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中 文 摘 要 ： 骨肉瘤是最常見的骨癌且易於轉移，而癌細胞轉移是癌症導致死亡
以及治療複雜度提昇的主要原因。氯硝柳胺屬於水楊酰胺衍生物
，是FDA批准的口服驅蟲藥，用於治療大部分的絛蟲感染。而世界衛
生組織也將氯硝柳胺列為基本藥物，對人類具有極佳的安全性和耐
受性。近年來，有許多研究顯示氯硝柳胺具有抗癌的活性。在骨肉
瘤轉移的相關研究目前雖有文獻探討卻不詳盡，因此，本研究在探
討氯硝柳胺其抑制骨肉瘤細胞的轉移及詳細的分子機制。我們的研
究發現U2OS和HOS骨肉瘤細胞株處理氯硝柳胺並不會毒殺細胞，但可
以明顯抑制骨肉瘤細胞株移行、轉移及侵襲的能力與減少U2OS細胞
其transforming growth factor beta-induced (TGFBI) 的表現。
此外，當降低U2OS骨肉瘤細胞株其TGFBI的表現可以明顯抑制細胞的
移動及侵襲能力。再者，氯硝柳胺也顯著地減少U2OS細胞其
extracellular signal-regulated protein kinase (ERK)1/2的磷
酸化表現，而不影響focal adhesion kinase (FAK)、steroid
receptor coactivator (Src)、p-Jun N-terminal kinase
(JNK)1/2、p38及Akt訊息傳遞蛋白。在處理過U0126的U2OS細胞中氯
硝柳胺更加降低了細胞移動及侵襲的能力與TGFBI的表現。總結以上
結果，氯硝柳胺可透過抑制磷酸化ERK1/2訊息傳遞路徑來抑制
TGFBI的表現，進而抑制骨肉瘤細胞的移動及侵襲。因此，氯硝柳胺
或許可以應用在預防骨肉瘤的轉移或輔助骨肉瘤的治療。

中文關鍵詞： 氯硝柳胺、骨癌、轉移

英 文 摘 要 ： Osteosarcoma is one of the most common malignant bone
tumors and harbors highly metastatic properties. Metastasis
of cancer cells, a primary cause of cancer death and a
multiple and intricate processes, may complicate the
clinical management and lead to a poor prognosis for cancer
patients. Niclosamide, salicylamide derivatives, is a Food
and Drug Administration-approved oral antihelminthic drug
and has anticancer activities. However, the effect of
niclosamide on cancer invasion and metastasis of different
osteosarcoma cell lines and the underlying mechanisms of
such effect is not exhaustive. Here, we tested the
hypothesis that niclosamide suppresses migration and
invasion, features that are associated with metastatic
process in human osteosarcoma cells and also investigate
its underlying pathway. In our preliminary study, U2OS and
HOS osteosarcoma cell lines have been treated with
niclosamide and then subjected to assays for cell migration
ability. The results showed that niclosamide, up to 200 nM,
without cytotoxicity, inhibited the invasion and migration
capabilities of human osteosarcoma U2OS and HOS cells and
repressed transforming growth factor beta-induced (TGFBI)
expression of U2OS cells. After the knockdown of TGFBI,
U2OS cells’ biological behaviors of cellular invasion and
migration were significantly reduced. While niclosamide
significantly decreased the phosphorylation of



extracellular signal-regulated protein kinase (ERK)1/2 in
U2OS cells, no obvious influences on focal adhesion kinase
(FAK), steroid receptor coactivator (Src), p-Jun N-terminal
kinase (JNK)1/2, p38, and Akt, including their
phosphorylation, were observed. In U0126 treating U2OS
cells, niclosamide further enhanced the decrease of their
migration/invasion and TGFBI expression. We conclude that
TGFBI derived from osteosarcoma cells via the ERK pathway
contribute to cellular invasion and migration and
niclosamide could inhibit the phenomenons. These findings
indicate that niclosamide may be a powerful candidate for a
preventive agent against osteosarcoma development and
metastasis.

