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吲哚美辛对骨肉瘤１４３Ｂ细胞增殖、迁移和凋亡的影响
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摘　要　目的　观察吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ细胞增殖、凋亡的影响，并探讨其可能的机制。方法　体外培养人骨肉瘤细胞

１４３Ｂ，倒置显微镜观察骨肉瘤１４３Ｂ细胞的形态；ＣＣＫ－８检测骨肉瘤１４３Ｂ细胞增殖情况；流式细胞术分析骨肉瘤１４３Ｂ细胞的凋

亡；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测骨肉瘤１４３Ｂ细胞迁移情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ－２的表达。结果　ＣＣＫ－８结果显示吲

哚美辛能抑制骨肉瘤 １４３Ｂ细胞的增殖，呈时间、浓度依耐性；流式细胞术结果显示吲哚美辛以浓度依赖的形式诱导骨肉瘤细胞

凋亡；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示吲哚美辛可以抑制骨肉瘤 １４３Ｂ细胞迁移；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果表明，吲哚美辛下调抑凋亡蛋白Ｂｃｌ－

２的表达。结论　吲哚美辛抑制骨肉瘤 １４３Ｂ细胞增殖和迁移能力并且促进其凋亡，并呈现时间和浓度依赖性。
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　　骨肉瘤（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ，ＯＳ）是最常见的原发性骨
肿瘤，好发于儿童和青少年，主要发生于长骨远端并

且容易产生远处转移和侵袭。目前针对骨肉瘤治疗

的金标准是新辅助化疗加手术切除，这使得骨肉瘤的

５年生存率从 ２０％提高到了 ６０％［１］
。然而，化疗药

物的毒性和骨肉瘤细胞对化疗药物表现出的耐药性

对骨肉瘤的临床治疗和长期存活率构成了极大挑战。

近几年的研究表明诱导靶细胞凋亡是消灭癌细胞的

关键因素
［２～４］

。

吲哚美辛是 ＮＳＡＩＤ一类的抗炎药物，主要用于
类风湿关节炎或骨关节炎等相关疼痛的对症治

疗
［５］
。近年来已有相关文献报道吲哚美辛可以抑制

结直肠癌细胞的增殖、分化和转移
［６，７］
同时也可以抑

制结直肠癌细胞的增殖并诱导其凋亡
［８～１１］

。然而，

吲哚美辛对人类 ＯＳ的作用仍有待于进一步研究。
本研究通过细胞实验研究吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ
细胞增殖、迁移、细胞形态和凋亡的影响，并初步探讨

吲哚美辛抗骨肉瘤作用的相关分子机制，以期为吲哚

美辛应用于临床骨肉瘤患者的治疗提供实验基础和

理论依据。

材料与方法

１．材料：人骨肉瘤 １４３Ｂ细胞购自中国典型培养
物保藏中心（ＣｈｉｎａＣｅｎｔｅｒＦｏｒＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，
ＣＣＴＣＣ）；ＭＥＭ培养基和胎牛血清购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；１％双抗（青霉素 １００Ｕ／ｍｌ，链霉素 １００μｇ／ｍｌ）
购自吉诺公司；含 ＥＤＴＡ的胰酶购自武汉谷歌生物科
技有限公司；吲哚美辛、ＤＭＳＯ以及胰蛋白酶均购自
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美国 Ｓｉｇｍａ公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ－８（ＣＣＫ－８）购
自日本同仁化学研究所；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ（Ｐｒｏ
ｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ）细胞凋亡检测试剂盒购自南京凯基生
物科技发展有限公司；一抗 ｃａｓｐａｓｅ－３、ｃａｓｐａｓｅ－９、
ＧＡＰＤＨ、Ｂｃｌ－２以及Ｂａｘ均购自美国 ＣＳＴ公司；ＨＲＰ标
记抗兔ＩｇＧ二抗购自武汉博士德生物工程有限公司。

２．细胞培养：人骨肉瘤 １４３Ｂ细胞用含 １０％的胎
牛血清和 １％双抗的 ＭＥＭ培养基，于 ３７℃、５％ＣＯ２
的培养箱中常规培养，取对数生长期的细胞进行后

续实验。

３．细胞增殖能力检测：将骨肉瘤１４３Ｂ细胞以１×
１０５ 个／毫升浓度接种于 ９６孔板上。每孔加入
１００μｌ，过夜孵育待细胞贴壁后加入不同浓度的吲哚
美辛，阴性对照组加入等体积的 ＭＥＭ培养基。分别
培养２４、４８、７２ｈ后每孔加入 １０μｌ的 ＣＣＫ－８试剂，
继续孵育 ２ｈ后用酶标仪（澳大利亚 ＴｅｃａｎＳｕｎｒｉｓｅ公
司）测量４５０ｎｍ波长下的吸光度（Ａ）值。Ａ值与细胞
活力和数量呈正比，所有试验均进行３次。

