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摘要：目的 探讨维替泊芬影响骨肉瘤MG63细胞增殖及迁移侵袭的的作用机制。方法 体外培养骨肉瘤MG63细胞，采用人胆

囊收缩素/缩胆囊素八肽（CCK⁃8）检测不同浓度（0、2、4、6、8、10 μmol/L）维替泊芬对骨肉瘤MG63细胞增殖影响；流式细胞术分析

（0、2、4、6、8 μmol/L）维替泊芬对骨肉瘤MG63细胞周期分布及凋亡的影响；划痕实验和TranswellTM侵袭实验检测（0、2、4、6、8
μmol/L）维替泊芬对骨肉瘤MG63细胞迁移及侵袭能力的影响；蛋白质印迹法（Western Blot）检测（0、2、4、6、8 μmol/L）维替泊芬对

Hippo信号通路中Yes⁃相关蛋白1（YAP1）、TEA转录因子1（TEAD1）、磷酸化Yes⁃相关蛋白1（pYAP1）的蛋白表达水平。结果

CCK⁃8结果显示维替泊芬能够抑制骨肉瘤MG63细胞的增殖，24、48、72 h的半抑制浓度（IC50）分别为（6.592±0.121）μmol/L、
（4.668±0.075）μmol/L、（2.953±0.078）μmol/L，并呈时间、浓度依赖性；流式细胞术结果表明维替泊芬以浓度依赖的方式诱导骨

肉瘤MG63细胞凋亡，使骨肉瘤MG63细胞周期阻滞于G0/G1期；划痕实验和TranswellTM侵袭实验结果表明维替泊芬可抑制

MG63细胞迁移和侵袭；蛋白质印迹法结果显示维替泊芬处理的MG63细胞中YAP1、TEAD1蛋白表达水平降低，而pYAP1蛋

白表达水平保持不变。结论 维替泊芬能抑制骨肉瘤MG63细胞增殖、促进细胞凋亡、导致细胞周期阻滞，以及抑制细胞迁移

和侵袭，并且下调YAP1及TEAD1表达，维替泊芬阻碍YAP1和TEAD1相互作用可能是抗骨肉瘤的作用机制。
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Abstract：Objective To explore the functional mechanism of veterporfin on proliferation，migration and invasion of osteosarcoma
MG⁃63 cell line.Methods The osteosarcoma MG⁃63 cells were cultured in vitro.Human cholecystokinin octapeptide（CCK⁃8）as⁃
say was used to detect the anti⁃proliferative effects of（0，2，4，6，8，10 μmol/L）veterporfin on osteosarcoma MG⁃63 cells.The ef⁃
fects of（0，2，4，6，8 μmol/L）veterporfin on cell cycle and apoptosis were analyzed by flow cytometry.The wound healing assay and
TranswellTM invasion assay were used to determine the effects of（0，2，4，6，8 μmol/L）veterporfin on cell migration and invasion ca⁃
pability.The effects of（0，2，4，6，8 μmol/L）veterporfin on the expression levels of Yes⁃associated protein 1（YAP1），TEA domain
family member 1（TEAD1）and phosphorylate Yes⁃associated protein 1（pYAP1）in Hippo signaling pathway were determined by
Western blotting.Results CCK⁃8 assay results showed that veterporfin inhibited the proliferation of MG⁃63 cells.The semi⁃inhibitory
concentrations（IC50）at 24，48，and 72 h were（6.592 ± 0.121）μmol/L，（4.668 ± 0.075）μmol/L，and（2.953 ± 0.078）μmol/L，re⁃
spectively，which were time⁃ and concentration⁃dependent.Flow cytometry showed that veterporfin could cause osteosarcoma cell cy⁃
cle arrest in G0/G1 phase and induce apoptosis of osteosarcoma MG⁃63 cells in a concentration⁃dependent manner.Wound healing
assay and TranswellTM invasion assay confirmed that veterporfin could inhibit the migration and invasion ability of MG⁃63 cells.The
Western ⁃ blot assay indicated that the expressions of YAP1，TEAD1 were reduced，whereas the expression of pYAP1 kept un⁃
changed.Conclusions Veterporfin inhibited the proliferation of osteosarcoma cells，promoted cell apoptosis，led to cell arrest，inhib⁃
ited cell migration and invasion，and downregulated the expression levels of YAP1 and TEAD1.Veterporfin blocking the interaction
of YAP1 and TEAD1 might be the mechanism of targeting osteosarcoma.
Key words：Osteosarcoma； Veterporfin； Hippo signaling pathway； Proliferation； Migration； Invasion； Flow cytometry；
Cell migration assays； Blotting，western； Human cholecystokinin octapeptide

