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葡萄籽原花青素对人骨肉瘤143B细胞的

作用及机制研究
谢佳卿  赵佳丽  李爱芳  谷  月  陈  露  黄  茂  彭  棋  曾宗跃  周  兰*

(重庆医科大学检验医学院, 临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      该文研究葡萄籽原花青素(grape seed procyanidins, GSP)对人骨肉瘤143B细胞增殖、

凋亡的影响及其机制。用不同剂量GSP处理骨肉瘤143B细胞, 结晶紫染色和集落形成试验分别用

于检测细胞增殖和集落形成能力的变化; 流式细胞术检测细胞周期与凋亡, Western blot法检测周期

和凋亡相关蛋白; RT-PCR和Western blot法检测Wnt/β-catenin信号通路相关分子表达的变化; 采用

腺病毒Adβ-catenin感染以过表达β-catenin, 探讨GSP抑制143B细胞增殖的作用是否与Wnt/β-catenin
信号通路相关。结果显示, GSP在20~60 μg/mL剂量范围内呈剂量和时间依赖性抑制143B细胞增殖

活力和降低细胞克隆形成能力; GSP引起G0/G1周期阻滞和周期相关蛋白cyclin D1下调, 还使细胞

凋亡率明显增高, 并伴有活化的凋亡相关蛋白cleaved PARP(poly ADP-ribose polymerase)和cleaved 
caspase-8的水平增高; GSP降低143B细胞中β-catenin mRNA水平及核内与总β-catenin蛋白质水平, 
抑制GSK3β磷酸化并上调GSK3β蛋白质水平; 过表达β-catenin可部分减弱GSP对该细胞增殖活性

的抑制作用。结果表明, GSP抑制骨肉瘤143B细胞的增殖和促进其凋亡, 其机制涉及Wnt/β-catenin
信号通路的抑制。
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Abstract       To investigate the effect of grape seed proanthocyanidins (GSP) on cell proliferation and 
apoptosis, and its relevant mechanisms in human osteosarcoma cells, human osteosarcoma 143B cell line was 
treated with different concentration of GSP. The cell proliferation activity was detected by crystal violet staining 
and colony forming assay. The cell cycle and apoptosis of 143B cells were determined by flow cytometry. 
Overexpressing β-catenin by infection of adenovirus Adβ-catenin was performed to investigate whether Wnt/
β-catenin signaling pathway was involved in the GSP-induced proliferation suppression in 143B cells. RT-PCR 
and Western blot assay were used to detect the mRNA level and protein level of the related proteins, respectively. 
The result of crystal violet staining showed that 20~60 μg/mL GSP inhibited the cell proliferation activity in a 
dose- and time-dependent manner. The colony forming assay showed that GSP treatment decreased the number of 
colony. GSP induced G0/G1 phase arrest by the flow cytometry analysis and decreased the cell cycle related protein 



1544 · 研究论文 ·

cyclin D1. The apoptosis rate and the apoptosis related proteins cleaved PARP (poly ADP-ribose polymerase) and 
cleaved caspase-8 were higher than their controls. At the same time, GSP increased GSK3β protein and reduced 
β-catenin mRNA, p-GSK3β, total β-catenin protein, nuclear β-catenin protein, and cyclin D1 protein. β-catenin 
overexpression partially attenuated the inhibition effect of GSP on cell proliferation. Ourstudy demostrated that GSP 
could inhibit the proliferation and promote the apoptosis in human osteosarcoma 143B cells, and its mechanism of 
the proliferation inhibition supposed to be related to inhibition of Wnt/β-catenin signaling pathway.

Keywords       grape seed proanthocyanidins; osteosarcoma; proliferation; apoptosis; Wnt/β-catenin signaling 
pathway

骨肉瘤(osteosarcoma, OS)是一种常见于儿童

和青少年的恶性骨肿瘤, 具有高转移潜能。目前, 虽
然手术联合辅助化疗明显提高患者5年生存率达到

70%[1], 但因无法避免常规化疗药物毒副作用所引

致的不良反应, 患者预后变差[2]。因此, 寻找新治疗

靶点与更低毒副作用的抗骨肉瘤药物具有重要的临

床意义。葡萄籽原花青素(grape seed procyanidins, 
GSP)是从葡萄籽中分离出来的一类聚多酚化合物, 
具有提高免疫、减轻机体损伤、抗氧化和抗炎等活

