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异甘草素对 ＳＨＧ４４人脑胶质瘤干细胞增殖和分化的影响
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摘　要：目的　探讨不同浓度异甘草素对 ＳＨＧ４４人脑胶质瘤干细胞增殖和分化的影响及机制。方法　实验分为二甲基
亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）对照组，异甘草素（１０～１６０μｍｏｌ／Ｌ）诱导组，氮［氮（３，５二氟苯乙酰）Ｌ丙氨酰］Ｓ苯

基甘氨酸丁酯（Ｎ［Ｎ（３，５ｄｉｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎａｃｅｔｙｌ）１ａｌａｎｙｌ］Ｓｐｈ，ＤＡＰＴ）（２．０μｍｏｌ／Ｌ）阻断剂组，异甘草素 ＋阻断剂组（１０

～１６０μｍｏｌ／Ｌ＋２．０μｍｏｌ／ＬＤＡＰＴ），采用 ＣＣＫ８法、免疫荧光染色、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分别检测细胞抑制率、

相关分化蛋白及 Ｎｏｔｃｈ１通路相关基因表达情况。结果　异甘草素在 １２～４８ｈ，随着浓度增加，细胞抑制率减弱（Ｐ＜

０．０５），且分化细胞越多，干细胞减少；７２ｈ后随着浓度增加，细胞抑制率增强（Ｐ＜０．０５），分化细胞及干细胞同时减少；

隔日加药至第７ｄ时，经统计分析胶质瘤干细胞球数目减少、直径减小（与对照组比），且 Ｐ＜０．０５。异甘草素作用 ７２ｈ

后：与对照组比较，随着异甘草素浓度的增加 Ｎｅｓｔｉｎ蛋白表达量逐渐下调（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，１０、４０、１６０μｍｏｌ／Ｌ

组 ＧＦＡＰ蛋白表达水平均上调（Ｐ＜０．０５），且 ４０μｍｏｌ／Ｌ组 ＧＦＡＰ蛋白表达量较其他浓度组均较高，（Ｐ＜０．０５）；与对照

组比较，１０、４０、１６０μｍｏｌ／Ｌ组 βＴｕｂｕｌｉｎⅢ蛋白表达水平均上调（Ｐ＜０．０５），且１０μｍｏｌ／Ｌ组 βＴｕｂｕｌｉｎⅢ蛋白表达量较

其他浓度组均较高（Ｐ＜０．０５）。Ｎｏｔｃｈ１通路阻断剂作用后，与对照组比较，各异甘草素组和阻断剂组 Ｎｏｔｃｈ１、ＲＢＰＪＫ及

Ｈｅｓ１基因表达均显著下调（Ｐ＜０．０５）；与异甘草素组比较，Ｎｏｔｃｈ１、ＲＢＰＪＫ及 Ｈｅｓ１基因表达在异甘草素加 ＤＡＰＴ组及阻

断剂组显著下调（Ｐ＜０．０５）；与阻断剂组比较，Ｎｏｔｃｈ１、ＲＢＰＪＫ及 Ｈｅｓ１基因表达在异甘草素加 ＤＡＰＴ组显著下调（Ｐ＜

０．０５）。结论　异甘草素能诱导 ＳＨＧ４４人脑胶质瘤干细胞向星形胶质细胞和神经元细胞分化，且能抑制其增殖，可能与

下调 Ｎｏｔｃｈ１信号通路中的 Ｎｏｔｃｈ１、ＲＢＰＪＫ及 Ｈｅｓ１有关。

关键词：异甘草素；ＳＨＧ４４胶质瘤干细胞；Ｎｏｔｃｈ１信号通路；分化作用；抑制作用
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　　现阶段胶质母细胞瘤标准治疗方案是最大程
度保护神经功能基础上最大程度手术切除联合放

