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·论著·

抗失巢凋亡对胶质瘤细胞增殖和生存的影响

高力扬１，杨帆２，李锦宏２，龙霄翱２，陈兵２

１．广东医科大学附属医院干细胞研发与转化中心，广东 湛江　５２４００１
　　　　　　　 ２．广东医科大学附属医院神经外科，广东 湛江　５２４００１

摘　要：目的　抗失巢凋亡与肿瘤侵袭扩散密切相关，本研究主要揭示抗失巢凋亡对 Ｕ８７胶质瘤细胞增殖、生存能力的
影响及机制，对了解脑胶质瘤转移有一定意义。方法　本研究构建了稳定表达 ＥＧＦＰ（增强绿色荧光蛋白）的人脑胶质瘤

Ｕ８７细胞，并利用 ＥＧＰＦ表达监控悬浮培养条件下细胞聚集情况。通过 ＣＣＫ８细胞增殖检测、平板克隆形成检测、流式细

胞周期检验及荧光定量 ＰＣＲ技术，研究抗失巢凋亡对 Ｕ８７细胞的增殖、生存的影响及其机制。结果　抗失巢凋亡细胞的

增殖能力显著增加，单克隆形成能力增强，Ｇ１期细胞所占百分比显著减少，而Ｓ期细胞百分比显著增加，并且抗失巢凋亡

Ｕ８７细胞中 ＯＣＴ４、ＳＯＸ１、ＣＣＮＤ等基因表达上调（Ｐ＜０．０５）。结论　失巢凋亡的胶质瘤细胞对生存环境依赖性较弱，具

有更强的增殖和自我更新能力。
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　　细胞增殖、分化及动态平衡由邻近细胞或周
围环境所影响［１］，而失巢凋亡（Ａｎｏｉｋｉｓ）是一种特殊
条件下的细胞程序性死亡，由细胞脱离细胞外基质

或脱离其他细胞而诱发［２］。而在病理情况下，癌细

胞可以逃逸失巢凋亡［３］。脑胶质瘤的抗失巢凋亡

能力会促进胶质瘤细胞入侵邻近的脑实质（ｂｒａｉｎ
ｐａｒｅｎｃｈｙｍａ），进而导致胶质瘤侵袭复发。人脑胶质
瘤 Ｕ８７细胞被广泛用于胶质瘤研究，部分研究发
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现从 Ｕ８７细胞系中可以分离培养出胶质瘤干细
胞，说明 Ｕ８７细胞中可能含有胶质瘤干细胞亚群。
而肿瘤干细胞具备抗失巢凋亡的能力，并且与肿瘤

侵袭和复发密切相关，因此，本研究拟选取 Ｕ８７细
胞系探讨失巢条件下胶质瘤的生物学特征变化，以

期为胶质瘤的临床治疗提供一定线索。

１　材料与方法
１．１　试剂

ＯＣＴ４抗体、ｐｏｌｙｈｅｍａ购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＣＤ１３３，
Ｎａｎｏｇ抗体购自义翘神州公司；ＦＩＴＣ荧光二抗购于
中杉金桥公司；慢病毒、Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ购自吉玛基因公
司；嘌呤霉素购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胰酶、胎牛血清、高
糖培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公司；总 ＲＮＡ提取试剂盒购自
ＯＭＥＧＡ公司；逆转录试剂盒购自 Ｔａｋａｒａ公司；细胞
周期与细胞凋亡检测试剂盒购自碧云天公司。

１．２　Ｕ８７胶质瘤细胞株的构建
接种 ５×１０５个 Ｕ８７胶质瘤细胞于 ６０ｍｍ皿

中，加培养基 ４ｍｌ，当细胞融合率为 ４０％ ～６０％时
用携带 ＥＧＦＰ质粒的慢病毒进行感染。将 １００μｌ
的 １×１０８ＴＵ／ｍｌ的病毒加入细胞培养基，感染时
添加 ５μｇ／ｍｌ的 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ以提高感染效率。细胞
孵育 ２４ｈ后换液继续培养，并于 ７２小时后观察荧
光表达情况，加入 １μＭ嘌呤霉素筛选细胞，并扩
大培养。

