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［摘要］目的·研究抗肿瘤药物依托泊苷对间充质干细胞 （mesenchymal stem cell，MSC） 成骨分化的促进作用及可能的机制。

方法·体外分离 C57BL/6J小鼠骨髓和人骨髓来源 MSC。给予小鼠 MSC 不同浓度（0~12.50 μmol/L）的依托泊苷 12、24、36、48和

60 h后，采用CCK-8法检测MSC的增殖活性。采用凋亡检测试剂盒检测依托泊苷（0、0.001、0.01、0.1、1 μmol/L）对大鼠成骨性骨

肉瘤细胞系 UMR-106 凋亡的影响。分别以依托泊苷 （0、0.001、0.01、0.1、1 μmol/L） 处理小鼠和人 MSC （同时诱导成骨分化）、

UMR-106细胞，通过碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）染色、茜素红染色分析细胞成骨分化情况。通过实时荧光定量PCR技

术检测依托泊苷对小鼠MSC成骨分化标志物Alp、骨钙素、Ⅰ型胶原 α1链mRNA水平的调控。将 0.001 μmol/L依托泊苷与UMR-106

细胞共孵育后，通过 Illumina Xten高通量转录组测序和生物信息学分析，寻找依托泊苷上调的成骨分化相关靶基因，并通过 PCR验

证。Western blotting检测依托泊苷（0、0.001、0.01、0.1、1 μmol/L）处理的小鼠MSC中成骨特异性转录因子（osterix，OSX）、矮小

相关转录因子 2 （runt-related transcription factor 2，RUNX2）及 DNA结合抑制因子 1 （inhibitor of DNA binding 1，ID1）的表达变化。

结果·依托泊苷对小鼠MSC增殖的影响呈现浓度依赖性；当浓度≥0.20 μmol/L时，依托泊苷开始抑制MSC的增殖，48 h的半数抑制

浓度 （half-maximal inhibitory concentration，IC50） 为 2.192 μmol/L，60 h 的 IC50为 1.399 μmol/L。凋亡检测结果显示依托泊苷浓度为

0.001~1 μmol/L时UMR-106细胞的凋亡率为 16.137%~28.300%。ALP染色、茜素红染色及荧光定量 PCR结果显示 0.001~0.1 μmol/L依

托泊苷对小鼠和人MSC以及UMR-106细胞具有促成骨分化的作用。RNA测序分析表明，依托泊苷可上调UMR-106细胞结缔组织生

长因子基因表达。Western blotting 分析结果显示，0.001、0.01 μmol/L 依托泊苷显著增加小鼠 MSC OSX、RUNX2 及 ID1 的表达。

结论·抗肿瘤药物依托泊苷可促进MSC成骨分化，该作用可能与其上调 ID1、RUNX2、OSX表达有关。
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[Abstract] Objective·To study the effect and possible mechanism of the anti-tumor drug etoposide in promoting osteogenic differentiation of

mesenchymal stem cells (MSCs). Methods·Primary cultured MSCs were isolated from the bone marrow of C57BL/6J mice and humans. After the

mouse MSCs were given different concentrations (0‒12.50 μmol/L) of etoposide for 12, 24, 36, 48 and 60 h, the cell proliferation ability was detected by

CCK-8 kit assay. The apoptosis detection kit was performed to detect apoptosis of osteoblast/osteosarcoma cell line UMR-106 treated by etoposide (0,

0.001, 0.01, 0.1, 1 μmol/L). The mouse and human MSCs (simultaneously inducing osteogenic differentiation), and UMR-106 cells were treated with

etoposide (0, 0.001, 0.01, 0.1, 1 μmol/L), whose osteogenic differentiation was analyzed by alkaline phosphatase (ALP) staining and alizarin red staining.

The mRNA levels of osteogenic differentiation markers i.e., Alp, osteocalcin, and collagen type Ⅰ α 1 chain were analyzed by real-time quantitative PCR.

