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缺氧增强胶质瘤干细胞“干性”的初步研究

李鹏程１，周　椿１，徐伦山１，肖华亮２　（１．第三军医大学大坪医院野战外科研究所神经外科，重庆４０００４２；２．第三军医大学大
坪医院野战外科研究所病理科，重庆 ４０００４２）

　　［摘　要］　目的　研究在体外环境下，缺氧与肿瘤干细胞（ＣＳＣｓ）“干性”的关系。方法　选择Ｕ８７细胞和Ｕ２５１细胞以及原代
胶质瘤细胞并进行缺氧处理。用透射电子显微镜法来检测这些细胞的超微结构；用ＭＴＴ法来检测细胞生长；用流式细胞仪来检测
细胞周期以及ＣＤ１３３的表达；用ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法来检测细胞迁移能力；用集落形成分析来分析细胞的集落形成能力；并用实时定量ＰＣＲ
来检测干细胞以及其分化标志物的ｍＲＮＡ表达。结果　缺氧使原代胶质瘤细胞维持在一个未分化的状态，减慢处于相对静止阶段
的胶质瘤细胞的生长、增加它们的集落形成能力和胶质瘤细胞的转移，而且能提高干细胞标志物的表达水平。肿瘤干细胞的分化

标志物在进行缺氧处理后降低。结论　缺氧能够使已分化的胶质瘤细胞“去分化”而使其获得“干性”。
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　　胶质瘤是中枢神经系统的主要肿瘤，占成人颅内
肿瘤的３５％～５０％。而且，在胶质瘤中有６０％是恶性
胶质瘤［１］。目前，手术治疗同时联合放疗、化疗以及生

物治疗仍然是胶质瘤的主要治疗手段。然而，这些方

法的治疗效果并不理想。标准的治疗方法同时联合放

疗和／或化疗能使患者的平均生存时间仅为 １４．６个
月［２］。近些年来，越来越多的证据表明肿瘤干细胞

（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）参与了癌症的发展过程，且能
促进肿瘤的生长，引起肿瘤的侵袭、复发以及转移［３］。

由于其在肿瘤发生发展中的重要作用，ＣＳＣｓ可能成为
治疗癌症的一个靶点。然而，需要更多的实验来进一

步明确肿瘤细胞尤其是 ＣＳＣｓ的生长和分化与肿瘤微
环境之间的关系。

　　缺氧是包括胶质瘤在内的几乎所有恶性肿瘤的重
要特征。缺氧对于肿瘤血管生成和能量代谢的影响已

较为明确，而缺氧对于肿瘤细胞尤其是ＣＳＣｓ的生长和
分化的影响有待进一步探索［４］。在这些研究的基础

上，本实验的目的是研究ＣＳＣｓ和肿瘤微环境之间的关
系，以便更好地理解 ＣＳＣｓ分化的机制。在本实验中，
我们研究了缺氧和ＣＳＣｓ分化的相关因素，以期为胶质
瘤的治疗提供很好的实验基础。

１　材料与方法

１．１　ＣＳＣｓ的分离、鉴别和培养
　　根据文献中的免疫磁珠细胞分离方法（ＭＡＣＳ）分离 ＣＳＣｓ
和ＣＤ１３３阳性的肿瘤细胞［５］。首先，取新鲜的肿瘤组织并进行

冲洗，同时去除坏死的组织和血液。然后，将肿瘤组织切成

１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ的组织块，再用胰酶进行消化并离心。收
集离心出来的细胞，并在含有 ｂＦＧＦ和 ＥＧＦ的无血清培养液里
进行培养。收集原代神经球，并用流式细胞仪检测ＣＤ１３３阳性
和ＣＤ１３３阴性的肿瘤细胞，再进行进一步的培养。

１．２　细胞周期检测
　　将 Ｕ８７细胞在常氧或者１％Ｏ２的环境中培养。然后在不

同的时间点收集细胞，并用流式细胞仪检测细胞周期。

１．３　免疫磁珠方法分离细胞
　　磁场能将细胞上结合的标志物和细胞分开。在我们过去
的研究中，用这个方法成功地分离了ＣＤ１３３阳性细胞和胶质瘤
来源的内皮细胞［５６］。ＣＤ１３３微球和羊抗鼠 ＩｇＧ微球购自德国
的Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司。

１．４　ＭＴＴ分析
　　用ＭＴＴ来检测胶质瘤细胞的生长，并描绘生长曲线。收集
对数期的细胞，并制成细胞悬液，将细胞悬液的浓度调整到

５０００／孔（用无菌的ＰＢＳ溶液加满边缘孔）。将细胞放在３７℃
和５％ＣＯ２的培养箱中培养，直到细胞铺满孔底（平底 ９６孔
板），然后将细胞放在常氧或者缺氧环境中培养。将２０μｌ的
ＭＴＴ溶液加入到每一个孔里（５ｍｇ／ｍＬ的０．５％ＭＴＴ溶液），然
后继续培养４ｈ。培养结束后，将上清液弃去，再在每个孔里加
入１５０μｌ的二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），然后将培养板放在摇床上低
速震荡１０ｍｉｎ来完全溶解结晶。最后用酶标仪于５７０ｎｍ处测
定吸光度值。