性, 且毒性更低[3-5]。近年又发现, GSP能够抑制肺癌、

胃癌和乳腺癌等多种肿瘤细胞的生长[6-9], 但其对骨

肉瘤细胞的作用及机制仍不清楚。因此, 本文将首

先探讨GSP对骨肉瘤143B细胞增殖、凋亡的影响, 
为GSP成为潜在的治疗骨肉瘤药物提供实验依据。

Wnt/β-catenin信号通路参与多种肿瘤(包括骨肉瘤)的
发生、发展, 因此是抗癌治疗的一个重要靶点[10-11]。

本研究拟进一步探讨Wnt/β-catenin信号通路是否参

与介导GSP对骨肉瘤的作用, 为阐明GSP抗骨肉瘤

的机制提供实验依据。

1   材料与方法
1.1   细胞与主要试剂

人骨肉瘤143B细胞由本实验室提供。过表达

β-catenin腺病毒由芝加哥大学医学中心何通川教授

惠赠。葡萄籽原花青素(质量分数>950 g/L)购自广

东方晟公司; DMEM培养基和胎牛血清购自Hyclone
公司; 引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成; 
RNA提取和逆转录试剂盒购自TaKaRa公司; 蛋白

质提取试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司; 
鼠抗人cyclin D1单克隆抗体、鼠抗人β-catenin单
克隆抗体、兔抗人p-GSK3β多克隆抗体、兔抗人

GSK3β多克隆抗体、鼠抗人β-actin单克隆抗体购自

美国Santa Cruz公司; 兔抗人cleaved PARP、cleaved 

caspase-8多克隆抗体购自美国ImmunoWay公司; 兔
抗人Histone单克隆抗体购自Abmart公司; 辣根过氧

化物酶标记的山羊抗兔和山羊抗鼠IgG购自北京中

杉金桥公司。其他试剂均为国产分析纯。 
1.2   方法

1.2.1   细胞培养      取液氮保存人骨肉瘤143B细胞复

苏, 用含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL
链霉素的DMEM高糖完全培养基, 于37 °C、含5% 
CO2的恒温培养箱中培养。当细胞处对数增殖期时, 
用0.25%胰蛋白酶消化传代, 进行后续试验。

1.2.2   结晶紫染色      将生长状态良好的143B细胞

接种到24孔板中, 培养至细胞贴壁后, 加入不同浓度 
GSP(0、20、40、60 μg/mL)继续培养。分别在24、
48和72 h时, 吸弃孔内培养基, PBS洗涤, 4%多聚甲

醛固定15 min, 结晶紫染色20 min, 流水洗去多余染

液, 待室温干燥后扫描成像。每孔加入500 μL 20%
乙酸溶液, 振荡以促进结晶紫完全溶解, 检测波长

590 nm处吸光度(D)值。

1.2.3   克隆形成试验      将143B细胞以1 000/孔接种到

6孔板内, 细胞贴壁稳定后, 加入低浓度GSP(10 μg/mL)
处理7 d。吸弃上清, PBS洗2次, 4%多聚甲醛固定和

结晶紫染色, 扫描成像并计数细胞集落。

1.2.4   流式细胞术      对培养在6孔板中的143B细

胞加入GSP(40 μg/mL)继续培养, 48 h后收集细胞, 
2 000 r/min离心5 min后, 弃掉上清液, 用1 mL PBS重
悬细胞, 再2 000 r/min离心5 min, 弃上清。检测周期

时先用70%乙醇固定, 4°C过夜; 检测凋亡时直接用

PBS重悬; 按Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒法

进行染色, 再经流式细胞术检测。

1.2.5   半定量RT-PCR      收集各组细胞并提取总

RNA, 逆转录合成cDNA进行PCR反应, 检测143B细胞

中各基因转录水平, 引物见表1。反应条件为: 95 °C预
变性5 min; 94 °C变性30 s, 62 °C-54 °C退火30 s, 9个
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循环, 每个循环依次降低1 °C, 72 °C延伸30 s; 94 °C
变性30 s, 55 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s, 22-25个循环; 
最后72 °C延伸10 min。2%琼脂糖凝胶电泳并成像, 
用Quantity One软件进行灰度值分析。

