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[摘  要]  目的：探讨小檗碱（BBR）联合XAV939对骨肉瘤MG-63细胞迁移与凋亡的影响及其可能的机制。方法：培养MG-63

细胞，分别加入 20~120 μmol/L的BBR和 5~60 μmol/L的XAV939，通过CCK-8法测定BBR和XAV939的细胞毒性，采用Chou-

Talalay分析法计算两药的联合指数，确定后续实验的干预剂量；将MG-63细胞随机分为空白对照（NC）组、BBR组、XAV939组和

BBR+XAV939联合组，采用划痕愈合实验、Transwell小室法检测BBR与XAV939单独或联合处理对MG-63细胞迁移能力的影

响，Hoechst 33258染色、JC-1染色及Annexin Ⅴ-FITC/PI双染流式细胞术检测对细胞线粒体膜电位和凋亡的影响，免疫荧光法检

测BAX蛋白的表达，WB法检测对细胞中MMP-2表达的影响，qPCR法检测对MMP-2基因表达的影响。结果：BBR和XAV939

以剂量依赖方式抑制MG-63细胞的增殖，选定30 μmol/L BBR、7.5 μmol/L XAV939用于后续实验。与NC组相比，BBR（30 μmol/L）、

XAV939（7.5 μmol/L）及BBR+XAV939联合处理细胞24 h 后，MG-63 细胞迁移能力显著降低、凋亡细胞显著增加（均 P<0.05），

线粒体膜电位下降（P<0.01），MMP-2的基因表达和MMP-2、BAX蛋白水平均降低（均P<0.05），并且，联合组的效应明显强于单

药处理且（P<0.05或P<0.01）。结论：BBR和XAV939单独或联合应用可以抑制骨肉瘤MG-63细胞的迁移、促进凋亡，其机制可

能与迁移相关蛋白MMP-2的表达降低，凋亡相关蛋白BAX的水平增加有关。
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Combined application of berberine and XAV939 inhibits the migration and apoptosis 
of osteosarcoma cells MG-63 

WU Haoyue1,2, KANG Bing1,2, TIAN Zhimin2, ZHANG Haoqiang2, LI Xusheng2 (1. First School of Clinical Medicine, Ningxia Medical 

University, Yinchuan 750004, Ningxia, China, 2. Department of Joint Surgery, the 940th Hospital of Joint Logistics Support Force of 

The Chinese People’s Liberation Army, Lanzhou 730050, Gansu, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effects of berberine (BBR) combined with XAV939 on the migration and apoptosis of 

osteosarcoma MG-63 cells and its possible mechanisms. Methods: MG-63 cells were cultured, and 20~120 μmol/L of BBR and 5~60 

μmol/L of XAV939 were added, respectively. The cytotoxicity of BBR and XAV939 was determined by CCK-8 assay, and the 

combined index of the two was clarified using Chou-Talalay analysis to determine the intervention dose for the subsequent experiments. 

MG-63 cells were randomly divided into the blank control (NC) group, the BBR group, the XAV939 group, and the BBR+XAV939 

combined group. The effects of BBR and XAV939 treatment alone or in combination on the migratory ability of MG-63 cells were 

detected by the scratch healing assay and the Transwell assay. Hoechst 33258 staining, JC-1 staining and Annexin Ⅴ-FITC/PI double 

staining flow cytometry were used to detect the effects on cell mitochondrial membrane potential and apoptosis. Immunofluorescence 

was used to datect the expression of BAX protein, WB assay was used to detect the effects on the expression of MMP-2 and BAX in the 

cells, and qPCR was used to detect the effects on the expression of the MMP-2 gene. Results: BBR and XAV939 inhibited the 

proliferation of MG-63 cells in a dose-dependent manner, and 30 μmol/L BBR, 7.5 μmol/L XAV939 were selected for subsequent 

experiments. Compared with the NC group, 24 h after the cells were treated with BBR (30 μmol/L), XAV939 (7.5 μmol/L) and BBR+

XAV939 combination, the migration ability of MG-63 cells was significantly reduced; apoptotic cells were significantly increased (all P

