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摘要　 目的 　 探讨常春藤皂苷元（ＨＤＧ）对胶质母细胞瘤

（ＧＢＭ）细胞增殖、迁移和凋亡的影响及机制。 方法 　 人

ＧＢＭ 细胞株 Ｕ８７、Ｕ２５１ 和人脑胶质细胞株（ＨＥＢ）为研究对

象，以 ＨＤＧ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ（或 ０ ｍｇ ／ ｋｇ）为对照组，实验组分别给

予不同浓度 ＨＤＧ；噻唑蓝法（ＭＴＴ）、ＥｄＵ 染色及细胞平板克

隆检测 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞增殖的影响；锥虫蓝染色检测

ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞死亡的影响；细胞划痕、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检

测 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞迁移和侵袭的影响；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ、
ＪＣ⁃１０ 染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞凋亡相关蛋白 Ｂ 淋巴细

胞瘤⁃２ 基因（Ｂｃｌ⁃２）、Ｂｃｌ⁃２⁃Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ 的蛋白质 Ｂａｘ、肿瘤

蛋白 ｐ５３、胱天蛋白酶 ３ （ ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３），分析 ＨＤＧ 对

ＧＢＭ 细胞凋亡的影响；ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小鼠肿瘤异种移植实验分析

ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 体内荷瘤的影响。 结果 　 与对照组（ＨＤＧ ０
μｍｏｌ ／ Ｌ）比较，ＨＤＧ 对 Ｕ８７、Ｕ２５１ 细胞的增殖、迁移和侵袭

有显著抑制作用，且与 ＨＤＧ 剂量呈依赖关系；锥虫蓝染色结

果显示 ＨＤＧ 导致 ＧＢＭ 细胞的死亡数量明显增多；ＨＤＧ 明

显诱导 Ｕ８７、Ｕ２５１ 细胞的线粒体膜电位下降、凋亡细胞数量

增加以及凋亡相关蛋白 Ｂａｘ、ｐ５３、ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ３ 的表达上

调和 Ｂｃｌ⁃２ 的表达下调；ＨＤＧ 显著抑制 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小鼠皮下

ＧＢＭ 的大小、ＧＢＭ 细胞 Ｋｉ６７ 的阳性率并导致 ＧＢＭ 细胞大

量死亡；ＨＤＧ 对人 ＨＥＢ 细胞以及荷瘤小鼠肝脏无明显毒性

作用。 结论　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞的增殖、迁移和侵袭有显著

抑制作用且诱导其凋亡，ＨＤＧ 诱导 ＧＢＭ 细胞凋亡的机制可

能通过介导线粒体损伤及调控 ｐ５３、Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 表达。
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　 　 胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ， ＧＢＭ）是最常见、
最具侵袭性的原发性恶性脑肿瘤［１］。 ＧＢＭ 细胞具

有异质性高，呈弥漫性浸润、侵入性高、异常血管生

成等特点［２］。 由于目前治疗方法缺乏理想的临床

疗效，ＧＢＭ 的临床治疗仍面临着巨大挑战［３］。 小分

子药物具有能穿过细胞膜、作用于细胞内靶点、组织

渗透性更好、能部分通过血脑屏障、没有免疫原性和

广谱性等优点，已成为 ＧＢＭ 分子靶向治疗的研究热

点。
常春藤皂苷元（ｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ， ＨＤＧ）主要来源于

常春藤、防风、金银花、白头翁、威灵仙等中草药，分
子式为 Ｃ３０ Ｈ４８ Ｏ４，属于五环三萜类化合物［４］。 研

究［５］表明，ＨＤＧ 有抗肿瘤、抗抑郁、抗菌抗炎、抗糖

尿病等多种药理作用，可以穿过血脑屏障并迅速分

布到脑脊液中。 目前，关于 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 的作用尚

缺乏深入研究，该研究旨在通过体内外实验探讨

ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞的增殖、迁移和凋亡的作用，为开

发 ＨＤＧ 成为治疗 ＧＢＭ 的小分子靶向药物提供理论

基础和实验依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞　 人胶质母细胞瘤 Ｕ８７、Ｕ２５１ 细胞株

和人脑胶质细胞株 ＨＥＢ 为该实验室保存。
１． １． ２　 实验动物　 ６ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小鼠 １５
只，雄性，体质量（２０ ± ２） ｇ，购自湖北省实验动物

研究中心，许可证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０２０⁃００１８。
１． １． ３ 　 药物 　 ＨＤＧ（分析标准品，ＨＰＬＣ≥９８％ ，
ＣＡＳ 号 ４６５⁃９９⁃６，批号：Ｂ２０１６７） 购自上海源叶公

