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[摘要] 目的 研究吲哚-2,3-二酮(ISA)对SH-SY5Y细胞增殖与迁移的影响及其机制。方法 采用CCK-8
实验检测ISA对SH-SY5Y细胞活力的影响,并计算其半致死浓度(IC50值)作为后续实验中浓度设定的参考值。

以IC50值为依据,向SH-SY5Y细胞中分别加入总浓度为0、50、100、200μmol/L的ISA(A、B、C、D组),采用平板克

隆实验、划痕实验、细胞凋亡率检测及PI染色流式细胞仪(FCM)分析实验检测ISA对各组SH-SY5Y细胞增殖、迁
移、凋亡及细胞周期的影响。采用 Westernblot实验检测各组SH-SY5Y细胞中Bax、Bcl2等蛋白的相对表达量。

结果 CCK-8实验结果显示,随着ISA浓度的增加,SH-SY5Y细胞活力明显下降(F=1632.62,P<0.05);平板克

隆结果显示,随着ISA药物浓度的增加,细胞的集落形成能力被抑制(F=1038.21,P<0.05);划痕实验结果显示,

细胞的迁移能力随着ISA浓度的增加而明显下降(F=147.86,P<0.05);流式细胞仪检测结果显示,随着ISA浓度

增加,细胞的凋亡率明显增高(F=557.71,P<0.05);PI染色法结果显示,随着ISA浓度的增加,细胞的G1周期构

成比明显增高(F=632.38,P<0.05);Westernblot实验结果显示,随着ISA浓度的增加p-JAK2、p-STAT3及Bcl2
蛋白的表达量明显下降(F=286.56~541.13,P<0.05),而Bax的蛋白表达水平则明显升高(F=464.50,P<
0.05)。结论 ISA可以有效地抑制神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞的增殖以及迁移,其抑制作用可能是通过调节

JAK2/STAT3通路实现的。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectsofindole-2,3-dione(ISA)ontheproliferationandmigrationofSH-

SY5Ycellsandtheunderlyingmechanisms. Methods CCK-8assaywasusedtoassesstheeffectofISAontheviabilityofSH-

SY5Ycells,andhalfmaximalinhibitoryconcentration(IC50)wascalculatedandusedasthereferencevalueofconcentrationset-

tinginsubsequentexperiments.OnthebasisofIC50,SH-SY5YcellswereaddedwithISAatthefinalconcentrationsof0,50,

100,and200μmol/L(groupsA,B,C,D,respectively).TheeffectsofISAontheproliferation,migration,apoptosis,andcell

cycleofSH-SY5Ycellsweredeterminedbyplatecloning,scratchassay,cellapoptosisratedetection,andPIstainingflowcytome-

tryanalysis.WesternblotassaywasusedtodeterminetherelativeexpressionofproteinssuchasBaxandBcl2inSH-SY5Ycells.

Results TheCCK-8assayshowedthattheactivityofSH-SY5YcellsdecreasedsignificantlywiththeincreaseinISAconcentration
(F=1632.62,P<0.05).PlatecloningshowedthatthecolonyformationabilityofthecellswasinhibitedwiththeincreaseinISA

concentration(F=1038.21,P<0.05).Scratchtestshowedthatthemigrationabilityofcellsdecreasedsignificantlywiththein-

creaseinISAconcentration(F=147.86,P<0.05).FlowcytometryshowedthatwiththeincreaseinISAconcentration,theapop-

tosisrateofcellsincreasedsignificantly(F=557.71,P<0.05).PIstainingshowedthatwiththeincreaseinISAconcentration,the

proportionofcellsintheG1phaseincreasedsignificantly(F=632.38,P<0.05).WesternblotshowedthatwiththeincreaseinISA

concentration,theexpressionofp-JAK2,p-STAT3,andBcl2decreasedsignificantly(F=286.56-541.13,P<0.05),whilethe

expressionofBaxincreasedsignificantly(F=464.50,P<0.05). Conclusion ISAcaneffectivelyinhibittheproliferationandmi-

grationofneuroblastomaSH-SY5Ycells,whichmaybeachievedbyregulatingtheJAK2/STAT3pathway.
[KEYWORDS] Neuroblastoma;Isatin;Januskinase2;STAT3transcriptionfactor;Signaltransduction;Cellproliferation;
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  神经母细胞瘤起源于交感神经系统[1-2],常用的

