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替莫唑胺对人脑胶质瘤 U87 细胞增殖和血管生成的抑制作用

曾令华，黄锐，刘少政，秦国文

(广西壮族自治区人民医院神经外科，南宁 530021)

[摘　要]	 目的：探讨替莫唑胺(Temozolomide，TMZ)对人胶质瘤U87细胞体内外生长及血管生成的影响。

方法：利用流式细胞分析法测定TMZ诱导的U87细胞周期进程；利用EdU法检测TMZ对U87细胞

增殖活性的影响；利用CCK-8法测定TMZ对U87细胞存活性的作用；利用裸鼠成瘤实验检测TMZ

在体内对U87异体移植瘤生长的作用；免疫组织化学法检测肿瘤中Ki-67，BDNF及CD31表达，

利用鸡胚绒毛尿囊膜(chicken chorioallantoic membrane，CAM)模型检测TMZ对体内血管生成的影

响；ELISA实验检测TMZ对U87细胞中血管生成相关蛋白VEGF，TGF-β和FGF的分泌水平的影响。 

结果：TMZ增加了U87细胞中G0/G1，G2期细胞的比例，降低了S期细胞的比例，抑制了U87细胞在

体外的存活和增殖。TMZ治疗抑制了裸鼠移植瘤的增长及肿瘤中血管内皮标志物的表达，降低了

U87细胞中血管生成相关蛋白的水平。结论：TMZ在体内外抑制了胶质瘤U87细胞增殖和血管的生

成，这种抑制作用可能与降低Ki-67，BDNF，VEGF，TGF-β和FGF蛋白表达相关。
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Inhibitory effect of temozolomide on proliferation and 
angiogenesis in human glioma U87 cells
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Abstract Objective: To investigate the effects of Temozolomide (TMZ) on the growth and angiogenesis of human glioma 

U87 cells in vitro and in vivo. Methods: Flow cytometry was used to determine the cell cycle progression of 

U87 cells induced by TMZ, EdU method was used to detect the effect of TMZ on the proliferation activity of 

U87 cells, CCK-8 method was used to determine the effect of TMZ on the survival of U87 cells, nude mice 

tumorigenesis experiment was used to detect the effect of TMZ on the growth of U87 xenografts in vivo, and 

immunohistochemical method was used to detect the expressions of Ki-67, BDNF and CD31 in tumors. 

Angiogenesis was detected by chicken chorioallantoic membrane (CAM) model. The effect of TMZ on 

the secretion of angiogenesis-related proteins VEGF, TGF-βand FGF in U87 cells were detected by ELISA.  

Results: TMZ increased the proportion of G0/G1 and G2 phase cells in U87 cells, decreased the proportion of S 

phase cells and inhibited the survival and proliferation of U87 cells in vitro. TMZ therapy inhibited the growth 
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胶质瘤是中枢神经系统常见的原发肿瘤，也

