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U251细胞MCT1、4在氧糖剥夺后的表达变化及其意义 
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【摘 要】目的：观察氧糖剥夺(oxygen—glucose deprivation，OGD)后，神经胶质瘤细胞 U251的乳酸转运和单羧酸转运蛋白(mono— 

carboxylate transporter，MCT)1、4的表达变化，以探讨胶质瘤增殖生长的分子机制。方法：U251细胞随机分为对照组和模型组 

(OGD组 )，模型组的干预时间点为 I、3、6 h。四甲基偶氮唑盐比色法(methyl thiazolyl tetrazolium，MYr)检测细胞增殖生长情况， 

HE染色观察细胞的形态变化 ，乳酸试剂盒检测细胞培养液中的乳酸含量 ．免疫荧光和免疫印迹观察 MCT1和 MCT4的表达变 

化情况。结果：与对照组相比，随着氧糖剥夺时间延长，模型组细胞增殖能力下降(对照组、OGD 1 h、OGD 3 h、OGD 6 h组的光 

密度值分别为0．584±0．031、0．537±0．046、0．441±0．079和0．200±0．Ol1)，细胞培养液中的乳酸浓度增高(对照组、OGD 1 h、 

OGD 3 h、OGD 6 h组乳酸浓度值分别为 0．150±0．029、0．707±O．022、1．167±0．024和 1．325±0．023)。MCT1、4的表达上调，并随 

氧糖剥夺时间延长其表达逐渐增强(MCT1：F=46．256，P=-0．000；MCT4：F=247．400，P=O．000)。细胞培养液中加入 MCTs的抑制剂 

4一CIN后，其乳酸浓度降低(对照组、150 I*mol／L组、425 Ixmol／L组的乳酸浓度值分别为 O．249．4-0．012、0．222±0．016、0．167± 

0．117)。结论：U251细胞氧糖剥夺后，随着细胞培养液中乳酸浓度增加，MCT1、4亦表达上调，而细胞的增殖生长能力下降；抑制 

MCT的表达，细胞培养液中的乳酸浓度降低 ，提示 MCT1、4可能通过参与神经胶质瘤缺血缺氧微环境中乳酸的转运，进而调控 

细胞的增殖生长过程 
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Expression pattern of mOnOcarbOxyIate transporter 1，4 in U251 glioma cells 

during O×ygen—gIucOse deprivation and their significance 

Chen Yuqin，Hou Jiaojiao，Wei Xiaoyu，Yang Mei 

(Institute of Neuroscience；Teachig and Research Section OfA natom)，，College of Basic Medicine， 

Chongqing Medico11 University) 

【Abstract]Objective：To examine expression patterns of monocarboxylate transporter 1．4 and lactate transporting in U251 malignant 

glioma cells with oxygen—glucose deprivati0n(0GD)so as to explore the possible the role of MCT 1，4 proliferating，aggressiveness in 

human glioma cells．M ethods：U25 1 cells were randomly divided into two groups，namely，control group and OGD group．The cultures 

were incubated for certain periods(1，3，6 hours)with oxygen-glucose deprivation．Cell survival rate was tested by M1Tr assay，cell 

morphology was observed by HE staining．The lactic acid concentration was measured by lactate assay kit．The expression patterns of 

MCT1，4 were detected by immunofluorescence and Western blot．Results：Compared with those of control group
．
cell viability de— 

creased(the OD values of control group and OGD 1 hour，3 hours，6 hours were 0．584±0．031，0．537±0．046，0．441±0．079， 

0．200±0．011 respectively1 and lactate content increased in OGD group with oxygen—glucose deprivation time(the lactate content of 

control，OGD 1 h，3 h，6 h were 0．150±0．029，0．707±0．022，1．167±0．024，1．325±0．023 respectively)，and lactic acid content de— 

creased by adding 4-CIN，the inhibitor of MCTs(the lactate content of Control，150 I~mol／L，425 Ixmol／L were 0．249±0．012，0．222± 

