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吲哚美辛增强阿霉素对胶质瘤

U251细胞毒性的研究
黄  宁  程  远*

(重庆医科大学附属第二医院神经外科, 重庆 400010)

摘要      非甾体类抗炎药物(nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)能增强化疗药物对

肿瘤细胞的细胞毒性作用。该研究首先筛选出无细胞毒性剂量的吲哚美辛, 采用MTT法和流式细

胞仪分别检测阿霉素或阿霉素联合低剂量吲哚美辛对U251细胞增殖和早期凋亡的影响; 并应用

RT-PCR和Western blot检测吲哚美辛对ABCG2、MDR1和MRP1的影响。结果显示, 20 μmol/L吲哚

美辛对胶质瘤U251细胞无显著生长抑制(P>0.05), 可作为无细胞毒性剂量使用; 0.8 mg/L阿霉素组

和20 μmol/L吲哚美辛联合0.8 mg/L阿霉素组与对照组相比细胞增殖显著下降(P<0.05), 且吲哚美辛

联合阿霉素组较单独使用阿霉素组的生长抑制作用更为显著(P<0.05); 72 h后单独使用阿霉素组和

阿霉素联合吲哚美辛组细胞早期凋亡率均增加(P<0.01), 但阿霉素联合吲哚美辛组较阿霉素组凋亡

率上升更为明显(P<0.05); RT-PCR和Western blot证实吲哚美辛能够下调ABCG2、MDR1和MRP1
的表达(P<0.05)且呈现出浓度依赖性。提示吲哚美辛能够增强阿霉素对胶质瘤U251细胞的生长抑

制作用, 其机制与吲哚美辛下调耐药基因的表达有关。  
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Enhanced Cell Toxicity of Adriamycin by 
Indomethacin on U251 Glioma Cell

Huang Ning, Cheng Yuan*

 (Department of Neurosurgery, Second Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, Chongqing 400010, China)

Abstract        Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) can enhance cell toxicity of chemotherapy on 
tumor cells. In this experiment, indomethacin with non-toxicity dose was screened out. When U251 glioma cells 
were treated with adriamycin alone or adriamycin combined with low dosage of indomethacin, the cell proliferation 
and early apoptsis rate were observed by MTT and flow cytometry, respectively. The impacts of indomethacin on 
ABCG2, MDR1 and MRP1 were detected by RT-PCR and Western blot. The results showed that cell growth was 
not influenced by 20 μmol/L indomethacin (P>0.05) which was used as a non-toxicity dosage. Compared with 
control group, proliferation rate was decreased (P<0.05) when exposured to 0.8 mg/L adriamycin or 20 μmol/L 
indomethacin combined with 0.8 mg/L adriamycin, but proliferation rate was lower in indomethacin combined with 
adriamycin group than that in adriamycin alone group (P<0.05). The early apoptosis rate was increased in U251 
cells treated with 0.8 mg/L adriamycin alone or 20 μmol/L indomethacin combined with 0.8 mg/L adriamycin for 
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胶质瘤占神经系统肿瘤的40%~50%, 恶性程度

极高。因手术难以全切, 术后放化疗成为其重要的

治疗手段。但多数胶质瘤对放化疗不敏感, 采用手

术加术后放化疗后, 患者平均生存期仍只有12~15
个月[1]。因此, 增强胶质瘤对放化疗的敏感性从而

抑制其复发对治疗该疾病具有重大临床意义。有

研究表明, 非甾体类抗炎药物(nonsteroidal anti-
inflammatory drugs, NSAIDs)能增强肿瘤对放化疗

的敏感性[2]。其主要的增敏机制为下调耐药基因使

ATP依赖性药物的外排功能减弱, 因此化疗药物能

够大量进入细胞内而抑制肿瘤细胞生长[3]。本实验

通过MTT和流式细胞技术证实吲哚美辛具有增强阿

霉素对胶质瘤细胞生长抑制的作用, 并观察到吲哚

美辛对耐药基因ABCG2、MDR1和MRP1的影响, 揭
示了NSAIDs增强胶质瘤细胞对化疗药物敏感性的

机制。

1   材料与方法
1.1   主要试剂  

DMEM高糖培养基、胎牛血清和青/链霉素购

自美国Hyclone公司; Annexin V-PE/7-AAD凋亡试剂

盒购自南京凯基生物科技发展有限公司; RNA裂解

液、逆转录试剂盒、DNA聚合酶和扩增引物均购自

TaKaRa公司; 乳腺癌耐药蛋白(breast cancer resistance 
protein, BCRP)、P-糖 蛋 白(P-glycoprotein, P-gp)和
β-actin抗体购自美国Santa Cruz公司; 多药耐药相

