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格列本脲对 U-251细胞增殖迁移的影响 

郭 玲，朱淑娟，陈 清，杨清华，盛华均 

(重庆医科大学基础医学院人体解剖教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨格列本脲对U一251细胞增殖迁移的影响。方法：使用浓度为 12．5～1 600 txmol／L的格列本脲(Glib)处理人胶 

质瘤细胞U一251，应用细胞增殖毒性检测试剂盒测定细胞增殖率并进行药物浓度筛选，划痕实验和Transwell法检测各实验组 

(使用浓度为 100 txmol／L、300 Ixmol／L、500~moYL的Glib处理细胞)及对照组(未加Glib)细胞迁移与侵袭情况。结果：CCK8法 

检测显示，在 100～800~mo1]L范围内，Glib可抑制U一251细胞增殖，并呈浓度依赖性，其48 h的半数抑制浓度(IC50)为400 

txmol／L(F=150．30，P=0．000)；划痕实验显示 Glib实验组细胞在 24 h及 48 h迁移宽度明显小于对照组 ，且随着药物浓度的增加 

迁移宽度比率降低(F=130．60，P=0．000)；Transwell结果显示 ，Glib抑制细胞迁移能力与划痕试验结果一致 ，Transwell显示实验 

组迁移细胞数比对照组明显减少(F=86．68，P=0．000)，实验组侵袭细胞数量比对照组明显下降(F=55．30，P=-0．000)，随着 Glib浓 

度的增加，抑制迁移和侵袭能力逐渐增强，具有浓度依赖性。结论：格列本脲能够抑制U一251细胞增殖迁移过程。 
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Effect of inhibition of potassium ions on the proliferation 

and migration of U-251 cells 

Guo Ling，Zhu Shuj。 帆，Chen Qing，Yang Qinghua，Sheng Huajun 

(Teaching and Research Section ofHuman Anatomy，College ofBasic Medcine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effect of inhibition of potassium ions on the proliferation and migration of U一251 cells． 

Methods：U一251 cells were treated by concentrations ofGlib in 12．5~mol／Lto 1 600 bLmol／L；the rates ofinhibition cells proliferation 

and screen of concentration were measured by CCK一8 kit；the changes of cells of experimental groups(cells treatment with Glib by 

100 I~mol／L，300 Ixmo]／L and 500 Ixmol／L)and control group(without Glib)migration and invasion were monitored by wound healing 

assay and Transwell method．Results：CCK8 assay showed the inhibition of U一25 1 cell proliferation by Glib range from 100 I~mol／L to 

800 I．~mol／L and inhibition of U一25 1 cell proliferation by Glib in a dose—dependent manner，and the median inhibition concentration 

(IC50)of 48 h was 400 txmol／L(F=150．30，P=-0．ooo)．Wound healing assay revealed that the width of experimental groups were bigger 

than that of the control group at 24 h and 48 h and mobility width rates were negatively correlated with drug coneentration(F=130．60， 

P=0．ooo)．Transwell results showed that the drug inhibition of cell migration ability was consistent with the wound healing results in 

that the number of migrating cells in the experimental group was significantly fewer than those of the control group(F=86．68，P=-0．000)． 

Moreover，Transwell method showed that invasion ability of treatment with glib decreased compared with the control group(F=55．30， 

P=0．000)，suggesting that the inhibition rates of migration and invasion were dose—dependent．Conclusion：Glib plays an inhibiting 

role for the proliferation and migration of U一25 1 cells． 
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胶质瘤是源 自神经上皮的肿瘤 。占颅脑肿瘤的 

