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中 文 摘 要 ： 雙磷酸鹽類藥物，如 alendronate、ibandronate 及

zoledronic acid，已經廣泛使用於臨床上來治療骨質疏鬆

症。然而，這幾年來，有許多文獻指出這類藥物除了在治療

骨質疏鬆症外，如前列腺癌、乳癌、肺癌等惡性腫瘤骨轉移

及高血鈣也是常使用雙磷酸鹽類。因此，雙磷酸鹽類藥物用

於治療許多骨疾病的重要地位是無庸置疑的。雖然雙磷酸鹽

類可抑制惡性腫瘤細胞生長能力，甚至高劑量時可促使惡性

腫瘤細胞凋亡的作用已經相當明確。但在不同的骨癌細胞中

抑制骨癌細胞的轉移方面仍極少被研究。因此，我們利用不

同的雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate 及

zoledronic acid）在較低濃度時 (0-100  M)處理骨癌細

胞株 U2OS，結果發現，這三個雙磷酸鹽類藥物在低濃度時不

影響 U2OS 的細胞存活率，而我們進一步利用 wound healing 

assay 發現 zoledronic acid 會抑制 U2OS 的轉移作用。而我

們進一步利用 Boyden chamber assay 也發現，在低濃度時，

zoledronic acid 就會抑制 U2OS 的侵襲及轉移作用。但是進

一步利用 gelatin zymography 卻發現這三個雙磷酸鹽類藥物

也不影響 U2OS 的 MMP-2 及 MMP-9 的活性。而我們也進一步利

用 western blotting 發現，zoledronic acid 也不抑制 E-

cadherin 及 Vimentin 此分子。我們進一步發現，

zoledronic acid 抑制 migration 是與 F-actin 等骨架蛋白

有關，並發現與抑制膽固醇生合成路徑(mevalonate 

pathway)中有關酵素，如 GGPP 

(Geranylgeranylpyrophosphate)合成酶活性有關。 

中文關鍵詞： 雙磷酸鹽類藥物、骨癌細胞株、轉移、蛋白水解酵素 

英 文 摘 要 ： Bisphosphonates, including alendronate, ibandronate 

and zoledronic acid, are the well- known drug of 

osteopteosis. Several in vitro and in vivo reports 

have suggested that Bisphosphonates might also have 

specific anticancer action on several types of 

tumors, such as osteosarcoma, breast, prostate, and 

melanoma cancer.  However, the inhibitory effect 

related to cell invasiveness of alendronate, 

ibandronate and zoledronic acid have not been studied 

yet. Therefore, in this study, the impact of 

alendronate, ibandronate and zoledronic acid on cell 

migration were examined in vitro in human 

osteosarcoma U2OS cells. The cytotoxic effect of 

various concentrations of alendronate, ibandronate 

and zoledronic acid (0–100 &micro；M) on U2OS cells 



by MTT assay was assessed. It was clear that 24 h 

treatment of alendronate, ibandronate and zoledronic 

acid, even at a concentration as high as 100 &micro；

M, had no cytotoxicity to the U2OS cells. 

Furthermore, zoledronic acid inhibited the migration 

ability in a dose- and time-dependent manner. By the 

use of gelatin zymography assays, it was shown that 

alendronate, ibandronate and zoledronic acid, have no 

effect in MMP-9 and MMP-2 enzyme activity on U2OS 

cell. We further found that zoledronic acid inhibits 

osteosarcoma cell migration via F-action expression. 

We also use GGPP pathway＇s inhibitor, GGOH, to 

confirm this results. 

英文關鍵詞： Bisphosphonates, alendronate, ibandronate, zoledronic 

acid, Metastasis, osteosarcoma 
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中文摘要 

