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[摘  要]  目的：探讨高良姜素（Gal）是否通过调节 cGAS/STING信号通路影响骨肉瘤MG63细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡。方

法：体外培养人骨肉瘤MG63细胞，分别使用0、5、15、25、50、100、200 μmol/L的Gal培养48 h后，CCK-8法检测Gal对细胞活力的

影响。将MG63细胞分为对照组（未处理细胞）、Gal低浓度组（Gal-L组，50 μmol/L Gal处理）、Gal高浓度组（Gal-H组，100 μmol/L 

Gal处理）和Gal-H+STING抑制剂组（Gal-H+H-151组，100 μmol/L Gal+8 μmol/L H-151处理）。采用EdU染色法、划痕愈合实验、

Transwell小室法、流式细胞术检测各组细胞增殖活力、迁移、侵袭和凋亡能力，WB法检测各组细胞中 cGAS、STING蛋白的表达

水平。结果：与对照组比较，Gal-L组、Gal-H组细胞增殖活力、迁移、侵袭能力均显著降低（均P<0.05），细胞凋亡率和 cGAS、

STING蛋白表达水平均显著升高（均P<0.05）；与 Gal-H 组比较，Gal-H+H-151组细胞增殖活力、迁移和侵袭能力均显著升高（均

P<0.05），细胞凋亡率和cGAS、STING蛋白表达水平均显著降低（均P<0.05）。结论：Gal可能通过激活cGAS/STING信号通路抑

制骨肉瘤MG63细胞增殖、迁移、侵袭并促进细胞凋亡。
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Galangin inhibits the malignant biological behavior of osteosarcoma MG63 cells 
by activating the cGAS/STING signaling pathway
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[Abstract]  Objective: To investigate whether galangin (Gal) affects the proliferation, migration, invasion and apoptosis of 

osteosarcoma MG63 cells by regulating the cGAS/STING signaling pathway. Methods: Human osteosarcoma MG63 cells were 

cultured in vitro and treated with Gal at concentrations of 0, 5, 15, 25, 50, 100 and 200 μmol/L for 48 hours, and the effect of Gal on cell 

viability was detected by CCK-8 method. MG63 cells were divided into the control group (untreated cells), the Gal low concentration 

group (Gal-L group, treated with 50 μmol/L Gal), the Gal high concentration group (Gal-H group, treated with 100 μmol/L Gal), and the 

Gal-H+STING inhibitor group (Gal-H+H-151 group, treated with 100 μmol/L Gal+8 μmol/L H-151). EdU staining method, scratch 

healing test, Transwell chamber method and flow cytometry were used to detect cell proliferation, migration, invasion and apoptosis of 

cells in each group. Western blot was applied to detect the expression levels of cGAS and STING proteins in cells of each group. 

Results: Compared with the control group, the proliferation activity, migration, and invasion abilities of the cells in the Gal-L and Gal-H 

groups were significantly decreased (all P<0.05); the apoptosis rate and the expression levels of cGAS and STING proteins were 

significantly increased (all P<0.05). Compared with the Gal-H group, the proliferation activity, migration, and invasion abilities of the 

cells in the Gal-H+H-151 group were significantly increased (all P<0.05); the apoptosis rate and the expression levels of cGAS and 

STING proteins were significantly decreased (all P<0.05). Conclusion: Gal may inhibit the proliferation, migration and invasion and 

promote the apoptosis of osteosarcoma cells by activating the cGAS/STING signaling pathway. 
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骨肉瘤（osteosarcoma）是一种常见的原发性恶性