O．016．0．167±0．117)．The MCT1．4 expression increased in the OGD group than in control group and continuously increased with the 

extension of oxygen—glucose deprivation time．Conclusion：MCT1，4 increases and cell viability decreases in U251 glioma cells with 
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the up-regulation of lactic acid content after OGD．The lactic acid 

content decreases by adding 4-CIN．The above results suggest 

that MCT1，4 may be contributed to lactate transport of malig— 

nant glioma microenvironment，and regulate its proliferation and 

surviva1． 

【Key words]monocarboxylate transporter；glioma；oxygen glu— 

cose deprivation 
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神经胶质瘤是最常见的原发性中枢神经系统 

肿瘤。根据病理分型，世界卫生组织(World Health 

Organization，WHO)将胶质瘤分为4级(I～Ⅳ)，I～Ⅱ 

级为低度恶性肿瘤．Ⅲ一Ⅳ级为恶性度高的肿瘤 。 

目前，外科手术、放疗和化疗是胶质瘤的治疗原则， 

但其治疗效果难以令人满意 。众所周知，肿瘤细 

胞生长迅速、能量需求高，因而实体肿瘤瘤体中心 

细胞相对处于缺血缺氧的环境 ；同时研究发现，肿 

瘤无论在有氧或无氧条件下其能量供应都主要来 

源于糖酵解 。这些研究提示 ，干预肿瘤的能量代 

谢过程。可能为包括胶质瘤在内的实体肿瘤提供治 

疗新靶点。有报道称，肿瘤的能量代谢过程与单羧 

酸蛋白家族(monocarboxylate transporter，MCTs)密切 

相关【8_ 01。然而，目前有关 MCTs在神经胶质瘤中的 

表达变化 ，尤其在神经胶质瘤氧糖剥夺后的表达变 

化及其在神经胶质瘤细胞生长增殖方面的作用，仅 

在本课题组前期的研究中有报道，且该研究并未对 

乳酸含量进行检测Ⅲ】。同时，前期研究的 U87细胞 

为病理分级高、细胞异型性高的多型性胶质瘤母细 

胞瘤。而对于低度恶性的星型胶质瘤细胞或者低度 

恶性浸润型胶质瘤向胶质母细胞瘤进展的中间阶 

段细胞，氧糖剥夺(oxygen—glucose deprivation，OGD) 