疗及烷化剂辅助化疗。然而胶质母细胞瘤 ５年存
活率仍低于 １０％［１］，总体中位生存期为 １６～１９个
月［２］。究其原因胶质瘤细胞耐受化疗是治疗失败

的关键。胶质瘤干细胞（Ｇｌｉｏｍａｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＧＳＣ）是
胶质瘤耐化疗、抗拒放疗以及复发的根源［３］。异甘

草素（Ｉｓｏｌｉｑｕｉｒｉｔｉｇｅｎｉｎ，ＩＳＬ）是一种异黄酮类化合物，
主要存在于甘草中，有着很强的药理活性，具有抗

肿瘤、抗病毒、抗自由基、松弛血管、抑制血小板聚

集、抑制脂质过氧化等生物活性［４，５］。本课题研究

ＩＳＬ诱导作用于 ＧＳＣ后，细胞形态学改变、分子标
志物的表达及 Ｎｏｔｃｈ１信号通路中关键基因的表达
情况。以证实 ＩＳＬ能诱导 ＧＳＣ向星形细胞和神经
元细胞分化，并从分子生物学角度揭示其作用机

制，为异甘草素在治疗人脑胶质瘤的应用提供一定

的理论和实验依据。

１　材料与方法
１．１　材料

人脑胶质瘤 ＳＨＧ４４细胞系（ＡＴＣＣ公司）；胎牛
血清、ＤＭＥＭ培养基、ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）培养（Ｇｉｂｃｏ
公司）；Ｂ２７、ＥＧＦ、ＦＧＦ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；异甘草素
（上海源叶生物科技有限公司，纯度≥９８％）；小鼠
抗人 Ｎｅｓｔｉｎ抗体、兔抗人 Ｂｃｌ２抗体、小鼠抗人 βａｃ
ｔｉｎ单克隆抗体、小鼠抗人单克隆抗体 βＴｕｂｕｌｉｎⅢ、
小鼠抗人单克隆抗体 ＧＦＡＰ、异硫氢酸荧光素标记的
山羊抗兔、多克隆抗体（ｇｏａｔａｒｉｂｂｉｔＦＩＴＣ）、藻红蛋
白（ＰＥ）标记的兔抗小鼠（ｒｉｂｂｉｔａｍｏｕｓｅＰＥ）和辣根
过氧化物酶标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ａｂｃａｍ公司）；兔
抗人 ＣＤ１３３抗体（Ａｂｎｏｖａ公司）；反转录试剂盒（Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭ ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ）、实时定量 ＰＣＲ试剂盒（ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＩＩ）（大连宝生物工程有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＳＨＧ４４人脑胶质瘤干细胞的提取、鉴定与

培养：　前期实验中已经完成了分离、鉴定与培养
ＳＨＧ４４人脑胶质瘤干细胞［７］的工作。

１．２．２　实验分组　以无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基
（含 ＥＧＦ、ＦＧＦ、Ｂ２７）（含与实验组等量的 ＤＭＳＯ）
为对照组，异甘草素（１０μｍｏｌ／Ｌ、４０μｍｏｌ／Ｌ、１６０

