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Abstract
AIM: To investigate the effects of indomethacin (IN) and
casplain (CDDP) on apoptosis of gastric cancer cell line
MGC803 and to provide the theoretic basis for gastric cancer
therapy.

METHODS: Gastric cancer MGC803 cells were treated with
IN and /or CDDP. Proliferation of the cells was detected by
using MTT assay. Apoptosis of cells was measured by us-
ing fluorescence staining, and cell cycle kinetics by flow
cytometry.

RESULTS: Both IN and CDDP were able to restrain the pro-
liferation and induce apoptosis of the cells. There was
dose-dependent and time-dependent cell proliferation in-
duced by IN. High concentration of CDDP (10 mg/L) had
also the time-effect, but a low dose of CDDP (0.1, 1 mg/L)
did not. The percentage of apoptotic cells did not changed
after 24h incubation with a low dose of CDDP. There also
existed good dose-dependent and time-dependent effects
when every concentration of CDDP combined with moderate
dose IN (200 µmol/L). Low dose CDDP with IN had the similar
effect to that of high dose CDDP alone.

CONCLUSION: IN and CDDP have the synergistic action
when they work together on gastric cancer cell line MGC-
803 and perhaps IN can antagonize the chemo-resistance
of gastric cancer to other chemical drugs.
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摘要

目的: 探讨吲哚美辛(indomethacin IN) 顺铂(cisplatin

CDDP)对胃癌细胞株MGC803凋亡的影响 为寻求新的

胃癌治疗策略提供理论依据.

方法: MGC803细胞经 IN CDDP处理后 用MTT法检

测药物对细胞增生的抑制; 荧光染色检测细胞凋亡率; 流式

细胞仪测定细胞周期.

结果: IN CDDP均可抑制MGC803细胞的增生 并诱导

其凋亡; IN对胃癌细胞系MGC803的作用有较强的量效和

时效依赖关系; 高浓度的CDDP (10 mg/L)对此胃癌细胞系

有较强的时效依赖关系 而低浓度的CDDP (0.1 mg/L

1 mg/L)在作用24 h 后 由于肿瘤细胞的耐药机制 细

胞凋亡率不再发生改变; 中等剂量IN(200 umoL/L)加各种浓

度CDDP对此胃癌细胞系也有较强的量效和时效依赖关

系 且加 IN后 低浓度的顺铂诱导凋亡作用接近于单独

作用组高浓度顺铂的效用.

结论: 吲哚美辛与顺铂对胃癌细胞株MGC803 有协同作

用 IN可能能够对抗胃癌对化疗药物的耐药.
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0   引言

细胞凋亡是一种不同于坏死的生理性死亡方式 他与

胃癌的发生 发展以及对放化疗的敏感性密切相关[1-4]

研究表明 大多数化疗药物的主要作用机制在于诱导敏

感靶细胞发生凋亡 对化疗耐药的肿瘤细胞 其耐药机

制除了肿瘤细胞能过度表达mdrl编码的P糖蛋白增加

药物排出外 还在于能抵抗药物诱导的凋亡[5-11]. 近年来

的研究表明 非甾体抗炎药(NSAID)对恶性肿瘤尤其是

消化系统肿瘤有较好的作用 其可能机制: 抑制环氧化

酶2(COX-2) 诱导细胞凋亡 抗血管生成等[12-19]. NSAID

对结直肠癌的防治从流行病学观察 动物实验及体外

研究均已得到证实[20-22] 而对于胃癌 这方面的研究

尚处于初始阶段. 诱导癌细胞凋亡是NSAID与细胞毒性

药物抗肿瘤共有的作用机制 二者联合应用可能具有

协同作用 这一点已有人在肝细胞癌的动物实验中得

到证实[23]. 我们通过MTT 流式细胞仪 荧光染色等

方法 观察吲哚美辛(IN) 顺铂(CDDP)在体外对胃癌细



有明显的持续下降趋势外 低浓度 (0.1 1.0 mg/L) 的

CDDP组两条曲线在作用24 h后均无明显下降趋势(图2).

200 µmoL/L的 IN加各浓度的CDDP后各条曲线均可看
到明显的持续下降趋势(图3).

图1  IN对胃癌细胞MGC803作用.

图2  CDDP对胃癌细胞MGC803作用.

图3  IN (200 µmol/L)加CDDP对MGC803作用.

2.2 药物对胃癌细胞周期的影响  MGC803细胞经不同

浓度的IN CDDP作用48 h后 细胞周期均发生明显的

改变. IN作用后表现为 G0/G1期细胞比例增加 S期

及G2/M期下降; CDDP作用后表现为 S期增加 G2/M

期下降. CDDP和IN对细胞周期的影响均具有明显的量

效依赖关系(表1-2).

