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摘要： 目的　 研究芦荟苷对胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞增殖、 迁移和凋亡的影响， 并探讨其可能的机制。 方法　 采用不同质量

浓度芦荟苷处理胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞， 筛选实验剂量。 细胞随机分为对照组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 和芦荟苷 １００、 １４０、 １８０ μｇ ／ ｍＬ
组。 通过 ＭＴＳ 实验检测细胞活性， 克隆形成实验检测细胞增殖能力， 划痕实验检测细胞迁移能力， Ｈｏｅｃｈｓｔ 和流式细

胞实验检测细胞凋亡情况， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２、 ＭＭＰ⁃２、 Ｂａｘ 表达。 结果　 与对照组比较， 芦荟苷组

能抑制细胞增殖和迁移能力， 诱导细胞凋亡 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 下调迁移相关蛋白 ＭＭＰ⁃２ 和抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 上调促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 呈剂量依赖性。 结论 　 芦荟苷可抑制胶质瘤

Ｕ２５１ 细胞的增殖和迁移并诱导其凋亡， 其机制可能与下调 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达和上调 Ｂａｘ 蛋白表达有关。
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　 　 胶质瘤是最常见的恶性脑肿瘤之一， 多呈浸润性生长，
边界不清， 具有高度侵袭性， 手术不能完全切除， 术后复

发率高， 对放、 化疗不敏感［１］ ， 临床上预后差， 病死率高。
目前研究虽肯定了替莫唑胺的抗肿瘤疗效和低毒副作用，
但由于耐药等多种因素使其仍没有达到最佳的治疗效

果［２］ 。 近年来越来越多专家将目光转向传统医学， 因此，
从天然产物中寻找新的高效低毒的抗胶质瘤药物成为当今

重要的研究课题。
芦荟是常见的百合目百合科的多年生常绿肉质草本植

物， 其主要药用成分以芦荟苷、 芦荟大黄素、 芦荟素等为

主［３］ 。 芦荟苷是从芦荟中分离出来的蒽醌类天然化合物之

一［４］ ， 具有抗炎、 抗癌［５］ 、 抗氧化、 降血糖、 免疫保护等

药理作用［６］ ， 在烧伤、 炎症反应、 糖尿病、 高血压、 溃疡、
肿瘤以及免疫调节等方面发挥着积极作用［７］ ， 被认为是一

种癌症潜在治疗选择。 本实验研究芦荟苷对胶质瘤 Ｕ２５１ 细

胞增殖、 迁移及凋亡的影响， 并初步探讨其抗肿瘤的可能

机制， 为临床治疗胶质瘤提供重要的理论依据。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞和药物　 胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞购自美国典型培养物

保藏中心。 芦荟苷 （纯度 ９８％ ， 货号 ＨＳＡ８５２２） 购自北京

索莱宝科技有限公司， 采用 ＤＭＳＯ 溶解制成母液备用。
１􀆰 ２　 试剂　 ＤＭＥＭ 培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司； 二甲亚

砜 （ＤＭＳＯ） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司； 细胞凋亡检测试剂盒、
ＭＴＳ 试剂盒、 ＢＣＡ 试剂盒均购自上海碧云天生物技术有限

公司； ＭＭＰ⁃２、 Ｂｃｌ⁃２、 ＰＡＲＰ 抗体均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。
１􀆰 ３　 仪器　 超净工作台、 生物安全柜购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司； ＳＰＥＣＴＲＡｍａｘ １９０ 型全波长酶标仪购自美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司； 流式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 公司； 荧光显

微镜购自德国 Ｌｅｉｃａ 公司； 臭氧空气消毒机购自南昌市扬帆

环保设备有限公司； －８０ ℃冰箱购自海尔集团公司。
１􀆰 ４　 细胞培养 　 胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞用含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ 完全培养基， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中培

养， 待细胞长至融合度 ９０％ ～ １００％ 时， 以 １ ∶ ３ 比例进行

传代培养， 取对数生长期细胞进行实验。
１􀆰 ５　 ＭＴＳ 实验测定细胞活力　 Ｕ２５１ 细胞以每孔 ３×１０４ 个

的密度接种于 ９６ 孔培养板中， 待细胞贴壁后， 去除旧培养

基， 加入不同质量浓度芦荟苷 （ １００、 １２０、 １４０、 １６０、
１８０、 ２００ μｇ ／ ｍＬ） 处理 ４８ ｈ 后， 加入含有ＭＴＳ 试剂的检测

液 （１０ μＬ ＭＴＳ 和 ９０ μＬ 无血清 ＤＭＥＭ）， 在 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 培养箱中继续培养 ３０ ｍｉｎ， 用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处