后．其 MCTs的表达变化、乳酸的含量变化以及细胞 

生长增殖情况。目前尚不清楚。因此。本研究通过模 

拟缺血缺氧肿瘤微环境 。运用免疫荧光及免疫印迹 

观察 MCT1、4在神经胶质瘤细胞 U251中氧糖剥夺 

后表达变化，探讨 MCT1、4在神经胶质瘤细胞增殖 

生长过程中的作用，为神经胶质瘤的治疗寻找新靶 

点提供实验基础。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 

高糖，无糖 DMEM(dulbecco modified eagle medium)培养 

基购自美国Gibco公司；胎牛血清购自美国Gemini公司； 

Trypsin／EDTA购自美国HyClone公司；四甲基偶氮唑盐 比色 

法(methyl thiazolyl tetrazolium，MYr)试剂盒购 自凯基生物； 

多克隆山羊抗人MCT1、MCT4购自Santa Cruz公司；单克隆小 

鼠抗人 GAPDH、Cy3驴抗山羊(IgG)购自上海碧云天生物技 

术有限公司：辣根酶标记的山羊抗小鼠IgG、辣根酶标记的鼠 

抗山羊 IgG．显色试剂盒购 自中杉金桥公司。 

1．2 U251细胞培养 

人胶质瘤细胞 U251由第三军医大学西南医院神经外科 

惠赠。用含 10％胎牛血清和 l％青一链霉素的高糖DMEM培 

养基，5％CO：、37℃培养箱常规培养 U251细胞，当细胞密度 

接近80％～9O％融合度时，胰酶消化传代。倒置相差显微镜 

下观察细胞生长情况。 

1．3 实验分组和U251细胞氧糖剥夺模型的建立 

U251细胞随机分为对照组和模型组(OGD组)。对照组： 

放入培养箱(5％co ，21％O：，37℃)常规培养。模型组：去掉 

常规培养 U251细胞中的培养基，磷酸盐缓冲液(phosphate 

buffer saline，PBS)冲洗 3次，换为不含血清的无糖 DMEM培 

养基，置于1％O 、5％co~、9l4％N：的三气培养箱培养，氧糖剥 

夺 1、3、6 h后，收集细胞。 

1．4 M1rr比色法检测细胞存活及增殖能力 

U251细胞．经胰酶消化后计数，约 lxl0s个／孔接种于96 

孔板中．每组设 5个复孔，同时设立空白对照孔(只加培养 

液，不加细胞)；将培养板分别置入常氧和氧糖剥夺环境中培 

养 1、3、6 h；培养后每孔加入 1O tJ,L MTr，置培养箱孵育4 h 

后，吸出孔内液体 。每孔加 150 txL二甲基亚砜至 MTr反应 

结晶产物完全溶解，置全自动酶标仪上测出每孔吸光度(ab— 

sorbance，A)值，测定波长为 570 nm。 

1．5 HE染 色 

U251细胞爬片在 24孔板中，当细胞密度接近80％融合 

度时，将培养板分别置人常氧和氧糖剥夺环境中培养1．3、6 h； 

处理完毕后将 4组细胞依次固定、PBS冲洗、O．5％苏木精液 

染色、饱和碳酸锂溶液复蓝、0．5％伊红液染色、梯度酒精脱 

水，晾干，中性树胶封片。 

1．6 乳酸含量测定 ‘ 

乳酸含量测定法是以烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (nicoti— 

namide—adenine dinucleotide．NAD+)为氢受体，乳酸脱氢酶 

(1actate dehydrogenase，LDH)催化乳酸脱氢产生丙酮酸，使 

NAD+转化成还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(reduced nicoti— 

namide—adenine dinucleotide．NADH)。各组细胞培养液用南 

京建成乳酸测试试剂盒测量乳酸含量。培养液中乳酸含量= 

(测定A值一空白A值)／(标准A值一空白A值)×标准品浓度 

(3 mmol／L)x样本稀释倍数。 

1．7 免疫荧光染色 

细胞接种在预先铺好盖玻片的 24孔板内，每孔接种 l× 

10 个细胞 ．氧糖剥夺处理后 PBS漂洗 ，然后置入预冷 4％多 

聚甲醛溶液中固定 20 min，PBS漂洗 3次，每次 10 min，用含 

0．2％Triton X一100和 4％马血清的 PBS室温封闭 30 min，每 

孔玻片上滴加一抗 MCT1(1：200)、MCT4(1：100)，放入 4℃冰 

箱过夜，取出后置于 37℃水浴箱复温，二抗 cy3(1：200)室温 

避光孵育 1 h，最后 DAPI染核，50％甘油封片，荧光显微镜下 

进行观察并采集图片。 

1．8 免疫印迹检测 

各组细胞加入 RAPI裂解液(上海碧云天公司)，冰上裂 

解 30 rain．4℃ 12 000 dmin离心 10 min，取上清液，测总蛋 
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白浓度。电泳分离蛋白，通过湿转方式将蛋白转至硝酸纤维 

