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探索替莫唑胺联合 ()*+,(-., 对胶质瘤细胞的作用效
果及机制
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多形性胶质母细胞瘤（!"#）占所有胶质瘤的

$%&'(%&，是成人恶性程度和死亡率最高的原发性

脑肿瘤)*+。过去几十年，胶质瘤治疗技术飞速发展，

主要以脑肿瘤近全切，辅以放疗和（或）化疗为主，

尽管如此，胶质瘤患者平均生存中位数仅约 *,-$

个月，.年生存率仅为 /-0&

)123+。因此临床上迫切需

要一种针对 !"# 更有效的治疗方案。

替莫唑胺（4#5）是一种新型口服甲基化药物，

具有多种抗肿瘤效果，被广泛用于治疗 !"#

),+。尽管

4#5 被视为治疗 !"# 最具前景的化疗药物，但由

于耐药性，大部分患者接受 4#5 治疗 ( 个月后会

出现 !"# 复发).+。越来越多证据表明，蛋白激酶"

（678）异常激活涉及多种类型肿瘤耐药性 )$+。并且

4#5能诱导 678激活，进而降低 4#5对肿瘤细胞的

毒性作用)(+。此外，最近有研究表明，核因子 !2"激酶

抑制剂（9:":;、9::" 或 9::<）也能诱导激活 678

)0+。

6=>?@ABC@ 是一种选择性 9:":; 抑制剂，被批

准用于口疮溃疡和哮喘治疗)/D*%+，对肥胖和 1 型糖尿

病也有明确治疗效果)**D*1+。而且，有研究证明 A=>?@!

ABC@ 能有效抑制 !"# 细胞生长)*3+。因此，笔者假设

A=>?@ABC@ 能通过抑制 9:":; 而逆转 4#5 诱导的

678 激活，进而降低胶质瘤细胞耐药性，增强 4#5

细胞毒作用，并通过一系列体内外实验对该假设进

行验证。

! !"#$%

*-* !"#$ 抗 9:":;（E1$/%）、抗 F2678（FGCH!

FGC2I?J,(3，E/1(*） 抗体购于美国 K?>> I<LBA><BL

4?MGBC>CLN 公司。抗 =D4OP（E3$//*）、抗 FD=4OP

（FGCHFGCDI?J1,,0、E1*1*,）抗体购于美国 I<LBA>QAN

6B8<RCSN 公司。抗 678（E6*0$(.）抗体购于美国 6"!

M>CBA>公司。辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠、抗兔

9L!（E5"D13%(、E5"D13%*）和 !6TUV（E46.%.,.,）

抗体购于北京中杉金桥生物技术有限公司。6=!

>?@ABC@（EI3$,0%.）购于 I?>>?M7-MB 中国分公司，

4#5（E94*33%）购于中国索莱宝科技公司。6=>?@ABC@

和 4#5 分别溶于二甲基亚砜试剂（U#IO、EU1$.%，

I<L=A，美国），储存于D1%"，储存浓度分别为 .%%

==C>WX（6=>?@ABC@）和 *%% ==C>WX（4#5）。

*-1 %&'(

*-1-* Y0( #! 细胞系 该细胞系购于美国 64KK

中心，于含有 *%&胎牛血清（Z"I）的 U#;# 培养基

中，孵育在 3("、.&KO

1

细胞培养箱。为防止细胞污

染，培养基中混有 *%% YW=X 青霉素W链霉素双抗。

*-1-1 原代 !"# 细胞 术后病理证实为星形胶质

细胞瘤#的新鲜肿瘤组织来源于天津医科大学总

医院手术患者。被分离新鲜组织在离体 * G 内经磷

酸盐缓冲液（T"I）清洗，去除血迹及正常脑组织，

然后经胰酶于 3("环境中消化 * G。消化后的组织经

离心后去掉上清液，剩余沉淀培养于含有 *%&Z"I

的 Z*1 培养基（!<RMC，美国）中，并加入 *%% YW=X

青霉素W链霉素预防污染，孵育于 3("、.&KO

1

恒温

细胞培养箱。

*-3 %&)*+,-. 细胞增殖能力由 KK:D0

实验测定。实验分为 , 组：对照组、A=>?@ABC@ 组、

4#5 组、4#5[A=>?@ABC@ 组，每组 3 个复孔。Y0( #!

