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摘要 目的：骨肉瘤是一种常见的恶性骨肿瘤，恶性程度高，往往在早期就会发生远隔器官的转移，从而导致骨肉瘤的预后非常差。

Orai1是一类定位于细胞膜，介导钙离子内流的受体依赖性钙通道蛋白。大量研究发现钙通道蛋白 Orai1过表达于多种肿瘤细胞，

并对维持肿瘤细胞粘附、侵袭、迁移等恶性表型有非常重要的作用。然而，钙通道蛋白 Orai1是否参与了骨肉瘤的转移过程，目前

未见相关报道。本研究的目的是探究钙通道蛋白 Orai1是否在骨肉瘤转移过程中的发挥作用。方法：利用合成的靶向 Orai1的小
干扰 RNA（Orai1 siRNA）片段，转染至人骨肉瘤细胞系 Saos-2细胞。在 Saos-2细胞中抑制 Orai1的表达。采用细胞黏附实验、细胞

划痕实验和细胞 Transwell实验检测骨肉瘤细胞的黏附、迁移及侵袭等肿瘤细胞转移能力；Western-blot实验检测 Saos-2细胞的

中黏着斑激酶（FAK）和桩蛋白（Paxillin）的表达水平和磷酸化水平。结果：靶向 Orai1 siRNA瞬时转染至骨肉瘤细胞系 Saos-2细

胞后，Saos-2细胞中 Orai1蛋白表达水平和 mRNA转录水平均显著下降。并且，在 Saos-2细胞中抑制 Orai1表达后，Saos-2细胞

的黏附能力、迁移能力、及侵袭能力均显著下降。进一步研究发现，在 Saos-2细胞中抑制 Orai1表达后，Saos-2细胞的 FAK和
Paxillin磷酸化水平明显下降。结论：Orai1可以促进骨肉瘤细胞的黏附、迁移和侵袭,增加黏着斑的形成，从而促进骨肉瘤的转移。

因此，深入研究钙通道蛋白 Orai1调控骨肉瘤转移的分子机制，可为骨肉瘤转移的治疗提供新的新方向和新策略。
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The Effect of Orai1 on Metastasis Potential in Osteosarcoma Cells*

Osteosarcoma is one of the most common skeletal cancers. It is a highly malignant tumor characterized by

rapid progression, poor prognosis, and frequent tumor recurrence. Orai1 as calcium channels is widely expressed in various tumor cells,

which play essential roles in regulating cell adhesion, migration and invasion. However, it remains unclear whether Orai1is involved in
the progression of osteosarcoma. Here, we investigated the functions of Orai1in the metastatic processes of human osteosarcoma cells.

In this study, RNA interference was used to downregulate the expressions of Orai1in human osteosarcoma cells Saos-2. Cell

adhere test was used in Orai1siRNA transfected human Saos-2 osteosarcoma cells to test cells adhesion potential. Transwell test was used

in Orai1siRNA transfected human Saos-2 osteosarcoma cells to test cells invasion potential. Monolayer wound healing assay was carried

out in Orai1siRNA transfected human Saos-2 osteosarcoma cells to test cell migration potential. Western-blot was used to test the
phosphorylation levels of FAK and paxillin. Transfection of human osteosarcoma cells with siRNA targeting Orai1, led to

significant decreases in Orai1compared to cells transfected with the negative control siRNA. In Orai1siRNA transfected human Saos-2
osteosarcoma cells, the numbers of attached cells, invaded cells and wound closure rate were significantly decreased compared to cells

transfected with the negative control siRNA. Furthermore, phosphorylated FAK and Paxillin were markedly lowered in Orai1siRNA

transfected human Saos-2 osteosarcoma cells compared to cells transfected with the negative control siRNA. Orai1may play

important roles in the invasion and metastasis of human osteosarcoma cells and may promote the formation of focal adhesion. Orai1may

enhance metastasis potential of human osteosarcoma cells and may be a promoter of carcinogenesis. Thus, drug targets Orai1may present

a new method for preventing osteosarcoma metastasis in osteosarcoma treatments.
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前言