After the UMR-106 cells were treated with etoposide (0.001 μmol/L), Illumina Xten′s high-throughput transcriptome sequencing and bioinformatics

analysis were used to find the target gene related with osteogenic differentiation, which was then verified by PCR. Western blotting was used to detect the

expression of osterix (OSX), runt-related transcription factor 2 (RUNX2) and DNA binding inhibitor 1 (ID1) in the etoposide (0, 0.001, 0.01, 0.1,

1 μmol/L) treated mouse MSCs. Results·The effect of etoposide on the proliferation of mouse MSCs was concentration-dependent. When the

concentration was ≥0.20 μmol/L, etoposide inhibited the proliferation of MSCs. The half-maximal inhibitory concentrations (IC50) for 48 h and 60 h were

2.192 μmol/L and 1.399 μmol/L, respectively. Apoptosis detection results showed that the apoptotic rates of UMR-106 cells treated with 0.001‒1 μmol/L

etoposide were 16.137%‒28.300%. The results of ALP staining, alizarin red staining and PCR showed that etoposide at 0.001‒0.1 μmol/L significantly
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promoted the osteogenic differentiation of mouse and human MSCs and UMR-106 cells. RNA sequencing analysis showed that etoposide up-regulated

connective tissue growth factor expression in the UMR-106 cells. Western blotting results showed that 0.001 and 0.01 μmol/L etoposide significantly

increased the protein expression of OSX, RUNX2 and ID1 in the mouse MSCs. Conclusion·The anti-tumor drug etoposide can promote the osteogenic

differentiation of MSCs, which may be related to the up-regulation of ID1, RUNX2 and OSX expressions.

[Key words] etoposide (VP-16); mesenchymal stem cell (MSC); osteogenic differentiation; bone tumor; bone remodeling

原发性骨肿瘤包括良性肿瘤和恶性肿瘤。良性肿瘤

常见骨瘤、骨性骨瘤等，而恶性肿瘤中骨肉瘤尤为常见，

多发生于青少年［1］。临床上对于恶性骨肿瘤及巨大良性

肿瘤的治疗方法主要是外科手术联合新辅助化疗［2］。而

骨肿瘤外科手术通常力求彻底，以免复发或引起恶变。

对于术后巨大骨缺损，临床工作中虽然可以应用不同的

技术来进行骨重建，但常常会导致骨折不连、感染等诸

多问题［3-5］。术后造成较大的骨缺损或骨重建不良仍然是

目前骨科临床面临的一大挑战［6-7］。寻找能够抑制肿瘤细

胞并促进干细胞向成骨分化的药物是解决这一难题的有

效策略。

依托泊苷（etoposide，VP-16）是植物成分鬼臼脂素

的半合成衍生物，由于其具有广谱抗癌活性和相当高的

治疗指数而应用于抗肿瘤治疗，于 1983年由美国食品药

品监督管理局批准上市［4-5］。已有研究［8-10］表明骨肿瘤对

依托泊苷高度敏感，临床上主要通过与大剂量甲氨蝶呤、

阿霉素、顺铂和异环磷酰胺的组合来治疗骨肉瘤。

本 研 究 主 要 探 究 依 托 泊 苷 对 间 充 质 干 细 胞

（mesenchymal stem cell， MSC） 和成骨性骨肉瘤细胞

UMR-106成骨分化的影响，并进一步通过RNA测序技术

进行转录组测序和生物信息学分析，筛选出依托泊苷对

UMR-106细胞向成骨转分化的作用靶点。本研究旨在为

骨肿瘤切除术后骨缺损或骨重建不良提供可行的新策略

及理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物及细胞 SPF级雌性 C57BL/6J小鼠，6~

8周龄，购自上海吉辉实验动物饲养有限公司，实验动物

生产许可证号为 SCXK （沪） 2013-0018；小鼠饲养于上

海交通大学医学院附属新华医院动物房，实验动物使用

许可证号为 SYXK （沪） 2013-0062。大鼠成骨性骨肉瘤

细胞UMR-106购自中国科学院上海细胞库。

1.1.2 主要试剂及仪器 α-MEM 培养基、低糖 DMEM

培养基、高糖 DMEM 培养基（Hyclone，美国），胎牛血

清、青霉素-链霉素（双抗）溶液（Gibco，美国），CCK-8

试剂盒（同仁化学，日本），凋亡检测试剂盒（Invitrogen，

美国）， BCIP/NBT 碱性磷酸酶 （alkaline phosphatase，

ALP） 显色试剂盒（碧云天，中国），茜素红染色试剂、

抗坏血酸、地塞米松及 β-磷酸甘油 （Sigma Aldrich，美

国），实时荧光定量 PCR相关试剂（TaKaRa，日本），抗

甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 （glyceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase，GAPDH） 抗体 （货号 sc-166574）、鼠抗

