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·基础研究·

二硫代氨基甲酸吡咯烷联合卡铂对Ｕ２５１神经

胶质瘤细胞增殖、凋亡的影响

王文新１，邱建武２△

（辽宁医学院附属：１．研究生学院；２．第一医院神经外科，辽宁锦州１２１００１）

　　摘　要：目的　探讨二硫代氨基甲酸吡咯烷（ＰＤＴＣ）联合卡铂（ＣＢＰ）对Ｕ２５１神经胶质瘤细胞增殖与凋亡的影响。方法　将

传代生长状态良好的Ｕ２５１神经胶质瘤细胞随机分为４组：对照组加常规培养液，实验Ａ组加ＰＤＴＣ（０．１ｍｇ／ｍＬ）０．０１ｍＬ，实验

Ｂ组加ＣＢＰ（１ｍｇ／ｍＬ）０．０１ｍＬ，实验Ｃ组加ＰＤＴＣ（０．１ｍｇ／ｍＬ）０．０１ｍＬ＋ＣＢＰ（１ｍｇ／ｍＬ）０．０１ｍＬ。比较４组Ｕ２５１神经胶质

瘤细胞的增殖和凋亡的细胞形态。结果　培养１２、２４、３６ｈ，对照组 Ｕ２５１神经胶质瘤细胞的抑制率［（４．２８±０．０２１）％、（９．３４±

０．０２３）％、（１３．８６±０．０２５）％］、实验 Ａ组［（１０．６３±０．０１９）％、（１５．０６±０．０４１）％、（２８．３４±０．０３２）％］、实验Ｂ组［（２４．１６±

０．０２５）％、（３３．７１±０．０５３）％、（３９．４２±０．０４１）％］和实验Ｃ组［（３２．１５±０．０１６）％、（４０．８２±０．０４６）％、（４５．２７±０．０３１）％］比较

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；对照组细胞凋亡率（０．８±０．３）％、实验Ａ组（２９．１±１．５）％、实验Ｂ组（３８．７±３．２）％、和实验Ｃ组

（６１．３±２．７）％比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＰＤＴＣ联合ＣＢＰ可抑制Ｕ２５１神经胶质瘤细胞增殖，并诱导其凋亡。
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　　核转录因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）是一类广

泛存在于细胞中的多显性核转录因子，可以调控多种基因的转

录和表达，与肿瘤细胞的生长、增殖、凋亡关系密切，在肿瘤的

发生、发展中起重要作用［１］。异常的 ＮＦκＢ活性在人类恶性

胶质瘤的局灶性坏死形成中至关重要，ＮＦκＢ活性的抑制或

ＮＦκＢ调节基因被证明能促进脑肿瘤生长、发病和血管转

移［２３］。ＮＦκＢ的异常激活表达与多种疾病的发生有关
［４５］。

研究表明，多种抗肿瘤药物能引起 ＮＦκＢ的活化
［６］。吡咯烷

二硫代氨基甲酸（ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＰＤＴＣ）可抑制

ＮＦκＢ的亚单位，并具有金属螯合作用，是ＮＦκＢ特异性阻断

剂，可抑制其活性，具有多靶点高效的抗瘤作用。现将ＰＤＴＣ

联合卡铂（ｃａｒｂｏｐｌａｔｉｎ，ＣＢＰ）对 Ｕ２５１神经胶质瘤细胞增殖与

凋亡的影响报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｕ２５１神经胶质瘤细胞，达氏修正依氏培养基

（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ），磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ），ｐＨ７．２～７．４，１０％胎牛血清

（ｆｅｔａｌｂｏｃｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ），四甲基偶氮唑蓝（３［４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ］２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ），台盼蓝

染色，膜联蛋白Ｖ型异硫氰酸荧光素（ａｎｎｅｘｉｎＶｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ

ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）、碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，

ＰＩ）双 染 色 试 剂 盒。ＰＤＴＣ，ＣＢＰ，二 甲 基 亚 砜 （ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）。