骨肉瘤是一种最常见恶性骨肿瘤。骨肉瘤恶性程度高，早

期就容易发生远隔器官转移，尤其是肺转移，致残率和死亡率

都很高，预后极差[1-4]。目前尚未发现可明确预示或治疗骨肉瘤

转移的特异性分子标志物。因此，深入探究在骨肉瘤的转移发

挥关键作用的分子，探索能早期预测骨肉瘤转移的指标，鉴定

可用于治疗骨肉瘤转移的关键分子靶点，对提高骨肉瘤患者的

预后具有非常重大的临床意义。Orai1是最近发现和鉴定的介

导钙离子进入细胞的钙通道蛋白。大量研究发现钙通道蛋白

Orai1过表达于多种肿瘤细胞，并对维持肿瘤细胞的恶性表型

有重要作用[5-7]。然而，钙通道蛋白 Orai1是否参与了骨肉瘤转

移过程，目前未见相关报道。本研究旨在明确钙通道蛋白 Orai1

在人骨肉瘤转移过程中的作用，鉴定 Orai1是否为治疗骨肉瘤

转移的有效作用靶点。

1 材料与方法

1.1 材料
RPMI1640细胞培养液购自美国 GIBCO BRL公司；Orai1

干涉片段由上海生工公司合成。Real-time PCR逆转录试剂盒

购自美国 Abcam 公司；Real-time PCR 仪购自美国 BIO-RAD

公司。

1.2 方法
1.2.1 细胞转染 将 Saos-2细胞计数（1× 105细胞 /mL）后接

种于 24孔板，将 24孔板置于饱和湿度条件、恒温 37 ℃及含
5% CO2的细胞培养箱中。24 h后取出 24孔板，显微镜下观察

细胞状态良好，用无血清培养基连续洗涤细胞 3 次，分别取 2

滋L（20 pmol）Orai1 siRNA和 Control siRNA溶于 98 滋L无血清

培养基，静置 10 min。然后再将脂质体 2 滋L用移液器溶于 98

滋L无血清培养基中静置 10 min后，将这两种液体充分混匀后

室温静置 25 min。然后将转染液加入培养有待转染细胞的孔

中，每个孔补加培养基至 500 滋L后，将培养板置于饱和湿度条

件、恒温 37 ℃及含 5% CO2的细胞培养箱中培养。6h后弃转染
液，更换为含 10%新生牛血清的培养基，继续置于细胞培养箱

中培养 18 h。
1.2.2 实时定量 PCR 用反转录试剂盒提取成 Saos-2细胞的

总 RNA后反转录成 cDNA。用如下反应体系：2 滋g模板 RNA、
1 滋L Oligo dT primer、2 滋L dNTP mixture、1 滋L Ace反转录酶、
1 滋L RNase inhibitor、4 滋L 5× RT buffer，10 滋L RNase-free 水。

反应条件为：第一步 37 ℃ 30 min，第二步 84℃ 30 sec。反应产

物 4℃保存。然后进行实时定量 PCR反应。用如下反应体系：
12.5 滋L RealMasterMix（SYBR I）、2 滋L模板 cDNA、1 滋L正向

引物、1 滋L反向引物、8.5 滋L RNase-free水。反应条件为：第一

步 94℃ 5 min；第二步 94 ℃ 60 sec、57 ℃ 30 sec、72 ℃ 30 sec，
共 30个循环；第三步 72℃ 5 min；最后 4℃ 结束反应。用实时

