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去甲二氢愈创木酸对人恶性胶质瘤细胞系 CHG-5生长的影响

徐承平 ,卞修武 ,章　容 ,殷育松　　(第三军医大学西南医院病理科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　观察去甲二氢愈创木酸(nordihydroguaiaretic acid , NDGA)对人恶性胶质瘤细胞系 CHG-5体内外生长的

影响。方法　采用 MTT 法 、流式细胞仪 、光镜等技术观察 CHG-5 细胞体外增殖 、细胞周期 、凋亡和裸鼠移植瘤生长情况。

结果　NDGA可显著抑制 CHG-5细胞体外增殖 , G0 G1 期细胞明显增多 , S 、G2 M 期细胞减少 , 凋亡细胞增加。采用接种后

第 5天按 50 mg kg 腹腔内注射给药 ,治疗组移植瘤体积较对照组缩小 ,未见明显的毒副作用。结论　NDGA对 CHG-5 细胞

的体内外生长具有一定的抑制作用 ,其作用可能与细胞周期阻滞和诱导细胞凋亡有关。
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Effects of NDGA on the growth of a human malignant glioma cell line CHG-5
XU Cheng-ping , BIAN Xiu-wu , ZHANG Rong , YIN Yu-song(Institute of Pathology , Southwest Hospital , Third Military Medical Univer-
sity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of nordihydroguaiaretic acid(NDGA)on the growth of a human

malignant glioma cell line CHG-5 in vitro and in vivo.Methods　Colorimetric MTT assay , flow cytometry , and light

microscopy were used to investigate the proliferation in vitro , cell cycles , apoptosis of CHG-5 cells , and the growth

of xenografted tumor in nude mice.Results　NDGA significantly inhibited the proliferation of CHG-5 cells in vitro.

Cells in G0 G1 phase increased , but cells in S , G 2 M phases decreased , and apoptotic cells increased significantly.

After treatment of NDGA(50mg kg , intraperitoneally)at 5 d after the inoculation of tumor cells , the xenografted tu-

mor volume reduced remarkably without causing significant toxic and side effects.Conclusion　The inhibitory effect

of NDGA on the growth of CHG-5 cells may be correlated with the regulation of cell cycles and induction of apoptosis.
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　　恶性胶质瘤是最常见的脑肿瘤之一 ,由于其位置