关 蛋 白1(mul-tidrug resistance-associated protein 1, 
MRP1)购自中国中杉金桥生物技术有限公司; 吲哚

美辛购自美国Sigma公司; 阿霉素由本科室提供。

1.2   细胞培养  
U251胶质瘤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, 培养于

含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉

素的DMEM高糖培养基中。培养条件为37 °C、5% 
CO2、饱和湿度。

1.3   MTT法检测细胞增殖   
取对数生长期的U251细胞按每孔8 000个细

胞接种于96孔板中, 贴壁后进行药物干预。其后

每孔加入20 μL MTT液继续培养4 h, 弃上清后加入

DMSO 120 μL轻微震荡10 min, 492 nm波长检测每

孔吸光度值(D)。 
1.4   Annexin V-PE/7-AAD双染法检测细胞凋亡  

将细胞种于六孔板中, 每孔2×105个细胞。用

0.8 mg/L阿霉素或0.8 mg/L阿霉素联合20 μmol/L吲
哚美辛处理U251细胞72 h后将其收集。PBS洗细胞

两次, 加入1 μL Annexin V-PE和5 μL 7-ADD于细胞

悬液中混匀, 室温闭光10 min, 使用流式细胞仪进行

检测。

1.5   RT-PCR   
Trizol法提取细胞总RNA并将其反转录为

cDNA。扩增引物为: MRP1(Forward: 5′-CCG TGT 
ACT CCA ACG CTG C-3′; Reverse: 5′-CTG GAC CGC 
TGA CGC CGT GAC-3′, 326 bp); MDR1(Forward, 5′-
CAT GCT CAG ACA GGA TGT GAG T-3′; Reverse: 
5′-AGT AGC GAT CTT CCC AGA ACC T-3′, 310 bp); 
ABCG2(Forward: 5′-TAA AGT GGC AGA CTC CAA 
GGT TG-3′; Reverse: 5′-CCA ATA AGG TGA GGC TAT 
CAA ACA-3′, 266 bp); β-actin(Forward: 5′-GAC CCA 
GAT CAT GTT TGA GAC C-3′; Reverse: 5′-ATC TCC 
TTC TGC ATC CTG TCG-3′, 594 bp)。扩增条件为: 
94 °C预变性5 min; 94 °C变性30 s, 54 °C退火30 s, 72 °C
延伸35 s; 30个循环, 最后72 °C延伸10 min。
1.6   Western blot    

用RIPA裂解液提取细胞蛋白并用BCA法测蛋

白浓度。每孔按35 μg蛋白样品电泳, 用PVDF膜转膜, 
封闭后加一抗4 °C过夜。次日加入HRP标记的二抗

并在37 °C孵育1 h后ECL显影。以β-actin为内参, 用
Quantity One 4.6软件分析各条带光密度值, 目的蛋

白与内参比值为目的蛋白表达相对水平。

1.7   统计学分析 
所有数据重复3次(n=3)并以x

_
±s表示, 采用t检验

72 h (P<0.01). However, early apoptosis rate was higher in indomethacin combined with adriamycin group than 
that in adriamycin alone group (P<0.05). The results of RT-PCR and Western blot showed the levels of ABCG2, 
MDR1 and MRP1 were down-regulated significantly (P<0.05) by indomethacin in a dose-dependent manner. The 
results suggested that indomethacin enhanced cell toxicity of adriamycin on U251 glioma cells and the mechanisms 
were involved in down-regulation of drug-resistance genes.  

Key  words        glioma; indomethacin; adriamycin; drug-resistance gene
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和方差分析, P<0.05为差异具有显著性。

 

