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摘要：目的 探究白消安对U87胶质瘤干细胞增殖和自我更新的影响。方法 培养U87胶质瘤干细胞，分为四组，A组加入

200 μL含5%胎牛血清的DMEM/F12培养基，B、C、D三组分别加入200 μL含20、50、100 μmol/L白消安的DMEM/F12培养基。

比较四组细胞增殖情况［四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT法）］、细胞凋亡情况［即B细胞淋巴瘤/白血病⁃2（Bcl⁃2）、Bcl⁃2
相关X蛋白（Bax）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3（Caspase⁃3）表达水平］，以及细胞周期。结果 培养24 h后，四组U87胶质瘤干

细胞吸光度比较差异无统计学意义（P＞0.05）；培养48 h、72 h后，B、C、D组U87胶质瘤干细胞吸光度低于A组（P＜0.05）；培养

48 h、72 h后，B、C、D组U87胶质瘤干细胞吸光度比较差异无统计学意义（P＞0.05）。C组U87胶质瘤干细胞Bax、Caspase⁃3、
Bax/Bcl⁃2的吸光度值、阳性细胞表达率高于A、B组，比较差异有统计学意义［吸光度值：CBax（0.38±0.01）比ABax（0.46±0.04）、B Bax

（0.41±0.01）；CCaspase⁃3（0.45±0.02）比 ACaspase⁃3（0.54±0.01）、BCaspase⁃3（0.47±0.02）；CBax/Bcl⁃2（1.19±0.04）比 ABax/Bcl⁃2（1.36±0.01）、BBax/Bcl⁃2

（1.22±0.04）；阳性细胞表达率：CBax（47.53±1.34）%比ABax（39.81±4.02）%、BBax（39.51±1.37）%；CCaspase⁃3（65.17±2.34）%比ACaspase⁃3

（54.42±1.34）%、BCaspase⁃3（49.16±2.31）%；CBax/Bcl⁃2（60.24±4.10）%比ABax/Bcl⁃2（35.47±1.20）%、BBax/Bcl⁃2（37.41±4.12）%；P＜0.05］；D组

U87胶质瘤干细胞Caspase⁃3、Bax/Bcl⁃2的吸光度值、阳性细胞表达率高于A、B组，比较差异有统计学意义［吸光度值：DBax

（0.37±0.01）比ABax（0.46±0.04）、B Bax（0.41±0.01）；DCaspase⁃3（0.28±0.01）比ACaspase⁃3（0.54±0.01）、BCaspase⁃3（0.47±0.02）；DBax/Bcl⁃2（0.97±
0.02）比ABax/Bcl⁃2（1.36±0.01）、BBax/Bcl⁃2（1.22±0.04）；阳性细胞表达率：DCaspase⁃3（68.06±1.09）%比ACaspase⁃3（54.42±1.34）%、BCaspase⁃3（49.16±
2.31）%；DBax/Bcl⁃2（65.10±2.15）%比ABax/Bcl⁃2（35.47±1.20）%、BBax/Bcl⁃2（37.41±4.12）%；P＜0.05］。A组、D组处于G1期细胞分别占

8.20%、3.22%，处于G2 /M期细胞分别占16.07%、12.18%，两组比较差异有统计学意义（P＜0.05）；A组、D组处于G0/G1期细胞

分别占52.27%、58.85%，处于S期细胞分别占23.36%、35.75%，两组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。结论 白消安可抑制

U87胶质瘤干细胞的增殖，促进其凋亡，并且呈现一定量效关系；机制可能与白消安上调Bcl⁃2、Bax、Caspase⁃3表达有关。
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U87胶质瘤干细胞

