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褪黑素对人骨肉瘤细胞 p53、c － Myc 表达的影响
林 晋1，唐风华1，黄铭珊1，许 颖1，黄志鸿2* ( 1. 福建卫生职业技术学院基础部，福建福州 350101; 2. 福建
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摘要: 目的 研究褪黑素对人骨肉瘤 MG63、U2 细胞 p53、c-Myc 基因表达的调控。方法 体外培养 MG63、U2 细胞，4mmol·L －1 褪黑素干预

24h，实时荧光定量 PCＲ 及免疫印迹法检测 p53 及 c-Myc 基因表达情况。结果 褪黑素作用后，U2 细胞上调 p53 基因表达( P ＜ 0. 05) ; MG63、

U2 细胞下调 c-Myc 蛋白水平表达( P ＜ 0. 05) 。结论 褪黑素可能通过上调 p53 基因及下调 c-Myc 蛋白表达促进骨肉瘤细胞凋亡。
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课题( 2016 － 2 － 2)

Effects of Melatonin on the expression of p53 and c － Myc in Human Os-
teosarcoma Cells
LIN Jin1，TANG Feng-hua1，HUANG Ming-shan1，XU Ying1，HUANG Zhi-hong2* ( 1. Department of Basic
Subjects，Fujian Health College，Fuzhou 350101，China; 2. Public technology service center，Fujian Meidcal
University，Fuzhou 350122，China)

ABSTＲACT: OBJECTIVE To research the regulation of melatonin on the expression of p53 and c-Myc genes in
human osteosarcoma MG63 and U2 cells. METHODS MG63 and U2 cells were cultured in vitro and treated with
4mmol·L －1 melatonin for 24h. The expression of p53 and c-Myc gene were detected by real-time fluorescence quan-
titative PCＲ and western blot. ＲESULTS After the treatment of melatonin the expression of p53 gene in U2 cells
increased significantly( P ＜ 0. 05) and the expression of c-Myc protein in MG63 and U2 cells significantly decreased
( P ＜ 0. 05) . CONCLUSION Melatonin may promote the apoptosis of osteosarcoma cells by up-regulating the ex-
pression of p53 gene and down-regulating the expression of c-Myc protein.
KEY WOＲDS: Melatonin; Osteosarcoma; p53; c-Myc; Ｒeal-time fluorescent quantitative PCＲ; Western blot

骨肉瘤是骨组织的恶性肿瘤，常见于青少年，传统手术联

合化疗( 阿霉素、顺铂、甲氨蝶呤) ，治愈率可达 70%。然而，

骨肉瘤转移及复发患者的生存率却一直没有发生明显变化，

总体 5 年生存率约为 20%〔1〕。目前，骨肉瘤的免疫与基因疗

法为人们所关注，逐渐成为研究的方向与热点，希望减少骨肉

瘤的复发转移，提升骨肉瘤患者的生存率。
p53 是常见的肿瘤相关因子，分为野生型和突变型，野生

型 p53 基因是细胞凋亡的调控因子，控制细胞的凋亡，从而抑

制肿瘤的增殖〔2-4〕。c-Myc 是癌基因 myc 家族的重要成员，与

肿瘤细胞增殖密切相关，在正常机体中表达量极低，其蛋白量

高表达与机体多种恶性肿瘤发展相关。褪黑素是由松果体分

泌的一种神经激素，具有抗氧化、抗炎、免疫调节及抗肿瘤等

多种功能。本课题组前期研究结果表明褪黑素可以抑制人骨

肉瘤 MG63、U2 细胞增殖〔5，6〕，其上调 p53 基因、下调 c-Myc 表

达可能是抑制小鼠前胃癌 MFC 细胞增殖的可能机制〔7〕。那

么，褪黑素抑制骨肉瘤细胞的增殖的机制是否也与 p53 及 c-
Myc 基因表达相关，尚未见相关研究报道。众所周知，MG63
为 p53 缺陷型人骨肉瘤细胞，而 U2 为 p53 野生型人骨肉瘤细

胞〔8〕，那么褪黑素对骨肉瘤细胞的作用是否依赖于 p53 基因，

决定了褪黑素应用于骨肉瘤辅助治疗的可行性。本研究将体

外培养骨肉瘤 MG63、U2 细胞，褪黑素进行干预，进一步研究

褪黑素对人骨肉瘤细胞 p53 及 c-Myc 基因表达的影响，进而

完善褪黑素的抗肿瘤机制，为骨肉瘤的免疫治疗提供新思路。
1 材料与方法

1. 1 培养人骨肉瘤细胞株 MG63、U2 培养人骨肉瘤细胞株
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MG63、U2( 中国科学院上海生命科学研究院) ，培养基分别为

