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华蟾素联合顺铂对人骨肉瘤 U2OS细胞增殖和凋亡的影响 *
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摘要目的：研究华蟾素联合顺铂对人骨肉瘤 U2OS细胞增殖和凋亡的影响,并探寻联合治疗增敏的可能分子机制。方法：采用不

同浓度的华蟾素、顺铂单药和华蟾素联合顺铂处理人骨肉瘤 U2OS细胞 1-3天，通过 CCK-8法检测其对 U2OS细胞生长的抑制

作用；平板克隆实验检测其对 U2OS细胞集落形成能力的影响；流式细胞仪检测其对 U2OS细胞凋亡的影响；RT-PCR及Western

blotting检测 Bax、Bcl-2、caspase-3、caspase-9等凋亡相关分子 mRNA及蛋白水平的表达。结果：单用华蟾素或顺铂均可以浓度

和时间依赖的方式抑制骨肉瘤 U2OS细胞的增殖并诱导其凋亡，两药联合应用具有协同效应，并可以上调促凋亡基因 Bax下调

抑制凋亡基因 Bcl-2的表达；联合用药组凋亡相关蛋白 caspase-3、caspase-9的表达较单药组明显增加。结论：华蟾素联合顺铂与单

一用药相比能够显著抑制人骨肉瘤细胞 U2OS细胞的增殖，促进其凋亡，两药联合应用对骨肉瘤细胞的杀伤效应具有一定的协

同效应，其机制可能与激活凋亡通路有关。
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Effect of Cinobufacini plus Cisplatin on the Proliferation
and Apoptosis of Osteosarcoma U2OS Cells*

To explore the effect of Cinobufacini plus Cisplatin (CDDP) on the proliferation and apoptosis of U2OS

cell line, and explore the possible molecular mechanism of combination therapy. U2OS cells were treated with different

concentrations of Cinobufacini and CDDP or in combination for one to three days. The proliferation of U2OS was tested by CCK-8

assay. The clonality of U2OS was assessed by clone formation assay. The cell apoptosis was detected by flow cytometer. The expression

of apoptosis related genes and proteins was detected by RT-PCR and Western blot. Cinobufacini or CDDP could inhibit the

proliferation and induce the apoptosis of U2OS cells in a dose- and time-dependent manner. However, combination of two drugs could

inhibit the cell clone formation and markedly promote the cell apoptosis. Combination of two drugs had synergistic effect on the cell

proliferation and apoptosis. The pro-apoptosis gene Bax was up-regulated and suppression apoptosis Bcl-2 was significantly down

regulated in the combination group. The expression of apoptosis associated proteins caspase-3 and caspase-9 in the combined

administration group were obviously increased. Cinobufacini and cisplatin could significantly inhibit the proliferation and

induce apoptosis of osteosarcoma cell, combination these two drugs had synergistic effect, its mechanism might be related to the

activation of apoptosis pathway.
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前言

骨肉瘤（osteosarcoma）是一类起源于间叶组织的骨骼系

统最多见的原发性恶性骨肿瘤，好发于青少年阶段和 60岁以

上的老龄人群，其发病率占原发骨肿瘤的 35%左右，恶性程度

高，发生远处转移早且预后差[1-3]。自上世纪 70年代开始引入

"新辅助化疗 "概念后，使得患者的 5年生存率从不足 20%提

高到 60%，保肢手术的开展，也使得患者的生存质量得到显著

提高[1，4]。近 40年来，虽然治疗方案在不但改进，但是骨肉瘤患者

的 5年生存率并没有显著提高，这使得骨肉瘤治疗处在瓶颈期。

目前，以顺铂（Cisplatin，CDDP）为代表的铂类经典化疗药

物已经成为临床上骨肉瘤新辅助化疗治疗方案中的基础一线

用药[5]，这些经典化疗药物往往依赖增大剂量而提高疗效，但高

剂量化疗药物的应用，伴随而来则是不可避免地导致全身毒副

作用的发生，如肾毒性、耳毒性、神经毒性等。除此之外，长时间

应用顺铂还会导致耐药性的发生，临床上往往因为内生性或获
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得性耐药以及不能忍受的毒副作用而最终导致化疗失败[6]。近