治疗手段有化疗、手术切除、高剂量化疗联合自体干

细胞挽救(ASCR)等[3]。然而临床常用的化学合成

药物具有毒副作用大、治疗效果不佳且伴有明显的

骨髓抑制等缺点[4],从而限制了这些化学合成药物

的临床应用。
吲哚-2,3-二酮(ISA)是天然存在于自然界的吲
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哚类化合物,是我国独创Ⅰ类天然抗癌新药靛玉红

的单体结构,具有抗病毒、抗肿瘤等作用[5-7]。Janus
激酶(JAK)属于酪氨酸激酶家族,由TYK2、JAK1、

JAK2、JAK34个成员组成。JAK2作为多种生长

因子和细胞因子激活信号通路的调节器,在多种细

胞类型中高表达[8]。研究发现,激活JAK2/STAT3
信号通路可促进多种人类肿瘤如胶质母细胞瘤、肺
癌、肝癌等的发生和进展[9-10],阻断该通路可抑制细

胞增殖,并诱导肿瘤细胞的凋亡[11-13]。本研究通过

探讨ISA对神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞抗肿瘤的

作用及机制,旨在为神经母细胞瘤的治疗提供有益

的参考价值。

1 材料与方法

1.1 试剂与抗体

神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞购自中科院上海

细胞库,ISA购自上海阿拉丁生化科技股份有限公

司;GAPDH 抗体、p-JAK2抗体、p-STAT3抗体、

Bax抗体、Bcl2抗体购买于英国 Abcam 公司;An-
nexinV-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒购自上海翌

