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藤黄酸通过抑制GLUT-3/AKT信号通路增强神经胶质瘤U251细胞对替

莫唑胺的敏感性

李磊，刘蕊，苗成（新乡市中心医院 神经内科，河南 新乡 453000）

[摘 要] 目的：探索藤黄酸是否能够增强神经胶质瘤U251细胞对替莫唑胺的敏感性，并进一步探索其增敏机制。方法：体
外培养U251细胞，并分成空白对照组、藤黄酸单独处理组、替莫唑胺单独处理组和联合处理组；利用CCK-8实验检测各组细胞存

活率，利用流式细胞术检测细胞凋亡情况和 ROS 水平变化情况，利用Western blotting 实验检测相关蛋白表达量变化情况。

结果: CCK-8法实验中，四组细胞处理24 h后存活率依次为（98.65±3.68）%、（93.58±2.47）%、（66.81±2.39）%和（38.65±4.13）%，可

以看出联合处理组能够大幅提高对替莫唑胺对U251细胞增殖的抑制作用（P<0.01）；联合处理组U251细胞凋亡比例为（61.43±

2.58）%，与替莫唑胺单独处理组的（26.68±1.82）%相比明显增加（P<0.01）；藤黄酸和替莫唑胺共同处理后能够上调U251细胞

ROS水平和降低GLUT-3和p-AKT的表达，抑制GLUT-3/AKT信号通路（P<0.05或P<0.01）。结论: 藤黄酸与替莫唑胺联用能够

通过上调U251细胞中的ROS水平、抑制GLUT-3和AKT信号通路而增强U251细胞对替莫唑胺的敏感性。

[关键词] 神经胶质瘤；U251细胞；藤黄酸；替莫唑胺；活性氧；GLUT-3/AKT信号通路

[中图分类号] R739.4; R730.53; R730.58 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2020）08-0879-05

Gambogic acid enhances sensitivity of glioma U251 cells to temozolomide by
inhibiting GLUT-3/ AKT signaling pathway

LI Lei, LIU Rui, MIAO Cheng (Department of Neurology, Xinxiang Central Hospital, Xinxiang 453000, Henan, China)

[Abstract] Objective: To explore whether gambogic acid can enhance the sensitivity of glioma U251 cells to temozolomide and fur‐

ther explore its mechanism. Methods: U251 cells were cultured in vitro and divided into blank control group, gambogic acid treatment

group, temozolomide alone treatment group and combined treatment group. The cells survival rates of cells in each group was detected

by CCK-8 assay. Flow cytometry was used to detect cell apoptosis and changes in ROS level. Western blotting was used to detect the

changes in protein expressions. Results: CCK-8 results showed that the cells survival rates of the four groups after treatment for 24 h

were (98.65±3.68)%, (93.58±2.47)%, (66.81±2.39)% and (38.65±4.13)%, respectively. It can be seen that the combined treatment could

significantly increase the inhibitory effect of temozolomide on U251 cells. The proportion of apoptotic U251 cells in the combined

treatment group was (61.43±2.58)% , which was significantly higher than that of (26.68±1.82)% in the temozolomide-treated group.

Combined treatment of gambogic acid and temozolomide could up-regulate ROS level in U251 cells, reduce the expressions of GLUT-3

and p-AKT, and inhibit the GLUT-3/AKT signaling pathway. Conclusion: Gambogic acid combined with temozolomide can enhance

the sensitivity of U251 cells to temozolomide by up-regulating ROS level and inhibiting GLUT-3/AKT signaling pathway in U251

cells, and provides a theoretical basis for the application of gambogic acid in the treatment of glioma.
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神经胶质瘤是发生在颅内的恶性肿瘤，其发病

