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[摘  要]  目的：探讨布托啡诺（BPH）对骨肉瘤（OS）细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其相关的作用机制。方法：将MG-63细胞

分为对照组、YAP抑制剂组（维替泊芬组）和BPH低、中、高浓度组，MTT法、克隆形成实验、FCM术、划痕愈合实验、Transwell实

验、qPCR法、WB法和移植瘤实验分别检测处理后各组细胞的增殖活性、克隆形成数、细胞凋亡率、划痕愈合率，以及上皮钙黏蛋

白（E-cadherin）、神经钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋白（vimentin）mRNA的表达和YAP、TAZ蛋白的表达，同时观察BPH和维替泊

芬对移植瘤生长的影响。结果：与对照组相比，维替泊芬组和BPH低、中、高浓度组细胞增殖活性、克隆数、划痕愈合率、侵袭

细胞数，以及 N-cadherin 和 vimentin mRNA 水平、YAP和TAZ蛋白表达及移植瘤体积均显著降低（均 P<0.05），细胞凋亡率、

E-cadherin mRNA水平及对移植瘤的抑瘤率均升高（均P<0.05），且 BPH 高浓度组与维替泊芬组之间各项指标均无明显差异

（均P>0.05）。结论：BPH可能通过抑制Hippo/YAP信号通路来抑制OS细胞MG-63增殖、迁移和侵袭。
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Butorphanol affects the proliferation, migration and invasion of osteosarcoma 
MG-63 cells via Hippo/YAP signaling pathway
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Central People's Hospital, Tengzhou 277500, Shandong, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the impacts of butorphanol (BPH) on the proliferation, migration and invasion of 

osteosarcoma (OS) cells and the relevant mechanism. Methods: MG-63 cells were grouped into a control group, a YAP inhibitor 

group (Verteporfin group), and low, medium and high concentration BPH groups. The cytotoxicity and proliferative activity of each 

group of cells were detected by MTT, the number of cell clones was detected by clonogenic assay, the apoptosis of cells was 

detected by flow cytometry, the migration ability of the cells was detected by wound-healing test, and the invasion ability of the cells 

was detected by Transwell assay. The mRNA expression of E-cadherin, N-cadherin and vimentin was detected by qPCR, and the protein 

expression of YAP and TAZ was detected by WB assay. Besides, the effects of BPH and verteporfin on growth of transplanted tumors 

were also observed. Results: Compared with the control group, the cell proliferation activity, the number of clones, the rate of wound 

healing, the number of invaded cells, the mRNA levels of N-cadherin and vimentin, the protein expression of YAP and TAZ, and the 

tumor volumes were obviously lower (all P<0.05), while the apoptosis rate, mRNA level of E-cadherin and the transplanted tumor 

inhibition rate were significantly higher (all P<0.05) in the Verteporfin group and the low, medium and high concentration BPH groups. 

There were no obvious differences in above observation indices between the high concentration BPH and the Verteporfin group 

(P>0.05). Conclusion: BPH may inhibit the proliferation, migration and invasion of OS cells by inhibiting Hippo/YAP signaling 

pathway.
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骨肉瘤（osteosarcoma，OS）是常见的原发性骨恶

性肿瘤之一，主要发生在儿童和青少年中，具有较高

的病死率和转移性，尤其是肺转移的风险高，通常预

后较差，严重威胁年轻人的身心健康[1-2]。OS的标准

治疗方法包括手术、术后化疗和新辅助化疗，但对于

转移性和复发性OS患者，常规治疗方法的疗效并不

显著[3]。因此，寻找具有临床潜力的新治疗药物是当

前的主要目标之一。
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布托啡诺（butorphanol，BPH）是一种有效的κ-阿片

