
of ADM to cells was determ ined byMTT assay. The in2
tracellular concentration of ADM was detected by

HPLC. The exp ression of P2glycop rotein ( P2gp) was ex2
am ined by flow cytometric ( FCM ) . Results　The max2
imum non2toxic dose Cino (15 mg·L - 1 ) increased the

sensitivity of ADM in MCF27 /ADM , decreased the IC50

of ADM in MCF27 /ADM from 38114 mg·L
- 1

to

12193 mg·L
- 1

, and significantly increased the intra2
cellular concentration of ADM in MCF27 /ADM and re2

duced the exp ression of P2glycop rotein. Conclution　

The results showed that Cino can partially reverse mul2
tidrug resistance (MDR ) of MCF27 /ADM cells and the

mechanism m ight be associated with the increase of in2
tracellular accumulation of ADM and the reduced ex2
p ression of P2glycop rotein ( P2gp ) in MCF27 /ADM

cells.

Key words: cinobufacine; MCF27 /ADM; adriamycin;

multidrug resistance

2, 32吲哚醌对人神经母细胞瘤细胞 SH2SY5Y
凋亡和端粒酶表达的影响

王　娜 ,侯　琳 ,祝兆怡 ,张金玉 ,鞠传霞 ,葛银林 ,岳　旺
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摘要 : 目的 　研究 2, 32吲哚醌 (2, 32dioxoindoline, ISA )对人

神经母细胞瘤细胞 SH2SY5Y凋亡和端粒酶表达的影响。方

法　体外培养人神经母细胞瘤细胞 SH2SY5Y细胞 ,将 SH2
SY5Y细胞随机分为对照组和 ISA不同浓度 (0、100、200、400

μmol·L - 1 )处理组 ,采用 Hochest 33258荧光染色和琼脂糖

凝胶电泳分析细胞凋亡 ;采用 W estern blot检测凋亡抑制基

因 bcl22、凋亡基因 bax蛋白表达的变化 ;采用 RT2PCR检测

加药后 SH2SY5Y bcl22, bax及端粒酶逆转录酶 ( hTERT)

mRNA表达水平的变化。结果 　100、200、400μmol·L - 1

ISA处理 SH2SY5Y细胞 48 h后 ,荧光染色可观察到明显的

细胞凋亡的核浓缩、核碎裂形态 ; bcl22 mRNA及蛋白表达逐

渐减少 ( P < 0105) ,各组间比较差别有统计学意义 ; bax mR2
NA及蛋白表达水平未见变化 ( P > 0105) ; hTERT mRNA表

达水平降低 ( P < 0105 ) ,各组间差异比较有统计学意义 ;

200、400μmol·L - 1 ISA处理 SH2SY5Y细胞 48 h,琼脂糖凝

胶电泳可见 DNA梯带。结论 　2, 32吲哚醌可能通过下调
bcl22和 hTERT表达诱导 SH2SY5Y细胞凋亡 ,并在一定浓度

范围内呈浓度依赖关系。
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　　2, 32吲哚醌 ( 2, 32dioxoindoline, ISA )系天然存

在于自然界的吲哚类化合物 ,是维持龙虾生存所必

需的海洋活性物质 ,既具有抗生素的活性 ,又具有抗

自由基抗癌和保护正常细胞活性。近年来多项研究

显示 , 2, 32吲哚醌具有抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤
细胞凋亡的作用 [ 1, 2 ]

,而对正常细胞无明显的毒副

作用 ,但其分子机制尚不完全清楚。本实验选用人

神经母细胞瘤 SH2SY5Y细胞进行体外培养 ,用不同

浓度 2, 32吲哚醌处理后 ,观察 2, 32吲哚醌对人神经
母细胞瘤的促进凋亡作用 ,并从凋亡调节基因及端

粒酶表达水平的变化探讨其可能的作用机制 ,从而

为临床应用 2, 32吲哚醌治疗人神经母细胞瘤提供
理论和实验依据。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂 　2, 32吲哚醌购于上海元吉化工有
限公司 ; DNA抽提试剂盒购于碧云天公司 ; bcl22,

bax和β2actin的抗体购于北京博奥森公司 ; ECL发

光试剂购于北京普利莱公司 ; RT2PCR检测试剂盒

购于日本 TOYOBO公司 ;引物由上海生工合成。

1. 2　细胞培养　SH2SY5Y细胞株购自中国协和基

础学院细胞中心 ,用含 15%胎牛血清 (天津灏洋产

品 )、青霉素 (10
8

IU·L
- 1 )、链霉素 ( 100 mg·L

- 1 )

