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脑胶质瘤微环境中人脐带问充质干细胞 STAT3过度激活 
． 及生物学行为改变分析 
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(重庆医科大学附属儿童医院儿童发育与疾病研究教育部重点实验室、儿科学重庆市重点实验室、 
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【摘 要】目的：探讨人脐带问充质干细胞 hUCMSCs(human umbilical cord mesenchymal stern cells)在U251脑胶质瘤微环境中 

是否存在STAT3(signal transducer and activator of transcription 3)过度激活及细胞生物学行为改变。方法：本实验将不同处理的 

细胞分为3组：空白对照组(hUCMSCs单独培养)、实验组(hUCMSCs与U251共培养)、阳性对照组(U251单独培养)。流式细胞 

术检测细胞周期；RT-qPCR检测STAT3及其下游原癌基因c—Myc和抗凋亡基因Bcl—xl的mRNA的表达；Western blot及免疫 

荧光检测激活状态的P—STAT3及 c—Myc和 Bcl—xl蛋白表达及定位；Transwell实验检测细胞迁移和侵袭能力。结果：实验组 

hUCMSCs排列紊乱，成簇分布，呈现轻度异型性 ；实验组细胞周期 Gl期比例显著低于对照组(P=0．000)；实验组 STAT3、c—Myc 

和Bel-xl的mRNA表达水平均明显高于空白对照组(P<0．05)；实验组p-STAT3、STAT3、c—Myc和Bcl—xl的蛋白表达明显高于 

空白对照组(尸 ．05)，且主要定位于细胞核内。实验组细胞的迁移和侵袭能力均显著高于对照组(P<0．05)。结论：hUCMSCs在 

U251胶质瘤微环境中存在 STAT3的过度激活及生物学行为改变，出现恶性转变倾向。 

【关键词】人脐带问充质干细胞；脑胶质瘤微环境；信号传导与转录活化因子 3 

【中图分类号】R730．2 【文献标志码】A 【收稿日期】2015—07—24 

Over activation Of S1．AT3 and biologicaI behavior transformation Of human 

umbilicaI cOrd mesenchymaI stem cells in human glioma microenvironment 
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[Abstract]Objective：To investigate whether hUCMSCs exist over activation and expression of STAT3 and undergo biological behavior 
transformation when exposed to U25 1 human glioma microenvironment．Methods：Cells was divided into three groups in this experi— 

ment：blank group(hUCMSCs were separately cultured)，experimental group(hUCMSCs were indirectly ao—cultured with U251 human 

glioma cells)，positive control group(U251 human glioma cells were separately cultured)．Morphology of cells was detected by invert— 

edmieroscope．Cell cycle was detected by flow cytometry．The mRNA expressions of STAT3．c—Myc and Bcl—xl were tested by real— 

time PCR．The protein expressions an d locations of p-STAT3，c-Myc and Bcl—xl were detected by immunofluorescence．Th e protein 

expressions of P—STAT3，STAT3，c—Myc and Bcl—xl were also measured by Western blot．The ability of migration and invasion were 

tested by Transwel1．Results：Th e experimental group cells a~anged in disorder and clustered，showing mild atypia．The ceils pro— 

portion of experiment group in GI phase was significantly lower than that of the blank group(P=0．000)．The mRNA expression levels 

of STAT3。c—Myc and Bcl—xl in experimental group were significantly higher than those in blank group(P<0．05)．p-STAT3，STAT3， 

c—Myc and Bcl-xl protein expressions were significantly higher than blank group(P<O．05)，and they were mainly situated in the nuclei． 

The protein expressions of STATS also showed significant changes in experimental group．Migration and invasion ability of the exper— 

imental group were significantly higher than those of blank group(P<O．05)．Conclusion：hUCMSCs exist abnormal activation and over 
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expression of STAT3 and trend to biological behavior transfor- 

mations when exposed to U25 1 human glioma microenviron— 

ment．And these factors may lead to malignant transformation of 

hUCMSOs． 
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胶质细胞瘤是最常见的人类脑肿瘤，由于其易 

