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【摘要】目的：阐述低强度脉冲超声（LIPUS）对骨肉瘤细胞增殖的调控作用和机制，探索低强度脉冲超声治疗骨肉瘤的潜

在价值。方法：在时间梯度实验中，将MG-63细胞分为LIPUS组和Control组，对LIPUS组加载1、6、12、18和24 h的低强

度脉冲超声，CCK-8检测各组细胞增殖活力，Western Blots检测24 h低强度脉冲超声对PI3K/AKT/mTOR信号通路的影

响。在机制实验中，将MG-63细胞分为Control组、LY294002组、LIPUS组和LIPUS+740Y-P组，对各组施加对应的干预

措施后使用CCK-8检测各组细胞增殖能力，Western Blots检测各组增殖相关蛋白PCNA和Cyclin D1的表达情况。所有

数据重复3次后使用单因素方差分析统计。结果：加载低强度脉冲超声18和24 h后，LIPUS组的细胞增殖活力较对照组

显著降低（P<0.010, P<0.001），这些结果表明 LIPUS 可抑制 MG-63 细胞的增殖。LIPUS 可抑制 p-PI3K、p-AKT 和 p-

mTOR的表达（P<0.001），即抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路的激活，而不影响PI3K、AKT和mTOR的表达。使用LIPUS

就如同使用PI3K的抑制剂（LY294002）一样，可以抑制MG-63细胞的增殖（P<0.001），在使用PI3K的激动剂740Y-P后，可

逆转LIPUS对MG-63细胞增殖的抑制（P<0.001）。这些结果表明LIPUS可以通过抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路的激

活来抑制骨肉瘤细胞的增殖。结论：低强度脉冲超声通过PI3K/AKT/mTOR信号通路抑制骨肉瘤细胞的增殖，它可能是

单独或联合放化疗治疗骨肉瘤的有效方法之一。
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Low-intensity pulsed ultrasound inhibits the proliferation of osteosarcoma cells through PI3K/

AKT/mTOR signaling pathway
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Emergency Center, Lanzhou University Second Hospital, Lanzhou 730000, China

Abstract: Objective To clarify the role and mechanism of low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) in regulating the proliferation

of osteosarcoma cells, and to explore the potential value of LIPUS in the treatment of osteosarcoma.Methods In time gradient

experiment, MG-63 cells were divided into LIPUS group and control group. MG-63 cells in LIPUS group were loaded with LIPUS

for 1, 6, 12, 18 and 24 h. CCK-8 was used for detecting the cell proliferation in each group, and Western Blots for detecting the

effects of 24 h LIPUS on PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. In mechanism experiment, MG-63 cells were divided into control

group, LY294002 group, LIPUS group and LIPUS+740Y-P group. After treating MG-63 cells with corresponding interventions

in different groups, CCK-8 was used for detecting cell proliferation in each group, and Western Blots for detecting the expressions

of proliferation-related proteins PCNA and Cyclin D1. After all data were repeated 3 times, one-way ANOVA was adopted for

statistical analysis. Results After loading LIPUS for 18 and 24 h, the cell proliferation in LIPUS group was significantly lower

than that in control group (P<0.010, P<0.001), which indicated that LIPUS could inhibit the proliferation of MG-63 cells. In

addition, LIPUS could inhibit the expressions of p-PI3K, p-AKT and p-mTOR (P<0.001) (inhibiting the activation of PI3K/AKT/

mTOR signaling pathway), without affecting the expressions of PI3K, AKT and mTOR. Like the inhibitor of PI3K (LY294002),

LIPUS could inhibit the proliferation of MG-63 cells (P<0.001). The inhibition of LIPUS on proliferation of MG-63 cells could

be reversed by 740Y-P (the agonist of PI3K) (P<0.001). These results revealed that LIPUS could inhibit the proliferation of

osteosarcoma cells by inhibiting the activation of PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. Conclusion LIPUS can inhibit the
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前 言

