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基于 JAK2/STAT3信号通路探讨白藜芦醇
对骨肉瘤MG-63细胞凋亡及迁移的影响 *
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摘要 目的：研究白藜芦醇(RES)通过蛋白酪氨酸激酶 2/信号转导子与激活子 3（JAK2/STAT3）信号通路对人骨肉瘤体外细胞株

MG-63细胞凋亡、侵袭和迁移的影响。方法：体外培养MG-63细胞，以不同浓度的 RES作用于MG-63细胞。Annexin V-FITC/PI

双染流式细胞术检测不同时间和不同浓度的 RES对MG-63细胞凋亡的影响。划痕实验和 Transwell实验检测不同时间和不同浓

度的 RES对MG-63细胞侵袭和迁移能力的影响。免疫印迹实验检测不同时间和不同浓度的 RES对MG-63细胞磷酸化蛋白酪

氨酸激酶 2（p-JAK2）、磷酸化信号转导子与激活子 3（p-STAT3）、凋亡相关蛋白 B淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）、Bcl-2家族促凋亡蛋白

（Bax）及基质金属蛋白酶（MMP）-2、MMP-9表达的影响。结果：RES浓度越高，时间越久，MG-63细胞凋亡率越高（P<0.05）。RES

浓度越高，MG-63细胞迁移和侵袭能力越弱 (P<0.05)。RES处理MG-63细胞后其 p-JAK2、p-STAT3、Bcl-2以及MMP-2、MMP-9

的表达明显降低，而 Bax蛋白表达明显升高，且 p-JAK2、p-STAT3、Bax、Bcl-2以及MMP-2、MMP-9的表达水平变化具有 RES浓

度依赖性（P<0.05）。结论：RES可能通过调控 JAK2/STAT3信号通路促使人骨肉瘤MG-63细胞凋亡，并抑制MG-63细胞侵袭和

迁移。
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Effects of Resveratrol on Apoptosis and Migration of Osteosarcoma MG-63
Cells Based on JAK2 / STAT3 Signaling Pathway*

To study the effect of resveratrol (RES) on the apoptosis, invasion and migration of human osteosarcoma

cell line MG-63 through JAK2/STAT3 signaling pathway. MG-63 cells were cultured in vitro, and MG-63 cells were treated

with different concentrations of RES. Annexin V-FITC/PI double staining was used to detect the effects of RES at different times and

different concentrations on the apoptosis of MG-63 cells. Scratch test and Transwell invasion test were used to detect the effects of different

time and different concentration of RES on the invasion and migration ability of MG-63 cells. Western blotting was used to detect the

expression of phosphorylatedprotein tyrosine kinase 2 (p-JAK2), phosphorylatedprotein tyrosine kinase 3 (p-STAT3), apoptosis-associated

protein B lymphocytoma-2(Bcl-2), Bcl-2 family of pro-apoptotic proteins(Bax), matrix metalloproteinase(MMP)-2 and MMP-9 in MG-63

cells after treated with RES at different times points and concentrations. The higher the RES concentration, and the longer the

time, the higher the apoptosis rate of MG-63 cells (P<0.05). The higher the RES concentration, the weaker the migration and invasion

ability of MG-63 cells (P<0.05). After RES treatment of MG-63 cells, the expression of p-JAK2, p-STAT3, Bcl-2, MMP-2 and MMP-9

were significantly decreased, while the expression of Bax was significantly increased, and the expression levels of pp-JAK2, p-STAT3,

Bax, Bcl-2, MMP-2 and MMP-9 were RES concentration-dependent (P<0.05). RES may promote the apoptosis of human

osteosarcoma MG-63 cells by regulating the JAK2/STAT3 signaling pathway, and inhibit the invasion and migration ability of osteosar-

coma cells.
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前言
骨肉瘤是儿童常见的骨恶性肿瘤，起源于原始成骨细胞的

间充质，恶性程度高，早期即可发生转移，预后较差[1]。近年来随
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着手术和放、化疗技术的发展，患者的远期预后得到一定的提