测定每组细胞的光密度 （ＯＤ） 值， 并计算细胞存活率。
１􀆰 ６　 显微镜下观察细胞形态 　 取对数生长期 Ｕ２５１ 细胞，
以每孔 ５×１０５ 个的密度接种于 ６ 孔板中， 待细胞完全贴壁

后， 去除旧培养基， 分别加入 ０、 １００、 １４０、 １８０ μｇ ／ ｍＬ 芦

荟苷， 继续培养 ４８ ｈ 后， 显微镜下观察细胞密度及形态变

化， 并拍摄照片。
１􀆰 ７　 克隆形成实验观察细胞增殖能力 　 取对数生长期
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Ｕ２５１ 细胞， 以每孔 １ ０００ 个的密度细胞接种于 ６ 孔板中，
待细胞贴壁后， 去除旧培养基， 分别加入 ０、 １００、 １４０、
１８０ μｇ ／ ｍＬ 芦荟苷， 培养 １０ ｄ 后加入 ４％ 多聚甲醛固定

３０ ｍｉｎ， 结晶紫染液染色 ２０ ｍｉｎ， 流水轻轻冲去染色液，
室温干燥， 于倒置显微镜下计数大于 ５０ 个细胞的克隆数，
并计算克隆形成率。
１􀆰 ８　 划痕实验观察细胞迁移能力　 用记号笔在 ６ 孔板反面

画一道黑线， 将对数生长期 Ｕ２５１ 细胞接种于 ６ 孔板中， 细

胞长至 ８０％ ～ ９０％ 时， 用 １００ μＬ 枪头垂直黑线划痕， 用

ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 置于光镜下拍照， 记录划痕位置， 加入芦

荟苷 （０、 １００、 １４０、 １８０ μｇ ／ ｍＬ） 后置于恒温培养箱中培

养 ２４ ｈ， 弃去处理液， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后拍照， 记录细胞迁

移情况。
１􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞增殖、 迁移、 凋亡相关蛋白

表达　 细胞按 “１􀆰 ６” 项下方法处理， 培养 ４８ ｈ 后收集细

胞， 加入含有蛋白酶抑制剂的蛋白裂解液提取总蛋白， 用

ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白定量， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白，
再将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上， 经 ５％ 脱脂奶粉溶液封闭后加入

一抗过夜孵育， 次日继续孵育二抗， 最后加显色液进行显

色， 采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析条带灰度值， 计算目的蛋白的相

对表达量。
１􀆰 １０　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色观察细 胞 凋亡 情 况 　 细胞按

“１􀆰 ６” 项下方法处理， 培养 ４８ ｈ 后， 弃上清， ４％ 多聚甲

醛固定， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 加入 ５００ μＬ 抗荧光淬灭染色液，
荧光显微镜下观察细胞的荧光变化情况。
１􀆰 １１　 流式细胞仪检测细胞凋亡率 　 细胞按 “１􀆰 ６” 项下

方法处理， 培养 ７２ ｈ 后收集细胞， 离心后 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，
加入 １９５ μＬ 结合液重悬细胞， 再加入 ５ μＬ ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ
ＰＩ 染液， 避光孵育 １０ ～ ２０ ｍｉｎ， 采用流式细胞仪检测细胞

凋亡率。
１􀆰 １２　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件进行处理， 数据

以 （ｘ±ｓ） 表示， 两两比较采用独立 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异具有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 芦荟苷对胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞活力的影响　 如图 １ 所示，
与对照组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 比较， 细胞存活率随芦荟苷质量浓

度的增加而降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 故选择 １００、 １４０、 １８０ μｇ ／ ｍＬ
芦荟苷进行后续实验。
２􀆰 ２　 芦荟苷对 Ｕ２５１ 细胞生长状态的影响 　 如图 ２ 所示，
对照组细胞形态正常且生长状态良好； 与对照组比较，
１００ μｇ ／ ｍＬ芦荟苷组细胞触角消失， 细胞萎缩， 体积开始

变小， 胞 体 开 始 降 解， 细 胞 状 态 差， 生 长 受 抑 制；
１８０ μｇ ／ ｍＬ芦荟苷组较对照组细胞密度明显稀少， 空泡透

亮死细胞明显增多， 活细胞生长受抑制， 触角几乎完全消

失， 细胞状态差。
２􀆰 ３　 芦荟苷对 Ｕ２５１ 细胞增殖能力的影响　 与对照组比较，
芦荟苷组细胞克隆形成能力降低， 提示芦荟苷可抑制胶质

瘤 Ｕ２５１ 细胞的增殖， 见图 ３。

注： 与对照组 （０ μｇ ／ ｍＬ） 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 不同质量浓度芦荟苷对 Ｕ２５１ 细胞活力的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