圣生物科技股份有限公司;CCK-8试剂盒、PI染色

液、牛血清白蛋白(BCA)蛋白浓度测定试剂盒均购

自北京索莱宝生物科技有限公司。

1.2 细胞培养

使用DMEM高糖培养基+体积分数0.10的胎

牛血清+青链霉素混合溶液(100kU/L青霉素和

100mg/L链霉素)配置完全培养基,然后将SH-
SY5Y细胞养于含有完全培养基的细胞培养瓶中,
并置于37℃、含体积分数0.05CO2的恒温培养箱

中培养,待细胞进入对数生长期后,进行后续实验。

1.3 CCK-8实验检测ISA对SH-SY5Y细胞活力

的影响

将对数生长期的SH-SY5Y细胞接种于96孔

板中,每孔1000~2000个细胞,向每孔中加入含不

同浓度 (0、10、25、50、100、150、200、250、300、400、

500、800μmol/L)ISA的完全培养基,放入37℃、
含体积分数0.05CO2的培养箱中培养48h后,向每

个孔中加入10μLCCK-8溶液继续孵育2h。酶标

仪测量波长450nm的各孔吸光度(A)值,计算不同

浓度下细胞活力及半致死浓度(IC50值)。

1.4 平板克隆实验检测ISA对SH-SY5Y细胞克

隆形成能力的影响

将对数生长期的SH-SY5Y细胞接种于6孔板

中,每孔约500个细胞,置于培养箱中培养24h后,

分别加入含有0、50、100、200μmol/LISA(A~D
组),培养箱中培养1~2周,孔中可见克隆形成时终

止培养。甲醇固定细胞15min,弃固定液,结晶紫

染色细胞10min,洗去染色液,自然风干。肉眼计

数克隆数,计算克隆形成率。

1.5 划痕实验检测ISA对SH-SY5Y细胞迁移能

力的影响

将对数生长期的SH-SY5Y细胞接种于内含完

全培养基的6孔板中,每孔约50000个细胞,当细

胞融合度约为90%时,用200μL枪头垂直于培养

板进行划痕。用PBS清洗细胞3次后,每孔加入

2mL无血清培养基,并分别加入含有0、50、100及

200μmol/LISA(A~D组)无血清培养基继续培

养。于第0、12、24和48小时时显微镜下拍照,计算

划痕面积。

1.6 ISA对SH-SY5Y细胞凋亡的影响

将对数生长期的SH-SY5Y细胞,接种于6孔

板中,每孔约10000个细胞,分别加入含有0、50、

100、200μmol/LISA(A~D组),培养48h后。按

AnnexinV-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒说明书

的操作要求,用流式细胞仪进行细胞凋亡的检测,并
计算细胞凋亡率。

1.7 ISA对SH-SY5Y细胞周期的影响

将处于对数生长期的SH-SY5Y细胞培养于细

胞培养瓶中,分别加入含有0、50、100、200μmol/L
ISA(A~D组)的完全培养基,置于培养箱中培养

48h后,按照PI染色试剂盒说明书对细胞进行处

理,用流式细胞仪进行细胞周期的检测,计算G1期
细胞构成比。

1.8 Westernblot实验检测ISA对SH-SY5Y细

胞中p-JAK2、p-STAT3、Bcl2、Bax蛋白相对表达量

的影响

收集终浓度为0、50、100、200μmol/LISA处

理48h后的SH-SY5Y细胞(A~D组),RIPA裂解

液处理后提取总蛋白,BCA法测蛋白浓度后进行电

泳,PVDF转膜后用封闭液室温封闭2h,TBST清

洗3次,一抗孵育过夜,TBST清洗3次,二抗孵育

1h。按ECL发光液说明书孵育PVDF膜,成像仪

显影并拍照。以GAPDH的条带结果为内参照,将
目的蛋白与内参的条带进行比较,以计算目的蛋白

的相对表达量。

1.9 统计学方法

采用SPSSStatistics22进行统计学分析。以

上实验每组细胞均设置3个复孔,重复测量3次,结
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果取均值。计量资料以􀭺x±s 表示,多组间比较采

用单因素方差分析或重复测量设计的方差分析,组
间两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 ISA对SH-SY5Y细胞活力的影响及其IC50值

CCK-8实验结果显示,以终浓度为0、10、25、

50、100、150、200、250、300、400、500、800μmol/L的

ISA处理SH-SY5Y细胞48h以后,SH-SY5Y细

胞的细胞活力分别为(100.00±0.73)%、(97.56±
0.58)%、(95.10±0.55)%、(90.00±1.04)%、(86.62±
0.39)%、(84.29±0.77)%、(80.26±0.93)%、(69.97±
0.91)%、(62.71±1.04)%、(57.48±1.04)%、(40.33±
1.04)%、(22.68±0.79)%,随着ISA浓度的递增,

SH-SY5Y细胞的活力逐渐下降(F=1632.62,P<
0.05)。计算得到ISA作用SH-SY5Y细胞48h后

的IC50值为300μmol/L,小于IC50值的浓度对细胞

没有毒性,故后续的实验选用的ISA浓度为0、50、

100、200μmol/L。

2.2 各组SH-SY5Y细胞集落形成能力的比较

平板克隆实验的结果显示,A~D组的克隆形

成率分别为(100.00±1.99)%、(79.88±1.32)%、
(52.82±1.09)%、(25.75±1.08)%,随着ISA浓度

的增加,SH-SY5Y细胞的集落形成能力逐渐下降

(F=1038.21,P<0.05),各组间两两比较差异均具

有显著性(t=11.91~46.43,P<0.05)。

2.3 各组SH-SY5Y细胞迁移能力的比较

重复测量设计的方差分析结果显示,组别、时间

及组别和时间的交互作用对SH-SY5Y细胞迁移能

力均具有明显影响(F组别=379.00,F时间=291.00,

F组别*时间=2.84,P<0.05);单独效应分析结果显

示,随着时间的延长,A~D组SH-SY5Y细胞的迁

移能力逐渐增强(F=94.83~153.77,P<0.05),同
一组内不同时间点两两比较差异均具有显著性(t=
5.90~23.14,P<0.05),不同时间点各组之间整体

