养 18-72h，检测基因抑制效果及其功能性检测。 

2.2.6 细胞迁移实验 

(1) Transwell 细胞迁移实验 

1) 制备细胞悬液：先让细胞撤血清饥饿 12-24h，消化细胞，终止消化后离

心弃去培养液，（用 PBS 洗 1－2 遍），用含 BSA 的无血清培养基重悬。调整细

胞密度至 5×105/ml。 

2) 上室：加入细胞悬液 100μl，下室：加入含血清培养基 600ul。 

3) 培养细胞：将 Transwell 板放入 37℃、5%CO2 培养箱继续培养 24h。 

4) 细胞固定、染色：取出小室，吸入小室内和培养板中的培养液，用棉签

淡.凡
高亮
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小心擦去小室内面的细胞，下室加入 PBS，轻轻震荡小室，然后下室加入甲醇

固定细胞 10min，结晶紫染液染色 30min 后，轻轻冲洗小室，再次用棉签擦拭小

室内侧面多余的染液。 

5) 封片：用手术刀片轻轻将小室膜切下，贴在载玻片上，在 100×倒置显微

镜下随机取 5-10 个视野，计数、拍照，使用 ImageJ pro 软件进行数据分析。 

(2) 细胞划痕实验： 

1) 准备：所有能灭菌的器械都要灭菌，直尺和 marker 笔在操作前紫外照射

30min（超净台内） 

2) 先用 marker 笔在 6 孔板背后，用直尺比着，均匀得划横线，大约每隔

0.5~1cm 一道，横穿过孔。每孔至少穿过 5 条线。 

3) 在 6 孔板加入约 5×105 细胞/孔，过夜能铺满。 

4) 第二天用 20ul 枪头比着直尺，尽量垂至于背后的横线划痕，枪头要垂直，

不能倾斜。 

5) 用 PBS 洗细胞 2 次，去处划下的细胞，加入无血清培养基。 

6) 放入 37℃、5%CO2 培养箱，培养。按 72h 取样，拍照。 

2.2.7 细胞免疫荧光 

1）制备单细胞悬液: 对数生长期细胞各一瓶，用 0.25%胰酶消化完全后，

加入 5ml 完全培养液终止消化，反复轻轻吹打制成单细胞悬液后。 

2）接种细胞：将细胞悬液按 1×104 细胞/孔数量加入 ibidi 12 孔玻片中，放

入 37℃、5%CO2 培养箱培养 24h。 

3）细胞固定：PBS 洗 2 遍，加入多聚甲醛 1ml，室温固定 20 分钟。 

4）穿孔：向孔内加入 0.5%Triton X-100(PBS 配制)室温通透 20min，使细胞

膜通透。 

5）封闭：除去 Triton X-100，PBS 清洗后，5%BSA 封闭 2 小时。 

6）加一抗：一抗浓度为 1：500，4℃湿盒内孵育过夜。。 

7）加荧光二抗：吸去一抗，PBST 清洗后，加入二抗，浓度为 1：200，室

温避光孵育 1 小时。 

8）复核染色：吸去二抗，PBST 清洗后，加入 DAPI，室温避光孵育 10min。 

9) 荧光显微镜观察：用吸水纸吸干爬片上的液体，用含抗荧光淬灭剂的封
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片液封片，然后在荧光显微镜下观察采集图像。 

2.2.8 体内成瘤实验 

（1）细胞悬液皮下成瘤：取对数生长期上述细胞，胰酶消化后，PBS 清洗

两遍除去残余培养基，用无血清 DMEM 调整细胞浓度为 10^7/ml，使用 1ml 注

射器注射入裸鼠右腋后部，注射液体量为 150ul，注射细胞量为 1.5*10^6 个/只，

2 周后拍摄活体成像验证荧光素酶转染效率。 

（2）组织块原位移植： 

1）待皮下瘤体生长至 1cm 直径时，超净台中将裸鼠脱颈处死摘取皮下瘤，

将瘤体组织剪成 1mm 直径的组织块置于无血清 DMEM 中。 

2）2.5%阿弗丁（150ul/10g）麻醉裸鼠，待裸鼠痛觉消失后，常规消毒局部

皮肤，用眼科剪在裸鼠左后肢胫骨上端作一 1cm 的纵切口。 

3）暴露胫骨近端外侧，掀起 1.5mm*1.5mm 大小的骨皮质，将瘤体组织植

入骨髓腔，0.5cm 直径骨蜡覆盖，缝合筋膜及皮肤，同样方法移植 30 只裸鼠。 

4）置于热台待其苏醒，放回动物房，半小时观察一次。 

（3）慢病毒感染瘤体：待瘤体生长至 100mm^3 大小时（2 周左右），对裸

鼠按体重大小进行编号，参照随机数表将裸鼠随机分为 2 组（NC、shRNA-FASN，

N=6）,分别在瘤内注射 10^8PFUs 慢病毒，液体量为 100ul。 

（4）观察测量：每 7 天测量一次裸鼠瘤体大小（使用游标卡尺，体积公式

为：V=L*H^2/2），绘制生长曲线。移植后 5 周脱颈处死裸鼠（若出现恶液质、

感染、坏死则提前结束实验），剥离瘤体并称重，保存于-80°冰箱，后续行 WB、

qPCR 检测； 

（5）观察肺部转移情况：使用 Night OWL LB 983 (Berthold)活体成像仪进

行裸鼠肺部活体成像，并行组织学检查。 
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2.2.9 Microarray 

(1) 取生长对数期 1 × 107 以下细胞：143B、143B-AR 以及 143B control/FASN 

silence、143B-AR control/FASN silence 6 种细胞不同处理方式的细胞。 

(2) 使用RNeasy Mini Kit (Qiagen)按说明书步骤提取总RNA并进行 RNA含

量定量。 

(3) 将 143B 、 143B-AR 以 及 143B control/FASN silence 、 143B-AR 

control/FASN silence 6 种细胞的总 RNA 送至华大基因进行 microarray 以及数据

分析。 

2.2.10 统计学分析方法 

实验中的计量资料用均值±标准差（x±s）表示；用 SPSS15.0 统计学软件进

行统计分析；实验组和对照组采用配对 t 检验分析，其余实验样本间均数比较采

用单因素方差分析，p<0.05 有统计学意义。 
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第 3 章 结 果 

在骨肉瘤细胞株中，143B 为高增殖性、高侵袭细胞株，MG63 为高增殖、

低侵袭细胞株，Saos-2 为低增殖、低侵袭肿瘤细胞株, 即在细胞增殖侵袭能力水

平，143B >MG-63> Saos-2。本研究中，我们选取了增殖侵袭能力不同的 3 种骨

肉瘤细胞株 143B、MG-63、Saos-2 和 1 种非肿瘤细胞（正常成骨细胞）hFOB 1.19 

进行本课题研究。正常状态的骨肉瘤细胞株 143B、MG-63、Saos-2 和非肿瘤细

胞 hFOB 1.19 均贴壁生长的细胞，当处于悬浮培养时，部分细胞可因激活失巢凋

亡程序导致细胞死亡。因此本研究在细胞悬浮状态下探索细胞抗失巢凋亡能力。 

3.1 骨肉瘤细胞（143B、MG-63、Saos-2）与正常成骨细胞（hFOB1.19）

细胞抗失巢凋亡能力的研究 

3.1.1 悬浮培养 143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19 细胞，骨肉瘤细胞失

巢后细胞存活率高于正常成骨细胞。 

本为了探索细胞抗失巢凋亡能力，我们将 4 种贴壁生长的细胞种植在低贴

壁的培养板中进行悬浮培养，在第 2，4，6 天用台盼蓝染色计数存活细胞数目。    

结果显示(图 1A)：随着悬浮培养时间延长，4 种细胞存活率均逐步下降。

但是，骨肉瘤细胞 143B 和 MG-63 存活率显著高于非肿瘤细胞 hFOB 1.19，细胞

在悬浮培养第 6 天时，143B 细胞存活率仍有 0.53±0.05，MG-63 细胞存活率为

0.48±0.08，显著高于 hFOB 1.19（0.15±0.09）。这一结果提示，与正常细胞 hFOB 

1.19 相比，肿瘤细胞 143B、MG63 能耐受悬浮培养，具有抗失巢凋亡能力。值

得注意的是，在骨肉瘤细胞中，Saos-2 细胞悬浮 6 天后的细胞存活率仅为

0.23±0.05，明显低于 143B 和 MG63 细胞。 
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A 

 

图 1A  4 种细胞悬浮 0、2、4、6 天的细胞存活率。 

Figure 1A  The survival rate of four cell lines in suspended culture at 0,2,4,6 days. 

*：p＜0.05，两组间比较，差异具有统计学意义。 

3.1.2 悬浮培养 143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19 细胞，骨肉瘤细胞失

巢后再贴壁细胞克隆形成数目高于正常成骨细胞。 

我们将骨肉瘤细胞株 143B、MG-63、Saos-2 和非肿瘤细胞（正常成骨细胞）

hFOB 1.19 稀释成 1×105/mL 种植在低贴壁的培养板中进行悬浮培养，悬浮培养

7 天后，转移至正常培养板中培养，贴壁培养 5 天后固定染色，计数克隆形成数

目 (图 1B)。 

结果显示(图 1B&C)：在显微镜下，悬浮培养细胞易形成细胞团簇，MG-63

和 143B 悬浮细胞形成成片大条索状及球形的细胞团簇，而 hFOB 1.19 只形成少

量细胞团簇。贴壁后的克隆形成实验显示，肿瘤细胞 143B（322±9）、MG-63

（192±5）、Saos-2（65±5）细胞克隆形成数目要明显高于 hFOB1.19（43±3），以

143B 和 MG-63 更为显著。这一结果提示，肿瘤细胞 143B 和 MG-63 比正常细胞

具有更强抗失巢凋亡能力和增殖能力。 
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 B                                         C 

        

 

图 1B&C  4 种细胞悬浮培养 7 天后贴壁细胞克隆形成率。 

Figure1B&C  The colony formation rate of four cell lines after suspended culture for 7 days. 