英文關鍵詞： Niclosamide, osteosarcoma, metastasis



中文摘要 

    骨肉瘤是最常見的骨癌且易於轉移，而癌細胞轉移是癌症導致死亡以及治療

複雜度提昇的主要原因。氯硝柳胺屬於水楊酰胺衍生物，是 FDA批准的口服驅

蟲藥，用於治療大部分的絛蟲感染。而世界衛生組織也將氯硝柳胺列為基本藥

物，對人類具有極佳的安全性和耐受性。近年來，有許多研究顯示氯硝柳胺具有

抗癌的活性。在骨肉瘤轉移的相關研究目前雖有文獻探討卻不詳盡，因此，本研

究在探討氯硝柳胺其抑制骨肉瘤細胞的轉移及詳細的分子機制。我們的研究發現

U2OS 和 HOS 骨肉瘤細胞株處理氯硝柳胺並不會毒殺細胞，但可以明顯抑制骨

肉瘤細胞株移行、轉移及侵襲的能力與減少 U2OS 細胞其 transforming growth 

factor beta-induced (TGFBI) 的表現。此外，當降低 U2OS骨肉瘤細胞株其 TGFBI

的表現可以明顯抑制細胞的移動及侵襲能力。再者，氯硝柳胺也顯著地減少

U2OS 細胞其 extracellular signal-regulated protein kinase (ERK)1/2 的磷酸化表

現，而不影響 focal adhesion kinase (FAK)、steroid receptor coactivator (Src)、p-Jun 

N-terminal kinase (JNK)1/2、p38及 Akt訊息傳遞蛋白。在處理過 U0126的 U2OS

細胞中氯硝柳胺更加降低了細胞移動及侵襲的能力與 TGFBI 的表現。總結以上

結果，氯硝柳胺可透過抑制磷酸化 ERK1/2訊息傳遞路徑來抑制 TGFBI的表現，

進而抑制骨肉瘤細胞的移動及侵襲。因此，氯硝柳胺或許可以應用在預防骨肉瘤

的轉移或輔助骨肉瘤的治療。 
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英文摘要 

Osteosarcoma is one of the most common malignant bone tumors and harbors 

highly metastatic properties. Metastasis of cancer cells, a primary cause of cancer 

death and a multiple and intricate processes, may complicate the clinical management 

and lead to a poor prognosis for cancer patients. Niclosamide, salicylamide 

derivatives, is a Food and Drug Administration-approved oral antihelminthic drug and 

has anticancer activities. However, the effect of niclosamide on cancer invasion and 

metastasis of different osteosarcoma cell lines and the underlying mechanisms of such 

effect is not exhaustive. Here, we tested the hypothesis that niclosamide suppresses 

migration and invasion, features that are associated with metastatic process in human 

osteosarcoma cells and also investigate its underlying pathway. In our preliminary 

study, U2OS and HOS osteosarcoma cell lines have been treated with niclosamide 

and then subjected to assays for cell migration ability. The results showed that 

niclosamide, up to 200 nM, without cytotoxicity, inhibited the invasion and migration 

capabilities of human osteosarcoma U2OS and HOS cells and repressed transforming 

growth factor beta-induced (TGFBI) expression of U2OS cells. After the knockdown 

of TGFBI, U2OS cells’ biological behaviors of cellular invasion and migration were 

significantly reduced. While niclosamide significantly decreased the phosphorylation 

of extracellular signal-regulated protein kinase (ERK)1/2 in U2OS cells, no obvious 

influences on focal adhesion kinase (FAK), steroid receptor coactivator (Src), p-Jun 

N-terminal kinase (JNK)1/2, p38, and Akt, including their phosphorylation, were 

observed. In U0126 treating U2OS cells, niclosamide further enhanced the decrease 

of their migration/invasion and TGFBI expression. We conclude that TGFBI derived 

from osteosarcoma cells via the ERK pathway contribute to cellular invasion and 

migration and niclosamide could inhibit the phenomenons. These findings indicate 

that niclosamide may be a powerful candidate for a preventive agent against 

osteosarcoma development and metastasis. 
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一、緒論 