比较差异有显著性(F=39.87~222.00,P<0.05),
各组之间两两比较差异也具有显著意义(t=3.57~
34.28,P<0.05)。见表1。

2.4 各组SH-SY5Y细胞凋亡率的比较

检测结果显示,A~D组的凋亡率分别为(4.29±
0.17)%、(6.16±0.21)%、(8.74±0.34)%、(17.01±
0.51)%,随着ISA浓度的升高,细胞的凋亡率逐渐

升高(F=557.71,P<0.05),各组间两两比较差异

均具有显著性(t=9.06~33.41,P<0.05)。

2.5 各组SH-SY5Y细胞中G1期细胞构成比比较

检测结果显示,A~D组的G1期细胞构成比分

别为(35.33±1.17)%、(42.59±0.13)%、(54.04±
0.21)%、(58.09±0.13)%,随着ISA浓度的升高,

SH-SY5Y细胞G1期细胞构成比显著性增高(F=
632.38,P<0.05),各组间两两比较差异具有显著性

(t=8.67~123.68,P<0.05)。

2.6 各组SH-SY5Y细胞中Bax、Bcl2及p-JAK2、

p-STAT3蛋白相对表达量比较

实验结果显示,A~D组Bax的蛋白相对表达

量随ISA浓度的增高明显升高(F=464.50,P<
0.05),而p-JAK2、p-STAT3、Bcl2蛋白相对表达量

随ISA浓度的升高明显降低(F=286.56~541.13,

P<0.05),各组间两两比较,上述4种蛋白的表达

差异均具有显著性(t=5.75~50.46,P<0.05)。见

表2。

表1 各组SH-SY5Y细胞迁移率比较(χ/%,n=9,􀭵x±s)

组别 第12小时 第24小时 第48小时

A组 60.41±1.93 70.33±0.64 86.55±0.75
B组 48.89±2.39 61.56±1.82 68.66±1.08
C组 37.56±2.43 44.47±2.75 59.11±2.18
D组 27.01±1.48 35.71±1.28 50.72±2.51

表2 各组SH-SY5Y 细胞中 p-JAK2、p-STAT3、Bcl2、

Bax蛋白的相对表达量比较(n=9,􀭵x±s)

组别 p-JAK2 p-STAT3 Bcl2 Bax

A组 1.00±0.02 1.00±0.02 1.00±0.02 1.00±0.05
B组 0.69±0.03 0.69±0.02 0.76±0.02 1.62±0.12
C组 0.51±0.03 0.41±0.03 0.51±0.03 2.86±0.11
D组 0.30±0.01 0.28±0.01 0.26±0.01 4.17±0.08

3 讨  论

肿瘤侵袭和转移是一个高度有序、非随机、器官

选择性的过程,涉及一系列复杂的步骤[14]。神经母

细胞瘤的相关性死亡大多数发生于淋巴结和骨骼转

移[15]。因此,抑制癌细胞侵袭和迁移对于肿瘤的治

疗至关重要[16]。
随着细胞生物学、肿瘤基因学研究的不断深入,

寻找作用效果好、毒副作用低、特异性强的新型抗肿

瘤药物已成为当今抗肿瘤药物研究的重要发展方

向。近年来,全球的目光纷纷聚集于能够直接靶向

作用肿瘤细胞、对正常细胞损伤较小的天然小分子

化合物类药物(如长春碱、长春新碱等)的研究。

ISA作为天然吲哚类化合物[16],具有多种药理学活
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性,如神经保护、抗菌和抗病毒等活性[17]。既往研