扩散侵袭性生长，手术难以完全切除 。临床治疗效 

果欠佳。近年来利用人脐带间充质于细胞(human 

umbilical cord mesenchymal stem cells，hUCMSCs)良 

好的肿瘤趋化性作为载体靶向治疗脑胶质瘤开展 

了大量实验研究并取得了较大的进展[1_2】．hUCMSCs 

有望成为脑胶质瘤基因治疗的理想载体．有效解决 

脑胶质瘤复发的难题。目前关于hUCMSCs靶向治 

疗安全性的问题尚未作评估，国内外均有研究提示． 

MSCs在体内外特定条件中有恶性转化的风险[3--4]。 

本课题组前期实验证实，将大鼠骨髓间充质干细胞 

置于 c6大鼠脑胶质瘤微环境中，因受到异常信号 

分子的影响STAT3(signal transducer and activator 0f 

transcription 3)异常激活导致其恶性转化[51。鉴于此， 

本实验将探究在 U25 1脑胶质瘤微环境中 hUCMSCs 

是否存在 STAT3过度激活及生物学特性改变．为干 

细胞l}缶床安全应用提供前期实验基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞 人脐带间充质干细胞hUCMSCs由重庆市干细 

胞治疗工程技术研究中心惠赠。U251脑胶质瘤细胞购自中 

国科学院上海细胞库。 

1．1．2 主要试剂 DMEM／FI2培养基和胎牛血清(Gibco公 

司)；胰蛋白酶(Sigma公司)；RNA快速提取试剂盒(百泰克)； 

全蛋白提取试剂盒和ECL化学发光试剂盒(凯基生物)；引物 

(上海生工)；抗体 ：STAT3、P—STAT3、c—Myc和 Bcl—xl(Abcam 

公司)；Transwell小室(CORNING)。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养与分组 hUCMSCs及 U251细胞均采用含 