    骨肉瘤 (osteosarcoma; OS) 是常見的骨惡性腫瘤，好發於青少年，通常發生

在長骨的生長板周圍，大多數的骨肉瘤常伴隨肺部轉移，而肺部轉移是導致骨肉

瘤高死亡率的主因，儘管現今醫療在臨床上已有所改善，但具有轉移和復發的骨

肉瘤患者預後仍不良 [1]。因此，了解癌症的成因與轉移的機制並設法降低骨肉

瘤死亡率是當前重要的研究課題。 

    在生物體內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 [2]。惡性腫瘤轉

移係指惡性腫瘤細胞破壞基底膜後穿過細胞外基質侵入到周圍組織及循環系統

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，接著貼附在內皮

細胞上，穿破血管或淋巴管到達新的組織器官，並藉由血管新生長成新的腫瘤 

[3]。惡性腫瘤會奪取正常組織器官的養分，使惡性腫瘤細胞大量增生，造成正

常組織器官功能的耗弱，最後造成癌症病人的死亡。在臨床的治療中，癌細胞的

轉移與侵襲是降低腫瘤治癒率、造成癌症復發與增加死亡率之主要原因。因此，

找尋能夠抑制癌細胞轉移的藥物可幫助治癒癌症與減少死亡率。 

    氯硝柳胺  (Niclosamide) 其學名為  (5-chloro-N-2-chloro-4-nitrophenyl)-2- 

hydroxybenzamide，商品名為 Niclocide，屬於水楊酰胺衍生物，是 FDA 批准的

口服驅蟲藥，用於治療大部分的絛蟲感染約有 50 年之久 [4, 5]。氯硝柳胺也可

作為一種殺軟體動物的藥劑，用於處理血吸蟲病防治計劃 [4]。氯硝柳胺對抗寄

生蟲的活性被認為是透過抑制粒線體氧化磷酸化和厭氧 ATP 的產生所調節的 

[6]。世界衛生組織 (WHO) 也將氯硝柳胺列為基本藥物，對人類具有極好的安

全性 [4, 7] 和耐受性 [8]。氯硝柳胺具有許多生物活性，例如抗菌活性 [9]，包

括抗結核活性 [10] 和抗藥性的金黃色葡萄球菌的活性 [11]、抗病毒活性 [12, 

13] 和抗錐蟲活性 [14]。近年來，氯硝柳胺也被舊藥新用於探討癌症方面的治



療，有研究顯示氯硝柳胺展現有效的抗癌活性和抑制結腸直腸癌 [15-17]、肺癌 

[18, 19]、乳癌 [20-23]、卵巢癌 [24-26]、前列腺癌 [20, 27]、膠質母細胞瘤 [28]、

頭頸癌 [29]、白血病 [30, 31] 和子宮肌瘤 [32] 的生長，藉由透過抑制各種細胞

內訊息傳遞路徑，包括Wnt [15, 16, 32]、Wnt/beta-catenin [20, 25, 26]、S100A4 

[17]、STAT3 [18, 19, 29]、NOTCH [30] 和 NF-κB [31]。在骨癌方面的研究中：

Li 等人指出氯硝柳胺藉由誘導細胞凋亡 (apoptosis) 及細胞週期停滯 (cell cycle 

arrest) 來抑制骨肉瘤細胞的增生 [33]；Liao 等人也指出氯硝柳胺可抑制骨肉瘤

細胞的增生和存活以及爬行能力，氯硝柳胺也誘導細胞凋亡及 G1 arrest 且抑制

cell cycle progression，而氯硝柳胺可有效抑制 E2F1、AP1及 c-Myc的 transcription 

activity及 RNA表現與接種骨肉瘤細胞的老鼠其腫瘤生長 [34]，但對於抑制其轉

移能力和機轉目前仍不詳盡，想將氯硝柳胺作為抗癌藥物使用並運用到臨床上還

需要更多的研究來佐證。因此，本研究在探討氯硝柳胺其抑制骨肉瘤細胞的轉移

及詳細的分子機制。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



二、研究方法 

1. 細胞培養及處理 

    骨肉瘤細胞株 U2OS利用 DMEM培養基加入適量 antibiotics及 10% FBS培

養；HOS利用 MEM培養基加入適量 antibiotics及 10% FBS培養；以不同濃度

之氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 於 37℃、5% CO2細胞培養箱中培育，視實驗需

求處理氯硝柳胺 0-48小時後，收取細胞進行後續實驗。 

 

2. MTT (microculture tetrazolium) 分析 

    本實驗室用 MTT 來測詴細胞是否有活性以及是否存活。將 U2OS 和 HOS

骨肉瘤細胞株以 8×10
4的細胞數分至 24孔盤中，37℃培養 16小時，加入氯硝柳

胺處理 24小時後，去除加藥的細胞培養液，再加入 0.8 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小時之後移除詴

劑，再以異丙醇將藍紫色結晶溶出，於 O.D. 563 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. Wound healing分析 

    將骨肉瘤細胞株以適當的細胞數分盤到 6公分的培養皿，培養 16小時後以

tip劃出傷口並處理不同濃度的氯硝柳胺 (0-200 nM)，於 12、24及 48小時後，

在顯微鏡下觀察傷口癒合的情況。 

 