兔二抗抗体（货号 sc-2357）（Santa Cruz，美国），抗矮小

相 关 转 录 因 子 2 （runt-related transcription factor 2，

RUNX2）抗体（货号 ab76956）、抗成骨特异性转录因子

（osterix，OSX） 抗体 （货号 ab209484）、抗 DNA 结合抑

制因子 1 （inhibitor of DNA binding 1，ID1） 抗体 （货号

ab134163）、山羊抗鼠二抗抗体（货号 ab6788）（Abcam，

美国）。

实时荧光定量 PCR 仪 （LightCycler® 480II，Roche，

美国），正置荧光显微镜 （Zeiss，德国），流式细胞仪

（Guava® easyCyteTM，Luminex，美国）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞的分离和培养

（1）小鼠 MSC的分离和培养 本研究动物实验操作

经过上海交通大学医学院附属新华医院伦理委员会同意

且符合相关动物实验伦理要求。将 6~8周龄的小鼠颈椎脱

臼处死，75% 乙醇消毒 10 min 后，取股骨和胫骨骨髓，

冲洗出骨髓腔中细胞，并经 70 μm滤网过滤后置于 50 mL

离心管，1 000×g离心 5 min。取沉淀，加入α-MEM完全

培养基 （含 10% 胎牛血清、1% 双抗） 重悬，接种于

10 cm培养皿中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱。3 d后首次

换液，此后每 2 d 换液一次，约 10 d 后细胞铺满培养皿；

细胞传至第5代开始用于后续实验。

（2）人 MSC的分离和培养 人的骨髓液标本收集经

上海交通大学医学院附属新华医院伦理委员会同意并征

得患者的知情同意。采集新华医院骨科手术室股骨颈骨

折术后患者的骨髓液，1 000×g 离心 5 min 后，取沉淀，

加入低糖 DMEM 完全培养基 （含 10% 胎牛血清、1% 双

抗）重悬，接种至 10 cm培养皿中，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱。3 d 后首次换液，此后每 2 d 换液一次，约 10 d

后细胞铺满培养皿；细胞传至第2代开始用于后续实验。

（3） UMR-106细胞的培养 UMR-106细胞使用高糖
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DMEM 完全培养基（含 10% 胎牛血清、1% 双抗）培养，

按照1∶5传代。

1.2.2 MSC 体外成骨诱导 将小鼠 MSC 或人 MSC 接种

至 6 孔 板 ， 待 细 胞 融 合 至 40% 后 加 入 成 骨 诱 导 液

（50 μmol/L抗坏血酸、10 mmol/L β-磷酸甘油、100 nmol/

L地塞米松），此后每3 d更换一次诱导液。

1.2.3 细胞增殖实验 小鼠MSC接种于96孔板，待细胞

贴壁后更换含不同浓度的依托泊苷培养液（采用等倍稀

释法），在 37 ℃、5% CO2条件下孵育 12、24、36、48和

60 h 后吸除培养基，按照 CCK-8 试剂盒说明书操作，并

测量450 nm处的吸光度值［D（450 nm）］。

1.2.4 细胞凋亡检测 收集不同浓度依托泊苷处理后的

UMR-106细胞，用预冷的 PBS洗涤后按照凋亡检测试剂

盒说明书进行操作。取 5×106/L 细胞 100 μL，加入 5 μL

FITC-Annexin V 和 1 μL 100 μg/mL 碘 化 丙 啶 共 孵 育

15 min后通过流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.2.5 细胞 ALP 活性实验 将小鼠 MSC、人 MSC 或

