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ELK1调控PI3K/Akt信号通路促进骨肉瘤细胞
增殖及其机制研究

徐永军1，董舒2，王昊1

（咸阳市中心医院 1.骨一科，2.骨四科，陕西 咸阳 712000）

摘要 ：目的 探讨E26转录因子1（ELK1）调控PI3K/Akt信号通路对骨肉瘤细胞增殖能力的影响及其发挥

作用的可能机制。方法 Western blotting检测ELK1在骨肉瘤细胞系U2OS、MG-63、HOS及正常成骨细胞

hFOB11.9中的相对表达量；选择相对表达量最高的骨肉瘤细胞系进行ELK1 siRNA转染，分为si-NC组、

si-ELK1-1组和si-ELK1-2组；MTS检测各组细胞增殖率；平板克隆实验检测各组细胞克隆形成能力；Western

blotting检测各组细胞中PI3K/Akt信号通路关键蛋白pPI3K和pAKT的相对表达量；采用PI3K/Akt信号通路激活

剂SC79与ELK1 siRNA同时处理骨肉瘤细胞后MTS法检测各组细胞增殖率，平板克隆实验检测各组细胞克隆形

成能力。结果 与正常成骨细胞比较，ELK1在骨肉瘤细胞系中的相对表达量均升高（P <0.05），在U2OS细胞中

的相对表达量最高（P <0.05）；U2OS细胞转染ELK1 siRNA，Western blotting结果显示，与si-NC组比较，

si-ELK1-1组、si-ELK1-2组U2OS细胞中ELK1的相对表达量降低（P <0.05）；与si-NC组比较，si-ELK1-1组

和si-ELK1-2组U2OS细胞增殖率和克隆形成能力均降低（P <0.05），细胞中pPI3K和pAkt蛋白的相对表达量降

低（P <0.05）。SC79处理si-ELK1组U2OS细胞后，ELK1 siRNA对细胞增殖和克隆形成能力的抑制作用减弱

（P <0.05）。结论 ELK1在骨肉瘤细胞中高表达，通过激活PI3K/Akt信号通路促进骨肉瘤细胞增殖的能力，

ELK1可作为治疗骨肉瘤的潜在靶点。
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Function and mechanism of ELK1 regulating PI3K/Akt signaling
pathway to promote osteosarcoma proliferation
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Abstract: Objective To study the effect of E26 transcription factor 1 (E-twenty six transcription factor 1,

ELK1) on the proliferation of osteosarcoma cells by regulating the PI3K/Akt signaling pathway, and to explore the

possible mechanism of its role. Methods Western blotting was used to detect the expression level of ELK1 in

osteosarcoma cell lines MG-63, HOS, U2OS, and normal osteoblast hFOB11.9. High-expressing osteosarcoma cell

line was selected for ELK1 siRNA infection and divided into si-NC group, si-ELK1-1 group, and si-ELK1-2 group.

Western blotting was used to detect the expression level of ELK1 in each group of cells; MTS was used to detect the

cell proliferation rate of each group; plate cloning experiment was used to detect the cell formation ability of each

group; western blotting was used to detect the effects of PI3K/Akt signaling pathway-related proteins in each group

of cells. PI3K/Akt signaling pathway activator SC79 and ELK1 siRNA were used to treat osteosarcoma cells at the
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same time. MTS was used to detect the cell proliferation rate of each group. Plate cloning experiment was used to

detect the cell clone formation ability of each group. Results Western blotting results showed that the expression of

ELK1 in osteosarcoma cell lines was higher than that in normal osteoblasts (P < 0.05), and the expression was

highest in U2OS cells (P < 0.05). U2OS cells were transfected with ELK1 siRNA. Western blotting showed that

compared with the NC group, the expression of ELK1 in si-ELK1-1 and si-ELK1-2 groups U2OS cells were reduced

(P < 0.05); compared with the si-NC group, the proliferation rate and cloning ability of si-ELK1-1 and si-ELK1-2

U2OS cells were decreased (P < 0.05), and the expression of pPI3K and pAkt proteins were decreased (P < 0.05).