是颅内发病率和致死率最高的恶性肿瘤，约占颅内

肿瘤的40%[1]。胶质瘤由于发病位置特殊，且呈快

速浸润性生长，目前治疗效果并不理想[2]。胶质瘤

发病和进展机制并不完全清楚，但肿瘤血管生成

能促进胶质瘤进展[3-4]。替莫唑胺(temozolomide，

T M Z ) 被广泛应用于黑色素瘤、脑垂体瘤和颅内

转移瘤的治疗 [ 5 - 7 ]。但 T M Z 对 胶 质 瘤 血 管 生 成 中

的作用尚不明确。因此，本研究通过体内外实验

观察TM Z对人胶质瘤U 8 7细胞增殖和血管形成能

力的影响，探讨TM Z抑制胶质瘤血管新生的可能  
机制。

1  材料与方法

1.1  细胞培养

将人胶质瘤U87细胞系(American Type Culture 
Col lection，美国)在添加了2 mmol/L 谷氨酰胺，

1 0 %胎牛血清(G i b c o ，美国) 、1 0 0  U / m L青霉素

(Hy Clone，美国)的DMEM培养基(Thermo Fisher 
Scientif ic，美国)，37 ℃和5%CO2的细胞培养箱中

培养。

1.2  PI 染色及 FCM 检测细胞周期

收集指数生长期 U 8 7 细胞，消化制成单细胞

悬 液 ， 取 5 × 1 0 5个 细 胞 接 种 于 6 孔 板 中 ， 2 4  h 后

加 入 T M Z ( 规 格 ： 5 0  m g / 粒 ， 批 号 2 0 1 7 0 3 2 4 ，

江 苏 天 士 力 帝 益 药 业 有 限 公 司 ) 溶 液 至 终 浓 度 为  
120 μmol/mL [8]，2×10 5个细胞接种于对照孔，培

养48 h后，消化收集细胞，PBS离心洗涤1次，冰

预冷的7 0 %乙醇固定1  h，离心，弃乙醇，用P B S
离 心 洗 涤 1 次 ， 弃 上 清 ， 加 入 反 应 缓 冲 液 制 成 单

细胞悬液，再加入P I，避光反应3 0  m i n后，用流

式细胞仪 ( B e c t o n  D i c k i n s o n ，美国 ) 进行检测和

分析。

1.3  CCK-8 检测细胞生存率

U 8 7 细 胞 按 照 2  0 0 0 个 / 孔 的 密 度 接 种 于 9 6
孔 培 养 板 中 ， 给 予 1 2 0  μ m o l / m L  T M Z ， 以 未 用

TM Z处理的作为对照组。处理结束后，每孔加入

1 0  μ L  CC K - 8染色液(S i g m a - A l d r i c h，美国) ，在  
3 7  ℃细胞培养箱中孵育 3  h 后，将细胞培养板置

于酶标仪 ( B i o - R a d ，美国 ) 上，在 4 5 0  n m 处测定

各孔吸光度值。

1.4  EdU 检测细胞增殖活性

按E d U试剂盒(S i g m a - A l d r i c h，美国)说明书

中的方法进行。取指数生长期 U 8 7 细胞，以每孔

1 × 1 0 5个 细胞接种于 9 6 孔板中，培养至正常生长

阶段，用120 μmol/mL TM Z处理24 h。用全培基

按1 000:1的比例稀释EdU溶液，制备成50 μmol/L
的EdU反应液。每孔加入100 μL孵育2 h，弃培养

基，每孔加入4%多聚甲醛 -PBS 50 μL，室温固定

30 min。每孔加入1×Apollo染色反应液100 μL，避

光室温脱色30 min后，弃染色反应液，用DAPI进

行DNA染色，于倒置荧光显微镜(Olympus，日本)
下观察并采图。染色结果使用ImagePro Plus 6 软件

(Media Cybernetics，美国)定量统计分析。

1.5  ELISA 试验

为测定U 8 7分泌的V EG F，TG F- β和FG F的水

平，将8 × 1 0 5个 细胞接种到6孔培养板中，用新鲜

含 T M Z 的 培 养 基 和 不 含 T M Z 的 培 养 基 分 别 培 养

48 h，收集细胞上清液，分别用特异性的VEGF，

TGF-β和FGF的ELISA试剂盒(均来自Westang Bio-
Te c h ， 上 海 ) 按 照 说 明 书 步 骤 进 行 鉴 定 对 应 的

VEGF，TGF-β和FGF水平。

1.6  鸡胚绒毛尿囊膜血管生成形态学检测

按文献[ 9 ]方法制备鸡胚绒毛尿囊膜(c h i c ken 
c h o r i oa l l a n to i c  m e m b ra n e，C A M)模型，将受精

鸡蛋置于(37±0.5)  ℃水浴恒温箱中孵化，在孵化

7  d的鸡胚气室端开1个直径1  c m的小窗，暴露尿

囊膜，将发育完好的鸡蛋分成 2 组，每组 1 0 只。

将 预 先 制 备 好 的 含 T M Z 的 甲 基 纤 维 素 膜 放 在 绒

毛 尿 囊 膜 血 管 较 少 的 部 位 ， 用 灭 菌 透 明 胶 带 封

窗后继续孵化， 4 8  h 后揭除胶带，用 1 0 % 甲醛固

定，待血管内血液凝固后，以甲基纤维素膜为中

of transplanted tumors and the expression of vascular endothelial markers in nude mice, and rEdUced the level 

of angiogenesis-related proteins in U87 cells. Conclusion: TMZ inhibits the angiogenesis of glioma U87 cells in 

vitro and in vivo. This inhibitory effect may be associated with decreased the protein expressions of Ki-67, BDNF, 

VEGF, TGF-β and FGF.

