
ADM accumulation was much lower and mainly local-
ized in the cytoplasm． From protein /DNA array，106
transcription factors among the total 345 transcription
factors were up-regulated，while 32 transcription fac-
tors were down-regulated． Conclusions The differ-
ence of transcription factors in MCF7 /W and MCF7 /

ADM cells is probablely due to ADM’s avoiding in en-
tering the nuclei，so that ADM cannot exert function．
Key words: MCF-7 /ADM; adriamycin; IC50 ; tran-

scription factor; resistant cells; extraction; subcellular
localization
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摘要: 目的 研究中药有效成分肉桂酸对人骨肉瘤 MG-63

细胞增殖和分化的影响。方法 肉桂酸处理 MG-63 细胞前

后，台盼蓝拒染法进行活细胞计数; 流式细胞仪检测细胞周

期时相变化; 光 镜 和 电 镜 观 察 细 胞 形 态 和 超 微 结 构; Van
Gieson 染色检测细胞Ⅰ型胶原表达; 茜素红染色观察钙化骨

结节形成; 免疫细胞化学检测骨粘素和骨钙蛋白表达。结果

肉桂酸明显抑制 MG-63 细胞增殖，D7 抑制率达 54. 94%
±4. 69%。周期分析结果显示，肉桂酸处理后 G0 /G1 期细胞

比例较对照组明显升高( P ＜ 0. 01) 。光镜和电镜结果显示，

肉桂酸处理组 MG-63 细胞形态和超微结构发生明显改变，

呈现相应正常细胞的形态和超微结构特征。肉桂酸促进成

骨细胞分化标志物Ⅰ型胶原、骨粘素和骨钙蛋白的表达与钙

沉积以及典型骨结节的形成。结论 肉桂酸可抑制人骨肉

瘤 MG-63 细胞增殖并诱导其向成骨细胞分化。

关键词: 肉桂酸; 人骨肉瘤 MG-63 细胞; 增殖; 分化; 骨肉瘤;

成骨细胞

肿瘤细胞诱导分化是利用外源的诱导分化物对

增殖分化发生紊乱的肿瘤细胞进行干预，使其向正

常或接近正常的细胞方向分化的过程。肿瘤细胞诱

导分化作为肿瘤治疗的新途径，近年来成为研究热

点。肿瘤细胞诱导分化研究的发展有赖于高效低毒
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诱导分化物的不断发现，中药因其取材天然、作用靶

点多及更具潜在临床应用前景而受到越来越多研究

者的关注［1］。肉桂酸是中药桂皮的主要成分，长久

以来作为食品香剂和调味料广泛应用于食品工业。
1995 年，Liu 等［2］首先报道肉桂酸抑制人胶质母细

胞瘤、黑色素瘤和前列腺癌细胞的增殖并诱导黑色

素瘤细胞分化。随后研究发现肉桂酸对白血病、胃
腺癌及肝癌细胞有诱导分化的作用［3］。而肉桂酸

对骨肉瘤细胞的作用国内外尚未见报道，本研究利

用前期已经建立的骨肉瘤细胞体外诱导分化模型，

观察肉桂酸对人骨肉瘤 MG-63 细胞增殖和分化的

影响，进一步确定和评价肉桂酸对肿瘤细胞分化的

诱导作用，并为其应用于临床骨肉瘤的诱导分化治

疗提供理论依据。
1 材料与方法

1． 1 主要试剂 肉桂酸( cinnamic acid，CINN) 购

自中国药品生物制品检定所; 骨粘素一抗购自广州

基因公司; 骨钙蛋白一抗和免疫组化染色试剂盒购

自博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司; RNaseA、碘 化 丙 啶

( PI) 、二甲基亚砜( DMSO) 购自 Sigma 公司; 小牛血

清购自杭州四季青公司; RPMI 1640 粉状培养基购

自 Gibco 公司。
1． 2 细胞培养及诱导分化处理 人骨肉瘤 MG-63
细胞( 购自武汉大学动物资源保藏中心) 采用含

15%小牛血清、1 × 105 U·L －1 青霉素、1 × 105 U·
L －1链霉素的 RPMI 1640 培养基，37℃和 5% CO2 饱

和湿度培养。肉桂酸先用等当量的 NaOH 溶液转变

成可溶性钠盐，过滤除菌后 4℃保存，临用前培养液

稀释成终浓度为 3 mmol·L －1的肉桂酸作用液。实

验分对照组和肉桂酸处理组，细胞接种 24 h 后，对

照组换新鲜培养液，肉桂酸处理组换 3 mmol·L －1
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肉桂酸作用液。
1． 3 生长曲线测定 对数生长期细胞制成 5 × 107

