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［摘要］目的 探讨盐霉素对人骨肉瘤 MG-63细胞增殖凋亡的的影响及其分子机制．方法 MTT法检测盐霉

素对人骨肉瘤 MG-63细胞增殖的作用，利用流式细胞仪检测盐霉素对 MG-63细胞凋亡的作用．Western blot法检

测盐霉素对 MG-63细胞中凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2及 Caspase-3蛋白表达的影响．结果 盐霉素可以抑制人骨

肉瘤 MG-63细胞的增殖，并呈现出时间、剂量依赖效应；经过盐霉素（2 滋M和 4 滋M）处理的 MG-63细胞，与

对照组（0 滋M）相比，其凋亡细胞的比率明显升高（ ＜0.05）；盐霉素（2 滋M和 4 滋M）还可明显上调促凋亡蛋

白 Bax、Caspase-3等表达水平，并同时下调抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达水平（ ＜0.05）．结论 盐霉素能有效抑制

人骨肉瘤细胞 MG-63的增殖，促进其凋亡，其作用机制可能与调节凋亡相关蛋白的表达有关．
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［Abstract］ Objective To investigate the effect of salinomycin on the proliferation and apoptosis of human

osteosarcoma cell line MG-63 and the underlying mechanism．Methods MTT assay was used to determine the

effect of salinomycin on the proliferation of human osteosarcoma cell line MG-63. Flow cytometry was used to detect

the apoptosis rate of MG-63 cell under salinomycin treatment. The protein expressions of apoptosis-related protein

Bax，Bcl-2 and Caspase-3 in MG-63 cells under salinomycin treatment were evaluated by Western blot. Results

The results showed that the treatment with salinomycin suppressed the growth of MG-63 cells in a time and

concentration dependent manner；the apoptosis rate of MG-63 cells under salinomycin （2 滋M，4 滋M） treatment

was remarkably increased as compared with that in the control group （0 滋M） . In addition， Western blot results

showed that the expressions of pro-apoptosis proteins Bax and Caspase-3 were significantly up-regulated under

salinomycin（2 滋M， 4 滋M） treatment（ ＜0.05）；and the anti-apoptosis protein Bcl-2 was down-regulated

（ ＜0.05） ．Conclusion Salinomycin can inhibit the proliferation and induce apoptosis of human osteosarcoma

cell line MG-63， which may be related to regulating the apoptosis-related protein expressions.
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骨肉瘤是儿童和青少年骨骼系统最常见的原发

