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肝细胞生长因子/离散因子 ( hepatocyte growth factor/scatter factor, HGF/SF)是一种多肽生长因子 ,

细胞因子 HGF 体外增强骨肉瘤细胞株的增殖和黏附性
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摘 要 :【目的】研究肝细胞生长因子/离散因子 ( HGF/SF)及其受体蛋白 c- Met 在骨肉瘤细胞株 MG- 63

和 HOS中的表达及对瘤细胞生物学行为的影响 , 探讨 HGF/c- Met 系统在骨肉瘤细胞生长侵袭过程中的作用。

【方法】 用流式细胞术检测 HGF- !、HGF- "、c- Met 在 2 株骨肉瘤细胞株中的表达 ; 外源性 HGF 刺激此 2 株
细胞株后 , 用 MTT法、黏附性检测方法研究细胞增殖速率和黏附性的变化。【结果】HGF- !、HGF- "、c- Met 在

2 株骨肉瘤细胞株中的阳性表达率均低于 3%。HGF 浓度达 50 ng/mL以上时 , MG- 63 和 HOS的增殖速率显著

增高 , P< 0.01。当外源性 HGF 的浓度分别达 5 ng/mL和 10 ng/mL时 , MG- 63 和 HOS的黏附性指标即显著升

高 , P< 0.01。外源性 HGF 刺激后 HGF- !、HGF- "、c- Met 在 2 株骨肉瘤细胞株中的表达略有变化 , 但差异无统
计学意义 , P >0.05。【结论】 HGF 可以促进骨肉瘤细胞株 MG- 63 和 HOS的体外增殖和黏附能力。
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Increased Proliferation Rate and Adhesiveness of Osteosarcoma Cell Lines by

HGF Cytokine in Vitro
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Absract: 【Objective】 To investigate the expression of hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF/SF) and its

receptor protein c- Met in osteosarcoma cell line MG- 63 and HOS, and the influence of HGF on the proliferative

and adhesive abilities of the two osteosarcoma cell lines, so as to investigate the possible role of this cytokine during

the process of osteosarcoma proliferation and invasion. 【Methods】 Two osteosarcoma cell lines MG- 63 and HOS

were traditional cultured. Flow cytometry analysis was used to detect the positive rates of HGF- !,HGF- ",c- Met in
the two cell lines. Then, MTT method and cell adhesion detection were used to detect the change of the cells’

proliferation rate and adhesive abilities after being stimulated by external pure HGF. 【Results】 The positive rates

of HGF- !,HGF- ",c- Met in the two cell lines were all lower than 3%. The proliferation rates of MG- 63 and HOS
increased dramatically when the concentration of external HGF reached 50 ng/mL. Only 5 ng/mL external HGF

could make the index of MG- 63 adhesion increase markedly (P< 0.01). Similarly, 10 ng/mL external HGF could

make the index of HOS adhesion increase significantly(P< 0.01). That the percentage of HGF- !, HGF- ", c- Met
positive cells almost had no variation after stimulated by external HGF. 【Conclusions】 HGF cytokine could

enhance the proliferative and adhesive abilities of osteosarcoma cell lines MG- 63 and HOS in vitro.
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具有强的促进细胞分裂、组织成形、诱导上皮细胞

迁移、侵袭及血管形成的作用 ;原癌基因 c- Met 编

码 HGF 的受体 , 具有酪氨酸激酶的活性 , 被 HGF

激活的 c- Met 受体对多种细胞的增殖、分化、运动

和侵袭有调节作用 [1];本研究拟探讨骨肉瘤细胞中

HGF 和 c- Met 的表达情况以及 HGF 对骨肉瘤细

胞增殖、黏附和侵袭力等生物学特性的影响 , 以期

从新的角度认识骨肉瘤侵袭转移的调控机理。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 细 胞 人骨肉瘤细胞株 MG- 63 和 HOS