After SC79 treatment of U2OS cells in the si-ELK1 group, the inhibitory effect of ELK1 siRNA on cell proliferation

and clone formation was weakened (P < 0.05). Conclusion Interfering with the expression of ELK1 can inhibit the

proliferation of osteosarcoma cells by regulating PI3K/Akt.
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骨肉瘤是常见的原发性恶性骨肿瘤，具有青

少年儿童发病率高、疾病进展快、恶性程度高及

远处转移和复发率高的特点[1]。尽管手术治疗与化

疗相结合可以提高骨肉瘤患者的生存率，但骨肉

瘤患者的预后仍然不能令人满意，尤其是在初次

检查时出现临床转移的患者中[2]。表观遗传学领域

的新证据表明，骨肉瘤是由遗传改变和遗传积累

引起的。肿瘤的恶性进展取决于基因的调控，因

此寻找与骨肉瘤恶性表型显著相关及在骨肉瘤中

发挥关键作用的基因至关重要[3]。E26 转录因子 1

（E-twenty six transcription factor 1, ELK1）是属于 ETS

家族和三元复合因子（ternary complex factor, TCF）亚

家族的转录因子，在调节细胞生长、分化及存活

中起关键作用[4]。ELK1在结直肠癌、骨肉瘤、胃癌

等多种恶性肿瘤中表达升高，促进恶性肿瘤的发

生、发展[5-7]，而ELK1在骨肉瘤中发挥的具体生物

学功能未知。PI3K/Akt信号通路是与肿瘤发生、发

展密切相关的重要调控途径[8]，抑制其激活可作为

抗肿瘤治疗的有效策略[9]。因此，本文对 ELK1 在

骨肉瘤中发挥的生物学功能及其通过调控PI3K/Akt

信号通路的作用机制进行了初步研究，旨在获得

ELK1作为骨肉瘤治疗潜在分子靶点的重要实验室

依据。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

骨肉瘤细胞系 U2OS、MG-63、HOS 及正常成

骨细胞hFOB11.9 （中国科学院细胞库提供），培养

基、胎牛血清和胰酶 （美国Hibco公司）；6孔板、

96 孔板及培养瓶（美国 Coring 公司），RIPA（北京索

莱宝试剂有限公司），BCA蛋白检测试剂盒（上海碧

云天生物技术有限公司），PVDF膜（美国Promega公

司），ECL 发光液（美国 millipore 公司），ELK1 siRNA

（广州锐博生物生物技术有限公司），MTS增殖检测

试剂盒（中国北京百奥莱博科技有限公司），吉姆萨

染色（上海歌凡生物科技有限公司），ELK1、pPI3K和

pAkt抗体（英国Abcam公司）。

1.2 细胞培养

骨肉瘤细胞系 U2OS、MG-63、HOS 及正常成骨

细胞 hFOB11.9 复苏后重悬至含有 10% 胎牛血清的

培养基中，全湿度条件下放置在37℃、5% 二氧化碳

培养箱中培养。观察培养基的颜色，变为黄色时更

换新鲜培养基，细胞融合度为95%左右时，以1∶2进

行细胞传代。

1.3 Western blotting检测ELK1蛋白相对表达量

骨肉瘤细胞系 U2OS、MG-63、HOS 及正常成

骨细胞 hFOB11.9 长满后，胰酶进行消化后收集细

胞，PBS洗3次，获得细胞斑块，加入RIPA混匀于

冰上裂解细胞10 min，4℃高速离心30 min。取4 μL
上清液检测ELK1蛋白，其余的上清液移至新的EP