**：p＜0.01，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

3.1.3 悬浮培养 143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19 细胞，骨肉瘤细胞失

巢凋亡率低于正常成骨细胞。 

我们将骨肉瘤细胞株 143B、MG-63、Saos-2 和非肿瘤细胞（正常成骨细胞）

hFOB 1.19 在低贴壁的培养板中进行悬浮培养，悬浮培养 48h 后，使用流式细胞

仪检测细胞凋亡率 (图 1D&E)。 

结果显示(图 1D&E)：悬浮培养 48h 后，肿瘤细胞 143B(13.33±0.88)、

MG-63(27.67±1.45) 凋 亡 率 明 显 低 于 hFOB1.19(41.33±1.856) 和

Saos-2(38.67±1.8±56)。这一结果进一步提示，肿瘤细胞 143B 和 MG-63 具有很

强抗失巢凋亡能力。 
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D 

 

     E 

         

图 1D&E  4 种细胞悬浮培养 48h 检测细胞凋亡率  

Figure1D&E  The apoptotic rate of four cell lines after suspended culture for 48h. 

*：p＜0.05，两组间比较，差异具有统计学意义。 

**：p＜0.01，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

3.1.4 悬浮培养 143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19 细胞，检测促凋亡蛋

白 c-Caspases3 表达量。 

我们将骨肉瘤细胞株 143B、MG-63、Saos-2 和非肿瘤细胞（正常成骨细胞）

hFOB 1.19 分别种植普通培养板/低贴壁的培养板中进行贴壁/悬浮培养，培养 48h

后，western-blot 检测贴壁和悬浮状态下各细胞 c-Caspases3 表达量 (图 1F)。 

结果显示(图 1F)：贴壁培养状态下，4 种细胞中 c-Caspases3 表达量均低。

悬浮培养状态下，非肿瘤细胞 hFOB1.19 中 c-Caspases3 表达量最高，肿瘤细胞

中，Saos-2 表达最高, 其次为 MG-63，143B 细胞表达量最低。这提示，高增殖



第 3 章 结果 

23 

性肿瘤细胞（143B、MG-63 细胞）抗失巢凋亡能力强，而低增殖性肿瘤细胞 Saos-2

和非肿瘤细胞 hFOB1.19 抗失巢凋亡能力差。 

  F        

 

  图 1F  4 种细胞贴壁/悬浮培养 48h 检测 c-Caspases3 蛋白表达量  

  Figure1F The expression of cleaved-Caspases3 of four cell lines after adherent/suspended 

culture for 48h. 

 

第 1 部分 小结： 

针对骨肉瘤细胞（143B、MG-63、Saos-2）与正常成骨细胞（hFOB1.19）

细胞抗失巢凋亡能力的研究，结果提示： 

① 骨肉瘤细胞比正常非肿瘤细胞具有更强的失巢凋亡抵抗能力； 

② 骨肉瘤细胞中失巢凋亡抵抗能力存在差异：143B >MG-63> Saos-2。 

3.2．初步探索 FASN 在骨肉瘤细胞抗失巢凋亡中的作用 

3.2.1 检测 FASN 在 143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19 细胞中的表达水

平。 

我们将骨肉瘤细胞株 143B、MG-63、Saos-2 和非肿瘤细胞（正常成骨细胞）

hFOB 1.19 种植在贴壁培养板和低贴壁的培养板中，分别进行贴壁和悬浮培养， 

48h 后，western-blot、ICC 检测 FASN 表达量(图 2A&B)。 

结果显示(图 2A&B)：贴壁培养和悬浮状态下，143B、MG-63、Saos-2 肿瘤
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细胞中 FASN 蛋白表达量明显高于非肿瘤细胞 hFOB1.19。同时，我们发现悬浮

培养状态下，肿瘤细胞中 FASN 表达量明显升高。这提示：1、FASN 的表达与

肿瘤相关。2、细胞失巢状态激活 FASN 表达，参与抗失巢凋亡过程。 

A 

 

     B 

 

图 2A&B  FASN 在骨肉瘤细胞中高表达。 (A) Western-blot 检测 4 种细胞贴壁/悬浮培养

48h 后 FASN 蛋白表达量 (B) ICC 检测 4 种细胞贴壁培养 48h 后 FASN 蛋白表达量 

FigureA&B  (A) Detect the expression of FASN of four cell lines after attached/suspended 

culture for 48h by WB. (B) Detect the expression of FASN of four cell lines after attached culture 

for 48h by ICC. 

3.2.2 初步探索 FASN 在抗失巢凋亡的作用及机制。 

（1）我们将骨肉瘤细胞株 143B、MG-63、Saos-2 和非肿瘤细胞（正常成
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骨细胞）hFOB 1.19 悬浮培养 48h 后，western-blot 筛查参与肿瘤细胞抗凋亡通路

的相关蛋白（pERK1/2，pNF-kB, Bcl-2，BCL-xl, XIAP 等），寻找与 FASN 蛋白

变化一致的抗蛋白进行研究。 

结果显示(图 2C)： 在悬浮状态下，细胞 FASN 蛋白的表达量与 pERK1/2、

BCL-xl 变化一致。这提示，FASN 可能通过 pERK1/2/BCL-xl 信号通路参与抗失

巢凋亡。 

            C 

            

图 2C  4 种细胞悬浮培养 48h 检测 FASN/pERK1/2/BCL-xl 蛋白表达量  

Figure2C  The expression of FASN/pERK1/2/BCL-xl of four cell lines after attached/suspended 

culture for 48h. 

（2）我们使用 siRNA-FASN 转染 143B、MG-63 细胞，在第 2，4，6 天用

台盼蓝染色计数存活细胞数目。    

结果显示(图 2D )：在 143B、MG-63 细胞中，siFASN 组悬浮细胞存活率显

著高于 control 组。在悬浮第 2 天时，在 143B 细胞中，si-FASN 组细胞存活率仍

有 0.58±0.05，而 control 组存活率有 0.91±0.07。MG-63 细胞中，si-FASN 组存活

率为 0.66±0.10，而 control 组存活率 0.8±0.17。在悬浮第 6 天时，在 143B 细胞

中，si-FASN 组细胞存活率仍有 0.36±0.04，而 control 组存活率有 0.61±0.10。

MG-63 细胞中，si-FASN 组存活率为 0.33±0.03，而 control 组存活率 0.48±0.02。

这一结果初步提示，抑制 FASN 可促进骨肉瘤细胞失巢凋亡。 

（3）我们使用 siRNA-FASN 转染 143B、MG-63 细胞，western-blot 检测

pERK1/2。 

结果显示(图 2E)：在 143B、MG-63 细胞中，转染 siFASN 组细胞 pERK1/2

蛋白表达明显受抑制。这一结果初步提示，抑制 FASN 可能抑制 pERK1/2 相关
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信号通路。 

  D                                    E 

 

       

图 2D&E  转染 siRNA-FASN 后细胞失巢存活率(C)及 pERK1/2 表达水平(D)。 

Figure2D&E    143B and MG-63 were transfected with siFASN and suspended. The cell 

survival rate (C) and pERK1/2 expression level(D) were detected by anoikis assay and 

Western-blot. 

第 2 部分小结： 

初步探索 FASN 在抗失巢凋亡的作用及机制： 

① 与正常非肿瘤细胞相比，骨肉瘤细胞中 FASN 高表达； 

② 骨肉瘤细胞中 FASN 表达水平存在差异：143B >MG-63> Saos-2，与失巢

凋亡抵抗能力呈正相关； 

③ 抑制 FASN 可降低细胞失巢凋亡抵抗能力； 

④ FASN 促进失巢凋亡抵抗可能与 pERK1/2 介导细胞抗凋亡信号通路相

关。  

3.3 下调 FASN 表达，抑制细胞失巢凋亡抵抗。 

我们构建了下调 FASN 慢病毒(FASN-shRNA1、shRNA 2、shRNA 3)，在 143B

细胞中筛选下调 FASN 表达最好的 shRNA 序列。在 FASN 高表达细胞株 143B、

MG-63，转染慢病毒（(FASN-shRNA），下调 FASN 表达，进行功能验证。 

3.3.1 构建 FASN-silence 细胞株。 

我们构建了下调 FASN 的 3 个 shRNA 序列 shRNA1、shRNA2、shRNA3 插

入到慢病毒载体 pLV-EGFP:T2A:Puro-EF1A。143B 细胞中转染慢病毒 control、
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shRNA1、shRNA2、shRNA3， western-blot 显示 shRNA3 下调 FASN 表达效果

最好（图 3A）。后续使用 shRNA3/control 慢病毒转染 143B 细胞及 MG-63 细胞，

Puro 进行 抗性筛 选 ，筛选 出稳 定 转 染 shRNA3/control 的细胞 143B 

FASN-silence/control、MG-63 FASN-silence/control (图 3B)。143B FASN-silence、

MG-63 FASN-silence 细胞中 mRNA （图 3C）及 FASN 蛋白（图 3D&E）。 

  A                                 B 

 

C                                   D 

      

E 

 

图 3A-E  构建稳定下调 FASN 表达的 143B、MG-63 细胞株。(A) Western-blot 检测 3 种不

同序列 shRNA 抑制 FASN 表达的效果。(B) 稳定转染 shRNA3、control 的 143B、MG-63 细

胞的荧光图像。(C) qPCR 验证 FASN mRNA 水平受抑。(D) Western-blot 验证 FASN 蛋白水
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平受抑。(E) ICC 验证 FASN 蛋白水平受抑。 

Figure 3A-E Establish stable FASN down-regulated 143B, MG-63 cell line.  (A) Detect the 

FASN inhibitory effects of three different shRNA sequences by WB.  (B) The photography of the 

cell lines that stable transfected with shRNA3 and control.  (C) Confirm the inhibitory effects of 

FASN mRNA in stable transfected cell line by qPCR. (D) Confirm the inhibitory effects of FASN 

protein in stable transfected cell line by WB. (E) Confirm the inhibitory effects of FASN protein 

in stable transfected cell line by ICC. 