为本教研室冻存细胞株。

1.1.2 试 剂 HGF- !、HGF- "、c- Met 单克隆抗
体均来自美国 Santa Cruz 公司 ; 纯化的人重组

HGF 来自 Calbiochem公司。

1.2 方 法

1.2.1 HGF- !、HGF- "、c- Met 的测定 常规培养
骨肉瘤细胞株 MG- 63 和 HOS, 当细胞生长至 80%

满时 ,制备细胞悬液 , 冷 PBS洗 2 次。每种细胞设

2 支试管 , 每管加入细胞悬液 100 #L( 1×106 个细
胞) , 细胞固定及破膜后加入用破膜剂按 1∶100 稀

释的 HGF- !、HGF- "、c- Met 单克隆抗体 , 室温孵
育 30 min, 空白对照管加不含一抗的破膜剂 ;二抗

为羊抗鼠 IgG, 用 PBS按 1∶200 稀释 , 室温孵育 30

min; PBS洗 2 次,制成细胞悬液。采用流式细胞术 ,

以对照管作为空白定标 , 计算 10 000 个肿瘤细

胞 , 记录标本的阳性细胞百分率 , 重复 3 次。并检

测外源性 HGF( 10 ng/mL)刺激 2 h 和 24 h 后 3 株

骨肉瘤细胞中 HGF- !、HGF- "、c- Met 阳性细胞百
分率的变化。

1.2.2 细胞增殖速率的检测 生长至 80%的培养

骨肉瘤细胞分成 2 组 , 一组移入无血清 DMEM, 另

一组移入 HGF 浓度分别为 10、50、100 ng/mL的无

血清 DMEM,细胞浓度为 3×104/mL。接种细胞悬液

100 #L到 96 孔板 , 则每孔细胞数为 3×103, 每列
分别设 7 个重复孔 , 第 8 排为不加细胞只加培养

液的空白对照。孵育 48 h 后每孔加入 20 #L MTT
溶液 , 37 ℃ 体积分数 5%CO2 培养箱中孵育 4 h,

甩去多余的培液。每孔滴加 200 #L 二甲基亚砜 ,
溶液变为紫蓝色 , 微型混合振荡器 37 ℃振荡 15

min;酶标仪读取 A570。

1.2.3 细胞黏附性检测 96 孔板涂布浓度为

200 #g/mL的 Matrigel 30 #L, 超净台上风干 , 用含
有 1 g/L加热变性 BSA的 PBS洗涤、封闭 40 min。

生长至 80%的细胞分成 2 组 , 一组移入无血清

DMEM, 另一组移入 HGF 浓度分别为 5, 10, 20 ng/

mL的无血清 DMEM, 预处理 24 h。胰酶消化后将

细胞重悬于无血清 DMEM, 每孔加入 5×104 个细

胞 ; 37 ℃孵育 40 min; PBS轻洗 2 次 , 已吸附于 96

孔板中的细胞用 1 g/L美蓝溶液染色 30 min;用三

蒸水轻洗去多余的染料 , 每孔加入乙醇和 0.1 mol/

L HCL(1∶1)混合的裂解液 ,测定 A630。

1.3 统计学分析

采用 t 检验 ,显著性水平为 !=0.05。

2 结 果

2.1 HGF- !、HGF- "、c- Met 的表达
2株骨肉瘤细胞株中 3 种蛋白的表达率均不

足 3%, 10 ng/mL外源性 HGF 刺激 2 h 后 3 种蛋

白在 MG- 63 中的表达略升高 , 在 HOS中的表达

略降低 , 但差异均无显著性意义 ( P 值均>0.05)。

2.2 外源性 HGF 对骨肉瘤细胞增殖速率的影响

当 HGF 达 50 ng/mL 时 , MG- 63 的增殖速率

显著增高 , HGF 达 100 ng/mL时 , HOS增殖速率的

增高才具有显著性意义(表 1)。

2.3 外源性 HGF 对骨肉瘤细胞黏附性的影响

当 HGF 的浓度为 5 ng/mL 和 10 ng/mL 时 ,

MG- 63 的黏附性显著性升高 , 当 HGF 的浓度进

一步升高为 20 ng/mL 时 , 其黏附性反而降低至

未处理时的水平 ; 而 HGF 的浓度达到 10 ng/mL

时 HOS 的黏附性才会显著性升高 , 见表 2、图

1、2。

表 1 HGF 对骨肉瘤细胞 MG- 63、HOS增殖速率的影响

Table 1 Influence (A570) on the proliferation rates of

osteosarcoma cell line MG - 63 and HOS by various

concentration of HGF

HGF

0 ng/mL

10 ng/mL

50 ng/mL

100 ng/mL

MG- 63

0.69±0.06

0.80±0.18

0.90±0.17

0.78±0.15

t

1.83

3.68

1.76

P1)

>0.05

<0.01

>0.05

HOS

0.66±0.06

0.72±0.13

0.71±0.13

0.83±0.11

t

1.32

1.10

4.41

P1)

>0.05

>0.05

<0.01

1) Compared with the control cell line (0 ng/mL, HGF)
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3 讨 论