μｍｏｌ／Ｌ）为诱导组，ＤＡＰＴ（２．０μｍｏｌ／Ｌ）为阻断剂
组，异甘草素 ＋阻断剂组（１０～１６０μｍｏｌ／Ｌ＋２．０

μｍｏｌ／ＬＤＡＰＴ）。
１．２．３　ＣＣＫ８法检测 ＩＳＬ作用后细胞抑制率和细
胞形态观察

１．２．３．１　ＣＣＫ８法检测 ＩＳＬ作用后细胞增殖和抑
制率　调整胶质瘤干细胞密度至 ２．５×１０３个／孔
（１００ｕｌ）接种到 Ｃｙａｇｅｎ９６孔悬浮细胞培养板中并
进行预培养。对照组和 ＩＳＬ每个浓度均设 ６个复
孔。３７℃、５％ＣＯ２、１００％湿度培养 ２４ｈ，每孔加
入 ＣＣＫ８液 ８μｌ，继续孵育 ３ｈ后使用酶标仪读取
４５０ｎｍ处吸光度值。重复 ３次。
１．２．３．２　镜下观察 ＩＳＬ作用后胶质瘤干细胞形态
　调整胶质瘤干细胞密度至 １５０个／孔（４００μｌ）
接种到 Ｃｙａｇｅｎ２４孔悬浮细胞培养板中培养，同时
加入各剂量药物。对照组和 ＩＳＬ每个浓度均设 ３
个复孔。３７℃、５％ＣＯ２、１００％湿度培养。隔日加
药。实验重复 ３次。观察药物作用至第 ７ｄ胶质
瘤干细胞球的形成情况。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｉｏｔ法检测ＧＦＡＰ、βＴｕｂｕｌｉｎ、Ｎｅｓｔｉｎ蛋白
的表达：富集 ＩＳＬ作用７２ｈ的胶质瘤干细胞至 １５ｍＬ
离心管，１５００ｒｐｍ离心 ８ｍｉｎ。弃去培养液，用 ＰＢＳ
洗２遍，离心后用 １ｍＬ空针吸尽水分，然后加入配
好的裂 解 液，裂 解 后 吸 至 ＥＰ管 中，离 心 （４℃、
１２０００ｒ离心５０ｍｉｎ），收集上清液。对提取蛋白进行
定量及变性处理，按 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离进行上
样，湿法进行转膜。用 ５％脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ，
ＧＦＡＰ（１∶５００）、βＴｕｂｕｌｉｎ（１∶１０００）、Ｎｅｓｔｉｎ（１∶１０００），

βａｃｔｉｎ（１∶１０００），４℃过夜。常温下０．０１ｍｏｌ／ＬＴＢＳＴ
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洗膜后加 ＨＲＰ标记的兔抗小鼠二抗（１∶１２０００）常
温孵育 ２ｈ，０．０１ｍｏｌ／ＬＴＢＳＴ洗膜后进行曝光。
用 ｉｐｗｉｎ３２软件扫描条带灰度值。
１．２．４　实时定量 ＰＣＲ　ＰＣＲ扩增条件为 ９５℃
３０ｓ、９５℃ ５ｓ、６０℃ ３１ｓ，共进行 ４０个循环，ＰＣＲ
引物见表 １。目标基因的相对表达量采用 ２ΔΔＣｔ法，
其中ΔΔＣｔ＝ΔＣｔ（标准基因）ΔＣｔ（目标基因）。
１．３　统计学分析

数据均以均值 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，使用
ＳＰＳＳ２０．０软件进行单因素方差分析。
２　结果
２．１　ＩＳＬ对胶质瘤干细胞抑制的影响
２．１．１　ＩＳＬ隔日加药至第 ７ｄ时对 ＳＨＧ４４人脑胶
质瘤干细胞球的影响　隔日加药至第 ７ｄ时，胶质
瘤干细胞变化（图 １），经统计分析胶质瘤干细胞球
数目减少、直径减小（与对照组比），且 Ｐ＜０．０５，

当异甘草素浓度小于 ４０μｍｏｌ／Ｌ时，与１６０μｍｏｌ／Ｌ
相比，干细胞数目、直径均具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），当 异 甘 草 素 浓 度 大 于 ４０μｍｏｌ／Ｌ时，与
１６０μｍｏｌ／Ｌ相比，干细胞数目、直径均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）（图 ２）。

表１　实时定量ＰＣＲ引物

Ｇｅｎｅ
Ｕｐｓｔｒｅａｍ
ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ
ｐｒｉｍｅｒｓ

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＮＯＴＣＨ１
５’ＡＡＧＣＴＧＣＡＴＣＣＡＧＡ
ＧＧＣＡＡＡＣ３’

５’ＴＧＧＣＡＴＡＣＡＣＡＣ
ＴＣＣＧＡＧＡＡＣＡＣ３’

