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不同浓度的异鼠李素对体外培养大鼠C6脑胶质瘤
细胞的影响

杨金华 1，孙转妮 1，杨香丽 1，田瑞瑞 1，张熙 2

摘要 目的：探讨不同浓度的异鼠李素对体外培养大鼠C6 脑胶质瘤细胞的影响。方法：将大鼠C6胶质瘤

细胞随机分为空白对照组、药物组（20、40、80 mg/L异鼠李素）处理细胞，观察细胞生长状况、异鼠李素对体

外培养C6 脑胶质瘤细胞影响、细胞抑制率和存活率、加入不同浓度异鼠李素与C6脑胶质瘤细胞凋亡率之

间的关系。结果：应用异鼠李素后，肿瘤细胞出现明显的凋亡及坏死改变。MTT 比色法显示，加入异鼠李

素的浓度越高，脑胶质瘤细胞增殖率越差，抑制率越高，存活率越低。40 mg/L异鼠李素组的脑胶质瘤细胞

凋亡率最高；80 mg/L异鼠李素组的脑胶质瘤细胞的存活率最低。Western blot 检测细胞内总AKT 蛋白和

Ser473 位点AKT 蛋白密度随加入异鼠李素浓度的增高变化呈反比关系。高效液相色谱法测定大鼠血浆、

脑组织，显示均有面积不等的异鼠李素峰，表明血浆和脑组织均有异鼠李素分布，其中异鼠李素主要存在于

脑组织。结论：低浓度异鼠李素能促使C6 脑胶质瘤细胞发生凋亡，高浓度异鼠李素可以导致体外培养C6

脑胶质瘤细胞发生凋亡和坏死，具有明显的抑制脑胶质瘤细胞生长的作用，并且发生机制与PI3K/AKT 途

径有紧密的联系。

关键词 异鼠李素；脑胶质瘤细胞；细胞凋亡；PI3K/AKT

中图分类号 R741；R741.05 文献标识码 A DOI 10.16780/j.cnki.sjssgncj.2018.05.010

作者单位

1. 西电集团医院神

经外科

西安 710077

2. 西安交通大学第

二附属医院神经外

科

西安 710000

收稿日期

2016-09-01

通讯作者

孙转妮

1175299547@qq.

