
替莫唑胺（Temozolomide, TMZ）是目前脑胶质瘤

治疗中一线的治疗方案。由于细胞毒性作用，TMZ可

以诱导不同类型的细胞程序性死亡，如凋亡［1］、自体

吞噬［2］及衰老［3］等。我们注意到，在针对不同的脑胶质

瘤细胞系，TMZ诱导的细胞程序性死亡是不尽相同的，

甚至在诱导同一种细胞株的过程中，出现不同形式的程

序性死亡［4］。尽管一些研究也显示TMZ可以抑制脑胶

质瘤C6细胞的增殖，但并未深入的探讨其可能的机

制。因此，我们的研究观察TMZ对大鼠脑胶质瘤C6细

胞株的作用，并探讨其可能的分子机制。

1 材料和方法

1.1 材料

大鼠脑胶质瘤C6细胞株购自中科院细胞库，替莫

唑胺购自Sigma，DMEM培养基购自Gibco，胎牛血清

购自杭州四季青公司，免疫组化和Western blotting所

用一抗均购自Santa Cruz，碱性磷酸酶标记的二抗购自

中国武汉博士德公司，电化学发光试剂盒购自Pierce，

Tunnel 凋亡检测试剂盒购自Promega，Hochest33342

染色液购自Sigma，所有其他化学试剂购自Sigma。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 大鼠脑胶质瘤细胞株C6细胞用含10%

胎牛血清的DMEM培养液培养，培养条件为37 ℃、5%

CO2的孵箱内培养。当细胞70%~90%融合时，用1.25%

胰酶和0.2% EDTA的混合液消化传代。

1.2.2 TMZ干预和MTT检测 取生长状态良好的各组

细胞，消化后制成细胞悬液，96孔板内培养，每孔2×104，

含10%胎牛血清的培养基内培养，终体积0.2 ml。细胞

贴壁正常，每孔中更换含TMZ的培养基。TMZ的浓度
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Abstract: Objective To investigate programmed cell death induced by temozolomide in rat glioma C6 cell line. Methods Rat
glioma C6 cell line was treated by temozolomide at different concentrations and for different time lengths. MTT assay was
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分别为0、50、100、200、400、800 μg/ml。分别作用12、24、