<0.05); the mitochondrial membrane potential was decreased (P<0.01); the gene expression of MMP-2, and MMP-2, BAX protein 

levels were all reduced (all P<0.05). In addition, the effect of the combination group was significantly stronger than that of the 

monotherapy group (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: BBR and XAV939 alone or in combination can inhibit the migration and promote 

the apoptosis of MG-63 cells. The mechanism may be related to the decreased expression of migration-related protein MMP-2 and 
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increased level of apoptosis-related protein BAX.
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骨肉瘤是最常见的原发性恶性骨肿瘤，常发病

于长骨干骺端、股骨远端、胫骨近端和肱骨，发病率

约 0.3/100 000。其主要发生在儿童和青少年，50岁

以上者是骨肉瘤发病的第二高峰，肺转移是主要死

因[1]。治疗骨肉瘤的首要方法是截肢，单纯手术治疗

的患者生存率为15%～17%，直到20世纪70年代，化

疗药品出现并作为术后的主要辅助治疗手段，使患

者 5年生存率提高了 3倍，但转移性患者 5年生存率

仍仅有 10%~30%[2]。中药和新型分子药物对骨肉瘤

发生和转移的影响，可能是一个新的研究方向。小

檗碱（berberine, BBR）又名黄连素，长期以来被用作

非处方药物治疗肠道感染和腹泻[3]。随着对其研究

的不断深入，一些临床前研究[4]证明BBR可以抑制结

直肠癌细胞的增殖。XAV939的化学式为C14H11F3N2

OS，是一种靶向抑制端锚聚合酶（tankyrase, TNKS）

的小分子化合物。TNKS调节Wnt/β-catenin信号通

路，该通路的异常激活与包括癌症在内的多种疾病

有关[5]。XAV939通过抑制TNKS干扰Wnt/β-catenin

通路，已被用作一种有效的肿瘤治疗策略。有研究

发现[7]XAV939能够抑制乳腺癌[6]和神经母细胞瘤生

长。本研究探索BBR和XAV939单独或联合使用是

否对骨肉瘤细胞也有类似的抑制作用，以期为BBR

和XAV939用于骨肉瘤的治疗提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  主要试剂

BBR 购自上海源叶生物科技有限公司（货号：

B21379，黄色针状晶体，纯度≥98%，使用DMSO溶解配

置成所需浓度），XAV939（Wnt通路抑制剂）购自美国

targetMol公司（货号：T1878，粉末状，纯度≥99%，使用

DMSO溶解配置成所需浓度，并置于–80 ℃保存），将

细胞实验分为实验组（BBR 组、XAV939 组和 BBR+

XAV939联合组）与空白对照（NC）组，使用完全培养基

梯度稀释溶于DMSO的BBR和XAV939母液，使最终

干预处理时DMSO浓度为0.05%。胎牛血清、DMEM培

养基、0.25%胰酶均购自美国Gibco公司，CCK-8检测试

剂盒、BCA蛋白测定试剂盒购自北京索莱宝生物公司，