管中，加入上样缓冲液煮沸蛋白变性。蛋白加至

SDS-PAGE 凝胶中，电泳仪 80 V 分离蛋白，100 V

转膜（PVDF膜），PVDF膜放至8%脱脂牛奶中室温

孵育 1 h，TBST 洗 3 次，加入 ELK1 和内参 GAPDH

一抗稀释液4℃孵育过夜，TBST洗 3次后，加入兔

二抗室温孵育 1 h，ECL 试剂盒显示蛋白条带。

Image J软件分析各组细胞中ELK1的相对表达量。

1.4 细胞转染

对常规培养中ELK1蛋白相对表达量最高的骨

肉瘤细胞进行ELK1 siRNA感染。细胞呈对数生长

时，胰酶进行消化后收集细胞数，以 1×105个/孔

接种至6孔板中，分为 si-NC组（对照）、si-ELK1-1
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组（ELK1 干扰 siRNA 序列 1）及 si-ELK1-2 组（ELK1

干扰 siRNA序列 2）。细胞贴壁后采用Lipofectamine

2000 进行各组 siRNA 转染，全湿度条件下放置在

37℃、5% 二氧化碳培养箱中培养12 h后更换新鲜

培养基，转染48 h后，按照1.3中方法检测各组细

胞中ELK1蛋白相对表达量，验证各组ELK1 siRNA

转染效率。

1.5 MTS实验

对常规培养中ELK1蛋白相对表达量最高的骨

肉瘤细胞进行 MTS 实验。细胞呈对数生长时，胰

酶进行消化后收集细胞数，以1 000个/孔接种至96

孔板中，分为si-NC组、si-ELK1-1组及 si-ELK1-2

组，按照1.4细胞转染的方法进行转染。转染48 h

后，向 96 孔板中加入 30 μL/孔 MTS 试剂，全湿度

条件下放置在37℃、5%二氧化碳培养箱中孵育2 h

后，检测各孔在490 nm波长处的OD值。细胞增殖

率=实验组OD值/对照组OD值×100%。

1.6 平板克隆实验

对常规培养中ELK1蛋白相对表达量最高的骨

肉瘤细胞进行平板克隆实验。细胞呈对数生长时，

胰酶进行消化后收集细胞数，以500个/孔接种至6

孔板中，分为si-NC组、si-ELK1-1组和 si-ELK1-2

组，按照1.4细胞转染的方法进行转染。全湿度条

件下放置在37℃、5% 二氧化碳培养箱中培养2周

左右，肉眼可见克隆团形成时终止细胞培养，培

养过程中培养基变黄时更换新鲜培养基。PBS洗3次，

加入甲醇固定10 min，加入吉姆萨染液进行细胞染

色，扫描拍照计数各组细胞克隆团形成数目，检

测各组细胞克隆形成能力。

1.7 PI3K/Akt信号通路检测

收集转染的各组细胞，按照 1.3 中 Western

blotting检测 si-NC组、si-ELK1-1组及 si-ELK1-2组

中PI3K/Akt信号通路关键蛋白pPI3K和 pAkt的相对

表达量。

1.8 SC79处理骨肉瘤细胞进行功能回复实验

对常规培养中ELK1相对表达最高的骨肉瘤细

胞进行功能回复实验。细胞呈对数生长时，胰酶

进行消化后收集细胞数，以1×105个/孔接种至6孔

板中，分为 si-NC 组、si-ELK1 组及 si-ELK1+SC79

组，细胞贴壁后si-NC组转染对照siRNA、si-ELK1

组转染干扰ELK1表达效果较好的ELK1 siRNA，si-

ELK1+SC79 组转染 ELK1 siRNA 的同时加入 5 μmol

SC79 作用 48 h，采用 MTS 实验和平板克隆实验检

测各组细胞的增殖率和克隆形成能力。

1.9 统计学方法

数据分析用 SPSS 17.0 统计软件。计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，多组间的比较用单因素