司。
１． １． ４ 　 试剂 　 ＤＭＥＭ 培养基（批号：Ｃ１１９９５５００Ｂ
Ｔ）、胎牛血清（批号：１２４８３０２０）和胰蛋白酶（批号：
８１２２３０７）均购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ，批号：ＳＴ１５３７⁃２５０ ｍｇ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，
批号：ＳＴ０３８⁃１００ ｍｌ）、锥虫蓝染色细胞存活率检测

试剂盒（批号：Ｃ００１１）、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋亡检

测试剂盒（批号：Ｃ１０６２Ｓ）、ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ ＥｄＵ⁃４８８ 细
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胞增殖检测试剂盒（批号：Ｃ００７１Ｓ）、Ｋｉ⁃６７ （批号：
ＡＦ１７３８）、二氨基联苯胺（ＤＡＢ，批号：Ｐ０２０２）均购自

上海碧云天公司；线粒体膜电位检测试剂盒（ＪＣ⁃１０，
批号：ＢＬ７２６Ａ，规格：１００Ｔ）、苏木精伊红染液（ｈｅｍａ⁃
ｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）（批号：ＢＬ７００Ａ，规格：１００
ｍｌ × ２）购自合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司。 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 包被的 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 小室（批号：３５４４８０）购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；
抗体甘油醛⁃３⁃磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）、Ｂ 淋巴细胞

瘤⁃２ 基因（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２，Ｂｃｌ⁃２）、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ⁃
３、ｐ５３（批号：ＡＣ００１、Ａ０２０８、Ａ０２０７、Ａ０２６３）均购自

武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司。
１． １． ５　 仪器　 倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ Ｃｏｒ⁃
ｐｏｒａｔｉｏｎ 公司，型号：ＩＸ７３）；１３００ ＳＥＲＩＥＳ Ａ２ 超净工

作台、ＣＯ２ 细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；多功能酶标检测仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司，型号：
Ｅｐｏｃｈ２）；低温离心机（美国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，型号：
５４２４Ｒ）；ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 蛋白印迹 － 多功能成像系

统、１６４５０５０ 电泳仪和 Ｇｅｎｅ Ｐｕｌｓｅｒ Ｘｃｅｌｌ 电转仪（美
国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 将 Ｕ８７、Ｕ２５１ 和 ＨＥＢ 细胞接种

于含 １０％胎牛血清和 １％ 双抗的 ＤＭＥＭ 培养基的

培养皿中，在温度 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养，
待细胞长到 ８５％时进行细胞传代，将处于对数期的

细胞用于实验。
１． ２． ２　 细胞增殖检测

１． ２． ２． １　 ＭＴＴ 检测法　 Ｕ８７、Ｕ２５１ 和 ＨＥＢ 细胞接

种于 ９６ 孔板。 每孔细胞数密度 ５ × １０３ 个 ／孔，按每

孔 １００ μｌ 细胞悬液加入 ９６ 板孔中置于培养箱培养

２４ ｈ 后，弃板孔内培养基，加入用培养基稀释至不

同浓度（０、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＨＤＧ，每个浓度

梯度设置 ６ 个复孔，放入培养箱继续培养 ２４、４８、７２
ｈ 后加入 ＭＴＴ，避光继续培养 ４ ｈ 后取出加入 ＤＭ⁃
ＳＯ，置于摇床上室温混匀 １５ ｍｉｎ，使用酶标仪 ４９０
ｎｍ 的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）进行检测。 Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件绘制出细胞生存曲线并计算出 ＩＣ５０

值。 细胞存活率 ＝ （实验组 ＯＤ 值 － 对照组 ＯＤ
值） ／对照组 ＯＤ 值，设定对照组细胞存活率为 １。
１． ２． ２． ２ 　 ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ ＥｄＵ⁃４８８ 细胞增殖检测 　 将

Ｕ２５１ 细胞和 Ｕ８７ 细胞分别接种到 ２４ 孔板中，３ ×
１０４ 个 ／孔。 待细胞生长至汇合度约 ８０％左右时，配
置工作液并 ３７ ℃预热后将工作液加入板中，继续孵

育细胞 ２ ｈ。 ＥｄＵ 标记细胞完成后，去除培养液，并
加入 １ ｍｌ 固定液，室温固定 １５ ｍｉｎ。 去除固定液，

洗涤液洗涤细胞 ３ 次后每孔加入 １ ｍｌ 通透液，室温

孵育 １５ ｍｉｎ。 去除通透液，每孔用洗涤液洗涤细胞

２ 次。 最后参照试剂盒说明书配制反应液并加入孔

中，室温避光孵育 ３０ ｍｉｎ。 孵育结束后吸除反应液，
洗涤液洗涤 ３ 次。 并使用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 进行细胞