高[2]。但仍有约 30%的非转移患者在化疗等治疗过程中出现药

物抵抗，并发生肿瘤复发转移，最终导致死亡[3]。寻找化疗替代

物一直是当下肿瘤治疗的研究热点。白藜芦醇（resveratrol，

RES）是非黄酮类天然多酚化合物。研究表明，RES对肺癌[4]、结

直肠癌[5]及肝癌[6]等恶性肿瘤均具有良好的肿瘤细胞杀伤作用，

RES能够通过抑制磷脂酰肌醇三激酶 /苏氨酸激酶信号通路，

抑制肿瘤细胞的增殖、促进凋亡[7]。近年来研究报道，白藜芦醇

对荷瘤小鼠的骨肉瘤肿瘤细胞的增殖具有一定的抑制作用，其

可能是通过促进肿瘤微环境中肿瘤杀伤免疫细胞（如自然杀伤

细胞，CD8+T细胞等）的浸润，进而发挥肿瘤抑制作用[8]，但具体

作用机制尚不清楚。本研究以 RES对骨肉瘤MG-63细胞进行

处理，观察不同浓度和不同时间点 RES促进骨肉瘤细胞凋亡、

抑制迁移和侵袭的效果，以期为临床治疗骨肉瘤提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人骨肉瘤细胞株MG-63购于美国 ATCC公司。RES购于

美国 Sigma公司。DMEM培养基、胰蛋白酶购自美国 Gibico公

司，胎牛血清购自浙江天杭生物科技股份有限公司。BCA蛋白

定量试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。兔抗人 p-JAK2抗

体、兔抗人 p -STAT3抗体、兔抗人 Bax抗体、兔抗人 Bcl-2抗

体、兔抗人 GAPDH抗体、山羊抗兔二抗均购自美国 Abcam公

司。预染蛋白 Marker、ECL发光试剂购自北京酷来博科技公

司。RIPA细胞裂解液、PMSF及 DMSO购自上海碧云天生物技

术有限公司。Transwell侵袭小室购自美国康宁公司。Matrigel

胶购自美国 BD公司。Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购

自北京博尔迈生物公司。FACS Caliber流式细胞仪购自德国

BD公司。ZOOM-300三目连续变倍立体视显微镜购自上海永

科光学仪器有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞传代培养 将 MG-63细胞接种于含 10%胎牛血

清的 DMEM培养基，置于 37℃、5% CO2的细胞培养箱培养。

待细胞生长融合度达 80%，处于对数生长期且生长状态良好的

细胞传代，以 1：4比例进行传代，用于后续实验。

1.2.2 Annexin V-PI 法检测 MG-63 细胞凋亡 6 孔板中待

MG-63细胞生长融合度达 80%，处于对数生长期且生长状态

良好的细胞，根据 RES 加入浓度不同分为 0 滋mol/L 组
（DMEM）、10 滋mol/L 组 （DMEM+10 滋mol/L 的 RES）、25

滋mol/L 组 （DMEM+25 滋mol/L 的 RES）、50 滋mol/L 组
（DMEM+50 滋mol/L 的 RES）、100 滋mol/L 组（DMEM+100

滋mol/L 的 RES）、150 滋mol/L 组 （DMEM+150 滋mol/L 的
RES）。细胞培养箱孵育 24、48及 72 h后，胰酶消化细胞，磷酸