Transwell®可穿透性细胞培养小室购自美国Corning公

司，快速封闭液购自北京索莱宝公司，JC-1线粒体膜电

位（mitochondrial membrane potential, ΔΨm）测定试剂

盒购自上海懋康生物，Hoechst 33258、Annexin Ⅴ-FITC

细胞凋亡检测试剂盒购自上海碧云天公司，RNAiso PLUS

购自TaKaRa公司，抗GAPDH、MMP-2、BAX 一抗及

HRP-山羊抗小鼠二抗、Alexa Fluor® 488山羊抗兔二抗、

RIPA裂解液、50×Cocktail蛋白酶抑制剂、PMSF（100 

mmol/L）、磷酸化蛋白酶抑制剂、5×蛋白还原型上样缓

冲液、SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒、1×PBS、Water 

Nuclease-Free、SweScript All-in-One First-Strand cDNA 

Synthesis SuperMix for qPCR （One-Step gDNA 

Remover）、2×SYBR Green qPCR Master Mix（None 

ROX）、PCR引物均购自武汉赛维尔生物科技有限公司。

1.2  细胞培养与分组

人骨肉瘤细胞MG-63购自上海富衡生物科技有

限公司。将细胞置于含 10%胎牛血清、100 U/mL青

霉素和 100 μg/mL链霉素的DMEM高糖培养基中，

于5% CO2、37 ℃的培养箱内培养。

1.3  CCK-8 法检测 BBR 与 XAV939 单独或联用对

MG-63细胞增殖的影响

将生长至80%~90%汇合的MG-63细胞用0.25%

的胰酶消化，按 5×103 个 /孔 /100 μL 接种在 96孔板

中，分别加入 20、40、60、80、120 μmol/L的BBR和 5、

10、20、40、60 μmol/L 的 XAV939 培养 24 h。为了确

定BBR和XAV939联合用药对骨肉瘤细胞的影响，

选取低浓度（30、40、50 μmol/L）的 BBR 分别与 2.5、

5.0、7.5 μmol/L的XAV939混合处理MG-63细胞，培

养24 h。各组处理24 h后，每孔加入10 μL CCK-8溶

液反应 1 h，使用酶标仪检测 450 nm处的光密度（D）

值，计算细胞增殖率。细胞增殖率=[（D 实验孔-D 空白孔）/

（D 对照孔-D 空白孔）]×100%。根据实验结果，选取30 μmol/L 

BBR 和 7.5 μmol/L XAV939 用于后续实验。后续实

验均将MG-63细胞随机分为空白对照（NC）组、BBR

组、XAV939 组和 BBR+XAV939 联合组，其中 NC 组

加入含0.05% DMSO的培养基处理细胞。

1.4  划痕愈合实验检测BBR与XAV939单独或联用

对MG-63细胞迁移的影响

将各组对数生长期的MG-63细胞消化为单细胞

悬液，以 6×104 个/孔接种于 6 孔板，待细胞生长至

100%覆盖孔底时用10 μL移液器吸头垂直于孔板划

线，洗去脱落的细胞，于显微镜下观察、拍照，记录划

痕宽度。按分组加入干预试剂，培养24 h后将6孔板

置于显微镜下观察、拍照，测量，使用 Image J软件分

析划痕宽度，计算划痕愈合率。划痕愈合率=（0 h划

痕宽度–24 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%。

1.5  Transwell实验检测BBR与XAV939单独或联用

对MG-63细胞迁移的影响

各组细胞加药处理24 h，常规消化后用无血清培
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养基重悬，并将细胞密度调整至 1×105 个/mL。取

