
横纹肌肉瘤（rhabdomyosarcoma，RMS）是一种

起源于骨骼肌谱系的细胞间质恶性肿瘤［1］，这是第3
个最常见的儿童颅外实体瘤［2］，根据美国的全球性

报道，15岁以下儿童横纹肌肉瘤发病率为每 100万
人中 4~7例。尽管使用积极的手术方法，剂量密集

的联合化疗和放射治疗，对转移性疾病患者的治疗

结果仍然不佳，寻找快速有效的治疗方法也是目前

临床研究的主要目的。

褪黑素（N⁃乙酰基⁃5⁃甲氧基色胺，melatonin，
MT）是一种吲哚类激素，对癌细胞有很强的抑制作

用［3］。近几年有关MT的研究越来越多，MT在各个方

面都有着有益作用，尤其在其抗癌方面，已经在许多

肿瘤细胞系中得到验证［4-9］。MT在美国、荷兰等国家
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［摘 要］ 目的：探讨褪黑素（melatonin，MT）对两种横纹肌肉瘤细胞系RD、RH30增殖、迁移、侵袭的影响及其作用机制。方

法：MT处理RD与RH30细胞系，分别通过MTT、EdU、Transwell等方法检测两组细胞的增殖、迁移与侵袭的情况。Western blot
检测MT作用前后细胞Sonic Hedgehog（Shh）信号通路下游转录因子Gli1表达水平的变化。在两组细胞中分别抑制和过表达

Gli1后，检测细胞增殖、迁移与侵袭的情况改变。结果：MT能有效抑制RH30细胞的增殖、迁移与侵袭，但对RD细胞并无明显

作用，并且MT受体抑制剂Luzindole不改变MT对RH30增殖的抑制作用。MT处理后RH30细胞中Gli1的表达呈下降趋势，且

改变Gli1表达后细胞增殖、迁移、侵袭都发生了改变。结论：MT能够显著抑制RH30细胞的增殖、迁移和侵袭能力，其作用机

制与MT能够抑制RH30细胞中Gli1的表达水平有关。
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［Abstract］ Objective：To investigate the effect of melatonin on proliferation，migration and invasion of two rhabdomyosarcoma cell
lines RD and RH30 and its mechanism. Methods：The proliferation，migration and invasion of both groups were detected by MTT，EdU
and Transwell，respectively. Western blot was used to detect the expression of Gli1 in the downstream transcription factor of sonic
hedgehog（Shh）before and after MT treatment. After inhibition and over ⁃ expression of Gli1 in the two groups，cell proliferation，
migration and invasion were detected. Results：MT effectively inhibited the proliferation，migration and invasion of RH30 cells，but
had no obvious effect on RD cells，and luzindole，the MT receptor inhibitor，did not change the inhibitory effect of MT on RH30
proliferation. The expression of Gli1 in RH30 cells decreased after MT treatment，and the cell proliferation，migration and invasion
changed after Gli1 expression was changed. Conclusion：MT can significantly inhibit the proliferation，migration and invasion of RH30
cells，and its mechanism is related to the inhibition of Gli1 expression in RH30 cells by MT.
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作为一种非处方产品被广泛使用，是一种很有前途的

药物［10］，根据FDA的研究报告，他们跟踪消费者已达

2年，尚未发现有不良反应，认为MT安全无不良反

应，目前还没有报告过何种疾病与持续长期使用MT
有关。但是MT的许多功能和作用机制尚待研究。

本课题主要研究MT对横纹肌肉瘤细胞增殖、

迁移和侵袭等的作用及其机制，为未来横纹肌肉瘤

的治疗提供更多理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料

胚胎型横纹肌肉瘤细胞RD和腺泡型横纹肌肉

瘤细胞RH30（ATCC公司，美国）。DMEM、胰酶及胎

牛血清（Gibco公司，美国）；MT、MT受体抑制剂Luz⁃
indole（Sigma公司，美国）；HiScript 1st Strand cDNA
Synthesis Kit逆转录试剂盒及荧光定量PCR试剂盒

（南京诺唯赞公司）；Cell⁃LightTM EdU荧光显微镜检

测试剂盒（广州锐博生物技术有限公司）；Transwell
小室、Matrigel 基质胶（BD公司，美国）；Gli1、Mel⁃1a⁃
R、Mel⁃1b⁃R抗体（Cell signaling Technology公司，美