4. Cell migration分析 

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

的細胞培養液，將細胞以 0.05%的 trypsin-EDTA 打下後用 trypan blue 計算細胞

數，然後注入固定量的細胞 (10
4
 cell/well) 於 upper chamber，待細胞移動 24小

時後，取下薄膜，以甲醇固定細胞 10分鐘，風乾後以 Giemsa (1：10) 染色 3小



時，最後固定住薄膜，擦拭掉薄膜之上層細胞，在 100倍顯微鏡底下觀察移動的

細胞數。 

 

5. Cell invasion分析 

    將 cellulose nitrate filters預先 coating上 Matrigel，在 laminar flow風乾 3-5

小時，再將細胞以 0.05%的 trypsin-EDTA打下後用 trypan blue計算細胞數，然後

注入固定量的細胞 (10
4
 cell/well) 於 upper chamber，待細胞移動 24小時以後，

取下薄膜，以甲醇固定細胞 10分鐘，風乾後以 Giemsa (1:10) 染色 3小時，最後

固定住薄膜，擦拭掉薄膜之上層細胞，在 100倍顯微鏡底下觀察侵襲的細胞數。 

 

6. RNA萃取及反轉錄反應 

    將實驗細胞的細胞培養液去除，以 4℃ PBS 清洗細胞後除去 PBS，重複清

洗兩次。使用 total RNA mini kit (cultured cells) (Geneaid Biotech Ltd., Taoyuan, 

Taiwan) 萃取 total RNA，接著使用 high capacity cDNA reverse transcription kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 將 RNA 反轉錄成互補  DNA 

(complementary DNA; cDNA)。 

 

7. 即時定量聚合酶連鎖反應 (Real-time polymerase chain reaction; Real-time 

PCR) 分析 

取 cDNA 加入 primer (Table 1) 和 SYBR Green 的詴劑，混合均勻後放入

StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 進行測量，完成

後以電腦程式分析 mRNA的表現量。 

 

8. 蛋白質 (protein lysate) 製備 

    將實驗細胞的培養液去除，使用 4℃  PBS 清洗細胞兩次後，加入 

PRO-PREP
TM蛋白質萃取溶液 [1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)、1 



mM EDTA、1 µM pepstatin A、1 µM leupeptin、0.1 µM aprotinin] (iNtRON 

Biotechnology Co., Seoul, Korea)，刮取細胞，收集至 1.5 mL eppendorf中，利用

超音波細胞破碎機Misonic Sonicator 4000 (Qsonica, LLC, Newtown, Connecticut, 

USA) 震破細胞，待細胞溶液由濁白變為澄清即可，再以 13200 rpm的轉速於 4

℃離心 30分鐘，吸取上清液到新的 1.5 mL eppendorf，儲存於-20℃備用。 

 

9. 蛋白濃度測定 

    蛋白質的定量採用"Bradford’s protein assay"方法，其原理為蛋白質可與

Coomassie billiant blue G-250 形成藍色複合物，當藍色越深表示蛋白質含量越

高。測定方法：首先以一系列已知濃度 BSA，加入五分之一體積的 Bradford protein 

dye以波長 595 nm之吸光度作一標準曲線，再以同樣的測定方法測得樣品之O.D.

值，即可對照標準曲線求得樣品蛋白之濃度。 

 

10. Western blotting分析 

    首先製備 10-12.5% 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之 5倍 loading buffer，將 sample 

denature (100℃，10 min) 之後再 loading到電泳片中，以 140V進行電泳分離。

大約 4小時之後，將膠拆下進行蛋白轉漬，將 NC paper置入冰冷之 transfer buffer

蓋上膠體後裝入 transfer holder，於 4℃下，以 400 mA進行轉漬 2小時，取出 NC 

paper 加入 blocking buffer，在室溫下搖動 1 小時。然後加入一級抗體於 TBS 

buffer，在 4℃下反應 overnight，之後以 washing buffer (TBS + 0.05% Tween 20) 清

洗四次，每次 10分鐘。接著再加入二級抗體於 TBS buffer，於室溫作用 2小時

後以 washing buffer清洗四次，每次 10分鐘。最後加入 ECL進行呈色反應，並

以冷光系統紀錄結果。 

 

 