骨肉瘤（Osteosarcoma, OS）是起源于间充质原始

骨细胞的恶性骨肿瘤，也是骨骼系统常见的恶性骨

肿瘤［1-2］。好发于儿童和青少年，发病高峰为 10~14

岁［3］。常发病于长骨的干骺端，引起肿胀、疼痛、活动

受限和病理性骨折等症状［4］。近年来，随着外科手术

和放化疗的介入，OS的 5年生存率不断提高，达到了

70% 左右［5］。但仍有 30% 的患者因术后复发和转移

瘤化疗耐药等出现不良预后［6］。因此，寻找一种新的

安全有效的治疗方法来提高 OS 患者的生存率显得

尤为重要。

低 强 度 脉 冲 超 声 （Low-Intensity Pulsed

Ultrasound, LIPUS）是一种低频低强度脉冲式的非侵

入性超声医疗技术［7］。其特征是对人体无损害，且易

于应用［8］。临床广泛用于促进骨折愈合，促进牵引成

骨和治疗骨折延迟愈合［9］。LIPUS 可能是通过调控

成骨细胞增殖和骨髓间充质干细胞成骨分化来发挥

其促进骨折愈合的作用［10］。近年来，有研究发现

LIPUS 可调控 OS 细胞的增殖和凋亡［11-12］，而 PI3K/

AKT/mTOR 信号通路在 OS 的发展过程中发挥着重

要作用，如可通过抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路来

抑制OS细胞的增殖［13］。因此，本研究假设LIPUS可

通过抑制 PI3K/AKT/mTOR 信号通路进而抑制 OS

细胞的增殖，给 MG-63 细胞施加 LIPUS 后，检测

细胞增殖能力和 PI3K/AKT/mTOR 信号通路相关

蛋白的表达情况，确定 LIPUS 对 MG-63 细胞和

PI3K/AKT/mTOR 的影响，再分别使用 PI3K/AKT/

mTOR 信号通路的抑制剂和激动剂后观察 LIPUS 对

MG-63 细胞增殖的影响，进而明确 LIPUS 作用于

MG-63细胞的机制。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

主要试剂如下：MEM培养基、胰蛋白酶、胎牛血

清、PBS、PI3K-gamma 抗体（Abcam）、Anti-pan-AKT

抗 体（Abcam）、重 组 Anti-mTOR 抗 体（Abcam）、

Phospho-PI3K 抗 体 （Cell Signaling Technology，

CST）、Phospho-Akt抗体（CST）、Phospho-mTOR抗体

（CST）、PCNA 抗体（CST）、Cyclin D1 抗体（CST）、

β-Actin 抗体（CST）和山羊抗兔（鼠）二抗（CST）等。

主要仪器如下：低强度脉冲超声仪（Metron GS170, 澳

大利亚）、细胞培养箱、显微镜和离心机等。

1.2 细胞培养

将人骨肉瘤 MG-63 细胞（购自中国科学院细胞

库）解冻后置于培养瓶中，加 5 mL由基础培养基和胎

牛血清配置而成的完全培养基，置于 37 ℃细胞培养

箱中培养，每 3 d 换液一次，每天在显微镜下观察细

胞生长情况，待细胞长满瓶底 90% 的区域后进行传

代和冻存。

1.3 加载LIPUS

低强度脉冲超声仪脉参数：脉冲频率为 100 Hz，

脉冲宽度为 2 ms，间隔时间为 8 ms。在时间梯度实

验中，将超声仪换能器平放于 LIPUS 组细胞培养皿

上分别加载 1、6、12、18 和 24 h。机制实验分组为

Control 组、LY294002（PI3K 的抑制剂）组、LIPUS 组

和LIPUS+740Y-P（PI3K的激动剂）组，Control组细胞

不予处理，LY294002 组细胞使用 LY294002 预处理，

LIPUS组细胞则加载特定时间（由时间梯度实验结果

决定）的 LIPUS，LIPUS+740Y-P 组细胞使用 740Y-P

预处理后加载特定时间（由时间梯度实验结果决定）

的LIPUS。

1.4 细胞活力检测

使用CCK-8检测细胞活力，施加干预措施后，将

各组细胞接种到 96 孔板中。然后，将 100 μL 含有

10% CCK-8 试剂的培养基添加到每个孔中，并将细

胞在 37 ℃下孵育 4 h。通过检测吸光度来评估细胞

活力。

1.5 Western Blots检测

加载 LIPUS后滴加裂解液高速离心后收集各组

的总蛋白，使用BCA试剂盒测定各组的蛋白浓度，确

定上样量后，沸水煮 5 min，标记后冰箱冻存备用。制

胶后依次上样，设定电泳参数后开始电泳，待溴酚蓝

到达胶底部时停止，以目标蛋白分子量和 Marker 的

指示敷PVDF条带后开始转膜，转膜时间依蛋白分子

量而定，电转结束后孵育一抗1 h后4 ℃过夜，10×TBST

洗膜 3 次，共 30 min，再孵育二抗 1 h 后洗膜 30 min，

滴加ECL化学发光液后曝光。

1.6 统计学方法

各组数据重复 3次，计量资料用均数±标准差表

示，使用单因素方差分析，条带使用 Image J 软件处

理，使用 GraphPad Prism 8.0.2软件处理数据并作图，

P<0.05为差异有统计学意义。

proliferation of osteosarcoma cells through PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. LIPUS combined with chemotherapy or not

may be one of the effective methods for the treatment of osteosarcoma.