UMR-106细胞接种于 6孔板中，待细胞融合至 40%~50%

后更换成骨诱导培养基或普通培养基，按药物浓度的不

同分为 0、0.001、0.01、0.1、1 μmol/L组，每组设 3个复

孔。在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 7 d后，按照 ALP显

色试剂盒说明书进行染色。

1.2.6 细胞基质矿化测定 将小鼠MSC、人MSC进行成

骨诱导及加药处理 14 d后，去除培养基，PBS清洗 3遍，

加 5%多聚甲醛固定 15 min后，PBS清洗 3遍，向每孔细

胞加入1 mL茜素红染色液进行染色。

1.2.7 实时定量PCR检测 小鼠MSC进行成骨诱导及加

药处理 5 d后收集细胞总RNA，按反转录试剂盒说明书的

方法进行操作，得到的 cDNA 经稀释后加入相关引物和

酶进行 qPCR 检测。以 Gapdh 作为内参，用 2
-ΔΔCT 计算分

析 mRNA 相对表达量。Gapdh 上、下游引物分别为 5′-

TGACCTCAACTACATGGTCTACA-3′和 5′-CTTCCCAT-

TCTCGGCCTTG-3′，Alp 上、下游引物分别为 5′-TAA-

CACCAACGCTCAGGTCC-3′和 5′-TGGATGTGACCT-

CATTGCCC-3′，骨钙素（osteocalcin，Ocn）上、下游引

物 分 别 为 5′-AAGCAGGAGGGCAATAAGGT-3′和 5′-

TTTGTAGGCGGTCTTCAAGC-3′， Ⅰ 型 胶 原 α1 链

（collagen type Ⅰ α 1 chain，Col1a1） 上、下游引物分别

为 5′-ACGCCATCAAGGTCTACTGC-3′和 5′-TACTC-

GAACGGGAATCCATC-3′，结缔组织生长因子 （con-

nective tissue growth factor，Ctgf） 上、下游引物分别为

5′-GCGCCTGTTCTAAGACCTGT-3′和 5′-TGGCTTGGC-

AATTTTAGGCGT-3′。

1.2.8 Western blotting 分析 小鼠 MSC 进行成骨诱导及

加药处理 7 d 后收集细胞蛋白。将各组等量蛋白上样至

SDS-PAGE凝胶，进行电泳分离，再将凝胶中蛋白电转移

至 NC膜。将膜置于封闭液中在摇床上孵育 1 h后，分别

与RUNX2抗体、OSX抗体及 ID1抗体在 4 ℃摇床孵育过

夜。次日加入二抗，室温孵育 1 h，将配置好的显影液滴

加到膜表面，放入显影仪器中显影拍照。

1.2.9 RNA 测序 依托泊苷处理 UMR-106 细胞 3 d 后，

收集总 RNA，之后由生工生物工程（上海）有限公司的

Illumina Xten平台测序，使用 Trimmomatic对测序得到的

原始数据进行处理，得到清理过的数据，随机从这些数

据中抽取 10 000 条序列与 NCBI NT 数据库进行 BLASTN

比对，取 e value≤1×10－10 并且相似度>90%、 coverage>

80% 的比对结果，计算其物种分布，进行污染检测。之

后将对照组的基因组作为参考序列，使用HISAT2将质控

后的测序序列与参考基因组进行比对，并通过 RSeQC统

计比对结果。在 RNA 测序分析中，使用 StringTie 软件，

通过定位到基因组区域或基因外显子区的测序序列的计

数（read）估计基因的表达水平。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析，所有数据以

x±s 表示，各组样本间的均数比较使用 One-way ANOVA

法，事后多重检验采用 Bonferroni 法进行两两比较。P<

0.05认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 依托泊苷对小鼠MSC增殖及UMR-106细胞凋亡的影响