的 DMEM培养基 ( Gibco公司产品 ) ,在 5% CO2、

37℃饱和湿度条件下培养。
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1. 3　荧光染色　将对数生长期的 SH2SY5Y细胞消

化后 ,调节细胞浓度为 5 ×10
7个 ·L

- 1接种于 6孔

板中 ,同时放入包被了多聚赖氨酸的盖玻片。37℃、

5% (体积分数 ) CO2条件下孵育 24 h后换新培养

液 ,并加入 2, 32吲哚醌 ,使其终浓度分别为 0、100、

200、400μmol·L
- 1

,继续培养 48 h后取出培养板

后弃培养基 ,用甲醇 ∶冰醋酸 ( 3 ∶1)在 4℃固定 5

m in,磷酸缓冲液 ( PBS)漂洗 ,终浓度 5 mg·L
- 1的

Hochest 33258避光染色 10 m in, PBS漂洗后封片 ,荧

光显微镜观察。每个实验重复 3次。

1. 4　琼脂糖凝胶电泳　将对数生长期的细胞消化

后以 1 ×10
9个·L

- 1的密度接种于培养瓶 ,分别用

0、100、200、400μmol·L
- 1

ISA处理 48 h,将各组细

胞收集于 115 m l Eppendorf管中 ,用 PBS洗涤 3次

后 ,采用碧云天提供的 DNA Ladder抽提试剂盒提

取 DNA ,取 5μl DNA进行 1%琼脂糖凝胶电泳 ( 75

V, 60 m in) , EB染色后 ,凝胶成像系统照相。每个

实验重复 3次。

1. 5　蛋白提取及 W estern blot　将对数生长期的

细胞消化后以 1 ×109个·L - 1的密度接种于培养瓶

中 ,贴壁后分别用 0、100、200、400μmol·L
- 1

2, 32吲
哚醌处理 48 h, 4℃收集细胞 , PBS洗涤 2次后 ,每

孔加入 100μl细胞裂解液 ( 50 mmol·L
- 1

Tris2HCl,

150 mmol·L
- 1

NaCl , 5 mmol·L
- 1

EDTA , pH 810,

1% NP40, 0105% PMSF, 2 mg ·L - 1 Ap rotinin, 015

mg·L
- 1

Leupep tin) , 4℃ 12 000 ×g离心 5 m in,收集

上清液 , 紫外分光光法测定蛋白质浓度。蛋白质样

品与上样 buffer按 4 ∶1混匀 ,煮沸 5 m in。每孔上

样 50μg , 1210% SDS2PAGE分离样品。于室温 30

mA 115 h将蛋白转至 PVDF膜上 ,用封闭液 (5%脱

脂奶粉 ,溶于 TBS)室温封闭 2 h,将膜与溶于封闭液

中的一抗 (兔抗人 Bcl22单克隆抗体 1 ∶200;兔抗人

Bax单克隆抗体 1 ∶200)室温孵育 2 h, TBST洗 15

m in×3次 ,将膜与溶于二抗稀释液 ( 1%脱脂奶粉 ,

溶于 TBS中 )中的二抗室温孵育 1 h, TBST洗 15

m in×4次 ,将膜装入可热密封的塑料袋中 ,加入

ECL试剂 ,暗室曝光 ,显影 ,定影 ,对 X光底片拍照 ,

永久保存并对结果进行光密度分析。每个实验重复

3次。

1. 6　RT2PCR　将对数生长期的细胞消化后以 109

个·L - 1的密度接种于培养瓶 ,贴壁后分别用 0、

100、200、400μmol·L
- 1

ISA处理 48 h,将各组细胞

收集于 115 m l Eppendorf管中 ,用 PBS洗涤 3次后 ,

采用天泽基因公司的总 RNA提取试剂盒 ,按操作程

序提取总 RNA ,采用 TOYOBO公司的逆转录试剂

盒 ,按其操作程序逆转录合成 cDNA ,按如下引物和

条件在 PCR仪上行 PCR扩增 ,引物按参考文献 [ 3, 4 ]

由上海生工合成。hTERT扩增引物为 :上游 : 5′2CG2
GAAGAGTGTCTGGAGCAA23′,下游 : 5′2GGATGAA2
GCGGAGTCTGGA23′,扩增片断长度 145 bp; GAPDH