11. siRNA轉染 

    將實驗細胞以 8×10
5的細胞數分植於 6 公分細胞培養皿中，培養 24 小時，

細胞長約九成的滿度備用。使用 Lipofectamine
®

 RNAiMAX Reagent (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) 進行轉染的實驗。首先取 150 pmol siRNA 和 250 μL 

Opti-MEM®  I Reduced Serum Medium (Invitrogen) 混合均勻，另外取 15 μL 

lipofectamine和 250 μL Opti-MEM混合均勻，各自室溫作用 5分鐘，接著將兩管

加在一起，混合均勻後室溫作用 20分鐘。將 6公分培養皿的細胞以 PBS清洗兩

次，以避免血清影響轉染的效力，加入 2 mL Opti-MEM，接著將 lipofectamine

與 siRNA的混合液加入，輕輕搖晃培養皿混合均勻，在 37℃細胞培養箱反應 72

小時後，進行細胞分析。 

 

12. 統計分析 

    各組實驗數據以平均值加減標準差 (mean ± standard deviation) 表示，並以

student’s t-test比較組間之差異，統計則以 SPSS軟體進行分析，各組之間在 p值

<0.05時才具統計上的顯著差異。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



三、結果 

1. 氯硝柳胺對人類骨肉瘤細胞株 U2OS和 HOS細胞存活率的影響 

    將 U2OS和 HOS骨肉瘤細胞以 8×10
4的細胞數培養在 24孔培養皿內，培養

16小時後，給予不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 處理 24小時後，將藥

物移除，利用MTT assay偵測細胞的存活率。由結果發現 U2OS和 HOS細胞在

氯硝柳胺此濃度的處理之下並不會影響細胞的存活率 (Figure 1)。 

 

2. 氯硝柳胺對人類骨肉瘤細胞株 U2OS和 HOS細胞移行能力的影響 

    將 U2OS 和 HOS骨肉瘤細胞以 8×10
5的細胞數培養在 6公分培養皿內，培

養 16小時後利用傷口癒合模式 (would healing assay) 以 tip劃出傷口並以此劑量

的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 處理，於 12、24及 48小時後，在顯微鏡下觀

察傷口癒合的情況。結果發現氯硝柳胺可以明顯抑制 U2OS和 HOS骨肉瘤細胞

株的移行能力 (Figure 2)。 

 

3. 氯硝柳胺對人類骨肉瘤細胞株 U2OS和 HOS細胞移動與侵襲能力的影響 

    將 U2OS 和 HOS骨肉瘤細胞以 8×10
5的細胞數培養在 6公分培養皿內，培

養 16小時後，給予不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 處理 24小時，以

trypsin-EDTA打下所有細胞並用 trypan blue重新計算細胞數，然後以固定量的細

胞 (10
4
 cell/well) 直接 load在 Boyden chamber的 well中，於 37℃培養箱反應 24

小時，再分別利用 cell migration及 cell invasion的分析方法，分別分析其移動和

侵襲的能力，其結果與未處理氯硝柳胺之對照組做比較。結果顯示 U2OS和 HOS

其移動與侵襲能力會隨著氯硝柳胺濃度增加而降低，代表氯硝柳胺可以明顯抑制

U2OS和 HOS骨肉瘤細胞株的移動及侵襲能力 (Figure 3)。 

 

 



4. 氯硝柳胺對人類骨肉瘤細胞株 U2OS其 RNA表現的影響 

    將 U2OS 骨肉瘤細胞以 5.5×10
5的細胞數培養在 6 公分培養皿內，培養 24

小時後，以 0和 200 nM的氯硝柳胺處理 24小時，萃取其 total RNA，送至圖爾

思生物科技股份有限公司進行 RNA定序。定序結果以 Heatmap呈現 (Figure 4)，

取 p<0.05 及 log2 fold change ± 1.8 分析，有 16 個基因表現量上升 (RENBP、

ZNF114、GPNMB、TNFRSF14、PKD1L2、GREB1、SH2B2、RAB3IL1、CASKIN1、

UAP1L1、NOV、PLEKHF1、TRIB3、VGF、UNC5B和 HSD17B14)，有 4個基

因表現量下降 (TGFBI、CCL24、HIST1H2BK和 CXCL14)。 

    進一步以定量的 real-time PCR方法確定基因表現。將 U2OS以不同濃度的

氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 處理 24小時後，萃取其 total RNA並反轉錄成

cDNA。將 cDNA混合 primer及 SYBR Green詴劑後上機分析 RENBP、ZNF114、

GPNMB、TNFRSF14、PKD1L2、TGFBI、CCL24和 CXCL14的 mRNA表現，

結果顯示氯硝柳胺使 U2OS 骨肉瘤細胞株其 RENBP、ZNF114、GPNMB、

TNFRSF14 和 PKD1L2 的 mRNA 表現量增加 (Figure 5)，TGFBI、CCL24 和

CXCL14的 mRNA表現量減少 (Figure 6)。 

 