１．２　方法

１．２．１　Ｕ２５１神经胶质瘤细胞培养与分组　Ｕ２５１神经胶质瘤

细胞在１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素和含有１０％灭

活ＦＢＳ的高糖ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃含５％ ＣＯ２ 相对

湿度９５％的恒温培养箱内培养细胞贴壁生长，每１天换液１

次，２～３ｄ以１∶３传代１次，用０．１２５％胰蛋白酶消化传代培

养。将ＰＤＴＣ和ＣＢＰ用无菌蒸馏水调整为２０μｇ／ｍＬ，４℃冰

箱避光冷藏。将传代２次后的Ｕ２５１神经胶质瘤细胞随机分４

组，对照组加常规培养液，实验 Ａ组加ＰＤＴＣ（０．１ｍｇ／ｍＬ）

０．０１ｍＬ，实验Ｂ组加ＣＢＰ（１ｍｇ／ｍＬ）０．０１ｍＬ，实验Ｃ组加

ＰＤＴＣ（０．１ｍｇ／ｍＬ）０．０１ｍＬ和ＣＢＰ（１ｍｇ／ｍＬ）０．０１ｍＬ，置于
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表１　　４组不同时间Ｕ２５１神经胶质瘤细胞生长抑制率和凋亡率比较（狓±狊，％）

组别
细胞抑制率

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ

细胞凋亡率

对照组 ４．２８±０．０２１△ ９．３４±０．０２３△ １３．８６±０．０２５△ ０．８０±０．３００△

实验Ａ组 １０．６３±０．０１９△ １５．０６±０．０４１△ ２８．３４±０．０３２△ ２９．１０±１．５００△

实验Ｂ组 ２４．１６±０．０２５△ ３３．７１±０．０５３△ ３９．４２±０．０４１△ ３８．７０±３．２００△

实验Ｃ组 ３２．１５±０．０１６ ４０．８２±０．０４６ ４５．２７±０．０３１ ６１．３０±２．７００

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；△：犘＜０．０５，与实验Ｃ组比较。

　　Ａ：对照组；Ｂ：实验Ａ组；Ｃ：实验Ｂ组；Ｄ：实验Ｃ组。

图１　　显微镜下４组Ｕ２５１神经胶质瘤细胞形态（台盼蓝染色，×２００）

３７℃、５％ＣＯ２、相对湿度９５％的恒温培养箱内培养。

１．２．２　Ｕ２５１神经胶质瘤细胞增殖情况观察　采用 ＭＴＴ法

生长抑制率（ＣＧＩＲ），抑制率越低，表示细胞增殖越高。将各组

细胞悬液浓度调整为１×１０４／ｍＬ，加入９６孔培养板中，每孔

２００μＬ，每组设３个平行孔。调零孔放对照组细胞悬液，对照

孔分别放实验Ａ、Ｂ、Ｃ组的细胞悬液。继续分别培养１２、２４、

３６ｈ，每孔加入２０μＬＭＴＴ溶液，在培养箱内孵育４ｈ后，终止

培养，小心吸尽孔内上清液，每孔加入１００μＬＤＭＳＯ，震荡１０

ｍｉｎ，混匀后用酶联免疫检测仪检测４９０ｎｍ波长处各组细胞

的光密度值（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），抑制率＝１－实验组ＯＤ值／

对照组ＯＤ值。

１．２．３　Ｕ２５１神经胶质瘤细胞凋亡率测算　采用流式细胞仪

检测按对照组和实验Ａ 、Ｂ、Ｃ组置孔，每组设置６个复孔，取

各组细胞，将细胞收入１０ｍＬ离心管中，１５００ｒ／ｍｉｎ离心３

ｍｉｎ，ＰＢＳ液漂洗离心１次，弃去上清液。１００μＬＰＢＳ液冲悬

细胞，轻轻吹匀成单细胞悬液。ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、ＰＩ各加入５

μＬ，室温避光染色３０ｍｉｎ，用流式细胞仪检测，取每组６个数

值，进行统计分析，得出每组细胞的凋亡率。

１．２．４　台盼蓝染色观察　培养２４ｈ后从４个组中随机各取１

瓶培养瓶，用０．１２５％胰酶消化贴壁细胞，制备细胞悬液，并作

适当稀释。然后将购买的成品０．４％台盼蓝与细胞悬液

以１∶９混合混匀（终浓度０．０４％）。接着在３ｍｉｎ内，倒置相

关显微镜下观察，死细胞被染成明显的蓝色，而活细胞拒染呈

无色透明状。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行处理分析，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