含 10% 胎牛血清( Gibco，Invitrogen 公司) 的 MEM 及 DMEM
( Hyclone) 。当 细 胞 融 合 至 80% 左 右 ( 约 2 天 左 右) ，用

0. 25%胰酶消化 90sec 传代，置于 37℃、5% CO2、100% 湿度

细胞培养箱中，细胞呈贴壁生长。
1. 2 褪黑素干预人骨肉瘤细胞株 MG63、U2 褪黑素( Sigma
公司，MV232. 2) 称取 0. 0464g，用 1mL 无水乙醇完全溶解，用

0. 22m 滤过膜滤过除菌，配成 0. 2mol·L －1 母液，于-80℃冰箱

保存。
两种骨肉瘤细胞均分为褪黑素处理组及阴性对照组。取

对数生长期的 MG63 细胞以 6 × 105 /板的密度接种于 6cm 板，

培养至 80% 融合时，用经 CCK8 和流式细胞术检测作用显著

的 4mmol·L －1褪黑素作用 24h 为褪黑素处理组〔5〕，用含等体

积无水乙醇的 MEM 培养基作用 24h 为阴性对照组。取对数

生长期的 U2 细胞以 8 × 105 /板的密度接种于 6cm 板，培养至

80% 融 合 时，用 经 CCK8 和 流 式 细 胞 术 检 测 作 用 显 著 的

4mmol·L －1褪黑素作用 24h 为褪黑素处理组〔6〕，用含等体积

无水乙醇的 DMEM 培养基作用 24h 为阴性对照组。
1. 3 实时荧光定量 PCＲ 检测两种细胞 c-Myc mＲNA、U2 细

胞 p53 mＲNA 表达 各组细胞分别吸出培养液，加入 Trizol
( 美国 Invitrogen 公司) 1mL 裂解细胞，加入氯仿 0. 2mL 剧烈

震荡，静置，离心后吸取上层 ＲNA，先后两次分别加入等体积

异丙醇及 75%乙醇 1mL，洗涤纯化，溶于 ＲNase-Free 的 DEPC
水中。

测 ＲNA 浓度，取 ＲNA 1g，分别用 PrimeScriptTM ＲT Ｒea-
gent Kit( 日本 TaKaＲa 宝生物公司) 试剂盒逆转录为 cDNA。
c-Myc、p53 和 GAPDH 的序列如下:

c-Myc F: 5 ’-AATGAAAAGGCCCCCAAGGTAGTTATCC-
3’，Ｒ: 5’-GTCGTTTCCGCAACAAGTCCTCTTC-3’;

p53 F: 5’-GTTCCGAGAGCTG AATGAGG-3’，Ｒ: 5’-TTAT-
GGCGGGAGGTAGACTG-3’;

GAPDH F: 5’- TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’，Ｒ: 5’-
AGCTCAGGGATGACCTTGCC-3’。

PCＲ 管中先后加入 2 × SYBＲ Premix Ex TaqTM 10μL、
ddH2O 6. 8μL、cDNA 模板 2μL、引物对 0. 8L、50 × ＲOX Ｒefer-
ence Dye Ⅰ0. 4μL，( 日本 TaKaＲa 宝 生 物 公 司) ，总 体 积 共

20μL。混匀后置于荧光定量 PCＲ 仪( 美国 Applied Biosystems
公司) 。按以下条件进行扩增: 95℃ 预变性 2min，95℃ 变性

15s，60℃延伸 30s，共 50 个循环。用相对定量方法进行分析:

依照公式 ΔΔCt = ( Ct 目的基因-Ct 内参基因) 实验组-( Ct 目

的基因-Ct 内参基因) 对照组，算出 2-ΔΔCt 值，进行统计学分

析。
1. 4 免疫印迹法检测两种骨肉瘤细胞 c-Myc 蛋白，U2 细胞

p53 蛋白的表达 两种骨肉瘤细胞的实验组与对照组分别提

取胞质蛋白，并测蛋白浓度。取蛋白质样品 20μg 进行 SDS-
PAGE 电泳，转移至硝酸纤维膜，用 5% 脱脂牛奶在室温下封

闭 1h 后，用 TBST 缓冲液漂洗 3 次，每次 10 min。加入一抗:

兔抗人多克隆抗体( anti-c-Myc 1: 1000 稀释; anti-p53 1: 2000
稀释; Abcam) ，4℃孵育过夜。TBST 漂洗 3 次，每次 10 min。

加入羊抗兔辣根过氧化物标记的二抗 ( 1 ∶ 1000 稀释，碧云

天) ，37℃摇床温育 1h，TBST 漂洗 3 次，每次 10min。用 Easy-
See Western Blot Kit 进行化学发光，G: BOX 多功能荧光凝胶