盐缓冲液洗涤，加入结合缓冲液，细胞密度 1× 106/mL，冰浴，取

100 滋L加入 5 滋L FITC Annexin和 10 滋L的 PI置于细胞悬液

中，混匀后 4℃下避光染色 10 min，加入 490 滋L结合缓冲液，
避光静置 1 h。流式细胞仪检测不同浓度细胞的凋亡，分析加药

后细胞凋亡的百分比。Annexin-V阳性的细胞认为是凋亡细

胞，计算细胞凋亡率。

1.2.3 划痕实验检测 RES对MG-63细胞迁移的影响 6孔板

中待 MG-63 细胞生长融合度达 80%，处于对数生长期且生

长状态良好的细胞，根据 RES加入浓度不同分为 0 滋mol/L
组（DMEM）、50 滋mol/L 组（DMEM+50 滋mol/L 的 RES）、

100 滋mol/L组（DMEM+100 滋mol/L的 RES）。加无血清DMEM

培养液放置细胞培养箱中培养 24 h，用 200 滋L枪头比着直尺
垂直划线，用磷酸盐缓冲液洗涤细胞三次，细胞培养箱中培养

24 h后，在镜下拍摄结果照片，每个孔取 5个视野，测量划痕宽

度，结果取平均值。

1.2.4 Transwell 实验检测 RES 对 MG-63 细胞侵袭的影响

将基质胶Matrigel用 DMEM培养基以 1：8的比例稀释，包被

Transwell小室的上室面，37℃ 条件下静置 30 min。Transwell

下室中加 750 滋L含有 20%胎牛血清的 DMEM培养基，上室中

加 200 滋L密度 1× 105/mL的细胞悬液。细胞培养箱中培养 48h

后，甲醇固定，加 0.3%结晶紫染色 15 min，磷酸盐缓冲液洗涤 3

次，再用棉球擦去小室上表面细胞，显微镜下观察。随机取 5个

视野，计数细胞，结果取平均值。

1.2.5 免疫印迹实验检测凋亡、侵袭和迁移相关蛋白的表达

6 孔板中待 MG-63 细胞生长融合度达 80%，处于对数生长

期且生长状态良好的细胞，根据 RES 加入浓度不同分为

0 滋mol/L组（DMEM）、50 滋mol/L组（DMEM+50 滋mol/L 的
RES）、100 滋mol/L组（DMEM+100 滋mol/L的 RES）。培养 48 h

后，RIPA裂解MG-63细胞提取蛋白，BCA蛋白定量。加上样

缓冲液，105℃金属浴 15分钟后，进行 SDS-PAGE胶电泳：浓

缩胶恒压 80V，分离胶恒压 120 V，恒流 300 mA转印 90 min。

将 PVDF膜放入 5%BSA中封闭 2 h，一抗 4℃孵育过夜[磷酸

化蛋白酪氨酸激酶 2（p-JAK2）、磷酸化信号转导子与激活子 3

（p-STAT3）、凋亡相关蛋白 B 淋巴细胞瘤 -2（Bcl-2）、Bcl-2 家

族促凋亡蛋白（Bax）以及基质金属蛋白酶（MMP）-2、MMP-9一

抗稀释比 1：1000，均购自 abcam 公司，货号 ab219728、

ab267373、ab32503、ab32370、ab214516、ab76003]，二抗室温孵

育 1小时。用增强化学发光法（ECL）显影，凝胶成像软件扫描

条带灰度。以 GAPDH作为内参，计算各蛋白条带的相对灰度

值，表示所检测蛋白质的相对含量。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0统计软件分析数据。计量数据以均数± 标

准差表示，比较采用单因素方差分析及 SNK-Q检验。P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 RES促进MG-63细胞凋亡

流式细胞术检测不同浓度 RES处理 MG-63 细胞的凋亡

率，结果显示：RES浓度越高，MG-63 细胞凋亡率越高（P<0.
05）；同时检测 RES处理不同时间点 MG-63细胞的凋亡率，结

果加入 RES时间越久，MG-63细胞凋亡率越高，差异具有统计

学意义（P<0.05）。而对照组细胞凋亡率各时间点之间差异无统
计学意义（P<0.05）。见表 1。

2.2 RES抑制MG-63细胞迁移和侵袭能力

划痕实验结果显示：相比于 0 滋mol/L组，50 滋mol/L组和
100 滋mol/L组的 MG-63 细胞迁移能力明显减弱，并且随着

RES浓度越高，MG-63细胞迁移能力减弱更为明显（P<0.05）；
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Note: Compared with 0 滋mol/L, aP<0.05. Compared with 10 滋mol/L, bP<0.05. Compared with 25 滋mol/L, cP<0.05. Compared with 50 滋mol/L,dP<0.05.
Compared with 100 滋mol/L, eP<0.05. Compared with 24 h, fP<0.05. Compared with 48 h, gP<0.05.

Transwell实验结果显示：相比于 0 滋mol/L组，50 滋mol/L组和
100滋mol/L 组的 MG-63 细胞侵袭能力明显减弱，并且随着

RES浓度越高，MG-63细胞侵袭能力减弱更为明显（P<0.05）。
见表 2、图 1-2。

Drug concentrations 24 h 48 h 72 h

0 滋mol/L 5.10± 1.10 4.93± 1.14f 8.41± 1.17fg

10 滋mol/L 7.20± 1.22a 15.17± 1.41af 20.26± 2.01afg

25 滋mol/L 10.24± 2.52ab 35.66± 3.92abf 44.63± 4.04abfg

50 滋mol/L 14.36± 3.11abc 41.15± 5.42abcf 57.85± 5.13abcfg

100 滋mol/L 23.36± 3.03abcd 50.27± 4.45abcdf 65.27± 5.61abcdfg

150 滋mol/L 27.85± 3.69abcde 62.12± 5.85abcdef 72.36± 6.23abcdefg

表 1 RES在不同时间和不同浓度对MG-63细胞凋亡细胞率的影响（x± s，%）
Table 1 Effects of RES at different times and different concentrations on apoptosis rate of MG-63 cells（x± s, %）