１．３　失巢凋亡耐受胶质瘤细胞 Ｕ８７细胞筛选
贴壁 培 养 Ｕ８７细 胞，取 对 数 生 长 期 细 胞，

０．２５％胰酶消化后，弃去上清液，重悬浮细胞于
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养液中。收集 １×
１０６个细胞悬浮于 ３０ｍｇ／ｍｌ浓度的 ｐｏｌｙｈｅｍａ包被
的 ６０ｍｍ细胞培养皿中。收集悬浮培养 １０天的
细胞团，用胰酶消化后，重新贴壁培养。

１．４　平板细胞克隆形成试验
取悬浮培养筛选后的 Ｕ８７胶质瘤细胞和未处

理的 Ｕ８７胶质瘤细胞，贴壁培养两天后收集细胞，
利用 ０．２５％胰蛋白酶消化后吹打成单个细胞，离
心后弃去上清液并重悬细胞于 １０％ＦＢＳ的高糖
ＤＭＥＭ中。分别进行细胞计数，最终接种 ５００个细
胞于 ６０ｍｍ培养皿中，接种一周后加入甲醛固定
并用结晶紫染液染色。将平皿叠加于网格上，统计

克隆数并计算克隆形成率。

１．５　ｍＲＮＡ的提取及荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）
分析

取对数生长期细胞培养，待细胞 ９０％融合后

消化收集细胞。利用总 ＲＮＡ提取试剂盒提取 ｍＲ
ＮＡ，电泳法检测 ｍＲＮＡ质量。利用逆转录试剂盒
将 ｍＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，然后根据检测试剂盒操
作说明建立反应体系，进行实时荧光定量 ＰＣＲ检
测，并用 ＲＯＣＨＥＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＩＩ荧光定量 ＰＣＲ仪
检测。基因表达分析采用相对定量，通过管家基因

ＲＮＡ对目的基因表达水平的校准来衡量目的基因
ＲＮＡ的表达水平。
１．６　流式细胞仪检测细胞周期

将对数期细胞接种后培养，利用无血清培养液

同步化细胞 ２ｈ后，消化收集细胞，冷磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ，ＧＩＢＣＯ）润洗后加入 ７０％预冷的乙醇，４℃
固定 ２４ｈ后重新收集细胞，使用细胞周期与细胞
凋亡检测试剂盒处理细胞，使用 ＢＤＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ流
式细胞仪在激发波长 ４８８ｎｍ处检测红色荧光，同
时检测光散射情况。

１．７　统计学处理
数据统计学处理采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，组

间比较采用 Ｔ检验，以 α＝０．０５为检验水准。
２　结果
２．１　Ｕ８７胶质瘤细胞的特征鉴定

流式细胞仪分析显示，脑胶质瘤 Ｕ８７细胞中三
种干细胞相关标记物 ＣＤ１３３表达约 ７９％，ＮＡＮＯＧ
表达约 ９９％，而胚胎干细胞多能性相关转录因子
ＯＣＴ４的表达达到 １００％（图 １）。
２．２　Ｕ８７抗失巢凋亡细胞的筛选及特性

为了筛选抗失巢凋亡的 Ｕ８７细胞，本实验采取
了悬浮培养法。Ｕ８７细胞收集后悬浮于低吸附培
养皿中。结果发现，部分细胞聚集成团状，并且连

续培养 １０天后消化细胞，细胞可以继续贴壁生
长。为了直观检测细胞团中细胞的存活情况，本实

验构建了表达 ＥＧＦＰ的 Ｕ８７细胞株。利用携带 ＥＧ
ＦＰ质粒的慢病毒感染 Ｕ８７细胞并筛选后，发现
Ｕ８７细胞有明显的 ＥＧＦＰ表达（图 ２Ａ）。将稳定表
达 ＥＧＦＰ的 Ｕ８７细胞悬浮培养 ２天后，发现细胞可
以聚集成大小不一的球形细胞团，随着培养时间的