Keywords temozolomide; glioma; angiogenesis
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心剪下 C A M ( 0 . 5  c m × 0 . 5  c m) ，贴于载玻片上，

观察计数，以甲基纤维素膜为中心统计大、中、

小血管数。

1.7  实验动物及分组

B A L B / C 裸鼠购自广西医科大学实验动物中

心(SC X K桂2 0 1 4 - 0 0 0 1 )，饲养于广西医科大学实

验动物中心动物房(S Y X K桂2 0 1 4 - 0 0 0 3 )。动物实

验 由 广 西 医 科 大 学 动 物 管 理 与 使 用 委 员 会 批 准

(批准号2 0 1 8 0 2 1 6 A )。在6 ~ 7周龄的雄性B A L B / C
裸 鼠 体 内 建 立 胶 质 瘤 异 种 移 植 瘤 。 将 胶 质 瘤 细

胞 U 8 7 调 整 细 胞 密 度 为 1 × 1 0 7 / m L ， 细 胞 悬 液 与

M a t r i g e l ( B D ， 美 国 ) 以 1 : 1 比 例 混 匀 ， 接 种 于 裸

鼠右肩胛皮下，每只接种0 . 1  m L。当肿瘤生长到

1 0 0 ~ 2 0 0  m m 3时 ， 裸 鼠 随 机 分 为 对 照 组 与 T M Z
组 ， 每 组 各 1 0 只 。 对 照 组 ： 皮 下 注 射 生 理 盐 水  
0.1 mL/只。TMZ组：腹腔注射TMZ 50 mg/(kg·d)。

连续治疗5 d。给药期间观察裸鼠的一般情况及移

植瘤生长情况，每5  d测量1次肿瘤体积，计算公

式为：体积=长度×宽度2/2，连续观察40 d，实验

结束时，用颈椎脱位处死小鼠，取异种移植瘤组

织 称 重 ， 甲 醛 固 定 ， 石 蜡 包 埋 ， 准 备 H E 染 色 和

免疫组织化学染色。

1.8  HE 染色和免疫组织化学染色

将组织切成2 mm厚，并在4%多聚甲醛中浸泡

过夜。每个切片在石蜡中处理包埋并切成5 μm厚

的切片。将石蜡切片干燥45 min，然后在二甲苯中

脱蜡2次，每次15 min，梯度乙醇中脱水，并在流

动的自来水中漂洗2 min。此后，将载玻片用苏木

精染色5 min，在自来水中洗涤，在1%酸性醇中分

化，在1%氨水中变蓝，再用伊红复染1 min。然后

将载玻片在流动的自来水中冲洗，通过在浓度逐

渐下降的乙醇中脱水，在二甲苯中处理后，用中

性胶固定。用光学显微镜(Olympus，日本)观察载

玻片并拍照。

将 切 片 在 二 甲 苯 中 脱 蜡 ， 使 用 梯 度 乙 醇 脱

水，然后在0.01 mol/L柠檬酸缓冲液(pH 6.0)中用

高压釜煮沸20 min。用0.3%的过氧化氢阻断内源性

过氧化物活性，并用正常山羊血清孵育切片，以

减少非特异性结合。组织切片分别用抗Ki-67抗体

(1:500；Santa Cruz)、抗BDNF抗体(1:500；Santa 
Cruz)、抗CD31抗体(1:500；Santa Cruz)在4 ℃下

孵育过夜。免疫组织化学EnVision二步染色法参照

试剂盒说明书进行。以 P B S 代替一抗作为阴性对

照。组织抗原修复均采用高温高压修复处理，最

终在光学显微镜(Olympus，日本)下成像。

1.9  统计学处理

数据在满足正态分布和方差齐的条件下，采

用均数±标准差(x±s)表示，并利用Graphpad Prism
软件进行后续统计学分析。两组数据比较采用 t检

验。当P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  TMZ 在体外抑制 U87 细胞的增殖

流式细胞术检测结果显示：T M Z作用于U 8 7
细 胞 后 ， 出 现 明 显 的 凋 亡 峰 ， 与 对 照 组 细 胞 比

较 ， 其 凋 亡 率 显 著 增 加 ( 图 1 A ) 。 同 时 ， 经 T M Z
处 理 后 的 U 8 7 细 胞 相 对 于 对 照 组 细 胞 ， G 0 / G 1期