４组Ｕ２５１神经胶质瘤细胞生长抑制率和凋亡率见表１。

台盼蓝染色在倒置相关显微镜下细胞形态见图１。

３　讨　　论

脑神经胶质瘤来源于神经上皮的肿瘤，是颅内最常见的恶

性肿瘤，约占全部的颅内肿瘤的４０％～５０％。预后差，尤其是

恶性肿瘤，平均生存期不超过１年。目前治疗方法主要以手术

切除为主，但由于其具有肿瘤浸润性生长的特点，难以完全切

除，术后复发率高，因此，常需要加以放疗、化疗及生物治疗等

辅助治疗。ＮＦκＢ广泛存在于机体细胞中，是一类能与多基因

启动子部位的κＢ位点特异结合并促进转录的ＤＮＡ结合蛋白

总称。在静止细胞中，由于ＩκＢ蛋白与 ＮＦκＢ结合，使 ＮＦκＢ

以无活性状态存在于胞质中。当细胞受到外界刺激时，ＩκＢ蛋

白可以被ＩκＫ激酶复合体磷酸化而导致降解，从而激活 ＮＦ

κＢ，使ＮＦκＢ自由从胞质进入细胞核，与核内的靶序列结合，

调控相关基因的转录，控制细胞增殖、死亡和迁移。ＮＦκＢ作

为转录因子，通过上调一些促生存基因如Ｂｃｌｘｌ、ＴＲＡＦ１、

ＴＲＡＦ２、ＳＯＤ等或凋亡蛋白抑制物的水平或直接诱导抗凋亡

基因而发挥抗凋亡作用，可阻止由肿瘤坏死因子和其他遗传毒

性作用等引起的细胞凋亡［７］。有研究显示，以肿瘤坏死因子诱

导ＮＦκＢ的表达使乳腺癌细胞对放化疗的抵抗力增加，姜黄

素通过抑制ＮＦκＢ而诱导凋亡
［８９］。有研究表明，在健康人脑

组织细胞中仅存在无活化的 ＮＦκＢ的表达，而在胶质瘤细胞

中则可以检测到活化的 ＮＦκＢ蛋白
［１］。Ｘｉｏｎｇ等

［１０］研究发

现，抑制前列腺癌细胞中ＮＦκＢ的活性，可下调血管生成因子

ＶＥＧＦ和ＩＬ８，减少肿瘤血管形成，从而限制肿瘤的生长和转

移。最近，Ｌａｖｏｎ等
［１１］报道，在人脑胶质瘤细胞株中，ＮＦκＢ

可以诱导Ｏ６甲基鸟嘌呤ＤＮＡ甲基转移酶蛋白的表达，导致

细胞株对烷化剂耐药。ＮＦκＢ在肿瘤细胞中有明确的抗凋亡

作用，抑制ＮＦκＢ的表达可以增加肿瘤坏死因子引起的细胞

凋亡及增加肿瘤细胞对放疗、化疗的敏感性［１２１３］。人们已逐

渐认识到ＮＦκＢ在肿瘤中所起的作用，ＮＦκＢ的抑制剂可成

为恶性肿瘤治疗潜在的靶点。亚硝脲类药物是治疗脑肿瘤的

常用药，ＣＢＰ为第２代铂类化合物，与顺铂同属细胞周期非特

异性药物。由于抗肿瘤活性较强，消化道反应及肾毒性较低，

因而是临床治疗各种实体肿瘤的常用药。其主要作用 ＤＮＡ

的鸟嘌呤的Ｎ７和Ｏ６原子上，引起ＤＮＡ链间和链内交联，破

坏ＤＮＡ分子，阻止其螺旋解链，干扰ＤＮＡ合成，而产生细胞

毒作用［１４１５］。所以本实验选用ＮＦκＢ抑制剂ＰＤＴＣ联合卡铂

作用Ｕ２５１神经胶质瘤细胞。实验结果表明，ＰＤＴＣ联合卡铂

治疗组较单一组治疗细胞抑制作用增强，细胞凋亡率增高。这

表明ＮＦκＢ抑制剂ＰＤＴＣ可以提高肿瘤细胞对卡铂的敏感

性，二者具有协同作用。其可能机制是 ＮＦκＢ表达被特异性
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抑制后，ＮＦκＢ处于失活状态，无法从胞质自由进入细胞核，与

细胞核内的靶序列结合，就不能调控相关基因的转录、控制细

胞增殖、死亡、迁移。并且ＮＦκＢ抑制剂ＰＤＴＣ还能抑制 ＭＧ

ＭＴ蛋白的表达，降低细胞株对化疗药物的耐药性。

因此，ＮＦκＢ抑制剂ＰＤＴＣ联合卡铂可以抑制 Ｕ２５１神经

胶质瘤细胞的增殖并诱导其凋亡。联合 ＮＦκＢ抑制剂ＰＤＴＣ

可以提高卡铂对神经胶质瘤细胞的化疗效果，抑制 ＮＦκＢ活

化为神经胶质瘤化疗提供靶向，以期延长患者生命。
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