定量 PCR仪的自带软件统计实验数据。
1.2.3 免疫印记实验 Saos-2 细胞转染 Orai1 siRNA 和 Con-

trol siRNA后用细胞裂解液将其分别裂解，然后总蛋白定量两

组细胞的裂解液，稀释至同一总蛋白浓度水平。将两组细胞裂

解液进行 SDS电泳约 120 min，SDS电泳凝胶电泳后将蛋白转

至 PVDF膜，时间约 90 min。取出电转后的 PVDF膜，用 5%脱

脂奶粉封闭约 30 min，洗涤 PVDF膜 4次后，PVDF膜表面孵

育相应蛋白的特异性抗体 2 h，洗膜 4次后，加入相应 HRP标

记二抗孵育 1 h，洗涤 PVDF膜 4次后，进行化学发光。将实验

结果拍照并进行定量分析。

1.2.4 细胞黏附实验 取一无菌 96孔培养细胞板，每孔加入

约 100 滋L的Matrigel胶，置于 4℃ 冰箱。约 12 h后吸出上清

液。用含 5%山羊血清的封闭液室温封闭约 30 min。Saos-2细胞

转染 Orai1 siRNA和 Control siRNA后细胞计数。用移液器取
1× 105细胞接种于之前用 Matrigel胶包被的孔中。将细胞培养

板置于恒温培养箱中培养约 45 min后，用移液器轻轻吸出上
层培养液。用移液器取 100 滋L含 0.2%的 Cristal violet溶液加

入孔中，室温静置 15 min染色。洗涤 2次后将培养板静置培养

板至其干燥。最后用移液器取 100 滋L含 5%SDS的乙醇滴入培

养细胞的孔中，静置约 30 min后，用酶标仪测定吸光值，并定

量分析实验结果。

1.2.5 细胞划痕实验 Saos-2细胞转染 Orai1 siRNA 和 Con-

trol siRNA后细胞计数。取约 2× 104骨肉瘤细胞接种于 6孔板

中置于细胞培养箱中约 24 h。倒置显微镜下观察待细胞生长至

完全融合后，用移液器头沿直尺在 6孔板划痕，用细胞培养液

洗涤细胞 6孔板 3次洗去悬浮的细胞后，每孔加入无血清培养

基约 2 mL。即刻在倒置显微镜下拍照。然后将 6孔板置于细胞

培养箱中静置培养 24 h。24 h后再次在倒置显微镜下拍照。分

别测量 0 h和 24 h细胞划痕的宽度，然后计算细胞迁移率。每

个独立实验重复 3次。
1.2.6 细胞 Transwell实验 取一无菌 24孔细胞培养，加入含
10%胎牛血清的细胞培养液板，加入含 10%胎牛血清的细胞培

养液约 200 滋L。Saos-2细胞转染 Orai1 siRNA 和 Control siR-

NA后细胞计数。取约 2× 104骨肉瘤细胞接种于侵袭小室的上

室，将侵袭小室置于 24孔细胞培养板中，侵袭小室的下室的浸

入细胞培养液中，然后将细胞培养板置于恒温细胞培养箱中。

24h后取出侵袭小室，去除侵袭小室上室中未穿过滤膜的细

胞。取甲醛 200 滋L固定滤膜上的细胞约 10 min。然后弃甲醛洗
涤滤膜后取 200 滋L苏木精 -伊红染色滤膜上的细胞。小心切

下滤膜置于载玻片上。倒置显微镜下任取 5-6个视野观察并计

数穿过侵袭小室滤膜的细胞。每个独立实验重复 3次。
1.2.7 统计学分析 实验数据用 SPSS 13.0软件进行 student-t

检验，实验结果以均数± 标准差（x依s）表示，以 p 值小于 0.05表

示实验结果有统计学差异。

2 结果

2.1 靶向 Orai1的 siRNA片段抑制骨肉瘤细胞 Orai1的表达与

转录

我们将 Orai1 siRNA和 Control siRNA转染至 Saos-2细胞
中。然后我们采用Western blot和 Real Time-PCR方法检测转

染后 Saos-2细胞中钙通道蛋白 Orai1的蛋白表达水平以及 O-

rai1的 mRNA转录水平。结果表明，与转染 Control siRNA 对

照组比较，转染 Orai1 siRNA的 Saos-2细胞中 Orai1的蛋白表

达水平以及 Orai1的 mRNA转录水平都明显下降，差异有统计

学意义 (p<0.05，图 1和图 2)。
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图 3 Orai1 siRNA对人骨肉瘤 Saos-2细胞粘附能力的影响