受体激动剂和μ-阿片受体拮抗剂，具有良好的镇痛作

用，也已成功用于治疗中度或重度瘙痒患者[4]。目前已

有研究[5-6]显示，阿片类药物可以促进或预防肿瘤生长

和转移，如BPH能够抑制卵巢癌和OS细胞的恶性增殖

和转移，但对阻碍OS发展的作用机制研究甚少。近几

年，Hippo通路在癌症中的作用被广泛研究，该通路及

其下游效应蛋白Yes相关蛋白（Yes-associated protein，

YAP）是一种关键的转录共激活因子，可以在发育和器

官再生的背景下控制器官生长和细胞分化，且在癌细

胞增殖、凋亡和迁移等过程中发挥关键作用[7-8]。有研

究[9]显示，华蟾素注射液可以通过抑制肽基脯氨酰顺反

异构酶NIMA相互作用蛋白1（peptidyl-prolyl cis-trans 

isomerase NIMA-interacting 1，PIN1）-YAP信号途径在

OS中发挥抗肿瘤作用。因此，本研究探讨BPH是否能

够通过调控Hippo/YAP信号通路来抑制OS细胞增殖、

迁移和侵袭，以期为阻止OS的转移和发展提供新的潜

在治疗药物及策略。

1  材料与方法

1.1  实验动物、试剂和仪器

6周龄、体质量22~25 g的SPF级BALB/c裸鼠购

自湖南斯莱克景达实验动物有限公司（许可证号：

SCXK（湘）2019-0004，动物合格证号：HNASLKJ 

20221018）。人OS细胞MG-63及MEM培养基购自

武汉普赛诺生命科技有限公司，BPH注射液购自国

药集团国瑞药业有限公司（国药准字H20223866），维

替泊芬购自美国 MedChemExpress（verteporfin，YAP

抑制剂，货号：HY-B0146），MTT细胞毒性及细胞增

殖检测试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司（货号：

M1020），结晶紫购自北京伊塔生物科技有限公司（货

号：YT8810），Annexin Ⅴ-FITC/PI细胞凋亡检测试剂

盒购自无锡菩禾生物医药技术有限公司（货号：

CTCC-M009），康宁Transwell 24孔板购自上海研卉

生物科技有限公司，上皮钙黏蛋白（E-cadherin）、

神经钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋白（vimentin）

mRNA 引物均购自上海生工生物工程股份有限公

司，YAP、TAZ（一种带有PDZ结合基序的转录共激活

蛋白）一抗购自英国 Abcam 公司（货号：ab52771、

ab110239），山羊抗兔 IgG（H&L）二抗购自艾美捷科

技有限公司（货号：GARG80-0500）。SpectraMax iD5

多功能酶标仪购自上海美谷分子仪器有限公司，奥

林巴斯CX23光学显微镜购自上海普赫光电科技有

限公司，美国BD FACSCanto Ⅱ流式细胞仪购自上

海远耀生物科技有限公司，伯乐CFX Connect荧光定

量 PCR仪、ChemiDoc MP全能型成像仪均购自上海

伯乐生命医学产品有限公司。

1.2  细胞培养、分组和处理

将MG-63细胞接种至含有 10% FBS和 1%双抗

的MEM（含非必需氨基酸）培养基中培养，于 37 ℃、

5% CO2培养箱中常规培养。当细胞汇合度达到80%

后按照1∶3的比例进行传代，将传至第3代且生长状

态良好的细胞用于后续实验。

将MG-63细胞分为对照组、维替泊芬组、BPH低浓

度组、BPH中浓度组、BPH高浓度组。对照组细胞用正

常MEM培养基培养，维替泊芬组用含有2 μmol/L维替

泊芬的培养基培养[10]，BPH低、中、高浓度组分别用含

有10、20、40 μg/mL BPH的培养基培养，所有处理后的

细胞同样置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

1.3  MTT法检测 BPH 对 MG-63细胞增殖活性的影响

将MG-63细胞接种到 96孔板中（1×104个/孔）正

常培养，待细胞汇合度达到 80%时，弃去培养基，

用不同质量浓度的 BPH（5、10、20、40、60 μg/mL）

处理细胞48 h（0 μg/mL BPH处理的MG-63细胞作为

对照组），加入10 μL的MTT溶液，继续培养4 h，再加

入 150 μL的DMSO，充分混匀。用酶标仪在 490 nm

处测定每孔细胞的光密度（D）值，并计算细胞增殖率

及半数抑制增殖浓度（IC50）。增殖率=（实验组D值/

对照组D值）×100%。

1.4  克隆形成实验检测处理后各组MG-63细胞的克

隆形成能力

将MG-63 细胞接种于 6 孔板中（1×104个/孔）培

养 24 h后，按照 1.2方法处理48 h。将细胞以 500个/孔

接种至 60 mm 的平板中，在培养箱中培养 2 周。

用 3∶1的甲醇∶冰醋酸混合液固定 30 min，再用 0.1%

结晶紫染色20 min，最后在显微镜下观察并对可见细

胞克隆进行计数。

1.5  FCM检测处理各组MG-63细胞的凋亡水平

将MG-63细胞接种至6孔板中（1×105个/孔），按1.2

方法处理48 h后收集细胞。然后在细胞中加入100 μL

结合缓冲液重悬细胞，再加入 5 μL Annexin Ⅴ-FITC

和5 μL PI，室温避光静置30 min，用FCM检测细胞凋亡

情况并计算凋亡率。

1.6  划痕愈合实验检测处理后各组MG-63细胞的迁

移能力

将 MG-63 细胞接种于 6 孔板中（1×105个/孔）培

养24 h，按1.2方法处理48 h。用10 μL的移液器尖端

在培养孔壁上划痕，并更换至无血清培养基，去除已

经分离的细胞，分别于划痕0和24 h在倒置显微镜下

（×100）观察划痕区域细胞的愈合情况，计算细胞的

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%。
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1.7  Transwell 实验检测处理后各组 MG-63 细胞的