核染色，室温避光孵育 １０ ｍｉｎ，结束后用洗涤液洗涤

３ 次，随后即可进行荧光检测。
１． ２． ３　 细胞克隆形成实验　 将处于对数生长期的

细胞胰酶消化后接种于 ６ 孔板中，各实验组接种 １
× １０３ 个细胞 ／孔。 ２４ ｈ 后加入含不同浓度 ＨＤＧ 的

培养基，继续培养至绝大多数单个克隆细胞数大于

５０％为止；克隆完成后，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，每孔加入

４％多聚甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次；每孔加入

０. １％结晶紫染色细胞 ２０ ｍｉｎ；ＰＢＳ 洗涤细胞数次后

晾干，拍照并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对图片进行处理，最后用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统计。
１． ２． ４　 细胞迁移和侵袭实验　 细胞横向迁移，每孔

加入约 ５ × １０５ 个细胞。 ２４ ｈ 后进行划痕并用 ＰＢＳ
洗细胞 ３ 次，去除划下的细胞，加入含不同浓度

ＨＤＧ 的培养基，放入 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。
按 ０ ｈ，２４ ｈ 拍照。 细胞的纵向迁移和侵袭实验：上
室铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶（只侵袭用的小室加入），加入 Ｍａｔｒｉ⁃
ｇｅｌ 胶后，３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育 １ ｈ，孵育结

束，弃 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶，取对数生长期 Ｕ８７ 和 Ｕ２５１ 细胞，
用无血清培养基培养 ８ ｈ 后，以 １ × １０５ 个 ／孔接种

于上室，下室分别加入含不同浓度 ＨＤＧ 的培养基，
２４ ｈ 后终止培养，取出小室，吸弃培养基，用棉签轻

轻擦去 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶和未穿膜的表面细胞，４％ 多聚甲

醇固定小室里的细胞，再用结晶紫染色，干燥后显微

镜下拍照并统计结果。
１． ２． ５　 锥虫蓝染色细胞存活率检测　 Ｕ８７、Ｕ２５１ 细

胞接种于 ２４ 孔板。 每孔细胞数密度 ５ × １０６ 个 ／孔，
按每孔 ３ ０００ μｌ 细胞悬液加入 ２４ 板孔中置于培养

箱培养 ２４ ｈ 后，弃板孔内培养基，加入用培养基稀

释至不同浓度（０、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＨＤＧ，继
续培养 ２４ ｈ 后重悬细胞，吸取 １００ μｌ 重悬的细胞，
加入 １００ μｌ 锥虫蓝染色液，轻轻混匀，染色 ３ ｍｉｎ，
吸取少量经过染色的细胞，用血细胞计数板拍照计

数。 细胞存活率 ＝ （细胞总数 － 蓝色细胞数） ／细胞

总数 × １００％ 。
１． ２． ６　 细胞凋亡检测　 按 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋

亡检测试剂盒说明书步骤，将 Ｕ２５１ 细胞和 Ｕ８７ 细

胞分别接种到 ２４ 孔板中，３ × １０４ 个 ／孔。 待细胞生

长至汇合度约 ８０％ 左右时，加入不同浓度的 ＨＤＧ
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处理 ２４ ｈ。 然后弃去培养基，ＰＢＳ 洗 １ 次，每孔分别

加入 １９５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 结合液、５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ⁃ＦＩＴＣ、１０ μｌ 碘化丙啶染色液，轻轻混匀。 室温避