４．形态学观察：将骨肉瘤 １４３Ｂ细胞以 １×１０５

个／毫升浓度接种于６孔板中。２４ｈ后分别加入不同
浓度的吲哚美辛（０、４００、６００、８００μｍｏｌ／Ｌ）随后置于
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ后，在倒置显微镜
下观察细胞贴壁情况和生长情况，并拍照。

５．细胞凋亡检测：将骨肉瘤 １４３Ｂ细胞以 １×１０５

个／毫升浓度接种于６孔板中。用不同浓度的吲哚美
辛（０、６００、８００μｍｏｌ／Ｌ）处理骨肉瘤 １４３Ｂ细胞 ２４ｈ
后，用胰酶消化细胞，离心５ｍｉｎ后用预冷的ＰＢＳ洗涤
细胞 １次后用 ２５０μｌｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，取
１００μｌ细胞悬液于５ｍｌ流式管中，加入５μｌ的 Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ／ＦＩＴＣ和５μｌ的 ＰＩ，混匀后避光孵育 ３０ｍｉｎ，最后再
加入 ４００μｌｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，随即用流式细胞仪进行细
胞凋亡检测。

６．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验：将小室放入２４孔板中，随
后将骨肉瘤 １４３Ｂ细胞以每孔 １×１０５个接种于小室
的上室中。下室加入含 ２０％血清的 ＭＥＭ培养基以
建立血清浓度差。后用不同浓度的吲哚美辛（０、６００、
８００μｍｏｌ／Ｌ）处理骨肉瘤 １４３Ｂ细胞。处理 ２４ｈ后用
ＰＢＳ清洗 １５ｍｉｎ，用甲醇固定 １５ｍｉｎ，吉姆萨染色
１０ｍｉｎ。随后用棉签擦去上室的细胞，用倒置显微镜
进行细胞计数。

７．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法：将骨肉瘤 １４３Ｂ细胞以每孔
１×１０５个接种于６孔板中。用吲哚美辛（８００μｍｏｌ／Ｌ）
处理骨肉瘤１４３Ｂ细胞 ２４ｈ后用 ＰＢＳ洗涤 ２次，随后

加入 ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，用 ＢＣＡ法测定蛋白浓
度后用１２％聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分
离，转膜后用 ５％的脱脂奶粉于室温封闭 １ｈ，后加入
相应一抗随后在 ４℃条件下过夜孵育。后用 ＨＲＰ标
记抗兔 ＩｇＧ于室温孵育２ｈ。ＴＢＳＴ溶液洗 ５×１０ｍｉｎ，
随后用 ＥＣＬ发光液显色后分析结果以目的蛋白与
ＧＡＰＤＨ的灰度比值表示蛋白表达水平。

８．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示，数据之间的比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

结　　果
１．吲哚美辛抑制骨肉瘤 １４３Ｂ细胞增殖的影响：

用不同的浓度分别处理 １４３Ｂ细胞 ２４和 ４８ｈ后用
ＣＣＫ８检测增殖能力（图１）。随着吲哚美辛浓度的增
加，细胞活力在不断下降。同时相同浓度下的 ４８ｈ细
胞活力均小于２４ｈ细胞活力，证明吲哚美辛可以抑制
１４３Ｂ细胞的增殖，并且具有时间 －剂量依赖性。

图 １　吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ细胞增殖的影响

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

２．吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ细胞形态的影响：用
不同浓度的吲哚美辛处理骨肉瘤 １４３Ｂ细胞 ２４ｈ后，
用倒置显微镜观察细胞形态显示对照组细胞均贴壁

同时生长良好，形态正常，排列规则且细胞密度高；而

实验组中，细胞形态异常同时细胞皱缩且排列紊乱，

并且随着吲哚美辛浓度的增加，细胞数量及密度明显

减少（图２）。
３．吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ细胞凋亡的影响：用

不同浓度的吲哚美辛处理 １４３Ｂ细胞后，用流式细胞
仪检测细胞总凋亡率详见图 ３。总凋亡率（％）＝早
期凋亡率 ＋晚期凋亡率。随着吲哚美辛浓度的提高，
实验组细胞的凋亡率不断增高。

４．吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ细胞迁移的影响：用
不同浓度的吲哚美辛处理 １４３Ｂ细胞后，倒置显微镜
下观察细胞后发现，实验组细胞总数小于对照组细胞
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图 ２　吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ细胞形态的影响（×１００）
Ａ．对照组；Ｂ．４００μｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛处理组；Ｃ．６００μｍｏｌ／Ｌ

