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细胞外ＡＴＰ对Ｕ８７胶质瘤细胞生长和侵袭的作用
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　　［摘要］　目的　观察细胞外三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅＴｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）对体外培养的Ｕ８７人脑胶质瘤细胞增殖、侵袭
和迁移能力的影响。方法 　 采用ＭＴＴ法检测不同浓度细胞外 ＡＴＰ对 Ｕ８７胶质瘤细胞增殖的影响；以相同条件下不加
ＡＴＰ作为对照组，以加入１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ作为处理组，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验检测１００μｍｏｌ／Ｌ细胞外 ＡＴＰ对 Ｕ８７
胶质瘤细胞侵袭能力的影响；用时间显微镜动态观察１００μｍｏｌ／Ｌ的ＡＴＰ作用下Ｕ８７胶质瘤细胞的迁移情况。结果　 高
浓度（５０００μｍｏｌ／Ｌ）细胞外ＡＴＰ对Ｕ８７胶质瘤细胞增殖有显著抑制作用，较低浓度（５０、１００、５００μｍｏｌ／Ｌ）细胞外ＡＴＰ对
Ｕ８７胶质瘤细胞增殖无明显影响，５０００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ组与其他浓度组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭
实验中，处理组细胞跨膜细胞数为（１６３．８３±１７．８１）明显多于对照组（８９．８３±１３．２７）（Ｐ＜０．０１）；迁移实验中，处理组细
胞运动速度为（１６３．８３±１７．８１）μｍ／ｈ，对照组细胞运动速度为（８９．８３±１３．２７）μｍ／ｈ，２组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。结论 　 １００μｍｏｌ／Ｌ的细胞外ＡＴＰ对体外培养的Ｕ８７胶质瘤细胞的侵袭和迁移具有明显促进作用。
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　　脑胶质细胞瘤是人类恶性肿瘤之一，其侵袭性生
长是其难治性的重要原因之一，由于肿瘤常侵袭到重

要的脑功能区，手术切除有限，其预后差，诊断后５年
生存率不足１０％［１－２］，恶性胶质瘤患者的平均生存期

＜１年，２年生存率不超过２０％［３］。因此，了解脑胶质

瘤侵袭和迁移的机制对于指导肿瘤的治疗有重要的意

义。肿瘤的侵袭和迁移是一个多步变化的过程，首先

是细胞与细胞间黏合的减少、细胞自主运动性的增强，

随后是细胞向别处的转移过程［４］。三磷酸腺苷（ａｄｅｎ
ｏｓｉｎｅＴｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）作为中枢神经系统中不可缺
少的能量物质以及参与新陈代谢外，其受体构成的信

号通路还参与了细胞的增生、迁移、分化、死亡以及突

触的神经传递过程［５－６］。而且，在细胞处于神经传递、

低渗透压、肿瘤细胞坏死、甚至在胶质瘤细胞在生长过

程中对胶质细胞的毒性作用和破坏均可以导致 ＡＴＰ
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的释放，因此胶质瘤所处微环境中 ＡＴＰ浓度的升
高［７－８］。本研究应用细胞外一定浓度的 ＡＴＰ作用于
体外培养的Ｕ８７胶质瘤细胞，探讨细胞外ＡＴＰ对 Ｕ８７
胶质瘤细胞生长、侵袭和迁移中的作用以及胶质瘤所

处微环境中ＡＴＰ浓度的升高的原因，明确ＡＴＰ对Ｕ８７
胶质瘤细胞的作用结果。

１　材料与方法

１．１　细胞和试剂
　　细胞来源：连续传代５代的人脑胶质瘤细胞系 Ｕ８７，由第
三军医大学西南医院病理研究所提供。主要试剂：１０％胎牛血
清（ＦＢＳ）、ＤＭＥＭＦ１２培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ
购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；聚碳酸酯微膜孔径为 ８μｍ的 ２４孔
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室由美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司提供；ＡＴＰ购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；青霉素链霉素溶液、ＣＣＫ８试剂盒购自碧云天生物技术
研究所。