··2337



安 徽 医 药 Anhui Medical and Pharmaceutical Journal 2019 Dec，23（12）

骨肉瘤是来源于间叶组织的恶性骨肿瘤，好发

于青少年，生长迅速且恶性程度高，预后极差［1］。20
世纪 70年代新辅助化疗的引入使病人 5年生存率

提高到65%~70%，保肢手术的开展也使病人生存质

量得到显著改善［2］。但是出现化疗耐药和远处转移

的病人仍预后不良，5年生存率不足 20%［1，3］。因而

寻找更加有效的针对骨肉瘤的治疗药物具有十分

重要的意义。

Hippo通路是一种进化上高度保守的信号转导

通路，通过控制细胞增殖和凋亡起到调节器官大小

和维持组织稳态的作用。经典Hippo信号通路核心

成分有哺乳动物 STE20样蛋白激酶 1/2（mammalian
STE20⁃like protein kinase 1/2，MST1/2）、接头蛋白

Salvador 同源物 1（Salvador homolog 1，SAV1）、大肿

瘤抑制基因 1/2（large tumour suppressor 1/2，LATS1/
2）和 MOB 激酶活化剂 1（Mob kinase activator 1，
MOB1），Yes⁃相关蛋白 1（Yes⁃associated protein 1，
YAP1）。其中YAP1为Hippo信号通路下游的转录

共激活因子，通过调节各种转录因子的活性参与细

胞增殖、凋亡、化疗耐药和血管生成等过程［4⁃5］。目

前越来越多研究证实YAP1在许多恶性肿瘤中高表

达，并且参与肿瘤发生、发展以及复发。Wang等［6］

发现YAP1可以调节骨肉瘤细胞的增殖能力及其对

化疗药物的敏感性，表明YAP1可能是治疗骨肉瘤

的潜在药物靶点，寻找针对YAP1的抑制剂有望为

治疗骨肉瘤病人带来新的曙光。

维替泊芬是一种苯并卟啉类衍生物光敏剂，临床

上用于治疗新生血管性黄斑变性［7］。然而有研究表

明维替泊芬可作为非光敏激活剂治疗多种疾病［8］，如

维替泊芬能抑制YAP1基因的转录和翻译，在没有光

激活的情况下破坏 YAP1 与靶蛋白 TEA 转录因子

（TEADs）相互作用，从而调控多种肿瘤细胞增殖和凋

亡，如乳腺癌和前列腺癌等［9⁃10］。但目前尚未见维替

泊芬作用于骨肉瘤的报道。本研究于2018年6月至

2019年 3月观察不同浓度维替泊芬对骨肉瘤MG63
细胞增殖、细胞周期、细胞凋亡、侵袭及转移能力的影

响，初步探究了维替泊芬抗骨肉瘤作用的相关分子机

制，以期为维替泊芬治疗骨肉瘤提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料 人骨肉瘤MG63细胞购于中国科学院细