究发现,ISA还具有促进细胞凋亡和抑制细胞增殖

的作用[18-20]。

JAK2是一种广泛表达的非受体蛋白酪氨酸激

酶,可作为多种生长因子(包括白细胞介素、干扰素、
生长激素、促红细胞生成素和瘦素)和细胞因子受体

激活的信号通路的调节器。JAK2可由多种细胞因

子(包括生长激素、干扰素γ)、生长因子(包括EGF
和PDGF)和GPCR配体激活,并参与细胞的增殖与

迁移。

JAK2激活STAT3后,被激活的STAT3转移

到细胞核中,进一步激活各种靶基因的转录[21-23]。

STAT3作为众多致癌信号通路的汇合点,在肿瘤形

成中发挥着重要的作用。大量证据表明STAT3可

参与细胞凋亡以及肿瘤细胞的增殖和侵袭[1]。既往

的研究表明,在神经母细胞瘤中,肿瘤细胞的迁移可

能与p-STAT3的表达下降有关[24]。p-STAT3是

STAT3的活化形式,异常的STAT3信号传导是肿

瘤恶性进展的关键过程,并由JAK2诱导[24]。
针对神经母细胞瘤增殖能力强、易转移的特性,

本研究对ISA在神经母细胞瘤SH-SY5Y细胞中的

抑制作用进行了深入探究。通过CCK-8实验检测

不同浓度ISA对SH-SY5Y细胞活力的影响,结果

显示随着ISA浓度的升高,SH-SY5Y细胞活力逐

渐下降,计算得出ISA作用于SH-SY5Y细胞48h
的IC50值为300μmol/L,小于IC50值的浓度对细胞

没有毒性,因此选用0、50、100、200μmol/L为后续

实验的浓度。本研究采用平板克隆实验、划痕实验

分别检测ISA对SH-SY5Y细胞克隆形成能力和迁

移能力的影响,结果显示不同浓度的ISA处理SH-
SY5Y细胞后,随着ISA浓度的增加,细胞的克隆形

成率和迁移率均明显下降,这表明ISA显著抑制了

SH-SY5Y细胞的克隆形成能力和迁移能力。当肿

瘤细胞的凋亡机制被破坏,细胞生长不再受到限制

时,肿瘤便会随之发生和发展。若能够重新激活肿

瘤细胞的凋亡机制,就有望实现治疗肿瘤的目标。
细胞周期在抗癌药物筛选中是一个主要的关注点,
细胞生长需要经历G1、S、G2与 M 期,细胞从G1进
入S期为关键点,决定了细胞周期能否继续。为了

探究ISA对SH-SY5Y细胞的凋亡和细胞周期的影

响,本研究采用 AnnexinV-FITC/PI试剂和PI染

色流式细胞仪分别检测ISA对SH-SY5Y细胞的凋

亡和细胞周期的影响,结果显示不同浓度的ISA作

用于SH-SY5Y细胞后,随着ISA浓度的增高,SH-

SY5Y细胞的凋亡率明显升高,且G1期细胞构成比

显著增高。Bax和Bcl2同属于Bcl2家族,Bax为促

细胞凋亡的因子,而Bcl2为抗细胞凋亡因子,均为

参与细胞凋亡的重要生物学因子。JAK2、STAT3
作为JAK2/STAT3通路的重要成员,p-JAK2以及

p-STAT3的表达水平变化可反映ISA能否通过此

信号通路发挥抑制肿瘤发生与发展的作用。本研究

Westernblot实验结果表明,SH-SY5Y 细胞中的

Bax的蛋白相对表达量随ISA浓度的增高明显升

高,而p-JAK2、p-STAT3和Bcl2蛋白相对表达量

随ISA浓度的升高明显下降,表明ISA可以促进

Bax蛋白表达,同时抑制p-JAK2、p-STAT3、Bcl2
蛋白的表达。

综上所述,本研究结果显示,ISA对神经母细胞

瘤SH-SY5Y细胞的增殖与迁移具有显著的抑制作

用,其抑制作用可能是通过JAK2/STAT3通路实

现。ISA有望为神经母细胞瘤的临床治疗提供新的

思路,具有乐观的应用前景。
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