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ＣＭ通路ＡＥＡ对人胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖和凋亡的影响
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　　摘　要：目的　观察在神经酰胺（ＣＭ）通路中，大麻受体激动剂花生四烯酸乙醇胺（ＡＥＡ）抑制人胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖及在

诱导细胞凋亡中的作用。方法　采用噻唑蓝（ＭＴＴ）法，分别测定不同浓度的ＣＭ（５～２０μｍｏｌ／Ｌ）和烟曲霉毒素（ＦＢ１）（１０μｍｏｌ／

Ｌ）预处理２４ｈ后对ＡＥＡ（１～１０μｍｏｌ／Ｌ）抑制人胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖作用的影响；流式细胞仪ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色法定量分

析ＦＢ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２４ｈ后对ＡＥＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）促细胞早期凋亡作用的影响。结果　不同浓度的ＡＥＡ对人胶质瘤 Ｕ２５１

细胞增殖的抑制作用不同，且与ＣＭ具有协同作用；１０μｍｏｌ／ＬＦＢ１预处理２４ｈ后可显著对抗ＡＥＡ对人胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖

的抑制作用；ＡＥＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）可诱导人胶质瘤Ｕ２５１细胞发生早期凋亡，而ＦＢ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２４ｈ后凋亡发生率明显下

降。结论　ＡＥＡ可通过ＣＭ从头合成通路，与ＣＭ呈浓度依赖性协同，从而抑制人胶质瘤Ｕ２５１细胞的增殖并诱导其早期凋亡。
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　　胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，呈浸润性生