１７２

ＲＢＰＪＫ
５’ＣＡＧＡＴＧＡＴＣＣＴＧＴＧ
ＴＣＡＣＡＡＣＴＣＣ３’

５’ＧＡＡＧＣＧＣＣＡＴＣＡ
ＴＴＴＡＴＣＡＴＣＴＣ３’

１５４

ＨＥＳ１
５’ＧＴＧＴＣＡＡＣＡＣＧＡＣＡ
ＣＣＧＧＡＴＡＡＡＣ３’

５’ＣＡＧＡＡＴＧＴＣＣＧＣ
ＣＴＴＣＴＣＣＡＧ３’

１８５

ＧＡＰＤＨ
５’ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴ
ＧＡＧＡＡＣ３’

５’ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣ
ＣＡＧＴＧＧＡ３’

１３８

!"# !$# !%

&"# &$# &%

'"# '$# '%

("# ($# (%

"#)# %#)# *#)

+#,-./01

"+#2-./31

4+#5-./31

"6+78-./31

图 １　胶质瘤干细胞变化（×２００）Ａ１、Ａ２、Ａ３分别为对照组１ｄ、３ｄ、７ｄ胶质瘤干细胞变化；Ｂ１、Ｂ２、

Ｂ３分别为 ＩＳＬ１０μｍｏｌ／Ｌ组１ｄ、３ｄ、７ｄ胶质瘤干细胞变化；Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３分别为 ＩＳＬ４０μｍｏｌ／Ｌ组

１ｄ、３ｄ、７ｄ胶质瘤干细胞变化；Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３分别为 ＩＳＬ１６０μｍｏｌ／Ｌ组１ｄ、３ｄ、７ｄ胶质瘤干细胞

变化，比例尺为 ５０μｍ。

２．１．２　ＩＳＬ对细胞增殖的影响　ＣＣＫ８法检测：不
同 ＩＳＬ（１０～１６０μｍｏｌ／Ｌ）在１２～４８ｈ，随着浓度增
加胶质瘤干细胞活性增强（Ｐ

!

０．０５）。然而，７２ｈ

后，不同浓度 ＩＳＬ明显抑制胶质瘤干细胞，且随着浓
度增加胶质瘤干细胞活性降低（Ｐ

!

０．０５）（图３）。
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图 ２　不同浓度 ＩＳＬ作用于胶质瘤干细胞至第 ７ｄ时

直径及数目变化。注：Ｐ＜０．０５，与对照组比

较；＃Ｐ＜０．０５，与 １６０μｍｏｌ／Ｌ组比较

２．２　ＩＳＬ对胶质瘤干细胞分化的影响
２．２．１　荧光染色观察胶质瘤干细胞分化表达情
况　各浓度组随机选取 ５个视野拍照发现（图 ４），
对照组胶质瘤干细胞无明显分化，且呈球形，ＩＳＬ在
２４～４８ｈ，随浓度增加分化细胞越多，ＧＦＡＰ蛋白表
达组细胞呈星形，触角末端呈板状，βＴｕｂｕｌｉｎⅢ蛋白
表达组呈梭形且突起细长，且干细胞随之减少，在

７２ｈ后，随着浓度增加分化细胞及干细胞同时减少。
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图 ３　不同时间段不同浓度 ＩＳＬ对 ＳＨＧ４４胶质瘤干细

胞增殖抑制情况。注：Ｐ＜０．０５，与对照组比

较；＃Ｐ＜０．０５，４０μｍｏｌ／Ｌ组与 １０μｍｏｌ／Ｌ组比

较；□Ｐ＜０．０５，与 １６０μｍｏｌ／Ｌ组比较
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注：Ａ．Ｎｅｓｔｉｎ蛋白表达情况；Ｂ．ＧＦＡＰ蛋白表达情况；Ｃ．βＴｕｂｕｌｉｎⅢ蛋白表达情况