光孵育 ２０ ｍｉｎ，随后置于冰浴中。 荧光显微镜下观

察并拍照。
１． ２． ７　 线粒体膜电位检测　 以 ＪＣ⁃１０ 为荧光探针

快速灵敏地检测细胞的线粒体膜电位变化，从而指

示早期的细胞凋亡。 将 Ｕ２５１ 细胞和 Ｕ８７ 细胞分别

接种到 ２４ 孔板中，３ × １０４ 个 ／孔。 待细胞生长至汇

合度约 ８０％ 左右时，加入不同浓度的 ＨＤＧ 处理 ２４
ｈ。 之后弃旧液，加入阳性对照并于 ３７ ℃细胞培养

箱内避光孵育 ２０ ｍｉｎ。 随后弃旧液，ＰＢＳ 洗涤，每孔

各加入 ２００ μｌ 的培养基和工作液，充分混匀后培养

箱中再孵 ２０ ｍｉｎ。 弃旧液加入配好的染色缓冲液，
洗 ２ 次，最后加入 ＰＢＳ 进行拍照。
１． ２． ８　 肿瘤异种移植动物实验　 动物实验经湖北

科技学院动物伦理委员会批准，并按照机构和国际

动物护理和使用指南进行。 ６ 周龄雄性 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小

鼠 １５ 只，在无特定病原体动物室（ＳＰＦ）中饲养；深
度麻醉后，将含有 ５ × １０７ Ｕ８７ 细胞的 １００ μｌ 无菌

ＰＢＳ 溶液注射到 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小鼠背部皮下；当肿瘤体

积达到一定标准后，将小鼠随机分为对照组、低剂量

组和高剂量组（每组 ｎ ＝ ５）；低剂量组和高剂量组小

鼠每日给予 ＨＤＧ 灌胃 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ［６］。 每

隔 １ ｄ 按以下公式计算肿瘤体积：体积 ＝ 长 × 宽２ ×
０. ５２（单位为 ｃｍ３），同时每天测量体质量；１４ ｄ 后，
处死小鼠，收集肿瘤和肝脏。
１． ２． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 Ｕ２５１ 细胞和 Ｕ８７ 细胞

分别接种到 １０ ｃｍ 的细胞培养皿中，待细胞生长至

汇合度约 ８０％ 左右时，加入不同浓度的 ＨＤＧ 处理

２４ ｈ。 取出培养皿放置于冰面上，弃去培养基，用预

冷的 ＰＢＳ 冲洗 ３ 遍。 每皿加入 １５０ μｌ 细胞裂解工

作液，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，将裂解好的细胞放入 ４ ℃的

冷冻离心机 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ。 取上清液，
ＢＣＡ 法蛋白定量测定配平。 取得蛋白后采用 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 法进行实验，一抗 ４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗 ３
次，二抗孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗 ３ 次，使用 ＥＣＬ 发光液曝

光显影。
１． ２． １０ 　 ＨＥ 及免疫组织化学（ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓ⁃
ｔｒｙ，ＩＨＣ）染色　 将脱水组织固定在 ４％多聚甲醛中，
石蜡包埋并切成 ４ μｍ 切片。 将组织块脱蜡、再水

化并用 ＨＥ 染色，将切片放在盖玻片上后在显微镜

下观察。 为了抑制内源性过氧化物酶活性，将组织

切片脱蜡、再水化并在 ３％ Ｈ２Ｏ２ 中处理以进行免疫

组织化学染色，然后在枸橼酸盐缓冲液（ｐＨ ６. ０）中
对载玻片进行抗原修复。 将组织片冷却至室温后，
用 ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 进行封闭和透化，将切片在 ４
℃的加湿室中用 Ｋｉ⁃６７ 处理过夜，此后，加入 ＨＲＰ
标记的二抗，室温反应 １ ｈ，使用底物二氨基联苯胺

识别抗体，并用苏木精对载玻片进行复染色。
１． ３　 统计学处理 　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件对

实验数据进行统计，结果以 �ｘ ± ｓ 表示，并用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 进行数据分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。 所有实验独立重复 ３ 次。

２　 结果

２． １　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞和 ＨＥＢ 细胞增殖的影响

　 ＭＴＴ 实验结果显示（图 １），与对照组比较，经不同

浓度 ＨＤＧ（０、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４ ｈ 后，
Ｕ２５１ 细胞和 Ｕ８７ 细胞的增殖活力均有明显的抑制，
且与 ＨＤＧ 浓度呈依赖关系，差异有统计学意义

（ＦＵ８７ ＝ ２２. ６，ＦＵ２５１ ＝ ３９. １３；Ｐ ＜ ０. ０５）；根据细胞生

存曲线，ＨＤＧ 作用 ２４ ｈ 后，Ｕ２５１ 的 ＩＣ５０值为（２５. ２０
± ４. ５５） μｍｏｌ ／ Ｌ；Ｕ８７ 的 ＩＣ５０ 值为 （４０. ３２ ± ３. ６７）
μｍｏｌ ／ Ｌ；而随着 ＨＤＧ 给药浓度的增加，与对照组相

比较，ＨＥＢ 细胞活力几乎没有变化（ＦＨＥＢ ＝ １６５. ４，Ｐ
＞ ０. ０５）。
　 　 细胞克隆形成实验结果（图 ２）显示，与对照组

相比，经不同浓度 ＨＤＧ（２. ５、５. ０、１０. ０、２０. ０ μｍｏｌ ／
Ｌ）处理后，Ｕ２５１、Ｕ８７ 细胞的体外克隆形成呈剂量

依赖性抑制，差异有统计学意义 （ＦＵ８７ ＝ １５１. ８０，
ＦＵ２５１ ＝ ８２. ５９；Ｐ ＜ ０. ０１）。
　 　 为进一步验证 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞增殖的影响，
通过 ＥｄＵ⁃４８８ 细胞增殖检测结果（图 ３）显示，与对

照组相比，经不同浓度 ＨＤＧ（１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
处理 ２４ ｈ 后，Ｕ２５１、Ｕ８７ 细胞的 ＥｄＵ⁃４８８ 染色阳性