2   结果
2.1   吲哚美辛和阿霉素对U251细胞生长的影响

20 μmol/L吲哚美辛在24, 48, 72 h对U251细
胞均无增殖抑制作用(P>0.05), 40 μmol/L吲哚美辛

仅在72 h能抑制U251细胞生长, 80, 160 μmol/L吲
哚美辛在不同时间均能显著抑制U251细胞的生长

(表1)。因此, 为避免该药物自身对胶质瘤增殖的

影响, 20 μmol/L吲哚美辛被用于后续实验。0.2, 0.4, 
0.8 mg/L阿霉素孵育U251细胞后均能不同程度抑制

U251细胞的增殖, 但0.1 mg/L阿霉素却无抑制作用

(表2)。
2.2   吲哚美辛联合阿霉素对胶质瘤U251细胞增

殖抑制的影响

将细胞分为对照组、单用0.8 mg/L阿霉素组和

0.8 mg/L阿霉素联合20 μmol/L吲哚美辛组。如图1
所示, 24, 48, 72 h后单用0.8 mg/L阿霉素组细胞增殖

分别为对照组的75.01%±9.59%、54.93%±9.02%、

45.80%±8.24%; 0.8 mg/L阿霉素联合20 μmol/L吲哚

美辛组细胞增殖分别为对照组的43.37%±8.26%、

19.18%±3.92%、15.80%±4.99%。该结果显示, 吲哚

美辛联合阿霉素组较单用阿霉素组增殖抑制作用显

著加强。

2.3   吲哚美辛联合阿霉素对胶质瘤U251细胞早

期凋亡的影响

诱导细胞72 h后, 使用Annexin V-PE/7-AAD双

染法检测细胞早期凋亡。流式细胞仪分析结果显示

(图2), 与对照组(1.93%±0.23%)相比, 0.8 mg/L阿霉素

表2  不同浓度阿霉素处理U251细胞后D值变化

Table 2  The changes of U251 cell D values with adriamycin at different concentrations

时间

Time

                                                                                            D值

                                                                                            D values 

对照组

Control group
0.1 mg/L阿霉素

0.1 mg/L adriamycin
0.2 mg/L阿霉素

0.2 mg/L adriamycin
0.4 mg/L阿霉素

0.4 mg/L adriamycin
0.8 mg/L阿霉素

0.8 mg/L adriamycin

24 h 0.325±0.023 0.318±0.033 0.309±0.034 0.276±0.038* 0.218±0.041*

48 h 0.465±0.034 0.451±0.043 0.338±0.038# 0.292±0.013# 0.221±0.033#

72 h 0.571±0.054 0.565±0.048 0.428±0.030▲ 0.301±0.042▲ 0.190±0.037▲

*P<0.05, 与24 h对照组相比; #P<0.05, 与48 h对照组相比; ▲P<0.05, 与72 h对照组相比。  
*P<0.05 vs control of 24 h; #P<0.05 vs control of 48 h; ▲P<0.05 vs control of 72 h.

表 1  不同浓度吲哚美辛处理U251细胞后D值变化

Table 1  The changes of U251 cells D values with indomethacin at different concentrations

时间

Time

                                                                                          D值

                                                                                          D values

对照组

Control group
20 μmol/L吲哚美辛

20 μmol/L indomethacin
40 μmol/L吲哚美辛

40 μmol/L indomethacin
80 μmol/L吲哚美辛

80 μmol/L indomethacin
160 μmol/L吲哚美辛

160 μmol/L indomethacin

24 h 0.303±0.023 0.294±0.037 0.296±0.040 0.221±0.034* 0.204±0.036*

48 h 0.433±0.040 0.417±0.052 0.403±0.054 0.239±0.049# 0.159±0.047#

72 h 0.553±0.051 0.566±0.035 0.385±0.067▲ 0.259±0.045▲ 0.117±0.097▲

*P<0.05, 与24 h对照组相比; #P<0.05, 与48 h对照组相比; ▲P<0.05, 与72 h对照组相比。 
*P<0.05 vs control of 24 h; #P<0.05 vs control of 48 h; ▲P<0.05 vs control of 72 h.

A: 0.8 mg/L阿霉素组; B: 0.8 mg/L阿霉素联合20 μmol/L吲哚美辛组。

*P<0.05, **P<0.01, 与24 h对照组相比; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01, 与48 h对
照组相比; ★★P<0.01, 与72 h对照组相比。#P<0.05, 阿霉素联合吲哚

美辛组与单用霉素组相比。

A: 0.8 mg/L adriamycin alone group; B: 20 μmol/L indomethacin 
combined with 0.8 mg/L adriamycin group. *P<0.05, **P<0.01 vs 
control of 24 h; ▲P<0.05, ▲▲P<0.01 vs control of 48 h; ★ ★P<0.01 vs 
control of 72 h; #P<0.05 vs indomethacin alone group.