１．２　细胞培养
　　用含有１０％胎牛血清青霉素 １００Ｕ／ｍｌ和链霉素５０Ｕ／ｍｌ
的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基于５％二氧化碳、３７℃条件下进行培养传
代生长。

１．３　增殖实验
　　取对数生长期的Ｕ８７细胞，常规胰酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ收集细胞，用０．１％、１％、１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
基分别加入０、５０、１００、２００、５００、５０００μｍｏｌ／Ｌ的ＡＴＰ，每孔１×
１０３细胞接种于９６孔板培养２４ｈ后用 ＣＣＫ８试剂检测，置于
５％ ＣＯ２３７℃孵箱中培养 ４ｈ后用酶标仪测定光密度值
［Ｄ（４５０）］，每组实验独立重复３次。

１．４　细胞周期检测
　　取对数生长期细胞消化制成单细胞悬液，计数细胞，将１×
１０６个细胞移入离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清后，
用ＰＢＳ溶液清洗１次，在离心管中留约０．５ｍｌＰＢＳ，加入７０％
冰乙醇５ｍｌ混匀固定，４℃放置４８ｈ以上。检测时，离心离去
乙醇，ＰＢＳ清洗１次，在离心管中留１ｍｌＰＢＳ，轻微吹打细胞团
成分散状，加入５μｌＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍｌ），３７℃放置１ｈ，加入ＰＩ
（１００μｇ／ｍｌ）染液，室温避光染色３０ｍｉｎ，计数１００００个细胞，
流式细胞仪检测细胞周期分析。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验
　　用含０．１％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭＦ１２培养基培养细胞 １２ｈ，将
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶８０μｌ均匀平铺于２４孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的聚碳酸酯
微膜上，３７℃孵箱预置 ３０ｍｉｎ聚合成凝胶备用。收集经过含
０．１％ ＦＢＳ的培养基处理过的细胞，用含０．１％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基悬浮细胞，上室每孔加入 ２×１０４个细胞，细胞悬液
体积为２００μｌ，分为ＡＴＰ处理组和对照组，对照组下室加入含
１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭＦ１２培养基４００μｌ，干扰组下室加入４００μｌ
含有１０％ＦＢＳ、１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，每组各
３孔。随后将装有 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的培养板置入培养箱中培养
２４ｈ，弃上室液体、取出小室，以湿棉签擦去聚碳酸酯微膜上未
穿过膜的细胞，进行苏木精＋结晶紫染色，冲洗后封片，于倒置
相差显微镜下观察穿过膜的细胞数目。分别于每张膜中央部

分和周围部分随机选取 ３个视野（×１００），计数每一视野内穿
过膜的细胞数目。

１．６　细胞外ＡＴＰ作用下Ｕ８７胶质瘤细胞迁移实验
　　实验前１２ｈ收集细胞，用含有０．１％ＦＢＳ的ＤＭＥＭＦ１２培
养基悬浮后种植于无菌长条形载玻片上（长２ｃｍ，宽１ｃｍ，厚
度０．５ｍｍ），每片１００个细胞，于含５％ＣＯ２、３７℃孵箱中培养
１２ｈ。随后于时间显微镜下，对照组为含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
Ｆ１２培养基，ＡＴＰ组为含有 １０％ＦＢＳ、１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ的
ＤＭＥＭＦ１２培养基，调节显微镜每２ｍｉｎ采集１次照片，分别记
录４ｈ。

