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Abstract :Objective　 To study the effect and mechanism of paclitaxel against human osteosarcoma . Meth2
ods　The effect s of paclitaxel on human osteosarcoma cell line M G263 ,f resh osteosarcoma specimens and

nude mice with osteosarcoma were assessed by M TT test ,morphologic observation and flow cytometry

(FCM) . Results　The cytotoxity of paclitaxel against human osteosarcoma was in a time and dose - de2
pendent manner. Paclitaxel induced apoptosis with bcl22 phosphorylation ,and this could be decreased by

caspase inhibitors. Conclusion　The cytotoxity of paclitaxel against human osteosarcoma maybe helpful to

chemotherapy.
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摘　要 :目的　研究紫杉醇抗骨肉瘤作用及其机制。方法 　应用 M TT法、形态学观察、AO/ EB染色、

流式细胞术等方法观察和检测紫杉醇对人骨肉瘤细胞系 M G - 63、新鲜骨肉瘤组织块及荷瘤裸鼠的毒

性作用和 bcl - 2、bax基因的表达变化。结果　紫杉醇对骨肉瘤细胞具有毒作用 ,呈现一定的时间和剂

量依赖性 ,并能下调 bcl - 2基因的表达 ,诱导骨肉瘤细胞凋亡 ,caspase抑制剂能部分阻断此种过程。结

论　紫杉醇抗骨肉瘤作用明显 ,可用于骨肉瘤化疗。
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0　引言

紫杉醇作为一种新型抗肿瘤药物已广泛用于临

床 ,在乳腺癌、卵巢癌、肺癌等恶性肿瘤的治疗中具

有明确疗效[ 1 ] ,但少见应用于骨肿瘤的治疗。本实

验观察和检测紫杉醇对人骨肉瘤细胞系和新鲜骨肉

瘤组织块的作用 ,探讨其机制及应用于骨肉瘤化疗

的可能性。

1　材料与方法

1 . 1　材料　实验用人骨肉瘤细胞系 M G263购于武

汉大学中国典型培养物保藏中心 ;骨肉瘤新鲜组织

标本为本院 2002 年 3 月～2003 年 6 月手术标本 ,

共 12例 ,均经病理诊断证实。紫杉醇为美国百时美

施贵宝公司生产 ,商品名泰素 ( Taxol) ; bcl22 及 bax

单克隆抗体为 Dako 公司产品 ; Z2VAD2FM K、Z2
DEVD2FM K及四甲基偶氮唑盐 ( M T T)为 Sigma

公司产品 ;小牛血清及 DM EM 培养基均为 Gibco

公司产品 ;流式细胞仪为 BD公司产品。

1 . 2　细胞培养 　M G263 细胞进行常规培养 ,生长

至对数期后 ,加入 PBS液稀释紫杉醇至所需浓度 ,

观察加入紫杉醇 12h、24h、36h、48h 的细胞形态变

化 ,行 AO/ EB 染色及流式细胞术检测。重复

100nmol 紫杉醇 2 组 ,加入紫杉醇后分别加入

100nmol 的 Z2VAD2FM K和 Z2DEVD2FM K ,培养

24h后行 AO/ EB染色及流式细胞术检测。

1 . 3　扫描电镜　制作目的细胞爬片后扫描电镜观

察。

1 . 4　组织标本处理　新鲜瘤组织去除血凝块及坏

死部分 ,剪成 1mm3大小用 DM EM培养基培养于平

皿内 ,加紫杉醇至所需浓度 ,对照组加等体积 PBS ,

24h后收集瘤细胞悬液行 FACS分析。

1 . 5　AO/ EB染色　AO/ EB 染色 10min后用荧光

显微镜观察计数 200 个细胞 :具有正常核的活细胞

(VN) ;具有凋亡核的活细胞 ( VA) ;具有正常核的

死细胞 (NVN) ;具有凋亡核的死细胞 ( NVA) 。按

下式计算凋亡指数、坏死细胞百分率和死细胞百分

率 :

凋亡细胞百分率 (凋亡指数) = (VA + NVA) /

(VN + VA + NVN + NVA) ×100 %

坏死细胞百分率 = NVN/ (VN + VA + NVN

+ NVA) ×100 %

死细胞百分率 = (NVN + NVA) / (VN + VA

+ NVN + NVA) ×100 %

1 . 6 　M T T检测 　M G263 细胞生长至对数期后加

以不同浓度紫杉醇 ,以加等体积 PBS为对照 ,分别
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培养 12h、24h、36h、48h 后每孔加入 5mg/ ml M T T