图 ４　不同浓度 ＩＳＬ诱导 ＳＨＧ４４胶质瘤干细胞分化情况（ＩＦ×４００）。

２．２．２　ＩＳＬ诱导胶质瘤干细胞分化后相关蛋白表
达量　ＩＳＬ作用 ７２ｈ后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果（图
５）：与对照组比较，随着 ＩＳＬ浓度的增加 Ｎｅｓｔｉｎ蛋

白表达量逐渐下调，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；与对照组比较，１０、４０、１６０μｍｏｌ／Ｌ组 ＧＦＡＰ
蛋白表达水平均上调，差异具有统计学意义（Ｐ＜

·４４２·
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０．０５），且４０μｍｏｌ／Ｌ组 ＧＦＡＰ蛋白表达量较其他浓
度组均较高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与对
照组比较，１０、４０、１６０μｍｏｌ／Ｌ组 βＴｕｂｕｌｉｎⅢ蛋白

表达水平均上调，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
且１０μｍｏｌ／Ｌ组 βＴｕｂｕｌｉｎⅢ蛋白表达量较其他浓度
组均较高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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注：与空白对照组比较，Ｐ＜０．０５；与１６０μｍｏｌ／Ｌ异甘草素组比较，＃Ｐ＜０．０５

图 ５　不同浓度 ＩＳＬ诱导 ７２ｈ后胶质瘤干细胞分化相关蛋白的表达

２．３　阻断 Ｎｏｔｃｈ１通路 Ｎｏｔｃｈ１、ＲＢＰＪＫ和 Ｈｅｓ１
的 ｍＲＮＡ表达

Ｎｏｔｃｈ１通路阻断剂作用后，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
结果（图 ６）：与对照组比较，各 ＩＳＬ组和阻断剂组
Ｎｏｔｃｈ１、ＲＢＰＪＫ及 Ｈｅｓ１的 ｍＲＮＡ表达均显著下调，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与 ＩＳＬ组比较，
Ｎｏｔｃｈ１、ＲＢＰＪＫ及 Ｈｅｓ１基因表达在 ＩＳＬ加 ＤＡＰＴ组
及阻断剂组显著下调，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；与阻断剂组比较，Ｎｏｔｃｈ１、ＲＢＰＪＫ及 Ｈｅｓ１
基因表达在 ＩＳＬ加 ＤＡＰＴ组显著下调，差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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　　注：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；＃Ｐ＜０．０５，与阻
断剂（ＤＡＰＴ）组比较
图 ６　不同浓度 ＩＳＬ诱导下胶质瘤干细胞 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１

及 ＲＢＰＪＫ基因表达情况。

３　讨论
目前胶质瘤细胞耐化疗是胶质瘤患者治疗失

败的关键。胶质瘤干细胞是胶质瘤细胞克隆源性

细胞［８］，是胶质瘤抗拒放疗、耐化疗、进展及复发的

根源［９］，因此研发新型靶向阻断 ＧＳＣ耐药途径增
强化疗敏感性成为了胶质瘤研究的主要目标。

本实验异甘草素浓度按等比例进行选择，最低

浓度为５μｍｏｌ／Ｌ，最高浓度为１６０μｍｏｌ／Ｌ。首先通
过细胞增殖抑制实验（ＣＣＫ８）法检测不同浓度异
甘草素对胶质瘤干细胞的抑制率，发现 ７２ｈ内、
１６０μｍｏｌ／Ｌ浓度内：７２ｈ、１６０μｍｏｌ／Ｌ时抑制率最
强；另外隔日加药至第 ７天，通过统计分析胶质瘤
干细 胞 球 数 目 及 直 径，当 异 甘 草 素 浓 度 小 于

４０μｍｏｌ／Ｌ时，与１６０μｍｏｌ／Ｌ相比，干细胞数目、直
径均 具 有 统 计 学 意 义，当 异 甘 草 素 浓 度 大 于

４０μｍｏｌ／Ｌ时，与 １６０μｍｏｌ／Ｌ相比，干细胞数目、
直径均无统计学意义。综上所述，ＩＳＬ１６０μｍｏｌ／Ｌ
浓度作用 ７２小时后，ＧＳＣ数目减少比例最多，分化
成星形细胞和神经元细胞最多。前期实验研究发