Effect of Busulfan on proliferation and self⁃renewal of
U87 glioma stem cells
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Abstract：Objective To explore the effect of Busulfan on proliferation and self⁃renewal of U87 glioma stem cells.Methods U87
glioma stem cells were cultured and divided into four groups.Group A was cultured with 200 μL of DMEM/F12 medium containing
5% fetal bovine serum.Groups B，C，and D were cultrued with 200 μL of DMEM/F12 medium containing 20，50，and 100 μmol/L
busulfan，respectively.The cell proliferation of the four groups［tetramethyl azozole trace enzyme reaction colorimetric method（MTT
method）］，apoptosis［ie.B cell lymphoma/leukemia⁃2（Bcl⁃2），Bcl⁃2 related X protein（Bax），caspase⁃3 expression levels］，and the
cell cycle were compared.Results After 24 hours of culture，there was no significant difference in the absorbance of U87 glioma
stem cells among the four groups（P＞0.05）；after 48 hours and 72 hours of culture，the absorbance of U87 glioma stem cells in
groups B，C，and D was lower than that in group A（P＜0.05）.After 48 h and 72 h incubation，there was no significant difference
in the absorbance of U87 glioma stem cells in groups B，C and D（P＞0.05）.The absorbance value and positive expression rate of
Bax，Caspase⁃3，Bax/Bcl⁃2 of U87 glioma stem cells in group C were higher than those in groups A and B，and the differences were
statistically significant（absorbance value：CBax（0.38±0.01）vs. ABax（0.46±0.04），BBax（0.41±0.01）；CCaspase⁃3（0.45±0.02）vs. ACaspase⁃3

（0.54±0.01），BCaspase⁃3（0.47±0.02）；CBax/Bcl⁃2（1.19± 0.04）vs. ABax/Bcl⁃2（1.36±0.01），BBax/Bcl⁃2（1.22±0.04）；positive cell expression rate：
CBax（47.53±1.34）% vs. ABax（39.81±4.02）%，BBax（39.51 ±1.37）%；CCaspase⁃3（65.17±2.34）% vs. ACaspase⁃3（54.42±1.34）%，BCaspase⁃3

（49.16±2.31）%；CBax/Bcl⁃2（60.24±4.10）% vs. ABax/Bcl⁃2（35.47±1.20）%，BBax/Bcl⁃2（37.41±4.12）%；P＜0.05）；absorbance value of caspase
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⁃3，Bax/Bcl⁃2，positive cell expression rate of U87 glioma stem cells in group D were higher than those in group A and B，the differ⁃
ences were statistically significant（absorbance value：DBax（0.37±0.01）vs. ABax（0.46±0.04），BBax（0.41±0.01）；DCaspase⁃3（0.28±0.01）
vs. ACaspase⁃3（0.54±0.01），BCaspase⁃3（0.47±0.02）；DBax/Bcl⁃2（0.97±0.02）vs. ABax/Bcl⁃2（1.36±0.01），BBax/Bcl⁃2（1.22±0.04）；positive Cell ex⁃
pression rate：DCaspase⁃3（68.06±1.09）% vs. ACaspase⁃3（54.42±1.34）%，BCaspase⁃3（49.16±2.31）%；DBax/Bcl⁃2（65.10±2.15）% vs. ABax/Bcl⁃2（35.47±
1.20）%，BBax/Bcl⁃2（37.41±4.12）%；P＜0.05）.In group A and D，cells in G1 phase accounted for 8.20% and 3.22%，respectively，，and
cells in G2/M accounted for 16.07% and 12.18%，respectively.The difference between the two groups was statistically significant（P
＜0.05）.In group A and D，cells in the G0/G1 phase accounted for 52.27% and 58.85%，and the cells in the S phase accounted for
23.36% and 35.75%，respectively.There was no statistically significant difference between the two groups（P＞0.05）.Conclusion
Busulfan can inhibit the proliferation of U87 glioma stem cells，promote their apoptosis，and show a dose⁃effect relationship.The
mechanism may be related to Busulfan’s up⁃regulation of Bcl⁃2，Bax，Caspase⁃3 expression.
Key words：Glioma； Cell division； Apoptosis； Caspase 3； Bcl⁃2⁃associated X protein； Cell proliferation； Busulfan；
U87 glioma stem cells

