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一、中文摘要 

癌細胞的轉移往往是惡性腫瘤的重要特

徵之一，並且也是在臨床治療上最難以根治

的。因此，在很多研究中，大都是以針對癌

細胞的轉移過程，去開發新藥或者是利用天

然藥物去觀察是否會影響細胞的轉移。其中

骨癌的致死率也是居高不下，可於數月內出

現肺部轉移，截肢后在 3～5 年間存活率只

有 5～20％。少數轉移至腦、內臟、腎及經

淋巴管至淋巴結。惡性骨肉瘤大約 75％發生

在 20 歲以前，尤其好發於 10 ~ 20 歲的男

性。最近這幾年來，天然物在對於疾病的治

療漸漸被受到重視，尤其是在亞洲地區，大

家對於西方醫藥是以毒攻毒的印象，加上人

們對於藥物的依賴性，大家都希望以較為緩

和的方式治療疾病，而以前都認為是偏方的

草藥，也經由科學而得到了具有療效的證

實。如:多酚類、花青素等被確認其具有抗氧

化、抗發炎、抗過敏及抗癌等活性，但是到

目前為止，對於其抑制癌細胞轉移以及其中

之詳細機轉的都還不是很清楚 。在本實驗

中，我們針對骨肉瘤細胞(osteosarcoma) 

Saos-2，利用多中草藥萃取物進行篩選，結

果發現經由 gelatin zymography 與 casein 

zymography 實驗分析方法，漢氏山葡萄莖之

50%乙醇萃取物可有效抑制 Saos-2 的 MMP-

2 與 u-PA 的分泌，而這些蛋白酶已有許多

文獻證明為癌細胞轉移侵襲的主要標誌。因

此，在本實驗中，我們利用山葡萄莖萃取物

(Ampelopsis brevipedunculata extract; ABE) 

觀察其抑制惡性骨癌細胞株(Saos-2)轉移之

功效。我們利用 cell motility/invasion assay

分析 ABE 對具有高度轉移能力惡性骨癌細

胞株(Saos-2)侵入能力之影響。我們發現

ABE 對 Saos-2 的 motility 及 invasion 能力都

有顯著的抑制效果，並且都呈現濃度的效應

關係。當 ABE 的濃度為 50g/mL 時，經 24 

hr 處理對 Ssoa-2 的 migration 及 invasion 能

力抑制有顯著的抑制效果。我們再利用

gelatin-zymography 與 casein-zympgraphy 的

方法分析細胞 motility/invasion 與 ECM 

degradation genes expression 關係，結果發現

ABE 對 MMP-2、MMP-9 與 u-PA 的分泌量

亦有明顯的抑制，並呈現濃度效應關係。從

以上的結果，我們發現 ABE 可能是透過抑

制 Ssoa-2 細胞株 MMP-2、MMP-9 與 u-PA

的分泌進而抑制癌瘤細胞侵犯作用能力。 

關鍵字: 癌症轉移、骨癌、侵襲、基質金

屬蛋白酶、細胞骨架蛋白 

 

二、材料與方法 

 

1.細胞培養 

    Saos-2 惡性骨髓瘤癌細胞培養在含

有 10﹪胎牛血清的 DMEM+F12(1:1)培

養液中，並外加入 1﹪

penicillin/streptomycin、1mM 

glutamine，待細胞長滿後以 0.05﹪的

trypsin-EDTA 將細胞打下，經離心後去

除上清液，以新鮮的培養亦將細胞打散

並繼續培養之。 

2. Gelatin zymography (1) 

    將 0.1﹪Gelatin-8﹪SDS-PAGE 電永

膠片置於含有電泳緩衝液的電泳槽中，

將細胞培養後不含胎牛血的培養液與 5×

loading dye 均勻混和後，注入膠片中，

以 140V 的電壓進行電泳分離。結束電

泳分離後，以 washing buffer (2.5% 



 

 