将浓度为 0~12.50 μmol/L 的依托泊苷作用于小鼠

MSC 12~60 h 后，检测 MSC 的增殖能力。结果显示：依

托泊苷对MSC增殖的影响呈现一定的浓度依赖性；当浓

度≥0.20 μmol/L 时，依托泊苷开始抑制 MSC 的增殖（图

1A）。 作 用 48 h 后 其 半 数 抑 制 浓 度 （half-maximal

inhibitory concentration，IC50） 为 2.192 μmol/L；60 h 后，

IC50为 1.399 μmol/L。选择浓度为 0.001~1 μmol/L 的依托

泊苷对 UMR-106 细胞进行凋亡检测（图 1B），发现各组

细胞凋亡率（16.137%~28.300%）随药物浓度升高逐渐上

升，均显著高于对照组（均P<0.05）。

2.2 依托泊苷作用于 MSC 和 UMR-106 细胞后的 ALP 活

性检测

根据依托泊苷对 MSC 增殖活力的影响，选取 0.001、
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0.01、0.1、1 μmol/L 4 个浓度，对人 MSC、小鼠 MSC 进

行处理并诱导成骨 7 d，检测 ALP 活性 （图 2A、B）。

UMR-106细胞中也分别加入 0.001、0.01、0.1、1 μmol/L

的依托泊苷处理，3 d后检测 ALP活性（图 2C）。结果显

示，在人 MSC 中，0.01、0.1 μmol/L 依托泊苷组的 ALP

染色较未加药组显著加深；在小鼠 MSC 中， 0.001、

0.01、0.1 μmol/L依托泊苷组的ALP染色较未加药组显著

加深。UMR-106细胞依托泊苷组 ALP染色均显著深于未

加药组，说明依托泊苷能促进人MSC、小鼠MSC、成骨

性骨肉瘤细胞系UMR-106的成骨分化。

2.3 依托泊苷作用于MSC后的钙结节染色

对人 MSC、小鼠 MSC 进行依托泊苷 （0.001、0.01、

0.1、1 μmol/L）处理并诱导成骨 14 d 后，利用茜素红染

色检测钙结节（图 3）。结果显示与未加药组相比，在人

和小鼠 MSC 中 0.001、0.01、0.1 μmol/L 依托泊苷组钙结

节染色显著加深，而 1 μmol/L 依托泊苷组染色呈阴性，

可能和依托泊苷导致的细胞凋亡有关。

Note：A. Proliferation activity of MSC after treatment with etoposide (0 ‒ 12.5 μmol·L−1) for 12 ‒ 60 h. B. Apoptosis conditions of UMR-106 cells after treatment with

etoposide (0‒1 μmol·L−1) for 3 d. ①P=0.044, ②P=0.022, ③P=0.000, compared with the control (0 μmol·L−1) group..

图1 依托泊苷对MSC增殖和UMR-106凋亡的影响

Fig 1 Effects of etoposide on MSC proliferation and UMR-106 apoptosis
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Note：A. The human MSC treated with etoposide (0‒1 μmol·L−1) for 7 d. B. The mouse MSC treated with etoposide (0‒1 μmol·L−1) for 7 d. C. The UMR-106 cells treated

with etoposide (0‒1 μmol·L−1) for 3 d. ①P=0.000, ②P=0.025, ③P=0.001, ④P=0.004, ⑤P=0.006, compared with the control (0 μmol·L−1) group.

图2 ALP染色检测依托泊苷对细胞ALP活性的影响

Fig 2 Effect of etoposide on the ALP activity of the cells detected by ALP staining

Note：A. The human MSC treated with etoposide (0‒1 μmol·L−1) for 14 d. B. The mouse MSC treated with etoposide (0‒1 μmol·L−1) for 14 d. ①P=0.000, compared with the

control (0 μmol·L−1) group.

图3 茜素红染色检测依托泊苷对MSC钙结节含量的影响

Fig 3 Effect of etoposide on the content of calcium nodules in MSC detected by alizarin red staining
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2.4 依托泊苷作用于小鼠 MSC 后 Alp、Ocn、Col1a1 的