１．７　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两独立
样本均数间的比较行ｔ检验。

２　结果

２．１　细胞外ＡＴＰ对Ｕ８７胶质瘤细胞增殖的影响
　　实验ＣＣＫ８检测试剂盒分别检测了０．１％、１％、１０％血清中
各浓度梯度ＡＴＰ对Ｕ８７脑胶质瘤细胞作用２４ｈ的细胞增殖情
况。结果显示，５０、１００、５００μｍｏｌ／Ｌ的细胞外ＡＴＰ对Ｕ８７胶质瘤
细胞增殖无明显作用，而较高浓度（５０００μｍｏｌ／Ｌ）细胞外 ＡＴＰ
对Ｕ８７胶质瘤细胞有显著抑制作用（Ｐ＜０．０５）。见图１～３。
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图１　０．１％血清中各浓度ＡＴＰ对Ｕ８７细胞２４ｈ增殖情况
（５０００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ组细胞死亡）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与其他浓度组比较
图２　１％血清中各浓度ＡＴＰ对Ｕ８７细胞２４ｈ增殖情况
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ａ：Ｐ＜０．０５，与０和１００μｍｏｌ／Ｌ比较
图３　１０％血清中各浓度ＡＴＰ对Ｕ８７细胞２４ｈ增殖情况

２．２　细胞外ＡＴＰ对Ｕ８７胶质瘤细胞周期的影响
　　实验采用流式细胞技术检测了不同培养状态下培养２４ｈ
后 Ｕ８７脑胶质瘤细胞的生长周期。结果发现，处理组
（１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ）及对照组对 Ｕ８７脑胶质瘤细胞的生长周期
无明显影响。

２．３　细胞外ＡＴＰ对Ｕ８７细胞迁移速度的影响情况
　　实验采用时间显微镜每隔２ｍｉｎ采集照片１次，其恒温系
统也可以很好地保持细胞活性，结果发现培养基中不加 ＡＴＰ
时，Ｕ８７胶质瘤细胞运动速度为（８９．８３±１３．２７）μｍ／ｈ，在培养
基中加入１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＴＰ后，细胞运动速度为（１６３．８３±
１７．８１）μｍ／ｈ，１００μｍｏｌ／Ｌ的ＡＴＰ可以显著增强 Ｕ８７胶质瘤细
胞的运动能力，使其迁移增强（Ｐ＜０．０５）。

２．４　细胞外ＡＴＰ对Ｕ８７细胞体外侵袭的影响
　　实验采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验，以相同条件下不加 ＡＴＰ作
为对照组，以加入１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ作为处理组，经过２４ｈ培养
并处理小室，处理组细胞跨膜细胞数为（１６３．８３±１７．８１），明显
多于对照组（８９．８３±１３．２７），表明一定浓度 ＡＴＰ可以显著增
强Ｕ８７胶质瘤细胞的侵袭能力（Ｐ＜０．０１）。见图４。

!

"

Ａ：对照组；Ｂ：ＡＴＰ处理组
图４　细胞外１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ对Ｕ８７细胞Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　（×２００）

３　讨论

　　ＡＴＰ是机体不可或缺的能量与代谢物质，在中枢
神经系统，ＡＴＰ及其受体构成的信号通路还参与了胶
质细胞的增生、迁移、分化及神经元之间的相互作用过

程。近来研究发现胶质瘤细胞对细胞外 ＡＴＰ的降解
速度远低于胶质细胞［８］，胶质瘤细胞在生长过程中对

胶质细胞的毒性作用和破坏也可导致 ＡＴＰ释放，因此
胶质瘤细胞所处的微环境中ＡＴＰ的浓度升高［７］；细胞

外ＡＴＰ浓度升高对正常脑组织有细胞毒性作用，而胶
质瘤细胞不但耐受性高［９］，而且细胞外的ＡＴＰ还可促
进胶质瘤细胞的生长和侵袭［１０－１２］，有研究应用 ＡＴＰ
水解酶（Ａｐｙｒａｓｅ）可抑制大鼠脑内种植Ｃ６胶质瘤细胞
的生长和侵袭［１３－１４］。这些研究表明，脑胶质瘤细胞生