和原代 !"# 细胞经离心、重悬、计数后接种至 /$ 孔

板，每孔约 ,#*%

3 细胞，于 3("、.&KO

1

过夜贴壁。

次日，更换含有设定浓度的单药（4#5 或 A=>?@ABC@）

或联合药物（4#5和 A=>?@ABC@）的培养基。继续于恒

温细胞培养箱中孵育 1,、,0、(1 G 后，分别于每孔

中加入 *% $X KK:D0 试剂，轻柔晃动后，置于恒温

细胞箱中培养 1 G。培养结束后，用酶标仪检测每孔

于 ,.% B=处吸光度值，利用统计方法测定每组吸光

度值的平均值以反映细胞增殖能力。实验重复 3次。

*-, /012-. 利用划痕和 4JABHQ?>> 迁移实

验检测 Y0( #! 和原代 !"# 细胞迁移能力。实验

分组同 KK:D0 实验。细胞划痕实验过程如下：Y0(

#! 和原代 !"# 细胞经设定浓度单药或联合药物

处理 (1 G 后，离心、重悬，以每孔 1#*%

. 细胞数接种

至 $ 孔板，于 3("、.&KO

1

恒温细胞培养箱中过夜

贴壁。至每孔单层细胞铺满底壁 0%&'/%&时，用

1%% $X 移液枪头于每孔底壁做出十字划痕，更换培

养基以清除游离细胞。再于 3("、.&KO

1

恒温箱中

培养 %、*1、1, G 后，用相差倒置显微镜观察细胞迁

移情况，每组取 .个独立划痕视野拍照，计算划痕

愈合面积进行统计学分析。4JABHQ?>> 迁移实验参照

X<\ 等)*3+研究。该实验独立重复 3 次。

*-. 3412-. 利用 4JABHQ?>> 侵袭实验检测

Y0( #! 和原代 !"# 细胞侵袭能力。实验分组同

KK:D0 实验。4JABHQ?>> 侵袭实验过程如下：处理后

的 Y0( #! 和原代 !"# 细胞（,#*%

3）重悬于 1%% $X

无血清培养基，接种至被聚碳酸酯膜包被的 4JAB!

HQ?>> 小室的上室中，然后将上室置于含有 (%% $X

*%&Z"I 培养基的下室（六孔板）中，于 3("恒温箱

中培养 1, G。培养结束后用棉棒擦除上室中未穿出

细胞，经 ,&甲醛于室温下固定，再用 %-*&结晶紫

染色，流水清洗后室温干燥，最后在显微镜下观察，

每个小室于 *%#显微镜下取 3 个独立视野拍照，计

数穿出细胞进行统计学分析。该实验独立重复 3次。

*-$ ]?H8?JB 5678 Y0( #! 和原代 !"# 细
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胞经设定浓度的单药和联合药物处理 !" #，用胰酶

消化收集细胞，离心去除上清液，将沉淀于混有蛋

白酶抑制剂的 $%&' 裂解液中裂解 ( #。总蛋白浓度

依据 )*' 法测定。利用聚丙烯酰胺凝胶电泳检

（+,+-&'./）测 %0)0/ 及 '12 通路蛋白变化，具体

过程如下：取等量蛋白样品，于 34、(54、("4的

+,+-&'./ 中电泳分离，然后将蛋白质转至 &6,7

膜（835 9'，35 9:;）。结束后，该膜经 &)+ 洗涤 <

9:;!8 次，洗涤结束后将膜置于 <4脱脂牛奶中，于

8! "恒温箱中封闭 ( #。封闭完成后，去除封闭液，

用特定一抗于 ="环境中孵育过夜。次日于室温下

复温 ( #，回收一抗后，用 &)+ 将 &6,7 膜洗涤 <

9:;!8 次，然后用辣根过氧化物酶标记的二抗于室温

下再孵育 ( #。最后丢弃二抗，用 &)+ 再次洗涤

&6,7 膜后，利用 /*> 法测定蛋白表达水平。其中

以 .'&,? 为内参。

(@! !"#$%&'()%?** 裸鼠经颈椎脱臼法

处死后，取出鼠脑标本固定于 =4福尔马林中，石蜡

包埋后做成 < !9 切片。将石蜡切片置于 35"环境

中烤片 ( #，然后经二甲苯和梯度乙醇水化脱蜡。结

束后于 A"BAA"柠檬酸钠溶液中抗原修复 (< 9:;，

室温中冷却，然后将切片用 &)+ 洗涤 < 9:;!8 次，

再经 84?