率占所有颅内肿瘤的四成以上，其增殖侵袭能力极

强、复发率和病死率极高，对人类的健康和生命带来

了极大的威胁[1-2]。在临床的神经胶质瘤治疗中多采

用手术切除加全身化疗的方案。替莫唑胺（temo‐

zolomide，TEM）是近十年来被开发出来的口服DNA

烷化剂，对胶质瘤细胞的DNA片段进行破坏性修饰，

进而诱导神经胶质瘤细胞凋亡[3]。替莫唑胺具有“口

服给药、完全吸收、完全利用、组织分布良好、毒副作

用较小”等特点，一定程度上改善了神经胶质瘤患者

的生存状况，成为了目前治疗恶性神经胶质瘤的首

选治疗药物，但是替莫唑胺的治疗效果会随着多种
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因素而逐渐降低，因此提高替莫唑胺化疗有效率，增

强神经胶质瘤细胞对替莫唑胺的敏感性，在神经胶

质瘤的治疗中起着至关重要的作用。

中药及其活性成分运用于抗肿瘤治疗具有不良

反应小、价格低廉、易于被患者接受等特点，已广泛

被作为化疗的辅助治疗手段。藤黄是一种常见中

药，藤黄酸(gambogic acid, GAM)是其主要的活性成

分，大量研究揭示了藤黄酸通过调控若干条信号通

路，对多种肿瘤细胞具有较强的靶向性，具有较强的

抗肿瘤活性[4-5]。本研究观察藤黄酸处理对替莫唑胺

抑制人脑胶质瘤细胞增殖及诱导凋亡作用的影响，

探讨单纯替莫唑胺给药组与替莫唑胺联合藤黄酸共

同处理组作用于胶质瘤细胞所产生效果的区别，并

进一步探索其机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株与试剂

人神经胶质瘤U251细胞系购自于中国科学院细

胞研究所。藤黄酸购自成都维克奇生物科技有限公

司，胎牛血清、DMEM培养液均购自美国Hyclone公

司，CCK-8试剂盒、AnnexinV/PI试剂盒及DCFH-DA

均购自上海碧云天生物公司，活性氧（ROS）清除剂

N-乙酰基-L-半胱氨酸（N-acetyl-L-cysteine，NAC）购

自北京百奥莱博科技有限公司；所有一抗抗体、辣根

过氧化酶山羊抗鼠和抗兔的二抗均购自美国Santa公

司，全蛋白提取试剂盒购自北京索莱宝生物科技有

限公司。

1.2 细胞培养与实验分组

人神经胶质瘤 U251 细胞用含 10% 胎牛血清、

100 U/ml青霉素及 100 µg/ml链霉素的DMEM培养

液置于37 ℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中培养。藤

黄酸以DMSO 溶解，配制浓度为 40 μmol/L；替莫唑

胺的浓度为 30 μmol/L。实验分为DMSO对照组、藤

黄酸组、替莫唑胺组和藤黄酸联合处理组。

1.3 CCK-8法检测藤黄酸与替莫唑胺联用对U251

细胞增殖的影响

按照每孔中细胞数约为 1×104个，将生长状态良

好的U251细胞接种至96孔板，待细胞贴壁生长24 h

后分组加药，对照组加DMSO，藤黄酸组加40 μmol/L的

藤黄酸，替莫唑胺加入30 μmol/L的替莫唑胺，联合处

理组加40 μmol/L的藤黄酸和30 μmol/L的替莫唑胺，

每组设8个复孔。处理0、3、6、12、24 h后，将10 μl CCK-8

试剂加入孔中并在 37 ℃下孵育 2 h。随后，通过酶

标仪在 450 nm处测量光密度（D）值，计算U251细胞

各个时间段的细胞存活率并绘制细胞存活率曲线。

1.4 流式细胞术检测藤黄酸与替莫唑胺联用对神经

胶质瘤U251细胞凋亡的影响

同上分组，分别处理 U251 细胞 3、6、12 和 24 h

后，收集细胞并经过PBS清洗后，利用碧云天 Annexin

V-FITC细胞凋亡检测试剂盒，加入195 µl的 Annexin

V-FITC结合液重悬细胞，再加入 3 µl Annexin V-FITC

与 2 µl PI，室温避光孵育 15 min，每组加入 300 µl

PBS，转移至流式管后流式细胞仪检测细胞凋亡率。

实验重复3次，验证U251细胞的凋亡情况。

1.5 流式细胞术检测藤黄酸与替莫唑胺联用对神经

胶质瘤U251细胞中ROS水平的影响

同上分组，收集处理完细胞后，弃去上清后PBS