雙磷酸鹽類藥物，如 alendronate、ibandronate 及 zoledronic acid，已經廣泛使

用於臨床上來治療骨質疏鬆症。然而，這幾年來，有許多文獻指出這類藥物除了在

治療骨質疏鬆症外，如前列腺癌、乳癌、肺癌等惡性腫瘤骨轉移及高血鈣也是常使

用雙磷酸鹽類。因此，雙磷酸鹽類藥物用於治療許多骨疾病的重要地位是無庸置疑

的。雖然雙磷酸鹽類可抑制惡性腫瘤細胞生長能力，甚至高劑量時可促使惡性腫瘤

細胞凋亡的作用已經相當明確。但在不同的骨癌細胞中抑制骨癌細胞的轉移方面仍

極少被研究。因此，我們利用不同的雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate 及

zoledronic acid）在較低濃度時 (0-100 μM)處理骨癌細胞株 U2OS，結果發現，這

三個雙磷酸鹽類藥物在低濃度時不影響 U2OS 的細胞存活率，而我們進一步利用

wound healing assay 發現 zoledronic acid 會抑制 U2OS 的轉移作用。而我們進一步

利用 Boyden chamber assay 也發現，在低濃度時，zoledronic acid 就會抑制 U2OS

的侵襲及轉移作用。但是進一步利用 gelatin zymography 卻發現這三個雙磷酸鹽類

藥物也不影響 U2OS 的 MMP-2 及 MMP-9 的活性。而我們也進一步利用 western 

blotting 發現，zoledronic acid 也不抑制 E-cadherin 及 Vimentin 此分子。我們進一

步發現，zoledronic acid 抑制 migration 是與 F-actin 等骨架蛋白有關，並發現與抑

制 膽 固 醇 生 合 成 路 徑 (mevalonate pathway) 中 有 關 酵 素 ， 如 GGPP 

(Geranylgeranylpyrophosphate)合成酶活性有關。 

 

關鍵字: 雙磷酸鹽類藥物、骨癌細胞株、轉移、蛋白水解酵素 
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前言: 

惡性腫瘤細胞的擴散轉移（metastasis）往往是癌症病人在臨床治療上預後的一

項重要指標；在癌症的分期上，惡性腫瘤細胞的擴散轉移與否，也是一個重要的分

界。當惡性腫瘤細胞僅生長發病於局部位置，稱為局部癌；若惡性腫瘤細胞尚未破

壞基底膜（basement membrane）穿出，稱為原位癌（carcinoma in situ）。如果能在

此階段進行治療，則治癒率最高。當惡性腫瘤細胞藉由血管、淋巴管等方式轉移到

人體其他部位生長成續發性惡性腫瘤，就稱為轉移性癌（metastatic cancer）[1]。

大部分的原發性的病灶可以由外科手術及其他治療方式將其完全移除，但是轉移性

癌因已轉移至身體各處，造成治療上的困難。 

早在 1970 年代之前，肢體骨癌（osteogenic sarcoma、osteosarcoma）的治療只

有截肢且預後悲慘；一半的病人死於診斷後一年之內，2 年的存活率也只有 25％左

右，活超過 5 年的更少於 20 ％ [2]；這是由於治療時多已有顯微轉移

（micrometastasis），所以腫瘤很快再復發造成病人死亡；幸運地近 20 年來有效的

輔助化學療法，使骨癌的預後顯著改善；如今 2/3 的骨癌病人，可以預期達到長期

的存活（long-term survival）[3,4]，但仍舊無法完全控制，甚至於發現時已經 80%

（或許有些無法偵測到）有肺部轉移（pulmonary metastasis）[5]。 

一般而言，惡性腫瘤細胞的擴散轉移必須伴隨著細胞生理狀態的改變，其中包

含了【一】細胞移動（migration）和侵襲（invasion）能力的增加；【二】細胞與細

胞間相互作用力的破壞；【三】細胞與細胞外基質（extracellular matrix，ECM）之

間粘連貼附能力（adhesion）的增加；以及【四】細胞外基質的分解。而惡性腫瘤

細胞的擴散轉移是由惡性腫瘤細胞穿過細胞外基質開始，緊接著侵入到循環系統中

的血管或淋巴管，隨著循環的體液而移動，最後貼附在內皮細胞上，穿破血管或淋

巴管到達新的組織器官，並藉由血管的新生成（angiogenesis），惡性腫瘤奪取正常

組織器官的養分，而使惡性腫瘤細胞大量增生（proliferation），造成正常組織器官

功能的耗弱，最後造成癌症病人的死亡。 

惡性腫瘤細胞在擴散轉移的過程中，可分為侵襲（invasion）及轉移（metastasis）
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兩個階段，其中惡性腫瘤細胞破壞基底膜後侵入周圍組織，便稱之為侵襲；而惡性

