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雄激素受体抑制剂通过 ＡＲ信号通路对胶质瘤生物学特性的影响

王长林，牛万祥，程传东，鲍得俊，牛朝诗

１．安徽医科大学附属省立医院神经外科，安徽 合肥　２３０００１
　　　　　　　　　 ２．脑功能与脑疾病安徽省重点实验室，安徽 合肥　２３０００１
　　　　　　　　　 ３．安徽省脑立体定向神经外科研究所，安徽 合肥　２３０００１

摘　要：目的　研究雄激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）抑制剂（ｆｌｕｔａｍｉｄｅ）对人胶质瘤细胞增殖、凋亡、侵袭的影响。
方法　采用不同浓度的 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ（低浓度１．０×１０－８、中浓度１．０×１０－７、高浓度 １．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）作用于胶质瘤细胞系

Ｕ２５１，ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＡＲｍＲＮＡ及ＡＲ蛋白的表达情况；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８法测定ｆｌｕｔａｍｉｄｅ对胶质瘤细

胞增殖的影响；ＡｎｎｅｘｉｎＶ７ＡＡＤ／ＰＥ双染检测 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ诱导胶质瘤细胞凋亡的作用；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ测定 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ对胶质瘤细胞

侵袭能力的改变。结果　在体外胶质瘤细胞的增殖、侵袭能力能被 ＡＲ抑制剂（ｆｌｕｔａｍｉｄｅ）显著抑制且凋亡增加，与药物浓

度正相关。结论　ＡＲ抑制剂（ｆｌｕｔａｍｉｄｅ）能明显抑制胶质瘤细胞的增殖与侵袭，并且诱导细胞凋亡，ＡＲ可能是引起胶质

瘤发生、发展的危险因素。
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　　胶质瘤是最常见的脑肿瘤，对于高级别胶质
瘤来说，肿瘤增殖侵袭性强，复发率高，预后较差。

虽然了解胶质瘤的分子机制对于胶质瘤患者的临

床治疗极其重要，但目前对于胶质瘤发生、发展的

认识依然有限。既往有流行病学调查显示，胶质瘤

患者中男性发病率为女性的１．５～２倍［１，２］，随后的
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　国际神经病学神经外科学杂志　　２０１８年　第 ４５卷　第 １期　　 　



研究发现 ＡＲ在胶质瘤组织中存在高表达，但确切
的机制还不清楚。ＡＲ抑制剂（ｆｌｕｔａｍｉｄｅ）为非甾体
类抗雄激素药物，主要应用于临床上前列腺癌的治

疗。本研究采用 ＡＲ抑制剂（ｆｌｕｔａｍｉｄｅ）作用于人胶
质瘤细胞，观察其对细胞增值、凋亡、侵袭的影响，

初步探讨 ＡＲ在胶质瘤发病机制中的作用。
１　材料与方法
１．１　材料

人胶质瘤细胞 Ｕ２５１（上海中科院细胞库）；ＡＲ
抑制剂（ｆｌｕｔａｍｉｄｅ）（Ｓｉｇｍａ公司）；ＲＮＡ提取试剂盒
ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（德国 ＱＩＧＥＮ公司）；反转录试剂盒
ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（美国赛默飞
公司）；ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ试剂盒 ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ
（Ｔａｋａｒａ公司）；小鼠抗人 ＡＲ单克隆抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ）；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（日本同仁公司）；Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒ、Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ７ＡＡＤ／ＰＥ凋亡试剂盒（ＢＤ）；ＡＲ和 ＧＡＰＤＨ
引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　人胶质瘤细胞 Ｕ２５１在含有
１０％的胎牛血清、１％双抗的高糖 ＤＭＥＭ 培养基
中，置于 ５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。
１．２．２　Ｆｌｕｔａｍｉｄｅ处理细胞　精确称量 ０．２５ｇｆｌｕ
ｔａｍｉｄｅ，加入 ９ｍｌ无水乙醇充分溶解，使其浓度为
０．１ｍｏｌ／Ｌ母液，４℃存放使用。使用前先用培养基
稀释 １００倍，然后逐步稀释到实验浓度（乙醇终浓
度 ＜０．０１％对细胞生长无影响）。取对数生长期
的 Ｕ２５１细胞，分别加入终浓度为 １．０×１０－６ｍｏｌ／
Ｌ、１．０×１０－７ｍｏｌ／Ｌ、１．０×１０－８ ｍｏｌ／Ｌｆｌｕｔａｍｉｄｅ在
培养箱中培养，根据不同实验要求进行细胞处理。