cells·L －1 浓度的细胞悬液，以每瓶 2 ml 的量接种

于一批规格为 25 ml 的细胞培养瓶。接种 24 h 后对

照组换新鲜培养液，肉桂酸处理组换 3 mmol·L －1

肉桂酸作用液，连续培养 7 d，每天两组各取 3 瓶，台

盼蓝拒染法进行活细胞计数，每瓶计数 3 次，取平均

值。实验重复 3 次并绘制生长曲线。
1． 4 细胞周期测定 常规消化收集对照组和肉桂

酸处理 7 d 的细胞，1 000 r·min －1离心 5 min，去培

养液，PBS 洗涤 2 次后细胞重悬于 0. 5 ml 的 PBS 液

中，5 ml 预冷的体积分数为 0. 75 的乙醇 4℃固定过

夜。次日 离 心 去 乙 醇，PBS 洗 涤 2 次，加 入 不 含

DNase 的 100 mg·L －1 RNaseA 37℃孵育 30 min，离

心后加入 50 mg·L －1的碘化丙啶( PBS 配制) 4℃避

光染色 30 min，200 目滤网过滤后流式细胞仪进行

细胞周期检测。
1． 5 细胞形态观察 取对照组细胞和肉桂酸诱导

处理 5 d 的细胞，行爬片处理，对照组加新鲜培养

基，肉桂酸组加 3 mmol·L －1肉桂酸作用液，继续培

养 48 h 后，取出爬片，常规 HE 染色，Olympus BH-2
型光学显微镜下观察并拍照。
1． 6 细胞超微结构观察 取对照组和肉桂酸处理

组的细胞，D-Hank’s 液洗涤后，橡皮刮刀刮下细胞

移入离心管中，2 000 r·min －1 离心 10 min，弃上清

液，2. 5%戊二醛 4℃预固定 1 h，小心切成约 1 mm3

见方的细胞小块，2. 5% 的戊二醛 4℃ 固定 1 h，PBS
漂洗 3 次，1%的四氧化锇 4℃固定 2 h，乙醇系列脱

水，环氧树脂 823 包埋，醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染

色后，JEM100-CX 型透射电子显微镜下观察并拍

照。
1． 7 Van Gieson 染色检测Ⅰ型胶原表达 取对照

组与肉桂酸处理组的细胞爬片，参照 Van Gieson 染

色方法［4］，略做改动，Bouin-Hollande 液固定过夜，

体积分数为 0. 70 的乙醇漂洗，Weigert 铁苏木精液

染色 5 min，自来水充分冲洗，显微镜下观察胞质胞

核分色，Van Gieson 液染色 5 min，体积分数为 0. 95
的酒精迅速脱色分化，乙醇脱水，二甲苯透明，封片

后光学显微镜下观察拍照。
1． 8 茜素红染色检测骨结节形成 取对照组与肉

桂酸处理组的细胞爬片，D-Hank’s 漂洗后，Bouin-
Hollande 液固定过夜，体积分数为 0. 70 的乙醇洗

涤，茜素红染色 10 min，体积分数为 0. 95 的酒精分

色，无水乙醇脱水，二甲苯透明，封片后光学显微镜

下观察拍照。

1． 9 免疫细胞化学检测骨钙蛋白( osteocalcin) 与

骨粘素( osteonectin) 表达 取对照组和肉桂酸处理

组细胞爬片，D-Hank’s 液漂洗 3 次，冷丙酮 4℃ 固

定 20 min 后按试剂盒操作步骤说明进行操作，封片

后光学显微镜下观察拍照。
1． 10 统 计 学 分 析 数 据 以 珋x ± s 表 示，采 用

SPSS13. 0 统计软件进行分析，多组间显著性检验用

单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD 检验。
2 结果

2． 1 肉桂酸对细胞增殖的抑制作用 生长曲线测

定结果显示，MG-63 细胞增殖较快。肉桂酸处理 3
d 后即明显抑制 MG-63 细胞增殖( P ＜ 0. 05 ) ，随着

肉桂酸处理时间延长，其对 MG-63 细胞增殖的抑制

作用越来越明显。肉桂酸处理 7 d 后，对 MG-63 细

胞的抑制作用达最强 ( P ＜ 0. 01 ) ，细胞抑制率为

54. 94% ±4. 69%。

Fig 1 Effect of cinnamic acid( CINN) on the proliferation

of human osteosarcoma MG-63 cells
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 vs control group

2． 2 肉桂酸对细胞周期的影响 细胞周期测定结

果显示，肉桂酸诱导处理后，人骨肉瘤 MG-63 细胞

的细胞周期时相分布出现明显变化。与对照组相

比，肉桂酸诱导处理组 G0 /G1 期细胞比例明显增多

( P ＜ 0. 01) ，S 期细胞比例则减少( P ＜ 0. 01) 。结果

表明肉桂酸可诱导 MG-63 细胞发生 G0 /G1 期阻滞。

Tab 1 Effect of cinnamic acid( CINN) on the

cell cycle of MG-63 cells( 珋x ± s，n = 3)

Group G0 /G1 /% S /% G2 /M /%
Control 47． 5 ± 2． 3 20． 0 ± 1． 4 32． 5 ± 3． 1
CINN 59． 8 ± 1． 8＊＊ 10． 3 ± 1． 2＊＊ 29． 9 ± 2． 0

＊＊P ＜ 0. 01 vs control group

2． 3 肉桂酸对细胞形态的影响 光镜下人骨肉瘤
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MG-63 细胞形态多样，癌巨细胞和多极分裂像细胞