膜上 ，悄免疫印迹封闭液 37℃ 封13j 1 I1'i分别加入一抗 

MCTI(I：300)、MCT4(1：200)、GAPDH(I：1 000)的新鲜配制 

液 ，4℃过夜孵育，PBST漂洗后加入相应辣根过氧化物酶标 

记的二抗，室温孵育 1 h。用增强化学发光法暗室下曝光于 X 

胶片上，常规显色、 影、定影和采冈。Quantity one软件分析 

各条带灰度值，将各目的条带与其内参 GAPDH条带的庆度 

值做比较，计算相对表达量。实验重复 3次，取均值做统计学 

分析。 

1．9 统计学处理 

应用SPSS 18．0软件进行统计分析，各组数据用均数± 

标准差( 4-_s)表示，各组之问比较采J}{单 素方差分析。组fHJ 

两两比较采用 I,SD—t法，检验水准 ot=0．05 

2 结 果 

2．1 M ITl1检测细胞增殖存活能力 

MT1、检测各组细胞的增殖存活能力。结果 示 ．细胞氧 

糖剥夺处理后，埘照组、()GD l h组 、OGD 3 h组 、OGD 6 h组 

的 A值 分别为 0．584 4-0．031、0．537±0．046、0．441±0．079、 

0．200±0．【】l 1．4组比较方差分析结果为：F=37．370，P=0．000； 

除 OGD l h组外，其余各组与对照组相比其差异有统计学意 

义(OGD 1、3、5 h与对照组卡f1比较 ，其对应结果分别为 tD= 

8．752，P=0．264；￡，F6．170．P=O．005；to=5．386，， 0．000)，提 住 

氧糖剥夺的_卡刀期．细胞的增殖存活能力没有改变。而随着氧 

糖剥夺时I'n】延长，模型各组之间比较 ，差异具有统计学意 

义(OGI)3 h组与 OGD l I1组比较 ，fD：3．467，P=0．043；OGD 

6 I1组与OGD 3 h组比较 ，￡ J=2．508，P=-0．000)(图 1)。 

O．8 

O．6 

__ o．4 

O．2 

时月 组 OGI)1 h组 ()(：【]3 h组 OGI)6 h掘 

与对照组 比较 P<0．0l；h：P=0．000； 

两~HI'H】比较，f ：P<O．05；d：P=-O．000 

图 1 MTT比色法检测对照组与模型组中 U251细胞的存活 

及增殖情况 

Fig．1 Survival and proliferation of U251 cells in the control and 

OGD group detected by M1_r colorimetric method 

2．2 HE染 色检测细胞形态 变化 

HE染色法观察各组细胞形态结构的改变。在氧糖剥夺 

初期，细胞小现肿胀，胞质淡染。随着氧糖剥夺时间的延长而 

呈现}fJ不同的细胞形态学改变 ，表现为贴壁细胞减少、细胞 

皱缩、胞核浓聚(图 2)。 

A．对照组 B．OGD l h组 

藩鬻i 
D．OGD 6 h组 

图 2 U251细胞不同缺血缺氧时间点 HE染色结果(20x) 

Fig．2 HE staining for U251 cells at different O×ygen—gIuc0se 

deprivation time point(20 x) 

2．3 细胞培养液中乳酸含量的测定 

细胞培养液中乳酸含量测定结果显示：与对照组相 比， 

OGD后细胞培养液q'-~L酸含量增高，其对照组 、OGI)l h组、 

OGD 3 h组 、OGD 6 h组乳酸浓度值分别为 0．150±0．029、 

0．707±0．022、1．167±0．024、1．325±0．023 、4组 比较方差分 

析结果为：F--2 278．07l，P=0．000：OGD l、3、6 h组 j对照组比 

较，其对应结果分别为 ID=I14．652，P=0．000；“=87．359，，J= 

0．000；f，J=I18．952，P=0．000；模型各组比较的结果为：OGI)3 h 

组 OGD l I1组比较，t~=63．47l，P=0．000；OGD 6 h组与 OGD 

3 h组比较，tb=78．650，P=-0．000(罔 3 A)。采 MCTs抑制剂 4一 

CIN处理U251细胞后，结果显示：与对照组相比，细胞培养 

液巾乳酸含量降低(对照组、l50 p,mol／l 组 、425 p,nmil1 鲥的 

乳酸浓 度值 分别 为 0．249±0．0l2、0．222±0．016、0．167± 

0．Il7)．3组方差分析结果为 F=36．358，P=0．000，150 txmol／l 

组、425 txmtfill 组与对照组 比较 ，其对应的 t P值分别为 

7．830，0．000：I1．681，0．000。药物各组 比较 的结 果为 ：425 

I~mol／IJ组 l50~mol／L组比较 ，t~r=8．746，，L0．000(罔 3B) 、 

2．4 MCTI和 MC1、4的细胞免疫荧光 

免疫荧光结果 示 ．各组中均有 MC F1和 MCT4的表 

达 【颦]像结果分析显示，4组比较方差分析结果为 MCT1( 

46．256．P=0．000)和 MCT4(F=247．400，P=0．000)表达增强 ，1『Ii 

且随着缺缸缺氧时问的延长，MCTI和 MC F4表达进一步增 

强，其 异具有统计学意义(OGD 3 h组与OGD l h组 的MC rl 

A值 比较， ， 214．580，P=0．000；OGD 6 h组 与OGD 3 h组的 

MCTI A值比较，￡ l I8．75，P=0．001；OGD 3 h组与 OGD 1 h组 

的MC r4 A值比较，t~r=97．236．P=0．038：OGD 5 l1组与 OGD 3 h 

纽的 MC 1"4 A值比较，￡，F65．72l，P=-O．000)(冈4，图5、表 1) 
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【10 