现 ＩＳＬ具有抑制 ＳＨＧ４４胶质瘤干细胞增殖的作用，
且呈时间和剂量依赖性，同时发现不同浓度 ＩＳＬ在
１２～４８ｈ主要促进胶质瘤干细胞分化，胶质瘤干
细胞形态由球形向星形及多角形转变，由于分化过

程中必然伴随着分裂，致使吸光度值升高；然而

７２ｈ时 ＩＳＬ主要抑制胶质瘤干细胞增殖，且呈剂量
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依赖性。以上结果主要原因可能是 ＩＳＬ早期促进
胶质瘤干细胞分化且使其化疗敏感性增强，后期大

部分胶质瘤干细胞进入分化状态且化疗敏感性强，

ＩＳＬ以杀伤抑制为主。李雅娟等［６］研究发现 ＩＳＬ能
抑制大鼠 Ｃ６胶质瘤细胞的增殖，并能诱导 Ｃ６细
胞向星形胶质细胞分化，且呈时间、剂量依赖性。

Ｎｏｔｃｈ１通路属于 Ｎｏｔｃｈ通路的主要分支通路，
是肿瘤干细胞（Ｔｕｍｏｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＴＳＣ）和正常干细
胞命运的主要决策者［１０］。近年来，大量的研究发

现随着胶质瘤恶性程度增加，ＧＳＣ含量越高［１１，１２］，

且 Ｎｏｔｃｈ１通 路 相 关 蛋 白 表 达 水 平 也 随 之 升
高［１３，１４］；另外，化疗敏感性与 ＧＳＣ的数量密切相
关［１０］。ＧＳＣ通过活化 Ｎｏｔｃｈ１通路调控其自我更
新、抑分化和激发下游分子途径启动新生肿瘤［１５］。

因此，研发新型靶点阻断剂阻断 Ｎｏｔｃｈ１通路相关
节点是治疗胶质瘤潜在的临床治疗策略。

ＤＡＰＴ是一种 γ分泌酶复合物抑制剂，并间接
抑制 γ分泌酶底物 Ｎｏｔｃｈ的活性，进而影响细胞信
号传导和细胞分化。ＤＡＰＴ介导的 Ｎｏｔｃｈ反应抑制
效应能增强胚胎体干细胞向神经分化的功能，且此

过程不受 ＳＨＨ信号的干扰［１６］。

本研究发现，不同浓度 ＩＳＬ可诱导胶质瘤干细
胞向星形细胞及神经元细胞分化，且在 １２～４８ｈ
以诱导分化为主，在 ７２ｈ后以杀伤为主；通过阻断
Ｎｏｔｃｈ１信号通路，检测 ＩＳＬ组发现 Ｎｏｔｃｈ１、Ｈｅｓ１及
ＲＢＰＪＫ的 ｍＲＮＡ表达均下降，反应出 ＩＳＬ可能通
过阻断 Ｎｏｔｃｈ１通路促胶质瘤干细胞分化且抑制其
增殖；此外异甘草素联合 ＤＡＰＴ对 Ｎｏｔｃｈ１通路抑制
更强，具有协同效应。

综上所 述，本 研 究 证 明 ＩＳＬ可 能 通 过 阻 断
Ｎｏｔｃｈ１通路促进胶质瘤干细胞向星形细胞及神经
元细胞分化，且能抑制其增殖。因此，继续深入研

究 ＩＳＬ对胶质瘤干细胞的作用机制，ＩＳＬ可能是更
具选择性、有效性以及低毒的新型抗胶质瘤干细胞

药物，与目前的治疗方式相结合，可能将大大改善

胶质瘤患者的预后和延长其寿命。
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