的特殊性和肿瘤本身的高侵袭性 ,目前对该瘤的治疗

尚缺乏理想的治疗方法。积极探索更有效的抗胶质瘤

药物对临床治疗胶质瘤具有十分重要的意义 。近年研

究发现 ,从常青灌木中提取的一种天然物质 —去甲二

氢愈创木酸(nordihydroguaiaretic acid ,NDGA),具有多种

生物学功能 ,其中以其对多种肿瘤的发生和发展的抑

制作用最为引人注目
[ 1]
,但其对人脑恶性胶质瘤的作

用目前尚缺乏深入研究。本实验通过观察NDGA对人

恶性胶质瘤细胞系 CHG-5生长的影响作用 ,旨在探讨

其抗胶质瘤作用以及可能机制 ,并为其进一步临床应

用提供理论依据 。
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1　材料与方法

1.1　胶质瘤细胞来源及培养
　　人脑间变性星形细胞瘤细胞系 CHG-5 由本室建立[2] ,按本

室常规方法培养 ,即用含 10%小牛血清(Hyclone公司)的 RPMI

1640(Hyclone 公司)完全培养基 , 另添加适量 HEPES、双抗(100

U ml青霉素及 100 μg ml 链霉素)、3%谷氨酰胺 , 置 37 ℃、5%

CO2 混合气体孵箱中培养 , 细胞换液时间为 1 ～ 2 d , 每 3 ～ 5 天

传代 1次 , 传代前用 0.25%胰酶消化。

1.2　NDGA溶液的配制
　　准确称取 NDGA 粉剂 , 用 PBS 配置浓度为 4 mmol L 的溶

液 , 37 ℃水浴并调整 pH 值直至完全溶解为止(溶液呈浅棕黄

色 , pH 7.4),过滤除菌 ,备用。

1.3　细胞形态观察及生长曲线测定
　　实验分为对照组和试验组 ,试验组设 4 个浓度(NDGA终浓

度为 50 , 100 , 150 , 200 μmol L), 每一浓度设 12、24、48、72 h 四个

时相点。取对数生长期的单层培养 CHG-5 细胞配制成 1×104

个 ml的细胞悬液 , 于 96孔培养板接种 200μl 孔。培养 12 h 待

细胞完全贴壁后弃掉旧培养基 ,分别加入用新鲜培养基稀释的
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相应终浓度 NDGA溶液 200μl 孔 ,培养 72 h 后每孔加入MTT 溶