胞库上海保藏中心（批号 TCHu124）。维替泊芬购

于 Selleck公司（批号 S1786），DEME高糖培养基购

于美国Hyclone公司（批号 SH30022.01），新生胎牛

血清购于Gibco澳洲公司（批号 10099⁃141）；1%双

抗（青霉素 100 U/mL，链霉素 100 μg /mL）（批号

G4003）、二甲基亚砜（DMSO，批号D2650）和胰蛋白

酶（批号G4004）购于武汉赛维尔生物科技有限公

司；人胆囊收缩素/缩胆囊素八肽（CCK⁃8）试剂盒购

于南京碧云天公司（批号C0038）；膜联蛋白V⁃异硫

氰酸荧光素（Annexin V⁃FITC）/碘化丙啶（PI）细胞凋

亡检测试剂盒与细胞周期检测试剂盒（批号

KGA108⁃1，KGA511）购于南京凯基生物科技发展有限

公司；8.0 μm孔径TranswellTM小室（批号PI8P01250）、
聚偏二氟乙烯膜（PVDF膜，批号 ISEQ00010）均购于

Millipore 公司；兔抗人Yes相关蛋白 1（YAP1，批号

4912S）、TEA转录因子 1（TEAD1，批号D9X2L）、磷

酸化Yes相关蛋白 1（pYAP1，批号D9W2I）、β⁃肌动

蛋白（β⁃actin，批号 13E5）抗体均购于美国 CST 公

司；实验所用仪器包括自动酶标仪、流式细胞仪和

倒置显微镜。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 骨肉瘤 MG63 细胞培养于含有

10%新生胎牛血清，1%青霉素（100 U/mL）及链霉素

（100 μg/mL）的DEME高糖培养液中，放置在37 ℃、

5%二氧化碳培养箱中培养，取对数生长期细胞进

行后续实验。

1.2.2 细胞增殖能力检测 取对数生长期的骨肉瘤

MG63细胞以5×104/mL浓度接种于96孔板上，每孔

100 μL，孵育 24 h待细胞贴壁后加入不同浓度的维

替泊芬（0、2、4、6、8、10 μmol/L），分别培养24、48、72
h，然后每孔加入10 μL CCK⁃8试剂，继续孵育2 h，用
自动酶标仪测量每孔细胞在 450 nm波长的吸光度

值。所有试验均进行3次。

1.2.3 细胞周期检测 不同浓度维替泊芬（0、2、4、
6、8 μmol/L）处理骨肉瘤MG63细胞 24 h后，收集细

胞，用冷磷酸缓冲盐溶液（PBS）洗涤2次，用70%乙

醇固定 1 h后再用 PBS洗涤 1次，然后用 200 μL冷

PBS重悬细胞，再加入1 mg/mL核糖核酸酶A（RNase
A）和 50 μg/mL PI，混匀后避光孵育 30 min，随即用

流式细胞仪分析细胞周期分布。

1.2.4 细胞凋亡分析 不同浓度维替泊芬（0、2、4、6、
8 μmol/L）处理骨肉瘤MG63细胞24 h后，收集细胞，

用冷PBS洗涤2次，1 000 r/min离心5 min后去上清，

将细胞制成单细胞悬液，加入5 μL Annexin V⁃FITC和

5 μL PI，混匀，避光孵育15 min，然后再加入400 μL结

合缓冲液，随即用流式细胞仪进行细胞凋亡检测。

1.2.5 划痕实验 取对数生长期的MG63细胞，以

每孔 5×104个接种于 12孔板中，待细胞长到完全融

合后，用无菌 100 μL 枪头在每个孔底划出 1 条直

线，PBS洗涤 2次，用倒置显微镜拍照后，分别加入
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无血清DMEM高糖培养基，并调整维替泊芬浓度为

0、2、4、6、8 μmol/L，继续培养 48 h后用倒置显微镜

观察划痕⁃愈合度，拍照记录，每组实验重复3次，按

下列公式计算细胞迁移率：

细胞迁移率（%）＝
1- 药物组细胞迁移面积
对照组细胞迁移面积

×100%。

1.2.6 TranswellTM侵袭实验 将 TranswellTM小室放

入24孔板中，每孔上室加入50 μL稀释后的基质胶

（无血清DMEM培养基稀释），然后于37 ℃恒温无菌

培养箱中培养4 h，吸出基质胶表面的液体。收集维

替泊芬处理过的骨肉瘤MG63细胞，重悬后加入上

室，每孔细胞约 4×104个，下室加入 500 μL 含 150
mL/L胎牛血清的完全培养基。各组上室中分别加

入DMSO、终浓度为2、4、6、8 μmol/L的维替泊芬后，

于37 ℃恒温无菌培养箱中培养24 h。取出小室，应

用无菌棉签擦去小室内残留的细胞，甲醛中固定 20
min，然后用 PBS清洗，后加入结晶紫染色 10 min，
晾干后于倒置显微镜下观察滤膜底附着的细胞

数，统计侵袭细胞数。每组随机选取 5 个视野（×
100），每组实验均独立重复3次。

1.2.7 蛋白质印迹法（Western Blot） 不同浓度维

替泊芬（0、2、4、6、8 μmol/L）处理MG63细胞 48 h后

用细胞裂解液提取总蛋白，吸取 40 μg蛋白行聚丙

烯酰胺凝胶电泳，转膜后用 5%脱脂奶粉于室温封

闭 1.5 h，加入相应一抗孵育 4℃条件下孵育过夜。

滤膜经TBS缓冲液漂洗 3次后加入相应二抗，室温

摇床孵育 2 h。在暗室中将 PVDF膜用发光剂显色

曝光后分析结果，β⁃actin蛋白条带作为内参。

1.3 统计学方法 应用 SPSS 13.0统计软件进行数

据分析，计量数据以 x̄ ± s表示，采用单因素方差分

析进行组间比较，P＜0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 维替泊芬抑制骨肉瘤MG63细胞增殖 CCK⁃8
结果显示，随着维替泊芬作用时间延长和使用浓度