1.2.6   Western blot法      提取经GSP处理的143B细
胞总蛋白, 另按核蛋白提取试剂盒说明书提取核蛋

白。上样蛋白质经10% SDS-PAGE分离, 切胶转膜, 
封闭并加入一抗, 4 °C孵育过夜, 次日洗膜后加入二

抗, 37 °C孵育1 h, 洗膜后显影采集图像, 用Quantity 
One软件分析灰度值, 以β-actin或histone为内参, 计
算目的蛋白与内参的比值。  
1.2.7   统计学处理      各实验独立重复3次, 采用

SPSS 17.0软件进行统计学分析, 数据以均数±标准

差表示, P<0.05表示差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   GSP抑制143B细胞增殖

结晶紫试验结果显示, GSP对143B细胞增殖有

抑制作用, 并呈时间依赖性和剂量依赖性(图1A和图

1B)。GSP处理24 h时, 60 μg/mL的GSP处理组开始

出现增殖抑制(P<0.05); 当处理48 h时, GSP浓度达

40 μg/mL以上时明显抑制143B细胞增殖(P<0.01); 
处理72 h时, 20 μg/mL GSP开始出现增殖抑制作用

(P<0.01); 其中, 60 μg/mL的GSP处理143B细胞, 其
增殖抑制作用最明显(P<0.01)。

基于上述结果, 参照低浓度药物长期处理模型, 

表1   引物信息

Table 1   Information of primers
基因

Gene
 引物序列

   Primer sequences
产物大小

Production size

β-catenin    Forward: 5′-CTG CAG GGG TCC TCT GTG-3′
125 bp

   Reverse: 5′-TGC ATA TGT CGC CAC ACC-3′

GAPDH    Forward: 5′-CAG CGA CAC CCA CTC CTC-3′
120 bp

   Reverse: 5′-TGA GGT CCA CCA CCC TGT-3′

A、B: 结晶紫染色检测143B细胞增殖活力及定量分析结果; C、D: 克隆形成试验检测143B细胞集落形成能力及统计结果。*P<0.05, **P<0.01, 
与0 μg/mL组或对照组相比较。

A,B: the proliferation activity of 143B cells were detected by crystal violet staining; C,D: colony forming assay was used to examine the colony 
forming ability of 143B cells. *P<0.05, **P<0.01 vs 0 μg/mL group or control group.

图1   GSP对人骨肉瘤143B细胞增殖的抑制作用

Fig.1   The inhibitory effect of GSP on the proliferation of human osteosarcoma 143B cells
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我们选取低浓度GSP(10 μg/mL)处理143B细胞进行

克隆形成试验。7 d后, 对照组与GSP处理组的集落

数目分别为51±12个和24±11个, 表明GSP能够降低

143B细胞的集落形成能力(P<0.05, 图1C和图1D)。
2.2   GSP诱导143B细胞G0/G1期阻滞

用40 μg/mL GSP处理143B细胞48 h后, 收集并

固定细胞用于细胞周期检测。结果显示, 与对照组

相比, GSP处理组的细胞S期比例下降, 而G0/G1期比

例从45.08到59.86, 明显增高(P<0.05, 图2A和图2B); 
与之相符合的是, Western blot结果显示, GSP处理组

的周期相关蛋白cyclin D1水平明显下降39%(P<0.05, 
图2C和图2D)。以上结果表明, GSP可诱导143B细胞

周期G0/G1期阻滞。

2.3   GSP诱导143B细胞的凋亡

收集各组细胞并用流式细胞术检测细胞凋亡, 以
凋亡率(为早期凋亡率与晚期凋亡率之和)表示。该

结果显示, 对照组的凋亡率为(24.31±1.98)%, GSP处
理组的细胞凋亡率升高到(38.78±7.54)%, 差异具有统

计学意义(P<0.05, 图3A和图3B)。Wstern blot结果显

示, GSP处理组的凋亡相关活化蛋白cleaved PARP和
cleaved caspase-8表达量均增高, 分别是对照组的2.70
和2.25倍(P<0.05, 图3C和图3D)。以上结果提示, GSP