100 μL细胞悬液加入Transwell小室上室中，下室加

入 500 μL含胎牛血清的培养基，每组设置 5个平行

孔。常规培养24 h后，取出小室，用棉签擦去微孔膜

上室侧的细胞，洗膜后经4%多聚甲醛固定、0.25%结

晶紫溶液染色，显微镜下观察细胞、拍照，采用 Image 

J软件进行分析记数。

1.6  免疫荧光法检测BBR与XAV939单独或联用对

MG-63细胞中BAX蛋白表达的影响

取对数生长期的MG-63细胞，按2×104个/孔接种于

载玻片上，置于的完全培养基中培养24 h，随后分别用

BBR（30 μmol/L）、XAV939（7.5 μmol/L）、BBR 和

XAV939联合处理细胞24 h，PBS洗涤后固定。使用0.1% 

Triton X-100 透化细胞 10 min，加入快速封闭液封闭

15 min，加入一抗 BAX（1∶500）抗体，4 ℃处理过夜，

洗膜后加入用Dy-light488标记的二抗（1∶1 000）避光处

理2 h，洗膜，用Hoechst 33258染色，封片后于显微镜下

观察。

1.7  JC-1染色法检测BBR与XAV939单独或联用对

MG-63细胞ΔΨm的影响

将1×105个/mL的细胞悬液接种于6孔板中，培养

过夜，待细胞贴壁后按分组加干预试剂处理24 h，PBS

洗涤细胞后加入1 mL JC-1工作液，37 ℃处理20 min，

随后用4 ℃的JC-1缓冲液洗涤两次，置于显微镜下观察。

将细胞按分组处理 24 h，胰酶消化后离心重悬，

加入 JC-1工作液，37 ℃处理 20 min，用 4 ℃ JC-1缓

冲液洗涤、离心、重悬细胞，荧光分光光度计检测 JC-1

单体与聚合物的荧光强度。JC-1 单体激发光波长

490 nm、发射光波长530 nm，JC-1聚合物激发光波长

525 nm、发射光波长590 nm。

1.8  流式细胞术检测BBR与XAV939单独或联用对

MG-63细胞凋亡的影响

取对数生长期的MG-63细胞，按1×105个/孔接种

于6孔板中，培养过夜，按分组加干预试剂处理24 h，

消化、收集细胞，用预冷的 PBS洗涤 2次，随后进行

Annexin Ⅴ-FITC和PI染色，流式细胞仪分析存活细

胞（FITC–/PI–）、早期凋亡细胞（FITC+/PI–）、晚期凋亡

细胞（FITC+/PI+）和坏死细胞（FITC–/PI+）的占比。将

早期和晚期凋亡细胞均记录为凋亡细胞。

1.9  WB法检测BBR与XAV939单独或联用对MG-63

细胞中MMP-2、BAX蛋白表达的影响

将各组经干预试剂处理 27 h后的细胞用PBS冲

洗，加入RIPA裂解液，冰上裂解 30 min，提取细胞总

蛋白，经 5%SDS-PAGE分离蛋白，使用 300 mA恒定

电流、30 min 将凝胶中分离的蛋白质转移到 PVDF

（0.45 μm）膜上。将转印好的膜用 5%脱脂牛奶封闭

后，加入稀释的一抗 GAPDH、MMP-2、BAX 抗体，

4 ℃下于摇床上过夜处理，用 TBS-Tween快速洗膜

3次，去除未结合的一抗，将二抗用TBS-Tween按

照 1∶5 000稀释，室温下轻轻振荡处理 1 h，洗去二抗

后加入化学发光液，用 Image J软件进行灰度值分析。

1.10  qPCR 法检测 BBR 与 XAV939 单独或联用对

MG-63细胞中MMP2 mRNA表达的影响

收集分组处理24 h后的MG-63细胞，加入 1.5 mL 

RNAiso PLUS提取总RNA，用Biowave Ⅱ紫外可见

分光光度计检测、定量RNA。使用 SweScript All-in-

One First-Strand cDNA试剂盒逆转录合成 cDNA，随

后配置 PCR 反应体系，使用 95℃ 30 s，95℃ 15 s、

60℃ 30 s 循环 40 次的反应条件，在 7300 Real-time 

PCR system上完成扩增。以GAPDH为内参，用2−ΔΔCt

法计算目的基因的表达量。引物序列：MMP2正向引

物为 TGTTGGTGGGAACTCAGAAGGT，反向引物

为GACGGAAGTTCTTGGTGTAGGTGT；GAPDH正

向引物为 GGAAGCTTGTCATCAATGGAAATC，反

向引物为TGATGACCCTTTTGGCTCCC。

1.11  统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS 26.0

软件对数据进行统计处理，符合正态分布的计量资

料以 x̄±s 表示。多组数据间的差异比较采用单因素

方差分析（ANOVA），两组数据间的差异比较采用独

立样本 t检验。以P<0.05或P<0.01表示差异具有统

计学意义。

2  结  果

2.1  单用BBR或XAV939对MG-63细胞活力的影响

CCK-8法检测结果（图1）显示，使用不同浓度的BBR

和XAV939处理MG-63细胞24 h后，细胞存活率随药物