图 ２　 各组 Ｕ２５１ 细胞的生长形态

图 ３　 各组 Ｕ２５１ 细胞的克隆形成能力

２􀆰 ４　 芦荟苷对 Ｕ２５１ 细胞迁移能力的影响　 与对照组比较，
１００ μｇ ／ ｍＬ 芦荟苷组可降低 Ｕ２５１ 细胞的迁移能力， １４０、
１８０ μｇ ／ ｍＬ 芦荟苷组对细胞迁移能力有明显的抑制作用，
见图 ４。

图 ４　 各组 Ｕ２５１ 细胞的迁移能力

２􀆰 ５　 芦荟苷对 Ｕ２５１ 细胞增殖、 迁移、 凋亡相关蛋白表达

的影响 　 与对照组比较， 芦荟苷组迁移侵袭相关蛋白

ＭＭＰ２ 和抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１），
促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量

依赖性， 表明芦荟苷可以促进细胞凋亡， 见图 ５。
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注： Ａ 为各组细胞蛋白条带图， Ｂ～Ｄ 为 ＭＭＰ⁃２、 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白相对表达量统计图。 与对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 芦荟苷对 Ｕ２５１ 细胞增殖、 迁移、 凋亡相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ６　 芦荟苷对 Ｕ２５１ 细胞凋亡的影响

２􀆰 ６􀆰 １　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 染色　 与对照组比较， 芦荟苷组细胞

核染色质固缩， 蓝色荧光增强， 部分细胞核碎裂形成凋亡

小体， 呈剂量依赖性， 见图 ６。
２􀆰 ６􀆰 ２　 流式细胞术检测细胞凋亡率　 与对照组比较， 芦荟

苷组细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 进一步表明芦

荟苷可诱导细胞凋亡， 见图 ７。
注： 箭头指示凋亡细胞。

图 ６　 各组 Ｕ２５１ 细胞的凋亡情况

注： Ａ 为各组细胞凋亡情况的流式图， Ｂ 为各组细胞凋亡率统计图。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 芦荟苷对 Ｕ２５１ 细胞凋亡的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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３　 讨论

胶质瘤是源于神经胶质细胞最常见的原发性颅内恶性

肿瘤， 复发率和死亡率高， 且治疗手段局限［８］ 。 芦荟苷对

各种恶性肿瘤有一定的抑制作用， 已有研究证实芦荟苷通

过阻断转录激活因子 （ＳＴＡＴ３） 抑制肿瘤细胞血管内皮生

长因子 （ＶＥＧＦ） 的分泌， 从而抑制肿瘤血管生成与生

长［９］ ； 芦荟苷还能通过线粒体依赖途径改变细胞周期来抑

制肿瘤细胞， 导致细胞膜完整性丧失和凋亡［１０］ ， 从而抑制

肿瘤细胞的增殖和迁移。 研究发现， 芦荟苷对于肺癌［１１］ 、
结直肠癌［１２］ 、 乳腺癌［１３］的增殖有一定影响， 并能诱导其凋

亡。 研究证实芦荟苷对肿瘤有一定的抑制作用， 但其对胶

质瘤的作用未见报道。
ＭＭＰ２ 是金属基质蛋白酶的主要家族成员之一， 在胶

质瘤组织或细胞系中均高表达， 其表达量与肿瘤的恶性度

及侵袭潜能呈正相关［１４］ 。 本研究发现， 芦荟苷可降低胶质

瘤 Ｕ２５１ 细胞活力、 迁移能力， 同时下调迁移相关蛋白

ＭＭＰ２ 的表达， 表明芦荟苷可以抑制 Ｕ２５１ 细胞的增殖、 迁

移能力。
Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白可调控促凋亡和抗凋亡的胞内信号， 是

线粒体凋亡起主要作用的调控因子［１５］ ， 抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２、
促凋亡蛋白 Ｂａｘ 是通过调节线粒体功能来调节细胞凋亡的

同源蛋白［１６］ ， Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 比例的变化可影响细胞凋亡［１７］ ，
Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 比值增大， 细胞易发生凋亡［１８］ 。 本研究发现，
芦荟苷可升高胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达， 降

低抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达， 且呈剂量依赖性， 提示芦荟苷

可促进胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞发生凋亡， 进而抑制胶质瘤的发

生发展。
综上所述， 芦荟苷可抑制胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞的增殖、 迁

移， 并诱导细胞凋亡， 其机制可能与下调 ＭＭＰ２、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋

白表达和上调 Ｂａｘ 蛋白表达有关， 本实验从多层次证实芦

荟苷可抑制胶质瘤细胞的发生发展， 为芦荟苷对胶质瘤的

临床治疗提供了理论依据。
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