2.3 药物对胃癌细胞凋亡的影响  荧光染色计算凋亡细

胞数可发现 IN 对MGC803 细胞凋亡具有明显的浓

度 时间依赖性 随着药物浓度的增加及时间的延
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胞株MGC-803凋亡的影响 并探讨其可能作用机制

为寻求新的胃癌治疗策略提供试验室依据.

1   材料和方法

1.1 材料  人胃癌细胞系MGC803购自湘雅医学院细胞

中心; 主要试剂: RPMI1640培养液(GibcoBRL公司) 小

牛血清(杭州四季青公司) 噻唑蓝(MTT Sigma) 溴

乙定(EB, Sigma) 丫啶橙(AO, Sigma) 顺铂(山东齐鲁

制药厂 培养基溶) 吲哚美辛(Sigma 二甲基亚砜

溶 培养基稀释)

1.2 方法  MGC803培养于含100 mL/L灭活小牛血清的

RPMI1640 培养液中 置37 50 mL/L的 CO2培养

箱内培养.

1 .2 .1  药物对细胞增生的影响  以 5 10 3/ 孔接种

MGC803 细胞于 96 孔培养板 每孔设 3 个复孔 与

终浓度分别为CDDP 0.1 1.0 10.0 mg/L; IN(1)50

100 200 µmol/L; 中等剂量 IN (200 µmol/L) 上述各种
浓度CDDP(空白对照:培养基加生理盐水 试验对照:

MGC803 细胞加生理盐水). 分别共同孵育 12 24

48 72 h 后 每孔加20 µL 的MTT 继续培养4 h
弃上清 加150 µL二甲基亚砜(DMSO)使MTT结晶完
全溶解 酶联免疫检测分析仪测定570 nm处的吸光度

A值(A570nm) 并计算该浓度下的抑制率 [(对照组A570nm-

试验组A570nm)/对照组A570nm] 100% 根据回归计算各

组半抑浓度.

1.2.2 药物对细胞周期的影响  将终浓度分别为CDDP

0.1 1.0 mg/L 10.0 mg/L; IN50 100 200 µmoL/L
与MGC803细胞共同作用48 h后 常规消化细胞 离心

PBS洗 2次 每管加入700 mL/L的冰乙醇1-1.5 mL

使每个样品含细胞数至少106个 -20 固定 3 d后

经流式细胞仪测定细胞周期中不同时相的细胞数.

1.2.3 药物对细胞凋亡的作用  将细胞与终浓度分别为

CDDP0.1 1 10.0 mg/L; IN50 100 200 µmol/L;
IN(200 µmoL/L )+上述各浓度的CDDP组分别作用12
24 48 h 将各组细胞全部收集离心 弃上清加入PBS

洗3次 分别制成细胞悬液 加入终浓度均为100 mg/L

的 AO EB 充分混匀 滴于玻片上 分别计数至

少200个细胞的凋亡比率. 早期凋亡细胞核染色质着绿

色 呈固缩状或圆珠状. 晚期凋亡细胞核染色质着桔红

色 呈固缩状或破裂状. 坏死细胞核染色质着桔红色

呈正常细胞结构.  活细胞核染色质着绿色 呈正常细

胞结构[ 24].

2   结果

2.1 药物对胃癌细胞增生的影响  MTT法测定各组药物

对MGC803细胞株抑制作用 并绘制时效依赖曲线. 各

浓度IN对胃癌细胞株MGC803的作用具有时间依赖性

随着时间的延长 吸光值减少 表明活细胞数减少 细

胞增生受抑(图1). 除高浓度(10.0 mg/L)的 CDDP组曲线
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长 凋亡率明显增加. 高浓度的CDDP细胞凋亡率随时

间明显增加 而低浓度的CDDP (0.1 1 mg/L)作用于

胃癌细胞24 h 后 细胞凋亡率不再发生改变. 中等剂

量的 IN (200 µmol/L)加各浓度的顺铂作用后 凋亡率
随时间明显增加 IN加小剂量的CDDP后 细胞凋亡

率接近于较大剂量顺铂(图4).

表1  IN对MGC803细胞周期的影响

浓度(µmol/L)            G0/G1   S             G2/M

0 0.58 0.30 0.11

           50 0.67 0.23 0.10

         100 0.72 0.18 0.09

         200 0.80 0.15 0.04

表2  CDDP对MGC803周期的影响

浓度(mg/L) G0/G1    S            G2/M

         0 0.58 0.30 0.11

     0.1 0.51 0.38 0.12

      10 0.51 0.40 0.08

    100 0.53 0.47 0.00

图4  IN, CDDP诱导胃癌细胞株MGC803凋亡.