40％～50％，是最常见的神经系统肿瘤[”。根据其病理 

特点 ，世界卫生组织 (World Health Organization， 

WHO)将胶质瘤分为 4个不同的级别，其中 3—4级 

属高恶性胶质瘤[21。高恶性胶质瘤具有侵袭性强、增 

殖生长不受控制、易迁移且难以治愈的特点[31，给临 

床治疗带来极大的挑战。由于放疗、化疗效果不佳， 

手术是目前首选治疗方法，但术后易复发，难以根 

除[41 且大部分患者在诊断后 2年内死亡，对患者生 

存造成了极大的危害[2．5]。因此，对神经胶质瘤生物 

学特性的深入研究，寻找一种能够有效抑制神经胶 

质瘤细胞增殖、迁移的治疗方法 ，具有十分重要的 

意义。 

钾离子通道(potassium channels)属跨膜通道蛋 

白，通过控制跨细胞膜的钾电流参与细胞增殖、分 

化、迁移和凋亡同。目前临床上尚未有以钾离子通道 

为靶标治疗肿瘤细胞的特定药物，为此，积极寻找 

此类药物并研究其作用机制刻不容缓。Glib为目前 

临床上常用的磺酰脲类口服降糖药，研究l 7l表明， 

Glib抑制肿瘤细胞中钾离子通道的表达，影响细胞 

周期，减缓细胞增殖。众所周知，胶质瘤细胞进程不 

仅包括增殖和细胞周期，同时易迁移和侵袭性强为 

其难以治愈的重要原因。因此，本实验以离体胶质 

瘤u一251细胞为研究对象，不同浓度Glib为诱导剂， 

探讨钾离子通道抑制剂对 u一251细胞增殖、迁移的 

影响 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞系与药物 U一251细胞来自复旦IBS细胞资源 

中心 ，Glib(纯度>95％)购于 Sigma公 司，溶于二甲基亚砜 

(dimethyl sulfoxide，DMSO)稀释浓度为 2xlO Ixmol／L，O．22 m 

超滤除菌 ．一20℃储存 。使用时用 DMEM培养基稀释。 

1．1．2 试剂与器材 DMEM培养基、胎牛血清、青链霉素、L一 

谷氨酰胺 (HyClone公司)；CCK一8(日本同仁化学研究所 )； 

Transwell小室(Coster公司)。 

1．2 方法 

1．2．1细胞培养 u一25 1细胞加入含 10％胎牛血清的 DMEM 

培养基置于培养瓶 中，放入 37℃、5％CO 的饱和湿度培养箱 

中培养，2-3 d传代，取对数生长期的细胞用于实验。 

1．2．2 CCK一8法观察药物对细胞的抑制率 取对数生长的 

u一251细胞 ，调整细胞至5xlOs个／mL，以每孔 100 txL接种 

96孔板内，设空白组、对照组、不同药物浓度实验组 ，共 5组 

重复组，细胞贴壁后加不同浓度的 Glib(12．5、25、50、100、200、 

400、600、800、1 600~mo]／L)，分别培养 48 h，每孔加入 10 L 

CCK一8，3 h后在波长为 450 m的酶标仪 中测 出吸光度 

(absorbance，A)值 ，实验重复 3次 ，计算细胞增殖抑制率= 

(对照组一实验组)／(对照组一空白组)xlO0％。 

1．2．3 划痕检测细胞迁移情况 用 marker笔在 6孔板背后 

划横线，每孔划 5条；取密度为 2×l0 个／mL的 U一251细胞 

加入 6孔板 内；贴壁后加不同浓度 Glib(100、300、500 p．mol／ 

L)作用 48 h，同时设置对照组(未加 Glib)；48 h后用枪头比 

着直尺垂直于背后的横线划痕：0．O1 mol／L PBS轻轻清洗细 

胞 3次．去除划下的细胞；加入无血清培养基 ，放入 37℃、5％ 

CO：的饱和湿度培养箱中培养，按 0、24、48 h取样，拍照。实 

验重复 3次，计算细胞迁移宽度比率=(各组0 h细胞间划痕 

宽度一各组相应时间细胞间划痕宽度)／各组 0 h细胞间划痕 

宽度x100％。 

1．2．4 Transwell法检测细胞侵袭和迁移情况 ①迁移：制备 