增加，其细胞活力不断下降，24、48、72 h的半抑制浓

度（IC50）分别为（6.592 ± 0.121）μmol / L、（4.668 ±
0.075）μmol/L、（2.953±0.078）μmol/L。说明在 0~10
μmol/L浓度区间内，维替泊芬可以呈时间、浓度依

赖性地抑制MG63细胞的增殖。其中24 h内各浓度

下（2、4、6、8、10 μmol/L）细胞存活率分别为：（81.43±
1.70）%、（73.50 ± 1.34）%、（56.10 ± 1.56）%、（39.17 ±
0.78）%、（33.27±8.1）%；48 h内各浓度下（2、4、6、8、
10 μmol/L）细胞存活率分别为：（75.63 ± 1.30）%、

（56.87 ± 1.43）%、（44.67 ± 1.83）%、（28.37 ± 0.93）%、

（22.97 ± 1.30）%；72 h 内各浓度下（2、4、6、8、10

μmol/L）细胞存活率分别为：（63.2±0.90）%、（41.40±
1.40）%、（24.00 ± 1.28）%、（17.30 ± 1.28）%、（8.40 ±
1.47）%。见图1。
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图1 维替泊芬抑制骨肉瘤MG63细胞增殖

2.2 维替泊芬导致骨肉瘤MG63细胞周期阻滞

流式细胞术结果显示。与对照组相比，不同浓度的

维替泊芬处理 24 h后，处于G0/G1的细胞比例显著

上升，G2/M期细胞比例变化不明显，而 S期细胞比

例则明显降低，且呈浓度相关性。这一结果提示维

替泊芬可以导致骨肉瘤MG63细胞周期阻滞于G0/
G1期。其中 24 h内各浓度下（0、2、4、6、8 μmol/L）
G0 /G1 期比率分别为：（43.33 ± 0.89）%、（57.33 ±
0.89）、（66.67 ± 0.88）%、（72.67 ± 0.88）%、（86.00 ±
1.53）%（F＝236.61，P＜0.05）；各浓度下（0、2、4、6、
8 μmol/L）S期比率分别为：（36.33 ± 1.21）%、（23.67
± 0.88）%、（14.67 ± 0.88）%、（8.33 ± 0.88）%、（4，33 ±
1.53）%（F＝194.82，P＜0.05）；各浓度下（0、2、4、6、
8 μmol /L）G2/M 期比率分别为：（19.00 ± 0.58）%、

（16.67 ± 0.88）%、（20.00 ± 1.73）%、（19.33 ± 0.88）%、

（18.33±0.81）%（F＝1.42，P＝0.30）。见图2。
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图2 不同浓度维替泊芬影响MG63细胞周期分布

2.3 维替泊芬诱导MG63细胞凋亡 不同浓度（0、
2、4、6、8 μmol/L）维替泊芬处理MG63细胞 24 h后，

采用Annexin V/PI双染检测细胞凋亡率，结果显示

不同浓度（0、2、4、6、8 μmol/L）维替泊芬处理24 h均

可诱导MG63细胞凋亡，与对照组相比差异有统计

学意义（P＜0.05或P＜0.01），且凋亡率随着维替泊

芬浓度的增加而逐渐增高。各浓度下（0、2、4、6、8
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μmol/L）细胞凋亡率分别为：（6.19± 0.52）%、（8.02±
0.43）%、（10.95 ± 0.95）%、（25.44 ± 0.40）%、（32.19 ±
0.82）%（F＝302.68，P＜0.05）。见图3。
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图3 维替泊芬处理MG63 24 h后对骨肉瘤MG63细胞凋亡率的影响

2.4 维替泊芬抑制骨肉瘤MG63细胞迁移和侵袭

细胞划痕实验结果显示，与对照组相比，不同浓度（0、
2、4、6、8 μmol/L）维替泊芬处理MG63细胞后迁移率

均降低，6 μmol/L和8 μmol/L维替泊芬处理组开口区

域明显增宽，差异有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）
（见图4A）。同样，Transwell实验结果显示维替泊芬

处理后MG63细胞侵袭性下降，其中 6 μmol/L和 8
μmol/L处理组较对照组显著降低，差异有统计学意义

（P＜0.05或P＜0.01）（见图 4B）。其中各浓度下（0、
2、4、6、8 μmol / L）划痕闭合率分别为：（48.33 ±
0.88）%、（42.33 ± 2.60）%、（40.00 ± 2.87）%、（36.67 ±
3.18）%、（28.00 ± 3.79）%（F＝6.99，P＝0.006）。各浓