长。目前的各种治疗效果仍不佳，易复发，且生存率低［１］。随

着细胞生物学研究的发展，近年来，国内外有学者报道大麻素

可以诱导胶质瘤细胞的凋亡，内源性大麻素花生四烯酸乙醇

胺（ＡＥＡ）在诱导过程中，神经酰胺（ＣＭ）发挥了重要作用
［２］。

本研究选择的ＣＭ是人工合成的，具有自保通透能力，烟曲霉

素（ＦＢ１）作为工具药，探讨ＡＥＡ对人胶质瘤Ｕ２５１细胞的增殖

抑制和诱导其凋亡的影响。

１　资料与方法

１．１　一般资料　人胶质瘤Ｕ２５１细胞购自武汉大学典型培养

物储藏中心；ＡＥＡ、ＣＭ（产品型号Ｃ２ＣＭ）及ＦＢ１为Ｓｉｇｍａ公

司产品。二甲亚砜（ＤＭＳＯ），ＤＭＥＭ 培养液和噻唑蓝（ＭＴＴ）

为Ｇｉｂｃｏ公司产品；小牛灭活血清、胰蛋白酶和９６孔板购自武

汉博士德生物制品公司。Ａｎｎｅｘｉｎ／ＰＩ双染色流式试剂盒购自

北京中山生物技术有限公司。

１．２　方法　人胶质瘤 Ｕ２５１细胞置于１０％的小牛血清

ＤＭＥＭ培养液，５％ＣＯ２，３７℃恒温培养箱中培养。每２～３ｄ

用０．２５％胰酶消化传代。将１０μｍｏｌＡＥＡ原液溶于１００ｍＬ

不含小牛血清的ＤＭＥＭ 溶液中，配成１００μｍｏｌ／ＬＡＥＡ浓缩

液；分别取ＡＥＡ浓缩液０．１、０．５、１．０μｍｏｌ与ＤＭＥＭ 培养液

１００ｍＬ 充分混合后配成浓度为１、５、１０μｍｏｌ／Ｌ 的 ＡＥＡ

ＤＭＥＭ溶液；按说明书分别取２μｍｏｌＣ２ＣＭ 及１μｍｏｌＦＢ１

粉剂，用０．１ｍＬＤＭＳＯ充分溶解，制成浓缩液。试验时再用

不含小牛血清的ＤＭＥＭ培养液充分混合配成浓度为１、５、１０、

２０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＭＥＭ溶液，另取相当量ＤＭＳＯ与ＤＭＥＭ培养

液混合后作为空白对照；以上药液用０．２２μｍ滤器除菌后４℃

备用。

１．２．１　ＭＴＴ 法 　 分别测定不同浓度的 Ｃ２ＣＭ（５～２０

μｍｏｌ／Ｌ）和ＦＢ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理２４ｈ后，对 ＡＥＡ（１～１０

μｍｏｌ／Ｌ）抑制人胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖作用的影响。将对数生

长期的人胶质瘤Ｕ２５１细胞（１×１０５ 个／ｍＬ）加入４块９６孔板

中，每孔１００μＬ。（１）其中３块板培养２４ｈ细胞贴壁后分别单

用ＡＥＡ（１、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）、Ｃ２ＣＭ（５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）及合用

ＡＥＡ（３个浓度同单用）和Ｃ２ＣＭ（３个浓度同单用）处理人胶

质瘤Ｕ２５１细胞２４ｈ；（２）以ＦＢ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理另１块板

后培养２４ｈ，再加入ＡＥＡ（３个浓度同单用）作用２４ｈ，同时设

置空白对照组。以上试验均于终止培养前４ｈ加入 ＭＴＴ（５

ｇ／Ｌ）５０μＬ，再继续培养４ｈ，吸去培养液，加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，
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充分震荡，使结晶完全溶解，用酶标仪上在４９０ｎｍ波长测量吸

光度犃值。每次取３管算平均值，重复３次。每组样本在加

人 ＭＴＴ前，用倒置相差显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）观察细胞

增殖情况。细胞增殖百分率＝（各处理组犃 值／各对照组犃

值）×１００％
［３］。药物互相作用以犙 值评价，犙＝Ｐａ＋ｂ／（Ｐａ＋

Ｐｂ－ＰａＰｂ），Ｐａ、Ｐｂ 为ａ、ｂ药单独效应，Ｐａ＋ｂ为ａ、ｂ药合用

效应［４］。

１．２．２　流式细胞分析术　流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色

法用于定量分析１０μｍｏｌ／ＬＦＢ１预处理２４ｈ后对 ＡＥＡ（１０

μｍｏｌ／Ｌ）促细胞早期凋亡作用的影响。ＡＥＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理

人胶质瘤Ｕ２５１细胞２４ｈ作为处理 Ａ组；ＦＢ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）预

处理人胶质瘤Ｕ２５１细胞２４ｈ后，再加入ＡＥＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）作

用２４ｈ作为处理Ｂ组；同时设空白对照组。先收集处理 Ａ、Ｂ

组与对照组培养液中的悬浮细胞于离心管中，贴壁细胞用胰蛋

白酶消化后，制成单细胞悬液，并与先前收集于离心管中的悬

浮细胞合并，调整细胞浓度为（５～１０）×１０５ 个／ｍＬ。取１ｍＬ

细胞悬液，４℃的ＰＢＳ溶液洗涤并离心（１０００ｒ／ｍｉｎ），１０ｍｉｎ

沉淀细胞３次去上清后，加入缓冲液２００μＬ，再加 ＡｎｎｅｘｉｎＶ

１０μＬ和ＰＩ１０μＬ，常温避光染色反应１０ｍｉｎ，然后加入缓冲

液３００μＬ，上流式细胞仪（美国ＢＤ公司产品，由武汉大学结构

生物研究中心提供），在１ｈ内检测完毕，重复３次，Ｅｘｐｏ３２软

件分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行分析与处

理，计量资料以狓±狊表示，多组间比较采用方差分析，两两比

较采用犛犖犓狇检验，不同浓度ＦＢ１处理组与单用 ＡＥＡ组的

比较采用配对狋检验；以犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＥＡ与Ｃ２ＣＭ 对抑制人胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖的影