１．２．３　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测 ＡＲ的 ｍＲＮＡ表达　取
ｆｌｕｔａｍｉｄｅ分别处理过的细胞，按照 ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ
方法提取 ＲＮＡ，之后使用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒将 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ。进行
ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ反 应，反 应 条 件：预 变 性 （９５℃，
３０ｓ）、变性（９５℃，５ｓ）、退火延伸（６０℃，３４ｓ），４０
个循环。所有样本设置 ３个复孔。记录下其 Ｃｔ
值，ＡＲ 上 游 引 物：５’ＣＴＣＴＣＡＣＡＴＧＴＧＧＡＡＧＣＴＧ
ＣＡＡＧ３’，下游引物：５’ＴＴＴＣＣＧＡＡＧＡＣＧＡＣＡＡＧＡＴ
ＧＧＡＣ３’；内 参 ＧＡＰＤＨ 上 游 引 物：５’ＧＣＡＣＣＧＴ
ＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３’，下游引物 ５’ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣ
ＣＡＧＴＧＧＡ３’。
１．２．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ＡＲ的蛋白表达　将 ｆｌｕ

ｔａｍｉｄｅ处理过的细胞加入细胞裂解液进行裂解，提
取各组蛋白质，然后 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜，５％脱
脂牛奶封闭，加入 ＡＲ－抗孵育，ＥＣＬ法曝光显影。
１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖　将对数生长期的
Ｕ２５１细胞进行消化离心，取 ３０００个／１００μｌ的细
胞分别加入 ９６孔板中，细胞贴壁后依次加入低浓
度（１．０×１０－８ ｍｏｌ／Ｌ）、中浓度（１．０×１０－７ ｍｏｌ／
Ｌ）、高浓度（１．０×１０－６ ｍｏｌ／Ｌ）的 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ溶液，
每组设置 ３个复孔。２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后分别加入
ＣＣＫ８溶液 １０μｌ，置于培养箱中孵育 ２ｈ，用酶标仪
测得 ４５０ｎｍ的 ＯＤ值。
１．２．６　流式检测细胞凋亡　分别将不同浓度 ｆｌｕ
ｔａｍｉｄｅ处理的胶质瘤细胞消化离心，收集 １×１０６

个细胞，用 １ｍｌ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ缓冲液重悬细胞，
从中取 １００μｌ，分别加入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶ７ＡＡＤ和
５μｌＰＥ溶液，混匀后室温避光孵育 １５ｍｉｎ后加入
４００μｌ１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，用流式细胞仪检测细胞凋
亡。

１．２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　将 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ处理过的
细胞换成无血清培养基饥饿 ２４ｈ后，进行消化离
心，取 ３×１０５个／ｍｌ的细胞液 ２００μｌ加入小室内，
下室加入 ７００μｌ的有血清培养基，置于培养箱中培
养 ２４ｈ后，依次进行 ４％多聚甲醛固定、甲醇通透、
结晶紫染色，然后显微镜下进行观察。

１．３　统计学分析
所有数据使用“（ｘ±ｓ）”表示，根据 ＳＰＳＳ１７．０

统计软件分析数据，计量资料采取单因素方差分

析，Ｐ
!

０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　Ｆｌｕｔａｍｉｄｅ在 Ｕ２５１细胞中对 ＡＲ表达的影响

ＲＴｑＰＣＲ结果显示（图 １），对照组 Ｕ２５１细胞
中 ＡＲ的 ｍＲＮＡ相对表达量为 １．０６１±０．０５３，与
对照组相比较，加入低浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组为 ０．９２９±
０．０４３，中浓度组为 ０．８１３±０．０３１，高浓度组为
０．７１１±０．０５４，可见随着 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ药物浓度的增
高 ＡＲ的 ｍＲＮＡ表达逐渐降低，差异有统计学意义
（Ｆ＝３２．４２６，Ｐ

!

