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Abstract
AIM: To investigate the anti-tumor effect of indomethacin
on colon cancer.

METHODS: SW480 cells were transferred by wtp53 gene,
treated with different concentrations of indomethacin.
Apoptosis was analyzed by acridine orange and ethidium
bromide staining, and electron microscopy. Expressions
of Bcl-2,Bax and p21WAF1/CIPI  protein were detected by Western
blotting.

RESULTS: Indomethacin induced apoptosis in wtp53/SW480
cells. Typical cell morphological changes included cytoplasm
and nuclear shrinkage, nuclear fragmentation and formation
of apoptotic bodies. The count of apoptotic cells was dose
and time-dependent, and the apoptotic cells accounted for
5.0±2.0 % in SW480 cells, 60.1±2.0 % in wtp53/SW480
cells treated with 600 µmol/L indomethacin for 72 h (P <0.01),
with a significant difference between the two groups. The
expression of Bcl-2 protein of wtp53/SW480 cells was
down-regulated by indomethacin in a dose dependent
manner. The expression of Bax protein did not change,
and the expressions of Bcl-2 and Bax protein of SW480
cells did not change either. The expression of p21WAF1/CIPI

protein of wtp53/SW480 cells was up-regulated, reaching
the maximal level at the concentration of 400 µmol/L in-
domethacin and returning to control level at the concen-

tration of 600 µmol/L indomethacin

CONCLUSION: Indomethacin could induce apoptosis in
wtp53/SW480 cells by down-regulating the expression of
Bcl-2 protein and up-regulating the expression of p21WAF1/CIPI

protein,but no change in Bax protein.
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摘要

目的: 探讨吲哚美辛抗结肠癌作用是否呈p53依赖性及其部

分分子机制.

方法: 采用含突变型 p53 的 SW480 细胞株为研究对象 利

用基因转染技术 将野生型 p53 转染 SW480 细胞. 不同浓

度的吲哚美辛进行干预 采用吖啶橙 溴化乙锭荧光染色

荧光显微镜及透射电镜下观察 wtp53/SW480 细胞凋亡;

Western 斑点免疫印迹检测 wtp53/SW480 细胞中 Bcl-2

Bax 及 p21WAF1/CIPI 蛋白表达.

结果: 吲哚美辛诱导野生型p53转染的wtp53 /SW480细胞

凋亡 出现形态学改变: 即细胞核固缩 裂解 核碎片及凋

亡小体形成. 凋亡细胞计数显示该作用呈浓度 时间依赖

性 其中 600 µmol/LIN 作用于 wtp53/SW480 细胞 72 h

其凋亡细胞百分率为60.1 2.5 %; 而对照组其凋亡细胞百

分率为 5.0 2.0 % P <0.01 二者比较有显著性差异.

吲哚美辛作用于 wtp53/SW480 细胞 24 h 其 Bcl-2 蛋白

表达水平下调 呈浓度依赖性  而Bax蛋白表达无改变; 未

转染的 SW480 细胞中 Bcl-2 Bax 蛋白均无影响. 吲哚美

辛作用于 wtp53/SW480 细胞 24 h 其 p21WAF1/CIPI 蛋白表

达水平随着一定范围内吲哚美辛浓度的增加而逐渐上调

以 400 µmol/L 吲哚美辛作用最强 600 µmol/L 吲哚美辛

作用后回到基础水平. 而在未转的SW480细胞中p21WAF1/CIPI

蛋白的表达无明显改变.

结论: IN 通过下调 Bcl-2 蛋白  上调 p21WAF1/CIPI 蛋白的表

达来诱导 wtp53/SW480 细胞凋亡.
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0   引言

转染野生型 p53 (wild-type p53 wtp53)表达质粒 可



引起 p53 缺失或突变的肿瘤细胞凋亡和 / 或抑制肿瘤细

胞生长 予烷化剂作用后 p21WAF1/CIP1 蛋白表达明显增

加[1]. 然而 有研究者将 wtp53 转染至 SW480 细胞中

结果显示 p53 表达的修复不足以引起转染的结肠癌细

胞的凋亡[2]. 研究证实 非甾体类药物(non-steroidal

anti-inflammatory drugs NSAID)可通过非选择性抑制

环氧化酶(cyclo-oxygenase COX) 而抑制对肿瘤生长

和转移有明显促进作用的 PGE2 的产生[3, 4]; 诱导凋亡是

NSAID抗肿瘤作用的机制之一[5-12]. 为探讨非甾体类药物

吲哚美辛(indomethacin IN )诱导肿瘤细胞凋亡时凋亡

相关蛋白 Bcl-2 Bax 蛋白的表达是否下调或上调

p21WAF1/CIPI蛋白表达上调是否存在依赖性p53-p21WAF1/CIPI

途径 我们将 wtp53 基因转染至 SW480 细胞后给予一

定浓度的吲哚美辛干预 吖啶橙和溴化乙锭染色后

荧光显微镜及透射电镜下观察凋亡细胞形态学改变;