腫瘤細胞藉由侵入到循環系統中的血管或淋巴管，隨著循環的體液而移動至遠處的

器官組織，便稱之為轉移。當正常細胞轉變成惡性腫瘤細胞時，需要特殊的訊息傳

導使其不斷的增生、逃脫細胞凋亡、誘發惡性腫瘤細胞組織周圍血管增生，以供應

足夠的養分，另外也提升惡性腫瘤細胞對周圍組織的侵襲和轉移能力[6-8]。 

惡性腫瘤細胞會產生細胞外基質分解酵素，包括有 serine proteinase、基質金屬

蛋白水解酶（MMPs）、cathepsins、胞漿素原活化劑 plasminogen activators（PAs），

其中 MMP-2、MMP-9 及尿激酶型胞漿素原活化劑（urokinase-type PA，u-PA）在

基底膜的破壞扮演著重要角色，與癌症的侵襲及轉移能力最有關。惡性腫瘤細胞本

身會製造 MMPs，在癌症等級增加時某些 MMPs 亦會相對的增加，而 MMPs 具有

蛋白分解活性可分解膠原蛋白，在腫瘤破裂的基底膜處可測得大量的 MMPs，現已

證實是用來作局部侵襲和遠處轉移，主要在於助長癌細胞穿透基底膜，由血管或淋

巴管滲入組織而達轉移之目的[9-16]。 

基質金屬蛋白水解酶（MMPs）為一群含鋅之蛋白分解酵素，依其作用之受質

特性及作用方式，共可分為六大類，分別是 collagenases、gelatinases、stromlysins、

matrilysins、membrane type-metalloproteinases（MT-MMPs）及其它，分別參與 ECM

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，需經過蛋白分解酵

素，如 PAs 轉換成活化態之後才具有酵素活性；另外，許多證據顯示這些活化後

MMPs 可受內生性組織抑制劑（tissue inhibitor of metalloproteinases，TIMPs）調節

而改變其活性，也就是說 MMPs 與 TIMPs 之間 imbalance 為決定 ECM 分解或堆積

的，甚至惡性腫瘤細胞貼附、移動、侵襲和轉移的主要因素[17-28]。 

    雙磷酸鹽類藥物（bisphosphonates）如：alendronate、ibandronate 及 zoledronic 

acid，已經廣泛使用於臨床上來治療骨質疏鬆症[29-33]，而其作用原理為雙磷酸鹽

類藥物會與 FPP 合成酶（farnesyl pyrophosphate synthase）結合，抑制 FPP 合成酶

活性，進而抑制蝕骨細胞（osteoclasts）活性[34-36]。因此，它能抑制骨骼遭到破

壞，原本是適用於治療骨質疏鬆症等骨量減少的疾病。然而，這幾年來，有許多文
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獻指出這類藥物除了在治療骨質疏鬆症外，如前列腺癌、乳癌、肺癌等惡性腫瘤骨