5. 氯硝柳胺對人類骨肉瘤細胞株 U2OS其 TGFBI蛋白表現的影響 

    將 U2OS 骨肉瘤細胞以 5.5×10
5的細胞數培養在 6 公分培養皿內，培養 24

小時後，處理不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 24小時，萃取其蛋白質，

以anti-TGFBI的抗體進行Western blotting分析，並以β-actin的表現量作為 internal 

control。結果顯示氯硝柳胺使 U2OS 骨肉瘤細胞株其 TGFBI 的蛋白表現量減少 

(Figure 7)。 

 

6. TGFBI對人類骨肉瘤細胞株 U2OS細胞移動與侵襲能力的影響 

    將 U2OS 骨肉瘤細胞以 8×10
5的細胞數培養在 6公分培養皿內，培養 24小

時後，分別轉染Non-targeting Control siRNA (NTsi) 及TGFBI siRNA (TGFBIsi) 72



小時，以 trypsin-EDTA打下所有細胞並用 trypan blue重新計算細胞數，然後以

固定量的細胞 (10
4
 cell/well) 直接 load在 Boyden chamber的 well中，於 37℃培

養箱反應 24小時，再分別利用 cell migration及 cell invasion的分析方法，分別

分析其移動和侵襲的能力。剩下的細胞萃取其 total RNA並反轉錄成 cDNA，將

cDNA混合 TGFBI primer及 SYBR Green詴劑後上機分析其 mRNA表現。其結

果與 NTsi之對照組做比較。結果顯示 U2OS轉染 TGFBI siRNA後可抑制 TGFBI

的 mRNA表現 (Figure 8A)，也明顯抑制 U2OS骨肉瘤細胞株的移動及侵襲能力 

(Figure 8B)。 

 

7. 氯硝柳胺對人類骨肉瘤細胞株 U2OS其訊息傳遞路徑蛋白表現的影響 

    將 U2OS 骨肉瘤細胞以 5.5×10
5的細胞數培養在 6 公分培養皿內，培養 24

小時後，處理不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 24小時，萃取其蛋白質，

以 anti-FAK、anti-Src、anti-ERK、anti-JNK、anti-p38、anti-Akt total及 phosphorylated

的抗體進行Western blotting分析，並以 β-actin的表現量作為 internal control。結

果顯示氯硝柳胺使 U2OS 骨肉瘤細胞株其磷酸化 ERK1/2 的蛋白表現量減少 

(Figure 9)。 

 

8. 利用MEK1/2抑制劑 U0126與氯硝柳胺同時處理 U2OS骨肉瘤細胞株其轉移

能力與 TGFBI表現量之影響 

    由 Figure 9的實驗結果得知氯硝柳胺會抑制 U2OS骨肉瘤細胞株其 ERK1/2

磷酸化蛋白的表現量，因此本研究進一步探討氯硝柳胺是否透過磷酸化 ERK1/2

蛋白來影響 TGFBI的表現進而影響細胞移動及侵襲的能力。將 U2OS 骨肉瘤細

胞以 8×10
5的細胞數培養在 6公分培養皿內，培養 24小時後同時處理 200 nM的

氯硝柳胺與 10 μM的 U0126再培養 24小時，以 trypsin-EDTA打下所有細胞並用

trypan blue 重新計算細胞數，然後以固定量的細胞 (10
4
 cell/well) 直接 load 在

Boyden chamber的 well中，於 37℃培養箱反應 24小時，再分別利用 cell migration



及 cell invasion的分析方法，分別分析其移動和侵襲的能力。結果顯示氯硝柳胺

結合 U0126可以更加抑制 U2OS骨肉瘤細胞株的移動及侵襲能力 (Figure 10)。

將剩下的細胞萃取其 total RNA並反轉錄成 cDNA，將 cDNA混合 TGFBI primer

及 SYBR Green 詴劑後上機分析其 mRNA 表現。結果顯示氯硝柳胺同時處理

U0126也可更加抑制 TGFBI的 mRNA表現 (Figure 11)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