性恶性肿瘤，约占所有原发性骨恶性肿瘤的 35%[1]．

股骨远端、胫骨近端是骨肉瘤的好发部位，约占所

有发病部位的三分之二左右．由于其恶性程度高、

发展迅速，常早期出现肺、脑等远处转移，因此患

者的预后较差[2]．早期发现并积极手术是治疗骨肉

瘤的有效方法，但由于早期缺乏肿瘤预警信号，多

数患者在诊断时已出现转移．近年来，随着对辅助



第 35卷60 昆明医科大学学报

化疗和新辅助化疗技术的广泛开展与应用，骨肉瘤

患者 5 a生存率已提高到 70%，较之前大为改善．

但是，现有化疗药物毒副反应大，长期用药导致对

机体的毒副作用以及肿瘤细胞耐药成为近年来困扰

临床医生的又一难题[3]．随着医学研究的深入，人

们逐渐认识到骨肉瘤等肿瘤细胞具有增殖活跃和抵

抗凋亡等特征，这些特性在在肿瘤快速进展及抵抗

放化疗过程中起着重要作用．因此如何抑制肿瘤细

胞增殖并促进其凋亡成为肿瘤治疗中的新问题，并

越来越引起临床医生和肿瘤研究者的关注及重视．

寻找新型的、高效低毒又经济的抗人骨肉瘤药已成

为当今骨肉瘤治疗研究的热点．

近年来，盐霉素在肿瘤研究领域受到较多的关

注[4]．盐霉素属于离子型载体抗生素，最初是在白
色链霉菌中发现的，其发挥抗菌作用的机制是通过

与细胞中的阳离子结合并起中和作用，是它能够发

挥杀菌作用的前提．近年来的研究显示，盐霉素对

肺癌、乳腺癌、胃癌、肝癌、胰腺癌等多种肿瘤具

有生长抑制作用．然而，盐霉素是否可以抑制骨肉

瘤的生长，目前尚未见报道．本研究就盐霉素对人

骨肉 MG-63细胞的增殖、凋亡的影响及可能的作

用机制进行探讨，为盐霉素素应用于人骨肉瘤治疗

提供理论依据．

1 材料与方法

1.1 材料

人骨肉瘤 MG-63细胞购自中国科学院上海生
命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所细胞

库．MG-63 贴壁生长于 RPMI-1640 培养液 （含

10%新生牛牛血清、青霉素 100 滋g/mL、链霉素

100 滋g/mL），在含 5% CO2的 37℃的潮湿培养箱内

培养．当生长至 80％融合时将细胞用胰酶消化传

代．本实验中所用细胞均处于对数生长期．MTT

试剂盒、盐霉素 （S4526）、DMSO 等购自美国

Sigma公司；AnnexinⅤ-FITC凋亡检测试剂盒购自

深圳晶美生物工程有限公司；RPMI-1640 培养液

购自美国 Hyclone公司；新生牛牛血清购自杭州四

季青生物工程材料有限公司；兔抗 Bax、兔抗

Caspase-3 及兔抗 Bcl-2 抗体均购自美国 Cell

Signaling Technology（CST）公司，抗β-actin及抗

体和辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗购自美国

Bioworld公司，RIPA 蛋白裂解液购自南京碧云天

生物科技有限公司．
1.2 MTT法检测细胞增殖

取对数生长期的人骨肉瘤 MG-63细胞以 4×

104/mL 的细胞密度接种于 96 孔培养板中，每孔

200 滋L，待细胞贴壁后，加入无血清的培养基饥

饿 12 h后弃去培养液，并加入 200μL含不同浓

度盐霉素（0 滋M、0.5 滋M、1 滋M、2 滋M、4 滋M、

8 滋M） 的无血清 RPMI-1640 培养液，其中 0 滋M

浓度组为对照组，每组设 5个复孔．细胞生长 24 h

和 48 h 时，弃上清后，每孔加 200 滋L 新配制的

MTT溶液 （5 mg/mL），37℃继续孵育 4 h，离心弃

上清，每孔加入 150 滋L DMSO．震荡混匀后用酶

标仪于 492 nm波长处进行吸光度（OD值） 测定，

计算不同时间、不同浓度的盐霉素对人骨肉瘤

MG-63细胞的增殖抑制率．用以下公式计算增殖

抑制率：

抑制率＝对照组 OD492 -实验组 OD492

对照组 OD492
× 100%

以上实验重复 3次以上．

1.3 流式细胞仪检测细胞凋亡

取对数生长期的人骨肉瘤 MG-63细胞以 5×
105/mL 的细胞密度接种于 6孔培养板中，每孔 2

mL，待细胞贴壁后加入无血清的培养基饥饿 12 h，

弃去培养液后加入 2 mL 含不同浓度盐霉素 （0

滋M、2 滋M、4 滋M）的无血清 RPMI-1640培养液，