轉移及高血鈣也是常使用雙磷酸鹽類[37-44]。例如有文獻指出 zoledronic acid 在乳

癌引發的骨轉移的治療上，具有不錯的治療效果[37, 45-46]。臨床研究報告也證實

第三代雙磷酸鹽藥物中的 ibandronate，除了在治療骨轉移有不錯的效果外，最值得

重視的是它的副作用比例非常低[47-48]。因此，雙磷酸鹽類藥物用於治療許多骨疾

病的重要地位是無庸置疑的，特別是在骨質疏鬆症上的使用，更是倍受重視；在癌

症的治療過程中，更是佔有重要的地位。 

    目前無論於活體或活體外試驗都證實高劑量雙磷酸鹽類具有抑制惡性腫瘤細

胞生長能力及促使惡性腫瘤細胞凋死亡等作用，而且呈 dose-及 time-dependent 的

關係[49-52]。經由機轉分析得知 alendronate、ibandronate 及 zoledronic acid 等雙磷

酸鹽類的作用機制有（1）透過 cell cycle arrest；（2）抑制 DNA 合成，抑制 NF-κB 

活化作用；（3）活化 caspase-3 活性；以及（4）抑制 Rho activity，進而抑制細胞

增生作用等[53-55]。雖然雙磷酸鹽類可抑制惡性腫瘤細胞生長能力，甚至於高劑量

時可促使惡性腫瘤細胞凋亡的作用，已經相當明確。但在不同的骨癌細胞中其化學

防癌及抗癌作用之角色上，如低劑量下雙磷酸鹽類可否影響 MMPs family、

plasmin、u-PA、組織型胞漿素原活化劑 tissue-type PA（t-PA）或其抑制劑 TIMPs、

PA inhibitors（PAIs）之表現或高劑量誘導不同骨癌細胞株的細胞凋亡方面，仍極

少被研究。因此，我們利用不同的雙磷酸鹽類藥物，如：alendronate、ibandronate

及 zoledronic acid，針對骨癌細胞株 U2OS，比較並分析這些不同的雙磷酸鹽類藥

物對於 U2OS 的細胞移動、侵襲抑制作用的效果，有何不同? 

      若以藥物成份側鏈含有氮原子與否，將雙磷酸鹽類藥物作區分，大致可分為

含氮類(nitrogen-containing)與非含氮類(non-nitrogen-containing) 雙磷酸鹽類藥物。

非含氮類雙磷酸鹽類藥物進入細胞後會與含有三磷酸腺苷的 ATP-compound 結

合，成為一無法水解的產物，阻斷 ATP 釋出，細胞處於缺乏能量(ATP)的狀態，導

致能量缺乏使得細胞死亡；而含氮類雙磷酸鹽類藥物，如上述所提的 zoledronic 

acid，則是抑制膽固醇生合成路徑 (mevalonate pathway)中有關酵素，如 FPP 

(farnesylpyrophosphate )合成酶、GGPP (Geranylgeranylpyrophosphate)合成酶活性，
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合成異戊二烯物質，如 FPP 與 GGPP，進而減少蛋白質轉譯後修飾：異戊乙烯化

(prenylation)作用[56-58]。異戊乙烯化作用為調控某些細胞質內蛋白的轉位並貼附

至 細 胞 膜 內 膜 上 的 關 鍵 步 驟 ， Prenylation 主 要 包 含 了 farnesylation 與

geranylgeranylation兩大作用[59]。Farnesylation主要經由轉移酶(Farnesyl Transferase 

enzyme, FTase ) 將 FPP 上十五碳成份轉移至蛋白上；而 Geranylgeranylation 則是藉

由Geranylgeranyltransferase enzyme, GGTase) 將GGPP上二十碳成份轉移至修飾目

標蛋白上[56,60]。此目標蛋白，如一類小分子蛋白 small GTPase protein，包含了

Ras、Rho 蛋白家族，需 prenylation 作用使得原本存於細胞質當中未活化的小分子

蛋白得以貼附至細胞膜上執行正常生理功能[61]。過去許多文獻題到，Ras 及 Rho

蛋白參與調控腫瘤細胞的移動性。此外，此類小分子蛋白主要調控細胞骨架生成以

及重組作用，除了與細胞移動性有關之外，在不同的細胞模式中不管是 in vivo 或

in vitro，small GTPase proteine 更參與腫瘤細胞型態以及貼附能力改變的調控[62]。

而 zoledronic acid 阻斷 FPP 與 GGPP 合成酶合成膽固醇生合成路徑中間產物 FPP

與 GGPP，可藉由添加其衍生物 FOH (farnesol)及 GGOH (geranylgeraniol)來恢復

small GTPase protein 的 farnesylation 與 geranylgeranylation 作用[63]。 
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研究方法如下： 

1. 細胞培養及處理 

骨癌細胞株 U2OS 以 DMEM 培養基培養，加入適量 antibiotics 及 10% 

heat-inactivated FCS，以不同的雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate 及

zoledronic acid）於細胞培養箱中培育 24、48、72 小時後，取出 conditioned medium

及 cell lysate 進行 zymography 及 western blot 分析 MMP-2 及 MMP-9 活性及相關

蛋白表現；並收取細胞進行 in vitro invasion/migration assay。 

2. MTT（microculture tetrazolium）分析 

     將 U2OS 骨癌細胞株，以 3~5×104 細胞數分至 24 孔盤中，37°C 培養 16 小

時後，加入不同的雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate 及 zoledronic acid）