药物(100、300、500~mol／L)处理过 48 h的细胞悬浮液 ，同时 

设置对照组(未加 Glib)，调整细胞数为 2．5xlOs个／mL，加入 

200 L于小室上层，下层加入 600 L含有 10％胎牛血清的 

培养基 ．37℃孵育 24 h，4％多聚甲醛室温固定 30 rain，0．01 

mol／L PBS清洗 3次。1％结晶紫室温染色 30 min后用棉签擦 

掉多余的结晶紫，再用 0．01 mol／L PBS清洗3次于显微镜下 

观察计数。②侵袭：用无血清的预冷培养基 DMEM稀释 

Matrixgel基质胶至终浓度为 2 mCmL，在小室上层加入 100 

稀释后的基质胶 ，于 37℃孵育过夜；制备药物(100、300、500 

p~mol／L)处理过 48 h的细胞悬浮液，同时设置对照组 (未加 

Glib)，调整细胞数为 2．5xlOs个／mL，加入小室上层 200 txL， 

下层加入 600 p,L含有 10％胎牛血清的培养基 ，37℃孵育 

24 h，4％多聚甲醛室温固定 30 min。0．0l mol／L PBS清洗 3 

次，l％结晶紫室温染色 30 min后用棉签擦掉多余的结晶紫， 

再用 0．01 mol／L PBS清洗 3次于显微镜下观察计数。 

1．3 统计学处理 

所有数据均采用 SPSS 19．0软件包进行数据分析，实验 

数据均以均数 ±标准差 (x±s)表示；采用单因素方差分析 ， 

两两相互比较采用 LSD～t方差分析，迁移宽度比例采用重复 

测量数据的方差分析 ，检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 CCK一8法检测 Glib对 U一251的影响 

分别使用 12．5、25、50、100、200、400、800、1 600~mol／L 

Glib浓度，与 U一251细胞共培养 48 h后，结果显示 Glib对U一 

251细胞增殖具有抑制作用 ；其 48 h的 Ic 是 400 txmol／L 
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(分 IJ址 4．7l±4．38、6．81±5．68、l0．77±8．79、20．30±6．70、 

30．37±4．5()、51．56±4．55、g1．54±2．46、95．97±2．57，F--l47．035， 

P=0．000) 1(；lil 浓度低于 50 ·T1I l／I 时，刈‘细胞抑制作用很 

小 ，统 汁结 爪与对照组 比较 ，差异无统汁学意义(P> 

()．05) 实验结 5 示，随着药物浓度增高，细胞增 抑制率 

逐渐』 Yt， I』】h 的量效关系( 1)、本 验将采川 1O0、300、 

500 ILl,IllllI／I 的 (；lib继续后续实验 

。 
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图 1 U251细胞增殖抑制率的量效关系(n=3， ± ) 

Fig 1 Relation of cell proliferation inhibition with concentration 

(n=3，x± ) 

2 2 划痕法俭测如胞迁移情况 

分圳他Jt J IO0、300、500 t．1,nlol／I (,lib浓度 j L】一251细胞 

』L培养 24 h』支48 h后，对it~ii．7ftlj旭划痕 川 条件下辽 

千i； 度【_匕 【I』】{I 小 J：实验组 ，药物浓度越 ，这种趋势越明 

． 衷_JJJ随 (； 浓度增高，细胞辽移能 力逐渐降低 ( = 

I30．60．P=O．000)( l、【矧2) 

ol1 

2411 

48 h 

表 1 不同浓度 Glib对 U一251细胞迁移宽度的影响(n=3， ± 

Tab 1 Effect of different Glib on width of cell migration 

(n=3。 ± ) 