浓度的升高而下降，且所有浓度的BBR和XAV939处

理组的细胞存活率均显著低于0 μmol/L组（P<0.05或

P<0.01）；BBR杀伤MG-63细胞的 IC50为72.77 μmol/L，

XAV939的 IC50为17.17 μmol/L。

2.2  BBR和XAV939联用对MG63细胞活力的影响

选取30、40、50 μmol/L的BBR和2.5、5、7.5 μmol/L 

XAV939联合处理MG-63细胞24 h，CCK-8法检测结

果（图 2）显示 ，与单独使用 BBR 相比 ，BBR 和

XAV939 联合处理对 MG-63 细胞的细胞毒性更高。

采 用 Chou-Talalay 法[8] 分 析 MG-63 细 胞 BBR 和

XAV939的联合指数（combination index, CI），CI值小

于 1说明有协同作用。表 1总结了两种药物在低浓

度下、不同组合的CI值，可见低浓度BBR和XAV939

即可协同抑制MG-63细胞的增殖。同时，30 μmol/L 

BBR和 7.5 μmol/L XAV939对MG-63细胞的活性抑
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制率约为 50%且CI<1，说明两者单独使用时毒性较

低，联合使用时具有显著的协同效应，因此在接下来

的研究中采用此剂量处理细胞。

与0 μmol/L组相比，*P<0.05、**P<0.01。

图1  BBR（（A））和XAV939（（B））能显著抑制MG-63细胞增殖

图2    BBR（30、40或50 μmol/L）与XAV939（2.5、5或

7.5 μmol/L）联合处理24 h对MG-63细胞增殖的影响

表1  BBR和XAV939联合作用于MG-63细胞的协同作用

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

BBR/(μmol·L-1)

30

30

30

40

40

40

50

50

50

XAV/(μmol·L-1)

2.5

5.0

7.5

2.5

5

7.5

2.5

5

7.5

细胞增殖/%

71.5

62.4

48.3

59.2

48.8

29.3

54.4

32.0

28.1

CI

0.571

0.640

0.699

0.654

0.719

0.778

0.774

0.839

0.899

2.3  BBR和XAV939单独或联用均能抑制MG-63细

胞的迁移能力

划痕愈合实验结果（图 3A ）和Transwell实验结

果（图 3B）显示，与NC组相比，XAV939和BBR单用

或连用均可显著抑制 MG-63 细胞的迁移（P<0.05

或P<0.01）；BBR+XAV939联合组对MG-63细胞迁移

的抑制作用显著强于BBR 组和 XAV939组（P<0.05

或P<0.01）。

2.4  BBR和XAV939单独及联用均能抑制MG-63细

胞MMP-2基因及蛋白的表达

WB 法检测结果（图 4A）与 qPCR 检测结果（图

4B）显示，与NC组相比，BBR组、XAV939组和BBR+

XAV939 联合组 MG-63 细胞中 MMP-2 的蛋白、

mRNA 水平均显著下降（P<0.05 或 P<0.01），并且

BBR+XAV939 联 合 组 抑 制 作 用 强 于 BBR 组 和

XAV939组（均P<0.01）。

2.5  BBR和XAV939单独或联合使用均可促进MG-63

细胞凋亡

Hoechst 染色结果（图 5）显示，与 NC组相比，

BR 组、XAV939 组和 BBR+XAV939 联合组 MG-63

细胞蓝色荧光更为明亮，细胞核分裂或固缩，具有

明显的凋亡特征。JC-1 染料会在 ΔΨm 较高的健

康细胞线粒体中形成聚集体，发出红色荧光；在

ΔΨm 降低的细胞中，JC-1 保持单体形式，发出绿

色荧光。JC-1染色结果（图 6）显示，与NC组相比，

BBR 组和 XAV939 组的红色荧光显著下降，提示

ΔΨm 下降（P<0.01），BBR+XAV939 联合组的 ΔΨm

下降最明显（P<0.01）。流式细胞术检测结果（图 7）

所示，与 NC 组相比，BR 组、XAV939 组和 BBR+

XAV939联合组细胞凋亡率均显著升高（均P<0.01），且

BBR+XAV939 联 合 组 凋 亡 率显著高于 BR 组和

XAV939组（均P<0.01）。

2.6  BBR和XAV939单独及联用均促进MG-63细胞

中BAX蛋白的表达

免疫荧 光 标 记 的 BAX 蛋 白 呈 绿 色 ，通 过

ImageJ 软件分析荧光强度（图 8A）、WB 法检测

BAX表达（图 8B），结果显示 ，BR组、XAV939组
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和 BBR+XAV939 联合 组 中 BAX 蛋 白 水 平 均 高