Keywords: low-intensity pulsed ultrasound; phosphatidylinositol 3-kinase; osteosarcoma; proliferation; signaling pathway
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2 结 果

2.1 LIPUS抑制MG-63细胞的增殖

CCK-8 实验发现加载 LIPUS 1、6 和 12 h 后，

LIPUS 组的细胞增殖活力与 Control 组比较，差异无

统计学意义（P>0.05），而加载 18和 24 h后，LIPUS组

的细胞增殖活力较 Control组显著降低，差异有统计

学意义（P<0.010, P<0.001）。这些结果表明 LIPUS

可抑制MG-63细胞的增殖（图1）。

2.2 LIPUS对PI3K/AKT/mTOR信号通路的调控

对 MG-63细胞加载 24 h LIPUS后，使用 Western

Blots分别检测p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、p-mTOR和

mTOR的表达情况，结果如图2a所示。如图2b~图2c所

示，LIPUS可显著抑制p-PI3K的表达（P<0.001），而不

影响 PI3K的表达（P=0.265）。如图 2d~图 2e所示，与

Control组相比，LIPUS组p-AKT的表达水平显著降低

（P<0.001），而AKT的表达水平无明显变化（P=0.371）。

如图2f~图2g所示，LIPUS也显著降低了p-mTOR的表

达（P<0.001），而不影响mTOR的表达（P=0.118）。上述

结果表明LIPUS可抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路的

磷酸化，进而抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路介导的细

胞活动。

2.3 LIPUS通过PI3K/AKT/mTOR信号通路抑制MG-63

细胞的增殖

实验组别为 Control 组、LY294002（PI3K 的抑制

剂）组、LIPUS 组和 LIPUS+740Y-P（PI3K 的激动剂）

组。CCK-8结果显示相较于Control组，LY294002组

和LIPUS组MG-63细胞增殖活力显著降低（P<0.001）

（图 3a），表明LIPUS和PI3K/AKT/mTOR信号通路的
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图1 CCK-8检测加载LIPUS 1、6、12、18和24 h后MG-63细胞的

增殖活力（**P<0.01, ***P<0.001）
Fig.1 Proliferation of MG-63 cells after loading LIPUS for 1, 6,
12, 18 and 24 h were detected by CCK-8 (**P<0.01, ***P<0.001)

b c

d e

f g

a

图2 Western Blots检测加载LIPUS 24 h后p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、p-mTOR和mTOR的表达水平（***P<0.001, ns表示P>0.05）
Fig.2 Expression levels of p-PI3K, PI3K, p-AKT, AKT, p-mTOR and mTOR after loading LIPUS for 24 h were detected by Western Blots

(***P<0.001，ns indicates P>0.05)
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抑制剂LY294002一样可以抑制MG-63细胞的增殖。

与 LIPUS组相比，LIPUS+740Y-P组 MG-63细胞的增

殖活力显著升高（P<0.001）（图 3a），说明 PI3K/AKT/

mTOR信号通路的激动剂 740Y-P可以逆转LIPUS对

MG-63 细胞增殖的抑制。Western Blots 实验也得出

了相同结果（图 3b），如图 3c~图 3d 所示，相较于

Control 组，LY294002 组和 LIPUS 组增殖相关蛋白

PCNA（增殖细胞核抗原）和Cyclin D1的表达水平显

著降低（P<0.001）。与LIPUS组相比，LIPUS+740Y-P

组PCNA和Cyclin D1的表达水平明显升高（P<0.001）。

综上所述，这些结果说明 LIPUS 可通过 PI3K/AKT/

mTOR信号通路抑制MG-63细胞的增殖。

图3 LY294002、LIPUS和740Y-9对MG-63细胞增殖的影响（***P<0.001）
Fig.3 Effects of LY294002, LIPUS and 740Y-9 on the proliferation of MG-63 cells (***P<0.001)