mRNA表达变化

对 小 鼠 MSC 进 行 依 托 泊 苷 （0.001、 0.01、 0.1、

1 μmol/L） 处理并诱导成骨 5 d 后，与未加药诱导组相

比，0.01、0.1、1 μmol/L依托泊苷组成骨相关标志物Alp

表达显著升高，0.001、0.01、0.1 μmol/L依托泊苷组Ocn

表达显著升高，4 个浓度的依托泊苷组 Col1a1 mRNA 表

达均显著升高（均P<0.05，图4）。

2.5 依托泊苷作用于UMR-106细胞后RNA测序分析

选择浓度 0.001 μmol/L 的依托泊苷和 UMR-106 细胞

孵育 3 d后进行mRNA测序检测基因的表达变化。韦恩图

结果显示与对照组相比，依托泊苷可以促进 965个基因表

达，同时抑制 1 215个基因表达（图 5A）。将表达变化大

于 2倍并且P值小于 0.05的基因筛选出来并利用散点图和

热图展示，结果显示，依托泊苷组有 31个基因表达上调，

49个基因表达下调（图 5B、C）。表 1罗列出了依托泊苷

组表达上调倍数最高的前 13 个基因名称、上调倍数和 P

值。其中Ctgf因对成骨调控基因 Id1具有调节功能而对其

进行了验证，证实依托泊苷可促进Ctgf表达（图5D）。

2.6 依托泊苷作用于小鼠 MSC 后 RUNX2、OSX、ID1

的蛋白表达变化

Western blotting 结果显示，与未加药诱导组相比，

0.001、0.01 μmol/L 依托泊苷组小鼠 MSC 成骨相关蛋白

Note：Changes of Alp (A), Ocn (B) and Col1α1 (C) mRNA expressions after 5 d of etoposide (0‒1 μmol·L−1) treatment. ①P=0.004, ②P=0.000, ③P=0.015, ④P=0.045, ⑤P=

0.006, ⑥P=0.013, compared with the control (0 μmol·L−1) group treated with osteogenic medium.

图4 实时荧光定量PCR检测依托泊苷对小鼠MSC成骨相关基因表达的影响

Fig 4 Effect of etoposide on the expression of osteogenic-related genes in mouse MSC by real-time qPCR

表1 依托泊苷促进UMR-106细胞表达上调倍数最高的前13个基因

Tab 1 Top up-regulated 13 genes promoted by etoposide in the UMR-106 cells detected by RNA sequencing

Gene

Clta

Rab1a

Taf1

Clasp2

Ehmt2

Tpm1

Rell1

Tpm1

Gpbp1l2

Uck2

Polr3gl

Akap11

Ctgf

Full name

Clathrin，light chain A

RAB1A，member RAS oncogene family

TATA-box binding protein associated factor 1

Cytoplasmic linker associated protein 2

Euchromatic histone lysine methyltransferase 2

Tropomyosin 1，alpha

RELT-like 1

Tropomyosin 1，alpha

GC-rich promoter binding protein 1-like 2

Uridine-cytidine kinase 2

RNA polymerase Ⅲ subunit G like

A-kinase anchoring protein 11

Connective tissue growth factor

log2 fold change

17.509

11.153

8.726

6.243

5.865

5.728

4.845

3.859

3.799

3.299

3.202

3.064

2.982

P value

4.70×10－3

4.23×10－3

5.54×10－4

3.36×10－4

1.49×10－14

1.44×10－17

1.68×10－44

1.69×10－8

8.20×10－31

1.54×10－4

1.75×10－3

1.11×10－24

1.06×10－5
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RUNX2、 OSX 及 ID1 表 达 水 平 均 显 著 增 高 （均 P<

0.05，图6）。

3 讨论

骨肿瘤术后造成的骨缺损或骨重建不良是目前骨科

临床面临的一大挑战。干细胞由于其优越的再生潜能成

为器官和组织再生领域的研究热点［11-14］。有别于一般骨

缺损的骨再生，骨肿瘤术后骨再生的理想状态为在抑制

肿瘤细胞的同时促进干细胞骨修复。本研究在目前临床

抗肿瘤药物中筛选到了具有此双重作用的依托泊苷，发

现依托泊苷具有促进干细胞向成骨细胞分化的功能。

Note：A‒C. Venn diagram (A), heatmap diagram (B) and scatter diagram (C) of the differential expressed mRNAs between the UMR-106 cells treated with 0.001 μmol·L−1

etoposide for 3 d and the control (0 μmol·L−1) group. D. Changes of Ctgf mRNA expression in the UMR-106 cells treated with etoposide (0‒0.1 μmol·L−1) for 3 d detected by

PCR. ①P=0.001, compared with the control (0 μmol·L−1) group.