**：p＜0.01，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

3.3.2 下调 FASN 抑制失巢凋亡抵抗 

（1）悬浮后克隆形成实验（图 3F），肿瘤细胞 143B 细胞中，FASN silence

组（71±3）的克隆形成数目显著低于 control 组（108±6）。同样，在 MG-63 细胞

中，结果也是一致的（52±3 vs.66±2）。 

（2）细胞侵袭实验（图 3G），肿瘤细胞 143B 细胞中，FASN silence 组穿

透细胞数（386±14）要显著低于 control 组（621±18）。同样，在 MG-63 细胞中，

结果也是一致的（64±11 vs. 209±4）。 

（3）细胞凋亡率检测（图 3H），在 143B 细胞中，FASN silence 组在悬浮培

养 48h 的凋亡率为 57.43±3.87(%)，显著高于 control 组细胞 12.96±0.41(%)。同样，

在 MG-63 细胞中，FASN silence 组失巢凋亡率为 38.97±0.22(%)，显著高于 control

组 21.54±2.31(%)。 

这些结果提示，下调 FASN 可抑制肿瘤细胞增殖、迁移，抑制失巢凋亡抵抗。 

 F                                 G 

         

 

 



第 3 章 结果 

29 

H 

   

图 3 F-H  下调 FASN 表达抑制细胞失巢凋亡抵抗能力。 (F) 比较 FASN silence 组和 control

组悬浮 7d 后贴壁的克隆形成数目。(G) 比较 FASN silence 组和 control 组细胞迁移能力。 (H) 

比较 FASN silence 组和 control 组细胞悬浮 48h 后细胞凋亡率。 

Figure3 F-H  Down-regulation of FASN inhibited anoikis resistance abilities.  (F) 

Representative pictures of colonies of cells and quantitation of cell colony numbers between 

FASN silence and control group in 143B and MG-63 cells. 

(G) Transwell cell migration assay of FASN silence and control group in 143B and MG-63 cells. 

(H) Apoptotic rate were detected by fluorescence-activated cell sorting-based Annexin V double 

staining after suspension for two days. 

**：p＜0.01，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

第 3 部分小结： 

下调 FASN 表达，验证 FASN 在失巢凋亡中的作用。 

① 成功构建稳定下调 FASN 表达的 FASN-silence 143B、MG-63 细胞株； 

② 下调 FASN 抑制 143B、MG-63 失巢凋亡抵抗能力。  

3.4 上调 FASN 表达，促进细胞失巢凋亡抵抗。 

我们构建了 FASN 开放读码框序列（FASN-overexpression），在 FASN 低表

达细胞株 Saos-2 和 hFOB 1.19，转染慢病毒（FASN-overexpression），上调 FASN

表达，进行功能验证。 

3.4.1 构建 FASN-overexpression 细胞株 

我们克隆了整段 FASN 开放读码框(NCBI Ref Seq: BC007909)插入到慢病毒

载体 pLVX-mCMV-mCherry-SV40-Hygro。hFOB1.19 和 Saos-2 细胞中转染

over-expression/control 病毒，Hygro 进行抗性筛选稳定转染细胞株，筛选并建立
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稳定转染 overexpression/control 的细胞(图 4A)。在 hFOB1.19 和 Saos-2 细胞中，

FASN-overexpression 组中 mRNA（图 4B）及蛋白（图 4C&D）的表达上调。 

      A                                 B 

   

    C                               D 

        

图 4A-D  构建稳定上调 FASN 表达的 hFOB1.19、Saos-2 细胞株。(A)稳定转染

FASN-overexpression、control 的 hFOB1.19、Saos-2 细胞的荧光图像。 (B) qPCR 验证 FASN 

mRNA 水平上调。 (C) Western-blot 验证 FASN 蛋白水平上调。(D) ICC 验证 FASN 蛋白水

平上调。 

Figure 4A-D  Establish stable FASN up-regulated hFOB1.19, Saos-2 cell line.  (A) The 

photography of the cell lines that stable transfected with overexpression and control . (B) Confirm 

the enhanced effects of FASN mRNA in stable transfected cell line by qPCR. (C) Confirm the 

enhanced effects of FASN protein in stable transfected cell line by WB. (D) Confirm the enhanced 

effects of FASN protein in stable transfected cell line by ICC. 

**：p＜0.01，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

3.4.2  上调 FASN 促进失巢凋亡抵抗。    

（1）悬浮后克隆形成实验（图3E），在hFOB1.19细胞中，FASN overexpression
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组克隆形成数（32±2），显著高于 control 组（11±1）。同样，在 Saos-2 细胞中，

结果也是一致的（12±2 vs.6±1）。 

（2）细胞侵袭实验（图 3F），在 hFOB1.19 细胞中，FASN overexpression

组穿透膜细胞数为 123±11， control 组穿透膜的细胞数为 119±15，两者无显著

性差异。在 Saos-2 细胞中，FASN overexpression 组穿透膜细胞数为 948±41，明

显高于 control 组 595±30，具有显著性差异。 

（3）细胞凋亡率检测（图 3G），在 hFOB1.19 细胞中，FASN overexpression

组细胞失巢凋亡率为 35.3±0.65(%)，显著低于 FASN control 组 40.4±0.77(%)。

Saos-2 细胞中，FASN overexpression 组凋亡率为 42±2.2 (%)，显著低于 FASN 

contrl 组 69.7±7.7(%)。 

这些结果提示，上调 FASN 可促进肿瘤细胞增殖、迁移，增强失巢凋亡抵抗

能力。 

E                                           F 

         

         G  

   

图 4 E-G  上调 FASN 表达增强细胞失巢凋亡抵抗能力。 (E) 比较 FASN over-expression 组

和 control 组悬浮 7d 后贴壁的克隆形成数目。(F) 比较 FASN over-expression 组和 control 组

细胞迁移能力。 (G) 比较 FASN over-expression 组和 control 组细胞悬浮 48h 后细胞凋亡率。 
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Figure4 E-G  Up-regulation of FASN promote anoikis resistance abilities.  (E) Representative 

pictures of colonies of cells and quantitation of cell colony numbers between FASN 

overexpression and control group in hFOB1.19、Saos-2 cells.(F) Transwell cell migration assay of 

FASN overexpression and control group in hFOB1.19、Saos-2 cells. (G) Apoptotic rate were 

detected by fluorescence-activated cell sorting-based Annexin V double staining after suspension 

for two days. 

*：p＜0.05，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

第 4 部分小结： 

上调 FASN 表达，验证 FASN 在失巢凋亡中的作用。 

① 成功构建稳定上调 FASN 表达的 FASN-overexpression hFOB1.19、Saos-2

细胞株； 

② 上调 FASN 促进 hFOB1.19、Saos-2 失巢凋亡抵抗能力。  

3.5 FASN 激活 p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路介导失巢凋亡抵抗。 

3.5.1  FASN 对 p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路的影响。 

将 143B FASN-silence/control 及 MG63FASN-silence/control 细胞悬浮培养

48h 表达后，WB 结果显示 p-ERK1/2、Bcl-xl 蛋白表达明显下降（图 5A，左）。

将 hFOB1.19 FASN-overexpression/control 及 Saos-2 FASN-overexpression/control

细胞悬浮培养 48h 表达后，WB 结果显示 p-ERK1/2、Bcl-xl 蛋白表达明显增加（图

5A，右）。这一结果提示，FASN 可能通过 p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路参与肿瘤细

胞失巢凋亡抵抗。 

3.5.2 进一步探索 FASN 对 p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路的影响。 

为了进一步证实 FASN 与 p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路的作用关系，我们对

FASN-overexpression 组进行了信号通路阻断 - 恢复试验（图 5B ）。在

FASN-overexpression 和 control 细胞中，使用 MEK 抑制剂 GDC-0973 阻断

p-ERK1/2 表达，检测下游 BCL-xl 表达及失巢凋亡率，验证。在 1uM、10uM 浓

度下，pERK1 及其下游 BCL-xl 表达明显受抑制。FASN-overexpression+ 

GDC-0973 组细胞失巢凋亡率明显高于 FASN-overexpression 组，但仍低于
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control+ GDC-0973 组细胞，这一结果提示，阻断 pERK1/2 表达，可促进细胞失

巢凋亡，但不能完全逆转 FASN-overexpression 所致的失巢凋亡抵抗效应，这进

一步验证在上调 FASN 可激活 p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路促进失巢凋亡抵抗。 

A 

 

         

         B                                  C 

      

       D                                   E 

  

图 5   FASN 激活 ERK1/2/Bcl-xL 信号通路介导失巢凋亡抵抗。（A）FASN 下调及上调细

胞中 FASN、ERK1/2、Bcl-xL 的表达水平。（B）FASN、ERK1/2、Bcl-xL 信号通络示意图。

（C）不同浓度 MEK 抑制剂 GDC-0973 处理 FASN-overexpression 细胞，p-ERK1/2 和 Bcl-xL
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的变化情况。（D&E）GDC-0973（10 μM）处理 FASN-overexpression 细胞后，在 hFOB1.19

和 Saos-2 细胞中，双染法检测 FASN control+GDC0973、FASN-overexpression、

FASN-overexpression+ GDC0973 三组凋亡率差异。 

 Figure 5    FASN promote cell anoikis resistance via ERK1/2/Bcl-xL in suspended cells. (A) 

Expression of FASN, p-ERK1/2 and Bcl-xL in stable cell lines silencing and overexpressing 

FASN. (B) Flow chart of summary of the relationships of FASN, p-ERK1/2 and Bcl-xL. (C) 

Expression of p-ERK1/2 and Bcl-xL after the stable cell lines overexpressing FASN were treated 

with different concentration of MEK inhibitor GDC-0973. (D&E) Apoptotic indexes of cells 

treated with GDC-0973 (10 μM) were detected by Annexin V double staining in FASN 

overexpression hFOB 1.19 and Saos-2 cells compared with their controls.  

*：p＜0.05， **：p＜0.01， ***：p＜0.001，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

第 5 部分小结： 

本部分研究 FASN 对 p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路的影响。 

① 下调/上调 FASN 可抑制/激活 p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路介导失巢凋亡抵

抗。 

②  阻断 pERK1/2 表达，可促进细胞失巢凋亡，但不能完全逆

FASN-overexpression 所致的失巢凋亡抵抗效应。  

3.6 143B-AR 细胞 FASN/ERK1/2/Bcl-xL 信号通路高表达。 

3.6.1  建立失巢凋亡抵抗细胞株 143B-AR。 

如图 6A，将贴壁生长对数期骨肉瘤细胞 143B 在低粘附（low-attachment）

培养瓶中进行悬浮培养 14 天后重新贴壁，筛选出存活的细胞克隆，并贴壁扩大

培养，再继续悬浮 14 天后重新贴壁筛选存活克隆。如此反复 3 个循环，建立抗

失巢凋亡细胞系模型，命名为 143B-AR（Anoikis Resistant）细胞。 

                  
图6A    建立巢凋亡抵抗细胞株143B- AR 流程图。 
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Figure 6A  Flow chart of generation of 143B-AR cells. 