以 0 滋M浓度组为对照组．处理细胞 48 h后，胰酶

消化后离心收集每组细胞， PBS洗 2次后用 PBS

重悬细胞，调整细胞浓度为 1×106/mL，在细胞悬

液中加入 10 滋L AnnexinⅤ-FITC，轻轻摇匀后于 4

℃避光条件下孵育 15 min，再加入 20 滋L碘化丙啶

（PI）后轻轻摇匀，于上述条件下再次避光孵育 30

min，在 1 h内上流式细胞仪检测．

1.4 Western Blot检测

将人骨肉瘤 MG-63细胞按 1×106/瓶接种于培
养瓶中培养过夜，待细胞贴壁后加入无血清的培养

基饥饿细胞 12 h后，弃去培养液，实验组加入含

盐霉素 （终浓度为 2 滋M 和 4 滋M） 的无血清

RPMI-1640培养液，对照组加入等体积不含盐霉

素的无血清 RPMI-1640 培养液．继续培养 48 h

后，提取细胞总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度，加

热变性后将蛋白置于 -20℃保存．取 150 滋g蛋白

进行 SDS-PAGE凝胶电泳，将凝胶中蛋白以半干

转膜法转至 PVDF膜，5％脱脂牛奶封闭液室温封

闭滤膜 2 h，加一抗稀释液（1:5 000） 4℃孵育过



夜， PBST 缓冲液洗膜后加入二抗稀释液 （1:

5000），室温孵育 2 h，PBST缓冲液再次洗膜后，

采用化学发光法（ECL）曝光胶片，冲洗显色检测

相应蛋白条带．

1.5 统计学方法

用 SPSS软件进行分析，计量资料以均值±标

准差（x±s）表示，组间比较采用单因素方差分
析． ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

2.1 盐霉素对人骨肉瘤 MG-63细胞增殖的影响

用不同浓度的盐霉素（0 滋M、0.5 滋M、1 滋M、

2 滋M、4 滋M、8 滋M）干预人骨肉瘤 MG-63细胞，

分别在干预后 24 h、48 h用 MTT法检测细胞的增

殖情况．如图 1所示，经 0.5～8 滋M的的盐霉素处

理后，MG-63细胞的生长出现不同程度的抑制，

并且呈现出浓度及时间依赖效应．与对照组（0 滋M

盐霉素干预组）相比，结果具有统计学意义（ ＜
0.05）．以上结果显示，盐霉素可以有效抑制人骨

肉瘤 MG-63细胞增殖，并呈浓度和时间依赖性.

2.2 盐霉素对人骨肉瘤 MG-63细胞凋亡的影响

人骨肉瘤经盐霉素 （0 滋M、2 滋M、4 滋M）

干预 48 h后，运用流式细胞仪检测各组细胞的凋

亡情况（图 2）．结果显示，对照组（0 滋M盐霉

素处理组）的细胞经过 48 h后，细胞的凋亡率为

（9.20±1.18） %，而 2 滋M及 4 滋M盐霉素干预组

细胞的凋亡率分别为 （29.25±4.25） %、 （43.30

±4.50） %，凋亡率明显高于对照组（ ＜0.05）．

以上结果显示，盐霉素可以有效诱导人骨肉瘤细

胞凋亡，且凋亡细胞比例随着盐霉素浓度的升高

而增加．

2.3 盐霉素对人骨肉瘤 MG-63 细胞凋亡相关蛋

白的影响

采用不同浓度的盐霉素 （0 滋M、2 滋M、4

滋M）干预人骨肉瘤 MG-63细胞 48 h后，提取细

胞总蛋白进行 Western blot检测．结果显示，与对

照组 （0 滋M 盐霉素干预组） 相比，2 滋M 及 4

滋M盐霉素干预均能明显抑制人骨肉瘤 MG-63细
胞抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达，但以 4 滋M抑制作用

更为明显，与对照组相比，结果有统计学意义

（ ＜0.05）．与此同时，在 2 滋M及 4 滋M盐霉素

干预下， MG-63 细胞的促凋亡蛋白 Bax 及

Caspase-3的表达水平均显著升高，与对照组相比，

差异有统计学意义（ ＜0.05），但以 4 滋M的作用

浓度更为明显（图 3）．以上结果提示，盐霉素诱

图 2 流式细胞仪分析不同浓度盐霉素对 MG-63细胞凋亡
的影响

Fig. 2 Influence of different concentration of salino-
mycin on the apoptosis of MG-63 by flow
cytometry
A：0 滋M盐霉素组；B：2 滋M盐霉素组；C：4 滋M
盐霉素组；D：凋亡细胞比率统计图.