"

C

"

于室温下孵育 85 9:; 以清除内源性

过氧化物酶活性。结束后经 &)+ 洗涤 < 9:;!8 次，

切片经 (4牛血清白蛋白（)+'）于 8!"恒温箱中封

闭 85 9:;，最后经特定一抗于 ="孵育过夜。次日室

温下复温 ( # 后回收一抗，&)+ 洗涤 < 9:;!8 次，再

经二抗孵育 ( #，结束后经 ,') 染色、苏木素复染，

然后分化、反蓝、水化、封片。显微镜下观察、拍照进

行统计学分析。

(@D +,-. 本实验利用裸鼠颅内模型进行药

物体内实验。= 周龄雌性裸鼠（约 (5 EF只）购买于中

国医学科学院血液病研究所。颅内裸鼠模型构建及

处理过程如下：将感染荧光病毒的原代 .)G 细胞

用立体定向仪于裸鼠前后囟中点偏右 " 99 处注射

入裸鼠颅内。! H 后，利用小动物活体成像系统测定

裸鼠颅内肿瘤大小，记录数据。将裸鼠随机分配至

8组，每组 (<只，分别为对照组、IGJ组、IGJKL9MNO#

L;PO 组。IGJ 组裸鼠接受 < 9EF（1E·H）IGJ 处理，

联合药物组接受 < 9EF（1E·H）IGJK(55 9EF（1E·H）

L9MNOL;PO 处理，对照组接受 ,G+C 处理。8 组裸鼠

接受药物处理 < H 后休息 " H，接着再处理 < H，以

此循环至实验结束。以后每周对裸鼠成像 ( 次。= 周

后，每组处死 8 只裸鼠，取出鼠脑后固定于福尔马

林，用于苏木素伊红（?/）染色和 %?* 实验。每组剩

余裸鼠饲养至实验结束，用于动物生存分析。

(@A /0&12 用 !"# 表示所有实验数据。用

.QLR#RLH &Q:S9 3 软件进行统计学分析。!"#$%&'

()!*( 法用于分析多组数据是否具有统计学意

义。采用 +&,-&"./0102 法检验各组生存率差异。

3T5@5< 为差异具有统计学意义。

! !"

"@( IGJ 34 L9MNOL;PO 56789:;<=

> UD! G. 和原代 .)G 细胞经不同浓度的单药

或联合药物处理 "=、=D、!" #。**0-D 结果显示，

IGJ 或 L9MNOL;PO 对肿瘤细胞增殖能力的抑制作用

随药物浓度增加而增强（图 (）。与其他 8 组比较，

IGJKL9MNOL;PO 组 UD! G. 和原代 .)G 细胞增殖

能力明显抑制（图 (）。而且，IGJ 组和 L9MNOL;PO

组 UD! G. !" # 药物半抑制浓度（%*

<5

）分别为

"55 !9PMF> 和 355 !9PMF>，二者联合处理后 %*

<5

分

别降至 (85 !9PMF>（IGJ）和 (D5 !9PMF>。IGJK

L9MNOL;PO 组原代 .)G 细胞 !" # 药物 %*

<5

值也显

著降低。依据 %*

<5

值，本研究分别选择 IGJV(55

!9PMF>和 L9MNOL;PO：<5 !9PMF>进行后续实验。

"@" IGJ34L9MNOL;PO?@A78'12BC WNS2NQ;