较常见。细胞体积较小，核质比例大。HE 染色不

均匀( Fig 2A) 。肉桂酸处理后的 MG-63 细胞形态较

为规则一致，胞体增大，细胞质更为铺展，与对照组

相比，核质比例减小，偶见癌巨细胞和多核细胞，HE
染色更加均匀( Fig 2B) 。
2． 4 肉桂酸对细胞超微结构的影响 透射电镜观

察显示，MG-63 细胞核质比例较大，核膜内陷且形状

极不规则，核内异染色质较多，粗面型内质网数量少

且长度较短。胞内无明显的钙化糖原颗粒。细胞形

状不规则，细胞膜表面分布有大量微绒毛( Fig 2C、
E、G) 。肉桂酸处理后，细胞核质比例减小，核膜平

滑无内陷，核内常染色质增多且较为均匀。胞质中

粗面内质网极为发达，在胞质中平行排列，胞内有大

量的钙化糖原颗粒存在，有些部位可见到钙化糖原

颗粒的聚集。胞体形状规则，表面平滑，少见微绒毛

分布( Fig 2D、F、H) 。
2． 5 肉桂酸对Ⅰ型胶原表达的影响 Van Gieson
染色结果显示，对照组细胞Ⅰ型胶原染色呈很浅的

淡粉红色，表明胶原纤维表达少，且分布不均匀( Fig
2I) 。肉桂酸处理后，胞质染色呈较为鲜艳的红色，

且染色较为均匀，群体细胞染色均一( Fig 2J) 。结

果表明，肉桂酸处理后 I 型胶原表达增强。
2． 6 肉桂酸对骨结节形成的影响 茜素红染色显

示，对照组 MG-63 细胞无典型矿化结节形成，偶见

细胞聚集成多层，染色较浅( Fig 2K) 。肉桂酸处理

后可见有大量细胞聚集而成的编织骨样典型矿化结

节形成，结节边缘界限清晰，结节染色呈深红，并有

钙盐沉积形成高度矿化的骨基质结构( Fig 2L) 。
2． 7 肉桂酸对骨粘素表达的影响 免疫细胞化学

染色结果显示，对照组骨粘素免疫反应呈弱阳性，反

应产物主要分布在核周围的胞质区( Fig 2M) 。与

对照组相比，肉桂酸处理组骨粘素的免疫显色呈强

阳性，大量棕黄色颗粒广布于细胞质中( Fig 2N) 。
2． 8 肉桂酸对骨钙蛋白表达的影响 免疫细胞化

学染色结果显示，对照组 MG-63 细胞骨钙蛋白免疫

显色几乎呈阴性，偶见细胞核周围胞质区有少量浅

棕色细小颗粒分布( Fig 2O) 。肉桂酸处理后，骨钙

蛋白免疫显色阳性程度明显增强，反应产物为深棕

色颗粒，布满胞质区域( Fig 2P) 。
3 讨论

骨肉瘤( osteosarcoma) 也称成骨肉瘤，是一种常

见的原发性恶性骨肿瘤，多由分化程度较低的肿瘤

性成骨细胞所致，好发于青少年。传统的治疗方法

有手术、放疗和化疗，存在毒副作用大且预后较差，

易复发等问题。肿瘤诱导分化疗法为骨肉瘤的治疗

提供了新思路和新途径。骨肉瘤细胞是具有早期成

骨细胞表型特征的一类低分化的恶性肿瘤细胞［5］，

肿瘤细胞分裂失控，细胞周期调控发生紊乱，导致细