吲哚美辛处理组；Ｄ．８００μｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛处理组

图 ３　吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ细胞凋亡的影响

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

总数（图４），并且随着吲哚美辛浓度的提高，实验组
的细胞总数不断减少。

图 ４　吲哚美辛对骨肉瘤 １４３Ｂ细胞迁移的影响（结晶紫，×１００）

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　　５．吲哚美辛对凋亡蛋白的影响：为了探讨吲哚美
辛诱导 １４３Ｂ细胞的凋亡机制，检测 １４３Ｂ处理后的
Ｂｃｌ－２的表达情况（图 ５），与对照组比较，Ｂｃｌ－２表
达下调，证明吲哚美辛通过下调 Ｂｃｌ－２凋亡蛋白来
诱导１４３Ｂ细胞的凋亡。

图 ５　吲哚美辛对凋亡蛋白的影响

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

讨　　论
骨肉瘤是骨科中常见的原发性骨肿瘤，具有容易

复发和侵袭性强的特点。而传统的化疗因其毒性不

良反应并且骨肉瘤容易产生耐药性的原理使得骨肉

瘤的临床治疗效果无明显提高。而之前的研究中显

示抗炎药物，例如赛来西布，可以抑制肿瘤细胞和血

管生成、促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤的侵袭和转移

等
［１２，１３］

。同时吲哚美辛对胃癌、乳腺癌等恶性肿瘤

有显著作用
［１４］
。有研究证实了吲哚美辛可以抑制胃

癌细胞的增殖和分化，同时通过调控细胞中的溶酶体

从而导致细胞凋亡，并且吲哚美辛也可以抑制乳腺癌

细胞的迁移和侵袭，并且与基于葡聚糖的化合物相混

合后可以降低乳腺癌细胞的耐药性，其原理是减少了

ＭＤＲ相关蛋白所介导的化疗药物的排出［１５，１６］
。

本研究通过不同浓度的吲哚美辛处理骨肉瘤

１４３Ｂ细胞，结果显示吲哚美辛可以抑制骨肉瘤 １４３Ｂ
细胞的增殖和侵袭，诱导细胞的凋亡，而无论是细胞

增殖还是侵袭，都与凋亡是密不可分的。凋亡的经典

途径有两种：线粒体途径和 Ｆａｓ配体途径，两者都具
有共同的下游通路 ｃａｓｐａｓｅ家族［１７］

。对于线粒体途

·９６·
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径，在接受死亡信号转导后，Ｂｃｌ－２影响电压依赖性
阴离子通道 （ＶＤＡＣ）从而导致细胞膜电位降低，通
透性增加，诱导细胞凋亡

［１８～２０］
。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测

结果显示 Ｂｃｌ－２表达下调，证实了吲哚美辛通过下
调Ｂｃｌ－２来诱导骨肉瘤１４３Ｂ细胞凋亡。

综上所述，吲哚美辛可以通过剂量依赖性和时间

依赖性来抑制其骨肉瘤的增殖和迁移，同时通过下调

Ｂｃｌ－２来诱导骨肉瘤 １４３Ｂ细胞凋亡。这为吲哚美
辛治疗骨肉瘤患者提供了实验依据。但与骨肉瘤发

生、发展有关的其他通路，例如 Ｎｏｔｃｈ和 Ｗｎｔ通路等
都未进行研究，后续实验将会研究吲哚美辛与以上两

通路之间的联系。
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《医学研究杂志》专家论坛栏目约稿启事

《医学研究杂志》由中华人民共和国国家卫生健康委员会主管、中国医学科学院主办的国内外公开发行的

国家级医学学术刊物。本杂志为中国科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）、世界卫生组织西太区医学索

引（ＷＰＲＩＭ）收录期刊。为进一步推广科学研究成果，扩大学术交流，《医学研究杂志》专家论坛栏目在此特向
广大医学专家约稿。来稿要求如下：论文第一作者为博士生导师或者硕士生导师，正高职称。文章内容为所研

究的某一领域的最新研究进展，来稿为综述形式，不必写中英文摘要。字数５０００字左右，并附 ２００字左右的个
人简历，一并刊登。来稿请发送至编辑部电子信箱：ｙｘｙｊｚｚ＠ｉｍｉｃａｍｓ．ａｃ．ｃｎ，请注明“专家论坛栏目约稿”及第一
作者联系方式。专家论坛栏目稿件采用后不收版面费，论文发表后付给作者稿费。
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