四、討論與結論 

    綜合以上結果，我們的研究發現氯硝柳胺抑制骨肉瘤細胞株移行、轉移及侵

襲可能透過減少 TGFBI 的表現量與抑制磷酸化 ERK1/2 訊息傳遞蛋白。TGFBI 

(Transforming growth factor beta-induced) 最初稱為 βig-H3和 keratoepithelin，是

由 transforming growth factor-β (TGF-β) 誘導產生的一種細胞外分泌基質蛋白 

[35]，存在於正常細胞和腫瘤細胞中。TGFBI 最早在處理 TGF-β 的人類肺腺癌

細胞株A549中被鑑定出來，該基因由高度保留的 683個胺基酸蛋白 (68 kDa) 所

編碼而成，包含一個 N-terminal secretory signal peptide、四個 internal homologous 

repeats (FAS1 domain) 和一個 C-terminal Arg-Gly-Asp (RGD) motif充當 integrin

的配體識別位點 [36]。除了 TGF-β外，interleukin-1、retinoic acid和 tumor necrosis 

factor-α也可誘導TGFBI的表現 [35, 37]。TGFBI是一種連接蛋白，可調節 integrin

結合到 collagen、laminin和 fibronectin 等細胞外基質蛋白，並參與活化形態發生 

(morphogenesis)、細胞增生、黏附、遷移、分化和發炎反應 [35, 36, 38-46]，也

與腎病變 [47]、類風溼性關節炎 [48]、動脈粥狀硬化 [49] 和癌症 [41, 45, 46] 

等疾病相關。先前有研究指出增加 TGFBI的表現會促進神經膠質瘤 [50]、胃癌 

[51]、胰臟癌 [46]、肝癌 [52, 53]、乳癌 [54]、泌尿上皮癌 [55]、前列腺癌 [56] 、

卵巢癌 [57]、大腸癌 [41] 和骨肉瘤 [58] 細胞的轉移。以上這些觀察結果與我

們的實驗一致，當 TGFBI的表現被抑制時細胞的轉移也會隨之減少 (Figure 8)，

因此，TGFBI在癌症轉移中扮演非常重要的角色，抑制 TGFBI的表現可能可以

抑制癌症的轉移而增加存活率。本研究證實氯硝柳胺可透過抑制磷酸化 ERK1/2

訊息傳遞路徑來抑制 TGFBI 的表現，進而抑制骨肉瘤細胞的轉移。因此，氯硝

柳胺可以應用在預防骨肉瘤的轉移或輔助骨肉瘤的治療。 
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圖表與圖表說明 

 

Table 1 

Primer Sequence 5’→3’ 

RENBP Forward: GGAGGCAGGTATGGATGTATTGTC 

Reverse: TCCCGAGTCAGCACAAAGG 

ZNF114 Forward: TAGGGCACACAACACTCATGGT 

Reverse: GCAGAGGTTGCCCCAGTTT 

GPNMB Forward: TGGGACGATGTTCAGTGAGAGT 

Reverse: GAATCTGATCTGTTACCACGTACACA 

TNFRSF14 Forward: CAGCTGGCTGGTGACGAA 

Reverse: ACTACATCACCCCTTGGCTTTC 

PKD1L2 Forward: CTGCCGTGTCAGAGAAAATCC 

Reverse: TCTGACCTTCTGTCTGACGTCTATG 

TGFBI Forward: CGTAATAGCCTCTGCATTGAGAAC 

Reverse: CAGCATGCTAAAGCGATTGTCT 

CCL24 Forward: CCATAGTAACCAGCCTTC 

Reverse: CAGGTTCTTCATGTACCTC 

CXCL14 Forward: GGACCCAAGATCCGCTACAG 

Reverse: CGTTCCAGGCGTTGTACCA 

GAPDH Forward: GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT 

Reverse: GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 1 

 

 

Figure 1. 使用 0-200 nM濃度的氯硝柳胺，處理 U2OS和 HOS骨肉瘤細胞株，

利用MTT assay分析其細胞存活率 (cell viability)，發現氯硝柳胺在此濃度並不

會毒殺細胞。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 2 

 

 

 

Figure 2. 將 U2OS和 HOS骨肉瘤細胞株以不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 

nM) 處理後，利用傷口癒合模式 (wound healing assay) 的分析方法，分析其細

胞移行的能力。結果發現氯硝柳胺可以明顯抑制 U2OS和 HOS骨肉瘤細胞株的

移行能力。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 3 

 