處理 24 小時後，去除加藥的細胞培養液，再加入 1 ml 以細胞培養液 10 倍稀釋

的 MTT reagent（final concentration 0.5 mg/ml），待此作用 4 小時之後再以異丙醇

將結晶溶出，於 O.D. 565 nm 下測定溶液吸光，由吸光強度可得知存活的細胞數

多寡。 

3. gelatin-zymography（gelatinase 活性測試） 

首先製備 0.1 % gelatin-8 % SDS-PAGE 電泳膠片，置於電泳槽中，並加入電

泳緩衝液。取 16 μl sample（蛋白總量 20 μg），加入 4 μl loading buffer，將 sample 

loading 到電泳片中，以 140 V 進行電泳分離。大約 3 小時之後，將膠拆下，加

入 50 ml 的 washing buffer，在室溫下洗 30 分鐘，共兩次。倒掉 washing buffer

之後, 加入 50 ml 的 reaction buffer，於 37°C 恆溫箱下反應 12 個小時。將反應完

後的 gel，以 staining buffer 染色 30 min，之後再以退色液退染觀看結果，並以 

densitometer（Alphalmage 2000，AlphaImage comp）量化結果。 

 

4. cell motility 分析  

利用 48 well Boyden chamber 的分析方法，lower chamber 為含有 10% FCS

的 DMEM，將細胞處理不同的雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate 及

zoledronic acid）24 小時後，以 0.05%的 trypsin-EDTA 打下所有細胞並用 trypan 
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blue 計算細胞數，然後注入固定量的細胞（104-1.5×104 cell/well）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 400×顯微鏡底下每個 well 隨機選取 3 個視野，數 5 個 wells，作移動

細胞數之統計。 

 

5. cell invasion 分析 

將 cellulose nitrate filters 預先 coating 上 100 μg/cm2 Marix gel（0.5 mg/ml），

在 laminar flow 風乾 3~5 小時，在將細胞處理不同的雙磷酸鹽類藥物

（alendronate、ibandronate 及 zoledronic acid）24 小時後，以 0.05%的 trypsin-EDTA

打下所有細胞並用 trypan blue 計算細胞數，然後注入固定量的細胞（104-1.5×104 

cell/well）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 400×顯微鏡底下每個 well 隨機選取 3 個視野，

數 5 個 wells，作移動細胞數之統計。 

 

6. western blotting 分析 

利用 western blotting 的方法測定 E-cadherin 及 Vimentin; 首先製備 12.5% 

SDS-PAGE 電泳膠片，置於電泳槽中，並加入電泳緩衝液，取 16 μl sample（蛋

白總量 20 μg），加入 4 μl loading buffer，將 sample denature（95°C，10 min）之

後再 loading 到電泳片中，以 140 V 進行電泳分離。大約 3 小時之後，將膠拆下

後進行蛋白轉漬，將膠體置入冰冷之 transfer buffer，將預先浸濕的 NC paper 蓋

在膠體上面後裝入 transfer holder，於 4°C 下，以 100 V 進行轉漬 1 小時之後，

取出 NC paper 加入 blocking buffer，在室溫下搖動一個小時。然後加入一級抗體

於 TBS buffer，在 4°C 下反應 overnight，之後以 washing buffer （TBS + 0.05% 

Tween 20）清洗三次，每一次 10 分鐘。接著再加入二級抗體於 TBS buffer，於

室溫作用二個小時後以 washing buffer 清洗三次，每一次 10 分鐘。最後加入 25 ml 
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substrate buffer 進行呈色反應（或以 ECL 冷光系統紀錄），待 NC paper 上有明

顯的 band 出現，即以水終止反應並晾乾，並以 densitometer（Alphalmage 2000，

AlphaImage comp）量化結果。 

 

7. wound healing 分析(傷口癒合試驗) 