国）；二抗：驴抗羊 IgG HRP、羊抗小鼠 IgG HRP、羊
抗兔 IgG HRP（Santa Cruz Biotech公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 荧光定量PCR检测Gli1 mRNA表达

收集 MT 处理前后的细胞，TRIzol 裂解提取

RNA，按照逆转录试剂盒说明反转录成 cDNA。引

物 序 列 ：Gli1：上 游 5′ ⁃ AGCTAGAGTCCAGAG⁃
GTTCAA⁃3′，下游3′⁃TAGACAGAGGTTGGGAGGTA⁃
AG⁃5′；β⁃actin：上游 5′⁃CATCGAGCACGGCATCGT⁃
CA⁃3′，下游 3′⁃TAGCACAGCCTGGATAGCAAC⁃5′。
引物由上海 Invitrogen公司合成。根据试剂盒要求

进行荧光定量PCR，用 2-ΔCT计算各个目的基因相对

表达量。

1.2.2 检测横纹肌肉瘤细胞增殖的情况

MTT实验：4 000个/孔细胞接种到 96孔板，培

养 6 d，每个时间点在每孔中加入 100 μL 20% MTT
溶液，继续孵育4 h后小心吸弃孔内上清液；每孔加

150 μL DMSO，室温振荡10 min，酶联免疫监测仪上

选择490 nm波长测定各孔光吸收值，记录结果，以时

间为横坐标，吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

EdU实验：将细胞按照 1×105个/孔种在 24孔板

中，每孔加入按照 1∶1 000的比例稀释好的 500 μL
EdU溶液，孵育 4 h后，4% PFA固定 15 min；0.2%甘

氨酸孵育10 min；PBS冲洗2次，每次5 min；每孔加入

100 μL渗透剂透化细胞，PBS洗5 min；每孔加200 μL
的 1× Apollo染色反应液，避光，室温孵育 30 min；
PBS洗 5 min；封片，荧光显微镜下观察并分析细胞