响　ＭＴＴ法表明 ＡＥＡ（１～１０μｍｏｌ／Ｌ）与 Ｃ２ＣＭ（５～２０

μｍｏｌ／Ｌ）对人胶质瘤Ｕ２５１细胞的增殖均呈浓度依赖性抑制作

用，见表１；且两者具有协同效应（平均犙＝１．０１），当ＡＥＡ为５

μｍｏｌ／Ｌ，Ｃ２ＣＭ为１０μｍｏｌ／Ｌ时，两者合用能明显增强对人胶

质瘤Ｕ２５１细胞增殖的抑制作用（犙＝１．１６）。见表２。

表１　　ＡＥＡ与Ｃ２ＣＭ合用对人胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖

　　　百分率的影响（狓±狊，％）

ＡＥＡ

（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃ２ＣＭ（μｍｏｌ／Ｌ）

０ ５ １０ ２０

０ － ４８．３±２．４ ２８．３±３．５ １９．７±１．１

１ ９１．８±１．２ ３６．６±２．８ ２２．７±１．７ １６．９±１．０

５ ５２．１±２．０ ２６．０±１．５ａ １９．５±３．２ａ １４．８±１．６

１０ ３６．６±２．４ ２２．８±２．７ａ １５．６±１．４ａ １４．３±２．９

　　注：ＡＥＡ和Ｃ２ＣＭ（５、１０μｍｏｌ／Ｌ）合用组与单用 ＡＥＡ组比较，

ａ犘＜０．０５；－为此项无数据。

２．２　ＦＢ１对ＡＥＡ抑制人胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖的影响　单

用ＦＢ１对人胶质瘤Ｕ２５１细胞的增殖无明显影响。但ＦＢ１（１０

μｍｏｌ／Ｌ）预处理２４ｈ后，可明显减弱ＡＥＡ（１、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）对

人胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖的抑制作用，提示ＦＢ１能拮抗 ＡＥＡ

抗人胶质瘤Ｕ２５１胶质瘤细胞增殖的作用，并且其主要是通过

抑制ＣＭ合成酶来抑制胞内ＣＭ的聚集而实现的。见表３。

２．３　ＦＢ１对ＡＥＡ诱导人胶质瘤 Ｕ２５１细胞早期凋亡作用的

影响　采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色流式细胞分析术定量分析正

常细胞、早期凋亡细胞、晚期凋亡细胞和坏死细胞的百分率。

研究结果发现人胶质瘤 Ｕ２５１细胞自然早期凋亡率为１．８％，

ＡＥＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理人胶质瘤 Ｕ２５１细胞２４ｈ后即有早期

凋亡发生，凋亡率为２１．３％，而ＦＢ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）预处理人胶

质瘤Ｕ２５１细胞２４ｈ后，凋亡率降为８．３％，且两者比较差异

具有统计学意义（犘＜０．０５）。

表２　　ＡＥＡ与Ｃ２ＣＭ合用抑制人胶质瘤Ｕ２５１细胞

　　　增殖的相互作用（狓±狊，μｍｏｌ／Ｌ）

ＡＥＡ
Ｃ２ＣＭ

５ １０ ２０

１０ ０．９４ ０．９７ ０．９２

５ ０．９９ ０．９９ ０．９５

１ １．１４ １．１６ １．０１

　　注：犙＜０．８５为拮抗作用，犙在０．８５～１．１５为协同作用，犙＞１．１５

则为增强作用［４］。

表３　　ＦＢ１预处理２４ｈ后，ＡＥＡ对人胶质瘤Ｕ２５１细胞

　　　增殖的影响（狓±狊，μｍｏｌ／Ｌ）

ＦＢ１
ＡＥＡ

１ ５ １０

０ ９３．７±２．４ ５８．２±３．１ ３３．５±２．７

１ ９８．２±１．５ ７８．１±１．７ ４２．０±２．１

１０ ９９．４±１．０ ９１．３±４．６ ６７．７±３．９

　　注：ＦＢ１预处理与单用ＡＥＡ组比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

胶质瘤是人体常见的神经系统恶性肿瘤，其预后随着恶性

程度的升高而逐渐变差，目前治疗手段主要是手术切除及术后

放、化疗。而胶质瘤大多呈浸润性生长，与正常脑组织无明显

的边界，从而限制了术中对于肿瘤范围的识别和切除程度的判

断。而位于重要功能区的肿瘤，则更难以做到全切。术后放、

化疗的效果也不尽相同，受到肿瘤自身对放、化疗的敏感程度，

患者对放、化疗的耐受程度等因素的制约［５］。因此，从分子水

平研究胶质瘤的发生和生长过程，为临床提供可能的诊断和治

疗就显得尤为重要。

随着细胞生物学研究的发展，近年来，国内外有学者报道

大麻素可以诱导胶质瘤细胞的凋亡。ＡＥＡ属于内源性大麻

素，哺乳动物体内ＡＥＡ主要在神经细胞内合成、释放和降解。

有研究表明，内源性大麻素系统及其相关药物能在体内外实验

中抑制胶质瘤的生长［６］。

在大麻素诱导的神经变异细胞凋亡中，包含了一系列信号

通路的参与。ＣＭ被认为在中枢神经系统的细胞功能调节中

起重要的作用［２］。Ｗａｎｇ等
［７］学者报道Ｃ６胶质瘤细胞的凋亡

可能与ＣＭ持续产生有关。在胶质瘤细胞凋亡过程中，大麻素

可以激发ＣＭ的表达水平升高，而这一作用可以激活Ｒａｆ１调

控的胞外信号调控蛋白激酶（ＥＲＫ）级联反应。在一些情况

下，ＥＲＫ可以调解许多细胞包括神经细胞的生长抑制（细胞凋

亡和非凋亡性死亡）。另外 ＨｅｌｄＦｅｉｎｄｔ等
［８］也报道在胶质瘤
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中可见内源性大麻素对生长因子诱导增殖的拮抗效应。

本实验利用Ｃ２ＣＭ和特异性神经酰胺合成酶抑制剂ＦＢ１

作为工具药，明确了Ｃ２ＣＭ在ＡＥＡ抗人胶质瘤 Ｕ２５１增殖作

用中具有协同作用，同时ＦＢ１能够减弱ＡＥＡ的这些作用。本

研究结果表明，ＣＭ 在 ＡＥＡ对人胶质瘤 Ｕ２５１细胞作用过程

中发挥了重要作用。同时，因为ＦＢ１阻断了胞内ＣＭ 的聚集，

因而可以认为，在ＡＥＡ对人胶质瘤Ｕ２５１细胞作用过程中，部

分是通过ＣＭ转导胞外应激信号，增加胞内ＣＭ的水平而发挥

作用的。杜向一等［９］学者的研究也支持内源性大麻素系统可

通过影响信号通路来调节神经胶质瘤细胞的增殖与凋亡这一

观点。

不同的大麻素已经被证实可以诱导胶质瘤、星形细胞瘤、

神经母细胞瘤和嗜铬母细胞瘤的体外培养细胞凋亡，以及体内

培养的恶性胶质瘤退变［１０］。更重要的是，内源性大麻素药物

既能区分肿瘤细胞和未转化的正常细胞，也能保护正常细胞免

于死亡，相对于常用的细胞毒性药物，显示出很好的肿瘤选择

性［１１］。有研究揭示大麻素可能是脑肿瘤的一个新药理学靶

标，ＡＥＡ作为一种内源性大麻受体的配体，只要能通过对内源

性大麻素转运载体和内源性大麻素水解酶的抑制作用［１２］，从

而提高ＡＥＡ的组织水平，将为胶质瘤的临床治疗提供参考。

随着对内源性大麻素系统抗胶质瘤作用机制的深入研究，内源

性大麻素系统很可能成为胶质瘤治疗的新靶点，对于改善胶质

瘤的化疗效果具有重要的临床意义。
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且对疗效评估、监测复发均有重要价值。

综上所述，ＣＥＡ、ＳＣＣ可用于不同组织类型的肺癌鉴别，

并且两者联合具有互补性，可提高阳性检出率，便于肺癌早发

现、早治疗，具有推广价值。
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