    將 U2OS 細胞以 80×104/well 的細胞量均勻分至 6 公分細胞培養皿中，靜置

於 37℃ 含 5％ CO2 的細胞培養箱中，培養約 16 小時，待細胞完全貼附至培養

皿上，去除孔盤中舊的細胞培養液，再加入 3 mL 的 1× PBS 清洗細胞後吸去 1

× PBS，反覆 2 次之後，每個培養皿加入 3 mL 不含胎牛血清的細胞培養液以進

行細胞 starvation(飢餓狀態) 動作，讓細胞暫時停止生長，使細胞週期回到 G0 

phaase，置於 37℃ 含 5％ CO2 的細胞培養箱中，培養約 16 小時後，將鐵尺過

火，等冷卻後架在培養皿上，以黃色微量吸管尖(200 p) 在培養皿上劃線約 4 條，

創造傷口後，再吸去細胞培養液，以 3 mL 的 1× PBS 清洗細胞後吸去 1× PBS，

反覆 2 次，加入含有不同濃度 zoledronic acid、或合併處理 GGOH、FOH 且含

10％胎牛血清的細胞培養液，以照相系統挑選寬度適中之傷口並拍照紀錄，標

示為 0 小時，置於 37℃ 含 5％ CO2 的細胞培養箱中，並於不同時間點個別拍

照紀錄傷口癒合情形。 

 

8. 細胞免疫螢光染色分析(Cytoimmunoflourescence) 

   將U2OS細胞以50×104/well的細胞量均勻分至6公分細胞培養皿中，靜置於

37  ℃ 含5％ CO2 的細胞培養箱中，培養約16小時，待細胞完全貼附至培養皿

上，去除孔盤中舊的細胞培養液，再加入3 mL 的1× PBS清洗細胞後吸去1× 

PBS，反覆2次之後，每個培養皿加入含有不同濃度zoledronic acid、或額外加入

GGOH、FOH且含10％胎牛血清的細胞培養液，置於37  ℃ 含5％ CO2 的細胞培

養箱中，處理24小時後，丟棄含有藥物的培養液。以1× PBS清洗2次再加入4% 

paraformaldehyde固定細胞15分鐘，以1× PBS洗去paraformaldehyde，後再加入

0.5% Triton-X 100 於shaker上作用10分鐘，1× PBS 清洗2次，加入含BSA的
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blocking solution 作用30分鐘，加入一級抗體Taxes red(F-actin)、DAPI（nuclear）

避光作用2小時，後以1× PBS清洗3次，封片。最後以共軛焦顯微鏡於不同藥物

處理下選取2個視野拍照，觀察細胞骨架蛋白變化。 
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結果: 

 

雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate及zoledronic acid）對於人類骨癌細胞株

U2OS 細胞存活率的影響 

    將 U2OS 骨癌細胞株以 5.0×104 的細胞數培養在 24 孔培養皿內，培養 16 小時

後，給予不同濃度的雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate及zoledronic acid）(0-100 

μΜ) 處理 24 小時後，將藥物移除，利用 MTT assay 偵測細胞的存活率，其結果與處

理 0 μΜ雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate及zoledronic acid 之對照組作比較。

由結果發現 U2OS  細胞在雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate及zoledronic acid）

(0-50 or 0-100 μΜ)這幾個濃度的處理之下並不會影響細胞的存活率(Figure 1-3)。 

 

雙磷酸鹽類藥物（alendronate、ibandronate及zoledronic acid）對人類骨癌細胞株U2OS 

分泌 MMP-2 及 MMP-9 的能力 

    將U2OS 骨癌細胞株以 5.0×104 的細胞數培養在 24 孔培養皿內，培養 16 小時

後，以  serum-starvation 的情形下給予不同濃度的雙磷酸鹽類藥物（alendronate、

ibandronate及zoledronic acid）處理 24 小時後，收取 serum-free 的 medium，以 gelatin 

zymography 來分析 MMP-9 及 MMP-2 的表現，並且以 MTT assay 來定量細胞的存

活數作為基準。結果顯示，在相同的細胞數下，給予不同劑量的雙磷酸鹽類藥物

（alendronate、ibandronate及zoledronic acid），其細胞所分泌的 MMP-9 及 MMP-2 的

活性沒有明顯的抑制作用 (Figure 1-3)。 

 