c

b

d

a

3 讨 论

LIPUS作用于机体会产生两种效应，即超声热效

应和超声非热效应，其中超声非热效应又包括机械

效应和空化效应等，LIPUS可促进骨髓间充质干细胞

成骨分化及成骨细胞增殖，进而促进骨折的愈合，已

在临床广泛应用，这可能与其对组织产生的非热效

应有关［9］。LIPUS 可通过机械效应影响肿瘤细胞膜

的通透性进而影响肿瘤细胞的生物学行为，但其在

肿瘤中的作用未得到充分的研究。据报道，LIPUS可

增强阿霉素对淋巴瘤和肝癌细胞的毒性作用，提高

化疗效果［14］。Sawai 等［12］首次报道了将 LIPUS 应用

于转移性骨肿瘤时，它可诱导成骨细胞分化而不会

促进OS细胞的增殖。据我们所知，尚没有研究阐述

LIPUS对OS增殖的调控作用以及其对PI3K/AKT/mTOR

信号通路的影响。因此，我们设计并开展了这项研

究。本研究发现加载 LIPUS 12 h 及以下时，不能抑

制 MG-63 细胞的增殖，加载 18 h 及以上时可抑制

MG-63细胞的增殖，24 h尤为明显。与此同时，本研

究检测了 LIPUS 对 PI3K/AKT/mTOR 信号通路的影

响，发现 LIPUS 可抑制 p-PI3K、p-AKT 和 p-mTOR 的

表达，即抑制 PI3K/AKT/mTOR 信号通路的激活，而

不影响 PI3K/AKT/mTOR 的表达。使用 LIPUS 会和

PI3K 的抑制剂一样抑制 MG-63细胞的增殖，在使用

PI3K的激动剂 740Y-P后，可逆转LIPUS对MG-63细

胞增殖的抑制。这些结果表明LIPUS可以通过抑制

PI3K/AKT/mTOR信号通路的激活来抑制 OS细胞的

增殖。Matsuo 等［11］也报道了 LIPUS 对 OS 细胞的调

控作用，他们发现 LIPUS 会抑制 LM8 细胞的增殖活

力（P=0.002 2）和线粒体膜电位（P=0.001 9），流式细

胞仪分析显示LIPUS组凋亡细胞（P<0.000 1）和坏死

细胞（P=0.009 1）的数量明显高于对照组。在机制层
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面，他们发现 LIPUS 显著降低了 p-akt（P<0.000 1）和

IκBα（P=0.000 1）的表达水平。本研究的结论与

Matsuo 等［11］一样，即 LIPUS 可抑制 OS 细胞的增殖，

与之不相同的是，我们还深入探索了LIPUS对MG-63

细胞的增殖调控机制，我们发现 LIPUS 可通过下调

p-PI3K、p-AKT 和 p-mTOR 的表达进而抑制 MG-63

细胞的增殖活力。这说明LIPUS确实是一种有效抑

制 OS 细胞增殖的方法。Matsuo 等［11］还研究发现，

LIPUS会促进 OS细胞的凋亡和坏死，这也进一步证

实LIPUS抗癌的有效性。

辅助化疗已被证明对 OS 有效［15］。尽管这种治

疗取得了显著的进步并提高了患者的存活率，但 OS

患者的预后仍然很差［16-17］。为了改善 OS 患者的预

后，有必要开发新型有效的辅助治疗方法。LIPUS已

被证实可有效抑制 OS 细胞的增殖并促进其凋亡，

LIPUS 与化学疗法或放射疗法相结合，可能是治疗

OS 患者的有效疗法［18-20］。LIPUS 无创且简单易用，

临床中可通过对病灶处加载 LIPUS 尝试抑制 OS 的

进展。但目前相关机制还未被阐述清楚，抑制OS的

LIPUS参数也未被清楚阐述。所以，今后还需要开展

大量基础研究明确LIPUS调控OS的具体机制，确定

LIPUS的最佳作用参数和加载时间，方可使 OS患者

的收益最大化。此外，有研究报道了 LIPUS 可提高

化疗药物的敏感性，因此 LIPUS 也许可通过联合化

学疗法，提高现有 OS 化疗药物的敏感性，降低耐药

性，提高OS患者的远期生存率。

本研究首次阐述了LIPUS调控MG-63细胞增殖

的机制，为后续更多机制研究奠定了基础，也发现

LIPUS在物理治疗 OS方面具有潜在价值。当然，本

研究也存在以下局限性：首先，本研究仅选用了MG-

63这一细胞系，所得结论未在其他OS细胞系进行验

证；其次，本研究没有探索LIPUS对OS细胞侵袭、迁

移和凋亡的调控作用；最后，本研究未探索不同

LIPUS工作参数对OS细胞的调控作用。

低强度脉冲超声可通过抑制 PI3K/AKT/mTOR

信号通路进而抑制 OS 细胞的增殖，由于其无创性，

LIPUS可能会成为有效治疗OS的疗法之一。
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