促进143B细胞凋亡, 涉及caspase凋亡途径激活。

2.4   GSP抑制143B细胞Wnt/β-catenin信号通路

活性

RT-PCR法和Western blot法检测Wnt/β-catenin信
号通路相关分子的变化。RT-PCR结果显示, 与对照

组相比, GSP处理组β-catenin mRNA水平降低41.5% 
(P<0.05, 图4A和图4B)。Western blot法检测结果显

示, GSP处理组细胞内总的β-catenin和核内β-catenin
表达量均降低, 分别为对照组的45%和64%(P<0.05, 
图4C和图4D)。此外, GSP还抑制该信号通路负调控

分子GSK3β蛋白质磷酸化水平(P<0.05), 并明显上

调GSK3β蛋白质水平(P<0.05)。以上结果提示, GSP
可抑制Wnt/β-catenin信号通路活性, 其下调机制可

能涉及β-catenin表达抑制和GSK3β激活。 
2.5   过表达β-catenin可部分逆转GSP对143B细胞

的增殖抑制作用

为进一步验证Wnt/β-catenin信号通路参与GSP
抑制143细胞增殖中的作用, 我们采用腺病毒Adβ-
catenin感染143B细胞, 成功过表达β-catenin(P<0.05, 
图5A和图5B), 再观察GSP对过表达β-catenin的骨肉

瘤细胞增殖的影响。结晶紫染色结果显示, 与GSP
单独处理组相比, 在过表达β-catenin组GSP对143B
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A、B: 流式细胞数术检测GSP对143B细胞周期分布的影响; C、D: Western blot法检测cyclin D1蛋白质水平及其相对定量分析。*P<0.05, 与对

照组相比较。

A,B: the effect of GSP on cell cycle in 143B cells detected by the flow cytometry; C,D: the protein level of cyclin D1 detected by Western blot and its 
relative quantity. *P<0.05 vs control group.

图2   GSP对人骨肉瘤143B细胞周期的阻滞作用

Fig.2   The cell cycle arrest effect of GSP on human osteosarcoma 143B cells
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A、B: 流式细胞术检测不同处理组细胞凋亡比例; C、D: Western blot法检测GSP对凋亡相关蛋白表达的影响及其结果的相对定量分析。

*P<0.05, 与对照组相比较。

A,B: the apoptosis in different groups detected by the flow cytometry; C,D: the levels of apoptosis related proteins detected by Western blot and their 
relative quantity. *P<0.05 vs control group.

图3   GSP对人骨肉瘤143B细胞凋亡的促进作用

Fig.3  The promotion effect of GSP on apoptosis of human OS 143B cells
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分析。*P<0.05, 与对照组相比较。

A,B: the effect of GSP on the transcription of β-catenin detected by RT-PCR; C,D: the protein levels of the related molecules in Wnt/β-catenin pathway 
detected by Western blot and their relative quantity. *P<0.05 vs control group.

图4   GSP对人骨肉瘤143B细胞Wnt/β-catenin信号通路的抑制作用

Fig.4   The inhibitory effect of GSP on Wnt/β-catenin signaling pathway in human osteosarcoma 143B cells
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细胞的增殖抑制作用明显减弱, 差异有统计学意义