胞不断分裂，持续增殖，细胞不能向正常方向分化而

处于低分化状态。本研究结果显示 MG-63 细胞增

殖旺盛，G0 /G1 期细胞比例较少，而处于 DNA 活跃

合成的 S 期细胞比例较高。肉桂酸抑制 MG-63 细

胞的恶性增殖并使 G0 /G1 期细胞比例明显升高，S
期细胞比例明显减少。提示肉桂酸可通过抑制增殖

和引发 G0 /G1 期阻滞启动 MG-63 细胞进入正常分

化过程。
肿瘤细胞一般具有细胞大小不一，形态不规则，

癌巨细胞和分裂像细胞较常见，细胞核质比例较大，

胞核畸形，胞内核仁较多，细胞器不发达，胞体表面

有大量微绒毛等一系列恶性表型特征与超微结构特

征［6］。能否逆转肿瘤细胞的恶性表型及结构是判

断外源诱导物诱导分化作用的重要指标［7］。本研

究光镜与电镜观察显示，人骨肉瘤 MG-63 细胞具有

典型的肿瘤细胞恶性表形与超微结构特征，而肉桂

酸能有效逆转 MG-63 细胞的恶性表型和结构，使其

表现相应正常细胞表型和结构特征。
成骨细胞起源于多能的骨髓基质的间质细胞，

由骨祖细胞经前成骨细胞分化而来，正常成骨细胞

分化成熟形成骨的过程中要经历细胞增殖、细胞外

基质成熟、基质矿化和细胞凋亡四个阶段［8］，在此

过程中成骨细胞分化标志物顺序表达于各个阶段，

Ⅰ型胶原表达于成骨细胞增殖期，占胞外骨基质的

90% 以上，在基质成熟期，胶原继续合成并相互交

联、成熟。骨粘素和骨钙蛋白主要表达于成骨细胞

分化晚期，在矿化期，骨钙素等非胶原蛋白分泌至胞

外基质中，然后沿胶原分子的长轴，钙和磷结合到胶

原分子的侧链的氨基酸残基上，形成羟磷灰石结晶，

细胞外基质发生矿化，并形成矿化骨结节。长期以

来，上述特征常作为鉴定成骨细胞分化的表型标志

物［9 － 12］。本研究结果显示，对照组 MG-63 细胞Ⅰ型

胶原、骨粘素和骨钙蛋白的表达水平低，细胞内无明

显的钙化糖原颗粒，钙沉积能力弱，无典型矿化骨结

节形成，处于低分化状态，与文献报道结果一致［5］。
肉桂酸处理后，Ⅰ型胶原、骨粘素和骨钙蛋白的表达

水平明显增高，细胞内出现大量的钙化糖原颗粒，钙

沉积能力增强，有典型矿化骨结节形成。表明肉桂

酸可增强成骨细胞分化标志物的表达，诱导人骨肉

瘤 MG-63 细胞向正常成骨细胞方向分化。
以上表明，中药有效成分肉桂酸能抑制人骨肉
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Fig 2 Changes in the morphology，ultrastructure and the expressions of

osteoblast markers of MG-63 cells before and after cinnamic acid( CINN) treatment