Fig.3 Effect of Orai1 siRNA on adhesion ability of human Saos-2

osteosarcoma cells

2.2 钙通道蛋白 Orai1对骨肉瘤细胞黏附能力的影响

为明确钙通道蛋白 Orai1的表达变化可否影响骨肉瘤细

胞的粘附能力。我们将 Orai1 siRNA和 Control siRNA转染至
Saos-2细胞后检测了 Saos-2细胞的粘附能力。我们发现，与转

染 Control siRNA的对照组相比较，Saos-2细胞转染 Orai1 siR-

NA后细胞的黏附能力显著降低，差异有统计学意义 (p<0.05，
图 3)。此结果提示降低钙通道蛋白 Orai1后可显著抑制骨肉瘤

细胞粘附能力。

2.3 钙通道蛋白 Orai1对骨肉瘤细胞迁移能力的影响

为明确钙通道蛋白 Orai1的表达变化可否影响骨肉瘤细

胞的迁移能力。我们将 Orai1 siRNA和 Control siRNA转染至
Saos-2细胞后采用细胞划痕实验检测了 Saos-2 细胞的迁移能

力。我们发现，与转染 Control siRNA的对照组相比较，Saos-2

细胞转染 Orai1 siRNA后细胞的迁移能力显著降低，差异有统

计学意义 (p<0.05，图 4)。此结果提示：降低钙通道蛋白 Orai1

后可显著抑制骨肉瘤细胞的迁移能力。

2.4 钙通道蛋白 Orai1对骨肉瘤细胞侵袭能力的影响

为明确钙通道蛋白 Orai1的表达变化可否影响骨肉瘤细

胞的侵袭能力。我们将 Orai1 siRNA和 Control siRNA转染至
Saos-2细胞后采用细胞 Transwell实验检测了 Saos-2细胞的侵

袭能力。我们发现，与转染 Control siRNA的对照组相比较，
Saos-2细胞转染 Orai1 siRNA后细胞的侵袭能力显著降低，差

异有统计学意义 (p<0.05，图 5)。此结果提示：降低钙通道蛋白
Orai1后可显著抑制骨肉瘤细胞的侵袭能力。
2.5 钙通道蛋白 Orai1对骨肉瘤细胞黏着斑形成的影响

黏着斑激酶（Focal adhesion kinase, FAK）和桩蛋白（pax-

illin）是细胞黏着斑的主要组成部分。为明确钙通道蛋白 O-

rai1 的表达变化可否影响骨肉瘤细胞的黏着斑形成能力。我

们将 Orai1 siRNA 和 Control siRNA 转染至 Saos-2 细胞后检

测了 Saos-2 细胞的 FAK 和 Paxillin 的表达水平和磷酸化水

平。我们发现，与转染 Control siRNA的对照组相比较，Saos-2

细胞转染 Orai1 siRNA后，细胞中 FAK和 Paxillin的表达无显

著性变化（p<0.05，图 6）；然而，细胞中 FAK 和 Paxillin 的磷

酸化水平均显著减低，差异有统计学意义 (p<0.05，图 6)。此

图 1 Orai1 siRNA对人骨肉瘤 Saos-2细胞中 Orai1蛋白表达的影响

Fig.1 Effect of Orai1 siRNA on the expression of Orai1 in human Saos-2

osteosarcoma cells

图 2 Orai1 siRNA对人骨肉瘤 Saos-2细胞中 Orai1 mRNA转录的影响

Fig.2 Effect of Orai1 siRNA on transcription of Orai1 in human Saos-2

osteosarcoma cells

图 4 Orai1 siRNA对人骨肉瘤 Saos-2细胞迁移能力的影响（bar=100 滋m）

Fig.4 Effect of Orai1 siRNA on invasion ability of human Saos-2 osteosarcoma cells（bar=100 滋m）