(P<0.01)和G 2期(P<0.01)细胞比例增加，S期细胞

比例明显降低(P<0.001；图1A，1B)。EdU染色结

果显示：TM Z降低了DNA合成时EdU的掺入，导

致TM Z处理的U 8 7细胞的红色荧光强度显著小于

对照细胞(P<0.01；图1C，1D)。此外，CCK-8实

验结果表明：经TM Z处理后U 8 7细胞生长率明显

降低(P<0.001；图1E)。

2.2  TMZ 对鸡胚绒毛尿囊膜血管形态的影响

TM Z作用48 h后，无死胚出现。TM Z组周围

CAM血管数量明显减少，血管的分布未见杂乱、

包绕等，且血管普遍变细，血管形态异常，尤为

显著的是细小血管数显著减少(P<0.01，图2)。

2.3  TMZ 在体内抑制 U87 细胞的增殖

裸 鼠 成 瘤 实 验 结 果 显 示 ： 经 T M Z 治 疗 后 的

肿瘤体积较小 ( 图 3 A ) ，重量明显减轻 ( P < 0 . 0 1 ， 
图3 B)。肿瘤H E染色结果(图3 C)表明：两组细胞

均 能 在 裸 鼠 体 内 产 生 人 胶 质 瘤 异 种 移 植 物 。 免

疫组织化学染色结果表明：T M Z治疗组B D N F和 
Ki-67(反映细胞增殖状态的蛋白质)的表达显著降

低(P<0.01，图3C~3E)。

2.4  TMZ 在体内外抑制胶质瘤的血管生成

采用免疫组织化学检测肿瘤组织中的CD31，

结果显示：经 T M Z 治疗的裸鼠移植瘤中 C D 3 1 阳

性 微 血 管 数 量 较 少 ( P < 0 . 0 1 ， 图 4 A ， 4 B) 。 采 用

E L I S A 实验检测细胞中的 V EG F ，TG F β 和 F G F ，

结果显示：与对照组相比，经TM Z处理的U 8 7细

胞 的 V E G F ， TG F β 和 F G F 的 分 泌 量 显 著 下 调 ( 均
P<0.01；图4C~4E)。
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图1 TMZ在体外抑制U87细胞的增殖

Figure 1 TMZ inhibits U87 cell proliferation in vitro

(A，B)流式细胞术分析TMZ对U87细胞凋亡和细胞周期的影响；(C，D)EdU染色检测TMZ对U87细胞增殖活性的影响； 

(E)CCK-8实验检测TMZ对U87生存率的影响。与对照组相比，**P<0.01，***P<0.001。

(A, B) Flow cytometry was used to analyze the effect of TMZ on U87 cell apoptosis and cell cycle; (C, D) EdU staining was used to detect 

the effect of TMZ on U87 cell proliferation activity; (E) CCK-8 test was used to detect the effect of TMZ on U87 survival rate. Compared 

with control group, **P<0.01, ***P<0.001.

图2 TMZ对CAM新生血管生成的影响(×200)

Figure 2 Effects of TMZ on angiogenesis of CAM (×200)

(A)两组代表性的鸡胚绒毛尿囊膜血管生成形态；(B)新生血管数的统计数据。与对照组相比，**P<0.01。

(A) Representative images of angiogenesis on chicken embryo chorioallantoic membrane in the 2 groups; (B) Statistics data of new vessels 

in the two groups. Compared with control group, **P<0.01.
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图3 TMZ在体内抑制U87细胞的增殖

Figure 3 TMZ inhibits the growth of U87 cells in vivo

(A)移植瘤代表图；(B)移植瘤的重量；(C)HE染色显示两组细胞均能形成相当于人脑胶质瘤的异种移植瘤。免疫组织化学

检测移植瘤BDNF和Ki-67的表达(×200)；(D)两组移植瘤中Ki-67相对表达量；(E)两组移植瘤中BDNF相对表达量。与对照

组相比，**P<0.01。

(A) The representative figure of transplanted tumors (scale bar: 5 mm); (B) The tumor weight was measured for each xenograft; (C) HE 

staining showed that both groups of cells could form xenografted tumors. The expression of BDNF and Ki-67 in transplanted tumors was 

detected by immunohistochemistry (×200); (D) The relative expression of Ki-67 in the 2 groups of transplanted tumors; (E) The relative 

expression of BDNF in the two groups of transplanted tumors. Compared with control group, **P<0.01.
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3  讨论