印迹实验结果显示，无论是 UD! G. 细胞还是原代

.)G 细胞，不同处理方式均不能改变细胞中'12 和

9IC$ 蛋白质表达量，但 IGJ 组 R-'12 表达量轻度

升高，L9MNOL;PO 组 %0)0/ 表达量明显降低。IGJK

L9MNOL;PO 组 UD! G. 和原代 .)G 细胞中 R-'12 和

R-9IC$ 表达水平显著降低（图 "）。

"@8 IGJ 34 L9MNOL;PO ?5678;<DEF

GH?I 划痕实验结果表明，IGJKL9MNOL;PO 组

UD! G. 和原代 .)G 细胞划痕愈合面积显著低于

IGJ 组和 L9MNOL;PO 组（3T5@55(，图 8'、")），IQL;#

SXNMM 迁移实验结果也表明，IGJKL9MNOL;PO 组 UD!

G. 和原代 .)G 细胞 "= # 后穿出小室细胞数量显

著低于 IGJ 组和 L9MNOL;PO 组（3T5@5<，图 8*、,）。

IQL;SXNMM 侵袭实验结果表明，IGJKL9MNOL;PO 组

UD! G.和原代.)G细胞穿出数量显著降低（3T5@5(，

图 8*、8,）。

"@= IGJ34 L9MNOL;PO78JKLM9:NO 动

物实验结果如图 ='、=)、=* 所示，IGJ 组裸鼠颅内

肿瘤体积略小于对照组，而 IGJKL9MNOL;PO 组裸鼠

颅内肿瘤体积显著小于 IGJ 组和对照组，且 IGJK

L9MNOL;PO 组裸鼠生存中位数也显著高于 IGJ 组和

对照组（8( H 比 "<@< H 和 "( H）。?/ 结果也提示，

IGJKL9MNOL;PO 组裸鼠颅内肿瘤体积显著小于另外

两组（图 =,）。另外，与体外细胞实验结果一致，%?*

熊金彪，等@探索替莫唑胺联合 L9MNOL;PO 对胶质瘤细胞的作用效果及机制!
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注：!"#：替莫唑胺
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注：!"#：替莫唑胺；:;<;=：核因子 !D< 激酶抑制剂；->?：蛋白激酶 <；@D->?：磷酸化 ->?；.!BC：哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；@D.!BC：磷酸

化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；E-FGH：ID磷酸甘油醛脱氢酶

! C "/$"# %&'()%*+)$ ,@. /0%&'()1 DE1E62FG92&"HI34567./0
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注：!："#$ %& 和原代细胞经 '、()、)* + 处理后典型的划痕实验图；,："#$ %& 和原代细胞划痕实验统计分析柱状图；-："#$ %& 和原
代细胞经 )* + 处理后典型的 ./0123455 迁移和侵袭图（!)''）；6："#$ %& 和原代细胞 ./0123455 迁移和侵袭实验统计分析柱状图；7-：阴性对
照；.%8：替莫唑胺；!954:01;:<.%8 组与 .%8 组比较，=!>'?@A；!954:01;:<.%8 组与 7- 组、!954:01;:<.%8 组与 .%8 组和 .%8 组与 7- 组
比较，==!>@?@B；!954:01;:<.%8 组与 .%8 组和 .%8 组与 7- 组比较，===!>@?@@A；!954:01;:<.%8 组与 .%8 组、!954:01;:<.%8 组与 7- 组
和 .%8 组与 7- 组比较，====!>@?@@B
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注：F：颅内接种原代 RA% 细胞 >、12、31、34 0 后，典型的动物

成像图；A：裸鼠颅内肿瘤大小统计分析柱状图；S：颅内肿瘤裸鼠模

型生存分析；Q：颅内肿瘤典型的 GH 图和典型的 IJAJH、LNFTU、LN

'$OP IG# 图 V!3==W；F'()*+,-*.$%& 组与 $%& 组比较，XX!YZ:Z1；

!()*+,-*?$%& 组与 "S 组和 $%& 组与 "S 组比较，XXXX!YZ:ZZ1；

"S：阴性对照；$%&：替莫唑胺；GH：苏木素伊红染色；IJKJH：核因子

![A 激酶抑制剂；L[FTU：磷酸化蛋白激酶 A；L['$OP：磷酸化哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白

! ! "#$"# %&'()%*+)$%&'()*+,-

,-. / 011(23 +1 "4$ 2+&5-*(6 7-38 %&'()%*+) +* +938+3+:-2 -*!