侵袭能力

将MG-63细胞接种至预铺有基质胶的Transwell

板上室中（1×103个/孔），加入无血清培养基，下室按

1.2方法处理 48 h，将侵入下室的细胞用多聚甲醛固

定，并用结晶紫染色。用 PBS缓冲液将表面的结晶

紫洗除干净，再用棉签将上室中接种侧的未侵袭细

胞擦除干净，在显微镜下观察，每孔随机选取 5个区

域对侵袭细胞进行计数。

1.8  qPCR检测处理后各组MG-63细胞中E-cadherin、

N-cadherin、vimentin mRNA的表达

将MG-63细胞按1.2方法处理48 h后，收集细胞并

提取总RNA，然后利用一步法荧光定量试剂盒进行

qPCR反应，反应体系 ：2×SYBR Green Mix 10 μL，

DNA聚合酶1 μL，上下游引物各 0.5 μL，cDNA模板

1 μL，补水至总体系20 μL。反应程序：50 ℃逆转录3 

min；95 ℃预变性30 s；2步法：95 ℃变性10 s，60 ℃退

火30 s，40个循环。以GAPDH为内参，采用2-ΔΔCt法计

算目标基因的相对表达量。引物序列见表1。

表1    qPCR引物

引物名称

E-cadherin

N-cadherin

vimentin

GAPDH

方向

F

R

F

R

F

R

F

R

序列（5'-3'）

CGAGAGCTACACGTTCACGG

GGGTCGAGGGAAAAATAGG

TTTGATGGAGGTCTCCTAACACC

ACGTTTAACACGTTGGAAATGTG

TGGTCTAACGGTTTCCCCTA

GACCTCGGAGCGAGAGTG

CTTTGGTATCGTGGAAAGACTC

GTAGAGGCAGGGATGATGATGTTCT

1.9  WB法检测处理后各组MG-63细胞中YAP、TAZ

蛋白的表达

收集处理各组细胞加入RIPA裂解液提取总蛋

白。然后用 10% SDS-PAGE分离蛋白并转至 PVDF

膜。转膜结束，将膜浸泡在5%的脱脂牛奶中，4 ℃封

闭过夜，将膜冲洗后放入一抗稀释液（YAP一抗稀释

比例1∶5 000，TAZ一抗稀释比例1∶1 000），室温下处

理 2 h，再放入羊抗兔 IgG 二抗稀释液（1∶500），室

温下处理 2 h，最后加入显影剂避光显色，以GAPDH

为内参，用 Image J软件分析蛋白条带灰度值。

1.10  裸鼠移植瘤模型的抗癌实验

收集按照对照组、维替泊芬组、BPH 低浓度组、

BPH 中浓度组、BPH高浓度组处理48 h后的MG-63细

胞，并用PBS缓冲液重悬细胞并调整浓度至1×107个/mL。

按随机表法随机将裸鼠分为对照组、维替泊芬组和BPH

低、中、高浓度组，每组5只。将细胞悬液注射至裸鼠右

侧背部皮下，每只小鼠注射0.2 mL，每d观察裸鼠的状

态，每3 d测量一次肿瘤的大小，并记录长径（a）和短径

（b），计算肿瘤体积[V=（ab2）/2]。15 d后，用1%戊巴比

妥钠麻醉小鼠并断颈处死，分离各组小鼠的肿瘤块进

行称重，计算抑瘤率。抑瘤率=（对照组瘤质量-实验组

瘤质量）/对照组瘤质量×100%。

1.11  统计学处理

所有实验均独立重复 3次。利用软件Graphpad 

prism 9.0分析数据。符合正态分布的计量资料以 x̄±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，两两多重

比较采用 SNK-q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  BPH对MG-63细胞增殖能力的影响