扩增引物为 :上游 : 5′2ACCACAGTCCATGCCATCAC2
3′,下游 : 5′2TCCACCACCCTGTTGCTGGTA23′,扩增
片断长度 450 bp,扩增条件 : 94 ℃预变性 2 m in, 35

个循环 , 94℃、5 m in, 60℃、30 s, 72℃、60 s,最后一

个循环后 72℃延伸 10 m in。Bcl22扩增引物为 :上

游 : 5′2CGACGACTTCTCCCGCCGCTACCGC23′,下游 :

5′2CCGCATGCTGGGGCCGTACAGTTCC23′; bax扩增

引物为 :上游 : 5′2TCCACCAAGAAGCTGAGCGAG23′,
下游 : 5′2GTCCAG CCCATGATGGTTCT23′; GAPDH

扩增引物为 :上游 : 5′2CGTGGAAGGACTCATGAC2
CA23′,下游 : 5′2TCCAGGGGTCTTACTCCTTG23′,片
段长度分别为 318 bp , 257 bp和 512 bp, PCR反应条

件依据文献 [ 5 ]并加以改进 ,具体条件为 : bcl22: 94℃

5 m in, 94℃ 45 s, 64℃ 45 s, 72℃ 2 m in, 35个循环 ,

最后 72℃延伸 7 m in。bax: 94℃ 7 m in, 94℃ 1 m in,

60℃ 45 s, 72℃ 45 s, 35个循环 ,最后 72℃延伸 10

m in。内参照用上述几个条件均可。 PCR产物电

泳 :取 PCR反应产物 5μl, 2%琼脂糖凝胶电泳分

析 ,对照分子量标准检测扩增结果。凝胶紫外摄像

系统中照相并运用天能分析软件对条带进行光密度

扫描 ,检测各组 PCR产物与其对应的内参 GAPDH

mRNA PCR产物 A值 ,然后将 AhTERT /AGAPDH、Abcl22 /

AGAPDH、Abax /AGAPDH的比值进行统计分析。每个实验

重复 3次。

1. 7　统计学分析 　实验数据均用 �x ±s表示 ,对照

组和处理组间差异采用 SPSS1210 for W indows统计

软件进行单因素方差分析。

2　结果

2. 1　Hochest 33258荧光染色结果　 ISA处理 SH2
SY5Y细胞 48 h,在荧光显微镜下 ,经紫外光激发 ,

可见典型的凋亡形态学改变 :核染色质聚集、核碎

裂、胞质浓缩 (B )。而正常对照组细胞核呈均匀的

蓝色荧光 (A) 。

2. 2　琼脂糖凝胶电泳结果　见 Fig 2。Fig 2可见正

常对照组仅见离点样孔不远的基因组 DNA ,而 200、

400μmol·L - 1 ISA处理 SH2SY5Y细胞 48 h可见清

晰的 DNA梯带。

2. 3　W estern blot结果　如 Fig 3所示 ,用 0、100、

200、400μmol·L
- 1的 2, 32吲哚醌处理 SH2SY5Y细

胞 48 h,对照组细胞表达一定量的Bcl22蛋白 ,随着
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Tab 1　The effects of ISA on the gene expression of hTERT bcl22 and bax of SH2SY5Y cells( �x±s, n = 3)

Group hTERT mRNA ( ratio) bcl22 mRNA ( ratio) bax mRNA ( ratio)

Control 0. 5343 ±0. 0268 1. 0143 ±0. 0017 0. 5551 ±0. 0002

ISA 100μmol·L - 1 0. 2415 ±0. 02023 0. 9380 ±0. 00473 0. 5587 ±0. 0052

ISA 200μmol·L - 1 0. 1836 ±0. 00963 0. 7071 ±0. 00073 0. 5562 ±0. 0014

ISA 400μmol·L - 1 0. 1092 ±0. 00483 0. 5928 ±0. 00073 0. 5552 ±0. 0032

　　3 P < 0105 vs control

F ig 1　Cytom orpholog ica l changes of SH2SY5Y cells

A: Control; B: ISA effected ( n = 3)

F ig 2　D NA ladder a ssay of d ifferen t groups

　　1: Marker; 2: Control; 3: ISA 100μmol·L - 1 ; 4: ISA 200μmol·

L - 1 ; 5: ISA 400μmol·L - 1 ( n = 3)