1035窑 窑

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.6 MAR.2019

图 5 Orai1 siRNA对人骨肉瘤 Saos-2细胞侵袭能力的影响（bar=100 滋m）

Fig.5 Effect of Orai1 siRNA on migration ability of human Saos-2 osteosarcoma cells（bar=100 滋m）

图 6 Orai1 siRNA对人骨肉瘤 Saos-2细胞黏着斑形成的影响

Fig.6 Effect of Orai1 siRNA on formation of focal adhesion of human Saos-2 osteosarcoma cells（bar=100 滋m）

结果提示：降低钙通道蛋白 Orai1 后可显著抑制骨肉瘤细胞

的黏着斑的形成。

3 讨论

骨肉瘤多发生于 11-20岁的青少年人群，发病部位多位于

股骨远端和胫骨近端。早期发现的骨肉瘤以截肢治疗为主，然

而截肢后仍百分之九十以上患者发生远隔器官的转移，从而导

致骨肉瘤的预后非常差，5年生存率不足百分之二十。据最新

统计数据显示，约至少有百分之九十的骨肉瘤患者在发现骨肉

瘤时已经发生了肺部微小病灶转移。并且，约百分之九十以上

骨肉瘤患者，最终不是死于原发病灶，而是死于骨肉瘤转移所

导致的远隔器官的衰竭[1-4]。目前，骨肉瘤转移的早期发现与治

疗仍是攻克骨肉瘤难点。因此，探索可早期干预骨肉瘤转移的

分子靶点，将为攻克骨肉瘤提供新的方向。

细胞内的钙离子是一种负责信号转导的非常重要的第二

信使。然而细胞膜是半通透膜，钙离子不能自由进出。钙离子进

入细胞内必须借助于细胞膜上的钙离子通道。因此，细胞膜上

的钙离子通道是钙离子发挥第二信使作用的基础[8-10]。大量研

究证实细胞膜上的钙离子通道的异常与多种肿瘤的发生发展

有关[11-13]。Orai1是一类定位于细胞膜介导钙离子内流的受体依

赖性钙通道，它是一个四次跨膜蛋白[14，15]。Orai1是一种介导细

胞外钙离子内流入细胞内的受体依赖型钙通道蛋白。表皮生长

因子、胰岛素样生长因子以及血小板衍生生长因子等这些细胞

因子都可通过一些细胞信号转导通路激活受体依赖型钙通道。

目前研究已发现 Orai1介导受体依赖型钙离子内流的分子机

制，具体如下。当某种细胞因子与其相应的受体结合后，可激活

细胞内的磷脂酶 C。细胞内的磷脂酶 C有激活磷酯酰肌醇激

酶活的活性。磷脂酶 C水解磷脂酰肌醇 4,5二磷酸产生三磷酸

肌醇。三磷酸肌醇扩散至细胞内质网附近并与细胞内质表面的

三磷酸肌醇受体（IP3R）结合导致三磷酸肌醇受体构象改变而

激活三磷酸肌醇受体。三磷酸肌醇受体激活后可介导内质网中

的钙离子外流进入细胞浆内[10-12]。STIM1是定位于细胞内质网

内的钙敏感蛋白，可在内质网中的钙离子外流、内质网钙离子

浓度减低时被激活。当三磷酸肌醇受体激活后，内质网钙离子

外流进入细胞浆，细胞内质网中的钙离子急剧减少。这时位于

内质网膜上的 STIM1会被激活。激活的 STIM1会向细胞膜聚
集并于细胞膜上的 Orai1 结合。STIM1 与 Orai1 结合后引起
Orai1的构象改变并形成四聚体形式的钙离子通道，介导细胞

外的钙离子内流进入细胞内，完成受体依赖性钙离子内流[16-20]。

大量研究发现钙通道蛋白 Orai1过表达于多种肿瘤细胞，

并对维持肿瘤细胞粘附、侵袭、迁移等恶性表型有非常重要的

作用[11-13]。有研究发现在黑色素瘤细胞中，Orail介导的钙离子

信号通路可促进黑色素瘤细胞降解细胞外基质、从而促进黑色

素瘤的侵袭和远隔器官的转移。另有研究发现在黑色素瘤细胞
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中敲除 Orail基因后，细胞中钙离子信号通路介导的 CaMKI-