沣 ：F J=96．843，， 11 i=O．000； ¨̈j=1．394，， |j⋯ )255； ．go }=l4 573， 

， =()000；n太小 同H,j-f~]点同组之 统汁 、 E较，， <()()5；l 

卡f】同时 100 i~,n{}ll1 浓度组 300 I~m,,l／l 浓J堑 比较，， <O．05； 

【-表，Jj卡̈川lI1f lO0 I~mol／[ 浓 -j 500 I．1,llR4／I 浓J要纠比较，， < 

0．0l：tI&爪桐『『l I-fIhJ 300 t~mol／I 浓度 j 500~m,,l／I 浓度 比 

较 ．，J>()．()5 

2．3 riailswell法检测细胞迁移和侵袭情现 

分圳使川 100、300、500 I．1．ili{)l／I Gill，浓度， U一25I细 

胞共培养 48 h ， Franswell法 示埘照绀迂移 胞明 多 

丁实验绀 ，镜下计数统计后 ，J 随着药物浓度的增加， 胞 

辽移 逐渐 H洚，符实验组与对照 钉统汁 意 义(P<0．05) 

(表 2、f冬1 3)，各药物处理组之rHJ有统 汁学意 义(，，fIlI=分别为 

0．000、0．000、0．000)：Tl-answell 示对 射 袋 小室 卜层 

的细胞数liJJ{Il!I多 实验组，镜下计数统计 i{II!-，J÷随行药物浓 

度的增JJl1．jql$-0他袭的能力越强，各实验 埘 之问有 

统汁 、 意义(P<O．05)(衣 2、冈4)，1O0 bl,nlol／1．1．j 300 I~lnol／1 、 

100 LL “／l_ 500 I．unol／I 及 300 I-unol／l 500 IJ,nlol／1 之问 

仃统汁QT：意义(， 优分别为0．015、0．O0l、O．009) 实验结果衷 

叫．随粉 {；lib的浓度增高，其抑制 U一251 胞的辽移和侵袭 

逐渐增 
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： J=96．843，『J．” =0．000；F _mJ=1．394，PⅢ l=0．255； ’ =14．573，P =()．000；a表 ：4-；l,i]lBtliq ?7,l,]tflZM统汁学比较．，J<【)．05；h& 卡Hl司时 

问 100 ⋯”I／1 浓度川 j 300 lu．nit，l／I 浓度绀比较，P<0．05；t·表示棚同时 100 I*nit4／1 浓度 lI j 500 I~mol／1 浓度绀比较 ，P<0．01；tl表爪相同时 

n_=lJ 300 t．1,lllt4／I 浓度 I j 500 Inol／1 浓度组比较，，’>O．【)5 

图2 划痕法显示 Glib对细胞迁移的影响(n=3，x± ) 

Fig．2 Inhibition of migration by Glib treatment using Wound healing assay(n=3，X±s) 

∞ ㈤ 0 
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表 2 不同浓度Glib对 U一251细胞迁移和侵袭的影响 

(n=3，X±S) 

Tab 2 Effect of different Glib on cell migration and invasive 

(n=3。X±S) 

利J!({ 

一  

一  

： 

田  

《一J照 ll lO0 300 

梆列本 浓度 (txmol／I ) 

对照组 

1O0 

300 

5o0 

注：a表爪 择 验川 ‘ ．j照绀之间统汁学 比较 ，P<005：b表示 IO0 

【̈lll,1／1 浓发 300 I~mol／l 浓度组比较，P<O．05；t·夫 ÷lO0 p．mol／1 

浓度 ‘ 500 p．mol／1 浓度组比较．P<O．Ol；d_夷永 300⋯nol／l，浓度 

组 500 I~mol／I 浓度组比较，P<O Ol 

图 3 Transwell法显示 Glib对细胞迁移的影响(n=3，X±s) 

Fig 3 Inhibition of migration by Glib treatment using Transwe 

(n=3。X±s) 

对照 
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注Ⅲ 爪符实验_fli j对照组之 统 汁 l 较 ，P<O．05；}1表示 100 

t~mol／I 浓度 300~mol／I 浓度绀比较，P<O05 乐 lO0 t~mol／I 

浓度绀 』500 l+n,ul／1 浓度绀比较 ，，，<【)01；II 爪 300 l~mol／l_浓度 

川 j 500 Fmol／1 浓度绀比较．P<O0l 

图 4 Transwell法显示 Glib对细胞侵袭的影响 (n=3， ±S) 