Drug concentrations
12 h 24 h

Scratch width（mm） Number of transmembrane cells Scratch width（mm） Number of transmembrane cells

0 滋mol/L 8.5± 1.15 115.10± 21.44 5.01± 1.06 175.76± 23.15

50 滋mol/L 12.15± 2.11a 66.22± 17.69a 10.58± 1.25a 86.20± 16.29a

100 滋mol/L 15.36± 2.14ab 33.78± 13.12ab 13.27± 2.36ab 43.14± 14.24ab

Note: Compared with 0 滋mol/L, aP<0.05. Compared with 50 滋mol/L, bP<0.05.

表 2 RES抑制MG-63细胞迁移和侵袭能力（x± s）
Table 2 RES inhibited migration and invasion of MG-63 cells（x± s）

图 1 RES抑制MG-63细胞迁移能力

Fig. 1 RES inhibited the migration of MG-63 cells

图 2 RES抑制MG-63细胞侵袭能力

Fig.2 RES inhibited the invasion of MG-63 cells
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2.3 RES抑制MG-63细胞 JAK2/STAT3通路的激活

免疫印迹实验检测不同浓度 RES（0、50、100 滋mol/L）处理
MG-63 细胞后的结果显示：p-JAK2、p-STAT3、Bcl-2 以及

MMP-2、MMP-9的表达明显降低，而 Bax蛋白表达明显升高，

且 p-JAK2、p-STAT3、Bax、Bcl-2 以及 MMP-2、MMP-9 的表达

水平变化具有 RES浓度依赖性（P<0.05）。见表 3、图 3。

Note: Compared with 0 滋mol/L, aP<0.05. Compared with 50 滋mol/L, bP<0.05.

图 3 RES抑制MG-63细胞 JAK2/STAT3通路蛋白表达影响

Fig. 3 Effect of RES on JAK2 / STAT3 pathway protein expression in

MG-63 cells

表 3 RES抑制MG-63细胞 JAK2/STAT3通路蛋白表达影响（x± s）
Table 3 Effects of RES on JAK2 / STAT3 pathway protein expression of MG-63 cells（x± s）

RES concentrations p-JAK2 p-STAT3 Bax Bcl-2 MMP-2 MMP-9

0 滋mol/L 1.23± 0.22 1.20± 0.17 1.01± 0.14 1.15± 0.23 1.21± 0.22 1.04± 0.17

50 滋mol/L 0.74± 0.17a 0.84± 0.12a 1.46± 0.32a 0.84± 0.12a 0.80± 0.16a 0.76± 0.13a

100 滋mol/L 0.36± 0.13ab 0.43± 0.09ab 1.87± 0.45ab 0.66± 0.13ab 0.36± 0.09ab 0.42± 0.10ab