MTT法检测结果（图 1A）显示，与对照组相比，

10、20、40、60 μg/mL BPH处理组的细胞增殖率明显

降低（均 P<0.05），BPH 处理 MG-63 细胞 48 h 后的

IC50为40.09 μg/mL。因此，10、20、40 μg/mL作为后续

实验中BPH的低、中、高质量浓度组。

MTT 法检测图（1B）结果及克隆形成实验结果

（图2）均显示，与对照组相比，维替泊芬组和BPH低、

中、高浓度处理组MG-63 细胞和克隆数均明显降低

（均P<0.05）；且维替泊芬组与BPH高浓度组无显著

差异（P>0.05）。

A：不同质量浓度BPH作用下细胞的增殖率；B：各处理组细胞的增殖率。与0 μmol/LBPH组或对照组比较，
*P<0.05；与维替泊芬组比较，△P<0.05。

图1    BPH和维替泊芬对MG-63细胞增殖率和克隆形成数量的影响
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与对照组比较，*P<0.05；与维替泊芬组比较，△P<0.05。

图2    维替泊芬和BPH对MG-63细胞克隆形成能力的影响（×40）

2.2  高浓度BPH促进MG-63细胞的凋亡

FCM检测结果（图3）显示，与对照组相比，维替泊

芬组和BPH低、中、高浓度处理组MG-63细胞凋亡率

升高（均P<0.05）；且维替泊芬组与BPH高浓度组无显

著差异（P>0.05）。结果说明，作为YAP抑制剂的维替

泊芬诱导细胞凋亡能力与高浓度 BPH 相当。

2.3  高浓度BPH强效抑制MG-63细胞的迁移

划痕愈合实验结果（图 4）显示，与对照组相

比，维替泊芬组和 BPH低、中、高浓度处理组MG-63

细胞划痕愈合率降低，迁移能力均受到明显抑制

（均P<0.05）；且维替泊芬组与BPH高浓度组无显著

差异（P>0.05）。结果说明，维替泊芬抑制细胞迁移

的能力与高浓度 BPH 的相似。

2.4  高浓度BPH抑制MG-63细胞的侵袭

Transwell侵袭实验结果（图5）显示，与对照组相比，

维替泊芬组和BPH低、中、高浓度处理组MG-63细胞

侵袭数量降低（均P<0.05）；且维替泊芬组与BPH高浓

度组无显著差异（P＞0.05）。结果说明，BPH与维替泊

芬均能明显抑制 MG-63 细胞的侵袭能力。

A：FCM检测各组细胞凋亡图；B：各处理组细胞的凋亡率。与对照组比较，*P<0.05；与维替泊芬组比较，△P<0.05。

图3  维替泊芬和BPH对MG-63细胞凋亡的影响

与对照组比较，*P<0.05；与维替泊芬组比较，△P<0.05。

图4    划痕愈合实验检测维替泊芬和BPH对MG-63细胞迁移的影响（×100）

2.5  高浓度BPH促进MG-63细胞中EMT相关分子的

表达

qPCR检测结果（图6）显示，与对照组相比，维替

泊芬组和BPH低、中、高浓度处理组MG-63细胞中
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E-cadherin mRNA 水平升高 ，N-cadherin、vimentin 