肿瘤，由间质细胞发展而来，肿瘤细胞增殖快、易转

移，经软骨阶段直接或间接形成肿瘤样组织和骨组

织，骨肉瘤发病率在 18岁和 60岁时达到高峰，略多

见于男性[1]。目前，采用全身治疗大大提高了骨肉瘤

患者的生存率，手术切除、疫苗、细胞免疫、单克隆抗

体等治疗方法均已经相继应用于临床，但其安全性

仍有待提高[2]。因此，寻找抑制骨肉瘤细胞恶行生物

学行为的靶向制剂势在必行。高良姜素（galangin, 

Gal）是一种类黄酮天然产物，可以显著抑制人骨肉瘤

细胞增殖及体内骨肉瘤的生长，有望成为治疗骨肉

瘤的新药物，但其作用机制尚不清楚[3]。研究[4]证实，

环鸟苷酸-腺苷酸合成酶（cyclic GMP-AMP synthase, 

cGAS）是一种先天免疫传感器，可识别细胞中异常

DNA 而激活干扰素基因刺激因子（stimulator of 

interferon gene, STING），继而 STING 转运至高尔基

体并启动下游信号转导级联，募集TANK结合激酶1

（TANK binding kinase 1, TBK1）和干扰素调节因子3；

STING还可以结合和刺激 IκB激酶以触发核因子κB

（NF-κB）的转录激活，调节促炎细胞因子（如 IFN-α

和 IFN-β）的表达和分泌，激活抗肿瘤免疫反应。目

前，Gal能否通过调控 cGAS/STING信号通路影响骨

肉瘤细胞的恶性生物学行为尚未知。本研究通过体

外细胞实验探讨 Gal 对骨肉瘤 MG63 细胞增殖、迁

移、侵袭、凋亡及 cGAS/STING信号通路相关蛋白表

达的影响及相关作用机制，旨在为临床骨肉瘤的治

疗提供更多的实验依据。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人骨肉瘤细胞MG63（SNL-229）购自武汉尚恩生