１．５　集落形成分析
　　收集对数生长期的 Ｕ２５１细胞，并用 ０．５％胰酶／０．０４％
ＥＤＴＡ消化，来制备单细胞悬液。然后，将这些细胞加入到２４
孔板中（５０个细胞／孔），再将其在３７℃、饱和湿度和５％ＣＯ２
的环境中培养２４ｈ。未贴壁的细胞被弃去。培养２～３周后，出
现了大的集落，然后用０．５％胰酶／０．０４％ ＥＤＴＡ来消化集落制
备单细胞悬液。然后将这些细胞接种在９６孔板中，再继续在
３７℃、饱和湿度和５％ＣＯ２的环境中培养，观察其集落形成能力
以及集落的形态，并测量集落的大小以及计数每个集落中的细

胞数。这次，将细胞分成早期传代组以及晚期传代组。在早期

传代组中，用０．５％胰酶／０．０４％ＥＤＴＡ消化制备单细胞悬液，然
后将这些细胞接种到９６孔板中。在晚期传代组中，用０．５％胰
酶／０．０４％ＥＤＴＡ消化制备单细胞悬液，然后将细胞接种到９６
孔板中。
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１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验
　　将４０μｌ人工基底膜（ｍａｔｒｉｇｅｌ胶 ＋无血清培养基）加入到
上室，在３７℃环境中过夜。然后将细胞（１×１０６／ｍＬ）加入到上
室中（１００μｌ），再将条件培养基（６００μｌ）加到下室中并继续培
养２４ｈ。然后将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室取出，将上室中的培养液弃去。
再用ＰＢＳ溶液清洗上室。用棉签擦去Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶和上室内的残
余细胞。接下来，用ＰＢＳ溶液清洗上室，并浸入４％多聚甲醛中
３０ｍｉｎ来固定上室内的细胞。用ＰＢＳ溶液清洗２次后，用结晶
紫对上室进行染色２０ｍｉｎ。用 ｄｄＨ２Ｏ清洗上室３次以上并晾
干后，置于光学显微镜下观察。每个孔选择３个视野来进行细
胞计数。

１．７　统计分析
　　用ＳＴＡＴＡ１２．０软件来进行统计学分析。数据以均数±标
准差（珋ｘ±ｓ）的形式来表示，用ｔ检验来进行组间比较。Ｐ＜０．０５
被认为有统计学差异。

２　结果

２．１　缺氧对细胞生长和细胞周期的影响
　　用 ＭＴＴ来检测胶质瘤细胞的生长并描绘细胞生长曲线。
图１显示了Ｕ８７和ｘ０２ＧＢＭ细胞的生长曲线。结果显示缺氧能
够轻度抑制肿瘤细胞的生长，但是并不显著。图２显示了细胞
周期结果，表明在１％ Ｏ２中缺氧处理２、１２、２４ｈ对细胞周期并
没有显著影响。然而，缺氧处理４８ｈ后，在 Ｇ０／Ｇ１期的细胞数
量较常氧组显著增加（Ｐ＜０．０５），而且在 Ｇ２／Ｍ期的细胞数显
著下降（Ｐ＜０．０１）。细胞周期的变化与上述变化相似。
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ａ：Ｕ８７细胞生长曲线；ｂ：ｘ０２ＧＢＭ细胞生长曲线
图１　缺氧对胶质瘤细胞生长的影响
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缺氧（１％Ｏ２）处理２、１２、２４和４８ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期，Ｇ２／Ｍ期和 Ｓ
期的Ｕ８７细胞 （：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１；ｎ＝３）

图２　缺氧对胶质瘤细胞周期的影响

２．２　缺氧对胶质瘤细胞的集落形成能力的影响
　　集落形成分析显示缺氧对胶质瘤的集落形成能力有显著
的影响（图３）。缺氧处理后，Ｕ２５１细胞的集落形成能力显著高
于常氧组（Ｐ＜０．０５）。尤其是致密型的集落比例显著增加。在

缺氧的条件下，Ｕ２５１细胞的致密型集落的比例显著高于常氧组
（Ｐ＜０．０１）。
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ａ：缺氧对Ｕ２５１细胞的集落形成能力的影响；ｂ：在常氧和缺氧
条件下，不同类型 Ｕ２５１细胞集落之间比较（：Ｐ＜０．０５；
＃：Ｐ＜０．０１）