年来，研究人员逐渐把目光转向联合用药，以减轻单一化疗药

物的毒副作用，延缓耐药性的产生，从中寻求突破[7-9]。国内外大

量研究表明，华蟾素（Cinobufacini, CB）能够有效的抑制血液系

统肿瘤和实体瘤的生长，其通过多种途径或方式诱导肿瘤细胞

发生凋亡[10-17]。在本研究中,我们应用人成骨肉瘤细胞系 U2OS，

观察 CDDP、CB单药应用和两者联合用药对骨肉瘤细胞增殖

和凋亡的影响，探讨中药 CB与传统西药化疗药物 CDDP的联

合作用及其可能的协同效应机制，旨在为骨肉瘤临床化疗联合

用药提供实验基础和理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系和主要试剂

人成骨肉瘤 U2OS 细胞购自中国典型培养物保藏中心

（China Center For Type Culture Collection, CCTCC），于 DMEM

培养液（含 10%胎牛血清、1%双抗:青霉素 100 U/mL、链霉素

100 ug/mL），37℃，5%CO2, 95%空气的孵箱内培养。DMEM培

养基、新鲜小牛血清为 Hyclone公司产品；华蟾素注射液购自

安徽华润金蟾药业股份公司 [国药准字 Z34020273,5 mL/支]；

CDDP、Giemsa染液、DMSO、Hoechst 33258及胰蛋白酶均购自

Sigma公司（美国）；Cell Counting Kit-8 (CCK-8)购自同仁化学

研究所（日本）；Annexin V-FITC/PI（Propidium Iodide）细胞凋亡

检测试剂盒购于南京凯基生物科技发展有限公司（南京），一抗

cleaved caspase-3, cleaved caspase-9, 茁-Actin 均购自 CST（美

国）公司，实时荧光定量 PCR试剂盒购于 Thermo（美国）公司。

1.2 CCK-8法检测细胞增殖

取对数生长期的细胞，制成 1× 105/mL的细胞悬液，设 CB

组、CDDP组、CB+CDDP组及阴性对照组，接种于 96孔板，每

孔 100 滋L，培养 24 h待其贴壁后加入不同处理因素。单药组为

1-50 滋L/mL的 CB和 1-8 滋mol/L的 CDDP。联合用药组共分为

3小组，分别为 1、10、20 滋L/mL的 CB对应加入 1、2、4 滋mol/L
的 CDDP，即（1 滋L/mL CB+1 滋mol/L CDDP），（10 滋L/mL CB
+2 滋mol/L CDDP），（20 滋L/mL CB + 4 滋mol/L CDDP），阴性对