10％胎牛血清的DMEM／F12培养基普通条件培养．待贴壁生 

长至融合度约80％～90％经以1：2传代培养。实验组间接共培 

养 ：采用 0．4}xm孔径 Transwell悬挂式培养小室结合 6孔板 

进行非接触共培养 ，将 hUCMSCs细胞种植于放有小室的 6 

孔板内，小室内种植 U251胶质瘤细胞，每24 h更换培养液。 

实验将不同处理的细胞分为 3组，空白对照组：单独培养的 

hucMscs：实验组：与 U251胶质瘤细胞间接共培养的hUCM— 

SCs；阳性对照组：单独培养的U251胶质瘤细胞。均置于相同 

条件下培养 2周。每组平行 3个孔做为重复孔，每个实验分 

组独立重复3次。 

1．2．2 细胞形态学观察 倒置相差显微镜观察各组细胞生 

长状态 

1．2．3 流式细胞术检测细胞周期 胰酶消化，PBS清洗 2遍 

后弃上清，70％乙醇固定 ，4 oC过夜 ，RNase消化 ，PI染色后流 

式细胞仪检测。 

1．2．4 Real—time PCR检测各组细胞 STAT3、c—Myc和 Bcl—xl 

的 mRNA的表达 参照 RNA提取试剂盒说明书提取细胞 

RNA，反转录成 cDNA，采用实时荧光定量 PCR检测相关基 

因表达。目的基因的引物序列见表 1．选定 GAPDH为内参 ， 

结果以2-aA~表示 

1．2．5 Western blot半定量检测 p-STAT3、STAT3、c—Myc和 

Bcl—xl蛋白表达 试剂盒提取培养 2周后的各组细胞总蛋 

白，行不连续凝胶电泳，湿转法转膜 ，牛奶封闭后，一抗 (P— 

STAT3 1：2 000 STAT3 1：500、c—Myc 1：1 500、Bcl-xl 1：2 000 

p—aetin 1：1 000)4℃摇床孵育过夜，二抗(HRP标记山羊抗 

兔 IgG 1：3 000、HRP标记山羊抗小鼠 IgG 1：6 000)，ECL系 

统化学发光显色。 

1．2．6 免疫荧光检测 P—STAT3、e—Myc和 Bcl—xl蛋白表达及 

定位 取培养2周后的各组细胞，待细胞融合度约60％，多 

聚甲醛固定，经 1％Triton—X作用后，牛血清白蛋白封闭，加 

一 抗(p—STAT3 1：200、e—Myc 1：200、Bcl—xl 1：150)混合4℃孵 

育过夜，复温30 min后洗去一抗，加二抗(cy3一山羊抗兔 IgG 

1：200)37℃避光孵育 1 h，DAPI染核后封片，荧光显微镜观 

察并拍照。观察 lO个视野，计数阳性细胞数及细胞总数，计 

算阳性率。 

1．2．7 Transwell检测迁移能力 饥饿处理细胞 12 h，Tran— 

sweU上室加入 200 浓度为 lxlW个／nil的无血清细胞悬 

液，下室 500I．d含 10％FBS培养基，24 h后轻拭去上室细胞 ， 

甲醇固定，结晶紫染色，显微镜计数上、下、中、左、右5个视 

野的细胞数。 

1．2．8 Transwell检测侵袭能力 基质胶与无血清培养基按 

1：8稀释后，Transwell上室分别加入5O l混合液，37 培养 

箱过夜进行基质包被 。Transwell上室加入 200 ill浓度为 2× 

1o5个／ml的无血清细胞悬液，下室500 Ixl含20％FBS培养 

基，24 h后轻拭去上室细胞及基质胶，甲醇固定 10 min，结晶 

表 1 Real—time PCR引物序列 

Tab．1 Real-time PCR primer sequence of target gene 
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hUCMSCs是否存在 STAT3的过度激活参与其细胞 

恶性转化，出现恶性生物学行为改变。 

实验结果表明，在受到 U251胶质瘤细胞分泌 

因子持续诱导后，实验组hUCMSCs形态发生明显改 

变，细胞排列紊乱，成团聚集，核质比增大。恶性肿 

瘤最基本的生物学特性是细胞增殖失控。而失控的 

根本原因是细胞周期调控紊乱。细胞周期检测结果 

表明与肿瘤细胞共培养促进干细胞通过 G1 S期这 
一 最重要的周期检测点，其主要受细胞外信号的调 

控，而失去限制点调控的细胞倾向于在细胞周期中 

持续循环，导致肿瘤发生。基因表达及蛋白水平提 

示，与 U251共培养后的 hUCMSCs细胞中STAT3和 

p-STAT3的高表达 ，表明共培养后的hUCMSCs存 

在STAT3的异常激活及高表达。其所调控的下游原 

癌基因c—Myc和抗凋亡基因Bcl—xL的表达水平也 

明显增高。c—Myc是参与调控细胞增殖、分化及凋 

亡的原癌基因．在细胞周期的G1期调控中有着重 

要作用。已有研究证明，c—Myc是人脑胶质瘤中最 

常发生改变并对其发生、发展起重要作用的癌基因 

之一【 21：Bcl—xl作为 Bcl一2家族的重要成员．在阻遏 

细胞凋亡，致使细胞凋亡不足，延长细胞寿命起重 

要作用。细胞增殖失控和凋亡不足是肿瘤发生的重 

要机制㈣。本实验中STAT3、P—STAT3、c—Myc及Bcl— 

xl基因和蛋白的异常高表达与文献报道的肿瘤发 

生过程中经典 JAK—STAT通路的激活过程是相一 

致的。迁移和侵袭现象是肿瘤细胞特有的恶性生物 

学行为，Transwell实验证实共培养增强了hUCMSCs 

迁移和侵袭能力，这与肿瘤细胞的恶性生物学行为 

是相吻合的，这提示共培养后的hUCMSCs可能具 

有恶性转化的倾向。且该恶性转化与 STAT3磷酸化 

激活后入核在转录水平调控靶基因 c—Myc及 Bcl— 

xl的表达相关，最终导致细胞增殖失控 ，出现迁移、 

侵袭等生物学行为的恶性转变。 

综上所述，hUCMSCs暴露于脑胶质瘤微环境中 

存在恶性生物学行为改变，且STAT3的异常激活是 

导致 hUCMSCs向恶性转化的重要因素之一，为 

hucMSCs治疗脑胶质瘤临床应用的风险提供前期 

实验评估的证据。 
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