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柯里拉京对人脑胶质瘤细胞 Ｕ２５１生物学特性的影响

周广洲１，２▲　陈　俊１▲　靳　峰２△

（１济宁医学院，济宁２７２０６７；２济宁医学院附属医院，济宁２７２０２９）

　　摘　要　目的　观察柯里拉京（Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ）对人脑胶质瘤细胞 Ｕ２５１生物学特性的影响。方法　体外培养
Ｕ２５１细胞，应用２００μｇ／ｍｌ的柯里拉京分别干预Ｕ２５１细胞２４、４８和７２ｈ后收集细胞，应用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞
凋亡检测试剂盒检测药物干预前后细胞凋亡活性变化；细胞划痕实验检测２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ对Ｕ２５１细胞迁移
能力的影响。结果　Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ可促进Ｕ２５１细胞的凋亡，Ｕ２５１细胞凋亡率随着培养液中 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ培养时间的延
长而增加（Ｐ＜０．０５）；Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ可抑制Ｕ２５１细胞的迁移，２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ的培养液培养２４、４８和７２ｈ后Ｕ２５１
细胞迁移度均低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对 Ｕ２５１细胞有显著的体外细胞毒性作用，能有效促进
Ｕ２５１细胞的凋亡和减弱Ｕ２５１细胞的迁移，但其具体的作用机制还有待进一步研究。

关键词　柯里拉京；Ｕ２５１细胞；胶质瘤；细胞凋亡；迁移
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ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｃｅｌｌｓｃｕｆｆｉｎｇｔｅｓｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｏｒｉｌａｇｉｎｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓ．
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ｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｃａｔｔｅｒｅｄｃｅｌｌｄｅｂｒｉｓ，ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｔｈｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｏｆＣｏｒｉｌａｇｉｎ（Ｐ＜０．０５）；ＣｏｒｉｌａｇｉｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＵ２５１
ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２４ｈ，４８ｈａｎｄ７２ｈｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．
０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＣｏｒｉｌａｇｉｎｈａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｉｎｖｉｔｒｏｏｎＵ２５１ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｐｒｏ
ｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓａｎｄｗｅａｋｅｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓ，ｂｕｔｉｔｓｓｐｅｃｉｆｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆａｃｔｉｏｎ
ｒｅｍａｉｎｓｔｏｂｅｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｉｅｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ；Ｕ２５１ｃｅｌｌｓ；Ｇｌｉｏｍａ；Ｃｅｌｌａｐｏｔｏｓｉｓ；Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）是目前最 常见的颅内恶性肿瘤，多发于神经外胚层，占颅内

肿瘤的４０％ ～５０％［１］。该肿瘤增殖速度快、浸润

性生长和术后易复发，即使在成功切除、放疗和化

疗（替莫唑胺）治疗后，肿瘤复发率仍然很高，导致

治疗效果非常差［２］。柯里拉京（Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ）具有抗
肿瘤［３］、抗炎［４］和保肝作用［５］等。然而，由于复杂

而低效的提取方法，它的药理性能很少受到关注。

近年来，随着萃取技术的发展，Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ比以往更
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容易获得。因此，人们开始重新关注其抗肿瘤、保

肝和抗炎活性。本实验通过在不同时间点分别用

２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ干预胶质瘤细胞，分析Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ
对人脑胶质瘤Ｕ２５１细胞的影响，为胶质瘤的进一
步药物治疗提供新的研究思路。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｕ２５１细胞系（中国典型培养物保藏中心）；

ＤＭＥＭ／Ｆ１２（上海博升生物科技有限公司）；胎牛血
清（浙江天杭生物科技股份有限公司）；ＰＢＳ缓冲
液（普诺赛生命科技有限公司）；双抗（美国 Ｓｏｌａｒ
ｂｉｏ公司）；胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＤＭＳＯ（美
国Ｓｉｇｍａ公司）；柯里拉京（美国Ｓｉｇｍａ公司）；细胞
凋亡检测试剂盒（碧云天生物技术研究所）。