照组加入等体积的 DMEM培养基处理(每个浓度设 5个复孔，

并重复进行 3次实验)，每个浓度分别处理 24、48、72 h后，加入

CCK-8 10 滋L完全培养基 90 滋l后继续培养 1.5 h，于酶标仪

450 nm波长下检测各孔吸光度 OD值，实验重复 3次。按下列

公式计算细胞存活率，细胞存活率 = (给药组 OD值 -空白孔

OD值)/(阴性对照组 OD值 -空白孔 OD值)× 100%。

1.3 平板克隆形成实验

取对数生长期的细胞,制成细胞悬液,细胞计数后,分别将

100个细胞接种于 6孔培养板中，然后将 6孔板移入孵育箱，

在 37℃、5%CO2、95%空气及饱和湿度环境中孵育 24 h，待细胞

贴壁后分别给予不同药物或 DMSO（对照组）处理 24 h。然后每

隔 5天更换一次药物和培养液，培养约 14天，终止培养。移除

培养液，用 PBS轻柔浸洗三次。4%多聚甲醛 5 mL固定 30

min，然后弃去固定液，加适量瑞士吉姆萨染色液染色 30 min，

接着用流水缓慢洗去染色液，空气充分干燥。用克隆计数仪自

动计数。按下列公式计算集落形成能力 =（集落数目 /接种细胞

数目）× 100%，计算出抑制率。

1.4 Annexin V-FITC/PI双染结合流式细胞术检测细胞凋亡

收集处于对数生长阶段的骨肉瘤 U2OS细胞，胰蛋白酶消

化，制备单细胞悬液，计数后调整细胞密度为 2× 105/mL，按

2 mL/孔接种于 6孔板，37℃、5%CO2、饱和湿度培养箱中常规

培养 24 h，待细胞完全贴壁后吸除原培养液，按照之前的实验

设计处理细胞 24 h，同时设立空白对照组，各组重复 3次，经胰

酶消化，收集细胞于流式管内，1500 r/min 4℃离心 5 min，弃上

清，4℃预冷的 PBS洗涤细胞一次，用稀释好的结合缓冲液（去

离子水：结合缓冲液 9∶1的比例稀释配置稀释）0.5 mL重悬细

胞。每管依次加 Annexin V-FITC 5 滋L，再加入 5 滋L PI染色液，
轻轻混匀，室温下避光孵育 5 min，上流式细胞仪进行细胞凋亡

检测。以 Annexin V-FITC为横坐标，PI为纵坐标，右上象限代

表晚期凋亡的细胞（Annexin V - FITC阳性，PI阳性），右下象限

代表早期凋亡的细胞（Annexin V - FITC阳性，PI阴性），左上象

限代表坏死细胞碎片（Annexin V - FITC阳性，PI阳性），左下

象限代表活细胞（Annexin V - FITC阴性，PI阴性）。

1.5 RT-PCR

细胞收集方法同流式，参照试剂盒说明提取细胞总 RNA，

逆转录合成 cDNA。以 cDNA为模板，扩增合成目的片段。PCR

反应条件：95℃预变性 10 min，95℃变性 15 s，60℃退火 60 s，

72℃延伸 5 min，循环 30 ~ 50次。实验重复 3次。以 2-△ △ Ct法计

算目的基因相对表达量。目的基因及内参基因(茁-Actin)引物序
列详见表 1。

1.6 Western blot

细胞收集方法同流式，提取细胞总蛋白，BCA法进行蛋白

定量。总蛋白经 SDS-PAGE电泳分离后，切胶后进行转膜至

PVDF膜上，5%脱脂奶粉室温振摇封闭 1.5 h。以一抗稀释液稀

释兔抗人 茁-Actin多克隆抗体 ( 1 : 500)、兔抗人 cleaved cas-

pase-3, cleaved caspase-9 (1 : 1000)，4℃孵育过夜。按 1 : 1 000

稀释二抗溶液，37℃振摇 1 h。TBS溶液振摇洗 3× 10min，在暗

室中将 PVDF膜用发光剂显色后曝光后分析结果。以目的蛋白

与 茁-Actin的灰度比值表示蛋白表达水平。
1.7 统计学方法

采用 SPSS16.0统计学软件进行数据统计分析，计量资料

用均数± 标准差（x依s）表示，两组间进行比较时采用成对 t检

验，多组间比较时采用单因素方差分析，以 P<0.05为差异具有

统计学意义。

Genes Primer sequence

Bax Forward 5’-GAAGCCGGTGGTGGAGAA-3’

Reverse 5’-GCTTGGAGTTGGGCTGGTG-3’

Bcl-2 Forward 5’- GAAGCAGGTAATGGAGCAAGGA-3’

Reverse 5’-GAAGCGTAGTTGTTGAGATGCG-3’

茁-Actin Forward 5’-GTCCACCGCAAATGCTTCTA-3’

Reverse 5’-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3’

表 1 相关基因引物

Table1 Related gene primers
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图 2 CCK-8法检测 CB联合 CDDP对 U2OS细胞增殖的影响。(*P<0.

05, **P<0.01，与对照组相比，#P<0.05，##P<0.01，与单独用药组相比)

Fig.2 The effect of Cinobufacini and CDDP on the proliferation of

U2OScells. (*P<0.05, **P<0.01, vs control, #P<0.05，##P<0.01，vs

monotherapy group)

图 1 CCK-8法检测 CB或 CDDP单一用药对 U2OS细胞增殖的抑制作用(*P<0.05, **P<0.01，与对照组相比)

Fig.1 The effect of Cinobufacini or CDDP alone on the proliferation of U2OS cells(*P<0.05, **P<0.01, vs control)