图３　缺氧对Ｕ２５１细胞的集落形成能力的影响

２．３　缺氧对于胶质瘤细胞迁移的影响
　　用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法来分析细胞的迁移能力。缺氧处理２ｈ后，
Ｕ８７细胞的穿膜细胞数与常氧组相近。缺氧处理１２ｈ和２４ｈ
后，穿膜的细胞数与常氧组相比显著增加（Ｐ＜０．０５），见图４。
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图４　缺氧（１％Ｏ２）对细胞迁移的影响（：Ｐ＜０．０５）

２．４　缺氧对于ＣＳＣｓ标志物及其分化标志物的影响
２．４．１　缺氧对 ＣＤ１３３表达的影响　　经过１％Ｏ２处理４８ｈ

后，检测 ＣＤ１３３的表达水平。跟常氧组相比，缺氧显著增加了
ＣＤ１３３的表达以及 ＣＤ１３３阳性细胞数量（图 ５ｃ）。常氧组中
ＣＤ１３３阳性的ｘ０１ＧＢＭ细胞的比例是（４．３８±０．９５）％（ｎ＝３），
经过缺氧处理 ４８ｈ后 ＣＤ１３３阳性的 ｘ０１ＧＢＭ细胞的比例是
（１５．９０±１．３８）％（ｎ＝３），两者之间存在显著差异（Ｐ＜０．０１），
见图５ａ～ｃ。
２．４．２　缺氧对 ＣＳＣｓ标志物及其 ｍＲＮＡ表达的影响　　实时
定量ＰＣＲ被用来检测 ＣＳＣｓ标志物（ＯＣＴ４，ＳＯＸ２）和 ＣＳＣｓ的
分化标志物（ＧＦＡＰ）。ＯＣＴ４的扩增曲线很光滑，具有明显的
指数增长期、线性增长期和平台期，表现出特异性的增长。图６
显示了不同时间点 Ｕ８７中的 ＯＣＴ４、ＳＯＸ２和 ＧＦＡＰ的 ｍＲＮＡ
表达。在常氧组中，Ｕ８７细胞中没有 ＯＣＴ４和 ＳＯＸ２的 ｍＲＮＡ
表达。经过缺氧（１％Ｏ２）处理２、１２和２４ｈ后，ＯＣＴ４和 ＳＯＸ２
的ｍＲＮＡ表达增加了；经过缺氧（１％Ｏ２）处理４８ｈ和７２ｈ后，
ＯＣＴ４和ＳＯＸ２的ｍＲＮＡ表达跟其他组相比最高（Ｐ＜０．０１）。
然而，ＧＦＡＰ的 ｍＲＮＡ变化与上述变化相反。经过缺氧（１％
Ｏ２）处理２ｈ和１２ｈ后，ＧＦＡＰ的ｍＲＮＡ反而下降了，而且在处
理４８ｈ后仍维持在一个低水平。经过缺氧处理４８ｈ和７２ｈ后，
Ｕ８７细胞中ＧＦＡＰ的ｍＲＮＡ水平显著低于常氧组以及缺氧处理
２ｈ组（Ｐ＜０．０１）。如果经过０．５μｇ／ｍＬＤＡＰＴ（一种 Ｎｏｔｃｈ信
号转导通路的特异性抑制剂）预处理，在缺氧治疗７２ｈ后，Ｕ８７
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细胞中ＯＣＴ４和ＳＯＸ２的ｍＲＮＡ表达水平显著低于单用缺氧
治疗的Ｕ８７细胞中的 ｍＲＮＡ水平（Ｐ＜０．０１）。然而 ＧＦＡＰ的
ｍＲＮＡ变化水平表现出相反的规律（Ｐ＜０．０１）。
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空白峰区为同型对照，红色峰区为ＣＤ１３３表达；ａ：常氧条件下，
ｘ０１ＧＢＭ细胞中 ＣＤ１３３的表达水平；ｂ：缺氧处理 ４８ｈ后，
ｘ０１ＧＢＭ细胞中 ＣＤ１３３的表达水平；ｃ：缺氧（１％Ｏ２）处理后，
ＣＤ１３３阳性细胞的比例跟常氧组相比明显增加（：Ｐ＜０．０５；
＃：Ｐ＜０．０１）

图５　缺氧对ＣＤ１３３表达的影响
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ａ：在Ｕ８７细胞中ＯＣＴ４的ｍＲＮＡ表达；ｂ：在Ｕ８７细胞中ＳＯＸ２