Western 印迹检测 IN 诱导 wtp53/SW480 细胞凋亡时

p21WAF1/CIPI Bcl-2 及 Bax 蛋白的表达.

1   材料和方法

1.1 材料  含 mtp53 的 SW480 人结肠癌细胞株 购自

ATCC. wtp53/PLXSN重组体质粒为湘雅医院周晓娟老师

惠赠; DMEM 培基 FuGENETM6 transfection reagent

G418为湘雅医学院细胞生物室关勇军老师惠赠; Qiagen

质粒抽提纯化试剂盒 吖啶橙(AO) 溴化乙啶(EB)为

Sigma 公司产品; 兔源性多克隆抗体 Bcl-2 Bax

p21WAF1/CIPI 为 Santa Cruz 产品; β-action 抗体为湘雅

医学院贺智敏老师惠赠; BCA 浓度测定试剂盒为 Pierce

Chemical Co 产品; ECL 发光试剂盒为 NENTM Life Science

Product; Trizol 试剂为 Gibco 公司产品; 逆转录试剂盒

辣根过氧化物酶标记羊抗兔 羊抗鼠二抗 NC 膜

Taq DNA 聚合物酶 dNTPs PCR Marker 为华美生物

工程公司或 Promega 公司产品.

1.2 方法  wtp53/PLXSN 质粒转染 SW480 细胞按(Clin

Cancer Res 1996;2:1639)略加改进. 用脂质体将 wtp53/

PLXSN 质粒转染至 SW480 细胞 转染 48 h 后加 G418

800 mg/L 以后保持 200 mg/L G418 筛选. 细胞克隆化

随意挑选 G418 抗性克隆 wtp53/SW480 细胞 200 mg/L

G418 浓度维持扩大培养. 空白载体 PLXSN 转染 SW480

细胞作为对照. RT-PCR 检测 wtp53/SW480 细胞外源性

wtp53 基因的表达 按 Trizol 试剂盒操作说明抽取两组

wtp53/SW480 细胞 SW480 细胞 空白载体转染的

SW480 的总 RNA. cDNA 合成: 于 0.5 mL Eppendorf 内依

次加入 25 mmol/L MgCl2  4 µL 10 RT buffer 2 µL

10 mmol/L dNTP 2 µL Rnasin 40 U  AMV 200 U  Oligo

(dT)15 1 µL 反应终体积为 20 µL 离心后于 42 反

应 60 min 95  5 min. PCR 反应: 50 µL 反应体系中含

cDNA 模板 5 µL 10 PCR buffer 5 µL 正向引物和

反向引物各 50 pmol 10 mmoldNTP 2 µL Taq 酶 2U.

循环条件为: 94 预变性 3 min 然后 94  50 s 53 

30 s 72  40 s 共 30 个循环 最后 72 延伸 7 min.

1.3 实验干预  取指数生长期 wtp53/SW480 细胞 调整

细胞浓度为 1 108/L 接种于含 150 mL/L FCS 的

DMEM 培养液的 6 孔培养板中 设置空白对照组 实验

对照组(DMSO) 实验组: 分别加入 IN 使其终浓度为

100 200 400 600 µmol/L 培养 24 h 48 h

72 h 后 进行相关检测.

1.3.1 wtp53/SW480 细胞荧光染色  各孔细胞用胰蛋白

酶消化 取细胞悬液 5 µL(含细胞数 1 108/L)于载玻

片上 加荧光染色液(含 200 mg/L AO+EB) 5 µL 染色

1 min 荧光显微镜下观察并摄影. 计算 200 个细胞及凋

亡细胞百分率 每次实验重复 3 次.

1.3.2 透射电镜检测  将细胞轻轻刮下来 离心(500 r/min

5 min) 戊二醛固定 2 h 以上; 0.1 mol/L PBS 清洗细胞

团后 用20 g/L锇酸固定 1 h; 0.1 mol/L PBS清洗细胞团

然后丙酮梯队脱水; 环氧树脂和丙酮 1 1 37 下浸

泡 24 h; 纯环氧树脂包埋 60 烤箱 24 h; LKB-

型超薄切片机切片 厚度 500-600 nm; 铅铀双重染色

后 H -600 透射电镜下观察.