39%29%*-%' 3;&+9< +1 *;6( &-2(

结果表明，$%&?+')()*+,* 组 L[FTU 和L['$OP 在

颅内肿瘤中表达水平明显降低（图 2Q）。

= ./

$%& 普遍用于胶质瘤治疗，诱导 Q"F 加合物

形成是 $%& 产生细胞毒性最主要机制\12]。尽管 $%&

能改善 RK% 患者预后，但易产生耐药性\1;]。临床上

迫切需要一种针对胶质瘤患者更有效的治疗措施。

本研究利用一系列实验证明 $%& 联合小分子抑制

剂 +'()*+,-*，能有效抑制 ^4> %R 细胞和原代

RK% 细胞增殖、侵袭和迁移能力，并能显著抑制裸

鼠颅内肿瘤生长和延长裸鼠生存期。

耐药性的产生是治疗胶质瘤患者失败的最主

要原因。FTU 作为重要的细胞蛋白质，其异常激活参

与多种细胞活动，如细胞增殖、生存、糖代谢等。日

益增多的研究证实，FTU 激活与 $%& 耐药性相关，

而且 $%& 能诱导 FTU 异常激活更增加肿瘤细胞对

$%& 耐药性\1_M1>]。大量研究已经证实，抑制 !TU 通路

能降低肿瘤细胞对 $%& 耐药性，增强其细胞毒性作

用 \14M33]。其中 K7 等 \1@]证实 S-D0`9)L7, 能通过激活

!%B 活化蛋白激酶（!%BJ）和抑制 !TU 通路，抑制

胶质瘤细胞增殖、促进凋亡。a6 等\3Z]证实 bJ334 能

通过抑制磷脂酰肌醇ME 激酶（BIEJ）c!TUc'$OP 通

路促进胶质瘤细胞凋亡，并抑制裸鼠颅内肿瘤生

长。本研究也表明，$%& 联合 +'()*+,-* 能显著抑制

LM!TU 和 LM'$OP 表达水平，进而抑制细胞增殖能

力。!'()*+,-* 作为 IJKJH 的选择性抑制剂，不仅

能调节糖代谢\3E]，还能通过抑制 G7LL- 通路而发挥

抗肿瘤作用\1E]。另外，IJKJH 在乳腺癌和小细胞肺

癌中参与 !TU 的异常激活\1_d 32]。因此，本研究发现，

+'()*+,-* 能增强 $%& 对胶质瘤细胞毒性作用，可

能与 +'()*+,-* 抑制 IJKJH 活性而抑制 L[!TU 表

达并逆转 $%& 诱导 !TU 激活有关。

综上所述，本研究证实 $%& 联合 +'()*+,-* 能

显著抑制胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭能力，并能

显著抑制原代 RK% 细胞在裸鼠颅内成瘤。!'()*"

+,-* 能降低肿瘤细胞对 $%& 耐药性，增强 $%& 细

胞毒性作用，可能与 +'()*+,-* 抑制 IJKJH 活性而

部分逆转 $%& 诱导 !TU 激活有关。这为 $%& 联合

小分子抑制剂治疗胶质瘤提供新的临床治疗思路。
01234

\1] ^D7e) Qd $-DD)8 !d P-9f+ g Qd )U +(: %6(U70D6h D)878U+,9) 7, h(7-e(+8"

U-'+ 8U)' [(7T) 9)((8i D-() -j Uf) f`L-*79 '79D-),k7D-,'),U +,0

+0),-87,) 87h,+(7,h\g]: %-( F8L)9U8 %)0d 3=1>d ;;i12=

\3] R6+, Gd &f+,h Gd S+7 gd )U +(: IJAJH 78 -k)D[)*LD)88)0 7, h(7-'+

+,0 9-,UD7e6U)8 U- D)878U+,9) -j h(7-'+ 9)((8 U- +L-LU-878 k7+ +9U7k+U"
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熊金彪，等3探索替莫唑胺联合 1B2*v1<-v 对胶质瘤细胞的作用效果及机制!
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