１．２　Ｕ２５１细胞培养
取出 Ｕ２５１细胞系放在含有 ＤＭＥＭ ／Ｆ１２和

１０％ＦＢＳ的细胞完全培养基中，在３７℃，５％ＣＯ２的
饱和湿度的恒温细胞培养箱中进行培养。培养基

每１～２天更新１次。
１．３　凋亡试剂盒检测细胞凋亡

将细胞接种到６孔板中，实验组每孔加２ｍｌ配
制的含２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ的培养基，对照组每孔
加入２ｍｌ完全培养基，分别干预２４、４８、７２ｈ，每组
都设３个复孔，培养结束后，根据凋亡试剂盒说明
书上的程序对细胞进行染色，染色完成即通过流式

细胞仪进行检测，其中 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ显示为绿色
荧光，ＰＩ显示为红色荧光。记录 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
（＋）ＰＩ（＋）和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ（＋）ＰＩ（－）作为凋
亡细胞，每次计数１００００个细胞，计算各组凋亡率。
１．４　细胞划痕实验

在恒温箱中取出接种于６孔板生长良好的胶
质瘤Ｕ２５１细胞，吸尽培养液后，用直尺在６孔板
背后用记号笔均匀画横线，用无菌１０μｌ移液管头
与标尺比齐，尽可能在６孔板后方的水平线上均匀
划行；用２００μｇ／ｍｌ药物浓度的柯里拉京干预细胞
３个时间点（２４、４８、７２ｈ），每组设置５个平行孔；最
终将６孔板放置于荧光倒置显微镜下观察细胞迁
移情况；测量并记录细胞迁移距离；细胞迁移度

（％）＝（划痕时两侧细胞距离 －检测时两侧细胞
距离）／划痕时两侧细胞距离×１００％。

１．５　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行数据分析。

２　结果

２．１　Ｕ２５１细胞形态观察
在恒温箱中分别取出接种于６孔板生长良好

的胶质瘤Ｕ２５１细胞，分别用不同药物浓度的Ｃｏｒｉ
ｌａｇｉｎ３个不同时间点（２４、４８、７２ｈ）干预细胞，然后
放在荧光倒置显微镜下观察，可以发现未经Ｃｏｒｉｌａ
ｇｉｎ干预的 Ｕ２５１细胞生长良好，具有完整的细胞
结构，并附着于６孔板的壁上（见图１Ａ）。２００μｇ／
ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ干预 ７２ｈ后，细胞变小，细胞密度减
少，细胞碎片增多，细胞凋亡增加（见图１Ｂ）。

注：Ａ，正常培养的Ｕ２５１；Ｂ，２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ干预Ｕ２５１细胞７２ｈ

图１　２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ对Ｕ２５１细胞的影响（×１００）

２．２　Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ促进Ｕ２５１细胞凋亡
Ｕ２５１细胞经 ２００μｇ／ｍｌ的 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预 ２４、

４８、７２ｈ后，经凋亡试剂盒检测发现，在 ２００μｇ／ｍｌ
浓度干预下，Ｕ２５１细胞凋亡率随 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预时
间的延长而增高（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　两组Ｕ２５１细胞不同时间点细胞凋亡率比较（％）

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组 ０．０４±０．０２ ０．０６±０．０１ ０．０５±０．０７

实验组 ４１．３３±３．３４ ４７．５５±２．７２ ５５．８９±２．８６

ｔ ２１．４１ ３０．２４ ３３．８１

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５
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２．３　Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能有效抑制Ｕ２５１细胞的迁移
Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能抑制 Ｕ２５１细胞的迁移能力，与对

照组相比，２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ能明显降低 Ｕ２５１细
胞的迁移度。划痕后的 Ｕ２５１细胞在含２００μｇ／ｍｌ

Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ血清培养基中培养２４、４８、７２ｈ后Ｕ２５１细
胞迁移度均低于对照组，差异有统计学意义（均 Ｐ
＜０．０５）。见图２、表２。