2 结果

2.1 CB和 CDDP单用对 U2OS细胞增殖的影响

首先，观察不同药物浓度 CB和 CDDP单药使用 24、48

和 72 h，对 U2OS细胞增殖的影响，以筛选药物的最佳作用浓

度和时间。结果显示，CB 和 CDDP 处理 U2OS 细胞 24-72 h

后，U2OS细胞的活力随着药物浓度的逐渐增加而降低，并且

随着时间的延长，细胞活性也明显降低。具体来看，CDDP在

2-8 滋mol/L浓度范围内具有明显的增殖抑制作用（图 1）。CB

在 10-50 滋L/mL的浓度范围内有明显的增殖抑制作用（图 1）。

所以，单独使用中药 CB 或传统化疗药 CDDP 均对骨肉瘤

U2OS细胞的增殖产生抑制作用，且呈时间和浓度依赖性。

2.2 CB联合 CDDP对 U2OS细胞增殖的影响

为了观察 CB联合 CDDP对 U2OS细胞增殖的影响，我们

将 U2OS 细胞用 CB 和 CDDP 分别及联合处理 48 h 后，用

CCK-8法检测细胞的增殖情况，与单药组相比，CB+CDDP组

对细胞的增殖抑制作用明显增强。具体结果如图 2所示，与空

白对照组相比，单独使用 1, 10, 20 滋L/mL CB使细胞的活力分

别降低至 92.32%、78.29%和 64.95%，单独使用 1, 2, 4 滋mol/L
CDDP使细胞的活力分别降低至 92.36%、76.57%和 57.27%，而

当联合应用两药时，细胞活力则分别降低至 80.90%、51.59%和

33.24%，显著低于单药组(*P<0.05, **P<0.01，与对照组相比，

#P<0.05，##P<0.01，与单独用药组相比)（图 2）。在接下来的实

验中，我们选取 10 滋L/mL的 CB以及 2 滋mol/L的 CDDP单独

和联合应用 48 h作为接下来的药物使用浓度和作用时间。

2.3 CB联合 CDDP对 U2OS细胞集落形成能力的影响

肿瘤细胞的单细胞集落形成能力不仅体现了肿瘤细胞群

体依赖性，而且还反映单细胞的生长情况及其增殖能力。如图

3 所示，与空白对照组相比，单独使用 10 滋L/mL CB 和 2

滋mol/L CDDP 处理细胞后，集落形成率分别为 80.2%和

75.3%。而联合使用 CB和 CDDP的集落形成率仅为 42.7%，明

显低于 CB组和 CDDP组，差异具有显著统计学意义（P<0.01）

由此可见，CB 联合 CDDP 与单药相比能够更加有效地抑制

U2OS细胞集落形成。

2.4 CB联合 CDDP对 U2OS细胞凋亡的影响

接下来我们用 CB和 CDDP单用并联合处理 U2OS细胞

48 h后，进行细胞凋亡的检测。流式细胞结果分析显示，与空白

对照组相比，单独使用 10 滋L/mL的 CB或 2 滋mol/L的 CDDP

能够使 U2OS细胞的凋亡率达到 14.77%和 16.40%。而使用 10

滋L/mL CB联合 2 滋mol/L CDDP处理细胞后，细胞凋亡率显著
增加，达到 37.0%，与单药组相比较差异具有统计学意义(P<0.

01)。因此，CB和 CDDP单独使用可以促进肿瘤细胞的凋亡，但

是两药联用其促凋亡的能力更加明显。

2.5 CB联合 CDDP对 U2OS细胞凋亡相关基因表达的的影响

为了探寻 CB和 CDDP单用及联合用药导致骨肉瘤细胞

凋亡的可能机制，我们采用 RT-PCR的方法检测了用药物处理

U2OS细胞 48 h后的 Bax和 Bcl-2的表达。结果显示，与空白

对照组相比，单独使用 10 滋L/mL的 CB或 2 滋mol/L的 CDDP

促使 U2OS细胞的促凋亡基因 Bax的表达增加，而使抑制凋亡

基因 Bcl-2表达下降。但两药联合应用其效果更为显著，与单

一用药相比，差异具有统计学意义(P<0.05)。因此，两药联用比

单一用药促凋亡效果更为显著。

2.6 CB联合 CDDP对 U2OS细胞凋亡相关蛋白表达的的影响

接下来我们用 Western blotting的方法检测 CB 和 CDDP

单用及联合处理 U2OS细胞 48 h后，其 caspase家族中相关蛋
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图 6 Western blotting法检测 CB或 CDDP单一用药及联合用药对

U2OS细胞 cleaved caspase-9和 cleaved caspase-3表达的影响。

Fig.6 The effect of CB and CDDP alone or in combination on the

expression of cleaved caspase-9 and cleaved caspase-3 in U2OS cells were

detected by Western blotting.