图1  吲哚美辛联合阿霉素对细胞生存率的影响

Fig.1  The influences on cell survival rate after treated with 
indomethacin combined with adriamycin
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组(7.84%±0.81%)和0.8 mg/L阿霉素联合20 μmol/L吲
哚美辛组(19.24%±1.23%)细胞早期凋亡比例显著增

多(P<0.01), 但阿霉素联合吲哚美辛组早期凋亡细胞

比例较单用阿霉素组更高(P<0.05)。三组之间细胞

早期凋亡率有明显差异。 
2.4   吲哚美辛对U251细胞耐药基因mRNA表达

的影响

将细胞分为空白对照组、20 μmol/L吲哚美辛组、

0.8 mg/L阿霉素组和0.8 mg/L阿霉素联合20 μmol/L
吲哚美辛组。细胞经72 h干预后提取总RNA并进行

RT-PCR。结果显示, 20 μmol/L吲哚美辛组较空白对

照组ABCG2、MDR1和MRP1 mRNA均下调(P<0.05); 
0.8 mg/L阿霉素联合20 μmol/L吲哚美辛组较单独使

用0.8 mg/L阿霉素组三个基因的mRNA水平也下降

(P<0.05)(图3和表3)。该结果说明无论阿霉素存在

与否, 20 μmol/L吲哚美辛均能抑制ABCG2、MDR1
和MRP1的mRNA表达。 

表3  不同处理组ABCG2、MDR1和MRP1相对表达量

Table 3  Relative expression quantily of ABCG2, MDR1 and MRP1 in different groups
目的基因/蛋白

Target genes/proten
空白对照组

Control group
吲哚美辛组

Indomethacin group
阿霉素组

Adriamycin group  
阿霉素联合吲哚美辛组

Indomethacin combined 
with adriamycin group

MDR1/β-actin mRNA 0.378±0.017 0.068±0.029* 0.345±0.046 0.127±0.044#

P-gp/β-actin protein 0.516±0.045 0.185±0.028* 0.407±0.040 0.137±0.043#

ABCG2/β-actin mRNA 0.324±0.019 0.094±0.011* 0.349±0.046 0.134±0.041#

BCRP/β-actin protein    
MRP1/β-actin mRNA                      
MRP1/β-actin protein   

0.381±0.035
0.512±0.021
0.213±0.032

0.115±0.034*
0.334±0.040*
0.113±0.027*

0.411±0.020
0.468±0.027
0.193±0.017

0.183±0.013#

0.289±0.018# 

0.066±0.010#

*P<0.05, 与空白对照组相比; #P<0.05, 与阿霉素组相比。

*P<0.05 vs control; #P<0.05 vs adriamycin group.            

A: 对照组; B: 阿霉素组; C: 阿霉素联合吲哚美辛组。

A: control group; B: adriamycin alone group; C: indomethacin combined with adriamycin group.
图2  阿霉素单独或联合吲哚美辛对细胞早期凋亡率的影响

Fig.2  The influences on early apotoposis rate after treatment with indomethacin separated or combined with adriamycin
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图3  RT-PCR分析吲哚美辛作用后耐药基因的表达

Fig.3  Expression of drug-resistance genes after treatment 
with indomethacin by RT-PCR

ADR:

INDO:

–

–

–

+

+

–

+

+

ABCG2

MDR1

MRP1

β-actin



黄    宁等: 吲哚美辛增强阿霉素对胶质瘤U251细胞毒性的研究 653

2.5   Western blot检测吲哚美辛对耐药蛋白表达

的影响

与mRNA结果相似, 吲哚美辛组较空白对照组

P-gp、BCRP和MRP1蛋白表达均下调; 而阿霉素联

合吲哚美辛组较单独使用阿霉素组三个耐药蛋白表

达水平也呈现出下降趋势(图4A和表3)。吲哚美辛

对上述三个耐药蛋白的抑制作用呈现出浓度依赖性

(P<0.05)(图4B)。

3   讨论
胶质瘤的多药耐药性至今仍是神经外科需

要解决的难题, 其机制可能与ABC转运体的表达

有关。ABC转运体又名ATP结合盒式转运(ATP 
binding cassette transporters), 在人类的许多恶性

肿瘤中扮演了重要角色, 通常参与肿瘤放化疗耐

受。ABC基因代表了最大的转运蛋白家族, 迄今

已发现的49个ABC基因可分为7个功能特异的亚

科, 包括ABCA-ABCG[4]。已有研究证实, 胶质瘤

耐药性主要与P-糖蛋白表达上调有关[5]。P-gp是由

MDR1(ABCB1)编码的位于细胞膜表面的170 kDa
单链跨膜糖蛋白。作为一种能量依赖性药泵, 它能

够将通过细胞膜的化疗药物泵出胞外从而降低胞内

化疗药物浓度并导致肿瘤耐药; P-gp还能起到翻转

酶的作用, 将化疗药物从胞内转移至胞外或者改变

膜脂质结构而清除药物。最新研究发现, P-gp过表

达可增加细胞内碱性, 通过改变胞内离子环境而降

低对多种化疗药的敏感性[6]。MRP1又名ABCC1, 与
MDR1同属于ATP结合盒超家族, 同样在胶质瘤中过表

达[7]。作为药物输出泵, MRP1不仅能逆浓度梯度将

细胞毒性化疗药物转出细胞, 而且还可与谷胱甘肽

(glutathione, GSH)形成GST-X泵, 将肿瘤细胞中的抗

癌药物排出[8]。BCRP由ABCG2基因编码, 属于ABC
家族中的G亚族, 在胶质瘤中随恶性等级上升而表

达增高[9]。BCRP耐药性与P-gp相似, 也能利用ATP
水解提供的能量无选择性地主动把胞内药物泵出体

外导致胶质瘤化疗失败。

流行病学、临床资料及体内外药理实验已经

证实了NSAIDs不仅能够通过抑制IL-6-Stat3、Akt/
PKB、β-catenin/T-cell factor、MAPK等信号通路及

其上下游癌基因而减少肿瘤的增殖和侵袭并促进肿

瘤凋亡[10-13], 而且通过下调耐药基因ABC家族的表

达以提高化疗药进入肿瘤细胞的能力而提高肿瘤对

放化疗的敏感性[14]。Matsunaga等[15]发现单独使用

阿霉素或长春新碱对白血病细胞K562的IC50分别为

250, 20.2 nmol/L, 当上述两种化疗药分别联合吲哚

美辛处理该细胞后IC50依次减少为50, 5 nmol/L, 其
机制为吲哚美辛抑制了白血病细胞中MRP1的表达; 
Elahian等[16]也证实, NSAIDs通过抑制ABCG2的活

性而促进米托蒽醌对乳腺癌细胞MCF-7的生长抑制

作用。目前, 关于吲哚美辛抗胶质瘤的研究主要涉

及到该药物自身在体内外实验中均能抑制胶质瘤的

生长[17-18]。此外也有少量研究报道了吲哚美辛和化

疗药联合使用增强了对胶质瘤细胞的抑制作用这一

现象[7], 但欠缺其作用机制的报道。 
本实验发现, 吲哚美辛自身能够抑制U251细胞

活力并呈现出浓度依赖性, 为排除与阿霉素联合使

用时吲哚美辛本身对胶质瘤的生长影响, 我们筛选

出无细胞毒性的吲哚美辛剂量(20 μmol/L)作为后续

实验需要。阿霉素也能够抑制胶质瘤细胞的生长, 
但我们发现, 0.1 mg/L阿霉素诱导细胞24, 48, 72 h后却

无明显抑制作用, 其原因可能为胶质瘤天生高表达耐
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A: expression of drug-resistance related proteins in blank control group, 
indomethacin group, adriamycin group and indomethacin combined with 
adriamycin group; B: expression of BCRP, P-gp and MRP1 proteins in 
U251 cells with different concentrations of indomethacin.
图4  蛋白免疫印迹分析吲哚美辛作用后耐药蛋白的表达

Fig.4  Expression of drug-resistance proteins after treatment 
with indomethacin by Western blot
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药基因并存在一定程度的耐药性[19]。MTT结果显示, 
0.8 mg/L阿霉素能够在24, 48, 72 h抑制U251细胞增

殖, 当其与20 μmol/L吲哚美辛联合使用后, 增殖抑制

作用更加明显; 流式细胞技术观察到0.8 mg/L阿霉素

培养细胞72 h后能明显增加细胞早期凋亡率, 但吲哚

美辛显著扩大了阿霉素对U251细胞的促凋亡作用。

我们也证实了无论阿霉素存在与否, 20 μmol/L吲哚

美辛均能下调U251细胞中ABCG2、MDR1和MRP1 
mRNA和蛋白水平, 因此导致U251细胞对阿霉素外排

功能减弱, 细胞内阿霉素含量增加而提高化疗疗效。

NSAIDs下调肿瘤中耐药基因的表达可能是通过抑制

AP-1(activating protein-1)或NF-κB来实现的。ABC转
运体家族基因的启动子包含了AP-1和NF-κB的结合

部位, 当两者激活并与ABC转运体家族基因启动子结

合后将促进ABC成员的表达, 因此当AP-1和NF-κB被
NSAIDs抑制后导致耐药基因表达下调[20]。     

该研究为临床应用吲哚美辛作为化疗耐药逆

转剂以提高化疗药物对胶质瘤的疗效提供了理论依

据及实验基础。吲哚美辛能够逆转胶质瘤的耐药天

性, 增强化疗药对胶质瘤细胞的生长抑制作用, 有望

成为一种新型的胶质瘤化疗辅助药物。然而, 本实

验对于吲哚美辛下调耐药基因及蛋白的具体分子调

控机制尚未深入研究, 后续研究还需探讨其作用的

信号通路等分子机制。
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