Fig．4 Inhibition of invasion by Glib treatment using Transwel 

(n=3。X± ) 

3 讨 论 

Glib是常见的糖尿病降糖药物 ，近年有研究l I发 

现 Glib可抑制胶质瘤 U87细胞中钾离子内流，影响 

细胞周期，抑制细胞增殖。为此，本研究选择 Glib为 

诱导刹．探泔Glib通过抑制 U一25l细胞的钭I离子内 

流达到抑制其增殖 、迁移的效果 ，为临床胶质瘤治 

疗』_H药提供一定的实验依据 本研究发现 ，Glib能 

够抑制 U一25 l细胞增殖和迁移，并日． 有效剂量范 

围内，Glib抑制 U一251细胞增殖和迁移 浓度和 

时间依赖性 、 

瞄圜臣口 
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众所周知．钾离子通道属于跨膜蛋白，通过调 

控质膜上钾电流而调节多种生物过程，其在众多离 

子通道蛋白中最具多样化，可分为 4个家族 ：电压 

门控性钾通道(voltage-gated potassium channels，Kv)、 

钙激活型钾通道(calcium—activated potassium chan— 

nels，KCa)、内向整流型钾通道 (inwardly rectifying 

potassium channels，Kir)，以及双孔域钾通道(two— 

pore—domain potassium channels，K2P)tSl，它们在中枢 

神经系统中高表达。 

近年来，钾离子通道在胶质瘤增殖生长及迁移 

过程中发挥的作用研究颇多。研究『6，91表明．不同的 

钾离子通道在胶质瘤的发生发展过程中扮演着不 

同的角色 ，它们可能通过膜电位震荡 、细胞体积变 

化、细胞周期、钙信号和胞内pH等多途径参与细胞 

增殖、分化、迁移和凋亡。①细胞周期是由周期蛋白 

依赖性激酶、周期蛋白、周期蛋白依赖性激酶抑制 

剂等调控的一个复杂精细的过程[91。众多研究『7,10-12] 