成像 仪 进 行 曝 光，曝 光 3 次，每 次 30s。分 析 条 带 灰 度 值

( Quantityone( Bio-Ｒad) 软件) ，进行统计学分析。
1. 5 统计学分析 采用 SPSS 19. 0 软件，实时荧光定量 PCＲ
检测结果计算出的 2-ΔΔCt 值用单样本 t 检验，免疫印迹检测

蛋白水平变化的数据用独立样本 t 检验，均以 P ＜ 0. 05 为差

别有统计学意义。
2 实验结果

2. 1 褪黑素对 MG63 及 U2 细胞 c-Myc mＲNA 表达的影响

如图 1 所示，实时荧光定量 PCＲ 的检测结果表明，4mmol·
L －1褪黑素作用 24h 后，与阴性对照组相比，MG63 及 U2 细胞

c-Myc 基因在 mＲNA 水平表达量未见明显改变，差别无统计

学意义( P ＞ 0. 05) 。

图 1 褪黑素对 MG63 及 U2 细胞 c-Myc mＲNA 表达的影响

2. 2 褪黑素对 U2 细胞 p53 mＲNA 表达的影响 如图 2 所

示，实时荧光定量 PCＲ 的检测结果表明，4mmol·L －1 褪黑素

作用 24h 后，与阴性对照组相比，U2 细胞 p53 基因在 mＲNA
水平表达量明显增高，且差别具有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。

图 2 褪黑素对 U2 细胞 p53 mＲNA 表达的影响

* : P ＜ 0. 05 vs the Negative control group

2. 3 褪黑素对 MG63、U2 细胞 c-Myc 蛋白表达的影响 如图

3 所示，免疫印迹法检测结果表明: 4mmol·L －1 褪黑素干预

24h 后，与阴性对照组相比，MG63 及 U2 细胞 c-Myc 基因在蛋

白水平表达量均明显减少，差别有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
2. 4 褪黑素对 U2 细胞 p53 蛋白表达的影响 如图 4 所示，

免疫印迹法检测结果表明: 4mmol·L －1 褪黑素组作用 24h
后，与阴性对照组相比，U2 细胞 p53 基因在蛋白水平上表达

明显增加，差别有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
3 讨论

p53 属于肿瘤相关基因，其编码一种转录因子，使参与转

录的下游靶基因失活，通过细胞凋亡、细胞周期阻滞〔3、9〕等途

径，从而抑制肿瘤增殖与转移，分为野生型和突变型两种。其

中野生型为抑癌基因，抑制肿瘤增殖; 突变型即 p53 基因失
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活，抑制肿瘤细胞凋亡，进而导致多种肿瘤的发生。p53 的失