度下（0、2、4、6、8 μmol/L）细胞侵袭数分别为：（137.00±
5.29）个、（124.67±6.77）个、（115.67±6.17）个、（110±
5.13）个、（87.33±3.71）个（F＝11.25，P＝0.001）。
2.5 维替泊芬抑制YAP1及其相关靶基因的表达

采用蛋白质印迹法检测YAP1及 TEAD1表达的变

化。结果显示，不同浓度（0、2、4、6、8 μmol/L）维替

泊芬处理 MG63 细胞 24 h 后，YAP1 及其转录因子

TEAD1 的表达水平均降低（P＜0.05），而磷酸化

YAP1表达水平不变（见图5），提示维替泊芬能抑制

MG63细胞的YAP1及其下游靶基因TEAD1表达。

3 讨论

越来越多研究表明细胞信号转导通路介导骨肉

瘤耐药，如磷酯酰肌醇 3 激酶/蛋白激酶 B（PI3K/
Akt）、Notch、Wnt/β ⁃ catenin 及葡萄糖转运蛋白

（GLUT1）等［11⁃14］。有文献报道Hippo信号通路参与

骨肉瘤耐药过程，且其关键分子YAP1可能成为骨肉

瘤治疗的药物靶点［6］，寻找Hippo信号通路上游药物

作用靶点抑制剂有望为骨肉瘤治疗带来新的希望。
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目前维替泊芬作为非光敏剂治疗多种肿瘤的

研究引起许多学者的注意［8］，蒋玉林等［9］研究证实

维替泊芬可抑制乳腺癌MDA⁃MB⁃231细胞的增殖、

迁移及侵袭，而Al⁃Moujahed等［15］证实维替泊芬可

抑制胶质瘤 LN229和 SNB19细胞体外生长。然而

关于维替泊芬对骨肉瘤细胞的影响还尚未有报道。

本实验探究了维替泊芬对骨肉瘤细胞株MG63细胞

增殖和凋亡的影响，发现维替泊芬能够抑制MG63
细胞的增殖，使MG63细胞周期阻滞于G0/G1期，并

促进其凋亡，且均呈浓度依赖性，这与Zhang等［11］在

胰腺导管腺癌中的研究结果相一致。同时，本研究

发现维替泊芬对MG63细胞的迁移及侵袭能力具有

抑制作用，且呈浓度依赖性。

近年来，越来越多研究表明维替泊芬作为

YAP1 抑制剂在治疗各种肿瘤中发挥着重要作

用［16］。YAP1作为Hippo通路的核心效应蛋白，可转

移至细胞核内通过与TEAD1蛋白以及其他转录因

子形成复合物，触发下游靶基因如Areg的转录，进

而促进肿瘤形成［4］。研究表明维替泊芬能够作用于

YAP1⁃TEAD1复合物，破坏其结构后预防致癌性生

长达到抑制肿瘤的作用［16］。Liu等［17］研究证实，体

内高表达YAP1或者失活神经纤维瘤病Ⅱ型（NF2）
会引起肝脏组织过度生长，而采用维替泊芬治疗后

肝脏的生长速度受到抑制。Brodowska等［18］研究视

网膜母细胞瘤细胞的生长和生存能力机制时，发现

维替泊芬能够干扰YAP1⁃TEAD1复合物的形成，从

而延长癌细胞的倍增时间。李美娇等［19］研究发现

维替泊芬通过下调YAP1、TEAD1表达抑制鼻息肉

细胞生长；Wei等［10］也发现维替泊芬通过摧毁YAP1
⁃TEAD1复合物可以抑制胰腺导管腺癌存活、血管

生成及仿血管发生。本实验采用蛋白质印迹法检

测了维替泊芬处理后YAP1、pYAP1、TEAD1的蛋白

表达水平，结果显示YAP1、TEAD1表达下调，而pY⁃
AP1表达不变，与上述研究结果相符，表明维替泊芬

可能通过下调YAP1、TEAD1，阻止YAP1与 TEAD1
相结合，抑制MG63细胞的增殖、迁移及侵袭能力，

而促进其凋亡。

但是本研究也存在一些缺陷。首先，本研究仅

采用了一种骨肉瘤细胞系进行研究，是否适用于其

他骨肉瘤细胞系及原代骨肉瘤细胞尚需进一步研

究；其次，本研究没有进行动物体内实验，是否在体

内同样具有良好的效果值得进一步探讨；另外，本

研究设置的观察时间和浓度范围较窄，虽然发现了

时间、浓度依赖性，但不能排除可能存在平台期和

峰值浓度，尚需深入研究。
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