的EdU插入情况。

1.2.3 细胞划痕试验检测横纹肌肉瘤细胞迁移情况

将1×105个细胞接种到6 孔培养板中，当细胞长

满时用200 μL移液枪头垂直于细胞培养面划痕，用

PBS清洗细胞表面2次，在镜下观察0、6、12、24 h，并
于100倍镜下拍照记录。迁移率用来描述细胞迁移

修复速度，具体计算方法：迁移率=（0 h细胞划痕面

积-6 h细胞划痕面积或 12 h细胞划痕面积）/0 h 细

胞划痕面积× 100% 。

1.2.4 Transwell实验检测横纹肌肉瘤细胞迁移与

侵袭情况

侵袭：在小室中加 60 μL稀释后的基质胶，于

37 ℃静置2 h使胶凝固；将事先准备好的细胞悬液，

按每个小室 1×105个细胞数加入，下层加入含 10%
FBS 的完全培养基 600 μL，于 37 ℃、5% CO2条件下

培养21 h，取出小室，用棉签轻轻擦去上层未侵袭的

细胞，弃去孔中培养液，4% PFA固定15 min，用结晶

紫染色 15 min，用 PBS洗 3次，每次 5 min，100 倍下

随机选取5 个视野拍照并计数。

迁移：实验步骤基本同上述的Transwell细胞侵

袭实验，区别为：①无需包被Matrigel胶，在小室内

直接接种细胞；②每孔接种细胞数为3×104 个；培养

20 h后进行细胞固定染色，在显微镜下每膜取 5个

视野进行计数，计算平均值并统计。

1.2.5 流式细胞检测细胞凋亡

在1×PBS中将细胞悬液调为（2~5）×105个/mL，与
荧光标记Annexin V和PI混匀，室温孵育15 min，混匀

后用流式细胞仪分析。单Annexin⁃V标记为凋亡细

胞；单PI标记为坏死细胞；双标为晚期凋亡细胞。

1.2.6 平板克隆形成实验检测横纹肌肉瘤细胞克

隆形成情况

稀释细胞至 100个/mL，取 9 mL细胞种到直径

为 10 cm 的 P100 培养皿中，加入正常培养基在

37 ℃、5% CO2条件下培养 15 d后终止培养，PBS洗

2遍，4% PFA固定，加入结晶紫染色 15 min，PBS 洗

至洗脱液变清，拍照，观察细胞克隆数。

1.2.7 Western blot检测Gli1、Mel⁃1a⁃R、Mel⁃1b⁃R蛋

白表达量

提取全细胞裂解液，BCA法测定蛋白浓度，将

蛋白样品充分变性冷却到室温后，常温14 000 r/min
离心1 min，在SDS⁃PAGE胶上进行电泳。经湿转法
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A：MT处理可以有效抑制RH30细胞的增殖，1.0 mmol/L的MT作用最显著，与0 mmol/L相比，*P＜0.001；B：MT处理对RD细胞的增殖没有

明显影响；C：EdU结果显示MT处理后RH30细胞的增殖明显被抑制；与CON组比较，*P＜0.001，n=3。
图1 MT对两种细胞系增殖能力的影响

Figure 1 Effect of MT on the proliferation of two kinds of cell lines

Con
MT

RD

恒压 80 V，转膜2 h，室温牛奶封闭1 h，加一抗4 ℃过

夜。次日，TBS⁃T洗膜，每次10~15 min，共3次。二抗

室温孵育1~2 h后，TBS⁃T洗膜3次，每次10~15 min。
化学发光法显影。

1.2.8 体内成瘤实验检测横纹肌肉瘤细胞体内成

瘤情况

取20只5周龄雄性BALB/c裸鼠，皮下注射含有

1×107个RH30细胞悬浮液，等肿瘤长出将20只鼠随

机分成两组。每周对肿瘤大小进行检测并绘制生

长曲线，计算公式为：肿瘤的体积=1/2×（肿瘤的长×
肿瘤的宽 2）。

1.3 统计学方法

应用 SPSS16.0 统计软件及 GraphPad Prism6.0
医学绘图软件进行分析及数据处理，实验结果用均

数±标准差（x ± s）表示，多组间比较采用单因素方差

分析（两两比较采用Bonferroni法），以P ≤ 0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 MT可以有效抑制RH30细胞增殖、迁移和侵袭

经 0、0.5、1.0 mmol/L浓度梯度的MT处理两种

细胞各6 d，MTT法绘制出生长曲线发现，MT对RH30
细胞增殖的抑制作用明显，在第6天时效果最为显著

（P＜0.001，图1A），而在RD细胞中没有明显差异（P=
0.29，图1B）。同时1.0 mmol/L MT处理时效果显著，

因此以1.0 mmol/L MT作为后续实验的处理浓度。

EdU实验结果与MTT实验结果一致。在RH30
细胞中，MT处理组细胞的增殖与对照组比较有明

显下降（P＜0.001，图1C），而在RD细胞中则没有统

计学差异（P=0.09）。这个结果提示MT处理可以显

著抑制RH30细胞增殖。

划痕实验结果显示，RD细胞处理组和对照组

之间的差异不明显（P=0.03），而RH30细胞的迁移

能力显著减弱（P＜0.001，图 2A），这说明 MT 对

RH30细胞的迁移能力有抑制作用。

Transwell实验结果显示，在RD细胞中，加MT
处理后细胞迁移和侵袭没有明显变化（P=0.87，图
2D、F），而在RH30细胞中，MT处理之后细胞的迁移

和侵袭明显被抑制（P＜0.001，图2E、G）。
总结以上所有实验发现无论是细胞增殖、迁移

还是侵袭，MT处理RD细胞都没有明显变化，而同

样是横纹肌肉瘤细胞的RH30就有显著差异。

2.2 MT能促进RH30细胞的凋亡

经过 1 mmol/L MT处理后，在RH30细胞中，早

期凋亡和晚期凋亡细胞所占百分比明显增加（P＜

0.001），而在 RD细胞中则没有出现明显影响（P=
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A：划痕实验显示MT可以显著抑制RH30细胞的迁移能力；B、C：图为划痕实验的统计结果；D、F：MT对RH30细胞迁移与侵袭能力有显著

抑制作用，但对RD细胞的迁移与侵袭能力没有明显的作用。E、G：迁移与侵袭实验的统计结果。与CON组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜

0.001，n=3。
图2 MT对两种细胞系迁移和侵袭能力的影响

Figure 2 Effect of MT on migration and invasion of two kinds of cell lines
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0.70，图 3）。通过以上结果能够确定MT可以通过

促进细胞凋亡而抑制RH30细胞的增殖。

2.3 MT可以增强RH30细胞的克隆形成及成瘤能力

平板克隆实验显示MT可以显著增强RH30细

胞的克隆形成能力（P＜0.001，图 4A、B）。此外将

RH30细胞注射到裸鼠体内之后加MT处理发现，MT
组的肿瘤体积明显小于对照组（P＜0.001，图 4C）。

说明MT在体内体外都能有效抑制RH30细胞的增

殖成瘤能力。

2.4 MT对RMS的影响可以通过Shh调控

2.4.1 MT对RD和RH30细胞的影响与MT受体无关

MT主要与其受体Mel⁃1a⁃R和Mel⁃1b⁃R结合发

挥作用。通过检测两种细胞内源性受体表达量发

现Mel⁃1a⁃R的表达在RD与RH30之间有明显差异，

而受体Mel⁃1b⁃R表达没有明显差异（图 5A）。接下

来利用MT受体抑制剂Luzindole处理细胞之后观察

两种细胞的增殖情况，发现无论是RD（图 5B）还是

RH30（图 5C），细胞的增殖情况都没有发生明显变
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的抑制作用。与CON组比较，***P＜0.001，n=3。
图5 MT受体表达的差异不是MT对两种细胞系影响不同的主要原因

Figure 5 Difference of MT receptor expression is not the main reason why the effect of MT on two kinds of cell lines is dif⁃
ferent
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图4 MT能显著抑制RH30细胞的成瘤能力

Figure 4 MT can significantly inhibit the tumorigenesis of RH30 cells
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图3 MT对两种细胞系凋亡情况的影响

Figure 3 Effect of MT on the apoptosis of two kinds of cell lines

化。这证明了MT受体的表达对这两种细胞的增殖

都没有直接影响，也就是说MT对RD、RH30细胞之

间的差异与MT受体的表达量没有直接关系。

2.4.2 MT对RD和RH30细胞的影响与Gli1的表达

水平相关

利用 qPCR、Western blot分别检测RD和RH30
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图6 两种细胞系中Gli1表达情况的变化

Figure 6 Changes of Gli1 expression in two kinds of cell lines

细胞中Gli1 mRNA以及蛋白表达水平（图6A、B），发
现RH30中Gli1呈现高表达状态（与RD细胞相比，

P＜0.001）。当 MT 处理 RD、RH30 之后分别检测

Gli1 的表达，发现 MT 处理 RH30 细胞之后，Gli1
mRNA、蛋白均呈现降低趋势（P=0.037），RD则没有

明显变化（P=0.12，图6C、D）。

分别用 Gli1 抑制剂 GANT61（终浓度为 10
μmol/L）、MT、GANT61+MT处理这两种细胞，24 h之
后检测Gli1表达（图7A），结果显示GANT61可以显