表明，钾离子通道与细胞周期密切相关。同时，细胞 

膜上钾离子通道活性在G1期起关键作用，主要表 

现在 3个方面：钾离子通道开放剂刺激细胞有丝分 

裂 】。钾离子通道阻滞剂抑制细胞有丝分裂：有丝分 

裂原促进钾离子通道的表达并增强其活性。如未孕 

小鼠卵子细胞中 BK通道(即 K 通道亚型之一大电 

导 KCa1．1通道)在 M期和 Gl期十分活跃 ．在 S期 

和 G2期不活跃【l4J。钡离子(Ba )可阻滞 Kir4．1通道 

并将细胞阻滞在 G2／M期[101。课题组实验结果【 5】显 

示 ，Kir4．1基因沉默可显著抑制 u一251细胞周期的 

G2期 ，促使细胞生长停滞在 S期。4一氨基吡啶类似 

物 ZC88抑制 hERG1通道和 hERGlb通道且将细 

胞周期抑制在 G0／G1期【6l1”。多沙唑嗪诱导 LN一229 

和 U一87细胞发生凋亡，亦使细胞周期停留在 G0／G1 

期【·21；Ru在实验中也发现 U87细胞接触 K+i匝道阻断 

剂48 h后，细胞百分比在 G0／G1期明显增强，而s 

期细胞比例显著减少[7]。可见，钾离子通道主要调控 

G1／S期转换点，影响细胞增殖【垌。研究还发现l9ll7]，钾 

离子通道可控制细胞膜上电位变化及 电信号参与 

调节细胞周期，影响增殖与凋亡。②钾离子的运动 

影响细胞膜上电流变化。研究显示 ，在神经母细胞 

瘤 SH—SY5Y细胞中G1／S期伴随超级化的发生，且 

超级化阶段与钾离子流出增加有关。在小鼠淋巴细 

胞中，从GO期到M期的转换伴随着去极化，DNA复 

制时伴随着超级化[6,111。Higashimori等[ 01发现神经胶 

质细胞瘤系 D54一MG中 Kir4．1通道表达诱发持续 

超级化，将细胞从 G2／M期转换到静态 G0／G1期，从 

而阻滞细胞生长。⑨钾离子通道还能调控 Caz+信 

号 q。KCa3．1通道对细胞内钙离子(Caz+)高度敏 

感，少量 Ca 流入胞内，即可引起 KCa3．1通道的大 

量开放，由此带来的巨大驱动力加速 ca：+涌人，进而 

激活 CLC一3和 KCa3．1通道，形成循环致细胞过度增 

生和表型转化，参与迁移[18,191。④钾离子通道调节钾 

离子流和细胞内渗透压，是细胞体积的中央监管机 

构嘲，而细胞体积和形状发生改变．将为细胞迁移做 

准备。除此之外，钾离子通道还通过细胞质域之间 

蛋白质与蛋白质的相互作用引发信号级联，影响细 

胞进程[61。因此，钾离子通道在胶质瘤细胞增殖生长 

及迁移过程中发挥着重要作用[2Ol 

Glib可抑制钾电流是否通过上述某一条或几 

条途径参与调控肿瘤细胞增殖和迁移有待进一步 

深入研究。另外，Glib是一个降糖药物，临床应用中 

如何平衡其降糖作用和抑制细胞生长的作用，寻找 

最合适用药剂量等多个问题同样亟待解决。 
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脂肪干细胞诱导分化为淋巴管内皮细胞信号通路的探究 

豆倩影，薛 斌 

(重庆医科大学附属第一医院烧伤整形外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨血管内皮细胞生长因子 C(vascular endothelial growth factor C，VEGF—C156s)诱导脂肪间充质干细胞(adi— 

pose—derived stem cells，ADSCs)向淋巴管内皮细胞(1ymphatic endothelial cells，LECs)早期分化的调控通路。方法：取人脂肪间充 

质干细胞(human adipose—derived stem cells，HADSCs)随机分为 5组：空白对照组(常规 DMEMfF12)、VEGF—C诱导组(含 100 

ng／mL VEGF—C)、VEGF—C联合抑制剂 a组(含 100 ng／mL VEGF—c+5 Ixmol／L的 VEGFR3磷酸化酶抑制剂 MAZ51)、VEGF—C联 

合抑制剂 b组(含 100 ng／mL VEGF—C+10~g／mL的Anti—Integrinct9功能封闭性抗体 Y9A2)、VEGF—C联合抑制剂 a+b组，连续 

培养 10 d后 ，Western blot和细胞免疫荧光(IF)检测 LECs标志性分子 VEGFR3、Integrinc~9、LYVE一1的相对表达量；VEGF—C诱 

导分化后的细胞用Anti—Integrinct9封闭性抗体和MAZ51作用后，Transwell小室检测各组细胞迁移数量的变化。结果：与诱导组 

相比，分别阻断 VEGFR3和 Integrin 9通路都会相应减弱 LYVE一1的表达( =0．000，Pn~=O．000)，且在上述溶度下两抑制剂对 

LYVE一1的减弱作用无统计学差异( =0．164， =0．927)；而分别阻断任一通路对另一通路的表达量都没有影响(Pw 

(BVSD)=0．804， (BVsD)=0．528， (BVSC)=0．914， _岫9(BVsc)=0．593)。与抑制剂作用之前相 比，分别阻断 

IntegrincO和VEGFR3会使迁移细胞数量相应减少(P=0．000)，而同时阻断Integrinot9和VEGFR3会使迁移细胞数量进一步减 

少(m--0．000)。结论：VEGF—C诱导HADSCs向LECs分化过程中有VEGF—C／VEGFR3和VEGF—C／Integrinct9两条独立信号通路． 

且 Integrinct9和 VEGFR3在诱导后的细胞的迁移中均发挥重要作用。 

【关键词】脂肪干细胞；淋巴管内皮细胞；血管内皮生长因子C；人整合素 9；血管内皮生长因子受体 3 
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