com

·基础研究·

近年有研究发现，异鼠李素对某些肿瘤细胞具

有显著性影响[1,2]，同时发现异鼠李素对肿瘤具有选

择性抑制[3]，如可抑制体外培养的 A549、MCF-7 细

胞生长，诱导其凋亡，对肺癌和胃癌细胞分化有一

定的影响[4]，对PC3、K562、AD293 等细胞增殖、分化

则基本无影响。熊学华等[5]研究增强子结合蛋白同源

蛋白（CCAAT/enhancer-binding protein homologous

protein，CHOP）在脑胶质瘤中的表达情况，发现

CHOP在正常脑组织中低表达，在脑胶质瘤中高表

达，在高分级脑胶质瘤中表达较低分级中的表达明

显增强。雷宁等[6]在实验中提到异鼠李素对鼠源性

肿瘤细胞Lewis和C6两株细胞抑制作用明显，但体

外作用较丝裂霉素弱，但至今仍未见报道关于异鼠

李素对胶质瘤细胞作用的作用机理。本研究探讨

不同浓度的异鼠李素对体外培养大鼠C6 胶质瘤细

胞的影响，报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验用细胞 C6 鼠脑胶质瘤细胞购自中科院

上海细胞研究所。

1.1.2 主要试剂及仪器 DMEM 培养基（购于美国

Gibco 公司）、10%胎牛血清（购于四季清生物有限

公司）、二甲基亚砜（购于重庆化学试剂厂）、异鼠李

素（购于深圳同田生化技术有限公司）、0.25%胰蛋

白酶（购于美国Hyclone公司）、细胞增殖及细胞毒

性 MTT 检测试剂盒、Annexin V-FITC/PI 双染细胞

凋亡检测试剂盒（购于上海炎彬公司），AKT 和

Ser473 位 点 AKT 蛋 白 的 一 抗（购 于 美 国 Cell

signaling公司），细胞培养皿（购于杭州生友生物技

术有限公司），组织蛋白提取试剂盒（购于北京百泰克

公司）。流式细胞仪（SL，购于德国Partec公司），高速

冷冻离心机（universal 32R，购于德国Sigma公司），倒

置显微镜（购于日本Olympus公司），紫外分光光度计

（Auriud CE2401，购于英国Biochrom公司），凝胶图

像分析系仪（购于天呈科技公司），电泳仪（FC101，购

于大连竞迈生物科技有限公司），超低温冰箱（购于

日本 Sanyo 公司），培养箱（购于美国 NuAIRE 公

司），超纯水生产仪（购于美国密里博公司）。

1.2 方法

1.2.1 异鼠李素溶液的配制 异鼠李素用 0.1%

NaOH 溶解配成母液，再用 DMEM 完全培养液稀

释，使终浓度达到 1 μmol/μL，过滤除菌后置 4 ℃待

用。

1.2.2 药物处理及细胞形态观察 将典型的大鼠C6

胶质瘤细胞接种于六孔板内（每孔2 mL溶液），待六

孔板内细胞密度达 80%后，随机分为空白对照组、

药物组（20、40、80 mg/L 异鼠李素）处理细胞，细胞

培养48 h后镜下观察。

1.2.3 MTT法测生长抑制率 设定空白 0.1%NaOH

对照。空白对照组加入等量 0.1%NaOH 和 DMEM

完全培养液，于 37 ℃、5%CO2培养箱培养。取对数

生长期的C6 胶质瘤细胞，调整细胞数为5×104/L接

种于 96孔培养板，每孔 100 μL，并设 3个复孔。药

物组分别给予终质量浓度为 20、40、80 μg/mL的异

鼠李素，不加细胞的10%DMEM完全培养液作为空

白对照和溶剂对照，以完全培养基稀释MTT，终浓

度为 5 mg/mL，每孔加入 10 μL，将细胞放回 5%CO2
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培养箱中孵育4 h，再吸去含MTT 的培养基，每孔加入150 μL溶

解液，以酶标仪在490 nm处测定每孔的吸收值。以未加药处理

细胞的吸收值为100%对照，计算处理后细胞的抑制率。

1.2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡 将各药物组细胞 3次给药培

养 72 h 后，吸出弃去培养液，PBS 洗涤 1 次，后加入 0.25%的胰

酶消化 1 min。吹打成悬液后吸入离心管中，6 000 rpm/min 离

心 3 min。弃去上清液，加入 2 mL PBS冲洗后 6 000 rpm/min离

心 3 min，再重复一次。弃去离心后的上清液，加入细胞凋亡

检测试剂盒中的结合液 400 μL，吹打均匀后每管加入试剂

Annexin-v-FITC 染色液 5 μL。4 ℃避光孵育 15 min 后，加入

l0 μL 碘化丙啶（propidium iodide，PI）染色液（20 μg/mL）10 μL

于4 ℃避光孵育5 min。于流式细胞仪上检测凋亡情况。

1.2.5 Western blotting 法检测C6脑胶质瘤细胞总AKT蛋白和

Thr473位点AKT蛋白表达 收集各组处理24 h后的细胞（2×105

个以上），用冷 PBS 洗 2 次，加入裂解液于冰浴上裂解 30 min，

4 ℃、12 500 rpm 离心 5 min，收集上清并测定蛋白浓度。10%

SDS-PAGE分离蛋白，用电转仪半干法转至硝酸纤维素膜上。

加入1∶2 000稀释一抗反应2.5 h后，TBST洗2次，再加入1∶1 000

稀释的AKT和Thr473位点AKT二抗孵育 1 h。最后ECL显影

并曝光。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 13.0 统计软件分析数据，计量资料以（x±s）表

示，计数资料以率或百分比表示。组间比较采用样本均数 t检

验或χ2检验，多组比较采用单因素方差分析，P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度处理的异鼠李素对细胞形态的影响