著 抑 制 Gli1 表 达 。 MTT、Transwell 结 果 显 示 ，

GANT61可以显著抑制RH30细胞增殖（P＜0.01）、

迁移（P＜0.001）与侵袭能力（P＜0.01），而对RD细

胞无显著作用（P=0.82，图7B~E）。
在 RD 和 RH30 细胞中分别外转空载 RK5 和

Gli1，再用MT处理这两种细胞。从图中可以看到当

外转空载时，MT处理之后，RH30细胞增殖被抑制

（P＜0.001），RD细胞的增殖则没有变化（P=0.74）。

当在RD、RH30细胞中外转Gli1之后，MT处理使两种

细胞的增殖都得到了显著抑制（P 均＜0.001，图
8A）。Transwell实验结果和MTT实验结果一致（图

8B、C）。
这就表示当 RD细胞中 Gli1处于高表达状态

时，MT可以影响其增殖、迁移与侵袭能力。由此可

以证明 MT 对 RH30 细胞产生的影响与其本身的

Gli1表达水平较高有密不可分的关系。

3 讨 论

基于组织病理学特征，横纹肌肉瘤分成两型：

胚胎（ERMS）型和腺泡（ARMS）型［11］，具有不同的临

床特征和遗传改变。通过针对不同亚型的横纹肌

肉瘤的药物靶点研究可以精准地为治疗提供有效

方案。本研究中RH30细胞系属于ARMS，RD细胞

系属于ERMS。ERMS细胞通常形成于 6~8周的胚

胎细胞，可位于头颈部、膀胱、阴道以及前列腺和睾

丸周围。ARMS尤其多见于学龄儿童或青少年，此

型横纹肌肉瘤原发病灶常见于人体较大的肌肉群，

例如躯干、手臂以及腿部。治疗横纹肌肉瘤以手术

切除为主，切除范围包括肿瘤所在处的全部肌肉，

只有10%的横纹肌肉瘤能被完全切除，即使对完全

切除的患者，因为横纹肌肉瘤极易转移，化疗和放

疗也很有必要。ARMS的生长速度比ERMS要快，

通常此型病变需要更积极的治疗与观察［12］。褪黑

素可以抑制多种癌症的发生，并且安全无不良反

应，这表示褪黑素有着巨大的潜在临床应用价值。

褪黑素在体内的作用主要通过两个途径，包括受体和

非受体介导的效应。褪黑素受体包括膜受体和核受

体，前者包括Mel⁃1a⁃R和Mel⁃1b⁃R，它们属于鸟嘌呤

核苷酸结合蛋白家族（G蛋白）偶联受体［13-14］，目前对

于核受体的研究还不清楚。

本文主要研究了MT在功能上对横纹肌肉瘤

细胞的影响及其作用机制。研究显示，MT可以显

著抑制RH30细胞的增殖、凋亡、迁移、侵袭和成瘤

等。并且发现了一个有趣的现象，MT的这种影响

在RD细胞系中的作用没有在RH30细胞系中显著。

根据文献报道我们发现在RH30细胞中Gli1是
高表达的，在RD细胞中Gli1的表达水平很低。20
世纪90年代，研究者在脊椎动物中发现了3种同源

Hh 基因：Desert hedgehog（Dhh）、Indian hedgehog
（Ihh）和 Sonic hedgehog（Shh）［15- 17］。Gli家族是 Shh
信号通路主要的下游基因，我们常以Gli1表达量作

为Hh通路激活程度的标志。研究表示Shh在致癌性

中起着主导地位［17］，在肿瘤组织中出现异常［19-26］。在

人类众多癌症中，约25%的癌症与Shh信号通路的异

常激活有着密不可分的联系［27］。有研究表示抑制Gli
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图7 抑制Gli1表达之后两种细胞系增殖等情况的变化

Figure 7 Changes of proliferation of two kinds of cell lines after inhibition the Gli1 expression

可能是一种良好的肿瘤靶向治疗方法［28］。自从发

现Hh以来，抑制其活性已经成为一种很有前途的

癌症治疗方法［29］。Gli蛋白作为Hh信号通路中重要

的转录因子，已被证实在胚胎发育过程中对细胞分

化、增殖等功能起重要作用。有研究表示在 44例

RMS中，Gli1阴性患者术后生存时间明显长于Gli1
蛋白阳性表达组［30］。Gli1在横纹肌肉瘤中异常高表

达现象与融合基因和淋巴结转移以及预后差密切

相关，提示着Gli1可能是影响横纹肌肉瘤患者预后

的重要因子［30］。

由此可以推测MT对RH30细胞的影响是由于

改变其Gli1表达水平而产生的。研究发现MT处理

之后RH30细胞中Gli1的mRNA和蛋白水平都有所

下降，在RD细胞中没有明显改变。用Gli1抑制剂

GANT61处理后，细胞增殖被抑制。这提示MT可能

是通过降低RH30细胞Gli1的表达水平从而改变了

其增殖、迁移、侵袭、成瘤的能力。

综上所述，MT对RD与RH30细胞之间的差异

是由于其Gli1表达水平不同导致的，MT可以是通过

抑制Gli1表达从而影响RH30细胞的增殖、侵袭和

迁移等能力。这一结果在后续临床研究中可以更

加明确肿瘤的不同类型，并且根据不同类型制定不

同的治疗方案，从而达到更好的治疗效果，为未来

临床研究做铺垫。
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