细胞数目随给药浓度升高而明显减少 （ ＦＵ８７ ＝
２９０. ６０，ＦＵ２５１ ＝ ８４. ０１；Ｐ ＜ ０. ０５）；表明 ＨＤＧ 呈浓度

依赖性抑制 ＧＢＭ 细胞的增殖。 上述结果均表明

ＨＤＧ 具有显著抑制 ＧＢＭ 细胞增殖的作用。
２． ２　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞迁移和侵袭的影响　 细胞

划痕实验结果（图 ４）所示，与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组相比

较，经不同浓度 ＨＤＧ（１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４
ｈ 后，Ｕ２５１、Ｕ８７ 细胞的横向迁移明显受到抑制，且
与 ＨＤＧ 浓度呈依赖性关系，差异有统计学意义

（ＦＵ８７ ＝ ２１２. ０，ＦＵ２５１ ＝ ２２. ５；Ｐ ＜ ０. ０５）。
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图 １　 ＭＴＴ 检测 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞增殖的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ａ：ＨＤＧ 作用后的 ＧＢＭ 细胞白光图 × １００；Ｂ⁃Ｄ：细胞增殖率统计结果

图 ２　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞克隆形成的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ａ：克隆形成实验结晶紫染色结果 × １. ５；Ｂ、Ｃ：Ｕ８７ 和 Ｕ２５１ 细胞克隆形成率统计；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ３　 ＥｄＵ⁃４８８ 染色显示 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞增殖的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ａ：ＥｄＵ 荧光染色照片 × １００；Ｂ、Ｃ：ＥｄＵ 阳性细胞数百分比；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测细胞的纵向迁移和侵袭能力

（如图 ５）显示，与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组比较，经不同浓

度 ＨＤＧ（１０、２０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４ ｈ 后，Ｕ２５１、Ｕ８７
细胞的纵向迁移与侵袭能力都明显受到抑制，且与

ＨＤＧ 浓度呈依赖关系，差异有统计学意义（Ｕ８７：
Ｆ侵袭 ＝ ６４. ４２，Ｆ迁移 ＝ １４１. ８０；Ｕ２５１：Ｆ侵袭 ＝ ４５. ７０，
Ｆ迁移 ＝ ２６５. ５０；Ｐ ＜ ０. ０５）。 上述结果说明，ＨＤＧ 对

ＧＢＭ 细胞的迁移和侵袭有显著抑制作用，且与

ＨＤＧ 浓度呈依赖关系。
２． ３　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞活性的影响　 细胞活性染

料锥虫蓝染色结果（图 ６）显示，０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组

Ｕ８７ 细胞的存活率为 ０. ８２０ ± ０. ０２４，经不同浓度

ＨＤＧ（１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４ ｈ 后，其存活率

分别 为 ０. ８０３ ± ０. ０１２、 ０. ７４３ ± ０. ００９、 ０. ５３０ ±
０. ０２４、０. ２７３ ± ０. ０２５，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２３１，
Ｐ ＜ ０. ０５）；０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组 Ｕ２５１ 细胞的存活率为

０. ８２０ ± ０. ０２２，经不同浓度 ＨＤＧ （１０、 ２０、 ４０、 ８０
μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４ ｈ 后，其存活率分别为 ０. ７７７ ±
０. ０１７、 ０. ７０３ ± ０. ０２１、 ０. ４０３ ± ０. ０２６、 ０. １７７ ±
０. ０２１，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ３３１. １，Ｐ ＜ ０. ０５）。
结果说明 ＨＤＧ 呈浓度依赖性诱导 ＧＢＭ 细胞死亡。
２． ４　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞凋亡的影响　 细胞凋亡试

剂盒（Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ）检测

细胞死亡情况，结果（图 ７）显示，与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照

组比较，经不同浓度 ＨＤＧ（１０、２０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理

２４ ｈ 后，Ｕ２５１、Ｕ８７ 细胞早期凋亡 （ Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ ＋ ／
ＰＩ － ）的比例随 ＨＤＧ 浓度的增加而显著增加，差异

有统计学意义 （ ＦＵ８７ ＝ ３２０. ０， ＦＵ２５１ ＝ ５８８. ６； Ｐ ＜
０. ０５），提示 ＨＤＧ 诱导 ＧＢＭ 细胞的凋亡。
　 　 ＪＣ⁃１０ 探针测量线粒体膜电位变化，结果如图 ８
所示，与阴性对照组（ＨＤＧ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）比较，经不同