HGF是 1986 年从重症肝炎病人的血浆中纯

化获得的细胞因子 , 对肝细胞具有强的丝裂原作

用并因此而得名 , 后证实该因子对细胞具有趋散

作用 ,亦可称之为离散因子( SF)。原癌基因 c- Met

编码 HGF 的受体 , 具有酪氨酸蛋白激酶 ( PTK)活

性 , HGF 与 c- Met 受体蛋白特异性结合后 , 可导致

多种底物蛋白的酪氨酸磷酸化 , 最终将信号转入

细胞核内的转录机构 ,导致细胞的增殖和分化[1]。

多种研究证明患者血清中 HGF 升高与肝癌、

胃癌、结肠癌、乳腺癌、前列腺癌等多种恶性上皮

性肿瘤的进展和转移密切相关 [2- 4]; c- Met 高表达

与甲状腺癌、乳腺癌、鼻咽癌等的淋巴结转移密切

相关 [5]; 体外研究也发现 , HGF 诱导或增强有 c-

Met 表达的肝癌、恶性纤维组织细胞瘤等肿瘤细胞

株的体外增殖和侵袭能力[6]。

本研究结果表明 , 外源性 HGF 确实能促进 2

株骨肉瘤细胞的增殖,这一现象也在肝癌等其它肿

瘤细胞的体外实验中得到了证实[6],说明 HGF在骨

肉瘤细胞发生发展过程中的作用不容忽视。同时,

外源性 HGF对 2 株骨肉瘤细胞的黏附性也有一定

的影响作用 , 即 HGF 达到一定浓度后可使 MG- 63

的黏附性显著升高, 并且 HOS的黏附性与外源性

HGF 浓度呈剂量依赖性 ; 肿瘤细胞与周围组织黏

附是其侵袭转移行为的起始步骤, 细胞-基质的黏

附性增强能促进肿瘤细胞进一步转移 [7], 本结果提

示 HGF可能与骨肉瘤细胞的侵袭转移有一定的相

关性。2 株骨肉瘤细胞株对 HGF 刺激的反应有所

不同,可能是由肿瘤细胞之间的异质性所致。

值得注意的是 , 本研究中不论骨肉瘤细胞是

否经外源性 HGF 因子刺激 , 2 株骨肉瘤细胞本身

表达内源性 HGF 的量始终很低 , 因而作者认为骨

肉瘤细胞本身并不能直接合成及分泌 HGF, HGF

可能是由肿瘤间质细胞产生 , 并通过旁分泌途径

促进骨肉瘤细胞增殖和黏附。目前研究认为 c- Met

是 HGF 的唯一受体 , 而作为信号转导蛋白 , 其蛋

白水平的改变往往是瞬时的 , 有时仅在几分钟内

完成。本研究中外源性 HGF 刺激前后 2 株骨肉瘤

细胞中 c- Met 的变化不大 , 可能是由于刺激的时

间较长( 2 h 以上) , 且未能应用检测磷酸化 c- Met

的特异性抗体检测该分子的表达 , 因此未能检测

出 c- Met 的明显变化。

已有研究表明 HGF/c- Met 系统参与了骨肉瘤

细胞 SaoS- 2 的生长和肿瘤进展 [8], 并且能通过旁

分泌途径促进人肺腺癌的增殖和转移 [9], 其结论支

持本研究结果。这就给我们一个提示 ,肿瘤间质成

份在骨肉瘤的增殖乃至侵袭转移等生物学行为中

的作用应是十分重要的。由间质淋巴类细胞或纤

表 2 HGF对骨肉瘤细胞 MG- 63 和 HOS黏附性的影响

Table 2 The influence (A630) on the adhesive abilities of

osteosarcoma cell line MG - 63 and HOS by various

concentration of HGF

HGF

0 ng/mL

5 ng/mL

10 ng/mL

20 ng/mL

MG- 63

0.26±0.05

0.35±0.05

0.35±0.05

0.28±0.08

t

4.09

4.09

0.67

P 1)

<0.01

<0.01

>0.05

HOS

0.25±0.02

0.28±0.04

0.35±0.05

0.41±0.04

t

2.14

5.88

11.43

P 1)

>0.05

<0.01

<0.01

1) Compared with the control cell line ( 0 ng/mL HGF)

图 1 HGF 对骨肉瘤细胞系 MG- 63 黏附性的影响

Fig.1 Influence on the adhesive ability of osteosarcoma

cell line MG - 63 by var ious concentration of

hepatocyte growth factor

图 2 HGF 对骨肉瘤细胞系 HOS黏附性的影响

Fig.2 Influence on the adhesive ability of osteosarcoma

cell line HOS by var ious concentration of

hepatocyte growth factor
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维母细胞分泌的 HGF 因子与其受体 c- Met 结合

后 , 可能通过与其他肿瘤中相类似的旁分泌通路

激活其下游的信号分子 , 如 Stat3、MEK1/2 和

ERK1/2 等[10, 11]促进骨肉瘤的增殖和转移。

综上所述 , 外源性 HGF 因子可以促进骨肉瘤

细胞株 MG- 63 和 HOS 的增殖和体外黏附能力 ,

可能在骨肉瘤进展过程中起到十分重要的作用。
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