洗涤 1 次。加 10 μmol/L 的 DCFH-DA，37 ℃恒温水

浴锅中避光孵育30 min，PBS洗涤1次，500 μl PBS重

悬细胞，转移至流式管后上流式细胞仪检测细胞的

ROS水平。

1.6 Western Blotting检测细胞周期和凋亡相关蛋白的

表达

分组与处理同1.3，收集细胞于离心管中，用蛋白

试剂盒提取蛋白。每孔上样 20 μg。10%~12% 的

SDS-PAGE分离蛋白质，并通过半干电转方式将其转

移至硝酸纤维膜上。脱脂乳（5%）封闭 1.5 h 后，

TBST洗涤 5次（5 min/次）。加入与细胞凋亡及细胞

周期相关的一抗（稀释比例为1∶2 000），4 ℃摇床孵育过

夜。将对应一抗回收，TBST洗涤 5 次（5 min/次），

加入对应二抗（HRP标记山羊抗兔及抗鼠 IgG），室

温摇床孵育 1.5 h 后，TBST洗涤 5次（5 min/次），利

用ECL化学发光显色剂进行显色，再通过化学发光

成像系统进行拍照。内参选择 α -tubulin，并利用

ImageJ 1.42q软件对所出条带进行灰度分析。

1.7 统计学处理

利用 SPSS 21.0 统计软件对数据进行统计学分

析，正态分布的计量数据以 x̄±s表示，细胞增殖抑制

率、细胞凋亡率、细胞各周期细胞变化情况及细胞中

凋亡、周期相关蛋白表达量的组间比较采用独立样

本 t 检验，以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 藤黄酸与替莫唑胺联用对U251细胞增殖的抑

制作用

如图1A所示，藤黄酸、替莫唑胺及两者共同处理

组的存活率随着处理时间的延长均呈现降低的趋

势，并且共同处理组的降低趋势更为明显。处理24 h

后的细胞存活率如图1B，藤黄酸单独处理组中U251

细胞的存活率与DMSO对照组相比没有差异，表明

藤黄酸对U251细胞增殖几乎没有明显的抑制作用；
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在替莫唑胺处 理 组 中 ，U251 细 胞 的 存活率为

（67.58±2.31）%，与空白对照组相比差异具有统计学

意义（P<0.01）；在联合处理中，U251细胞的存活率降

低至（38.47±2.78）%，与替莫唑胺单独处理组相比差

异具有统计学意义（P<0.01）。结果说明藤黄酸能够

协同加强替莫唑胺对U251细胞增殖的抑制作用。

**P<0.01 vs DMSO group; △△P<0.01 vs TEM group

A: Survival curves of cells at different treatment times in each group; B. Cell survival rate of each group after 24 h treatment

图1 藤黄酸增强替莫唑胺对U251细胞增殖的抑制作用

Fig.1 Gambogic acid enhanced the inhibitory effect of temozolomide on proliferation of U251 cells

2.2 藤黄酸与替莫唑胺联用对U251细胞的诱导凋

亡作用

如图2A所示，藤黄酸单独处理组没有引起U251

细胞的凋亡；替莫唑胺处理组凋亡细胞的比例为

（26.6±2.18）%；在联合处理中，U251 凋亡率上升至

（61.4±3.14）%，与替莫唑胺单独处理组相比，差异具

有明显的统计学意义（P<0.01）。同时对凋亡相关蛋

白进行了检测，从实验结果图2B中可以看出，替莫唑

胺单独处理组和联合处理组处理后，Bcl-2表达水平

降低，Bax、Cytochrome C、Caspase-3表达量升高；将

替莫唑胺单独处理组和联合处理组进行对比，两组

之间 4种蛋白表达水平的差异均具有统计学意义

（P<0.05或P<0.01）。

**P<0.01 vs DMSO group; △△P<0.01 vs TEM group

A: Apoptosis ratio of each group; B. Changes in expression of apoptosis-related proteins in each group