3   讨论

胃癌化学治疗的主要作用机制为诱导肿瘤细胞凋亡

诱导凋亡能力的强弱与化疗敏感性密切相关 在化疗基

础上辅以促凋亡药物可显著提高胃癌的化疗敏感性[25].

NSAID 长期用于风湿 类风湿疾病的治疗 近些年

研究表明 常规服用NSAID可显著降低消化系统恶性

肿瘤的发病率和死亡率. 诱导癌细胞凋亡是NSAID与

细胞毒性药物抗肿瘤共有的作用机制 在常规化疗基

础上辅以NSAID 可增强治疗效果 这在结肠癌的体

内 体外试验中均已得到证实[26]. Ogino et al [27]通过对

子宫颈癌细胞的体外研究发现 IN对CDDP 5 FU

等化疗药物具有增效作用 这些化疗药物与 IN 合用

后 其在细胞内的浓度与未加 IN组相比 明显增加.

也有人通过对胶质瘤 肺癌的研究发现 虽然IN可增

加其他一些化疗药物如阿霉素 长春新碱等的细胞毒

作用 但对CDDP 无影响. 我们采用体外细胞培养的

方法 观察 IN CDDP 对胃癌细胞株MGC803 增生

和凋亡的影响. 研究发现 IN对 CDDP具有协同 增

效作用; 经 IN 处理的MGC803 细胞 生长明显受抑

其抑制率与 IN的浓度和作用时间有相关性 表明IN

能有效地抑制MGC803细胞的生长 提示可能会在胃

癌的治疗中发挥作用. 经CDDP处理的MGC803细胞

高浓度组(10 mg/L)有较好的时间相关性 低浓度组

(0.1 1 mg/L)在药物作用24 h 后 对细胞增生的抑制

作用逐渐丧失 这可能与肿瘤细胞的耐药机制有关.

CDDP加 IN处理后 有较好的时效 浓度相关性 且

小剂量CDDP加 IN后 接近于大剂量CDDP的效用

IN对CDDP具有协同 增效作用 这与上述文献报道

基本一致.

       近些年来的研究表明 某些肿瘤细胞凋亡存在细

胞周期的特异性 表现为不同因素诱导的细胞凋亡发

生在细胞周期的不同时相 这类细胞凋亡的发生 往

往是细胞先被阻滞在细胞周期的某一时相 然后发生

细胞凋亡. 许多抗肿瘤药物正是通过诱导细胞周期特异

性细胞凋亡 达到治疗目的的. 我们的研究发现 IN

处理后的胃癌细胞株MGC803 经流式细胞仪检测发

现 细胞周期发生了变化 其中 G0/G1期细胞比例增

加 S 期及G2/M 期下降 说明 IN 作用在S 期和G2/

M期 使G0/G1期细胞堆积,这与有关文献研究结果相

一致[28-29]. MGC803 细胞经CDDP处理后 S期增加

G2/M期下降 说明细胞受阻于S期 不能进入G2/M期.

IN和CDDP分别作用于MGC803细胞周期的不同位点

可能是 IN对CDDP具有协同 增效作用原因之一.

        肿瘤细胞对CDDP的耐药机制目前尚不十分清楚

有研究表明 化疗药物产生耐药的原因之一是化疗药

物接触肿瘤细胞后可诱导肿瘤细胞COX-2表达增加,进

而诱导抗凋亡基因Bcl-2的表达. 在传统的化疗方案中

联合应用NSAID可阻断这一耐药机制 提高化疗疗效.

Zhou et al [30]报道了IN尚可通过上调胃癌细胞bax bak

的表达以及激活caspase-3而发挥抗肿瘤效果. 新近研究

还表明 胃癌细胞对CDDP的耐药机制之一是CDDP可

诱导凋亡抑制基因家族(IAP)的新成员survivin的表达增

加[31-32]. 本研究显示 随着作用时间的延长 MGC803

细胞对低剂量的CDDP易产生耐药 而低剂量CDDP加

IN后 抑制胃癌细胞增生 诱导凋亡作用明显增加,接

近于大剂量CDDP. 这可能与IN能够拮抗化疗药物诱导

COX-2 的表达有关. 此外 IN 是否能抑制胃癌细胞

survivin的表达 尚有待于进一步研究.

       总之 本实验发现IN能有效抑制胃癌细胞株MGC803

的增生 对 CDDP 有协同 增效作用 能有效地克

服胃癌细胞对低浓度CDDP的耐药的发生 且IN价格

低廉 药源充分 深入研究其作用机制和体内抗癌剂

量 以减少化疗药物的用量 提高疗效 减少药物的毒

副作用 无疑具有重大的临床意义.
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