方差分析，进一步两两比较采用Dunnett-t 法，P <

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 ELK1在骨肉瘤细胞系中的相对表达量

Western blotting 结果显示，ELK1 在骨肉瘤细胞

系 U2OS、MG-63、HOS 中 的 表 达 分 别 为（6.12±

1.05）、（2.51±0.11）和（2.99±0.13），在正常成骨细胞

hFOB11.9中的表达为（0.98±0.07），多组间比较差异

有统计学意义（F =49.155，P =0.000），与正常成骨细

胞比较，ELK1在骨肉瘤细胞系中的相对表达量均升

高（P <0.05），其中，在U2OS细胞中的相对表达量最

高（P <0.05）。见图1。

2.2 ELK1 siRNA转染效果

选择ELK1相对表达量最高的骨肉瘤细胞U2OS

进行 ELK1 siRNA 转染，Western blotting 结果显示，

ELK1 在 si-NC 组 、si-ELK1-1 组 及 si-ELK1-2 组

U2OS 细胞中的相对表达量分别为（1.95±0.35）、

U2OS MG-63 HOS hFOB11.9

ELK1

GAPDH

45 kD

34 kD

U2OS MG-63 HOS hFOB11.9
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†与正常成骨细胞hFOB11.9比较，P <0.05。

图1 ELK1在骨肉瘤细胞系和正常成骨细胞中的

相对表达量比较 （x±s）

·· 46



第 11 期 徐永军，等：ELK1调控PI3K/Akt信号通路促进骨肉瘤细胞增殖及其机制研究

（0.85±0.08）和（0.62±0.09），3 组比较，差异有统计

学意义（F =33.195，P =0.001）；与 si-NC 组比较，si-

ELK1-1 组和 si-ELK1-2 组 U2OS 细胞中 ELK1 蛋白

的相对表达量降低（P <0.05），si-ELK1-2 组的干扰

效果较好，可进行后续的功能回复实验。见图2。

2.3 干扰ELK1对U2OS细胞增殖率的影响

MTS 实验结果显示，si-NC 组、si-ELK1-1 组及

si-ELK1-2 组 U2OS 细 胞 增 殖 率 分 别 为（100.00±

0.00）%、（47.22±6.22）%和（35.42±5.44）%，3 组比

较，差异有统计学意义 （F =311.746，P =0.000）；

与 si-NC组比较，si-ELK1-1组和 si-ELK1-2组U2OS

细胞增殖率降低（P <0.05）。见图3。

2.4 ELK1对U2OS细胞克隆形成能力的影响

平板克隆形成实验结果显示，si-NC 组、si-

ELK1-1组及 si-ELK1-2组 U2OS细胞克隆形成数目

分 别 为（116.33±13.54）个 、（69.67±6.29）个 和

（36.67±8.42）个，3组比较，差异有统计学意义（F =

49.075，P =0.000）；与 si-NC 组比较，si-ELK1-1 组

和 si-ELK1-2 组 U2OS 细胞克隆形成能力降低（P <

0.05）。见图4。

2.5 ELK1对U2OS细胞中PI3K/Akt信号通路的

影响

Western blotting 实验结果显示，si-NC 组、si-

ELK1-1 组及 si-ELK1-2 组 U2OS 细胞中 PI3K 和 Akt

蛋白相对表达量比较，差异无统计学意义 （P >

0.05）； si-NC 组 、 si-ELK1-1 组 及 si-ELK1-2 组

U2OS 细胞中 pPI3K 和 pAkt 蛋白相对表达量比较，

差异有统计学意义 （P <0.05），si-ELK1-1组和 si-

ELK1-2组的pPI3K和 pAkt蛋白相对表达量较si-NC

组降低（P <0.05）。见表1和图5。

2.6 ELK1调控PI3K/Akt信号通路影响U2OS细

胞增殖和克隆形成能力

采用PI3K/Akt 信号通路激活剂SC79处理ELK1

siRNA转染的细胞进行功能回复实验的研究。MTS

实验结果显示，si-NC 组、si-ELK1 组和 si-ELK1+

SC79组U2OS细胞增殖率分别为（100.00±0.00）%、

（37.36±6.44）%、（56.14±7.19）%，3组比较，差异

有统计学意义 （F =99.820，P =0.000），与 si-NC组

比较，si-ELK1 组和 si-ELK1+SC79 组 U2OS 细胞增
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图2 ELK1 siRNA转染效果
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图3 干扰ELK1对U2OS细胞增殖率的影响
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图4 干扰ELK1对U2OS细胞克隆形成能力的影响
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殖 率 降 低 （P <0.05）。 与 si-ELK1 组 比 较 ， si-