ISA浓度的增大 , Bcl22蛋白表达量逐渐减少 ,用药

组与对照组比较差异有统计学意义 ( P < 0105)。而

2, 32吲哚醌对 Bax蛋白表达没有明显影响 ,说明随

着药物浓度的增加 , Bax的蛋白表达无明显变化 ( P

> 0105)。

F ig 3　Effects of ISA on expression of bcl22 and

bax prote in in SH2SY5Y cells for 48 h

　　1: Control; 2: ISA 100μmol·L - 1 ; 3: ISA 200μmol·L - 1 ; 4: ISA

400μmol·L - 1. 3 P < 0105 vs control

2. 4　RT2PCR结果　用 0、100、200、400μmol·L
- 1

的 2, 32吲哚醌作用于 SH2SY5Y细胞 48 h后端粒酶

hTERT mRNA和 bcl22 mRNA表达水平随浓度增大

而开始下降 ,条带亮度减弱 ( P < 0105)。但对 bax

基因的 mRNA表达水平无明显影响 ( P > 0105)。见

Fig 4, Tab 1。

3　讨论

神经母细胞瘤在儿童恶性实体瘤的发病率中占

第 2位 ,转移早、恶性程度高 ,目前临床治疗主要是

手术治疗加辅助化疗 ,但完全缓解率和长期无病生

存率很低 ,因此 ,寻找新的药物对改善 NB患儿预后

具有重要临床意义。2, 32吲哚醌是一种天然的化学
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F ig 4　The effects of ISA on the gene expression of