增加，部分细胞团连接成形状不规则的大细胞团

（图 ２）。
连续培养细胞团１０天后消化为单个细胞，并贴

壁培养。ＣＣＫ８细胞增殖实验发现，悬浮聚集筛选
后的抗失巢凋亡 Ｕ８７细胞增值率明显高于对照组
（图３Ａ），且平板克隆形成率显著增加（图３Ｂ，３Ｃ）。
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图 １　部分干细胞特异性标记物在 Ｕ８７细胞中的表达。
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图 ２　悬浮培养法筛选抗失巢凋亡 Ｕ８７细胞。（Ａ）Ｕ８７ＥＧＦＰ细胞贴壁培养形态。（ＢＦ）悬浮培养 Ｕ８７ＥＧＦＰ２

天至 １０天过程中细胞团 ＥＧＦＰ表达情况及细胞团形态的改变。（Ｇ）白光下第 １０天 Ｕ８７细胞团形态。

（Ｈ）悬浮培养 １０天后，细胞团消化后重新贴壁培养的细胞形态（Ｉ）Ｕ８７ＥＧＦＰ细胞团直径变化。
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图 ３　抗失巢凋亡细胞增殖及克隆形成能力变化。（Ａ）培养 ４８ｈ后 ＣＣｋ８检测细胞增殖率变化。（Ｂ）平板克隆

实验。（Ｃ）抗失巢凋亡 Ｕ８７细胞克隆形成率变化。０．００１＜Ｐ＜０．０５。
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　　流式结果发现，经过悬浮聚集筛选后的抗失巢
凋亡 Ｕ８７细胞，处于 ＤＮＡ合成前期（Ｇ１期）的细
胞数显著降低，而处于 ＤＮＡ合成期（Ｓ期）的细胞

百分比增加，而 ＤＮＡ合成后期（Ｇ２）期细胞无显著
变化（图 ４）。
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图 ４　抗失巢凋亡细胞周期变化。（Ａ）ＦＡＣＳ结果。（Ｂ）不同细胞期细胞比例变化。０．００１＜Ｐ＜０．０５。

　　ｍＲＮＡ表达的检测发现，与对照组相比，抗失
巢凋亡组中 ＣＣＮＤ１，ＳＯＸ１，ＯＣＴ４显著增加，而 ｃ
Ｍｙｃ，ＭＭＰ７，ＭＭＰ１４，ＰＡＸ６，ＮＥＳＴＩＮ，ＴＵＪ１，ＧＦＡＰ，
ＳＯＸ２，ＮＡＮＯＧ表达差异不显著（图 ５）。
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图 ５　ＲＴｑＰＣＲ分析基因相对表达情况。

３　讨论
以往研究发现 Ｕ８７细胞系中可以分离出具有

自我更新和分化能力的胶质瘤干细胞亚群［４，５］。本

研究发现 Ｕ８７细胞中有较强的 ＯＣＴ４，ＣＤ１３３及
ＮＡＮＯＧ等干性相关细胞因子的表达。说明本研究
使用的 Ｕ８７脑胶质瘤细胞具有部分胶质瘤干细胞
的特征。利用超低粘附培养皿阻止细胞贴壁的悬

浮培养法是在肿瘤研究中构建失巢凋亡模型的常

用方法［６］，本研究采用 ｐｏｌｙＨＥＭＡ包被的方式阻碍
脑 Ｕ８７细胞的贴壁生长，迫使细胞悬浮生长，从而
减弱细胞与环境及细胞与细胞之间的接触，最终达

到诱导细胞失巢凋亡的目的。实验结果发现悬浮

培养的 Ｕ８７细胞并没有发生大规模失巢凋亡的现
象，而是聚集形成的大小不一的细胞团，这些细胞

团消化后可重新贴壁生长。为了直观的检测细胞

团中细胞是否存活，本研究构建了可以表达绿色荧

光蛋白的 Ｕ８７ＥＧＦＰ细胞株。通过观察 Ｕ８７ＥＧＦＰ
细胞团，发现大多数失去粘附条件的 Ｕ８７ＥＧＦＰ细
胞通过形成细胞聚集的方式抵抗失巢凋亡。以上

结果提示脑胶质瘤 Ｕ８７细胞是具有抗失巢凋亡能
力的细胞系。

经过悬浮聚集培养筛选后的 Ｕ８７胶质瘤细胞
增殖速率显著提高而且单个细胞成克隆能力显著

增强。说明细胞对群体依赖性减弱而对生存环境

的适应性增强。细胞周期是细胞增殖的最终调控

途径，实验发现，抗失巢凋亡的胶质瘤细胞中 Ｇ０／
Ｇ１期细胞占总细胞比例下降，而 Ｓ期细胞所占比
例上升，Ｇ２期细胞数量变化不显著。这些结果表
明抗失巢凋亡细胞的分裂和 ＤＮＡ合成比对照组细
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胞加快，加速其由 Ｇ０／Ｇ１期向 Ｓ期转换，从而导致
胶质瘤细胞增殖加快、细胞活性增强。为了探讨细