 

 

Figure 3. 將 U2OS和 HOS骨肉瘤細胞株以不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 

nM) 處理 24小時後，利用 Boyden chamber的分析方法，分析其移動及侵襲的能

力。結果發現氯硝柳胺可以明顯抑制 U2OS和 HOS骨肉瘤細胞株的移動及侵襲

能力。* p<0.05，與 Niclosamide 0 nM相比。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 4 

 

 

 

Figure 4. 將 U2OS骨肉瘤細胞株以 0和 200 nM的氯硝柳胺處理 24小時，萃取

其 total RNA，送至圖爾思生物科技股份有限公司進行 RNA 定序。Heatmap 以

p<0.05及 log2 fold change ± 1.8分析繪製而成。 

 

 

 

 



Figure 5 

 

 

 

Figure 5. 將 U2OS骨肉瘤細胞株以不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 處

理 24小時後，萃取其 total RNA並反轉錄成 cDNA。利用定量的 real-time PCR

方法分析 RENBP、ZNF114、GPNMB、TNFRSF14和 PKD1L2的 mRNA表現，

結果顯示氯硝柳胺使 U2OS 骨肉瘤細胞株其 RENBP、ZNF114、GPNMB、

TNFRSF14和 PKD1L2的 mRNA表現量增加。 



Figure 6 

 

 

 

Figure 6. 將 U2OS骨肉瘤細胞株以不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 處

理 24小時後，萃取其 total RNA並反轉錄成 cDNA。利用定量的 real-time PCR

方法分析 TGFBI、CCL24和 CXCL14的 mRNA表現，結果顯示氯硝柳胺使 U2OS

骨肉瘤細胞株其 TGFBI、CCL24和 CXCL14的 mRNA表現量減少。 

 

 

 

 

 



Figure 7.  

 

 

 

Figure 7. 將 U2OS骨肉瘤細胞株以不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 處

理 24小時後，萃取其蛋白質。利用Western blotting來分析 TGFBI的蛋白表現，

結果顯示氯硝柳胺使 U2OS骨肉瘤細胞株其 TGFBI的蛋白表現量減少。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 8 

(A) 

 

(B) 

 

Figure 8. 將 U2OS骨肉瘤細胞株以 TGFBI siRNA處理 72小時後，(A) 萃取其

total RNA 並反轉錄成 cDNA。利用定量的 real-time PCR 方法分析 TGFBI 的

mRNA表現；(B) 利用 Boyden chamber的分析方法，分析其移動及侵襲的能力。

結果發現抑制 TGFBI 的表現可以明顯抑制 U2OS 骨肉瘤細胞株的移動及侵襲能

力。* p<0.05，NTsi與 TGFBIsi相比。 



Figure 9 

 

 

 

Figure 9. 將 U2OS骨肉瘤細胞株以不同濃度的氯硝柳胺 (0, 50, 100, 200 nM) 處

理 24小時後，利用Western blotting來分析 FAK、Src、ERK1/2、JNK1/2、p38、

Akt total及 phosphorylated的蛋白表現，結果顯示氯硝柳胺使 U2OS骨肉瘤細胞

株其磷酸化 ERK1/2的蛋白表現量減少。 

 



Figure 10 

 

 

Figure 10. 將 U2OS骨肉瘤細胞株以 200 nM的氯硝柳胺與 10 μM的 U0126處理

24小時後，利用 Boyden chamber的分析方法，分析其移動及侵襲的能力。結果

發現氯硝柳胺可以明顯抑制 U2OS骨肉瘤細胞株的移動及侵襲能力，而同時處理

U0126可以更加抑制其移動及侵襲能力。* p<0.05，Niclosamide 0 nM與 200 nM

相比；# p<0.05，Niclosamide 200 nM與 Niclosamide 200 nM-10 μM U0126相比。 

 

 

 



Figure 11 

 

 

Figure 11. 將 U2OS骨肉瘤細胞株以 200 nM的氯硝柳胺與 10 μM的 U0126處理

24小時後，萃取其 total RNA並反轉錄成 cDNA。利用定量的 real-time PCR方法

分析 TGFBI的 mRNA表現。結果發現氯硝柳胺可以明顯抑制 U2OS骨肉瘤細胞

株 TGFBI的 mRNA表現，而同時處理 U0126可以更加抑制其 TGFBI的 mRNA

表現。 
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