3.6.2  143B-AR 细胞比 143B 细胞具有更强的失巢凋亡抵抗能力。 

（1）悬浮后克隆形成试验（图 6B），143B-AR 组克隆形成数（606±10），

显著高于 143B 组（187±6）。 

（2）悬浮后细胞存活率（图 6C），143B-AR 存活率显著高于 143B 细胞，

细胞在悬浮培养第 6 天时，143B-AR 细胞存活率仍有 0.77±0.05，高于 143B 细

胞（0.52±0.01）。 

（3）细胞划痕试验（图 6D），在单层贴壁细胞划痕 72h 后, 143B-AR 组细

胞迁移程度明显高于 143B。 

（4）细胞侵袭实验（图 6E&F），143B-AR 组穿透膜细胞数目（220±18），

显著高于 143B 组（184±7）。具有显著性差异。    

这些结果提示，AR 细胞具有更强细胞增殖、迁移及失巢凋亡抵抗能力。 
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图 6B-F   143B-AR 细胞比 143B 细胞具有更强的失巢凋亡抵抗能力。(B) 比较 143B-AR 组

和 143B 组悬浮 7d 后贴壁的克隆形成数目。 (C) 比较 143B-AR 组和 143B 组细胞悬浮 0、2、

4、6 天的细胞存活率 (D) 细胞划痕试验比较 143B-AR 组和 143B 组细胞迁移能力。 (E&F) 

Transwell 迁移试验比较 143B-AR 组和 143B 组细胞迁移能力。 

Figure 6B-F   (B) Representative pictures of colonies and colony numbers of 143B, 143B-AR 
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cells.  (C) Cell survival rate of 143B and 143B-AR after suspension for 0, 2, 4 and 6 days.  (D 

Wound healing assay of 143B and 143B-AR cells. (E&F) Transwell migration assay of 143B and 

143B-AR cells. 

3.6.3  143B-AR 高表达 FASN/ERK1/2/Bcl-xL，介导失巢凋亡抵抗。 

（1）143B-AR 高表达 FASN/ERK1/2/Bcl-xL。 

我们将骨肉瘤细胞株 143B-AR 和 143B 悬浮培养 48h 后，western-blot 检测

FASN、pERK1/2、BCL-xl，结果显示(图 6G)： 在悬浮状态下，在 143B-AR 细

胞中，FASN、pERK1/2、BCL-xl 蛋白表达水平高于 143B 细胞。这提示，143B-AR

细胞具有更强的失巢凋亡抵抗能力可能与高表达 FASN/ERK1/2/Bcl-xL 相关。  

（2）下调 FASN，抑制 143B-AR 细胞失巢凋亡抵抗。 

我们将骨肉瘤细胞株 143B-AR 转染 shRNA3-FASN，在悬浮状态下

FASN-silence 组 FASN、pERK1/2、BCL-xl 明显下调(图 6H)。在 143B-AR 细胞

中，FASN-silence 组悬浮后克隆形成数目明显减少(图 6I)；失巢凋亡率明显增加

(图 6J)。                 

           G                        H     

          

        I 
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       J                                  

         

图 6G-J   (G) 143B 和 143B-AR 细胞中 FASN、p-ERK1/2、Bcl-xL 蛋白表达水平。 (H) 

143B-AR 细胞中，比较 control 和 FASN-silence 组中 FASN、p-ERK1/2、Bcl-xL 蛋白表达

水平。 (I) 143B-AR 细胞中，比较 control 和 FASN-silence 组中悬浮 7d 后克隆形成数目。 (J) 

143B-AR 细胞中，比较 control 和 FASN-silence 组中悬浮 48h 后失巢凋亡率。 

Figure 6G-J (G) Relative expression levels of FASN, p-ERK1/2 and Bcl-xL in 143B and 

143B-AR cells; (H) Relative expression levels of FASN, p-ERK1/2 and Bcl-xL in 143B-AR cells 

after transfected with shFASN. (I) Representative pictures of colonies and colony numbers 

between control and FASN-silence group in 143B-AR cells. (J) Apoptotic rate after suspended 

culture for 48h between control and FASN-silence group in 143B-AR cells. 

**：p＜0.01， ***：p＜0.001，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

第 6 部分小结： 

本部分实验在 AR 细胞中进一步验证 FASN/p-ERK1/2/Bcl-xl 信号通路介导

细胞失巢凋亡抵抗。 

① 成功建立失巢凋亡抵抗细胞株 143B-AR； 

② 143B-AR 细胞 FASN/ERK1/2/Bcl-xL 信号通路高表达； 

③ 下调 FASN 抑制 FASN/ERK1/2/Bcl-xL 促进失巢凋亡。 

3.7 体内验证 FASN 介导失巢凋亡抵抗促进骨肉瘤肺转移。 

3.7.1  143B-AR 细胞具有更强的体内成瘤能力。 

如图 7A，我们将 143B 和 143B-AR 细胞在注入裸鼠体内皮下成瘤，观察 5

周，测量瘤体大小及瘤体重量。如图 B、C，143B-AR 细胞体内成瘤体积和瘤体

重量明显高于 143B 细胞，5 周时，143B-AR 细胞瘤体大小为 1.75±0.03cm3,重量

为 1.8±0. 45g。 
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          A 

 

          B                           C 

          

图 7A-C   143B-AR 细胞具有更强的体内成瘤能力。(A) 裸鼠皮下成瘤试验流程图。(B) 

143B 和 143B-AR 细胞体内成瘤瘤体。 (C) 143B 和 143B-AR 细胞体体内成瘤瘤体重量及

成瘤体积曲线图。瘤体重量及体积大小用均值±标准差表示，n=3/组。 

Figure 7A-C  (A) Flow chart of studying the AR effects in vivo. (B) Representative examples of 

tumors formed in nude mice injected with 143B and 143B-AR cells. (C) Tumor weight and 

growth curves were summarized and compared in the chart. The average tumor volume/weight 

was expressed as the mean ± SD of mice. * p < 0.05, ** p < 0.01, n = 3/group. 

*：p＜0.05， **：p＜0.01， ***：p＜0.001，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

3.7.2  下调 FASN 抑制 143B-AR 细胞肺转移。 

如图 7D，待皮下瘤体生长至 1cm 直径时,取下瘤体组织，将组织块原位移植

胫骨上端（图 7E）。待瘤体生长至 100mm^3 大小时（2 周左右），在瘤内注射

10^8PFUs 慢病毒 control 及 shFASN（液体量为 100ul）。结果显示：注射 shFASN

组裸鼠瘤体重量及体积明显小于 control 组（图 7F-H）。肺部活体成像结果显示

shFASN 组出现肺转移、转移病灶数量明显小于 control 组。这一结果提示：下调

FASN 抑制 143B-AR 细胞肺转移。进一步证实，FASN 参与骨肉瘤细胞肺转移。

结合之前体外试验结果，我们认为：FASN 可能介导失巢凋亡抵抗促进骨肉瘤细

胞肺转移。     
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图 7D-J   下调 FASN 抑制 143B-AR 细胞肺转移。(D)研究骨肉瘤细胞肺转移体内流程图。

(E)瘤体组织块原位移植过程。 (F) 143B-AR 体内成瘤后分别注射慢病毒 control 及 shFASN

后瘤体大小比较。(G) 注射慢病毒 control 及 shFASN 两组裸鼠瘤体重量散点图。(H) 注射

慢病毒 control 及 shFASN 两组裸鼠成瘤体积曲线图。(I) 注射慢病毒 control 及 shFASN 两组

裸鼠肺活体成像观察肺转移灶。(J) 注射慢病毒 control 及 shFASN 两组裸鼠肺活检及 HE 染

色。瘤体重量及体积大小用均值±标准差表示，n=3/组。 

Figure 7D-J  Inhibition of FASN suppressed the lung metastasis of osteosarcoma. (D) Flow chart 

of procedures of the study of the lung metastases of osteosarcoma in vivo. (E) Surgery steps of 

orthotopic transplantation. (F) The tumor size of mice treated with shFANS and controls. 



第 3 章 结果 

40 

Representative examples of tumors formed in nude mice injected with the indicated cells. (G) 

Tumor growth curves were summarized in the line chart. (H) Tumor weight was summarized in 

the chart. (I) Number of tumor foci in lung of shFASN lentivirus treated group and their control 

scramble group. (J) Tumor foci in lung and HE staining of the tumor. Arrows indicated the tumors. 

The average tumor volume/weight was expressed as the mean ± SD of six mice.  

*：p＜0.05， **：p＜0.01， ***：p＜0.001，两组间比较，差异具有显著统计学意义。 

第 7 部分小结： 

本部分实验在体内验证 FASN 介导失巢凋亡抵抗促进骨肉瘤肺转移。 

① 143B-AR 细胞具有更强的体内成瘤能力。 

② 下调 FASN 抑制 143B-AR 细胞肺转移。 

3.8 实验结果小结 

本研究中，我们选用骨肉瘤细胞株 143B、MG-63、Saos-2 和非肿瘤细胞株

（正常成骨细胞）hFOB 1.19 进行失巢凋亡抵抗与 FASN 相关性及机制的研究，

综合以上体外、体内实验结果，我们循序渐进，证实以下几个问题： 

（1）骨肉瘤细胞具有失巢凋亡抵抗的能力, 其中，143B 细胞失巢凋亡抵抗

能力最强，失巢凋亡抵抗与细胞增殖、侵袭能力有一定相关性； 

（2）FASN 在骨肉瘤细胞 143B、MG-63 细胞中高表达，在 Saos-2 和非肿

瘤细胞 hFOB 1.19 中低表达； 

（3）上调/下调 FASN 表达水平可促进/抑制骨肉瘤细胞失巢凋亡抵抗； 

（4） FASN 激活 pERK1/2/BCL-xl 信号通路介导骨肉瘤失巢凋亡抵抗促进

骨肉瘤肺转移。 
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第 4 章 讨 论 

4.1 骨肉瘤细胞具有失巢凋亡抵抗能力。 

转移是肿瘤发展过程中的关键因素，也是肿瘤治疗失败的原因之一。主要

的肿瘤转移研究集中在称为第一微环境的原发性肿瘤发生部位，以及称为第二

微环境的转移器官。然而，目前研究对第三个微环境循环系统——“转移微环境”