1.3.3  Western 斑点印迹法  PBS 漂洗提取上述各组细

胞 调整细胞数为 1 106 5 000 r/min  4 离心 10 min

收集细胞 加入裂解液抽提蛋白 BCA 方法测定蛋白

质浓度. 每样品取 80 µg 总蛋白经 SDS-PAGE 凝胶电泳

分离 2-3 h 后 100V 电转移至 NC 膜 PBS-T 溶解的

50 g/L 脱脂牛奶中封闭 4-6 h 分别将兔源性多克隆

抗体 Bcl-2 (1 500) Bax (1 500) P21WAF1/CIPI

(1 500)一抗稀释于 50 g/L 脱脂牛奶中 与膜温育 1 h

PBS-T 洗膜 4 15 min 辣根过氧化物酶标记羊抗兔二

抗(1 50)与膜温育 1 h PBS-T 洗膜 4 15 min;  ECL 检

测试剂与膜作用 3 min 后暗室中曝光 X 线片显影 定影.

        取出以上滤膜 放入 PBS-T 中漂洗 30 min.  鼠抗

人单克隆抗体 β-action  1 10 000 稀释于 50 g/L 脱脂

牛奶中 与 NC 膜温育 1 h 辣根过氧化物酶标记羊抗

鼠抗体(1 50)与膜温育 1 h ECL 检测试剂与膜作用

3 min 后暗室中曝光 X 线片显影 定影.

        统计学处理  凋亡细胞百分率均数以 sx ± 表示 组

间差异用 t 检验 采用 SPSS 10.0 处理.

2   结果

wtp53/PLXSN 质粒转染 SW480 细胞系 转染 48 h 后

800 mg/L G418 筛选. 经筛选 8-10 d 后可见抗 G418 克隆

出现 随机挑选 G418 抗性克隆 wtp53/SW480 扩大培养

后作进一步鉴定. Trizol一步法提取wtp53/SW480细胞的

总 RNA 逆转录合成 cDNA 并作模板进行 PCR 扩增

PCR 引物为: p53 基因的正向引物Pf: AGA ATG CCA

GAG GCT GCT C 反向引物 Pr: CTC GGA

TAA GAT GCT GAG GA 扩增片段大小为 397 bp;

GAPDH上游引物Pf: CCT CAG TTG CCT AAA CCA

GCA 下游引物 Pr: CCA CTA AAA CCT CCC
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TAG AGC 扩增片段大小为 240 bp. PCR 产物用 10 g/L

凝胶电泳(含 0.5 mg/L EB)检测 并选用 GAPDH 作为内

对照.

2.1 细胞凋亡形态学  荧光显微镜及透射电镜下观察

未经 IN 处理的 wtp53/SW480 细胞 染色后细胞形态显

示肿瘤细胞核大 染色质疏松细致 外形较规则 呈圆

形或椭圆形.大于或等 200 µmol/L IN 作用于 wtp53/

SW480 细胞 72 h 后引起凋亡典型的形态学改变 主要

包括细胞体积缩小 细胞核固缩 偏向一边 裂解 核

碎裂 呈桔红色等  细胞器及细胞膜完整 密度增高. 染

色质浓集成块 靠边 凋亡小体形成. 凋亡细胞计数结

果显示未经IN作用的wtp53/SW480细胞凋亡不明显; 随

着一定范围内IN浓度的增加及作用时间的延长 wtp53/

SW480 细胞凋亡百分率而逐渐增加(表 1).

表 1  IN 促 wtp53/SW480 细胞凋亡 (%, sx ± , n=3)

IN (µmol/L) 24 h 48 h 72 h

对照组          1.3 0.6          1.7 0.6            5.0 2.0

DMSO 组          1.0 0.0b          2.3 0.6b            5.5 1.0b

100          6.0 2.0          10.2 0.6           24.5 1.7

200          7.8 0.6          13.7 2.5           39.3 2.5

400        10.3 0.6        20.8 1.0           46.0 2.0b

600                            14.2 1.2          28.0 2.0           60.1 2.5b

bP <0.01, vs 对照组比较.