复苏、传代长势良好的C6 脑胶质瘤细胞的生长情况：细胞

活力强，6 h 后即可贴壁，贴壁后可见细胞变为三角形或长棱形，

细胞生长迅速，48 h 后细胞即可长满瓶底，即进入平台期。在

72 h 后可见部分肿瘤细胞堆积起来，出现无接触的抑制性生长，

96 h 后培养液有大量死亡脱落细胞。在光学显微镜下，单层细

胞的形态呈现为三角形、花纹状、多边形。爬片细胞经HE 染色

可见细胞呈长棱形、不规则多边形等。

2.2 MTT 比色法检测细胞存活率

随着异鼠李素浓度的增加，C6 脑胶质瘤细胞存活率逐步减

少，生长抑制率 IC50 逐步增加，见表1。以异鼠李素浓度为横坐

标，C6 脑胶质瘤细胞抑制率为纵坐标作图，得异鼠李素作用于

C6脑胶质瘤细胞48 h 的 IC50 约为76.32 μg/μL（n=3，P<0.05）。

2.3 细胞凋亡率比较

随着加入异鼠李素浓度的增高，大鼠C6 脑胶质瘤细胞的

凋亡率也增加（n=3，P<0.05），见表1。

2.4 Western 印迹分析

与对照组（1.00±0.01）相比，随着加入异鼠李素浓度的升

高，pAKT（Ser473）蛋白表达减弱（0.52±0.11，0.49±0.09，0.35±

0.07），差异有统计学意义（P<0.05），细胞内总AKT蛋白条带，基

本无表达差异，见图1。

3 讨论

开发化疗药物，杀死肿瘤细胞，使肿瘤细胞凋亡和坏死，对

肿瘤的治疗有很重要的意义，细胞凋亡是由基因控制的主动性、

程序性的死亡。研究使细胞凋亡的药物与肿瘤之间的关系，深

入探讨其机制，寻求靶向性药物对肿瘤的治疗有重要意义。实

验结果显示，用不同实验方法同时得出一个结果：随着异鼠李素

浓度的增加，体外培养的脑胶质瘤细胞的存活率下降，凋亡比例

增加，而且呈一定剂量相关性。细胞增殖和凋亡的与P13K/Akt

信号通路有着直接的关系，此信号通路的失调可以导致肿瘤的

发生、转移、侵袭[7]。众多文献报道异鼠李素对多种体外培养肿

瘤细胞有抑制作用[8,9]，但对脑胶质瘤的作用影响尚未见报道。

本文研究表明，异鼠李素对脑胶质瘤是有一定的靶向性，这为异

鼠李素作为治疗药物提供了一个崭新的依据。当异鼠李素浓度

高的时候，一般会引起凋亡和坏死共存[10-12]，原因在于，凋亡晚

期，当巨噬细胞负荷足够大，无法迅速清除吞噬的细胞碎片，就

不能再吞噬凋亡小体，此时细胞就会发生继发性坏死[13-15]。

本文结论如下，低浓度异鼠李素能够促使C6 脑胶质瘤细

胞发生凋亡，高浓度异鼠李素可以导致体外培养C6 脑胶质瘤

细胞发生凋亡和坏死，具有明显的抑制脑胶质瘤细胞生长的作

用，并且发生机制与PI3K/AKT 途径有紧密的联系，在大鼠脑胶

质瘤模型中，处理样品后，高效液相色谱法检测血浆和脑组织有

一定的含量，说明异鼠李素有脑组织的靶向性，为异鼠李素在抗

肿瘤的开发和利用提供了实验论据。

1 2 3 4

PAKTSer473

AKT

GAPDH

空
白
对
照
组

20 μ
g/m

L组

40 μ
g/m

L组

80 μ
g/m

L组

图1 不同浓度的异鼠李素对C6 脑胶质瘤细胞AKT 蛋白和

pAKT(Ser473)蛋白表达的影响

剂量/(μg/mL)

空白对照组

20 μg/mL组

40 μg/mL组

80 μg/mL组

平均OD值

0.517

0.413

0.339

0.331

细胞存活率/%

100.00

79.80±3.5

65.57±2.7

64.02±2.4

凋亡率（%）

5.83±0.18

14.12±0.22

16.77±0.45

19.38±0.35

表1 不同浓度的异鼠李素对C6 胶质瘤细胞存活率及

凋亡率的影响
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