神 经 胶 质 瘤 是 目 前 常 见 的 神 经 外 科 肿 瘤 之

一，该病主要特征是肿瘤细胞弥漫性浸润生长，

无 明 确 边 界 ， 无 限 增 殖 ， 具 有 高 度 侵 袭 性 ， 因

而增加了治疗的难度 [ 1 - 2 ]。目前， T M Z 仍是治疗

G B M 的 标 准 化 疗 药 物 。 T M Z 是 一 种 口 服 抗 肿 瘤

烷化剂，能够通过血脑屏障直达病灶，具有突出

的 抗 肿 瘤 作 用 。 研 究 [ 1 0 - 1 1 ]表 明 ： T M Z 在 生 理 p H
值 条 件 下 转 变 为 活 性 化 合 物 5 - ( 3 - 甲 基 三 氮 烯 - 1 -
基)咪唑-4-甲酰胺(MTIC)，它能够使细胞内DNA
鸟 嘌 呤 第 6 位 氧 原 子 甲 基 化 ， 进 而 抑 制 肿 瘤 细 胞

生长、增殖，诱导癌细胞凋亡。且已有研究 [ 8 , 1 2 ]

发 现 T M Z 能 够 体 外 抑 制 脑 胶 质 瘤 细 胞 生 长 和 增

殖。本研究结果与以前研究结果相似，发现TM Z
使胶质瘤U 8 7细胞中S期比例下降，G 0/ G 1期比例

上升，抑制细胞增殖，且在体内能抑制异种移植

瘤的生长。

胶质瘤的生长和转移与血管生成密切相关[3-4,13]。

胶质瘤细胞在有限的养分和空间的环境下高速增

殖，造成了缺氧和缺营养的肿瘤微环境，而肿瘤

血管生成为高速增殖的胶质瘤细胞提供了赖以生存

和生长的氧气和营养物质[3]，且肿瘤新生微血管是

胶质瘤细胞浸润和转移提供通道[4]。此外，肿瘤血

管生成是胶质瘤预后不良的独立危险因素 [13]。因

此，研究血管新生对治疗胶质瘤具有重大意义。

而关于TM Z对胶质瘤发展过程中肿瘤血管新生的

研究尚少。本研究的体外实验发现TMZ可使CAM
血管生成减少，并进一步在异种移植瘤组织中发

现TM Z能抑制CD31的表达。而CD31是反映肿瘤

组织中新生血管的标志物[3-4]。

肿瘤的血管生成依赖于肿瘤细胞临近的内皮

细胞活化，而内皮细胞活化增殖则与促进内皮细

胞增殖的促进因子相关 [14]。肿瘤微环境会促使肿

瘤细胞分泌众多促进内皮细胞增殖和血管新生的

生长因子，如VEGF [3-4]，TGF-β [4]，FGF [15]等。本

实验进一步观察 T M Z 对胶质瘤 U 8 7 细胞 V E G F ，

TGFβ和FGF分泌的影响，发现TMZ抑制U87细胞

VEGF，TGF-β，FGF的分泌。

综上，本研究发现TMZ能抑制胶质瘤U87细胞

图4 TMZ在体内外抑制胶质瘤的血管生成

Figure 4 TMZ inhibits angiogenesis of glioma in vitro and in vivo

(A)移植瘤组织中CD31的典型免疫组织化学染色图像(比例尺，100 μm)；(B)移植瘤中CD31表达定量分析；(C~E)ELISA测

定TMZ处理的U87细胞血管生成相关蛋白的分泌水平。与对照组相比，**P<0.01。

(A) Typical immunohistochemical staining images of CD31 in transplanted tumors (scale bar: 100 μm); (B) Quantitative analysis of CD31 

expression in transplanted tumors; (C–E) ELISA determination of angiogenesis-related protein secretion in U87 cells treated with TMZ. 

Compared with control group, **P<0.01.
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增殖和肿瘤血管生成，进一步扩展了TM Z的药物

作用范围。
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