长的微环境中ＡＴＰ的浓度升高，虽然细胞外ＡＴＰ对正
常脑组织有细胞毒性作用，而胶质瘤细胞不但耐受性

高，而且细胞外的ＡＴＰ还可促进胶质瘤细胞的生长和
侵袭［５－６］。

　　本实验研究中，我们用 ＡＴＰ作为处理因素，以相
同条件下不含 ＡＴＰ组作为对照，分别研究了 ＡＴＰ对
Ｕ８７胶质瘤细胞增殖、侵袭、迁移的影响。在增殖试验
中，分别用０．１％、１％、１０％ＦＢＳ作为对照，用以排除血
清浓度对实验的影响；再分别用设置不同梯度的 ＡＴＰ
浓度作为处理组。结果表明，一定浓度的 ＡＴＰ对胶质
瘤细胞增殖并无明显影响，但较高浓度（５０００μｍｏｌ／Ｌ）
的ＡＴＰ却严重抑制胶质瘤细胞的生长。但众所周知
的是，恶性肿瘤之所以危害性大，其最重要的生物学特

性是侵袭性生长。

　　为了进一步研究 ＡＴＰ对 Ｕ８７胶质瘤细胞侵袭的
作用，我们用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ以及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室。重建后的
Ｍａｔｒｉｇｅｌ能在聚碳酸滤膜表明形成类似天然基底膜的结
构，细胞侵袭穿过重建Ｍａｔｒｉｇｅｌ的能力反映出该细胞的
侵袭能力。我们以相同条件下不加 ＡＴＰ作为对照组，
以加入１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ作为处理组，经过２４ｈ培养并
处理小室，统计学分析发现，处理组（１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ）
细胞跨膜细胞数明显多于对照组。结果表明，ＡＴＰ可
以显著增强Ｕ８７胶质瘤细胞的侵袭能力。
　　时间显微镜自带的恒温系统可以很好的模拟细胞
生存外环境，最重要的是其自动每隔一定时间采集的

照片可以直观地看到加入处理因素后细胞的运动及速

度。我们采用同等条件不加ＡＴＰ作为对照组，而加入
ＡＴＰ（１００μｍｏｌ／ＬＡＴＰ）作为处理组。结果发现加入
ＡＴＰ组可以显著增强Ｕ８７胶质瘤细胞的运动能力，使
其迁移增强。

　　本实验提示细胞外 ＡＴＰ可以促进胶质瘤侵袭和
迁移能力。从理论上讲，本实验具有一定的研究和应

用潜力，但由于肿瘤细胞侵袭和迁移涉及多种复杂过

程，其相互关系及相关信号通路还有待进一步研究。
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以纤维蛋白溶解综合征为主要表现的主动脉夹层１例

张学亚　　（３６２０００福建 泉州，福建医科大学附属第二医院血液科）

　　［关键词］　 纤维蛋白溶解综合征；原发性；主要表现；主
动脉夹层
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［通信作者］　张学亚，电话：（０５９５）２２７９０２６８，Ｅｍａｉｌ：ｊａｋｅｙ３４５６＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

１　临床资料

　　患者，男性，８１岁，因发现全身瘀斑、血细胞减少５ｄ，发热
１ｄ于２０１０年８月２５日入院。入院前５ｄ因“突发头晕、呕吐、
右上肢乏力”就诊当地医院，查头颅 ＭＲＩ示：多发腔隙性梗死；
予丹参酮Ⅱａ改善循环处理，头晕、呕吐等症状缓解，但出现皮
肤粘膜多处瘀斑，查血常规：ＷＢＣ８．６×１０９／Ｌ，ＨＧＢ１１２ｇ／Ｌ，
ＰＬＴ７６×１０９／Ｌ；凝血全套：Ｆｉｂ０．６７ｇ／Ｌ，ＰＴ和 ＡＰＴＴ等指标正
常；继续丹参酮Ⅱａ治疗，皮肤瘀斑范围扩大，并出现发热，体温最
高３７．５℃，无畏冷，复查血常规：ＷＢＣ９．３×１０９／Ｌ，Ｈｂ７７ｇ／Ｌ，
ＰＬＴ８７×１０９／Ｌ；遂转诊我院。既往发现“高血压病”６个月，口服
降压药治疗，血压控制不详，此次发病前停用降压药物。查体：体