液(Sigma公司 , 5 mg ml)25 μl , 继续孵育 4 h , 终止培养 , 小心吸

尽孔内培养上清液。每孔加入二甲亚砜(DMSO)150μl , 振荡 10

min ,使细胞中形成的蓝紫色结晶物彻底溶解 , 在Wellscan MK3

型酶标仪上测波长 570 nm 处吸光度(A)值。 实验重复 3 次取

均值。

1.4　细胞周期检测
　　取生长良好的细胞 ,制成单细胞悬液并调节细胞浓度在 1

×105 个 ml ,分别接种于 50 ml培养瓶中 , 12 h 后加入 NDGA(终

浓度为100 μmol L)和 PBS ,分别于给药后12 、24、48 h 收集细胞 ,

PBS 离心洗涤两次 ,注入 70%冷乙醇固定并制成单细胞悬液用

于细胞周期检测。检测前用 PBS 洗 1 次后加入 RNA 酶 , 37 ℃

孵育30 min , 冰浴终止消化 , 碘化丙锭(PI)染色 2 h , FACStarplus

型流式细胞仪检测 ,每个样本随机测定 1×104 个细胞。每组 、

每时相点重复 3次试验 , 取均值计算。

1.5　细胞凋亡检测
　　实验分组同周期检测 , 采用碘化丙锭(PI)和 Annexin V 双

标法 ,严格按照 Annexin-V-Fluos Staining Kit(Roche 公司)说明书

操作。取 1×106 细胞以 PBS 洗 1 次 , 离心收集细胞 ,以新鲜配

制的双标染色液室温孵育 10 ～ 15 min 后立即在流式细胞仪上

检测凋亡峰。

1.6　动物体内抗瘤实验
　　使用本校实验动物中心引进的近交系雌性 BALB c nu nu

无胸腺裸小鼠 ,体质量 15 ～ 20 g ,鼠龄 5～ 7 周 ,饲养于 SPF级无

菌净化室内。胶质瘤皮下移植动物模型的建立采用胸前腋下

接种 CHG-5 单细胞悬液 1×106 个 只;原位移植模型的建立参

照本科实验方法[ 3] , 接种细胞量为 1×104 个 只 , 并将裸鼠随机

分为NDGA处理组和生理盐水对照组(每组 5 只)。于接种后

第 5 天治疗组开始腹腔注射 NDGA 溶液(按 50 mg kg , 每周 3

次), 对照组给予等体积生理盐水。定期观察裸鼠的生存情况 、

移植瘤形成和体积变化情况。分别在接种后 3 周和 4 周终止

观察 , 并进行光镜检查 , 体积计算公式:V(体积)=L×W2 2

(mm3)(L为肿瘤最长径 ,W为与 L相垂直的最宽径)。

1.7　统计学处理
　　所有计量数据均以 x±s表示 , 采用 SPSS 10.0 专用数理统

计分析软件对数据进行单因素方差分析。

2　结果

2.1　NDGA对 CHG-5细胞形态及生长曲线的影响
　　CHG-5 细胞经不同浓度 NDGA 溶液处理以后 , 分别于各时

相点在倒置显微镜下观察 ,结果见细胞在给药后 6 h 以内未见

明显异常改变 ,仅透亮性下降 , 胞浆内颗粒稍增多。12 h 后见

细胞开始以 100μmol L浓度处理点为中心表现为两种情况 , 浓

度越低 , 细胞增殖越活跃 , 突起明显增多 , 细胞透亮度 、折光性

增强;相反 , 浓度越高 ,细胞增殖越低 , 细胞活力下降(图 1)。 以

各时相点光吸收值(A570)平均值绘制生长曲线(图2), 从细胞生

长曲线图中可见 , 与对照组相比 , 50 、100 、150 、200 μmol L NDGA

对CHG-5 细胞生长均有抑制作用 ,并随着浓度的增加而愈加明

显 ,且在相同浓度时 , 细胞数随时间延长而明显减少 , 即呈剂量

-时相依赖性。按作图法求得 NDGA 对 CHG-5 细胞生物活性影

响的半数生长抑制浓度 IC50值为 52μmol L。

A:NDGA 50μmol L;B:NDGA 150μmol L

图 1　CHG-5细胞经 NDGA 作用 24 h 后 ,低浓度组较高浓度组细

胞透亮度增强 ,突起变长　(倒置显微镜×100)

Fig 1　Brightness of CHG-5 cell s in group A enhanced and processes

extended at 24 h after treatment with 50μmol L , as compared

with that in group B　(Inverted microscope ×100)

图 2　不同浓度 NDGA对 CHG-5细胞生长的影响

Fig 2　Effects of NDGA(various concentrations)on the growth of

CHG-5 cells

2.2　NDGA对 CHG-5细胞生长周期的影响
　　NDGA对 CHG-5 细胞生长周期的影响见表 1。从表中可见,

与对照组相比, 在 100 μmol L NDGA的作用下 , CHG-5细胞 G0 G1

期在 12、24、48 h 分别增加了 18%、25%和 32%, S 期和 G2 M期则

明显减少。从细胞增殖指数来看 , NDGA对细胞增殖表现出明显

抑制作用 ,且随着作用时间的延长, 其抑制作用愈加明显。

表 1　NDGA对 CHG-5细胞周期的影响( x±s)

Tab 1　Effects of NDGA on cell cycles of CHG-5 cells( x±s)

Cell numbers after NDGA treatment at different time points (%)
Cell cycle Control

12 h 24 h 48 h

G0 G1 55.10±2.19 65.11±9.52＊＊ 68.89±8.91＊＊ 72.94±7.73＊＊

S 30.25±3.36 24.01±2.76＊ 21.99±4.85＊＊ 19.61±2.20＊＊

G2 M 14.65±2.19 11.43±1.37＊＊ 10.69±3.54＊ 8.01±2.61＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 , vs cont rol
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2.3　NDGA对 CHG-5细胞凋亡的影响
　　NDGA 对 CHG-5 细胞凋亡的影响如图 3 所示 , 与对照组相