图2 藤黄酸增强替莫唑胺对U251细胞的诱导凋亡作用

Fig.2 Gambogic acid enhanced the apoptosis induction of temozolomide on U251 cells

2.3 藤黄酸能与替莫唑胺协同加强对ROS的调节作用

如图3A所示，联合处理组中细胞中的ROS水平

升高，替莫唑胺单独处理组和藤黄酸单独处理组中

ROS水平都没有变化。随后在共同处理组中加入了

ROS清除剂NAC后检测凋亡情况，可以观察到联合

处理组中的细胞凋亡水平（图 3B）又恢复到与图 2A

中替莫唑胺单独处理组相接近。结果说明，藤黄酸

与替莫唑胺联用可增加ROS水平，而ROS水平的升

高是诱导细胞凋亡的重要因素之一。

2.4 藤黄酸能与替莫唑胺协同加强对 AKT 和

GLUT-3信号通路的调控作用

结果图 4A 显示，藤黄酸单独作用对 p-AKT 和

GLUT-3通路均无影响（P>0.05），替莫唑胺单独作用

能抑制p-AKT和GLUT-3通路；当藤黄酸和替莫唑胺

联合作用时，藤黄酸可协同加强替莫唑胺对该两条

通路的抑制作用（P<0.05或P<0.01）；而在两药联合
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中再加入 NAC 时，可以使该两条通路恢复到接近

DMSO对照组的水平，从这些结果可以看出藤黄酸

对替莫唑胺的协同作用是通过上调细胞中ROS水平

而发挥的。

**P<0.01 vs DMSO group; △△P<0.01 vs TEM group

A: Comparison of ROS level in cells of each group; B. NAC blocked the synergistic effect of gambogic acid and temozolomide

图3 藤黄酸与替莫唑胺联用能够增加U251细胞中的ROS水平

Fig.3 Gambogic acid combined with temozolomide increased ROS level in U251 cells

**P<0.01 vs DMSO group; △P<0.05，△△P<0.01 vs TEM group; ▲▲P<0.01 vs TEM+GAM group

A: Effects of gambogic acid and temozolomide on p-AKT/GLUT-3 pathway;

B. NAC blocked the regulation of gambogic acid and temozolomide on p-AKT/GLUT-3 pathway

图4 藤黄酸与替莫唑胺联用能够抑制U251细胞中的AKT/GLUT-3信号通路

Fig.4 Gambogic acid combined with temozolomide inhibited AKT/GLUT-3 signaling pathway in U251 cells