温３７．５℃，脉搏 ８０次／ｍｉｎ，呼吸２２次／ｍｉｎ，血压１５０／８０ｍｍＨｇ。
神志清楚，中度贫血貌，全身皮肤黏膜苍白，双手掌、右侧上臂、

左侧臀部可见大片瘀斑。巩膜轻度黄染，胸骨无压痛。双肺呼

吸音清，未闻及干湿性罗音。心率８０次／ｍｉｎ，心律绝对不齐，
心音强弱不等，各瓣膜听诊区未闻及病理性杂音。腹平软，无

压痛、反跳痛，肝脾肋下未及。双下肢无水肿，双侧病理征均未

引出。８月２６日辅助检查：血常规：ＷＢＣ１１．１×１０９／Ｌ，ＨＧＢ

８２ｇ／Ｌ，ＰＬＴ１６９×１０９／Ｌ，ＲＥＴ１０．２％；凝血功能：ＰＴ１４．２ｓ（对
照组１１．０～１６．０ｓ），ＡＰＴＴ２４．６ｓ（对照组２１．０～３７．０ｓ），ＦＩＢ
１．８６ｇ／Ｌ（对照组２．００～４．００ｇ／Ｌ），Ｄ二聚体：４６．２０μｇ／ｍｌ（对
照组０．００～０．５０μｇ／ｍｌ）。３Ｐ试验：阴性。ＦＤＰ＞２０μｇ／ｍｌ（对照
组０～２０μｇ／ｍｌ）。生化检测：ＡＬＢ３０．７ｇ／Ｌ，ＴＢＩＬ４２．５７μｍｏｌ／Ｌ，
ＤＢＩＬ１５．１１μｍｏｌ／Ｌ，ＩＢＬ２７．４６μｍｏｌ／Ｌ，ＬＤＨ２４０ＩＵ／Ｌ，ＨＢＤＨ
２５９ＩＵ／Ｌ。Ｘ线胸部平片：心影呈主动脉型，左心缘饱满，向左
延伸。蔗糖溶血试验：阴性；传染病３项（包括乙肝病毒抗原、
抗梅毒抗体、抗 ＨＩＶ抗体１～２）：均阴性；尿 Ｒｏｕｓ试验：阴性；
Ｃｏｏｍｂｓ试验：阴性；骨髓细胞学：有核细胞增生明显活跃，红系
增生明显：占 ６８．５％；巨核细胞全片 ５６个，成熟巨核细胞
１８／２５个。提示：增生性贫血。肿瘤标志物：均阴性。血清免疫
学检测：均阴性。ＡＮＣＡ：阴性；免疫抗体检查：阴性；抗心磷脂
抗体：阴性。肺部ＣＴ示：主动脉弓及以下胸主动脉腔内线状高
密度影分隔：动脉夹层可能。肺纵膈胸膜ＣＴ平扫＋增强：扫描
所示层面（主动脉弓至双肾上极水平）胸腹主动脉腔可见内膜

片分隔呈真假双腔，胸主动脉段双腔增强程度相仿，腹主动脉

段双腔呈单腔强化（夹层低于扫描范围）。提示主动脉弓、胸腹

主动脉夹层。心脏彩超：①左、右房增大，左室肥厚；②轻度二
尖瓣及主动脉瓣返流；③重度三尖瓣返流；④轻度肺动脉高压。
９月２３日复查凝血功能：ＰＴ１３．７ｓ，ＡＰＴＴ３３．６ｓ，ＦＩＢ１．６１ｇ／Ｌ。
血常规：ＷＢＣ７．６×１０９／Ｌ，ＨＧＢ１１５ｇ／Ｌ，ＰＬＴ１４７×１０９／Ｌ，

ＲＥＴ１．９％。最后诊断：主动脉夹层并发原发性纤维蛋白溶解
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