、．对照 及氧精剥夺组细胞培养液·JI白9乳酸浓度 

x,j-![(!tlt i50 Fun(，1／I 425 I~nml／1 

4-CIN 

‘ 对照组比，a：P：0．000；h：P<O．O1 

j．加人不同浓度 4-L：【N后，细胞培养液巾的乳酸浓度 

图3 U251细胞对照组与模型组中乳酸(LD)的浓度 

Fig．3 Concentration of LD in different treatment groups 

-̈{§组 

){ 1)6 h 

H【lP‘，hsI M(：T 

图4 对照组和模型组 U251中 MCT1的表达(8OOX) 

Fig．4 Expression of MCT1 in control and OGD groups(800×j 

对j!《{ 【 

I】I h 

『】3 h 

I【 D6II 

HOeC}lSl MC 

图 5 对照组和模型组 U251中MCT4的表达(BOOx) 

Fi9．5 Expression of MCT4 in control and OGD groups(800×) 

表 1 U251对照组和氧糖剥夺组 MCT1和 MCT4平均光密度值 

丁ab．1 Mean density of MCT1 and MCT4 positive cells in control 

and OGD groups 

jljJ』 例数 MCTI MCT4 

对J{镬 }i 3 1 525．000±300．604 I 399．330±I70．849 

()CD II1 3 2 620．330±446．108 1 851．330±153．575 

()GD 3 h绀 3 3 708．330±57．696 2 159．670±1 16．543 · 

()( D 6I1绀 3 5 651．330±45I．( )O 4499．67()±I62．863 

值 46．256 247．400 

P值 0．00() 0．000 

汴：a， fi组村{比，P<0．05；h：氧特剥夺各时 之间比较，P<0．05 

2．5 MCTI和 MC 1'4的免疫 印迹 

免疫印迹结粜显爪，各组-l1均 可见 MCTI干̈ MCT4的表 

达。4组比较方差分析结果为 MC rl(F=223．522，，】=O．000)和 

MC I"4( T-I．984，P=O．000)表达增强，而且随着缺 缺氧时川 

的延长，MCTI和 MCT4表达进一步增强， 差异具有统计学 

意义(MC J、1：0( 『)3 I1组 0( I)1 h组比较，￡ =56．23 J，， 

0．003；()( 『)6 h绀 与 OGI)3 h组 比较 ，ltj--68．745，P--O．001： 

Mcr4：()( 3 h组与 OG1)1 h组 比较 ，“=l7．857，P=0．004： 

()(；T)6 l1组与 OGI)3 h组比较，z『J=l1．1 17，P=O．000)(图 6， 

太2) 
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参，参 

MCT4一 _- _- ■- 43 kD 

GAPDH獭  ㈡ - 06 kD 

与对照组比较，a：P<0．01．b：P=0．000；组问比较，c：P<O．O1；d：P=-O．000 

图6 U251对照组和模型组中 MCT1、MCT4的蛋白表达 

Fig．6 Expression of MCT1 and MCT4 protein in control and OGD groups 

表 2 U251对照组和氧糖剥夺组 MCT1和 MCT4蛋白水平比较 

Tab．2 Comparative analysis of MCT1 and MCT4 protein level in 

control and OGD groups 

注：a，与对照组相比，P<O．05 Ib：氧糖剥夺各时间点之间比较，P<O．05 

3 讨 论 

神经胶质瘤即胶质细胞瘤，是发生于神经外胚 

层的肿瘤，为最常见的原发性中枢神经系统恶性肿 