研究发现，将神经干细胞的实验理论方法应用

于肿瘤干细胞，发现胶质瘤病人的瘤灶中存在肿瘤

干细胞，其在胶质瘤发生发展中起着重要作用［1］。

目前临床中对于胶质瘤的治疗原则主要为抑制肿

瘤细胞的侵袭、增殖，进而达到抑制肿瘤扩散的目

的［2］。白消安为临床中缓解性治疗慢性粒细胞白血

病的常用药物之一，或者与其他药物联合使用，清

除体内造血干细胞，为慢性髓性白血病病人进行干

细胞移植奠定基础［3］。白消安应用于胶质瘤干细胞

的研究较少，因此，本研究于2018年1月至2019年1
月，探究白消安对U87胶质瘤干细胞增殖和自我更

新的影响。具体报道如下。

1 材料与方法

1.1 主要材料 U87胶质瘤干细胞由中国科学院

上海细胞生物学研究所提供；白消安由 Sigma公司

提供，与二甲基亚砜相溶（浓度为100μmol/L），保存

于-20 ℃条件中，用时再用DMEM/F12稀释至所需

浓度；DMEM/F12培养基（由Hyclone公司提供）；胎

牛血清（由Gibco公司提供）；胰蛋白酶（由Gibco公
司提供）；二甲基亚砜（由Thermo公司提供）；B细胞

淋巴瘤/白血病⁃2（Bcl⁃2）、Bcl⁃2相关X蛋白（Bax）、

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（Caspase⁃3）抗体（由北

京中杉金桥生物技术公司提供）。

1.2 U87胶质瘤干细胞培养 将U87胶质瘤干细

胞接种于含有 10%胎牛血清的DMEM/F12培养集

中，放置于 37 ℃、5%二氧化碳的细胞培养箱中，2~
3 d换1次液，当细胞密度达80%~90%时进行传代。

1.3 U87胶质瘤干细胞增殖情况观察 采用四甲

基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT法）检测U87胶
质瘤干细胞增殖情况；取对数生长期U87胶质瘤干

细胞，接种于平底96孔板中，细胞数为1×104/孔，培

养 24 h后，分为A、B、C、D组，A组仅加入 200 μL含

5%胎牛血清的DMEM/F12培养基，B、C、D三组分别

加入 200 μL含 20、50、100 μmol/L白消安的DMEM/
F12培养基，四组作用 24 h、48 h、72 h后弃上清，采

用MTT还原法，用酶标仪在 490 nm波长检测吸光

度，以其中不含细胞的空白孔进行调零。

1.4 U87胶质瘤干细胞凋亡情况观察 （1）酶联免

疫吸附试验（ELISA）：取对数生长期U87胶质瘤干

细胞，接种于有无菌玻片的24孔板中，细胞数为5×
105/孔，培养 24 h后，分为A、B、C、D组，A组仅加入

200 μL含 5%胎牛血清的DMEM/F12培养基，B、C、
D三组分别加入 200 μL含 20、50、100 μmol/L白消

安的DMEM/F12培养基，培养 72 h；取上清，将上清

与包被液按照 1∶1混匀，加入 96孔酶标板中，放置

于 4 ℃条件下过夜；之后在 37 ℃条件下封闭 1.5 h，
分别加入Bcl⁃2、Bax、Caspase⁃3抗体（均按照1∶1 000
稀释），放置于4 ℃条件下过夜；之后加入二抗（按照

1∶1 000稀释），在室温下孵育 1.5 h，二氨基联苯胺

法（DAB）避光显色，当颜色发生改变时，停止显色，

在酶标仪490 nm波长处检测吸光度值。

（2）免疫组化法：细胞培养、分组、干预方法与

ELISA法相同；U87胶质瘤干细胞培养72 h后，吸出

上清，用 10%甲醛固定细胞 30 min，室温下干燥；用

内源性过氧化物酶灭活；四组分别加入Bcl⁃2、Bax、
Caspase⁃3抗体（均按照1∶1 000稀释），放置于4 ℃条

件下过夜，之后滴加试剂 1，放置于 37 ℃条件下 20
min，滴加试剂2，放置于37 ℃条件下30 min，DAB避

光显色，之后用苏木素复染，常规脱水、透明、封片。

将片子放置于显微镜下观察，Bcl⁃2、Bax、Caspase⁃3
阳性细胞为胞质中黄色或棕褐色颗粒呈弥漫性分

布；记录Bcl⁃2、Bax、Caspase⁃3阳性表达细胞数，阳

性细胞表达率＝（阳性细胞数/总细胞数）×100%。

1.5 U87胶质瘤干细胞细胞周期观察 取对数生

长期U87胶质瘤干细胞，按 1×106接种于培养瓶中

（T25），培养 24 h 后，分为 A、D 组，A 组仅加入 200
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μL含 5%胎牛血清的DMEM/F12培养基，D组加入