I-Raf-1/2ERK信号通路的活性显著降低，并明显抑制了黑色素

瘤细胞增殖。有研究发现在神经胶质瘤中，Orail表达明显升高
[20-23]。在神经胶质瘤中抑制 Orai1能够显著减少受体依赖型钙离
子内流并抑制细胞 Pyk2的活性，从而抑制神经胶质瘤细胞侵

袭和转移[24，25]。然而，Orai1在骨肉瘤转移中的作用还未见报道。

肿瘤转移是一个涉及多个环节和多个步骤的复杂过程，肿

瘤细胞黏附、迁移和侵袭能力与肿瘤的转移密切相关。肿瘤转

移需要肿瘤细胞从原发灶向周围组织侵袭和迁移；需要肿瘤细

胞突破基底膜和血管壁；需要肿瘤细胞黏附于靶器官。肿瘤细

胞黏着斑的形成在肿瘤细胞黏附、迁移和侵袭过程中发挥重要

作用。在肿瘤细胞转移过程中，细胞的前端向前伸出并合成粘

着斑为细胞前部提供锚定点，进而牵引细胞向前移动，与此同

时，细胞尾部粘着斑的去组装使细胞尾部回缩而完成转移过

程[26，27]。研究表明：Orai1 作为细胞膜上的受体依赖性钙离子

通道，可能通介导细胞外钙离子进入细胞内，从而增加钙离子

作为第二信使的相关信号通路的活性。研究发现：钙离子可通

过激活细胞内一些小 GTP 酶如 Ras 和 Rac 而激活 FAK 和
paxillin，从而加速细胞黏着斑的组装。细胞内钙离子通过加速

细胞黏着斑的组装与去组装来促进肿瘤细胞的转移过程[28-30]。

粘着斑激酶（focal adhesion kinase，FAK）和桩蛋白（paxillin）在

肿瘤细胞侵袭与迁移过程中发挥重要作用，它们不仅是细胞伪

足的重要组成充分，也是介导肿瘤细胞转移的重要的信号通路

调控分子。FAK是定位于细胞质中的一种酪氨酸激酶，含羧基

端、氨基端和激酶区这三个结构域。FAK的羧基端有一聚焦粘
附靶标的序列，这个序列可与 paxillin结合而激活桩蛋白。研究

表明，FAK的活性与细胞迁移能力关系密切。在许多恶性肿瘤

细胞中都发现了 FAK的表达或者活性的异常。FAK的表达或

者活性的异常增高可显著增加肿瘤细胞的黏附、迁移、侵袭等

能力。有研究发现，FAK可促进肿瘤细胞分泌基质金属蛋白酶
促进肿瘤细胞的侵袭[31，32]。有研究发现，细胞内的钙离子可通过

激活钙蛋白酶（Calpain）和钙调蛋白激酶调控 FAK的磷酸化及

去磷酸化，从而参与细胞黏着斑的组装与去组装来调控肿瘤细

胞的转移[33-35]。

本课题研究中，我们在骨肉瘤细胞中转染了靶向 Orai1的
siRNA片段减低了骨肉瘤细胞 Orai1的表达。我们发现在骨肉

瘤细胞降低 Orai1的表达后，骨肉瘤细胞黏附、迁移和侵袭等

这些反映肿瘤转移能力指标均显著下降。进一步研究发现，在

骨肉瘤细胞降低 Orai1的表达后，骨肉瘤细胞的 FAK和 pax-

illin磷酸化水平明显下降，提示黏着斑形成减少。

综上所述在骨肉瘤细胞钙通道蛋白 Orai1 可以通过增加

黏着斑的形成促进骨肉瘤细胞的黏附、迁移和侵袭，从而促进

骨肉瘤的转移。因此，深入研究 Orai1参与调控骨肉瘤转移的

分子机制，可为早期干预骨肉瘤的转移提供新的方向。
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