浓度ＨＤＧ（１０、２０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４ ｈ 后，Ｕ２５１、
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图 ４　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞横向迁移的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ａ、Ｃ：Ｕ８７ 和 Ｕ２５１ 细胞横向迁移白光图 ×２００；Ｂ、Ｄ：Ｕ８７ 和 Ｕ２５１ 迁移率统计；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：∗Ｐ ＜０. ０５，∗∗Ｐ ＜０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜０. ００１

图 ５　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞纵向迁移和侵袭的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
　 　 Ａ、Ｂ：ＨＤＧ 对 Ｕ８７ 和 Ｕ２５１ 细胞纵向迁移和侵袭作用的镜下图 × ５０；Ｃ、Ｄ：Ｕ８７ 和 Ｕ２５１ 迁移细胞数统计；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：∗ Ｐ ＜
０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ６　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞死亡的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ａ：锥虫蓝染色白光图 × １００；Ｂ：细胞存活率统计结果；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ７　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞凋亡的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ａ：Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 荧光图 × ２０；Ｂ、Ｃ：细胞凋亡率统计结果；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

Ｕ８７ 细胞表现出 ＪＣ⁃１０ 单体（绿色）的积累增强而

ＪＣ⁃１０ 聚集体（红色）减少，说明随着 ＨＤＧ 给药浓度

的增高，ＧＢＭ 细胞线粒体膜电位下降程度越来越显

著（ＦＵ８７ ＝ ２２７. ９０，ＦＵ２５１ ＝ ７６. ２３；Ｐ ＜ ０. ０５）。 结果提

示 ＨＤＧ 可能触发 ＧＢＭ 细胞的线粒体依赖性细胞凋

亡。

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（图 ９）显示，与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照

组比较，经不同浓度 ＨＤＧ（１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处
理 ２４ ｈ 后， Ｕ２５１、 Ｕ８７ 细胞的 ｐ５３、 Ｂａｘ、 ｃｌｅａｖｅｄ⁃
ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达显著上调，而 Ｂｃｌ⁃２ 的表达显著下

调，且 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值明显下降，差异有统计学意义

（ＦＵ８７ ＝ １４４. １，ＦＵ２５１ ＝ １９３. ２；Ｐ ＜ ０. ０５）。
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图 ８　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞线粒体膜电位的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）
Ａ：ＪＣ⁃１０ 荧光图 × ５０；Ｂ、Ｃ：正常细胞与线粒体膜电位降低细胞比值的统计结果；ＣＣＣＰ 组：阳性对照组；与阴性对照组（ＨＤＧ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞体内增殖的影响　 Ｕ８７ 细

胞的 ＢＡＬＢ ／ Ｃ 小鼠皮下异种移植模型实验结果显

示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，经不同浓度 ＨＤＧ（２０、４０ ｍｇ ／
ｋｇ）治疗后，ＨＤＧ 治疗组的肿瘤大小、体积均小于

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），而各实验组小鼠的体质量均

相对稳定（图 １０Ａ、１０Ｂ）；小鼠的肝脏肉眼形态及

肝 ／体比在治疗组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组之间无明显差异（图
１０Ｃ，Ｆ ＝ ０. ０１４）。 组织形态观察显示 （图 １０Ｄ），
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ＧＢＭ 细胞密集、异型性明显、死亡细胞少

见，而 ＨＤＧ 治疗组的 ＧＢＭ 细胞疏松且大量细胞死

亡；Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ＧＢＭ 细胞的 Ｋｉ６７ 阳性率接近 ２０％ ，
而 ＨＤＧ 治疗组 ＧＢＭ 细胞的 Ｋｉ６７ 阳性率显著降低；
对照组、ＨＤＧ 治疗组小鼠肝脏的组织形态均无异常

改变。
体内实验结果提示，ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞的体内

增殖有显著抑制作用且诱导细胞死亡，而其体内毒

性作用不明显。

３　 讨论

ＧＢＭ 是恶性程度 ＩＶ 级的神经胶质瘤，极具侵
袭性和致命性［７］，目前仍以手术治疗、放疗和化疗

为主要治疗手段，但由于肿瘤浸润性生长，与脑组织

间无明显边界，除早期肿瘤小且位于适当部位者外，
难以做到全部切除，一般都主张综合治疗，即术后配

合以放射治疗、化学治疗等，但治疗效果很不理想。
从天然植物中寻找抗肿瘤药物是抗肿瘤药物开

发应用的一项有效策略［８］。 ＨＤＧ 属五环三萜类化
合物，首次在常春藤叶中发现［９］。 近年来因其具有

强烈的抗肿瘤活性而受到广泛关注［５］。 研究［１０ － １１］

显示，ＨＤＧ 在肺癌、乳腺癌、胃癌、结肠癌、宫颈癌研

究中均证实其具有抗肿瘤作用。
根据该研究结果显示，ＭＴＴ 实验、ＥｄＵ⁃４８８ 染色
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图 ９　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞凋亡相关蛋白表达的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显色结果；Ｂ、Ｄ：相关蛋白表达水平的统计结果；Ｃ、Ｅ：Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值的统计结果；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜

０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

表明 ＨＤＧ 在体外明显抑制 ＧＢＭ 细胞的增殖，克隆

形成实验显示 ＨＤＧ 抑制 ＧＢＭ 细胞的体外克隆形

成，小鼠肿瘤异种移植动物实验显示 ＨＤＧ 抑制小鼠

皮下 ＧＢＭ 体积的增大，且经 ＨＤＧ 治疗后小鼠皮下

ＧＢＭ 的细胞排列疏松且大量细胞死亡或脱落、Ｋｉ６７
阳性率显著降低，说明 ＨＤＧ 在体内外均可抑制

ＧＢＭ 细胞的生长；通过细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验的结果，验证了 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞的迁移和侵袭

有明显抑制作用；小鼠异种移植的组织学观察及体

外 ＧＢＭ 细胞锥虫蓝染色均显示 ＨＤＧ 可以诱导

ＧＢＭ 细胞死亡，而 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 细胞凋亡检测则

证实 ＨＤＧ 诱导 ＧＢＭ 细胞的凋亡，说明 ＨＤＧ 对

ＧＢＭ 细胞有毒性作用，诱导细胞凋亡是其抗肿瘤作

用的有效方式之一；而 ＨＤＧ 对人 ＨＥＢ 细胞的增殖

无显著抑制及形态改变，且对经其治疗的荷瘤小鼠

肝脏的肉眼形态和组织结构没有明显影响，说明

ＨＤＧ 对正常组织、细胞的毒性作用不明显。 上述结

果提示，ＨＤＧ 可以抑制 ＧＢＭ 细胞的增殖、迁移和侵

袭且诱导其凋亡，而对正常组织、细胞无明显毒性作

用，因而 ＨＤＧ 具有成为抗 ＧＢＭ 药物的潜在开发应

用价值。
大量研究［１２］ 显示，Ｂｃｌ⁃２ 家族和 ｃａｓｐａｓｅ 家族蛋

白在细胞凋亡信号转导通路尤其是线粒体依赖的凋

亡途径中发挥了重要的调控作用。 Ｂｃｌ⁃２ 与 Ｂａｘ 共

属同一个家族，通过控制线粒体膜的通透性来调节

凋亡激活物。 Ｂｃｌ⁃２ 是迄今研究最深入、最广泛的凋

亡调控基因之一，可通过其疏水区锚定于线粒体外

膜、外核膜及部分内质网膜表面，是阻止凋亡早期征

象发生的重要因子［１３］。 Ｂａｘ 为促凋亡蛋白代表，多
以非活性单体形式分布于胞质中，只有在接收到凋

亡信号刺激被激活后，才破坏线粒体膜的完整性，并
与Ｂｃｌ⁃２等抑制凋亡的蛋白对抗并阻止其抗凋亡作
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图 １０　 ＨＤＧ 对 ＧＢＭ 细胞在小鼠体内增殖的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ａ：各实验组小鼠在实验终点时的形态及小鼠的体质量变化曲线；Ｂ：各实验组小鼠荷瘤的大小及肿瘤生长曲线；Ｃ：各实验组小鼠肝脏的肉

眼形态及肝脏 ／ 体质量比率；Ｄ：各实验组小鼠荷瘤（ＧＢＭ） ＨＥ × １００、Ｋｉ６７ 表达 ＩＨＣ × １００、肝脏（Ｌｉｖｅｒ） ＨＥ × １００ 的组织形态或表达情况；与
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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用的发挥［１２］。 Ｂａｘ 二聚体在膜上打开通道，增加膜

的通透性，Ｂｃｌ⁃２ 与 Ｂａｘ 形成异二聚体，降低通透性。
Ｂｃｌ⁃２ 与 Ｂａｘ 的比值越大，说明抗凋亡能力越强。
ｃａｓｐａｓｅ 为促凋亡蛋白，在细胞内可以通过多种不同

的途径被活化，然后切割并激活下游的 ｃａｓｐａｓｅ 分

子，介导细胞凋亡［１４］。 ｐ５３ 是重要的转录因子，调
控着肿瘤的发生和凋亡，细胞可以经过以 ｐ５３ 为核

心的信号转导机制进行基因修复引起细胞周期阻滞

或诱导细胞凋亡［１５］。 为了进一步探明 ＨＤＧ 诱导

ＧＢＭ 细胞发生凋亡的分子机制，该研究结果显示，
ＨＤＧ 诱导 ＧＢＭ 细胞线粒体膜电位的下降；且随着

ＨＤＧ 给药浓度的增加， ＧＢＭ 细胞的 ｐ５３、 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达显著上调，而 Ｂｃｌ⁃２ 的表达