瘤。其发病率约占原发性脑肿瘤的一半．且近年来 

有不断上升的趋势I 3_。由于神经胶质瘤的生长速度 

快，并呈浸滑陛生长，故手术难以完全切除f3 2]。尽 

管术后辅以放化疗 ，其复发率仍然很高，因此 ，对神 

经胶质瘤的研究成为神经科学关注的热点之一。 

研究证明，肿瘤细胞生长速度快而血管生成相 

对滞后 。大量实体肿瘤尤其是肿瘤中心部位存在广 

泛的缺血缺氧 。因此，缺血缺氧是神经胶质瘤的特 

定微环境 4]。另有研究发现，即使在氧糖供应充分 

的情况下。肿瘤组织仍主要依赖糖酵解供能。而在 

糖酵解过程中将产生大量乳酸[5,15]。这些乳酸将通过 

相应的转运体被转运至细胞外，为肿瘤细胞提供更 

好的增殖生长微环境。研究证实，乳酸转运主要由 

MCTs介导 MCTs是一类重要的膜转运载体，属于 

溶质运载蛋白家族(solute carrier family，SLC)16 A 

的亚家族成员。迄今为止，共发现 14种MCT家族成 

员在哺乳动物体内表达。在 MCT家族成员中，只有 

MCT 1～4能通过 1：1的比例转运 H+和一元羧酸阴 

离子来发挥生物学功能，参与乳酸、丙酮酸、丁酸等 

单羧酸的转运，提示 MCTI一4对肿瘤细胞的能量代 

谢尤其是乳酸代谢发挥着重要的作用[4-5，15—7_。几乎 

所有肿瘤组织均表达 MCT1和 MCT4~ 8 91。而有关 

MCTs在胶质瘤细胞中作用，仅有本课题组前期对 

高度恶性的胶质瘤细胞 U87研究的一篇报道I81 众 

所周知，胶质瘤 Ⅱ～Ⅲ级的中低度恶性胶质瘤在临 

床更为常见。因此，本研究通过选用低度恶性的胶 

质瘤细胞 U25 1，采用氧糖剥夺处理来模拟胶质瘤瘤 

体细胞特定的缺血缺氧微环境，进一步研究 MCTI 

和 MCT4在低度恶性胶质瘤能量代谢方面发挥的 

作用，以及对胶质瘤细胞增殖生长能力的影响。 

本研究 M rn1检测结果显示 ，与对照组相比，胶 

质瘤细胞增殖存活能力降低。且随着氧糖剥夺时间 

的延长，其增殖存活能力下降。提示 OGD后，U25l 

肿瘤细胞能量供应严重受阻，存活能力低下。HE结 

果显示。氧糖剥夺早期，由于应激反应，细胞出现肿 

胀 、胞质淡染 ，并随氧糖剥夺时间的延长，胶质瘤细 

胞能量供应障碍以及微环境的改变，细胞出现皱缩， 

胞核浓聚。乳酸含量测定结果显示，氧糖剥夺处理 

组中胶质瘤细胞培养液中乳酸的含量。明显高于对 

照组，且随着氧糖剥夺时间的延长，其乳酸含量进 
一 步增多。同时，本实验对 MCT1、4的研究发现，对 

照组与 OGD组的胶质瘤细胞 U251中均有 MCT1 

和MCT4的表达；在 OGD组中，MCT1和 MCT4较对 

照组表达增加，且随着氧糖剥夺时间的延长，其表 

达呈上调趋势。此外 ，采用 MCTs抑制剂 4一CIN处 

理 U251细胞后 ，乳酸含量明显降低 ，提示 MCT介 

导了 U251细胞的乳酸转运。本研究结果表明，在氧 
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糖剥夺环境下，胶质瘤细胞能量供应主要依靠糖酵 

解 ，在此过程中产生的大量乳酸由 MCT1、4转运至 

细胞外，即神经胶质瘤细胞 U251中上调的MCT1、4 

可为缺血缺氧的肿瘤细胞提供更高速率的乳酸流 

动，从而加快糖酵解的过程，以产生更多的能量：而 

转运至胞外的乳酸，若未及时清除且过量堆积，将 

抑制胶质瘤细胞的增殖生长。本实验结果与本课题 

组之前报道的高级别胶质瘤中MCT的表达变化一 

致，提示在氧糖剥夺环境下 ，不同恶性程度的胶质 

瘤细胞享有相似的能量代谢方式，但其具体机制还 

有待进一步研究fl 81 

肿瘤细胞能量代谢的基本特征是无氧糖酵解， 

能否通过调节 MCTs的表达，进而干预乳酸等物质 

的转运过程 ，影响细胞内外环境的变化 ，即改变肿 

瘤的微环境(抑制或者上调 MCT1、4的表达)，可能 

成为肿瘤治疗的潜在靶标之一 
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