zoledronic acid 抑制人類骨癌細胞株U2OS轉移能力的分析 

    我們進一步利用 would healing 的實驗，觀察 U2OS 骨癌細胞株在 zoledronic acid (0, 

60, 100 μΜ) 處理 24 ,48 小時後，其轉移的能力為何? 結果顯示其移動能力依 zoledronic 
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acid 濃度由低到高有明顯的抑制效果，而在 48 小時更為明顯。因此這代表著 zoledronic 

acid 可以有效抑制 U2OS 細胞轉移的能力(Figure 4)。 

 

zoledronic acid抑制人類骨癌細胞株U2OS 侵襲及轉移能力的分析 

    我們進一步利用 Boyden chamber assay 的實驗，觀察 U2OS 骨癌細胞株在 zoledronic 

acid (0-100 μΜ) 處理 24 小時後，其侵襲及轉移的能力為何? 結果顯示其侵襲及轉移能

力在 zoledronic acid 低濃度時有明顯的抑制效果。因此這代表著 zoledronic acid 可以有效

抑制 U2OS 細胞侵襲及轉移的能力(Figure 5)。 

 

zoledronic acid對人類骨癌細胞株U2OS 表現 E-cadherin 及Vimentin 的能力 

    我們進一步利用 western blotting 的實驗，觀察 U2OS 骨癌細胞株在 zoledronic acid 

(0-100 μΜ) 處理 24 小時後，其抑制抑制 E-cadherin 及 Vimentin 的能力為何? 結果顯示

zoledronic acid不抑制E-cadherin 及Vimentin此分子(Figure 6)。因此，我們發現 zoledronic 

acid 會抑制 U2OS 的轉移作用，但是卻不是透過 MMP-2, MMP-9, E-cadherin 及 Vimentin

這些常見的蛋白水解酵素。因此，未來的方向則是朝向其他影響轉移的路徑如骨架蛋白

做進一步分析探討。 

 

zoledronic acid抑制人類骨癌細胞株U2OS移動能力的分析 

    將 U2OS 骨肉瘤細胞以 80×104 的細胞數分盤到 6 公分培養皿，培養 16 小時待細

胞貼附後，以微量吸管尖劃出一道空間以模擬傷口，以不同濃度的 zoledronic acid (0, 25, 

50, 75, 100 μM) 且含 10％ 胎牛血清的細胞培養液處理，並於 0、6、12、24 小時等不同

時間點、分別以照相系統拍照紀錄 24 小時內傷口癒合情形。據結果顯示，處理不同劑

量的 zoledronic acid，隨著濃度增加，其細胞爬行、移動能力明顯下降，當劑量逐漸上

升，相反的，傷口癒合程度越低（Figure 7）。 
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GGOH、FOH 恢復zoledronic acid抑制人類骨癌細胞株U2OS移動能力的分析 

    除了單純觀察不同濃度 zoledronic acid 對於U2OS 移動能力影響之外，我們更額外

加入不同濃度的膽固醇生合成路徑之中間產物，GGPP 與  FPP 其衍生物  GGOH

（25μM）、FOH（25μM），並以傷口癒合試驗，且於0小時與24小時來觀察GGOH、

FOH 對於U2OS 細胞株移動能力恢復的情形。結果顯示處理24小時後 GGOH 可以有

效的恢復由zoledronic acid所抑制的移動能力；而 FOH 則與單獨加入 zoledronic acid 結

果一樣，並無法有效恢復此抑制作用（Figure 8）。 

 

zoledronic acid、GGOH、FOH 對於人類骨癌細胞株U2OS骨架蛋白影響的分析 

    zoledronic acid以及額外加入GGOH與FOH處理24小時後，以一級抗體DAPI和Taxes 

red分別將細胞核與F-actin染色，觀察人類骨癌細胞株U2OS在單獨處理zoledronic acid以

及分別額外加入GGOH與FOH作用下，細胞骨架蛋白的變化。結果顯示，相較於對照組，

單獨處理zoledronic acid有效的阻斷骨架蛋白F-actin，另zoledronic acid額外合併處理

GGOH與FOH部份，GGOH明顯的恢復F-actin骨架架構；然而FOH則與單獨處理

zoledronic acid一樣，F-actin表現較少，意即FOH無法恢復由zoledronic acid所阻斷的骨架

蛋白（Figure 9）。 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 

 26

Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8 
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