2. 2 p21WAF1/CIPI 蛋白表达  不同浓度的 IN 作用于 wtp53/

SW480细胞24 h后 Western印迹检测发现wtp53/SW480

细胞中p21WAF1/CIPI蛋白表达水平在一定范围内随着IN作

用浓度的增加而逐渐上调 且于 400 µmol/L IN 达到最

高表达水平 600 µmol /L I 作用后则下降至基础水平.

而在未转染的SW480细胞中p21 WAF1/CIPI蛋白表达水平无

变化(图 1).

图1  IN影响SW480细胞转染前后p21WAF1/CIPI蛋白表达. 1: control; 2: DMSO;
3: 100 µmol/L IN; 4: 200 µmol/L IN;5: 400 µmol/L IN;6: 600 µmol/L IN.

2.3 Bcl-2 Bax 蛋白表达  wtp53/SW480 细胞中 Bcl-2 蛋

白表达随着一定范围内IN的浓度增加而逐渐减弱 Bax

蛋白的表达无明显改变. SW480 细胞中Bcl-2蛋白 Bax

蛋白均无变化( 图 2 3). 为确定 Bcl-2 Bax 蛋白表达

在细胞中的相对含量 我们测定了 Bcl-2 Bax 蛋白

的光密度值 结果发现随着一定范围内 IN 浓度增加

Bcl-2/Bax 比率呈逐渐下降趋势(图 4).

图2  IN影响SW480细胞转染前后Bcl-2蛋白表达. 1: control; 2: DMSO;
3: 100 µmol/L IN; 4: 200 µmol/L IN;5: 400 µmol/L IN;6: 600 µmol/L IN.

图 3  IN 影响 SW480 细胞转染前后 Bax 蛋白表达.1: control; 2: DMSO;
3: 100 µmol/L IN; 4: 200 µmol/L IN;5: 400 µmol/L IN;6: 600 µmol/L IN.

图4  IN影响wtp53/SW480细胞中Bcl-2/Bax比率. 1: control; 2: DMSO;
3: 100 µmol/L IN; 4: 200 µmol/L IN;5: 400 µmol/L IN;6: 600 µmol/L IN.

3   讨论

结肠癌中存在高频率的 p53 突变表达 突变型 p53 既

不使细胞生长停滞 亦不能诱导细胞凋亡 故结肠肿瘤

对常规化疗药物呈现抵抗 对 DNA 损伤剂的辅助治疗

也不很敏感. p53 基因是基因研究中最为广泛深入的肿

瘤基因之一 野生型 p53 基因转染结合放射 化疗治疗

可明显诱导凋亡 并减少化疗或放疗的剂量 减少副作

用 [13, 14]. 有作者认为对于存在 p53 突变或缺失的肿瘤

放 化疗敏感性降低 甚至不敏感 可通过基因转染增

强其对放 化疗的敏感性[15-20].

        SW480 细胞无自发性凋亡发生 对非甾体类药物

苏林达二硫化物反应呈现一定的凋亡抵抗[2].  我们将

wtp53 基因转染至 SW480 细胞 通过 RT-PCR 证实转染

成功后 不同浓度的 IN 作用于 wtp53/SW480 细胞 出
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现细胞体积缩小 细胞核体积缩小 固缩 染色质

浓集成块 靠边 凋亡小体形成 从形态学上证实细胞

发生了凋亡 细胞形态及研究结果与 Dai et al [21]的报道

相一致. 未经 IN 处理的 wtp53/SW480 细胞 72 h 后凋亡

细胞的百分率仅为 5.0 2.0 %; 经 IN 处理的 wtp53/

SW480 细胞 随 IN 在一定范围内剂量的增加其凋亡细

胞百分率明显增加 600 µmol/L IN 作用于 wtp53/SW480

细胞 72 h 其凋亡细胞的百分率为 60.1 2.5 %. 荧光

染色及电镜超微结构的变化从形态学上证实 IN 诱导

wtp53/SW480 细胞凋亡. 我们的实验表明 IN 诱导 SW480

细胞凋亡存在 p53 依赖且呈剂量依赖.