200 μL含 100 μmol/L白消安的DMEM/F12培养基，

培养 48 h 后，用胰酶消化后，80% 冷甲醇固定，过

夜，用Annexin V/PI染色，采用流式细胞分析仪检测

两组细胞周期。

1.6 统计学方法 本研究用 SPSS 19.0软件处理，

计量资料采用 x̄ ± s表示，符合正态分布计量资料，

一般多组间比较采用单因素方差分析，多时点观测

资料的比较采用重复测量方差分析，多组之间两两

比较采用LSD⁃t检验的方法；计数资料的比较采用χ 2

检验的方法，当P＜0.05时，认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 四组U87胶质瘤干细胞吸光度比较 培养 24
h后，四组U87胶质瘤干细胞吸光度比较差异无统

计学意义（P＞0.05）；培养 48 h、72 h 后，B、C、D 组

U87胶质瘤干细胞吸光度低于A组（P＜0.05），且B、
C、D组U87胶质瘤干细胞大小明显小于A组；培养

48 h、72 h后，B、C、D组U87胶质瘤干细胞吸光度比

较差异无统计学意义（P＞0.05）。具体数据见表 1；
代表性图片见图1。
2.2 四组U87胶质瘤干细胞凋亡情况比较 C组

U87胶质瘤干细胞Bax、Caspase⁃3、Bax/Bcl⁃2的吸光

度值、阳性细胞表达率高于A、B组（P＜0.05）；D组

U87胶质瘤干细胞Caspase⁃3、Bax/Bcl⁃2的吸光度值、

阳性细胞表达率高于A、B组（P＜0.05）。见表2。
表1 四组U87胶质瘤干细胞吸光度比较/x̄ ± s

组别

A 组

B 组

C 组

D 组

组间 F，P 值

时间 F，P 值

交互 F，P 值

重复次数

5
5
5
5

24 h
0.95±0.03
0.84±0.03
0.92±0.02
0.95±0.04

26.14，＜0.01
19.40，＜0.01
26.10，＜0.01

48 h
1.20±0.03
0.93±0.02a

0.92±0.02a

0.94±0.03a

72 h
1.12±0.04
0.84±0.03a

0.74±0.04a

0.77±0.03a

注：与A组相比，aP＜0.05

A B

C D

图1 四组U87胶质瘤干细胞代表性图片（标尺＝100 μm，中心细

胞×100，右上角特写×400）：A~D分别为A、B、C、D组

2.3 两组U87胶质瘤干细胞周期比较 A组、D组

处于G1期细胞分别占 8.20%、3.22%，处于G2/M期

细胞分别占 16.07%、12.18%，两组比较差异有统计

学意义（P＜0.05）；A组、D组处于G0/G1期细胞分别

占 52.27%、58.85%，处于 S 期细胞分别占 23.36%、

25.75%，两组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。
3 讨论

研究统计发现，脑胶质瘤为恶性程度较高的一

种原发性脑肿瘤，约占颅内肿瘤的 45%［4］。根据胶

质瘤的病理及免疫组化，可分为星形细胞瘤、少突

胶质细胞瘤［5］。研究发现，致癌基因高表达、抑癌基

因失活、细胞信号通路调节，均可影响胶质瘤的发

生、发展［6］。因此，相关致癌基因及其病理机制的研

究在胶质瘤的诊治中具有重要的意义，成为胶质瘤

研究热点。

肿瘤干细胞学说的提出，促进学者了解肿瘤发

生机制［7⁃8］，同时为探寻治疗肿瘤的药物提供依据。

Ignatova等［9］首次发现胶质瘤中存在胶质瘤干细胞，

随后大量研究证实实体胶质瘤组织及细胞中，存在

胶质瘤干细胞。齐玲等［10］研究发现，通过分离人新

鲜脑肿瘤，直接进行培养，能够获得脑肿瘤干细胞；

表2 四组U87胶质瘤干细胞凋亡情况比较/x̄ ± s

组别

A 组

B 组

C 组

D 组

F 值

P 值

重复

次数