A ～ B: H． E staining; C ～ H: Ultrastructure under TEM ( N: Nucleus; ER: Endoplasmic reticulum; M: Mitochondrion; ↑: Calcified glycogen

granules) ; I ～ J: Expression of typeⅠcollagen by Van Gieson staining; K ～ L: Bone nodules by alizarin red staining; M ～ N: Osteonectin expression by

immunocytochemical staining; O ～ P: Osteocalcin expression by immunocytochemical staining

瘤 MG-63 细胞的增殖活动，逆转恶性表型和结构，

促进成骨细胞分化标志物的表达从而诱导其向成骨

细胞分化。成骨细胞在分化过程中受到多种调节因

子的精细调控，其中 Runx2 /Cbfal 和 Osx 是成骨细

胞分化中的特异性转录因子，在成骨细胞分化及骨

形成中起着非常重要的作用，Runx2 /Cbfal 和 Osx 缺

失则成骨细胞分化成熟受阻不能形成骨［8，13］。后继

实验将从这些调控因子入手，揭示肉桂酸诱导人骨

肉瘤 MG-63 细胞分化的分子机制，为其用于临床骨

肉瘤的诱导分化治疗提供更为充分的依据。
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Effect of cinnamic acid on proliferation and differentiation
of human osteosarcoma MG-63 cells

WANG Guo-hong1，GUO Zhi-yue1，SHI Song-lin2，LI Qi-fu2

( 1． Dept of Physiology and Neurobiology，Xinxiang Medical University，Xinxiang Henan 453003，China;

2． Dept of Basic Medicine，Medical College Xiamen University，Xiamen Fujian 361005，China)

Abstract: Aim To investigate the effect of cinnamic
acid on proliferation and differentiation of human osteo-
sarcoma MG-63 cells． Methods MG-63 cells were
treated with cinnamic acid． The living cells were coun-
ted by trypan blue staining． The morphology and ultra-
structure of MG-63 cells were studied with optical mi-
croscope and electron microscope． The changes of cell
cycle were analyzed by flow cytometry ( FCM ) ． The
expression of typeⅠcollagen was detected by Van Gie-
son staining． The formation of mineralized bone nod-
ules was evaluated by alizarin red staining． The expres-
sions of osteocalcin and osteonectin were detected by
immunocytochemical staining． Results Cinnamic acid
inhibited the proliferation of MG-63 cells significantly，

the inhibitory rate was 54. 94% ± 4. 69% after treat-
ment with cinnamic acid for 7 days． Flow cytometry a-

nalysis showed that cinnamic acid increased the cell
numbers in G0 /G1 phase significantly( P ＜ 0. 01) ． Un-
der optical microscope and electron microscope，the
morphology and ultrastructure of MG-63 cells treated
with cinnamic acid changed significantly compared with
those in control group，showing the characteristics of
normal cells． Furthermore，cinnamic acid promoted the
expressions of osteoblast markers such as typeⅠcolla-
gen，osteonectin and osteocalcin，increased calcium
aggradation and facilitated the formation of bone nod-
ules． Conclusion Cinnamic acid can inhibit the pro-
liferation of human osteosarcoma MG-63 cells and in-
duce the differentiation of MG-63 cells into osteoblasts．
Key words: cinnamic acid; human osteosarcoma MG-
63 cells; proliferation; differentiation; osteosarcoma;

osteoblasts

·6621· 中国药理学通报 Chinese Pharmacological Bulletin 2012 Sep; 28( 9)