3 讨论

骨肉瘤是常见的恶性骨肿瘤，多发于干骺端。目前骨肉瘤

的治疗以手术、化疗等综合治疗为主，但仍有约 30%的患者由

于治疗不敏感或治疗抵抗导致肿瘤复发转移，预后较差[9]。因

此，手术、放化疗及生物疗法等联合使用的综合性治疗方案能

够弥补单一治疗模式的缺点，可在一定程度上延长患者的生存

期。近年来，RES、姜黄素等天然的具有抗氧化、抗肿瘤功效的

物质得到广泛关注，可能作为新的骨肉瘤临床治疗药物。RES

是一种具有抗炎、抗氧化及凋亡诱导作用的天然的多酚类物

质，介导炎症反应、肿瘤发生和心脏保护等病理生理过程[10]。有

学者证实，RES通过抑制核因子 kB-资B的激活，抑制氧化应激
反应，发挥抗氧化和抗炎的作用[11]。近年来学者发现，RES对肝

癌[12]、乳腺癌[13]及胃癌[14]等多种人类恶性肿瘤均具有抑癌的作

用，其能够抑制肿瘤细胞苏氨酸激酶的磷酸化激活，抑制上皮

间质转化的发生，抑制肿瘤的进展。本研究结果得出，RES能以

时间和浓度依赖的方式诱导 MG-63细胞的凋亡，表明 RES具

有抑制骨肉瘤细胞的作用。RES在肿瘤中主要发挥抗氧化、细

胞周期阻滞及促进肿瘤细胞凋亡的生物学功能 [15]。有学者报

道，RES能够通过促进骨肉瘤细胞U2OS 中 miR-139-5p 的表

达，抑制 notch1的表达，进而促进肿瘤细胞的凋亡[16]。此外，

RES能够通过促进肿瘤细胞表达 TRAIL及相关配体，TRAIL

结合并活化死亡受体如 caspase-8等，促进肿瘤细胞凋亡的发

生[17]。本研究中，RES能够抑制 Bcl-2 表达，而促进 Bax的表

达。分析其机制，可能是 RES能够通过影响 p53蛋白的活性，

发挥激活 Bax表达、抑制 Bcl-2表达的功能[18]。既往研究证实，

抑癌基因 P53参与调节细胞凋亡的过程，p53具有转录活化促

凋亡蛋白 Bax表达的能力，并能够下调 BCL-2蛋白表达，进而

激活线粒体凋亡通路，促进肿瘤细胞的凋亡[19,20]。既往研究表

明，JAK2/STAT3的激活能够显著抑制肿瘤细胞的凋亡[21]。有学

者在中风动物模型实验中发现，RES 能够通过抑制

JAK2/STAT3的激活，发挥神经保护作用[22]。因此，RES可能通

过抑制 JAK2/STAT3信号通路的激活，抑制骨肉瘤细胞的凋

亡。本研究应用免疫印迹实验检测 RES处理 MG-63 细胞后

JAK2/STAT3的激活情况，发现 RES处理后，JAK2和 STAT3

的磷酸化激活明显减弱，从而证实上述假设。

局部浸润和远处转移是肿瘤的基本特征之一。对于侵袭转

移能力较强的肿瘤，疾病发生早期即可存在远处转移，患者临

床预后一般较差。肿瘤细胞转移需要水解消化细胞外基质，然

后通过血管基底膜进入循环节系统，进入远处转移灶生长。因

此，寻找有效抑制肿瘤迁移和侵袭的治疗药物，干预肿瘤转移

的过程，对于改善患者预后具有重要的意义。本研究利用体外

细胞实验分析不同浓度 RES对骨肉瘤细胞 MG-63迁移和侵

袭能力的影响，结果 RES能够以浓度依赖的方式抑制 MG-63

细胞的迁移和侵袭。分析其机制，可能与 RES能够抑制上皮间

质转化过程中的基因表达有关。有学者报道，RES能够抑制上

皮间质转化过程中的重要转录因子 ZEB1的表达，导致上皮性

标志 E-钙黏素表达增加，肿瘤细胞之间的粘附性增加，抑制肿

瘤细胞转移[23]。此外，RES还能够通过抑制环氧合酶 2的活性，

抑制 MMP的表达，减少肿瘤细胞对细胞外基质的降解，抑制

肿瘤转移[24,25]。近年来发现，肿瘤细胞的上皮间质转化过程受到

JAK2/STAT3信号通路的调控，该信号通路的显著激活能够明

显促进肿瘤的转移过程[26,27]。此外，既往研究亦证实骨肉瘤中存

在 JAK2/STAT3过度激活的现象[28-30]。因此，笔者推测 RES对

骨肉瘤MG-63细胞的迁移和侵袭的抑制作用，可能是 RES通

过抑制 JAK2/STAT3信号通路的激活发挥作用的。为验证该假

设，本研究进一步研究不同浓度 RES处理骨肉瘤 MG-63细胞

后 JAK2/STAT3磷酸化激活的情况，结果 JAK2和STAT3的磷

酸化程度显著减弱，并且 MMP-2和 MMP-9表达显著降低，导
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致肿瘤细胞之间的黏附能力显著减弱，导致肿瘤细胞迁移和侵

袭能力减弱，从而证实上述假设。

综上所述，RES可能通过抑制 JAK2/STAT3的活化，从而

抑制骨肉瘤MG-63细胞的迁移、侵袭并促进其凋亡，并且具有

时间和浓度依赖性。值得注意的是 RES作用于骨肉瘤MG-63

细胞的确切机制有待今后进一步深入研究。
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