图２　２００μｇ／ｍｌＣｏｒｉｌａｇｉｎ对Ｕ２５１细胞迁移能力的影响（×１００）

表２　两组Ｕ２５１细胞不同时间点迁移能力的比较（珋ｘ±ｓ）

组别
Ｕ２５１细胞迁移度／％

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组 ５４．１０±２．７６ ７２．５０±７．４６ ９６．７１±１０．０７

实验组 ２５．８７±３．２４ ３１．０５±２．２８ ５２．８２±８．２５

ｔ １１．４９ ９．２０ ５．８４

Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

３　讨论

胶质瘤是一种最常见的脑肿瘤类型，具有侵袭

性强和复发率高的特点［６］，尽管经过手术、化疗、

放疗等综合治疗后，胶质瘤患者的中位生存期仍仅

有１８个月［７］。为提高胶质瘤患者的临床治疗效

果，目前迫切需要一种新的治疗方法来替代传统的

手段。根据肿瘤增殖／凋亡理论［８］，肿瘤的形成跟

细胞增殖与凋亡的失衡有很大关系，因此，探索诱

导肿瘤细胞凋亡的相关药物及其作用靶点，能够为

恶性肿瘤的治疗提供新的思路和实验依据。

本文应用 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预神经胶质瘤 Ｕ２５１细
胞，发现随着药物干预时间延长，Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ促使胶
质瘤 Ｕ２５１细胞的凋亡率逐渐增高，胶质瘤 Ｕ２５１
细胞的迁移度降低，说明Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能够抑制胶质瘤
Ｕ２５１细胞的生长。细胞凋亡是由基因控制的细胞
程序性死亡过程，它对哺乳动物的发育和维持机体

平衡方面起着关键作用［９］，它可以消除任何不必

要或不需要的细胞，并且这是一个受到严格控制的

过程。有多种因素可导致凋亡途径被激活，包括

ＤＮＡ损伤或不受控制的增殖［１０］。细胞凋亡有细

胞内和细胞外两种途径激活。细胞内途径激活信

号包括ＤＮＡ损伤、生长因子剥夺和细胞因子剥夺，
最常见的细胞外途径激活信号是由受损或感染的

细胞免疫系统的细胞毒性 Ｔ细胞产生的死亡诱导
信号来介导［１１］。对于 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ促进胶质瘤 Ｕ２５１
细胞凋亡及抑制其迁移的机制尚不十分明确。

Ｌｉｖｉｎ（又称ＫＩＡＰ或ＭＬＩＡＰ）是细胞凋亡蛋白抑制
因子家族中的一员。该蛋白在细胞凋亡、细胞增殖

和细胞周期中起关键作用。Ｌｉｖｉｎ在胶质瘤 Ｕ２５１
细胞中的表达显著高于人脑胶质细胞［１２］。Ｃｏｒｉｌａ
ｇｉｎ可能通过抑制 Ｌｉｖｉｎ的表达从而促进 Ｕ２５１细
胞凋亡。研究发现，基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）通过对细胞外基质中的各种
蛋白的分解，破坏体内的组织学屏障，从而使胶质

瘤更容易浸润和转移［１３］，因此，抑制胶质瘤细胞侵

袭及扩散的方法就是首先要抑制肿瘤细胞中

ＭＭＰｓ的活性。已经有研究发现，中草药提取物
Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能够有效抑制ＭＭＰｓ的活性，可以显著抑
制胶质瘤在体内迁移和扩散［１４］。但是Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ作
为一种新药，关于其对胶质瘤 Ｕ２５１细胞的确切分
子机制尚不完全清楚，还需要进一步探索。

·８４２·
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综上所述，Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能促进人脑胶质瘤 Ｕ２５１
细胞的凋亡，并抑制其迁移能力，说明 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对
胶质瘤细胞具有较强的细胞毒作用。该结论补充

了胶质瘤细胞的凋亡、耐药理论，揭示了新型化疗

药物Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对胶质瘤细胞生物学特性的影响。
尽管本研究还存在一定的局限性，但是Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ的
上述作用为胶质瘤的治疗拓宽了思路，对恶性胶质

瘤的临床治疗提供了理论依据。
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