显著下调、Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比值明显下降，说明 ＨＤＧ 可能

通过引起线粒体损伤及调控 ｐ５３、Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 的机制

来诱导 ＧＢＭ 细胞的凋亡。
综上所述，该研究表明 ＨＤＧ 抑制 ＧＢＭ 细胞的

增殖、迁移和侵袭，且可能通过引起线粒体损伤及调

控 ｐ５３、Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 的机制来诱导 ＧＢＭ 细胞的凋亡；
而 ＨＤＧ 对正常组织、细胞没有明显毒性作用，因而，
ＨＤＧ 具有成为抗 ＧＢＭ 药物的潜在价值。 该研究为

ＨＤＧ 开发应用于抗 ＧＢＭ 的临床治疗提供了一定理

论支持和实验证据；关于 ＨＤＧ 抗 ＧＢＭ 作用的具体

机制，尚有待进一步深入研究。
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ＴＥＡＤ１ ／ ＴＥＡＤ４ 基因多态性与非贲门胃癌变关系的研究
阎小霞１，董文杰１，张云翔２，高　 芳２，贾彦彬１

摘要　 目的　 探讨 ＴＥＡ 转录因子 １（ＴＥＡＤ１）基因单核苷酸

多态性 （ ＳＮＰ） ｒｓ２３０４７３３、 ＴＥＡ 转录因子 ４ （ ＴＥＡＤ４） ＳＮＰ
ｒｓ７１３５８３８ 和 ｒｓ１９９０３３０ 与非贲门胃癌变发病风险的关系。
方法　 采用酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测正常对照组

血清样本中抗幽门螺杆菌（Ｈｐ）的特异性抗体，根据抗体滴

度将 ４７０ 例正常对照组分为 Ｈｐ 感染阴性组（ｎ ＝ ２２３） 和阳

性组（ｎ ＝ ２４７）。 在 ４５０ 例非贲门胃癌病例组和 ４７０ 例对照

组中，采用聚合酶链式反应 － 限制性片段长度多态性（ＰＣＲ⁃
ＲＦＬＰ）技术对各 ＳＮＰ 位点进行基因分型，采用非条件性
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Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归评估各 ＳＮＰ 位点与非贲门胃癌变发病风险的关

系。 结果　 ＴＥＡＤ１ 、ＴＥＡＤ４ 各 ＳＮＰ 位点均与 Ｈｐ 感染没有

关联；ＴＥＡＤ１ ｒｓ２３０４７３３ 与非贲门胃癌的发病风险相关，与携

带 ＴＴ 基因型者相比，携带 ＣＴ 基因型及 ＣＣ 基因型者均增加

了非贲门胃癌的发病风险（ＣＴ ｖｓ ＴＴ： ＯＲ ＝ ２. ３２１， ９５％ ＣＩ：
１. ６９０ ～ ３. １８８； ＣＣ ｖｓ ＴＴ： ＯＲ ＝ ５. １４０， ９５％ ＣＩ： １. ０８０ ～
２４. ４６３）；ＴＥＡＤ４ ｒｓ１９９０３３０ 与非贲门胃癌发病风险相关，与
携带 ＧＧ 基因型者相比，携带 ＧＴ 基因型者增加了非贲门胃

癌的发病风险 （ ＯＲ ＝ ２. ４０５， ９５％ ＣＩ： １. ４８０ ～ ３. ９０８ ）；
ＴＥＡＤ４ ｒｓ７１３５８３８ 与非贲门胃癌的发病风险无关联；ＴＥＡＤ１
ｒｓ２３０４７３３、ＴＥＡＤ４ ｒｓ７１３５８３８ 以及 ｒｓ１９９０３３０ 对非贲门胃癌

发病风险存在交互作用（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 在包头地区汉

族人群中，ＴＥＡＤ１ ｒｓ２３０４７３３、ＴＥＡＤ４ ｒｓ１９９０３３０ 在 Ｈｐ 感染中

不起主要作用，在非贲门胃癌发病风险中可能起一定作用；
ＴＥＡＤ４ ｒｓ７１３５８３８ 在 Ｈｐ 感染以及非贲门胃癌发病风险中可

能均不起主要作用；ＴＥＡＤ１ ｒｓ２３０４７３３、ＴＥＡＤ４ ｒｓ１９９０３３０ 对

非贲门胃癌发病风险的协同效应最强，为最佳交互模型。
关键词　 ＴＥＡ 转录因子 １；ＴＥＡ 转录因子 ４；基因多态性；幽
门螺杆菌；非贲门胃癌
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