胞周期改变的原因，我们分析了部分细胞周期相关

基因。ＣＣＮＤ１是编码细胞周期蛋白 Ｄ１（Ｃｙｃｌｉｎｇ
Ｄ１）的基因，细胞周期调控中起到重要作用，细胞
周期蛋白 Ｄ１参与调控转录因子 Ｅ２Ｆ的表达，而
Ｅ２Ｆ是驱动细胞由 Ｇ１期进入 Ｓ期、促进细胞增殖
的因素［７，８］。以往研究发现过表达细胞信号蛋白

Ｄ１会引起细胞 Ｇ１／Ｓ期调控异常，从而使细胞发
生不可以异常增殖［９］。本研究发现 ＣＣＮＤ１的表达
显著上调，可能是抗失巢抑制胶质瘤细胞周期发生

改变的原因之一。而与细胞生长调控、分化相关基

因 ｃＭｙｃ，与细胞降解细胞外基质能力相关基因
ＭＭＰ７、ＭＭＰ１４则没有显著变化，说明悬浮聚集培
养 Ｕ８７细胞不会促进侵袭、转移相关基因的表达。

基因分析进一步发现，神经分化相关的神经干

细胞特异性标志物巢蛋白基因 ＮＥＳＴＩＮ、神经元特
异性分化蛋白基因 ＴｕＪ１、神经系统星形胶质细胞
活化标志物神经胶质纤维酸性蛋白（ＧＦＡＰ）基因表
达无明显变化。说明悬浮聚集培养对 Ｕ８７细胞分
化相关基因表达无明显影响。ＳＯＸ１主要表达于神
经外胚层细胞，在胚胎神经发育早期发挥决定细胞

分化和命运，并且在整个中枢神经系统发育中发挥

调控作用［１０］。实验结果显示抗失巢凋亡 Ｕ８７细胞
中 ＳＯＸ１基因表达增加，可能与保持胶质瘤细胞未
分化状态有关。进而对三种重要的干细胞干性相

关转录因子 ＯＣＴ４，ＮＡＮＯＧ，ＳＯＸ２的基因表达研究
发现，ＯＣＴ４编码基因 ＰＯＵ５Ｆ１表达显著增加。近
年来，ＯＣＴ４被 发 现 与 胶 质 瘤 恶 性 程 度 正 性 相
关［１１］，ＯＣＴ４基因表达的增加可能有助于维持抗失
巢凋亡 Ｕ８７细胞的未分化状态，使其肿瘤干细胞
特征更为显著。而且 ＯＣＴ４表达量的增加是促进
ＣＣＤＮ１基因表达的因素之一［１２］。综上所述，ＳＯＸ１
和 ＯＣＴ４等干细胞相关基因表达的增加，可能是促
进抗失巢凋亡细胞自我更新的内在原因，直接导致

抗失巢凋亡细胞具有更强的生存和自我扩增能力。

４　结论
１研究发现 Ｕ８７胶质瘤细胞具有部分干细胞

特征，Ｕ８７细胞在失巢情况下没有发生大规模失巢
凋亡，而是聚集成团生长，这些抗失巢凋亡细胞的

增殖速率和生存能力显著增强。其中细胞周期调

控的改变和细胞周期调控基因的表达上调，可能是

促进增殖的内在原因。而细胞中 ＳＯＸ１、ＯＣＴ４基因
表达的上调，可能是细胞生存、扩张能力增强的条

件。本研究证明抗失巢凋亡的胶质瘤细胞对生存

环境依赖性较弱，具有更强的增殖和自我更新能

力，这些细胞可能是胶质瘤在颅内侵袭复发的重要

因素。
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