溶液 20μl后在酶联免疫检测仪上测定各孔 A490 ,计

算不同浓度紫杉醇对 M G263细胞的抑制率。

细胞抑制率 = (对照组平均 A490 - 实验组平均

A490 ) /对照组平均 A490 ×100 %

1 . 7 　流式细胞术检测细胞周期和 bcl22、bax 基因

的表达　收集六孔板内实验组和对照组细胞 ,处理

后上样行 FACS分析。bcl22、bax 基因表达的检测

按试剂说明书标记抗体后上样 ,以标记上荧光的细

胞为阳性 ,计算阳性细胞占总计细胞的百分比。

1 . 8　统计学处理　测得数据用均数 +标准差 ( �x ±
s)表示。采用 SAS V 6 . 12统计软件行 t检验或方

差分析。

2　结果

2 . 1　形态学观察 　倒置显微镜下可见 10nmol 紫

杉醇处理 12h后的细胞 ,其折光性发生改变 ,部分细

胞体积变小 ;24h 后出现细胞皱缩 ,贴壁能力差 ,细

胞体积更小 ,细胞核固缩 ,约 10 %的细胞变圆飘浮 ;

36h后上述变化更加明显 ,飘浮细胞更多 ;48h 后细

胞体积普遍明显变小 ,胞质浓缩 ,大量细胞变圆飘

浮 ,见图 1。AO/ EB 染色显示 10nmol 紫杉醇处理

12h后开始有凋亡细胞出现 ,多数细胞形态有轻度

萎缩 ;24h后出现较多凋亡细胞 ,活细胞萎缩明显 ,

见图 2。扫描电镜显示大多数细胞呈球形 ,不很牢

固地附着在其生长的基质上 ,细胞表面有微绒毛。

这符合 G2 / M期的表现 ,见图 3。

2 . 2　紫杉醇下调 bcl22 基因表达诱导 M G263 细胞

凋亡 ,见图 4。

对照组

实验组

图 4　可见 bcl22表达主峰明显右移

2 . 3　紫杉醇对 M G263的细胞毒作用在一定范围内

呈现明显的时间和剂量依赖性　本实验各组细胞培

养到 48 h以后直至 72 h ,不再有明显变化。紫杉醇

浓度增大到 5000 nM 的数据与 1000nM 的差异不

具显著性 ,见表 1。

表 1　不同浓度紫杉醇作用 MG263

细胞不同时间的细胞毒作用比较

时间
(h)
紫杉醇浓度

(nmol/ L)
细胞凋亡率

( %)
细胞抑制率

( %) bcl22/ bax

12 1 3 . 9±2 . 4 3 6 . 1±1 . 9 4 . 712

10 5 . 6±1 . 9 9 . 1±1 . 3 4 . 433

100 11 . 7±1 . 1 29 . 9±2 . 9 1 . 537

1000 28 . 3±1 . 5 3 39 . 4±1 . 8 3 3 . 331

24 1 7 . 1±3 . 1 11 . 4±3 . 7 3 4 . 363

10 8 . 2±1 . 1 13 . 3±1 . 1 4 . 181

100 25 . 1±3 . 2 73 . 0±5 . 2 1 . 466 3

1000 37 . 1±2 . 2 79 . 1±1 . 2 1 . 092 3

36 1 7 . 7±1 . 7 14 . 4±8 . 8 3 . 993

10 11 . 6±2 . 1 3 25 . 8±3 . 1 3 . 349

100 32 . 7±1 . 4 76 . 1±5 . 1 1 . 250

1000 43 . 8±5 . 4 84 . 9±4 . 7 3 0 . 921

48 1 11 . 8±3 . 6 19 . 3±4 . 7 3 3 . 253 3

10 12 . 1±1 . 4 26 . 9±2 . 3 3 . 211

100 41 . 4±3 . 8 81 . 8±2 . 1 0 . 991

1000 54 . 1±2 . 8 3 86 . 6±5 . 8 0 . 682 3

　　注 : 3表示 P < 0 . 05。

2 . 4　caspase抑制剂的作用 　具有多种 caspase 抑

制作用的 Z2VAD2FM K和特异性抑制 caspase3 的

Z2D EVD2FM K分别使 M G263 在 100nM 紫杉醇

24h的凋亡率由25 . 1 %降到1 . 9 %和8 . 2 % ,而坏死

细胞数无显著变化。

2 . 5　紫杉醇对骨肉瘤细胞周期的影响 　紫杉醇对

骨肉瘤组织和 M G263 显示出显著的 G2阻滞作用 ,

见图 5 ,并且有一定的时间和剂量依赖性 ,见表 2、表

3 ,而且 G2 阻滞作用所需的紫杉醇浓度远低于其诱

导相同百分比的凋亡的浓度 。骨肉瘤组织块在紫

杉醇作用下的细胞周期变化结果与表 2结果数据很

相近 ,未另表列出。

A.对照组

B : 50 nM紫杉醇处理 36h后

图 5　紫杉醇的 G2阻滞作用(未洗去死亡细胞的计数)
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表 2　骨肉瘤细胞在不同浓度

紫杉醇作用 24h后周期分布( %)

紫杉醇浓度 (nM) G1 S G2 / M

0 58 . 8±6 . 1 27 . 5±2 . 9 13 . 7±1 . 8

25 11 . 8±3 . 6 40 . 1±3 . 9 49 . 7±3 . 1

50 8 . 9±3 . 6 27 . 8±7 . 4 63 . 3±4 . 1

75 8 . 2±0 . 8 16 . 6±4 . 7 75 . 2±9 . 6

100 5 . 6±0 . 7 11 . 4±2 . 5 83 . 0±6 . 8

　　注 :数据表述为均数±标准差 , P < 0 . 01

表 3　骨肉瘤细胞在 50 nM紫杉醇

作用不同时间的周期分布( %)