hTERT bcl22 and bax of SH2SY5Y cells for 48 h

1:Marker; 2: Control; 3: ISA 100μmol·L - 1 ; 4: ISA 200μmol·

L - 1 ; 5: ISA 400μmol·L - 1

物质 ,近年有研究报道 [ 1, 2 ]
, 2, 32吲哚醌可以抑制

N1E2115、BALB /c3T3、BBC、PC12、HL60和神经母细

胞瘤的增殖 ,诱发凋亡 ,其具体的机制一直在研究

中。本实验研究了与调控细胞凋亡密切相关的基因

bcl22、bax mRNA和蛋白的表达以及端粒酶逆转录

酶 hTERT mRNA的表达。

　　Bcl22是研究最为深入的一个抗凋亡蛋白 ,其可

在各种细胞类型中发挥作用。 bax基因、bcl22基因
均属于原癌基因 bcl22基因家族。其中 bax促进细

胞凋亡 ;而 bcl22能抑制细胞凋亡。 bcl22抑制细胞
凋亡作用机制可能是通过以下几个途径 : ①抑制氧

自由基 ; ②抑制细胞内细胞器的 Ca
2 +内流 ; ③阻止

p53诱导的凋亡和生长停止 ;④拮抗原癌基因 c2myc

作用。目前普遍认为 , bax基因的表达并不立即导

致细胞凋亡 ,而是仅在细胞接受死亡信号之后 bax

才可以开始发挥作用 ,通过抑制 bcl22的作用而导致
细胞凋亡。O ltrai等 [ 6 ]研究发现细胞凋亡的发生与

bcl22 /bax比值有关 ,比值高 ,细胞存活率高 ,比值

低 ,则细胞凋亡率高。本实验研究发现 :用不同浓度

2, 32吲哚醌 ( 0、100、200、400 μmol·L
- 1 )处理

SHSY5Y细胞 48 h后 , bcl22 mRNA和蛋白量随浓度

增高表达减少 ,而且正常对照组与加药组之间差异

有统计学意义 ;而 bax mRNA和蛋白表达量未见明

显变化 , bcl22 /bax比值降低 ,细胞凋亡率高 ,此外细

胞凋亡程度也可以通过荧光染色和琼脂糖凝胶的结

果看出 ,因此 2, 32吲哚醌可能通过下调 bcl22基因的
表达来达到诱导细胞凋亡的作用。

端粒酶有在多种恶性肿瘤中激活并维持细胞无

限增殖的能力。端粒酶活性阳性表达与肿瘤的发生

发展、分化程度等密切相关。端粒酶是一种特殊的

逆转录酶 ,有文章报道 [ 7 ]神经母细胞瘤中端粒酶的

活性强 ,而端粒酶一个重要的作用就是维持了端粒

的长度而使细胞永生化或成为癌细胞。它的活性可

以通过调控端粒酶的 RNA成分或 (和 )蛋白质成分

来实现 ,对端粒酶活性起调控作用的是蛋白组分 ,其

中 hTERT为催化亚单位 ,作用最为重要 [ 8 ] ,其异常

激活可使端粒酶活性增强。许多转录因子如 c2
myc, p53等 ,通过调节 hTERT转录水平从而调节端

粒酶活性 [ 9 ]。本实验通过 RT2PCR发现用 2, 32吲哚
醌 (0、100、200、400μmol·L

- 1 )处理 SH2SY5Y细胞

48 h后可见端粒酶 hTERT mRNA表达减弱 ,并与药

物浓度呈一定的量效关系。提示 2, 32吲哚醌可能
是一种有效的端粒酶活性抑制剂。肿瘤细胞端粒酶

活性受抑后 ,端粒继续缩短 ,则可直接导致肿瘤细胞

死亡。

端粒酶 hTERT mRNA表达下降的同时伴随着

细胞凋亡的增加 ,提示端粒酶表达可能与细胞凋亡

有一定联系。目前关于肿瘤细胞端粒酶与细胞凋亡

的关系有两种观点。大多数学者认为 , 肿瘤细胞端

粒酶调控与凋亡调控有相互关系。端粒酶活性与端

粒长度的稳定可以增加细胞抗凋亡的能力。端粒酶

活性下调先于凋亡信号的改变 , 提示端粒酶可能有

调控凋亡的作用。端粒酶调控与凋亡调控可能在空

间和时间上存在密切的联系 ,端粒酶活性改变可能

是激发细胞凋亡机制之一。相反的观点是端粒酶调

控与凋亡调控无关。本实验中用不同浓度 2, 32吲
哚醌 (0、100、200、400μmol·L

- 1 )处理细胞后随着

凋亡的增加端粒酶的表达呈下降趋势。由上推测 ,

端粒酶调控、凋亡调控可能构成更为复杂的网络调

控系统 ,这些相互关系如何 ? 不同类型细胞的调控

机制是否一样 ?这些相互关系是否受不同药物作用

的影响 ?这些问题的解决对解释以上不同观点及深

入探索凋亡启动信号可能具有重要意义。我们的实

验只观察了 2, 32吲哚醌对端粒酶 hTERT mRNA水

平的改变 , 2, 32吲哚醌是否在蛋白水平影响端粒酶
尚有待进一步研究。

参考文献 :
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Effect of 2, 32d ioxo indoline on apoptosis and human telom era se

reverse tran scr ipta se m RNA in SH2SY5Y cells
WANG Na, HOU L in, ZHU Zhao2yi, ZHANG J in2yu, JU Chuan2xia, GE Yin2lin, YUE W ang

(D ept of B iochem istry and M olecu le B iology, M edical College of Q ingdao U niversity, Q ingdao Shandong　266021, China)

Abstract: A im　To investigate the effect of 2, 32diox2
oindoline on apop tosis and human telomerase reverse

transcrip tase mRNA in SH2SY5Y cells. M ethods　

Change of nucleolus stained with Hochest 33258 was

observed under fluorescent m icroscope; DNA fragment2
was observed with agarose gel electrophoresis; the ex2
p ression levels of bcl22 and bax p rotein were analyzed

by W estern blotting; the levels of hTERT mRNA , bcl2
2 mRNA and bax mRNA were exam ined by RT2PCR.

Results　After cells were treated with ISA of different

concentrations ( 0, 100, 200, 400μmol·L - 1 ) for 48

h, Hochest 33258 staining demonstrated apop totic and

normal cells. DNA ladder was found in cells treated

with 200μmol·L
- 1

and 400μmol·L
- 1

ISA by agar2

ose gel electrophoresis. The exp ressions of bcl22 p ro2
tein and mRNA were decreased as compared with that

of the control ( P < 0105). However, the exp ressions

of bax p rotein and mRNA kep t constant ( P > 0105) ;

and the exp ression level of hTERT mRNA , the key

subunit of telomerase , decreased after 2, 32dioxoindo2
line treatment compared with that of the control ( P <

0105). Conclusion　2, 32dioxoindoline induces ap2
op tosis of SH2SY5Y cells in a dose2dependent manner,

which possibly results from the decreased exp ression of

bcl22 and hTERT.

Key words: 2, 32dioxoindoline; SH2SY5Y; bcl22; bax;

human telomerase reverse transcrip tase; Hochest
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