Triton X-100)在室溫下沖洗 30 分鐘 2

次，然後加入 reaction  buffer (10 mM 

Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 0.1% NaN3,  pH 

8.0)在 37℃恆溫箱中反應 12 小時，最後

反應完的膠片以染色液染色 30 分鐘，

再以退色液退染，觀看結果。 

3. Casein zymography (2) 

48mg casein + 0.55mg plasminogen 8﹪

SDS-PAGE 電永膠片置於含有電泳緩衝

液的電泳槽中，將細胞培養後不含胎牛

血的培養液與 5×染劑均勻混和後，注入

膠片中，分別以 100V 與 140V 的電壓

進行電泳分離。結束電泳分離後，以

washing buffer 在室溫下沖洗 30 分鐘 2

次，然後加入 reaction buffer 在 37℃恆

溫箱中反應 12 小時，最後反應完的膠

片以染色液染色 30 分鐘，再以退色液

退染，觀看結果 

4. 細胞移動性分析( Motility ) (3) 

利用 48 well Boyden chambe 的分析方

法，lower chamber 為含有 10﹪FBS 的

DMEM，並將細胞處理 ABE，Saos-2 

細胞 subculture 並計算細胞數，然後注

入固定量的細胞(10
4
-1.5×10

4
)於 upper 

chamber，待細胞移動 5 小時以後，取

下薄膜，以甲醇固定細胞 10 分鐘，風

乾 5 分鐘之後，以 Giemsa (1：20)染色

1 小時，最後固定住薄膜，擦拭掉薄膜

之上層細胞，在顯微鏡底下隨機選取視

野，作移動細胞數之統計。   

5. 細胞侵入性分析( Invasion ) (3) 

利用 48 well Boyden chambe 的分析方

法，將 cellulose nitrate filters coating 上

100  g/cm
2
 type Ⅳ collagen，在

Laminar flow 風乾 5 整夜，lower 

chamber 為含有 10﹪FBS 的 DMEM，將

Saos-2 細胞處理過 ABE，subculture 並

計算細胞數，然後注入固定量的細胞

(10
4
-1.5×10

4
)於 upper chamber，待細胞

移動 6 小時以後，取下薄膜，以甲醇固

定細胞 10 分鐘，風乾 5 分鐘之後，以

Giemsa (1：20)染色 1 小時，最後固定

住薄膜，擦拭掉薄膜之上層細胞，在顯

微鏡底下隨機選取視野，作移動細胞數

之統計。 

6.細胞生長測試(Microculture 

tetrazolium; MTT) 分析 

本實驗室用來測試細胞是否存活的方

法，其原理為有活性的活細胞會將

MTT reagent 經 由 粒 腺 體 中 的

dehydrogenase 作用代謝還原成藍紫

色結晶，待此作用 4 小時之後再以異

丙醇將結晶溶出，於 O.D. 570nm 下

測定溶液吸光，由吸光強度可得知存

活的細胞數多寡。 

7.細胞傷口癒合試驗 

(Wound healing assay) (4) 

分別把細胞以每盤  2×105 個細胞種

植至 24 孔的培養盤中。待細胞長到

幾乎全滿時先處理含 0.5% FBS 之培

養液 24 hr 以抑制細胞生長，接下來

用吸管尖 (blue tip)在每一個孔中劃

線 ， 其 距 離 約 為 80 μm ， 再 用

1×PBS 洗細胞，最後在加入 0.5% 

FBS 之培養液培養，每 24 hr 觀察 48 

hr 及 96 hr 以乙醇固定 Giemsa 染色

並照相，以觀察細胞移動情形。 

三、結果與討論 

 

漢氏山葡萄又稱為蛇葡萄、大本山葡

萄、野葡萄，產地是在台灣和東南亞，

是屬於鼠李目葡萄科山葡萄屬植物，拉

丁學名 Ampelopsis brevipedunculata 

(Maxim.) Traut.在在古書中也記載了

《廣西民族藥簡編》： "根或根皮

水煎服治心悶氣緊 (瑤族 )，子宮脫

垂 (侗族 )，浸酒搽患處治跌打損傷

(壯族 )。全株水煎服治風濕性心臟

病，產後或病後虛弱，產婦乳汁

缺乏 (瑤族 ) 。它也是台灣常見的植

物，平地和低海拔的路段上就可以見

得，也有很多用其莖部來治療風濕關節

痛、淋病、眼疾等例子，在民間更是有

用其莖汁滴入耳內來治療外耳道炎，目

前為止已有文獻報導漢氏山葡萄本身具

有抗發炎、抗氧化、清除自由基、抗肝

中毒以及當做利尿劑使用。因此，我們

利用山葡萄莖萃取物(ABE)來探討對惡

性骨癌細胞株 Saos-2 的遷移和侵犯作用

及分子機制。我們處理細胞 ABE 的濃

度為 0-100 g/mL，並利用 MTT assay



 