白的表达。结果如图 6所示，与空白对照组相比，单独使用 10

滋L/mL 的 CB 或 2 滋mol/L 的 CDDP 能够使 U2OS 细胞的

cleaved caspase-9和 cleaved caspase-3蛋白均增加。而使用 10

滋L/mL CB联合 2 滋mol/L CDDP处理细胞后，cleaved caspase-9
和 cleaved caspase-3蛋白则明显增加。因此，CB和 CDDP单独

使用在一定程度上可以促进 caspase蛋白表达增加，但是两药

联用其促凋亡蛋白的增加更加明显。

3 讨论

骨肉瘤（osteosarcoma）是最常见的骨骼系统原发恶性肿

瘤，有两个发病高峰阶段，一个是儿童和青少年时期，另一个是

60岁以后的老龄人群，年发病率大约为 3/100万，其不仅恶性

程度高，而且易于发生肺转移，预后较差。对于骨肉瘤的治疗主

要以手术和化疗为主。随着新辅助化疗的发展，局部骨肉瘤患

者总生存率由 10%提高至 70%[18, 19]，但仍有 30%左右的病例会

发生复发和转移，常常导致治疗失败。多年来，虽然许多研究人

员进行了诸多努力进行各方面的研究，但骨肉瘤患者的 5年生

存率仍旧无法进一步提高，这使得骨肉瘤的治疗处在一个 "瓶

颈期 "，急需需求突破[1]。CDDP是一种铂类化疗药，其杀伤癌细

胞的主要机制是抑制其 DNA复制导致 DNA交联并损伤其细

胞膜结构而发挥药理作用，其有效性已得到公认[20]，CDDP也

是新辅助化疗方案中的一线用药，是一种以浓度决定药物疗效

的西药制剂，虽然 CDDP能够有效杀伤骨肉瘤细胞，但是随之

而来的严重毒副作用，如耳毒性、神经毒性、肾毒性等以及内在

图 3平板克隆检测 CB联合 CDDP对 U2OS细胞集落形成能力的影

响。(*P<0.05, **P<0.01，与对照组相比，#P<0.05，##P<0.01，与单独用

药相比)

Fig.3 The effect of Cinobufacini and CDDP on the colon forming of

U2OS cells

(*P<0.05, **P<0.01, vs control, #P<0.05, ##P<0.01,

vs monotherapy group)

图 4流式细胞仪分析 CB联合 CDDP对 U2OS细胞凋亡的作用。

(*P<0.05, **P<0.01，与对照组相比，#P<0.05，##P<0.01，与单独用药相

比)

Fig.4 The effect of Cinobufacini and CDDP on the apoptosis of U2OS cells.

(*P<0.05, **P<0.01,vs control, #P<0.05, ##P<0.01, vs monotherapy group)

图 5 RT-PCR法检测 CB或 CDDP单一用药及联合用药对 U2OS细胞 Bax和 Bcl-2表达的影响

(*P<0.05, **P<0.01，与对照组相比，#P<0.05，##P<0.01，与单独用药相比)

Fig.5 The effect of CB and CDDP alone or in combination on the expression of Bax and Bcl-2 in U2OS cells were detected by RT-PCR

(*P<0.05, **P<0.01, vs control, #P<0.05，##P<0.01，vs monotherapy group)
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性和获得性耐药等问题，都在很大程度上限制了其临床大剂量