(P<0.05, 图5C和图5D)。这表明, GSP抑制143B细胞

增殖作用的机制涉及Wnt/β-catenin信号通路活性的

抑制。

3   讨论
骨肉瘤来源于间叶组织, 是好发于儿童和青少

年中的原发恶性骨肿瘤, 具有高肺转移性、高致死

率和致残率等特点。目前的临床治疗常以手术切除

联合化疗为主, 患者预后得到明显改善, 但是现有常

规化疗药物毒副作用大, 包括对血液系统、肝肾和

神经系统的毒性等, 这不仅严重影响幸存患者后期

健康与生活质量, 还影响患者对治疗的依从性, 导致

治疗效果不佳[2]。因此, 急需寻找新治疗靶点与低毒

副作用药物来解决这个临床问题。

原花青素是一类聚多酚类化合物, 在酸性介质

中受热可转变为花青素; 它们广泛分布在植物中, 尤
以葡萄籽中含量最丰富。葡萄籽原花青素(GSP)是
由不同数量的儿茶素、表儿茶素、没食子酸及没食

子酸酯等结合而成的单体或多聚体[12]。GSP可以抗

氧化、抗炎症、调节免疫、预防或减轻化疗损伤, 
并且毒副作用小、生物利用度高[13-14]。近年来, GSP
的抗肿瘤作用开始被关注。研究显示, GSP对肺癌、

胃癌等多种肿瘤细胞具有促凋亡和抑制增殖作用。

GSP通过下调抗凋亡蛋白Bcl-2, 上调促凋亡蛋白

Bax、caspase-3和caspase-9表达, 释放细胞色素c介
导细胞凋亡[15]。GSP有明显的抑制人胃癌MGC-803
细胞增殖的作用, 还可激活自噬和凋亡[6]。GSP引起

G0/G1周期阻滞, 同时下调细胞周期调控因子cyclin 
E、CDK2和CDK4抑制人膀胱癌T24细胞生长[9]。然

而, GSP在人骨肉瘤细胞中的作用尚未报道。本研

究采用不同浓度GSP处理人骨肉瘤143B细胞, 发现

GSP能呈时间和剂量依赖性抑制骨肉瘤143B细胞

的增殖, 降低细胞克隆形成能力, 使细胞周期阻滞在

G0/G1期, 上调凋亡相关蛋白表达水平并促进细胞凋

亡, 这些结果提示, GSP可能成为潜在的抗骨肉瘤的

药物。

Wnt/β-catenin信号通路已被证实在肿瘤的发
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A、B: 采用腺病毒感染方法成功过表达β-catenin; C、D: 结晶紫染色检测过表达β-catenin对GSP抑制143B细胞增殖活力的影响及其结果的相对

定量分析。*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与GSP组比较。

A,B: the β-catenin was overexpressed by adenovirous infection; C,D: the effect of β-catenin overexpression on the proliferation inhibition by GSP was 
detected by crystal violet staining and their relative quantity. *P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs GSP group.

图5  过表达β-catenin可部分逆转GSP对骨肉瘤143B细胞增殖活性的抑制作用

Fig.5   Overexpression of β-catenin partially reversed the proliferation inhibition by GSP in osteosarcoma 143B cells
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生、发展中发挥重要作用[16]。在骨肉瘤中该通路同

样也存在异常激活现象, 且与骨肉瘤的分期和转移

相关[10-11,17]。Wnt/β-catenin信号通路抑制剂可增加甲

氨蝶呤介导的人骨肉瘤Saos2细胞死亡[18]; 阻断Wnt
受体LRP5表达可抑制骨肉瘤生长及转移[19]。基于此, 
我们推测, Wnt/β-catenin信号通路可能参与介导GSP
抑制骨肉瘤增殖的作用。本文研究结果发现, GSP
下调143B细胞内总的和胞核内的β-catenin蛋白质水

平, 提示GSP能抑制Wnt/β-catenin信号通路活性, 并
且通路下游靶蛋白cyclin D1水平的降低也支持这一

结论; 此外, 过表达β-catenin可部分逆转GSP对该细

胞增殖活性的抑制, 进一步表明下调Wnt/β-catenin
信号通路活性参与介导了GSP对人骨肉瘤143B细胞

增殖的抑制作用。同时, 本文发现GSP可抑制143B
细胞中β-catenin表达, 激活并增加该通路负调控因

子GSK3β蛋白质, 可能正是这两个变化共同作用下

调了胞内β-catenin水平并影响β-catenin的入核, 这有

待进一步证实。

综上所述, 本研究证实, GSP可抑制骨肉瘤143B
细胞的增殖、阻滞细胞周期并促其凋亡, 其抑制增殖

作用机制涉及Wnt/β-catenin信号通路的抑制, 为GSP
成为潜在的抗骨肉瘤药物以及阐明GSP抑制骨肉瘤

的分子机制和Wnt/β-catenin信号通路作为治疗骨肉

瘤的潜在靶点提供了部分实验依据。然而, 仅从体外

研究GSP对骨肉瘤细胞143B细胞的作用无法深刻理

解GSP抗骨肉瘤的复杂过程, 因此, 后续本课题组将

利用其他骨肉瘤细胞系和体内实验进行深入探讨。
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