０．０５）。
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示（图 ２），ＡＲ蛋白表达的

特异性 条 带 出 现 在 １２０ＫＤａ的 位 置 上，对 照 组
Ｕ２５１细胞中 ＡＲ蛋白的相对表达量为 １．０００±
０．０６２，与对照组相比较，加入低浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组为
０．９０３±０．０４１，中浓度组为 ０．４４９±０．５１１，高浓
度组为 ０．３３８±０．０４０，可见随着 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ药物浓

·６·
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度的增高 ＡＲ的蛋白表达逐渐减少，差异有统计学
意义（Ｆ＝１３８．００７，Ｐ

!

０．０５）。
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图 １　ｆｌｕｔａｍｉｄｅ抑制 Ｕ２５１细胞中 ＡＲｍＲＮＡ的表达水平
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图 ２　ｆｌｕｔａｍｉｄｅ抑制 Ｕ２５１细胞中 ＡＲ蛋白的表达水平

２．２　Ｆｌｕｔａｍｉｄｅ对 Ｕ２５１细胞增殖的影响
如图 ３，随着 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ药物浓度的增加，细胞在

４８ｈ、７２ｈ时的增殖逐渐被抑制，低浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组
差异无统计学意义 （Ｆ＝０．５７３，Ｐ＝０．５９２＞
０．０５），中浓度组差异有统计学意义（Ｆ＝１５．３５９，
Ｐ

!

０．０５），高浓度组差异有统计学意义（Ｆ＝
２４．６６７，Ｐ

!

０．０５）。
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图 ３　ｆｌｕｔａｍｉｄｅ抑制 Ｕ２５１细胞增殖

表１　不同浓度ｆｌｕｔａｍｉｄｅ在不同时间对Ｕ２５１细胞的生长抑制率（ｘ±ｓ）（％）

浓度／时间 ２４Ｈ ４８Ｈ ７２Ｈ
低浓度组（１×１０－８ｍｏｌ／Ｌ） １．１７±１．０４ １．７４±０．４４ ２．７０±２．８５ Ｆ＝０．５７３ Ｐ＞０．０５
中浓度组（１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ） １．５２±１．０５ ５．９１±２．０ １０．１２±２．４０ Ｆ＝１５．３５９ Ｐ

!

０．０５
高浓度组（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ） １．１２±０．８０ ９．１０±０．１７ １８．０９±５．０６ Ｆ＝２４．６６７ Ｐ

!

０．０５
Ｆ＝０．１４８ Ｆ＝２９．０８０ Ｆ＝１３．５００
Ｐ＞０．０５ Ｐ

!

０．０５ Ｐ
!

０．０５

２．３　Ｆｌｕｔａｍｉｄｅ对 Ｕ２５１细胞凋亡的影响
如图 ４，正常对照组的细胞凋亡率为 ４．０７％ ±

０．５７％，低浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组为 １１．６６％ ±１．６５％，
中浓 度 组 为 １６．９９％ ±１．０１％，高 浓 度 组 为

２３．３１％ ±０．６５％，可见随着 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ药物浓度的
增高细胞凋亡率显著提高，差异有统计学意义（Ｆ＝
１７８．６６２，Ｐ

!

０．０５）。
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图 ４　流式细胞仪检测 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ诱导 Ｕ２５１细胞凋亡

Ａ：正常 Ｕ２５１细胞凋亡率；Ｂ：低浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组（１．０×１０－８ｍｏｌ／Ｌ）作用下细胞凋亡率；Ｃ：中浓度 ｆｌｕ

ｔａｍｉｄｅ组（１．０×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）作用下细胞凋亡率；Ｄ：高浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组（１．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）作用下细胞

凋亡率
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２．４　Ｆｌｕｔａｍｉｄｅ对 Ｕ２５１细胞侵袭能力的影响
如图 ５，正常对照组的侵袭细胞数为 １３８．０４±

８．１２个／视野，低浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组为 １０５．３３±
３．５１个／视野，中浓度组为 ８５．６７±６．０３个／视野，

高浓度组为 ６３．６６±３．４２个／视野，结果显示随着
ｆｌｕｔａｍｉｄｅ药物浓度的增高细胞侵袭能力下降，差异
有统计学意义（Ｆ＝９５．５０６，Ｐ

!