于NC组（P<0.05或P<0.01），且 BBR+XAV939 联合

组 BAX 蛋白水平显著高于 BR组和XAV939组（均

P<0.01）。

A：划痕愈合实验检测MG-63细胞的迁移能力（×40）；B：Transwell实验检测MG-63细胞的迁移能力（结晶紫染色，×100）。

与NC组相比，*P<0.05，**P<0.01。△P<0.05，△△P<0.01。

图3   BBR和XAV939单用或联用均能抑制MG-63细胞的迁移

与NC组比较，*P<0.05，**P<0.01。△△P<0.01。

A：WB法检测MG-63细胞中MMP-2蛋白的相对表达量；B：qPCR法检测MMP-2 mRMA的相对表达量。

图4    BBR和XAV939单用或联用对MG-63细胞中MMP蛋白和mRNA表达的影响

图5    BBR和XAV939单独或联合处理MG-63细胞后细胞核形态的改变（Hoechst染色，××100）

与NC组相比，**P<0.01。△△P<0.01。

图6  BBR和XAV939单独或联用均导致MG-63细胞ΔΨm降低（（×100））
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与NC组相比，**P<0.01。△△P<0.01。

图7  BBR和XAV939单独或联用均促进MG-63细胞凋亡

A：免疫荧光染色检测BAX蛋白在MG-63细胞中的表达，绿色荧光为Dy-light488标记的BAX蛋白，蓝色荧光为细胞核Hoechst

染色（×600）；B：WB法检测BAX蛋白在MG-63细胞中的表达。与NC组相比，*P<0.05，**P<0.01。△△P<0.01。

图8    BBR和XAV939单独及联用均促进MG-63细胞中BAX蛋白表达

3  讨  论

骨肉瘤的恶性程度极高，约 30%的无转移骨肉

瘤患者、约 80%存在转移的患者会复发。被诊断为

转移性或复发性骨肉瘤的患者，使用手术、多药大剂

量化疗（大剂量氨甲蝶呤、顺铂、多柔比星联合治疗）

和干细胞移植治疗后，仍只有不到 30%的患者能获

得长期生存[9-10]。此外，由于骨肉瘤的发病年龄小，联

合治疗的副作用如截肢、周围神经病变、心肺肝肾功

能损伤，会对患儿的生长造成不可逆的危害。因此，

对于局部和转移性高危骨肉瘤，迫切需要更有效、不

良反应更低的抗癌药物[11-12]。近十年的临床前研究已

证明，传统中药的活性成分BBR具有抗癌活性，且可

提高化疗疗效[13-14]。有研究结果[15]显示，BBR能明显

增强氨甲蝶呤对Caco-2、HepG2和Mcf-7等人类肿瘤

细胞的细胞毒性，减轻氨甲蝶呤诱导的肾脏损伤。

另一项研究结果[16]证明，BBR可通过抑制细胞蛋白质

合成、阻断细胞周期、促进细胞凋亡等方式抑制肝癌

和白血病细胞等恶性细胞的活性。2022年，一项研

究[17]发现，BBR可以调节 IL-6 / JAK2 / STAT3相关信

号通路抑制胃癌MKN-45和HGC-27细胞的增殖，同

时抑制MKN-45异种移植小鼠的肿瘤生长。然而，关

于BBR在骨肉瘤发生发展中的作用的报道很少。因

此，本研究重点探讨 BBR 联合 XAV939 对骨肉瘤

MG-63细胞增殖、迁移和凋亡的影响，探索BBR是否

能作为治疗骨肉瘤的潜在药物，为骨肉瘤的临床治

疗提供实验依据。

细胞周期依赖性激酶（cyclin-dependent kinase, 

CDK）是细胞周期调控的关键酶，其发挥作用需细胞

周期蛋白（cyclin）提供酶活性所必需的结构域。多种

原因导致的CDK抑制因子缺失、CDK或 cyclin过表

达，可导致细胞周期紊乱及增殖失控。因此，靶向细

胞周期蛋白可能是阻止肿瘤生长的有效方法[18]。在