比 , CHG-5 细胞在 100 μmol L NDGA的作用下 , 12 h 后即出现了

明显的细胞凋亡峰 ,并随作用时间的增加而愈加明显 ,其中 24

h 和 48 h 的凋亡细胞数均较对照组增加了大约 3 倍 , 差异非常

显著(P<0.01)。

＊＊:P<0.01 , vs control

图 3　NDGA处理不同时间后 CHG-5细胞凋亡变化情况

Fig 3　Effect of NDGA on apoptosis rate of CHG-5 cells in various time

2.4　NDGA对 CHG-5细胞裸鼠移植瘤生长的影响
　　本实验所有裸鼠在接种后全部存活。 原位移植瘤治疗实

验于接种后 21 d , 皮下移植治疗实验于接种后 28 d 全部终止观

察并活杀取材 ,常规病理检查 、固定 ,分别测量各移植瘤的最长

径和与之垂直的最宽径并计算出平均体积。结果皮下移植治

疗组平均体积为(96.74 ±18.36)mm3 , 较对照组(163.95 ±

24.31)mm3 明显缩小 , 差异显著(P<0.05);原位移植治疗组平

均体积为(11.20±3.04)mm3 ,较对照组(13.53±3.22)mm3 也

减小 ,但差异不显著(P>0.05)。组织学检查见对照组移植瘤

细胞排列紧密 ,成片团状分布 , 浸润性生长 , 可见较多核分裂像

和丰富的微血管;而治疗组瘤细胞排列较稀疏 , 呈分散的小团

块状或束状分布 ,核分裂像及微血管较少。所有裸鼠的肝 、肾 、

肺 、脾等主要脏器均未见明显的病变。

3　讨论

　　脂氧化酶抑制剂 NDGA是从常青灌木 Larrea diva-

ricata 和Guaiacum officinale中提取的一种天然成分 ,是

一种相对无毒性且具有抗肿瘤作用等多种生物学活性

的多功能分子 ,具有广谱的药理学活性 ,在抗炎症 、抗

病毒 、抗过敏 、损伤 、止痛 、肿瘤 、糖尿病以及癌症预防

等方面均有一定作用 。研究者已先后发现其对胰腺肿

瘤 、前列腺癌 、恶性黑色素瘤 、乳腺癌 、肺癌 、结肠癌 、纤

维肉瘤等多种实体瘤细胞的生长具有一定的抑制作

用 ,并有预防肿瘤形成的作用 ,且对肿瘤转移和体内移

植瘤的生长也有显著的抑制作用
[ 1 , 4, 5]

。尤其近年随着

NDGA类化合物在肿瘤治疗研究中所表现出来的良好

的抗肿瘤作用 ,日益引起了人们的广泛关注
[ 6 ～ 8]