时间 (h) G1 S G2 / M

0 55 . 7±4 . 7 29 . 4±3 . 2 14 . 9±1 . 1
12 11 . 9±2 . 3 35 . 8±5 . 6 52 . 3±3 . 7 3
24 8 . 9±3 . 6 27 . 8±7 . 4 63 . 3±4 . 1 3
36 6 . 9±0 . 7 20 . 3±1 . 2 71 . 8±9 . 7
48 3 . 5±1 . 7 13 . 6±3 . 1 82 . 9±7 . 5

　　注 :数据表述为均数±标准差 , P < 0 . 01 , 3 P < 0 . 05

3　讨论

新辅助化疗对提高骨肉瘤患者的五年生存率至

为重要 ,但应用历史相对其他恶性肿瘤较短 ,化疗药

种类不多。新药筛选和克服多药耐药成为当前两个

关键性问题。紫杉醇通过抑制微管解聚而干扰有丝

分裂纺锤体装配 ,使肿瘤细胞染色体分裂失败[ 2 ]。

这种独特的作用机制使其对部分耐常规药物的肿瘤

治疗具有较好的疗效 ,对骨肉瘤效果如何令人关注。

本实验证实紫杉醇对人骨肉瘤细胞系 M G263、新鲜

骨肉瘤组织均具有诱导凋亡的效应 ,这种效应在 0

～48h、1～1 000nM范围内呈现明显的时间和剂量

依赖性。紫杉醇抑制荷瘤裸鼠肿瘤生长进一步验证

了其对骨肉瘤的价值。这进一步证实紫杉醇可用于

骨肉瘤化疗。

bcl22基因家族位于线粒体膜 ,在调节细胞凋亡

中起着重要作用。bcl22 蛋白能阻断线粒体释放细

胞色素 C ,抑制细胞凋亡 , bcl22 蛋白磷酸化后失去

其抗凋亡能力。bax蛋白则与 bcl22 蛋白功能相反 ,

可促进细胞凋亡。两者都在凋亡进程早期发挥调节

作用。肿瘤细胞受到凋亡诱导因子刺激后是否启动

后续凋亡进程取决于 bcl22 蛋白/ bax 蛋白的比

率[ 3 ]。当 bax蛋白增加时 ,形成 bcl22蛋白与 bax蛋

白的同二聚体 ,加速细胞凋亡 ; bcl22 蛋白增加时则

形成 bcl22蛋白与 bax 蛋白的异二聚体 ,抑制细胞

凋亡。本实验表明 ,随着紫杉醇浓度的增加和作用

时间的延长 , bcl22 表达下降 , bax 表达上升 , bcl22/

bax比率下降 ,这可能是紫杉醇诱导骨肉瘤细胞凋

亡的机制之一。

诱导细胞凋亡是化疗和放疗杀伤肿瘤细胞的主

要机制 ,肿瘤细胞对凋亡的抑制则是产生多药耐药

的重要原因 ,阐明化疗药诱导凋亡的过程将为合理

安排化疗组合以进一步提高疗效提供理论基础。目

前 ,凋亡信号通过级联反应激活半胱天冬酶

(caspase)系列最终实现凋亡的途径正在受到特别

的关注[ 4 ]。在本实验中 2 种 caspase 抑制剂 Z2
VAD2FM K和 Z2DEVD2FM K都能显著抑制紫杉醇

诱导的细胞凋亡 ,说明在这种药物诱导的凋亡中 ,通

过 caspase实现的途径占主要部分。Z2DEVD2FM K

特异性抑制 caspase23 ,而 Z2VAD2FM K能抑制多种

caspase ,所以后者比前者显示出更加显著的效应。

紫杉醇对肿瘤细胞周期的影响不仅在于诱导凋

亡 ,其独特的 G2期阻滞作用是一个很重要的特

点[ 5 ]。本研究发现紫杉醇对骨肉瘤 M G263 细胞的

G2期阻滞作用所需的紫杉醇浓度远低于其凋亡的

浓度。在 50nmol 作用 36h 后 ,洗去已经死亡的漂

浮细胞 ,在尚存活的细胞中 ,被阻滞于 G2 / M期的占

75 . 79 % ,而且这种阻滞作用也具有浓度依赖性。也

就是说更高的药物浓度将导致更高比例的细胞发生

G2阻滞。本实验最高达到了85 . 9 %的高阻滞率。

在放疗与细胞周期的相关研究中已经证明 G2 / M期

的细胞对射线最敏感 ,而 G1 期的细胞敏感性较差 ,

S期的细胞则放疗不敏感[ 6 ]。这就意味着紫杉醇很

可能对骨肉瘤具有放疗增敏作用 ,值得进一步研究。

(本文图 1～3见封 3)
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