一项对甲状腺癌的研究中，BBR通过下调 cyclin D1、

cyclin D2 和 CDK2、诱导细胞周期阻滞在 G0/G1

期[19]。此外，BBR可增加细胞周期抑制剂 p53和 p21

的蛋白表达，从而阻滞肺腺癌细胞周期[20]，抑制细胞

增殖。本研究发现，单独使用 BBR 或 XAV939均

对MG-63细胞具有剂量依赖性抑制作用，随后采

用 Chou-Talalay 分析法证明亚毒性浓度的 BBR

（30 μmol/L）和 XAV939（7.5 μmol/L）联合方案对

MG-63细胞具有显著的协同抗癌作用，进一步研究

证明联合用药比起单独应用同剂量的药物细胞毒性

更强。这些结果表明，当BBR和XAV939联合使用

时，可能作为一种新型化疗方案来提高对MG-63细

胞的抗癌效果。
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肿瘤细胞迁移是肿瘤进展和转移的基本过程，

在这一过程中肿瘤细胞会发生EMT，获得间质特性，

从而脱离原发肿瘤，侵入周围组织[21]。MMP是一种

蛋白水解酶家族，在肿瘤细胞迁移中降解细胞外基

质，为肿瘤细胞在组织中迁移开辟通道。有研究[22]证

明，BBR能够抑制VEGF表达从而抑制乳腺癌细胞的

转移。MMP-2 和 MMP-9是降解上皮细胞基底膜的

关键，他们促进血管生成、激活细胞黏附分子和趋化

因子、裂解并激活整合素，使得癌细胞侵入附近的血

管和淋巴管，最终造成远处转移[23]。通过对人胃腺癌

RF-1和RF-48细胞、SCC-4人舌鳞状细胞癌细胞和三

阴性乳腺癌细胞的研究[24]发现，BBR处理可降低其中

MMP-2和MMP-9的水平，从而抑制这些肿瘤细胞的

侵袭。本研究发现，经过BBR和XAV939单独或联

合处理后，MG-63细胞的迁移能力被明显抑制，且加

药组细胞 MMP-2 基因和蛋白 表达显著性降低，可

见，单独使用BBR、XVA939、或BBR和XAV939联合

应用均可降低MG-63细胞的迁移能力。

细胞凋亡是一种复杂的程序性死亡过程，在骨

肉瘤细胞恶性化过程中，凋亡率降低有着至关重要

的作用[25]。细胞凋亡可通过内在或外在途径发生，内

在途径也称为线粒体途径，由DNA损伤、氧化应激、

癌基因活化等方式抑制抗凋亡蛋白Bcl-2，增加促凋

亡蛋白BAX的表达[26]，BAX蛋白会发生构象变化并

转运到线粒体外膜并形成孔隙，使线粒体外膜通透

性增加，继而将细胞色素 c从线粒体释放到细胞质

中，与凋亡蛋白酶活化因子 -1（apoptotic protease 

activating factor-1, Apaf-1）结合并形成凋亡体，激活

caspase3与caspase9，裂解各种细胞底物，导致细胞凋

亡[27]。在人早幼粒白血病HL-60细胞中，BBR诱导染

色质凝聚和 DNA 片段化，并通过激活 caspase-3 和

caspase-8诱导凋亡细胞死亡[28]。除此之外，BBR可能

以Fas-Fadd依赖的方式促进活性氧（ROS）的生成、或

上调FoxO的转录活性，激活 caspase-8和 caspase-9诱

导细胞凋亡[29-30]。本研究发现，单独使用 BBR、

XVA939或BBR和XAV939联合应用均会增加MG-

63细胞凋亡率，促进BAX蛋白的表达。

综上所述，BBR、XAV939单独或联合应用可以

下调 MMP-2 蛋白、上调 BAX 蛋白水平，从而抑制

MG-63细胞迁移、促进细胞调亡，发挥抗肿瘤作用。

本研究结果为BBR和XAV939应用于骨肉瘤的防治

研究提供了实验基础。
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