的重视不够[82-83]。尽管多种研究已经表明[84-86]，肿瘤细胞转移与逃逸因脱离原

发病灶介导的细胞凋亡（失巢凋亡）有必然的联系[87-88]，然而这其中的机制仍

不清楚。大量证据表明，肿瘤细胞释放循环系统中是肿瘤发展过程的早期事件，

甚至早于原发病灶。Cao L 等研究提示，处于失巢状态的肝癌细胞可以抵抗

TRAIL 介导的细胞凋亡促进肝癌细胞转移[89]。 

失巢凋亡是宿主清除循环肿瘤细胞的重要机制，而抗失巢凋亡能力(Anoikis 

resistance)是肿瘤细胞形成有效转移的一个重要前提，许多肿瘤细胞具有失巢凋

亡抵抗能力。Cai Q 等研究提示，失巢凋亡抵抗是卵巢癌侵袭性的重要表型之一，

卵巢癌腹水中的癌细胞具有失巢凋亡抵抗能力，其在体内具有更高的侵袭和成

瘤能力[20]。Akekawatchai 等研究提示，细胞内介质分子可介导失巢凋亡抵抗促

进乳腺癌细胞转移[30]。失巢凋亡抵抗不仅在上皮性肿瘤中存在，在骨肉瘤细胞

中同样存在。因此我们推测，骨肉瘤细胞肺转移可能与失巢凋亡抵抗相关。 

许多研究显示，贴壁细胞在悬浮培养状态时可诱导细胞失巢凋亡，因此，

悬浮培养可作为体外研究细胞“失巢凋亡”模型[20,63,89]。我们比较了琼脂糖平铺、

Poly-HEMA、低粘附（low-attachment）培养瓶 3 种方法，对贴壁细胞进行悬浮

培养, 结果显示，使用低粘附培养瓶悬浮培养细胞方便、有效、贴壁率极低、污

染率低，更适合本研究使用, 因此我们选用低粘附培养瓶进行细胞悬浮培养。本

研究显示，悬浮培养骨肉瘤细胞 143B、MG-63、Saos-2 比正常成骨细胞 hFOB1.19

具有更强的失巢凋亡抵抗能力。图 1B 在倒置显微镜下我们观察到骨肉瘤细胞

143B、MG-63 细胞在悬浮培养时形成巨大的细胞团簇，而正常细胞 hFOB1.19

形成的细胞团簇很小，这与 Lin D 等研究结果相似[90], 这提示肿瘤细胞在不利环

境中会加强细胞间的联系——抱团，有助于细胞在不利环境中存活。我们的研
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究结果图 1A 显示，悬浮的骨肉瘤细胞 143B、MG-63 的细胞存活率、克隆形成

明显高于正常成骨细胞 hFOB1.19，失巢凋亡率明显低于 hFOB1.19 细胞。这提

示，相比于正常成骨细胞，骨肉瘤细胞具有失巢凋亡抵抗能力，并且失巢后再

次贴壁时，肿瘤细胞仍保留克隆形成能力（图 1B&C）。图 1A-E 结果显示，四

种细胞失巢凋亡抵抗能力由高到低依次未：143B、MG-63、Saos-2、hFOB1.19。

Caspase-3 是凋亡途径末端执行蛋白，cleaved-caspase3 是 caspase-3 断裂片段，其

表达水平与细胞凋亡率一致，可用于作为细胞凋亡的检测指标。图 1F 结果显示，

四种细胞在贴壁培养时细胞内 cleaved-caspase3 表达水平很低，说明凋亡很少。

但是，在悬浮培养（失巢）时，cleaved-caspase3 表达水平明显增加，尤其是

hFOB1.19、Saos-2 细胞，四种细胞失巢时 cleaved-caspase3 由高到低依次未：

hFOB1.19、Saos-2、MG-63、143B，cleaved-caspase3 表达水平这与细胞失巢凋

亡抵抗能力呈负相关，这与 Girnius 等结果一致[80]。然而，我们可以看到，同为

骨肉瘤细胞，Saos-2 细胞悬浮后存活率及克隆形成均明显低于 143B、MG-63 细

胞，这可能与 Saos-2 细胞本身低侵袭性质相关。Stratford 等研究显示[91]，Saos-2

细胞属于低增殖的骨肉瘤细胞，其增殖、侵袭、转移能力较弱，然而，143B 细

胞属于高增殖的骨肉瘤细胞，其增殖、侵袭、转移能力非常强，因此，不同骨

肉瘤细胞株种，其失巢凋亡抵抗能力与细胞增殖、侵袭、转移能力有一定相关

性。 

我们根据 Douma 等[92]的方法，将 143B 细胞悬浮培养 2 周后贴壁，筛选存

活克隆后扩大培养，在继续悬浮 2 周，再次筛选存活克隆，如此反复多次，成

功建立失巢凋亡抵抗细胞模型 143B-AR 细胞（图 6A）。进一步研究结果显示，

143B-AR 细胞失巢后细胞存活率及克隆形成能力均高于亲代 143B 细胞，提示

143B-AR 细胞具有更强的失巢凋亡抵抗能力（图 6B&C）。从细胞划痕及迁移试

验的结果提示（图 6D-F），143B-AR 细胞比 143B 细胞具有更强的迁移能力，这

提示 143B-AR 细胞可能具有更强的转移能力。体内成瘤试验也验证这一点，

143B-AR 细胞的成瘤能力、成瘤速度均高于 143B（图 7B&C）。这些结果进一步

验证，肿瘤细胞具有失巢凋亡抵抗能力，失巢凋亡抵抗与肿瘤细胞本身侵袭能

力密切相关。 
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许多研究显示，细胞代谢紊乱是肿瘤形成的早期关键事件，代谢紊乱包括