ELK1+SC79 组 U2OS 细胞增殖率增加 （P <0.05），

SC79减弱ELK1对细胞增殖率的抑制作用。

平板克隆实验结果显示，si-NC组、si-ELK1-1

组和 si-ELK1-2 组 U2OS 细胞克隆形成数目分别

为（109.67±18.66）个 、（35.33±6.85）个 、（72.67±

5.22） 个，3 组比较，差异有统计学意义 （F =

29.44，P =0.001）；与 si-NC 组比较，si-ELK1-1 组

和 si-ELK1-2组U2OS细胞克隆形成数目减少 （P <

0.05）。与si-ELK1-1组比较，si-ELK1-2组U2OS细

胞克隆形成数目增加 （P <0.05），SC79 减弱 ELK1

对细胞克隆形成能力的抑制作用。见图6。

3 讨论

骨肉瘤的发病率为3/100万，是骨组织中最常

见的恶性肿瘤[1]。骨肉瘤最常见的发病部位是股骨

远端，其次是胫骨近端和肱骨长骨的干骺端。骨

肉瘤通常发生在青少年中，0～24岁骨肉瘤患者的

发病率为2.0％～7.6％，在所有儿童和青少年骨恶

性肿瘤死亡者中，约有8.9％是由骨肉瘤引起的[10]。

手术联合放化疗是骨肉瘤患者的主要治疗方法，

对早期患者疗效较好，但是约有 20％的骨肉瘤患

者在初次检查时就出现了肺部临床转移症状，长

期生存率较差，骨肉瘤患者的5年生存率仅为60％

左右[10]。骨肉瘤的复发和转移导致病死率升高，研

究报道局限性早期骨肉瘤患者5年生存率为80％，
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图5 干扰ELK1对U2OS细胞PI3K/Akt信号通路的影响

表1 干扰ELK1对PI3K/Akt信号通路的影响 （x±s）

组别

si-NC组

si-ELK1-1组

si-ELK1-2组

F 值

P 值

PI3K

3.65±0.43

4.31±0.15

4.46±0.27

4.514

0.053

pPI3K

4.09±0.76

2.08±0.28

0.26±0.05

50.163

0.000

Akt

3.41±0.25

3.18±0.18

3.94±0.24

4.965

0.056

pAkt

4.88±0.81

1.55±0.19

1.98±0.23

41.638

0.000
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率
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①
②

①与si-NC组比较，P <0.05；②与si-ELK1-1组比较，P <0.05。
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图6 ELK1调控PI3K/Akt信号通路影响U2OS细胞增殖和

克隆形成能力
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而 晚 期 骨 肉 瘤 患 者 的 5 年 生 存 率 仅 为 15%～