活，激活了大量趋化因子和白细胞介素的表达，促进血管生

成、侵袭和转移〔10. 11〕。

图 3 褪黑素对 MG63 及 U2 细胞 c-Myc 蛋白表达的影响

* P ＜ 0. 05 vs the Negative control group

图 4 褪黑素对 U2 细胞 p53 蛋白表达的影响

* P ＜ 0. 05 vs the Negative control group

MG63 即为 p53 缺陷型骨肉瘤细胞，而 U2 为 p53 野生型

骨肉瘤 细 胞。本 课 题 组 前 期 研 究 表 明，褪 黑 素 可 以 抑 制

MG63 及 U2 细胞增殖，并使其细胞周期阻滞在 G2 /M 期〔5，6〕。

本研究结果表明，4mmol·L －1 褪黑素组作用 24h 后，与阴性

对照组相比，褪黑素作用可以上调骨肉瘤 U2 细胞 p53 基因的

表达。目前已有多项研究表明，褪黑素诱导前胃癌 MFC 细

胞、肝癌 HepG2 细胞、人乳腺癌 MCF-7 细胞等凋亡的可能途

径是通过上调 p53 基因的表达〔7、12，13〕。Kim CH 等研究也发

现褪黑素作用可以通过上调 p53 蛋白表达诱导前列腺癌 LN-
Cap 细胞凋亡，而其促凋亡的途径呈 p53 依赖性〔14〕。由此可

见，对于 p53 野生型骨肉瘤 U2 细胞，通过上调其 p53 基因在

mＲNA 及蛋白水平上的表达，可能也是褪黑素抑制其增殖的

途径。
然而约有 50%以上的骨肉瘤病人，位于染色体 17p13 区

的抑癌基因 p53 出现变异，由于 p53 信号的复杂性，因此，褪

黑素对骨肉瘤细胞的抑制作用是否呈 p53 基因，决定了其在

临床应用的广泛性。相关研究表明，诱导凋亡的过程中，c-
Myc 和 p53 具有协同作用，在许多肿瘤中，c-Myc 的高表达和

p53 功能缺失同存在〔15、16〕。Myc 是一种原癌基因，在人类肿

瘤中广泛表达，其蛋白是一种转录因子，参与调节细胞生长增

殖、细胞 周 期、转 录 分 化、凋 亡 等，包 括 c-Myc、N-myc 和 L-
Myc，其中 c-Myc 与肿瘤的增殖与凋亡密切相关〔17〕。有研究

结果表明，c-Myc 在骨肉瘤的复发及转移灶中表达明显增高，

其高表达与在骨肉瘤的复发和转移密切相关〔18〕。由此可见，

降低 c-Myc 表达，从而抑制骨肉瘤增殖，对于减少骨肉瘤的复

发与转移意义重大。
本研究结果表明，4mmol·L －1 褪黑素组作用 24h 后，与

阴性对照组相比，MG63 及 U2 细胞的 c-Myc 基因在 mＲNA 水

平上表达无明显改变，而在蛋白水平上表达明显降低，改变具

有统计学意义。有研究表明，褪黑素通过激活 MT1，可以抑制

脑肿瘤干细胞 X02 中 c-Myc、nestin 基因表达和组蛋白甲基化

来抑制其增殖，并促进紫杉醇在 X02 细胞中的抗癌作用〔19〕。
因此抑制 c-Myc 基因的表达可能是褪黑素抑制肿瘤细胞增殖

的一种机制。Xie 等构建表达反义 c-Myc 片段的重组腺病毒

( Myc-AS) 转染 MG-63 细胞，发现 Myc-AS 可诱导 MG63 细胞

周期发生 G2 /M 期阻滞〔20〕。可见，褪黑素抑制骨肉瘤 MG63
及 U2 细胞增殖，并使其细胞周期阻滞在 G2 /M 期，可能是通

过下调 c-Myc 基因蛋白水平的表达。而褪黑素作用后 c-Myc
基因 mＲNA 水平没有明显变化，可能是褪黑素的调控作用发

生在 c-Myc 基因从 mＲNA 翻译成蛋白的过程，如转录后加工、
转录产物降解、翻译、翻译后加工及修饰等几个层面，具体有

待于进一步研究。
本课题 组 前 期 研 究 也 表 明，褪 黑 素 抑 制 骨 肉 瘤 细 胞

MG63 及 U2 增殖还可以通过上调 Fas 蛋白表达，使细胞周期

阻滞在 G2 /M 期，启动细胞凋亡程序，发挥其抗肿瘤作用。因

此褪黑素对骨肉瘤细胞的抑制作用不依赖于 p53 基因，具有

良好的应用前景，其具体作用机制还有待于进一步研究。
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南非叶总黄酮的体外抗肿瘤活性研究
叶雅沁1，李泳宁1，李小芬1，潘大仁2* ( 1. 福建卫生职业技术学院，福建福州，350101; 2. 福建农林大学，福建

福州，350002)

摘要: 目的 以食管癌细胞为主，全方位的探究南非叶总黄酮的体外抗肿瘤作用。方法 以人胃癌细胞、人食管癌细胞、人肝癌细胞以及人乳

腺癌细胞为对象，采用 CCK8 法检测南非叶总黄酮对上述细胞增殖抑制活性，观察细胞所呈现出的形态，采用 CCK8 法评价南非叶总黄酮对食管

癌细胞( ECA109) 的影响，并采用流式细胞法检测细胞凋亡情况。结果 南非叶总黄酮可以显著的抑制人食管癌 ECA109 细胞增殖，同时还呈

现出量效以及时效关系，当南非叶总黄酮浓度为 500μg·mL －1，持续 72h 作用，抑制率极限情况下可以达到 86. 9% ; 通过荧光倒置显微镜进行观

察后可以发现，细胞有着相对更少的数量，细胞质表现出回缩; 流式细胞法检测显示，G0 /G1 期基因组有着相对更少的水平，S 期与 G2 /M 期基因

组有着相对更高的水平。结论 南非叶总黄酮在体外对食管癌 ECA109 细胞具有较强的抑制作用，可诱导细胞凋亡。
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The Anti － tumor Activity of Total Flavonoids from Bitter Leaf in Vitro
YE Ya-qin1，LI Yong-ning1，LI Xiao-fen1，PAN Da-ren2* ( 1. Fujian health college，Fuzhou 350101，China;

2. Fujian Agriculture and Forestry University，Fuzhou 350002，China)

ABSTＲACT: OBJECTIVE To study the anti-tumor activity of total flavonoids of Bitter Leaf on esophageal cancer
cell ( ECA109) . METHODS CCK8 was used to detect the proliferation inhibitory activity of Bitter leaf total fla-
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