物技术有限公司。Gal（HY-N0382，纯度 99.96%）购

自 美 国 MCE 公 司 ，STING 抑 制 剂（H-151；HY-

112693，纯度 99.86%）、CCK-8试剂盒（HY-K0301）购

自美国 MCE 公司，EdU 染色试剂盒（40275ES）购自

翌圣生物科技有限公司，Matrigel包被Transwell侵袭

小室（354480）购自北京明阳科华生物科技有限公

司 ，细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒（ab14085）、cGAS

（ab302617）及STING（ab239074）一抗和HRP标记的

羊抗兔 IgG二抗（ab6721）购自美国Abcam公司。

1.2  细胞培养、Gal处理及分组

细胞培养：将MG63细胞置于含10%胎牛血清的

Dulbecco's改良培养基中，于 37 ℃、5%CO2培养箱中

培养，每 2 d更换一次培养液。待细胞汇合度达 90%

时，使用0.25%胰蛋白酶消化传代。

Gal处理：取对数生长期的MG63细胞，接种于

96 孔板（1×104 个/孔）中，分别使用 0、5、15、25、50、

100、200 μmol/L 的 Gal 处理 48 h[3]后，CCK-8 法检测

细胞活力，以选择适合的药物浓度进行后续实验。

实验分组：将对数生长期MG63细胞分为空白对

照组（对照组）、Gal低浓度组（Gal-L组）、Gal高浓度

组（Gal-H 组）和 Gal-H+H-151 组。对照组为未处

理MG63 细胞 ，Gal-L、Gal-H 组细胞分别加入50、

100 μmol/L的Gal，Gal-H+H-151组细胞加入100 μmol/L

的 Gal+8 μmol/L 的 H-151[5] ，培养 48 h 后，进行后续

实验。

1.3  EdU染色法检测Gal对MG63细胞增殖活力的

影响

取各组MG63细胞，制成密度为 1×106个/mL的

细胞悬液，接种于6孔板（1 mL/孔）中，加入500 μL预热

的 50 μmol/L EdU工作液标记细胞，在含 4%多聚甲

醛的 PBS中固定、洗涤后加入1 mL 0.3% Triton X-100

及1 mL DAPI染液，荧光显微镜下观察，计算EdU阳

性细胞数占比，以之代表细胞增殖活力。

1.4  划痕愈合实验检测Gal对MG63细胞迁移能力

的影响

取各组MG63细胞，制成密度为 1×105个/mL的

细胞悬液，接种于 12孔板（1 mL/孔）中，待细胞汇合

度为 80%时，使用 200 μL移液器吸头尖部于培养孔

底部划痕，PBS清洗除去漂浮细胞，拍照。继续培养

48 h 后，将各组细胞置于光学显微镜下采集图像，依

据公式“细胞划痕愈合率=（0 h划痕面积-48 h划痕面

积）/0 h划痕面积×100%”计算细胞划痕愈合率。

1.5  Transwell小室法检测Gal对MG63细胞侵袭能

力的影响

将各组细胞经胰蛋白酶消化后，在无血清DMEM

培养液中培养 24 h，调整细胞密度为1×105个/mL，

将150 μL细胞悬液加入到预铺基质胶的Transwell上

室中，取 500 μL含血清DMEM培养液加入下室，培

养 24 h后，取出上室，用 PBS冲洗后，用棉签擦去上

室侧的细胞，在 4%多聚甲醛溶液中固定 30 min，在

0.1%结晶紫染色液中染色 10 min，冲洗、脱色后，在

倒置显微镜下随机采集5个视野，计算视野中侵袭细

胞平均数即表示细胞的侵袭能力。

1.6  流式细胞术检测Gal对MG63细胞凋亡的影响

在各组对数生长期细胞中加入500 μL结合缓冲

液重悬细胞，先后加入5 μL的Annexin Ⅴ-FITC和 2 μL

的PI染色液，避光反应20 min，根据细胞凋亡检测试

剂盒说明，使用流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况。

1.7  WB 法检测 Gal 对 MG63 细胞中 cGAS、STING 

蛋白表达的影响

用RIPA裂解液裂解各组MG63细胞，提取细胞
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总蛋白，BCA法定量蛋白浓度，配制凝胶、上样、电

泳、转膜，封闭PVDF膜，分离目的条带后分别置于稀

释比例均为 1∶1 000的 cGAS、STING、GAPDH一抗，

4 ℃反应过夜。TBST洗涤后，在稀释比例为1∶5 000 

HRP标记的羊抗兔 IgG二抗中反应2 h，洗涤后，发光

液孵育条带，分析蛋白表达水平。

1.10  统计学处理

以上主要实验均独立重复 6次。采用GraphPad 

Prism 8.0.2 软件对实验数据进行统计分析，符合

正态分布的计量数据以 x̄±s 表示，组间差异比较采

用单因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。

以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  Gal显著降低MG63细胞活力

CCK-8法检测结果（图1）显示，与0 μmol/L组比

较，5、15 μmol/L浓度的Gal对MG63细胞活力均无明

显影响（均 P>0.05），25、50、100、200 μmol/L 浓度的

Gal 均显著降低MG63 细胞活力（均 P<0.05）。由于

100 μmol/L Gal处理MG63细胞时，细胞活力下降约

50%，为保证实验细胞数量，后续实验选择使用50和

100 μmol/L的Gal处理MG63细胞。

与0 μmol/L组比较，*P<0.05。

图1  不同浓度Gal对MG63细胞活力的影响

2.2  Gal显著降低MG63细胞的增殖能力

EdU染色法检测结果（图2，表1）显示，与对照组

比较，Gal-L组、Gal-H组MG63细胞EdU染色阳性率

呈剂量依赖性降低（均 P<0.05）；与 Gal-H 组比较，

Gal-H+H-151 组 MG63 细胞 EdU 染色阳性率升高

（P<0.05）。结果表明，Gal显著降低MG63细胞的增

殖能力，而同时使用H-151则逆转了Gal对细胞增殖

的抑制作用。

图2   EdU染色法检测Gal对MG63细胞增殖能力的影响（×200）

2.3  Gal显著降低MG63细胞的迁移、侵袭能力并促

进细胞凋亡

划痕愈合实验结果（图 3A，表 1）显示，与对照组

比较，Gal-L组、Gal-H组MG63细胞划痕愈合率呈剂

量依赖性下降（均P<0.05）；与Gal-H组比较，Gal-H+

H-151组细胞划痕愈合率显著升高（P<0.05）。

Transwell小室法检测结果（图 3B，表 1）显示，与

对照组比较，Gal-L组、Gal-H组侵袭细胞数呈剂量依
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赖性下降（均P<0.05）；与Gal-H组比较，Gal-H+H-151