０．０５）。

! " # $

图 ５　ｆｌｕｔａｍｉｄｅ抑制 Ｕ２５１细胞侵袭（２００×）

Ａ：正常组 Ｕ２５１细胞侵袭细胞数；Ｂ：低浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组（１．０×１０－８ｍｏｌ／Ｌ）侵袭细胞数；Ｃ：中浓度 ｆｌｕ

ｔａｍｉｄｅ组（１．０×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）侵袭细胞数；Ｄ：高浓度 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ组（１．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）侵袭细胞数

３　讨论
ＡＲ属于核受体（ＮＲ）基因超家族中的成员之

一，是激素诱导型 ＤＮＡ结合转录因子［３］。与其他

核受体一样，ＡＲ激活广泛的编码蛋白和非编码
ＲＮＡｓ的靶基因［４］。ＡＲ在许多细胞类型中表达，有

研究发现 ＡＲ信号在调节多种肿瘤增殖和凋亡方
面有重要作用，包括前列腺癌、膀胱癌、肾癌、肺

癌、乳腺癌和肝癌［５］。近几年研究发现，ＡＲ在胶质

瘤组织中高表达，是引起胶质瘤发生、发展的一个

危险因素［６９］。因此，本实验选择 ＡＲ抑制剂（ｆｌｕ

ｔａｍｉｄｅ）作用于人胶质瘤细胞系 Ｕ２５１，观察其对人
胶质瘤细胞增殖凋亡的影响，探讨 ＡＲ在胶质瘤发
病机制中的作用。

Ｆｌｕｔａｍｉｄｅ为非甾体类抗雄激素药物，其主要的
活性形式为小羟基 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ，可以和 ＡＲ结合，阻断
双氢睾酮与 ＡＲ的结合，导致靶组织对双氢睾酮的
摄取阻断，从而起到抗雄激素的作用。在我国，ｆｌｕ
ｔａｍｉｄｅ作为 ＡＲ的阻断药被广泛应用于临床上前列
腺癌的治疗［１０］。本实验将不同浓度的 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ（低

浓度 １．０×１０－８ｍｏｌ／Ｌ，中浓度 １．０×１０－７ｍｏｌ／Ｌ，

高浓度 １．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）分别作用于胶质瘤细胞

Ｕ２５１，研究发现随着 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ浓度的提高，胶质瘤
细胞 Ｕ２５１中 ＡＲ表达减少，其肿瘤增殖、侵袭能力
下降和凋亡增加。

既往研究发现，ＡＲ参与了多种信号通路影响
肿瘤的进展：①通过基因和非基因转录激活 ＰＩ３
Ｋ／ＡＫＴ信号通路参与细胞增殖；②与 ＥＧＦ相互关
联促进细胞的生长；③与 ＦＯＸＡ１／２相互结合调控

细胞的增殖与周期；④促进端粒酶活性的表达进而
抑制凋亡；⑤ＡＲ在 ＩＧＦ、ＦＧＦ、ＶＥＧＦ、ＴＧＦβ和 β
ａｃｔｅｎｉｎ等信号通路的调控中也占有重要作用［１１１３］。

此外，ＡＲ也参与到了原癌基因和抑癌基因的调
节，激活或抑制下游靶基因的调控进而影响细胞的

增殖与凋亡［１４］。

目前，替莫唑胺是临床上胶质瘤患者使用最广

泛的化疗药，然而其并不能达到满意的治疗效

果［１５］。所以，临床医生迫切需要研究出胶质瘤治

疗的有效靶点。而目前有研究发现胶质瘤患者血

清睾酮水平明显高于正常人，且术后患者睾酮水平

下降明显，进一步研究发现睾酮合成关键酶 ＣＹＰ１７
和 ＡＲ在胶质瘤组织中高表达，且和病理级别相
关［６９，１６］。既往 ＡＲ的作用在前列腺癌中被广泛研
究，因此针对治疗前列腺癌的 ＡＲ抑制剂也不断被
开发。而本研究通过 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ作用于胶质瘤细胞
抑制 ＡＲ的表达，从而影响了胶质瘤细胞的增殖和
凋亡。这说明 ＡＲ可能是胶质瘤治疗中的一个潜
在靶基因。

综上所述，本实验研究发现 ｆｌｕｔａｍｉｄｅ在体外可
以明显降低胶质瘤细胞的增殖、侵袭能力，同时细

胞凋亡增加，表明 ＡＲ是胶质瘤发生、发展中的关
键因素，但其作用机制还需要进一步的研究，为胶

质瘤患者的内分泌治疗提供新的思路。
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