mRNA水平降低（均P＜0.05）；且维替泊芬组与BPH

高浓度组差异无统计学意义（P＞0.05）。结果说明，

BPH 和维替泊芬均能明显抑制 MG-63 细胞的

EMT 进程。

与对照组比较，*P<0.05；与维替泊芬组比较，△P<0.05。

图5  Transwell实验检测各组MG-63细胞的侵袭能力（×200）

与对照组比较，*P<0.05；与维替泊芬组比较，△P<0.05。

图6  各组MG-63细胞中E-cadherin、、N-cadherin、、vimentin 

mRNA的表达水平

2.6  高浓度BPH抑制MG-63细胞中YAP、TAZ蛋白

的表达

WB法检测结果（图7）显示，与对照组相比，维替泊

芬组和BPH低、中、高浓度处理组MG-63细胞中YAP

和TAZ蛋白表达均明显降低（均P<0.05）；且维替泊芬

组与 BPH 高浓度组差异无统计学意义（P>0.05）。

结果说明，BPH和维替泊芬均能抑制 MG-63 细胞中

YAP、TAZ 蛋白的表达。

2.7  高浓度BPH抑制OS移植瘤的生长

裸鼠移植瘤模型实验结果（图8）显示，与对照组

相比，维替泊芬组和BPH低、中、高浓度处理组小鼠

的肿瘤体积减小，抑瘤率明显升高（均P<0.05）；且

维替泊芬组与 BPH 高浓度组差异无统计学意义

（P>0.05）。结果说明，BPH和维替泊芬均能明显抑

制移植瘤的生长。

与对照组比较，*P<0.05；与维替泊芬组比较，△P<0.05。

图7  BPH和维替泊芬对MG-63细胞中YAP、TAZ蛋白表达水平的影响

3    讨  论

目前随着新辅助化疗药物的出现和手术的进

步，OS的治疗效果有所提高，但对于部分转移癌患者

的治疗效果仍然不佳，预后较差。因此，探索有效阻

断OS进展和转移的新治疗药物可能为OS的治疗提

供新的策略[11-12]。目前，已经有研究[13-14]显示，作为镇

痛剂的阿片类药物能够调节癌症的进展，例如 μ-阿

片受体激动剂（如吗啡）可能诱发癌症进展，而κ-阿片

受体激动剂/μ-阿片受体拮抗剂（如BPH）对肝细胞癌

的血管生成及OS的增殖和迁移有抑制作用。

本研究结果发现，与对照组相比，维替泊芬和BPH

处理后的MG-63细胞的增殖率和克隆数量显著降低，

细胞凋亡率均升高。揭示了BPH可以抑制OS细胞的
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增殖，促进细胞凋亡，进而阻止OS发展。同时进一步

在移植瘤小鼠中进行验证显示，维替泊芬和BPH组小

鼠的肿瘤体积低于对照组，抑瘤率高于对照组，提示了

BPH也可以抑制OS细胞在体内的增殖。

A：处理各组裸鼠移植瘤体积的变化；B：处理各组的抑瘤率。与对照组比较，*P<0.05；与维替泊芬组比较，△P<0.05。

图8    BPH和维替泊芬对OS移植瘤体积和抑瘤率的影响

已知 EMT 是肿瘤细胞获得迁移能力的途径之

一，其具体过程是具有上皮样形态的细胞经历形态

和分子的变化从而获得间充质样形态，使细胞黏附

性降低，迁移性增加[15]。研究[16]表明，EMT在骨肉瘤

的侵袭和转移中起着关键作用。在骨肉瘤的EMT过

程中，参与 EMT的主要蛋白质 E-cadherin表达受到

抑制，而N-cadherin、vimentin的表达明显上调。本结

果显示，与对照组相比，维替泊芬组和BPH不同浓

度处理组 MG-63 细胞的划痕愈合率和侵袭数量降

低。为了进一步探讨BPH对OS细胞转移的影响，本

研究通过 qPCR 检测了 EMT 相关因子的 mRNA 水

平，结 果发现维替泊芬组和BPH组细胞中 E-cadherin 

mRNA水平升高，N-cadherin和 vimentin mRNA水平

降低，进一步揭示了BPH可能是通过阻止EMT的进

展过程来降低OS细胞的迁移和侵袭能力，从而抑制

OS的转移。这与先前的研究结果保持一致，但对其

中产生作用的具体机制还未知。

据了解，Hippo信号通路不仅在器官发育、组织

再生中具有重要作用，其异常表达也与肿瘤转移、侵

袭及EMT等肿瘤发展过程有关，包括OS[17]。YAP及

其旁系同源转录因子TAZ均是该通路下游的关键因

子，它们通常作为转录共激活因子，与核内其他转录

因子结合后启动靶基因的转录[18]。转录增强相关结

构域（TEAD）家族成员（如 TEAD1/2/3/4）是介导

YAP/TAZ致癌功能的主要转录因子，两者相互结合

形成的YAP-TEAD或TAZ-TEAD复合物，在肿瘤发

展、转移和耐药中发挥重要作用。因此，阻止YAP/

TAZ与TEAD相互作用是一种有效的治疗策略[19-20]。

研究[8]显示，在OS中，维替泊芬作为YAP的直接抑

制剂，可以影响YAP-TEAD的相互作用，并减少OS

原发性肿瘤的生长。本研究结果显示，对照组细胞

中YAP和TAZ的表达较高，与先前研究[9]结果一致，

表明YAP和TAZ可能参与OS的发展。与对照组相

比，维替泊芬组和BPH不同浓度处理组细胞中YAP

和TAZ蛋白表达显著降低，且高浓度BPH对OS细胞

的作用与维替泊芬无显著差异。因此，本研究推测

BPH抑制OS细胞增殖、迁移和侵袭的作用机制可能

是由于 Hippo/YAP 信号通路被抑制，阻断了 YAP/

TAZ-TEAD相互作用。

综上所述，BPH 可能通过抑制 Hippo/YAP 信号

通路来抑制OS细胞的增殖、迁移和侵袭。本研究为

阻止OS的转移和发展提供了新的潜在治疗药物及

策略。但由于本研究实验条件有限，关于BPH对OS

细胞转移的作用及在临床中的应用效果和作用机制

还需进一步深入研究。
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