3 讨 论

神经胶质瘤的病死率极高，手术后的辅助化疗是

抑制神经胶质瘤的复发和病灶转移中的关键，但化疗

药物通常会表现出性耐受性差异，因此增加细胞对化

疗药物的敏感性，对提高化疗药物的疗效十分重要[6-8]。

替莫唑胺是一种临床上治疗肿瘤的常用烷化剂，通过

诱导胶质瘤细胞的凋亡发挥抗肿瘤作用[9]。藤黄酸是

中药藤黄的有效物质，在体内外对肝癌、肺癌等多种癌

症细胞具有杀伤作用，对正常细胞和正常的造血系统

没有明显的毒副作用[10-11]。本实验研究了藤黄酸是否

能够增强替莫唑胺的抗神经胶质瘤活性，结果显示藤

黄酸单独处理不能抑制U251细胞的增殖，联合处理组

的增殖抑制效果却远超过替莫唑胺单独处理组的效果，

可以初步看出藤黄酸能够增强神经胶质瘤U251细胞对

替莫唑胺的敏感性。

凋亡过程分为线粒体依赖性凋亡和线粒体非依

赖性凋亡，整个过程是否通过线粒体是区分两条通

路的关键。Cytochrome C是一个线粒体起源的细胞

凋亡信号，具有调节能量代谢和调节细胞凋亡的功

能，是线粒体凋亡信号通路的关键调控蛋白之一[12]。

Bcl-2蛋白家族具有调控Cytochrome C释放的功能，

Cytochrome C 从线粒体的释放后可以激活 Caspase

级联反应，引发线粒体依赖性凋亡的发生[13]。有研究

显示，替莫唑胺发挥抗癌作用是通过诱导胶质瘤细

胞线粒体依赖性凋亡来实现的。本实验结果同样证

明替莫唑胺能够诱导 U251 细胞凋亡，当藤黄酸和

替莫唑胺共同处理后，细胞凋亡率较替莫唑胺单

独处理上升 35% 左右 ；并发现 Bcl-2 水平降低，

Bax、Cytochrome C、Caspase-3表达量升高，与替莫唑

胺单独处理组相比差异具有统计学意义。因此可以

推断，藤黄酸能够增强替莫唑胺对神经胶质瘤U251

细胞的诱导凋亡作用。

有研究[14]表明，癌细胞中的ROS水平高于正常

细胞，但当癌细胞中的ROS水平超过一定范围后会

激活细胞中的多条信号通路及多个信号分子。从本
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实验结果中可以看出，当替莫唑胺和藤黄酸分别单

独处理U251细胞后，细胞中的ROS水平与对照组相

比没有显著性差异，但是当两者一起联用处理后细

胞中的ROS水平明显上升；当在联合组中加入ROS

清除剂NAC之后，凋亡细胞率降低到和替莫唑胺单

独处理组相近的水平，因此可认为共同处理组是通

过上调 ROS 水平进而增强替莫唑胺的诱导凋亡

作用。

恶性肿瘤组织比正常组织葡萄糖代谢水平显著

升高，癌细胞对葡萄糖的摄取量十分巨大，因此癌细

胞中的葡萄糖转运体要多于正常细胞。GLUT-3是

细胞转运葡萄糖的载体，抑制GLUT-3的表达能够抑

制细胞对葡萄糖的摄取。研究[15]表明，GLUT-3在多

种实体瘤中超量表达，是一种潜在的肿瘤细胞标志

物，虽然目前针对GLUT-3蛋白在神经胶质瘤细胞中

的研究较少，但其值得进一步探索。AKT通路是体

内重要的生长因子通路，同时也是线粒体凋亡通路

和PI3K/AKT通路的关键点，可通过磷酸化或与细胞

死亡因子相互作用直接或间接调控细胞凋亡，是细

胞凋亡中经典的信号通路。藤黄酸和替莫唑胺单独

处理组中，GLUT-3的表达量同对照组没有区别，但

是当两者联用后GLUT-3的表达量降低，在加入NAC

之后，其表达又上升到原来的水平；同时替莫唑胺单

独处理组能够降低 p-AKT的表达，而且在共同处理

组中降低的水平更低；在加入NAC之后，p-AKT的表

达上升到替莫唑胺单独处理的水平。因此可以推

断，藤黄酸与替莫唑胺联用能够上调U251细胞中的

ROS水平，抑制U251细胞中GLUT-3和 p-AKT的表

达进而增强替莫唑胺对U251细胞的诱导凋亡能力。

有研究[16]表明，AKT通路对大鼠缺氧缺血皮质神经

元细胞GLUT-3蛋白的总量没有影响，但是AKT信号

通路影响着GLUT在细胞中的转位。因此，GLUT-3

和AKT信号通路之间是否存在上下游的关系还需要

在以后的研究中进一步的探究。

综合以上实验结果，藤黄酸与替莫唑胺联用能

够通过上调U251细胞中的ROS水平，抑制GLUT-3

和AKT信号通路，进而增强U251细胞对替莫唑胺的

敏感性，为藤黄酸在抗神经胶质瘤中的应用提供了

一定的实验依据。
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