图5 RNA测序和PCR检测依托泊苷对UMR-106细胞mRNA表达的影响

Fig 5 Effect of etoposide on the expression of mRNAs in the UMR-106 cells by RNA sequencing and PCR
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ALP 是干细胞向成骨细胞分化的早期标志性酶，成骨细

胞形成的钙结节是干细胞晚期成骨分化的标志物。本研

究中，MSC经不同浓度的依托泊苷处理后发现，其早期

及晚期的成骨分化标志物均显著增加，同时又在 mRNA

和蛋白质水平进一步证明依托泊苷能促进MSC成骨分化

相关标志物的表达。

转录组测序可在RNA水平研究基因表达差异［15］，目

前已应用于多种疾病诊疗的分子机制研究。为研究依托

泊苷促进干细胞成骨分化的机制，本研究利用 Illumina

Xten高通量RNA测序技术对依托泊苷处理后的成骨性骨

肉瘤细胞 UMR-106样品进行转录组测序，发现依托泊苷

可显著上调 Ctgf 的表达。 CTGF 属于基质细胞蛋白

（CYR61-CTGF-NOV，CCN） 家族，已被证明可调节多

种细胞功能，并参与更复杂的生物学过程，如软骨生成

和成骨［16-17］。研究［18］还表明，在骨骼组织的修复或再生

过程中，CTGF的表达显著增加，而重组形式的CTGF处

理可以刺激成骨细胞或细胞系的增殖和分化。

已有研究［19］表明 ID1是CTGF的下游信号通路分子，

且 沉 默 ID1 的 表 达 能 下 调 成 骨 标 志 物 骨 桥 蛋 白

（osteopontin，OPN）的表达。ID1在机体生命过程中发挥

重要作用，包括细胞发育、衰老、分化、血管生成和迁

移［20-21］。有研究［22-23］表明，ID1是成骨信号的重要激活分

子，也是骨形态发生蛋白 （bone morphogenetic protein，

BMP）信号通路信号的靶基因。

为了进一步验证转录组测序结果，我们在蛋白质水

平检测了依托泊苷作用下 MSC 成骨分化过程中 ID1及其

下游成骨关键转录因子RUNX2和OSX的表达，发现依托

泊苷能够显著增加MSC成骨分化过程中 ID1、RUNX2和

OSX的表达，从而促进干细胞成骨分化。

依托泊苷在抗肿瘤方面也起着重要的作用。研究［24］

表明，依托泊苷对骨肉瘤细胞有杀伤作用，与其促细胞

凋亡有关。我们的数据显示依托泊苷在促进成骨的有效

浓度范围内能促进骨肉瘤细胞凋亡。近年来的观点认为

骨肉瘤可能是一种分化缺陷疾病，骨肉瘤细胞成骨分化

被认为是治疗骨肉瘤的一种全新方法［25］。本研究发现依

托泊苷的另一个重要功能，即促进成骨性骨肉瘤细胞

UMR-106向成骨分化；其机制可能是依托泊苷通过促进

Ctgf基因的表达激活其靶基因 Id1，进而激活其下游成骨

关键转录因子RUNX2和OSX。我们的研究对未来研究依

托泊苷的药物靶点及功能等提供了新的思路，为临床骨

肿瘤切除术后的骨缺损、保肢重建治疗的临床难题提供

了新的策略及理论依据。

Note：A. The protein bands of RUNX2, OSX and ID1 in the MSCs treated with etoposide (0‒1 μmol·L−1) for 7 d in the osteogenic medium or not. B. The relative level of

RUNX2 protein. C. The relative level of OSX protein. D. The relative level of ID1 protein. ①P=0.014, ②P=0.001, compared with the control (0 μmol·L−1) group treated with

osteogenic medium.

图6 Western blotting检测依托泊苷对小鼠MSC成骨相关蛋白表达的影响

Fig 6 Effect of etoposide on the expression of osteogenic related proteins in mouse MSC by Western blotting
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