图 1 盐霉素对 MG-63细胞增殖影响

Fig. 1 The effects of salinomycin on MG-63 cell

proliferation

与未处理组 MG-63细胞比较，* ＜0.05.
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导人骨肉瘤 MG-63细胞凋亡可能是通过抑制抗凋

亡蛋白表达，提高促凋亡相关蛋白表达而实现的．

3 讨论

肿瘤的发生发展是一个多步骤、多阶段、多因

素共同参与的复杂过程．正常情况下，细胞的增殖

与凋亡之间保持着一种动态平衡，这种平衡是维系

生物个体稳态的重要因素．而肿瘤细胞的基因发生

突变或表达异常，正是这些改变赋予肿瘤细胞异质

性，表现为不受控制地过度增殖增殖和凋亡抑制
[5]．因此，抑制肿瘤细胞增殖，诱导其细胞凋亡是

C D

A B



图 3 Western blot检测盐霉素对 MG-63细胞凋亡相关蛋

白表达的影响

Fig. 3 The effects of salinomycin on apoptosis －

related proteins expression in MG-63 cell

was detected by Western blot

抑制肿瘤生长的主要策略之一．

细胞凋亡又称程序性细胞死亡，是细胞在遭受

过度不良刺激时，为保持自身组织稳定而主动启动

的主动性死亡过程，该过程受到严格的程序性调

控．多个基因参与凋亡过程的执行和调节．其中，

bax是一个极重要的诱导细胞凋亡基因，由该基因

编码的蛋白 Bax可与抗凋亡蛋白 Bcl-2形成异二聚

体，阻抑 Bcl-2发挥作用，从而诱导细胞发生凋亡
[6]．研究发现 Bax/Bcl-2 两蛋白之间的比例关系是

决定细胞凋亡与否的关键因素．当各种因素或药物

诱导 Bax上调或抑制 Bcl-2表达时，Bax/Bcl-2比

例升高，细胞倾向于发生凋亡．半胱氨酸天门冬氨

酸蛋白酶（Caspases）是执行哺乳动物细胞凋亡的

主要蛋白酶家族．其中 Caspase-3是 Caspase家族
最重要的凋亡执行者[7]．本研究工作证实了盐霉素

可以有效诱导 Bax和 Caspase-3 表达，抑制 Bcl-2

蛋白表达，从而起到抑制骨肉瘤细胞增殖、促进骨

肉瘤细胞凋亡的作用．

多项研究表明盐霉素具有抗肿瘤作用并有可能

作为一种新型抗肿瘤制剂[8-10]．研究发现盐霉素能

促进卵巢癌细胞凋亡，并呈现浓度计剂量以来效

应．此外，盐霉素可以提高了卵巢癌细胞中 p38蛋

白的磷酸化，从而抑制卵巢癌细胞的增长及异种移

植 [11]．在乳腺癌中，盐霉素显示出较好的抑癌作

用，并且盐霉素的抗癌作用明显优于常规化疗药物

紫杉醇[12]．据报道，盐霉素能对人结直肠癌细胞

HT29和 SW480中具有干细胞特征的 CD133阳性

的细胞亚种群起到靶向杀伤作用[13]．本研究证实盐

霉素可以浓度依赖性抑制人骨肉瘤细胞增殖，并诱

导其凋亡，且该作用可能是通过调节凋亡相关蛋白

的表达而实现的．总之，盐霉素在不同起源的人

类癌症细胞中均能诱导巨大的细胞凋亡，调控凋

亡相关蛋白的表达可能是其发挥作用的主要机制
之一．因此盐霉素骨肉瘤的临床治疗中具有潜在

的应用前景．
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