的ｍＲＮＡ表达；ｃ：在 Ｕ８７细胞中 ＧＦＡＰ的 ｍＲＮＡ表达；与缺

氧４８ｈ和７２ｈ比较，Ｐ＜０．０５；＃：与缺氧７２ｈ比较，Ｐ＜０．０１

图６　缺氧对ＯＣＴ４、ＳＯＸ２以及ＧＦＡＰ的ｍＲＮＡ的表达的影响

３　讨论

　　缺氧是一种普遍的生理和病理生理现象。发生缺
氧时，人的身体会通过复杂的机制来适应缺氧。例如，

在缺氧的情况下，机体会增加糖酵解来代偿氧化磷酸

化减少而引起的能量不足［７］；在缺氧的情况下，机体会

增加血管生成来提高血管密度，从而改善血供；系统性

缺氧可造成生理性的红细胞生成素增加，从而适应缺

氧环境。此外，缺氧同样是一种普遍的病理现象。例

如，缺氧在癌症中是一种常见的现象［８］。

　　过去有实验已证明缺氧能诱导缺氧诱导因子
（ＨＩＦ１α）的表达，从而调节能影响肿瘤细胞生长和增
殖的不同目标基因以及肿瘤的血管生成［９１１］。近年

来，很多研究表明缺氧与干细胞的未分化状态有关，并

与神经脊和中枢神经系统中的干细胞的增殖和分化有

关［１２１３］。一些干细胞相关的信号分子参与了缺氧对干

细胞的调节。迄今为止，研究发现参与干细胞的正常

自我更新和分化的分子包括 Ｗｎｔ、ＢＭＰ、Ｎｏｔｃｈ和 Ｓｏｎｉｃ
ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｓｈｈ）。近期的研究显示缺氧可能激活 ＨＩＦ
１α从而上调Ｎｏｔｃｈ信号通路中的对于维持神经干细胞
的未分化状态至关重要的下游分子［１４］。Ｃｏｖｅｌｌｏ等［１５］

证实了干细胞转录因子 ＯＣＴ４是 ＨＩＦ２α的一个目标
因子。ＨＩＦ２α能够激活 ＯＣＴ４从而调节干细胞的自
我更新和分化。Ｋａｉｄｉ等［１６］的研究同样显示 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ能够与ＨＩＦ１α相互作用。因此，已有确切的证
据显示缺氧与调节正常干细胞的干性的信号通路相

关。此外，也有研究发现这些信号通路中的分子参与

了ＣＳＣｓ的自我更新和分化［１７１８］。Ａｘｅｌｓｏｎ等［１９］发现

缺氧能够改变神经母细胞瘤细胞和乳腺癌细胞中分化

相关基因的表达，能够促进已分化细胞的去分化以及

使这些细胞获得干细胞特征。Ｔａｖａｌｕｃ等［２０］证明了缺

氧能够增加侧群肿瘤细胞。然而，关于缺氧对于胶质

瘤细胞以及胶质瘤中 ＣＳＣｓ细胞的影响的研究还是
很少。

　　在我们的前期研究中，发现 ＣＡＩＸ表达与干细胞
的侵袭性和肿瘤的进展相关。基于这些研究结果，我

们假设缺氧能够增加胶质瘤中ＣＳＣｓ的干性，并进一步
较全面地证明了此假设。首先，检测缺氧对于胶质瘤

细胞生长的影响。结果表明缺氧能维持未分化状态，

而常氧能促进细胞分化。我们还描绘了细胞生长曲线

并检测了细胞周期。结果显示，缺氧能减慢生长速度

而且增加静止期的细胞比例。然后，我们检测了缺氧

处理后胶质瘤细胞的生物学特性。我们研究了缺氧对

·２８４·
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胶质瘤细胞的增殖和迁移的影响。结果显示缺氧能够

促进这些细胞的自我更新和迁移能力。最后，用 ＰＣＲ
来研究缺氧对于胶质瘤中 ＣＳＣｓ及其分化标志物的影
响。结果显示缺氧能增加 ＣＳＣｓ标志物 ＣＤ１３３和巢蛋
白的表达，但是减少了分化标志物 ＧＦＡＰ阳性的细胞
比例。基于缺氧对胶质瘤细胞功能、ＣＳＣｓ自我更新和
迁移能力和干细胞标志物表达的影响，我们总结出缺

氧能够使分化的细胞去分化而且促进这些细胞获得干

细胞能力。然而，干性的增加是由于胶质瘤中已分化

的细胞去分化导致的ＣＳＣｓ增加，还是由于缺氧导致的
ＣＳＣｓ增殖增加仍不清楚，还需要更进一步的实验来验
证这个结果。

　　总而言之，我们的研究全面证明了在体外环境下
缺氧能够增加胶质瘤细胞的干性，但是仍需要进行进

一步的体内实验来证实这个结果，而且这种影响的具

体机制仍不清楚。在我们未来的研究中，我们将进行

体内实验并研究这些影响的机制，从而筛选出胶质瘤

的治疗靶点。目前，关于 ＣＳＣｓ的研究仍处于初级阶
段，还需要更进一步的实验来阐明ＣＳＣｓ与其微环境之
间的关系。
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