       肿瘤生长由细胞增生 生长停滞及细胞凋亡来调

节 随着人们对细胞凋亡的研究深入 在细胞凋亡调控

机制方面 Bcl-2基因家族是迄今研究最为深入广泛的

凋亡调控基因之一. 实验证明 Bcl-2 家族的凋亡调控

效应并不要求新的蛋白翻译 他的作用主要位于蛋白

水平. 其家族中包括阻碍细胞死亡和促细胞死亡两组成

员 一般位于细胞质和细胞膜 许多 BCL-2 相关蛋

白包含一个 C- 末端[22]. Bcl-2 蛋白表达产物定位于线粒

体膜 核膜和内质网[23-25] 其主要生理功能是阻抑凋

亡; Bax 蛋白为一胞质内蛋白 与 Bcl-2 蛋白有高度同

源性 为 Bcl-2 抗凋亡效应的拮抗剂. 大多数 Bcl-2 家

族蛋白既能自身形成同二聚体 也能和家族中其他蛋

白形成异二聚体[26-28]. Bax和Bcl-2蛋白形成异二聚体抑

制细胞凋亡 和 Bax 形成同二聚体有促凋亡作用 但

有研究表明 Bcl-2/Bax 比例可能是决定细胞对凋亡刺激

信号的敏感性的重要因素之一 Bcl-2/Bax 比例比 Bcl-2/

单独作用更为重要[29,30]. 我们知道在大多数结直肠肿瘤中

Bcl-2 高表达 Bcl-2 蛋白在 p53 阳性肿瘤的表达明显

高于p53阴性肿瘤. Bcl-2蛋白在抑制p53介导的细胞死

亡过程中起作用 抑制 Bcl-2 有助于抗肿瘤治疗 在

Bcl-2 基因的 5 端非编码区存在一个 p53 负反应元件

他与 p53 蛋白结合形成一个杂合性启动子 使 p53 转录

抑制作用得以发挥 下调Bcl-2蛋白表达 呈典型的p53

依赖途径. Bax 基因启动子亦存在 p53 结合的序列 Bax

的表达受 p53 基因的上调 表明 Bax 基因亦可能是 p53

诱导凋亡途径中的一个下游分子 提示 p53 直接作用

于 Bax 基因促进其转录 研究表明有 p53 介导的凋亡

50 % 需要 Bax 基因的参与[31]. 因此 许多研究表明肿瘤

细胞的生长停滞和凋亡调控中 p53 p21WAF1/CIPI Bcl-2

和 Bax 起重要作用[14].

        为了进一步研究非甾体类消炎药IN抑制肿瘤细胞增

生和诱导凋亡的作用机制 本研究采用 Western blotting

方法检测了 wtp53 转染 SW480 细胞前后 p21WAF1/CIPI Bcl-2

和 Bax 蛋白的表达水平. 结果显示 IN 作用于 wtp53/

SW480 细胞 其 Bcl-2 蛋白的表达随一定范围内 IN 浓

度的增加而逐渐减弱 Bax 蛋白表达水平无变化 而在

SW480 细胞中其 Bcl-2 蛋白及 Bax 蛋白水平均无影响

提示 IN 诱导结肠癌细胞凋亡的过程中依赖 p53 的存在.

测定 Bcl-2 Bax 蛋白的光密度值 结果发现随着一

定范围内 IN 浓度增加  Bcl-2/Bax 比率呈逐渐下降趋

势 结果表明 Bcl-2/Bax 比率下降可能是 IN 诱导 wtp53/

SW480 细胞凋亡的机制之一. 本研究同时发现: IN 作用

于 wtp53/SW480 细胞 p21WAF1/CIPI 蛋白表达明显增强

且随 IN 在一定范围内的浓度增加而逐渐递增 而在

SW480 细胞中 p21WAF1/CIPI 蛋白表达水平无变化 p53 转

染 SW480 细胞导致 p21WAF1/CIPI 表达水平增高 二者相

互作用 提示 IN 诱导 wtp53/SW480 细胞凋亡过程可能

存在着p53介导p21WAF1/CIPI途径. p21WAF1/CIPI蛋白是细胞周

期素依赖激酶抑制剂(cycle-dependent kinase inhibitor

CDI)的主要家族成员之一 具有与 p53 结合的特异核

苷酸序列 其表达由抑瘤基因 p53 调节[32-34]. 后者为基

因转录调节剂 能促使 p21WAF1/CIPI 活化[35, 36]. p21WAF1/CIPI 表

达水平的增高可降低细胞周期素依赖激酶(cycle-depen-

dent kinases CDKs)活性 导致细胞周期停滞在 G1 期

最终导致细胞凋亡. 本结果提示: IN通过下调Bcl-2蛋白

表达  上调 p21WAF1/CIPI 蛋白的表达来诱导 wtp53/SW480

细胞凋亡 存在 p53-p21WAF1/CIPI 依赖途径.
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