组侵袭细胞数显著升高（P<0.05）。

流式细胞术检测结果（图 3C，表 1）显示，与对照

组比较，Gal-L组、Gal-H组MG63细胞凋亡率均显著

升高（均 P<0.05）；与 Gal-H 组比较，Gal-H+H-151 组

细胞凋亡率显著降低（P<0.05）。

表1   Gal对MG63细胞迁移、侵袭及凋亡的影响

组 别

对照组

Gal-L 组

Gal-H 组

Gal-H+H-151 组

F

P

EdU染色阳性率/%

40.31±4.05

27.42±3.01*

11.86±1.08*△

35.47±3.76▲

91.414

<0.001

划痕愈合率%

81.20±8.11

50.33±5.24*

16.86±2.08*△

78.15±8.02▲

132.849

<0.001

侵袭细胞数/个

242.67±22.80

186.77±16.45*

89.09±8.06*△

213.43±22.05▲

79.426

<0.001

细胞凋亡率/%

6.55±0.61

18.14±2.21*

29.36±3.11*△

7.46±0.80▲

176.643

<0.001

与对照组比较，*P<0.05；与Gal-L组比较，△P<0.05；与Gal-H组比较，▲P<0.05。

以上实验结果表明，Gal显著降低MG63细胞迁

移、侵袭能力并促进细胞凋亡，而同时使用H-151则

逆转了Gal对细胞迁移、侵袭的抑制作用和凋亡的促

进作用。

A：划痕愈合实验检测细胞迁移能力（×40）；B：Transwell小室法检测细胞侵袭能力（结晶紫染色，×200）；C：流式细胞术检测细胞凋

亡率。与对照组比较，*P<0.05；与Gal-L组比较，△P<0.05；与Gal-H 组比较，▲P<0.05。

图3  Gal对MG63细胞迁移、侵袭和凋亡的影响

2.4  Gal显著上调MG63细胞中 cGAS、STING 蛋白

表达

WB法检测结果（图4，表2）显示，与对照组比较，

Gal-L 组、Gal-H 组MG63细胞中 cGAS、STING 蛋白

表达水平均显著升高（均P<0.05）；与Gal-H 组比较，

Gal-H+H-151 组 MG63 细胞中 cGAS、STING 蛋白表

达水平均显著降低（圴P<0.05）。实验结果表明，Gal

显著下调 MG63 细胞中 cGAS、STING 蛋白表达，而

同时使用H-151则逆转了Gal对 cGAS、STING蛋白

下调而上调。
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图 4   WB法检测Gal对MG63细胞中 cGAS、STING 蛋白表