糖酵解增加，高乳酸产生，脂肪从头合成增加等，这些代谢性事件与相应的细

胞代谢酶密切相关。脂肪酸合成酶(Fatty Acid Synthase, FASN)，是一种与脂肪酸

代谢相关的蛋白-引起了学者的高度关注。FASN 是脂肪酸合成酶，是哺乳动物

内源性脂肪合成的关键酶。脂肪合成有两种途径，一种是从头合成，利用内源

性的 CoA 和丙二酸单酰 CoA 重复加成，90%肿瘤细胞是这个途径。另外一种是

使用游离脂肪酸合成，90%正常细胞是这个途径。由于肿瘤细胞快速增殖，肿瘤

细胞需要大量从头合成的脂肪用于构建细胞膜，因此 FASN 是肿瘤细胞重要的代

谢酶。近来许多研究表明， FASN 在多种肿瘤中异常表达，且与肿瘤的发生、

发展、转移及预后密切相关，抑制 FASN 可阻断肿瘤细胞内大部分脂肪合成代谢

途径，从而达到抑制肿瘤细胞增殖，促进细胞凋亡作用[93]。目前研究显示，FASN

抑制剂除了可以抑制脂肪合成的，还具有抗肿瘤疗效。FASN 抑制剂在乳腺癌

[48,53,94]、淋巴瘤[95-96]、结肠癌[97]、肺癌[98]等肿瘤中具有协同化疗药物达到抗肿

瘤疗效。Walter 等提出，胰腺癌患者血清 FASN 含量升高，是潜在监测病情的指

标之一[99-100]。Danilova 等研究显示，FASN 和 CD36 表达水平可作为预测 DLBCL

患者的预后的指标[101]。有研究显示，FASN 高表达的肿瘤患者肿瘤复发及死亡

率更高[102-104] 。FASN 是一种细胞代谢酶， FASN 高表达有助于肿瘤细胞存活

在不良环境中，如低氧、低 PH、营养缺氧等[105]。因此，我们推测：当肿瘤细胞

处于失巢状态下，可能激活 FASN 表达，帮助肿瘤细胞“渡过难关”。我们前期研

究结果显示，对 136 例骨肉瘤患者病理切片进行 IHC 检测发现，FASN 蛋白在骨

肉瘤细胞中高表达（63.2%），FASN 在存在肺转移患者组织中表达量明显高于无

肺转移者（86.4% vs 52.2%，p<0.01），这一结果高度提示 FASN 可能与骨肉瘤肺

转移相关[106]。Western-blot 和细胞免疫荧光 ICC 显示（图 2A&B），FASN 在四

种细胞中的表达量：143B>MG-63>Saos-2> hFOB1.19。FASN 在细胞中表达水平

与抗失巢凋亡能力呈正相关，提示 FASN 可能介导肿瘤细胞失巢凋亡抵抗。进一

步研究显示，在 143B 和 MG-63 细胞中，下调 FASN 表达后，悬浮细胞存活率

及克隆形成率明显下降，失巢凋亡率上升（图 3F-H）。而在 Saos-2、hFOB1.19

细胞中，上调 FASN 表达后，悬浮细胞存活率及克隆形成率明显上升，失巢凋亡

率下降（图 4E-G）。在裸鼠体内成瘤试验结果显示，瘤体注射 shFASN 病毒后，

瘤体明显缩小，肺转移灶减少（图 7F-J）。从体外及体内实验，我们证实，FASN

参与骨肉瘤细胞失巢凋亡抵抗，促进骨肉瘤肺转移。 

4.2  FASN 与失巢凋亡抵抗的关系 
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在构建上调 FASN 序列时，由于 FASN mRNA 全长 8.4kb，全长克隆难度大，

插入慢病毒载体更是无法实现，因此鲜有文献报道。有研究提出[107]，上调 NF-YA

转录因子可间接上调 FASN 表达，但这只是间接的上调作用，且不具有特异性。

本研究中，我们查阅相关文献发现人 FASN cDNA 的开放读码框(ORF)，我们克

隆了包涵整段全长 OFR 的质粒（ NCBI Ref Seq: BC007909 ），插入

pLVX-mCMV-mCherry-SV40-Hygro慢病毒载体中构建FASN-overexpression慢病

毒。实验证明，在 hFOB1.19 及 Saos-2 细胞中转染 FASN-overexpression 慢病毒

后，细胞中 FASN 的表达水平明显上调，细胞抗失巢凋亡能力增强。但是，由于

转染的只是 FASN 的 ORF，并不是全长的 FASN，过表达的 FASN 片段是否具有

完整的 FASN的功能仍不能完全确定。因此，我们构建了 143B-AR细胞，143B-AR

细胞中 FASN 是明显高于 143B 细胞的，这也是一个上调 FASN 表达的细胞模型。

如图 6、7 结果显示，143B-AR 具有较细胞更强的失巢凋亡抵抗能力及体内成瘤

能力。这一结果从另一个侧面验证 FASN 促进骨肉瘤细胞失巢凋亡抵抗。 

4.3  FASN 参与失巢凋亡抵抗的机制 

细胞失巢凋亡途径包括内源性和外源性途径。当正常细胞脱离基质时，细

胞启动形源性（线粒体凋亡）和外源性途径（激活死亡受体/配体介导凋亡），诱

导细胞发生失巢凋亡。在内源性细胞凋亡途径中, caspase 的激活是关键，在线

粒体外膜上形成促凋亡蛋白寡聚物的形成，促使线粒体膜通透性改变，导致

细胞色素 c 释放，细胞色素 c 与 caspase-9、凋亡 蛋 白 酶 激 活 因 子 形 成 凋

亡 小 体 ，进一步激活效应 分子 caspase- 3，诱导细胞凋亡[108,109]。外源性

凋亡途径始于凋亡信号激活胞外死亡配体如 Fas 配体 (FasL)、肿瘤坏死因子

α(TNF-α)，招募并激活 Fas 相关死亡域( FADD)，并募集 caspase-8, 从而形成死

亡诱导信号复合体(Death-inducing signaling complex, DISC)，caspase-8 能独立地

激活效应分子 caspase-3 和 caspase-7,诱导细胞凋亡[107-109]。 

肿瘤细胞因为自身的特性, 在失去与细胞外基质粘附的情况下仍然可存活

和迁移, 因此这类肿瘤细胞相较于正常细胞对失巢凋亡抵抗，其根本机制是激活

存活信号以及抑制凋亡途径。肿瘤细胞在脱离细胞基质时，致癌基因（如 EGFR、

P53 等）等，上调细胞生长信号通路, 如 PI3K/AKT/mTOR、MAPK/Ras/Raf/ERK，

可抑制外源性（死亡受体/配体）途径，从而抑制细胞失巢凋亡。ERK1/2 主要
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参与 Ras /Raf /MEK /ERK 信号通路促进细胞增殖、抑制细胞凋亡。BCL-xl 是

BCL-2 抗凋亡家族蛋白之一。研究显示，激活的 ERK1/2 上调抗凋亡蛋白 BCL-xl

是介导肿瘤细胞抗凋亡的一条重要途径。ERK1/2 信号通路是诱发肿瘤细胞“失巢

凋亡抵抗”的重要途径[77,78]。最近， Puig Teresa 等研究发现，FASN 抑制剂能显

著地抑制乳腺癌细胞中 ERK1/2 信号通路的活性而诱导细胞凋亡[110]。我们前期

研究发现 FASN 抑制剂 cerulenin 能显著地抑制骨肉瘤细胞中 Bcl-xl 蛋白的表达。

我们猜测，当肿瘤细胞处于悬浮状态时，FASN 处于被激活状态，从而可能激活

与 pERK1/2、BCL-xl。本研究显示，当肿瘤细胞处于悬浮状态时，FASN、pERK1/2、

BCL-xl 是高表达的，FASN 的表达水平与 pERK1/2、BCL-xl 呈正相关(图 2C)。

当下调或者上调 FASN 可相应改变 pERK1/2、BCL-xl 表达水平（图 5A&B）。这

提示 pERK1/2、BCL-xl 可能是 FASN 的下游因子。Jaiswal 等研究显示[111]，MEK

抑制剂可以用于阻断 ERK1/2 的磷酸化，因此，我们使用 MEK 抑制剂 GDC-0973

阻断 pERK1/2 表达，随时浓度递增，抑制 BCL-xl 的抑制作用愈显著，这提示，

BCL-xl 是 pERK1/2 下游因子(图 5C)。总结而言，激活的 FASN/ pERK1/2/BCLxl

可能是骨肉瘤细胞失巢凋亡抵抗的一条重要通路。但是 Malin 等研究显示，

αB-crystallin 通过抑制 ERK 信号通路参与肿瘤失巢凋亡抵抗，促进肺癌细胞转

移[63]，这与我们研究结果并不吻合，这可能与不同肿瘤类型相关。为了进一步

明确，我们进行了该信号通路阻断-恢复实验。结果显示，使用 MEK 抑制剂

GDC-0973 阻断 pERK1/2 表达后，hFOB1.19 和 Saos-2 细胞失巢凋亡率：control+ 

GDC-0973> overexpression+GDC-0973 组>overexpression 组，提示阻断 pERK1/2

可以部分逆转因 FASN 上调细胞导致失巢凋亡抵抗，但不能完全逆转， 因此

pERK1/2/BCLxl 为 FASN 介导失巢凋亡抵抗作用机制的一部分，FASN 还可能通

过其他途径介导失巢凋亡抵抗，这与我们前期试验结果吻合[112]，值得我们后续

研究进一步探索明确。后续实验中，我们将把裸鼠肺转移结节进行 IHC 检测及

Western-blot 检测组织中 FASN/pERK1/2、BCL-xl 表达水平，进一步在分子学水

平上验证 FASN 促进肺转移的作用。 

4.4  MicroRNA 与骨肉瘤 

MiRNA 为内源性小片段非编码 RNA，长约 20-24 核苷酸的非编码 RNA。

程度的 miRNAs 整合入 RISC(RNA induced silencing complex)后形成 miRISC 复
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合体。生物学信息学表明，每个 miRNA 能作用于超过 200 个靶基因，通过调控

细胞内各靶基因的转录过程，广泛参与了细胞生长、发育、增殖、周期调控、

凋亡等生物过程。从 2002 年开始，越来越多证据显示，miRNA 可在转录后水平

上调控抑癌基因、癌基因，或者分子信号通路因子，在肿瘤发生、发展过程中

发挥作用，miRNA 与肿瘤发生、发展密切相关 [113]。例如，miR-221/222 与乳

腺癌化疗耐药相关[114]，激活 PTEN 促进成瘤，导致前列腺癌去雄激素治疗抵抗

[115-116]，促进恶性胶质瘤侵袭[117]。miRNA-375 激活 β-catenin 及 Wnt 信号通路

抑制肿瘤发生[118]。miRNA-182-PDK4 轴可调控肺癌的发生、发展，抑制 FASN

可抑制 microRNA-182 介导的肿瘤增殖[119]。 

miRNA 与失巢凋亡抵抗密切相关。研究显示，miRNA-200 可通过促进乳腺

癌上皮细胞 EMT，激活 pERK 和 pAKT 表达，促进失巢凋亡抵抗[68]。miR-141

介导 KLF12/Sp1/survivin 促进卵巢癌细胞失巢凋亡抵抗[120]。 

miRNA 在骨肉瘤增殖、侵袭、转移中同样具有重要作用。Stratford 等研究

显示[91]，miRNA 在骨肉瘤细胞中异质性很大，miRNA 的表达水平与骨肉瘤细胞

增殖、侵袭、转移能力密切相关，如 miR-199b-5p、mir-100-3p 的下调与成瘤能

力相关，miR-155-5p 的上调与克隆形成率相关，miR-135b-5p、miR-146a-5p 的

上调与肿瘤侵袭、转移相关。miR-27a 和 miR-181c 高表达与骨肉瘤转移密切相

关[121]。miR-1 和 miR133b 的低表达促进骨肉瘤细胞增殖[122]。前期研究显示，

miRNA-424 可激活 FASN 表达促进骨肉瘤增殖、侵袭。miRNA-195 可抑制 FASN

表达而抑制骨肉瘤的侵袭、转移。因此，我们目前正在 143B、143BAR、143B 

FASN-silence 细胞中进行 miRNA array, 寻找调控 FASN 促进失巢凋亡抵抗的相

关 miRNA。 

目前研究认为，肺转移是骨肉瘤发生、发展过程中早期事件, 肺转移是骨肉

瘤致死的重要原因之一。目前，传统化疗仍是骨肉瘤肺转移的首选治疗。在肿

瘤精准治疗时代，靶向治疗在骨肉瘤研究中却进展缓慢，很大程度由于骨肉瘤

本身分子遗传特征相关，其特异性靶点少, 靶点研究难以突破瓶颈。因此，亟待

需要更多的基础及临床研究探索新靶点，让患者获益。本研究探索了 FASN 与骨

肉瘤肺转移的相关性及分子机制，初步证实了 FASN 可以介导失巢凋亡抵抗促进

骨肉瘤肺转移这一研究结果。本研究的意义在于 FASN 可能成为抑制骨肉瘤肺转

移的新靶点，今后我们将尝试 FASN 将抑制剂与化疗联合治疗骨肉瘤肺转移的系

列研究，探索 FASN 是否可能成为骨肉瘤临床治疗的新手段。近年来，随着越来
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越多新的靶点及 miRNA 被发现，骨肉瘤中的研究取得了较大的进展，我们希望

能在骨肉瘤中寻找到特异性更强的靶基因及 miRNA，为今后的治疗提供新手段。 
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第 5 章 结 论 