应用。诸多学者在联合用药的方式上进行了许多有益的探索，

如刘宏[7]等研究了中药姜黄素联合 CDDP对骨肉瘤的治疗作

用，侯梦一[8]则应用 SAHA联合 CDDP对骨肉瘤的增殖、凋亡

和迁移进行了研究，都显示出良好的治疗效果和应用前景。因

此，寻找一种低毒的中药制剂，与经典化疗药物联合使用，通过

两者之间的增敏效应，减低 CDDP的用药剂量，从而减小药物

的毒副作用、延缓耐药的产生，增强 CDDP的化疗效果成为近

年来研究的热点和方向[21]。

CB是从中华大蟾蜍全皮中提取的蟾毒内酯类物质，是一

种具有较强抗肿瘤活性的天然活物质，其广泛应用于临床上各

种疾病的治疗，包括恶性肿瘤。研究显示 CB能够有效抑制体

外培养的肝癌细胞的生长，并诱导其凋亡，其机制可能与神经

酰胺产生有关[22]。还有相关研究报道，CB能抑制人类恶性黑色

素瘤的增殖，促进其凋亡，其机制可能与 Caspase依赖的凋亡

通路和线粒体相关的信号通路有关 [23]。这些研究结果均表明

CB可能通过多种途径对肿瘤细胞产生增殖抑制和促进凋亡，

发挥杀伤肿瘤细胞的功效。

在细胞毒性试验中，我们发现经过 72小时的药物应用，

CB组的药物浓度从 1 滋L/mL增加到 50 滋L/mL，其细胞活力从
88.65%下降至 20.42%。CDDP组药物浓度从 1 滋M 增加到 8

滋M，其细胞活力从 86.59%下降至 21.98%。可见大致相同的下

降幅度，CB的用药浓度提高了 50倍，而 CDDP的用药浓度仅

提高了 8倍，说明骨肉瘤细胞对 CB并不是特别敏感，而对

CDDP却极为敏感。所有这些结果与临床上的主流观点也是一

致的，CDDP仍然是抗肿瘤的一线用药，而 CB仅仅是辅助二

线用药。但是我们同样发现，当两者联合应用时，其效果却大大

超过单一用药，结果见图 2，且明显降低了 CDDP的用药剂量。

所以，我们认为 CB可以有效提高 CDDP对骨肉瘤化疗的敏感

性，起到了增敏 CDDP的作用。另外，降低 CDDP的使用剂量，

无疑也部分消除了 CDDP所带来的胃肠道、神经系统和血液系

统的毒副作用。

平板克隆集落形成实验能够直接反映单个肿瘤细胞远期

增殖能力，是评价药物抗肿瘤作用的可靠指标[24]，能有效弥补

CCK-8等短期实验的不足。本实验结果显示, CB和 CDDP两

药联用与单药应用相比，两药连用其集落形成能力明显降低,

且差异具有显著的统计学意义，其结果也说明 CB对 CDDP具

有增敏作用。

近年来，有关 CB联合 CDDP治疗的研究报道较少。宋科

官 [25] 等的研究结果表明，CB能够抑制骨肉瘤细胞的生长，与

CDDP具有协同效应，两药联合应用杀伤肿瘤细胞的效果显

著，并且具有时间和浓度依赖性，但其具体机制不明。Huang

Tao[26]等的研究也表明 CB联合 CDDP能够有效杀伤骨肉瘤细

胞，其机制可能与上调 Fas介导的凋亡通路有关。我们的研究

结果显示两药联合应用可以明显提高促凋亡基因 Bax的表达，

而降低抑制凋亡基因 Bcl-2的表达，从而达到激活其下游 Cas-

pase 家族的级联反应。Western blotting 结果也显示 cleaved

caspase-9 和 cleaved caspase-3蛋白在联合用药组较单一用药

组显著增加，显示出其明显的协同效应。本研究以人骨肉瘤

U2OS细胞为研究对象，探讨 CB联合 CDDP能否产生增敏效

应，从而降低 CDDP的使用剂量。结果显示：相同剂量的单药应

用与联合用药相比，其杀伤骨肉瘤的效果更为显著，提示达到

与大剂量 CDDP相同的治疗效果，在联合应用 CB的基础上可

以降低 CDDP的剂量。

虽然 CB作为一种单一用药应用于骨肉瘤治疗还不太可

行，但是作为传统化疗药 CDDP的增敏剂，则显示出良好的治

疗效果。在本研究中，CB联合 CDDP大大提高了增殖抑制率

和凋亡率，同等效应前提下，可以降低 CDDP的用药剂量，这可

以有效减轻常规化疗过程中大剂量 CDDP所带来的不能忍受

的毒副作用，而且有研究报道 CB还可以提高机体免疫力，所

以两药联合应用，不仅增效明显，而且毒副作用减小。因此，CB

可作为 CDDP的辅助用药，两药联合作为一种新的化疗方案供

临床医生选用。
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