达的影响

表2   Gal对MG63细胞中cGAS、STING 蛋白表达的影响

组 别

对照组

Gal-L 组

Gal-H 组

Gal-H+H-151 组

F 

P 

cGAS蛋白

0.23±0.03

0.43±0.04*

0.65±0.06*△

0.25±0.03▲

130.743

<0.001

STING蛋白

0.45±0.05

0.73±0.07*

0.92±0.10*△

0.47±0.05▲

64.111

<0.001

与对照组比较，*P<0.05；与Gal-L组比较，△P<0.05；与Gal-H组

比较，▲P<0.05。

3  讨  论

骨肉瘤是骨组织中最常见的恶性原发性肿瘤类

型，主要影响青少年或儿童，其特征是治疗后转移及

高复发率，有效抑制肿瘤细胞进展是提高患者生存

率的重要措施[6-7]。骨肉瘤的标准治疗主要是手术切

除后的多药诱导化疗，以控制肿瘤转移，放疗仅用于

边缘或不完全切除的病例，或用于不可切除疾病的

最终治疗，但这些疗法也不可避免地会带来不良反

应，如皮肤溃烂、胃肠出血、肝功能损坏、精神不振、

恶心呕吐等，给临床治疗带来很大挑战[8]。

Gal是来源于中药高良姜的一种重要的黄酮类活

性成分。来源于植物的生物类黄酮类化合物因具有预

防或治疗多种疾病的潜力而被广泛关注。已经发现，

Gal具有多种生物学活性和药用价值，包括抗肿瘤、抗

过敏、抗炎、抗氧化等[9]。以Gal为代表的类黄酮植物化

合物能够诱导细胞凋亡并具有抗血管生成的特性，当

其与其他植物来源化合物或金纳米颗粒结合使用时，

对肿瘤治疗效果更显著[10]。已有研究[11-13]证实，Gal在乳

腺癌、胃癌、肝癌等均有显著的抑制作用。本研究使用

Gal处理骨肉瘤MG63细胞，其能显著抑制细胞增殖、迁

移和侵袭能力并促进细胞凋亡，说明Gal能够延缓骨肉

瘤的进展，其作用机制仍需深入研究。

cGAS能够感知错位的基因组、线粒体和微生物

双链DNA，合成环鸟苷-磷酸腺苷-磷酸（2'3'-cGAMP），

动员STING刺激物释放固有免疫反应，构成一个有

效的监测系统，防止组织损伤和病原体入侵。cGAS/

STING信号通路在细胞自噬、翻译、代谢稳态、细胞

聚集、DNA损伤修复、衰老及细胞死亡等过程中均不

同程度地起作用[14-15]。近年来，对于 cGAS/STING信

号通路的研究已经扩展到肿瘤中，cGAS/STING信号

通路是固有免疫和防御病毒感染中重要的DNA传感

机制，肿瘤细胞中cGAS/STING通路的激活可通过上

调一系列炎症基因表达作为早期肿瘤进展的屏障，

且该通路的激活还介导促炎细胞因子、趋化因子、蛋

白酶和生长因子的分泌，抑制肿瘤发生，鉴于其在激

活免疫监视中的作用，该途径主要作为肿瘤抑制因

子而发挥作用[16]。cGAS/STING信号通路的激活通

过产生Ⅰ型 IFN提高抗肿瘤免疫潜力，触发细胞内级

联反应和分子成分变化[17]。使用STING激动剂与其

他肿瘤免疫疗法，包括肿瘤疫苗、免疫检查点抑制剂

（如抗PD-1和CTLA-4抗体）和过继性T细胞免疫疗

法等联合治疗，将有望用于中晚期肿瘤的治疗[18]。由

于转移性骨肉瘤的抗辐射性和免疫抑制微环境，LI

等[19]利用光敏配体掺杂金属有机框架作为放射增敏

剂，用于转移性骨肉瘤的协同放疗和免疫治疗，发现

其通过 cGAS/STING 信号通路上调 PD-1 蛋白的表

达，引发强大的抗肿瘤免疫反应，有效阻止了骨肉瘤

的生长和转移。激活 cGAS/STING信号通路可能增

加肿瘤微环境中CD8+ T细胞的浸润，最终激活抗肿

瘤免疫反应[20]。本研究结果与之一致，Gal处理骨肉

瘤MG63细胞在抑制细胞增殖、迁移与侵袭并促进细

胞凋亡的同时上调了细胞中 cGAS、STING蛋白表达

水平，由此可以推测，Gal可能通过激活cGAS-STING

信号通路降低肿瘤细胞活性；与此同时，本研究设置

了Gal与STING抑制剂剂H-151联合处理组，联合处

理后明显促进骨肉瘤MG63细胞增殖、迁移、侵袭，抑

制凋亡，而且 cGAS/STING信号表达水平明显下降，

由此印证了笔者的推测，Gal对骨肉瘤细胞恶性生物

学行为的抑制可能与激活 cGAS/STING 信号通路

有关。

综上所述，Gal可能通过激活 cGAS/STING信号

通路抑制骨肉瘤 MG63细胞增殖、迁移、侵袭并促进

细胞凋亡。本研究结果为Gal的应用提供了潜在的

方向。然而，本研究也存在不足，一是未在体内验证

Gal的作用，二是未设置阳性药对照组。未来将设置

阳性对照药观察Gal的疗效，并通过异种移植瘤动物

实验证实Gal对骨肉瘤体内生长的影响，以丰富Gal

在骨肉瘤治疗领域的实验数据。
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