 

發現這些濃度對 Saos-2 為無毒劑量 

(Fig-1)。接著我們利用這些濃度處理

Saos-2 並分析其 invasion 的能力，我們

發現在 24hr 時，ABE 對於 Saos-2 的

invasion 能力都有抑制的效果並且具有

濃度效應(Fig-2)。在細胞 motility assay

中發現 ABE 對於 Saos-2 的 motility 能力

也有抑制的效果同時具有濃度效應(Fig-

3)。 

而 ABE 抑制 Saos-2 的 invasion 能力是

透過何種機制?我們利用了 gelatin-

zymography 與 casein-zymography 的方

法分析與細胞 invasion 及 ECM 

degradation genes–MMP-2、MMP-9 與 u-

PA 的活性表現，結果發現 ABE 對於

Saos-2 所分泌具有細胞侵襲能力的

MMP-2、MMP-9 與 u-PA 有明顯的抑制

作用，並且具有濃度效應(Fig-4& Fig-

5)。 

最後我們利用傷口癒合實驗(wound 

healing assay)分析 ABE 對於 Saos-2 的

migration 能力。我們發現 ABE 對於

Saos-2 的移動能力(migration)都有明顯

的抑制，並且具有濃度效應(Fig-6)。 

 

因此，我們發現 ABE 是透過抑制

MMP-2 與 u-PA 的作用進而抑制

Saos-2 癌瘤細胞遷移和侵犯作用的能

力，以達到其抗癌的效果。而 MMP-

2 參與胞外基質(extracellular martrix, 

ECM) 蛋白的合成與分解; 於正常生

理情況下，參與如胚胎的發育，胚胎

的著床，血管生成和組織重建等; 自

組織分泌出來的 MMPs 為 latent 

proenzymes，需經過轉換成活化態

之後才具有酵素活性，一旦 MMPs 的

合成或活化過程出了問題則基質蛋白

質無法被順利分解，因而形成組織纖

維化;另外，許多證據顯示 MMPs 與

癌細胞的吸附, 位移, 侵入和轉移有

關(14-33) 。因此，接下來的工作， 

除了研究擬探討與 u-PA 之抑制癌瘤

細胞位移及侵入作用相關分子機轉

(signaling pathway)之外，並評估其

應用性。 
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五、圖表 

 

Fig-1. Saos-2 細胞處理山葡萄莖萃取物 

ABE 24hr 其細胞存活率分析。 

以 MTT assay 分析 Saos-2 細胞處理不同

劑量的山葡萄莖萃取物(ABE)，其 24hr

細胞存活率分析，並量化製成柱狀圖。 
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Fig-2. Saos-2 細胞處理山葡萄莖萃取物

ABE 其 invasion 能力之分析。 

以 invasion assay 分析 Saos-2 細胞處理

不同劑量的 ABE，其 24hr 後 cell 

invasion 能力表現情形，並量化製成柱

狀圖。* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. 
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Fig-3. Saos-2 細胞處理 ABE 其 motility

能力之分析。 

以 motility assay 分析 Saos-2 細胞處理不

同劑量的 ABE，其 24hr 後 cell motility

能力表現情形，並量化製成柱狀圖。 * 

p<0.05; ** p<0.01.   

 



 

 

 
Fig-4. Saos-2 細胞處理山葡萄莖萃取物

24hr medium 中 MMP-2 和 MMP-9 蛋

白活性分析。 

以 zymography 分析 Sos-2 細胞處理不同

劑量的山葡萄莖萃取物，其 24hr 

medium 中 MMP-2 和 MMP-9 蛋白活性

表現情形 

 

 
Fig-5. Saos-2 細胞處理山葡萄莖萃取物

24hr medium 中 u-PA 蛋白活性分析。 

以 zymography 分析 Saos-2 細胞處理不

同劑量的山葡萄莖萃取物，其 24hr 

medium 中 u-PA 蛋白活性表現情形. 

 
Fig-6. Saos-2 細胞處理山葡萄莖萃取物

其 migration 能力之分析。 

以 wound healing assay 分析 Saos-2 細胞

處理不同劑量的山葡萄莖萃取物，其

24hr 後 cell migration 能力表現情形. 

 