本研究中，我们进行脂肪酸合成酶（FASN）与骨肉瘤肺转移相关性及机制

的研究，综合以上体外、体内实验结果，我们得出以下结论： 

（1）骨肉瘤细胞具有失巢凋亡抵抗的能力； 

（2）FASN 促进骨肉瘤失巢凋亡抵抗； 

（3）FASN 激活 pERK1/2/BCL-xl 信号通路介导骨肉瘤失巢凋亡抵抗促进骨

肉瘤肺转移。 
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第 6 章 问题与展望 

本研究目的为探索脂肪酸合成酶 FASN 在骨肉瘤细胞失巢凋亡抵抗、骨肉瘤

肺转移的作用及机制，经过体外、体内实验研究，我们证实了 FASN 激活

pERK1/2/BCL-xl 信号通路介导细胞“失巢凋亡抵抗”促进骨肉瘤转移，这是在骨

肉瘤基础研究领域中首次揭示 FASN 介导失巢凋亡抵抗促进骨肉瘤肺转移的分

子机制，因此本研究具有创新性。 

但本研究仍存在一些问题： 

首先，我们在选用的细胞株存在一定局限性，143B 细胞侵袭性及成瘤能力

强，而 MG-63、Saos-2 细胞，其本身特性成瘤能力太差，我们在裸鼠体内实验

中未能在成瘤，导致最终体内实验仅有 143B/143AR 细胞，因此本研究结果是否

能其他骨肉瘤细胞中重复有待验证； 

第二，本研究中 pERK/BCL-xl 信号通路研究中，我们未能进行 FASN 下游

信号通路分子进行蛋白质/基因组学检测，而是结合文献、大量预实验结果，筛

选出了 FASN 介导 pERK/BCL-xl 信号通路促进失巢凋亡抵抗，有一定的盲目性。

因时间关系，裸鼠肺转移病灶未进行 pERK/BCL-xl 通路表达水平检测，这是后

续实验需要完成的。 

第三，本研究中我们实验设计对 143B、143AR 及其相应的 FASN-silence 组

细胞进行 microarray，寻找调控 FASN、介导失巢凋亡抵抗的 miRNA,目前已有

部分结果，但未进行细胞验证及相关功能研究。因此从整个研究的完整性上存

在缺陷。 

第四，本研究未进行细胞增殖相关指标检测。虽然凋亡实验结果可以验证

失巢凋亡抵抗能力，与细胞增殖无关。但在研究 4 种细胞失巢后存活率及克隆

形成率实验中不能完全排外细胞增殖因素干扰结果的可能性，在实验设计的严

谨性上存在一定缺陷。 

最后，在构建上调 FASN 序列时，由于 FASN mRNA 全长 8.4kb，全长克隆

难度大，插入慢病毒载体是无法实现的。于是我们克隆了包涵整段全长 OFR 的

质粒（NCBI Ref Seq: BC007909），插入 pLVX-mCMV-mCherry-SV40-Hygro 慢病

毒载体中构建 FASN-overexpression 慢病毒。虽然实验 FASN 的表达水平明显上
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调，但是，由于转染的只是 FASN 的 ORF，并不是全长的 FASN，过表达的 FASN

片段是否具有完整的 FASN 的功能仍不能完全确定。这是属于分子生物学技术上

的障碍。 

展望：本研究揭示了 FASN 激活 pERK1/2/BCL-xl 信号通路介导骨肉瘤失巢

凋亡抵抗促进骨肉瘤肺转移这一理论，FASN 可能成为抑制骨肉瘤肺转移的新靶

点。今后的研究方向： 

（1）继续对裸鼠肺转移病灶进行 FASN/pERK/BCL-xl 通路表达水平检测,

在体内验证 FASN/pERK/BCL-xl 通路在骨肉瘤肺转移中的作用； 

（2）继续完成 miRNA array，筛选调控 FASN、介导失巢凋亡抵抗的 miRNA

并进行细胞验证及相关功能研究；我们希望能在骨肉瘤中寻找到特异性 miRNA，

为今后的治疗提供新手段。 

（3）我们将尝试 FASN 将抑制剂与化疗联合治疗骨肉瘤肺转移的系列研究，

探索 FASN 是否可能成为骨肉瘤临床治疗的新手段，成为骨肉瘤临床治疗中新

的、特异性更强靶点。 
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综 述 

失巢凋亡抵抗与肿瘤转移 

钟 幸 综述  李金高 审校 

摘 要：肿瘤的转移是一个多因素、多步骤的过程。包括肿瘤细胞从原发部

位脱离，在脉管系统中存活，以及远处器官的存活、增殖，形成继发性肿瘤病

灶。作为转移的屏障，细胞通常会经历一个被称为“失巢凋亡”的过程，这是一种

细胞自发性、程序性死亡的一种形式，由于失去与细胞外基质或邻近细胞的接

触。肿瘤细胞具备“失巢凋亡抵抗”能力，可以从原发部位脱离后，通过血液循环

系统和淋巴系统播散到全身。近年来，技术进步使我们能够检测到“失巢凋亡抵

抗”的微量循环肿瘤细胞，因此失巢凋亡抵抗成为当前肿瘤研究的热点。对失巢

凋亡抵抗细胞进行详细的分子和功能分析，可能有助于深入了解肿瘤转移的生

物学，并为预防肿瘤转移找到新的治疗靶点。本文综述了近年来有关失巢凋亡

和失巢凋亡抵抗的分子和细胞机制的研究进展，包括内在和外在死亡信号、上

皮-间质转化、生长因子受体、能量代谢、活性氧种、膜微区和脂筏等。 

关键词: 肿瘤；失巢凋亡；失巢凋亡抵抗；转移；存活信号 

 

Anoikis resistance and Metastasis 

Abstract: Metastasis is a multi-step process including dissociation of cancer 

cells from primary sites, survival in the vascular system, and proliferation in distant 

target organs. As a barrier to metastasis of cancer, cells that lost contact with the 

neighboring cells or extracellular matrix(Extracellular matrix, ECM) will be subjected 

to apoptosis. This cell death process has been termed “anoikis”. Cancer cells acquire 

anoikis resistance to survive after detachment from the primary sites and travel 

through the circulatory and lymphatic systems to disseminate throughout the body. 

Because recent technological advances enable us to detect rare circulating tumor cells, 

which are anoikis resistant, currently, anoikis resistance becomes a hot topic in cancer 
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research. Detailed molecular and functional analyses of anoikis resistant cells may 

provide insight into the biology of cancer metastasis and identify novel therapeutic 

targets for prevention of cancer dissemination. This paper comprehensively describes 

recent investigations of the molecular and cellular mechanisms underlying anoikis 

and anoikis resistance in relation to intrinsic and extrinsic death signaling, 

epithelial-mesenchymal transition(EMT), growth factor receptors, energy metabolism, 

reactive oxygen species, membrane microdomains, and lipid rafts. 

Keywords: cancer; anoikis; anoikis resistance; metastasis; survival signal 

 

细胞与细胞间相互作用、细胞与细胞外基质相互作用控制着机体的生长、

发育、分化和稳态[1,2]。细胞与细胞外基质或邻近细胞脱离相互作用将导致“失巢

凋亡”(Anoikis)。早在 1994 年，Frisch 和 Francis 观察到上皮细胞基质附着的缺失

导致细胞凋亡过程[3]。而在一些病理情况下(如癌症), 细胞获得失巢凋亡抵抗能

力，可以逃逸失巢凋亡。本文将着重于目前对肿瘤转移与失巢凋亡抵抗的细胞

和分子机制的认识。 

一、肿瘤转移 

肿瘤的转移是一个多因素、多步骤的过程。肿瘤转移包括脱离、侵袭、迁

移、粘附 4 个步骤，即原发部位的肿瘤细胞脱离原发病灶,侵袭穿越基底膜并向

周围间质呈浸润性生长, 穿越局部毛细血管或淋巴管壁进入管腔,与血小板聚集

或形成小瘤栓, 随着血液或淋巴液迁移至远处靶器官毛细血管床, 与该部位血

管或淋巴管内皮细胞发生黏附, 穿越管壁和基底膜进入周围间质, 在远处靶器

官不断增殖形成肿瘤细胞转移灶。影响肿瘤细胞侵袭和转移主要因素包括：受

肿瘤转移基因与肿瘤转移抑制基因、肿瘤血管生成、细胞外基质降解、细胞黏

附、肿瘤微环境等因素影响[4-5]。 

转移是肿瘤发展过程中的关键因素，也是肿瘤治疗失败的原因之一。主要

的肿瘤转移研究集中在称为第一微环境的原发性肿瘤发生部位，以及称为第二

微环境的转移器官。然而，目前研究对第三个微环境循环系统——“转移微环境”

的重视不够[6-7]。尽管多种研究已经表明[8-9]，肿瘤细胞转移与逃逸因脱离原发病

灶介导的细胞凋亡（失巢凋亡）有必然的联系 [10-11]，然而这其中的机制仍不清
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楚。大量证据表明，肿瘤细胞释放循环系统中是肿瘤发展过程的早期事件，甚

至早于原发病灶。Cao L 等研究提示，处于失巢状态的肝癌细胞可以抵抗 TRAIL

介导的细胞凋亡促进肝癌细胞转移[12]。 

二、失巢凋亡与肿瘤转移 

失巢凋亡是宿主清除循环肿瘤细胞的重要机制，而抗失巢凋亡能力(Anoikis 

resistance)是肿瘤细胞形成有效转移的一个重要前提[19-21]。正常上皮细胞或不具

备转移性质的实体瘤细胞从原位脱落进入血液循环后就会引发失巢凋亡, 失巢

凋亡的意义在于防止这些脱落的细胞种植并生长于其他不适宜的地方。而肿瘤

细胞, 尤其是一些容易发生远距离转移的恶性肿瘤细胞, 具有极强的抗失巢凋

亡特性, 便于转移侵袭。研究发现肿瘤细胞能通过多种方式抵抗失巢凋亡, 比如

肿瘤细胞高表达某些分子，如 Ras、Raf、NF-kB 等, 激活促存活信号通路；高表

达抗凋亡蛋白、低表达促凋亡蛋白，抑制细胞凋亡细胞改变整合蛋白的表达模

式, 使之能够接收新环境的生存信号[13-15]；活性氧(Reactive oxygen species, ROS)

通过不依赖配体的方式激活生长因子受体, 从而逃逸凋亡[16-19]；上皮间质转化

(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)激活[20-23]等。这些方式导致细胞存活信

号激活和凋亡途径抑制, 最终使肿瘤细胞抗失巢凋亡, 促进转移。“Cai Q 等发现

“失巢凋亡抵抗”是侵袭性卵巢癌细胞的重要特征[14]，并且肿瘤细胞的这种“失巢

凋亡抵抗”是肿瘤转移的重要早期事件和先决条件，被认为是转移一系列步骤中

首要的关键步骤。Akekawatchai 等发现失巢凋亡抵抗促进乳腺癌细胞转移[24]。

失巢凋亡抵抗在促进胃癌和卵巢癌细胞的腹腔播散也有重要作用[25,26]。“失巢凋

亡”现象最初发现存在于上皮和内皮细胞中，但研究表明“失巢凋亡抵抗”现象不

仅存在于上皮组织源性恶性肿瘤[27-30]，在间叶细胞也同样存在“失巢凋亡抵抗”

现象[31-37]。   

三、细胞失巢凋亡途径 

细胞发生失巢凋亡的途径包括内源性和外源性途径。当正常细胞脱离基质

时，细胞启动形源性（线粒体凋亡）和外源性途径（激活死亡受体/配体介导凋

亡），诱导细胞发生失巢凋亡。 

(1) 在内源性细胞凋亡途径中, caspase 的激活是关键，在线粒体外膜上形
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成促凋亡蛋白寡聚物的形成，促使线粒体膜通透性改变，导致细胞色素 c