30％[11]。因此研究骨肉瘤进展的分子机制对改善患

者预后具有重要意义。骨肉瘤的发病机制是错综

复杂的，主要由遗传和环境因素组成[3]。针对肿瘤

发生、发展中关键基因的治疗是新近发现的抗肿

瘤治疗，即分子靶向治疗，骨肉瘤的分子靶向治

疗仍处于研究阶段，在分子水平研究骨肉瘤的恶

性进展机制是寻找抗骨肉瘤治疗的关键途径[12]。

E26（E-twenty six, ETS）家族是较大的细胞内转

录因子调控家族之一，该家族大多数的成员在生

理和病理过程中具有重要的作用，包括胚胎发育、

细胞分化、细胞增殖与凋亡、细胞与细胞间的相

互作用等，在包括恶性肿瘤在内的人类疾病中发

挥重要调控作用[13]。ETS家族重要调控转录因子之

一的ELK1同样在调控细胞增殖、分化及存活过程

中发挥关键作用，研究报道[14]ELK1 是新型的肿瘤

促癌基因，在前列腺癌中ELK1表达与较高的临床

T期、病理T期，格里森评分、预后等级及阳性淋

巴结状态相关，并是前列腺癌疾病复发的独立预

后因子。在宫颈癌中ELK1诱导GPC3-AS1/GPC3轴

促进宫颈癌细胞的增殖和迁移[15]。而SU等[6]研究报

道长链非编码RNA（lncRNA）MIR100HG在骨肉瘤组

织和细胞系中高表达，其高表达是骨肉瘤患者预

后不良因素，干扰MIR100HG的表达可抑制骨肉瘤

细胞增殖和细胞周期的进程，并促进细胞凋亡，

其作用机制是被转录因子 ELK1 上调。因此 ELK1

上调促进骨肉瘤的进程。而本文对ELK1在骨肉瘤

中 的 直 接 生 物 学 作 用 进 行 研 究 。 首 先 Western

blotting 检测发现，ELK1在骨肉瘤细胞系中的相对

表达量高于其在正常成骨细胞中的相对表达量，

并选择 ELK1 相对表达最高的骨肉瘤细胞进行干

扰，MTS和平板克隆实验发现骨肉瘤细胞的增殖能

力下降，表明ELK1在骨肉瘤细胞中高表达促进细

胞的增殖。由于组织样本的限制，本文未在骨肉

瘤组织水平对ELK1的表达水平进行验证，仍需在

后续实验中进行补充。

ELK1在骨肉瘤中发挥作用的分子机制需进一

步研究。研究报道ELK1作为转录因子，通过激活

有丝分裂原激活的蛋白激酶（MAPK）/细胞外信号调

节激酶（ERK）途径而被磷酸化并转移到细胞核，从

而导致包括原癌基因c-fos 下游靶点的调控发挥生

物学功能[16]。WANG 等[17]发现在肾透明细胞癌中

ELK1 可以调节 NDUFA4L2 的表达，参与细胞生长

和死亡过程，而NDUFA4L2可能与PI3K/Akt发挥相

互作用。PI3K/Akt激活可促进肿瘤的恶性增殖，由

于 其 密 切 参 与 多 种 肿 瘤 的 各 种 恶 性 生 物 学 行

为[18-19]，PI3K/Akt 可作为抗肿瘤治疗的分子靶点，

PI3K/Akt信号通路抑制剂已经在抑制肿瘤的进展中

取得了一定的疗效[20]。研究报道在骨肉瘤中PI3K/

Akt 信号通路也处于异常激活状态，PI3K/Akt 信号

通路关键蛋白PI3K和Akt发生磷酸化，促进或抑制

其下游通路分子的表达，以促进肿瘤的发生、发

展[21-22]。本文采用Western blotting检测ELK1的表达

对骨肉瘤细胞中PI3K/Akt 信号通路的影响，结果发

现干扰ELK1的表达后，骨肉瘤细胞中PI3K/Akt信号

通路关键蛋白 pPI3K 和 pAkt 蛋白表达降低，表明

ELK1可能通过调控PI3K/Akt促进骨肉瘤细胞增殖。

并进一步采用 PI3K/Akt 信号通路激活剂 SC79 进行

功能回复实验，结果显示SC79恢复 si-ELK1组部分

增殖能力，表明ELK1通过激活PI3K/Akt信号通路促

进骨肉瘤细胞的增殖。

综上所述，ELK1在骨肉瘤细胞中高表达，通

过激活PI3K/Akt信号通路促进骨肉瘤细胞增殖的能

力，ELK1可作为治疗骨肉瘤的潜在靶点。
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