。Wil-

son等早在1989年和1990年就报道了NDGA对体外培

养的大鼠 C6 、9L 和人 A-172 、T98G 胶质瘤细胞具有增

殖抑制作用 ,并获得了 NDGA诱导人多形性胶质母细

胞瘤细胞分化的超微结构证据 。本科既往研究也显示

NDGA对人恶性胶质瘤细胞系 SHG-44 具有显著的抑

制增殖和诱导分化作用 ,但关于 NDGA对人恶性胶质

瘤的作用 ,尤其是体内实验的研究报道甚少
[ 9]
。

　　人脑间变性星形细胞瘤细胞系 CHG-5由本室自

行建株(WHO Ⅲ级),NDGA 对其作用尚少见报道。为

此 ,本实验在本所前期研究基础上 ,初步观察了 NDGA

对人CHG-5胶质瘤细胞体外生长的影响并初步探讨

了其可能的作用机制 ,同时进一步观察了其对皮下和

原位异种移植瘤生长的作用 。体外实验结果表明

NDGA对 CHG-5胶质瘤细胞的生长具有明显的抑制增

殖作用 ,且提示这种作用可能与其使细胞阻滞在 G 1

期 、诱导细胞凋亡等密切相关 ,而诱导细胞分化和诱导

细胞凋亡的作用机制一直是NDGA在抗肿瘤治疗研究

中最重要的内容之一 。Seufferlein 等
[ 1]
发现 NDGA 在

抑制人胰腺癌和宫颈癌体外生长和延缓其相应裸鼠移

植瘤生长的同时也诱导了这些细胞的凋亡 ,并认为这

种作用可能与 NDGA 选择性抑制了细胞周期蛋白 D1

的表达和一种丝状肌动蛋白细胞骨架的破坏有关 。而

在乳腺癌中 ,Tong 等
[ 10]
认为其诱导细胞凋亡作用与激

活细胞色素 c和 caspase-9途径以及改变 Bcl-2家族蛋

白水平等密切相关 ,因此 ,关于 NDGA对细胞周期和凋

亡影响的具体作用机制尚有待于进一步研究 。动物体

内实验是临床前期试验的一个重要而必经阶段 ,近年 ,

有关 NDGA体内抗肿瘤作用的报道日渐增多 ,并显示

出良好的抗肿瘤作用 ,如对恶性黑色素瘤 、结肠癌等移

植瘤的生长均具有显著抑制作用。鉴于胶质瘤本身位

置 、生物学特性及生长微环境的特殊性 ,本研究采用原

位移植和皮下移植模型进行了体内治疗试验 ,初步探

讨NDGA的体内抗胶质瘤作用。结果在50 mg kg 腹腔

给药下 ,皮下移植和原位移植治疗组移植瘤平均体积

均较对照组缩小 ,组织学检查发现治疗组瘤细胞排列

稀疏 ,核分裂像及微血管均较对照组明显减少 ,但两种

治疗模型中以皮下移植组的抑制作用差异显著 ,而原

位移植组的抑制作用相对较低 ,显著不差异 ,这种现象

是否与血脑屏障 、原位移植瘤的生物学特性等因素有

关 ,尚待进一步研究。另外 , 本研究提示 ,积极探索

NDGA在胶质瘤原位移植模型中的治疗作用可能更具

有实际意义和临床价值。

　　结合本所以往研究及本实验结果 ,本研究初步表
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明 ,同其它肿瘤一样 ,NDGA对人恶性胶质瘤细胞的体

外生长及其异种移植瘤的生长也具有显著的抑制作

用 ,提示 NDGA 在胶质瘤治疗中具有一定研究和开发

应用价值。尽管目前 NDGA抑制肿瘤生长的具体作用

机制尚不完全清楚 ,但相信随着各项实验研究的不断

深入完善 ,提高 NDGA在原位移植模型治疗实验中的

有效性后 ,NDGA有望成为一种新型的抗胶质瘤药物 ,

为胶质瘤的临床治疗提供一种新的治疗手段 。
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　　(上接 662页)
　　观察指标:给氧前及给氧后 20 min 抽动脉血监测血气变

化 ,持续指尖 SaO2 监测。

　　统计学处理:采用 SPSS10.0统计软件行 t 检验。

2　结果

　　单纯鼻导管吸氧组吸氧后 PaO2 、SaO2 略有升高 , 而结合碳

酸酰过氧化氢组给氧后 PaO2 、SaO2 较给氧前升高显著(P <

0.01), 同时与单纯鼻塞吸氧组吸氧后相比 PaO2 、SaO2 也有明显

升高(P<0.05), 有统计学意义。而 PaCO2 无明显改变 ,见表 1。

表 1　单纯鼻塞给氧和结合碳酸酰过氧化氢后的血气分析变化( x±s)

单纯鼻导管吸氧 结合碳酸酰胺过氧化氢
血气分析指标

给氧前 给氧后 给氧前 给氧后

PaO2(mmHg) 56.3±11.2 68.2±16.5 56.9±11.8 82.8±15.3#Δ

SaO2(%) 74.5±10.6 86.0±9.6 74.8±9.2 95.5±4.5#Δ

PaCO2(mmHg) 51.8±12.0 63.6±9.2 52.0±13.1 52.2±11.3

Δ:与单纯吸氧组比较 , P<0.05;#:与结合碳酸酰胺过氧化氢组

给氧前比较 , P<0.01

3　讨论

　　注射用碳酸酰胺过氧化氢能有效地 、快速地为机体提供充

足的氧 , 可以快速提高氧分压及血氧饱和度 , 且不会引起二氧

化碳潴留 ,为抢救治疗争取时间[ 1] 。纤维支气管镜检查过程中

患者常出现 PaO2 下降 , 对于已存在低氧血症患者 PaO2 进一步

下降可增加生命危险[ 2] 。以往低氧血症患者行纤支镜检时 , 单

纯采用鼻塞给氧 ,一方面氧浓度提高慢且不显著 , 另一方面行

纤支镜检需占用一侧鼻腔 , 易造成低氧血症加重 , 操作不能安

全地进行。本组资料表明 ,单纯鼻塞给氧不能快速提高动脉血

氧分压 , 达到安全检查的最低阈值 ,而鼻导管吸氧联合碳酸酰

过氧化氢可以迅速提高 PaO2 , 避免或减轻纤支镜检查中缺氧对

机体的损害 ,提高检查的安全性。少数患者在用药过程中出现

一过性头晕 、恶心 、轻咳均能自行缓解[ 3] 。故低氧血症患者行

纤支镜检查期间结合碳酸酰过氧化氢的方法值得提倡 、推广。

　　关键词:碳酸酰胺过氧化氢;低氧血症;纤维支气管镜

　　中图法分类号:R495.6　　　文献标识码:B
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