释放，细胞色素 c 与 caspase-9、凋亡 蛋 白 酶 激 活 因 子 形 成 凋 亡 小 体 ，

进一步激活效应分子 caspase- 3，诱导细胞凋亡[38,39]。内源凋亡途径主要

从促凋亡因子 Bim 开始。细胞脱离细胞外基质后 Bim 激活, 迅速促进在线

粒体外膜上合成 Bax/Bak 寡聚物,  从而启动细胞凋亡[40,41]。另外，细胞脱离 

ECM 后，胞外信号调节激酶(Extra- cellular signal-regulated kinase, ERK)和磷酸

肌醇-3-激 酶 (Phosphoinositide-3-kinase,  PI3K)/Akt 介导的 Bim 磷酸化被抑

制，如此，便能避免 Bim 被蛋白酶体降解，导致 Bim 在细胞内大量累积，从

而诱导细胞凋亡[7-8]。研究发现 Bid 也有跟 Bim 类似的功能，因而，Bim 和 Bid 

通常被称为“凋亡激活剂”。另外， BH-3 区具有 Bcl-2 序列同源性的原凋亡蛋

白，即 BH3-only 家族蛋白，比如 Bad、 Bik、Bmf、Noxa、Puma 和 Hrk，被

称为“凋亡致敏剂”。研究表现，EGFR 的过表达会抑制 Bim 表达和失巢凋亡[42]，

缺氧会降低 Bim 和 BMF 的表达，并抑制乳腺上皮细胞失巢凋亡 [43]。 

(2) 外源性凋亡途径。近年来，对死亡受体和线粒体通路在失巢凋亡和失巢

凋亡抵抗中的作用进行了综述[44]。外源性凋亡途径始于凋亡信号激活胞外死亡配

体如 Fas 配体 (FasL)、肿瘤坏死因子 α(TNF-α)，招募并激活 Fas 相关死亡域

( FADD)，并募集 caspase-8, 从而形成死亡诱导信号复合体 (Death-inducing 

signaling complex, DISC)， caspase-8 能独立地激活效应分子 caspase-3 和

caspase-7,诱导细胞凋亡[45,46]。 

四、失巢凋亡抵抗与 EMT 

在转移过程中，上皮细胞通过脱离基底膜粘附屏障，称为上皮-间质转化

(epithelial-mesenchymal transition,EMT)。上皮-间质转化是极化上皮细胞发生多种

生化变化的生物学过程，可导致间充质表型，如迁移能力增强、侵袭性增强、

抗凋亡能力增强等[47]。在肿瘤形成过程中, EMT 是提供上皮源性干细胞能动

和高侵袭性表型的关键 ,  最终促进转移扩散。同时, EMT 也是抑制失巢凋亡

的一个重要过程。上皮-间质转化是发育过程中的一个重要过程，在组织修复和

病理过程中也起诱导作用。研究显示，E 钙粘蛋白丢失在肿瘤转移过程中具有重

要作用[48,49]，而 E 钙粘蛋白丢失是上皮-间质转化的主要标志[50,51]。神经营养酪

氨酸激酶受体(TrkB)可诱导上皮-间质转化，并抑制 TrkB 诱导的上皮-间质转化、
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抗氧化性和肿瘤生长。此外， Twist、Snail 及其下游 Zeb1 也是必需的[52-54]。因

此，上皮-间质转化和失巢凋亡抵抗是转移的关键过程，它们具有共同的调控因

子，如 Twist、Snail、Zeb1 等。 

五、失巢凋亡抵抗相关的信号通路 

随着对细胞失巢凋亡深入研究，失巢凋亡抵抗的分子机制被逐步揭示。目

前研究显示，多种激酶/磷酸酶相关信号分子在肿瘤失巢凋亡信号传导过程中起

关键性的调节作用。主要的信号通路包括：Raf/ERK; PI3K/AKT 及 JUN 氨基末

端激酶途径。 

(1) PI3K/AKT 信号通路 

是调控细胞增殖、分化、代谢的重要途径之一。当肿瘤细胞脱离 ECM 后，

肿瘤细胞内激活的生长因子，如 EGFR 可激活 PI3K/AKT/mTOR 信号通路抑制

细胞凋亡，促进失巢凋亡抵抗。研究显示，上皮性肿瘤细胞发生间质转化时，

PI3K/AKT 信号通路激活，使肿瘤细胞获得失巢凋亡抵抗能力[55]。 

(2) Raf/ERK 信号通路 

细胞外信号调节激酶( extracellular signal-regulated kinase，ERK) 主要包括 

ERK1 和  ERK2 两个高度同源的亚型，其活性形式是磷酸化 ERK

（phosphorylated ERK）。ERK1/2 主要参与 Ras /Raf /MEK /ERK 信号通路促进

细胞增殖、抑制细胞凋亡。该途径的基因发生异常，可导致 Ras /Raf /ERK 信

号通路异常活化，进而影响正常细胞的凋亡、分化，促进其向恶性转化及异常

增殖，产生肿瘤。近年来的研究明，Ras /Raf /MEK /ERK 信号通路与肿瘤发生、

发展及肿瘤转移密切相关。ERK1/2 信号通路是介导肿瘤细胞失巢凋亡抵抗的重

要途径之一[56-61]。上皮性肿瘤细胞发生间质转化时，Ras/ERK 信号通路也同样

被激活，使肿瘤细胞获得失巢凋亡抵抗能力[62,63]。Puig Teresa 等研究发现 FASN

抑制剂能显著地抑制乳腺癌细胞中 ERK1/2 信号通路的活性而诱导细胞凋亡[64]。

在雌激素诱导的 CCL39 成纤维细胞中发现，活化的 Raf 能有效抑制失巢凋亡[65]。

miRNA-200b 可通过激活 pERK/pAKT 促进乳腺癌细胞失巢凋亡抵抗[66]。在

DLBCL 中，FASN 的表达与 MAPK/ERK 信号通路正相关，抑制 MAPK/ERK 信

号通路可促进 DLBCL 细胞凋亡[67]。PKC、整联蛋白激活 ERK1/2 信号通路有助

于卵巢癌细胞逃避失巢凋亡[68]。 
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Bcl-xl 最早是从禽类的互补 DNA(cDNA)文库中被鉴定出来的, 属于 Bcl-2

家族Ⅰ类成员, 具有抑制细胞凋亡的作用。BCL-xl 是 Bcl-2 蛋白家族重要成员，

Bcl-xl 蛋白是体内重要的抗凋亡蛋白，参与细胞抗凋亡过程。在正常细胞中, 

Bcl-xl 分布于胞质和膜上, 在凋亡信号作用下, Bcl-xl 转位到线粒体外膜和其他

细胞器膜上，与其他促凋亡蛋白如 Bad 结合或形成离子通道，维持线粒体外膜

的完整性，抑制细胞凋亡[69]。Bcl-xl 和 Bcl-2 在不同的细胞类型和不同的死亡信

号作用过程中, 两者发挥的作用并不完全相同[70]。在肿瘤细胞中，抑制 Bcl-xL

可以抑制细胞凋亡及坏死[71,72]。Bcl-xl 基因的表达主要在转录水平进行调节,研究

显示，调控 BCL-xl 表达的主要途径有：MEK/ERK、PI3K/Akt、NF-κB/STATs、 

c-JUN 氨基末端激酶通路等。同时，肿瘤细胞激活的 Ras/MAPK/ERK、PI3K/AKT

等分子信号通路可通过介导 BCL-2 家族成员，包括 BCL-2、BCL-xl 表达，抑制

促凋亡蛋白（Caspase-3、caspase-8、Bim、Bid 等）表达，实现凋亡抑制[73-76]。

Jazirehi. et al 在研究中发现, 抑制 MEK/ERKHE 和 PI3K/Akt 途径可以抑制

Bcl-xL 的转录, 增强非霍奇金 B 细胞淋巴瘤对利妥昔单抗治疗的敏感性，促进

淋巴瘤细胞凋亡 [76]。 

(3) JUN 氨基末端激酶(JNK)通路 

JNK信号通路是 MAPK中重要的通路之一, 它位于胞质,包含双磷酸化功能

区(由三种氨基酸 Thr、 pro 和 Tyr 组成)与 c-junN 端的活化区结合并使其第 63、

73 位丝氨酸残基磷酸化，JNK 的活化是通过其氨基末端残基磷酸化实现的。上

皮细胞脱离细胞外基质后可迅速激活 JNK 介导细胞凋亡。JNK 凋亡信号成员包

括 Bim 和 BMF, 是 BCL-2 家族中 BH3-only 的成员。Roger 等研究显示，JNK 促

进细胞失巢凋亡, JNK通过激活 BIM及磷酸化 BMF介导 BAK/BAX-依赖的细胞凋亡途

径介导上皮细胞失巢凋亡抵抗, 抑制 JNK 的活性能抑制细胞失巢凋亡抵抗[77]。

肿瘤细胞中激活的 ERK 也能降低 JUN 氨基末端激酶的活性。 

六、结语与展望 

正常的上皮细胞需要粘附到适当的 ECM 上才能存活和增殖，而当这种粘附

的丧失会介导发现细胞程序性死亡，称为“失巢凋亡”。失巢凋亡对正常发育和组

织稳态非常重要，因为它可以防止脱落的细胞重新粘附到不合适的 ECM 上，导

致异常的生长发育，甚至癌变。失巢凋亡抵抗，或在不依赖 ECM 的情况下存活，
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是发生肿瘤转移的先决条件，而肿瘤转移是导致癌症死亡的主要原因。获得恶

性潜能的肿瘤细胞能够启动抵抗失巢凋亡的机制，从而增强肿瘤侵袭性，促进

肿瘤转移。目前，由于血液循环中的肿瘤细胞对失巢凋亡具有抵抗性，使得肿

瘤细胞能够从原发肿瘤转移到明显的病灶，因此失巢凋亡调控失调或耐药性在

癌症研究领域引起了特别的关注。本文中，我们总结了关于失巢凋亡的分子机

制，这些机制主要与生长因子、EMT、能量代谢、自噬、ROS 和脂筏的变化有

关，这些目前正在成为调控失巢凋亡的重要主要因素，并有待进一步探索。深

入研究失巢凋亡抵抗的分子机制，将有助于抗肿瘤新药物、新技术的发展，以

清除循环肿瘤细胞和预防肿瘤转移。 
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