5
5
5
5

Bcl⁃2
吸光度

0.34±0.01
0.32±0.01
0.37±0.04
0.38±0.01

2.30
0.09

阳性表达率/%
33.91±1.24
31.64±1.32
37.24±4.16
38.13±1.40

1.86
0.24

Bax
吸光度

0.46±0.04
0.41±0.01
0.38±0.01ab

0.42±0.01
6.27
0.04

阳性表达率/%
39.81±4.02
39.51±1.37
47.53±1.34ab

46.74±2.30
31.18

＜0.01

Caspase⁃3
吸光度

0.54±0.01
0.47±0.02
0.45±0.02ab

0.28±0.01ab

19.62
＜0.01

阳性表达率/%
54.42±1.34
49.16±2.31
65.17±2.34ab

68.06±1.09ab

24.07
＜0.01

Bax/Bcl⁃2
吸光度

1.36±0.01
1.22±0.04
1.19±0.04ab

0.97±0.02a

15.34
＜0.01

阳性表达率/%
35.47±1.20
37.41±4.12
60.24±4.10ab

65.10±2.15a

26.08
＜0.01

注：Bcl⁃2为B细胞淋巴瘤/白血病⁃2，Bax为Bcl⁃2相关X蛋白，Caspase⁃3为半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3。与A组相比，aP＜0.05；与B组相

比，bP＜0.05
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而该类细胞的存在，可能是导致肿瘤发生、耐药、复

发的原因。虽然胶质瘤干细胞在胶质瘤实质中占

的比例较低，但是在肿瘤的生长、转移、复发、耐药

中起着关键作用［11⁃12］。

目前，学者分离培养胶质瘤干细胞主要有两种

方法：（1）利用流式细胞仪或者免疫磁珠筛选CD133
阳性细胞或ABCG2阳性细胞，得到含量较高的胶质

瘤干细胞；（2）用无血清培养基培养胶质瘤细胞，采

用非胶质瘤干细胞凋亡，而胶质瘤干细胞成球的特

性，进行胶质瘤干细胞筛选［13⁃14］。

白消安为一种甲烷磺酸类的双功能烷化剂，研

究表明，白消安具有清除骨髓作用，但目前尚无证

据证实白消安对成熟的淋巴细胞有杀伤作用，因

此，有学者认为，在进行干细胞移植治疗血液疾病

时，可采用白消安联合环磷酰胺进行异基因造血干

细胞移植预处理；若环磷酰胺剂量不足时，可引起

早期移植排斥，而白消安剂量不足时，可引起晚期

移植排斥［15⁃17］。李程程等［18］研究发现，白消安可降

低机体外周血白细胞数目，同时降低造血干细胞、

造血祖细胞的比例及数目，诱导造血干细胞损伤，

建立造血干细胞损伤模型，为探寻造血干细胞损伤

机制提供基础。

本次研究发现，高浓度白消安可抑制U87胶质瘤

干细胞增殖，但具体机制需进一步研究。Caspase⁃3
为凋亡过程中关键蛋白酶之一，起着重要的枢纽作

用；是凋亡过程中最关键的执行蛋白酶，起着重要

枢纽作用；Bcl⁃2在细胞凋亡过程中扮演重要角色，

其高表达，可抑制细胞凋亡；Bax在细胞凋亡过程中

的作用与Bcl⁃2相反，二者产生负反馈调节，进而影

响细胞的存活，通过计算Bax/Bcl⁃2值，可了解细胞

生存状况［19⁃20］。本次研究结果显示，B、C、D组细胞

吸光度低于A组，Caspase⁃3、Bax、Bcl⁃2的吸光度值

及阳性表达率升高，G1期、G2 /M期细胞所比例较

高；结果说明白消安可抑制U87胶质瘤干细胞的增

殖，促进其凋亡，并且呈现一定量效关系，机制可能

与白消安上调Bcl⁃2、Bax、Caspase⁃3表达有关。
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