48 h后取出培养板，加入20 μl MTT（终浓度0.5 mg/ml），

37 ℃孵育4 h，离心后弃上清，加入200 μl DMSO，震荡

20 min，标本完全溶解后，酶标仪测570 nm处吸光度值。

1.2.3 HE染色 细胞爬片后，95%乙醇固定，苏木素染

液染色。洗涤后，浸入伊红染液染色，吹干或自然晒干

细胞爬片后，中性树胶封片。光镜观察TMZ处理前后

细胞形态学变化。

1.2.4 Hochest33342染色 加入TMZ处理爬片细胞，加

入 0.5 ml 4%福尔马林溶液固定，洗涤后加入 0.5 ml

Hochest33342染色，滴加抗荧光淬灭封片液，荧光显微

镜下观察。比较TMZ处理前后细胞核改变。

1.2.5 原位末端转移酶标记技术（Tunnel法） 细胞爬片

固定洗涤后，按50 μl/cm2滴加反应液（每50 μl反应液含

TdT酶0.5 μl，标记的-dUTP 1 μl），置湿盒中37 ℃孵育

1 h。依次进行FITC标记和PI复染，置暗盒中用荧光显

微镜观察，选用蓝色激发光（波长488 nm），所有的细胞

核均被PI着色，显示出红色荧光，而凋亡细胞被特异地

标记上FITC，显示出黄绿色荧光。

1.2.6 免疫组化 细胞爬片 4%多聚甲醛固定，依次

0.5% Txiton X-100和3% H2O2处理。血清封闭后，一抗

（PBS按比例稀释）在37 ℃孵育1~2 h或4 ℃过夜，试剂

盒中的生物素化，37 ℃下孵育 20 min，SABC湿盒内

37 ℃孵育20 min，DAB显色，苏木素复染，脱水透明后

封片观察。本研究针对凋亡相关蛋白进行染色，阳性表

达均为肿瘤胞浆内出现棕黄色颗粒为阳性。

1.2.7 Western blotting 细胞经胰酶消化，磷酸盐缓冲

液（PBS，0.01 mol/L, pH 7.2）漂洗后，转移到 1.5 ml

EP管内。用1% NP-40液裂解细胞，4 ℃静置30 min，

15 000 r/min离心10 min，提取上清总蛋白。用考马斯

亮蓝G-250定量，沸水变形10 min。每孔30 μg上样，

8%~12%聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）80 V电压下分

离。用25 V电压将凝胶上的蛋白半干转至硝酸纤维素

膜上。5%脱脂奶粉将膜封闭2 h后，加入一抗（按说明

稀释），4 ℃孵育过夜，TBS充分漂洗后加入二抗（按说明

稀释）孵育2 h。化学发光法显色，胶片显像。

2 结果

2.1 不同浓度替莫唑胺作用不同时间点对大鼠脑胶质

瘤C6细胞的抑制效应

MTT显示TMZ对大鼠脑胶质瘤C6细胞的增殖具

有抑制效应，而这种抑制效应呈现出时间和剂量依赖特

点（图1）。随着TMZ作用浓度提高和作用时间的延长，

抑制率逐步增加，在800 μg/ml组作用48 h高达91.4%。

此外，研究结果也筛选出最佳的作用浓度和作用时间。

在后续的研究当中，我们选择400 μg/ml作用24 h作为

作用浓度和作用时间。400 μg/ml作用24 h抑制率为

52.6%，这样的选择避免对增殖抑制的过高或过低造成

对实验结果的不良影响。

2.2 HE染色

HE染色显示400 μg/ml TMZ处理细胞24 h细胞

形态学变化（图2）。处理前正常细胞经染色后仍保持细

胞原有的生长形状，核规整，染成均一蓝色（图2A）。而

处理后凋亡细胞变圆变小，细胞核固缩、碎裂，染色体被

染成深蓝色或蓝黑色，染色质靠边，凝集，细胞膜皱折、

卷曲，凋亡小体形成（图2B）。图2B中黑色箭头所示，

分别代表核浓缩、凋亡小体和核边集。

2.3 Hochest33342染色

Hochest33342染色显示凋亡诱导前后细胞核的改

变（图3）。处理前细胞核大小一致，染色均匀（图3A）。

而400 μg/ml TMZ处理细胞24 h细胞后，细胞核大小不

一，胞核内可见空洞形成，固缩变小，甚至崩溃。染色质

聚集，靠边，可见凋亡小体形成（图3B）。图3B中白色

箭头所示，分别代表凋亡小体和核碎裂。

2.4 原位末端转移酶标记技术（Tunnel法）

原位末端转移酶标记技术显示400 μg/ml TMZ处

理细胞24 h对大鼠脑胶质瘤C6细胞的凋亡诱导效应

（图4）。在蓝色激发光（波长488 nm），诱导前后所有的

细胞核均可被PI着色，显示出红色荧光。而只有经过

TMZ处理后的凋亡细胞被特异地标记上FITC，显示出

绿色荧光。

2.5 Western blotting

在观察TMZ对大鼠脑胶质瘤C6细胞的凋亡诱导

效应的基础上，我们进一步研究了这种诱导效应的可能

的分子学机制。应用Western对凋亡相关蛋白进行定

量分析。结果（图5）显示促凋亡蛋白Bax表达水平上

调，凋亡抑制蛋白Bcl-2表达的下调。除此之外，我们还

图1 不同浓度替莫唑胺作用不同时间点抑制率
Fig.1 Cell growth inhibition rate after treatment with
different concentrations of TMZ for different time lengths.
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对caspase-3、caspase-8、caspase-9、caspase-12的表达进

行了检测，未发现主要的caspase家族的表达变化。因

此，我们推测TMZ对大鼠脑胶质瘤C6细胞的凋亡诱导

效应可能是caspase非依赖的。

2.6 免疫组化

应用免疫组化观察了诱导过程中凋亡相关蛋白的

表达变化。免疫组化的结果（图6）表明400 μg/ml TMZ

处理细胞24 h后，促凋亡蛋白Bax表达水平上调，凋亡

抑制蛋白Bcl-2表达下调。

3 讨论

恶性脑胶质瘤是常见的脑肿瘤，发病率占全部原发

性脑肿瘤的50%以上。致死率高，中位生存时间仅为

12~15月。在治疗上，单纯的手术效果不佳，常辅以放

化疗。由于TMZ副作用小，可有效延长生存时间，因此

常作为脑胶质瘤标准的化疗药物应用于临床［5］。

TMZ作用于脑胶质瘤的主要机制在于DNA甲基

化和错配修复失败，从而是细胞处于G2-M期，细胞发

生程序性坏死［6］。如前所述，当TMZ作用于不同的细胞

株，可以观察到不同形式的细胞程序性坏死。在我们的

研究当中，观察了TMZ对大鼠脑胶质瘤C6细胞株的作

用机制。首先验证了TMZ对C6细胞的增殖抑制作用，

结果也显示了这种抑制效应呈现为时间和剂量依赖性，

并根据MTT的研究结果，筛选出用于下一步研究的最

佳作用时间和作用浓度。当应用400 μg/ml TMZ处理

细胞24 h后，发现C6细胞出现程序性死亡，HE染色和

Hochest33342染色表现为细胞形态和细胞核的异常，

有凋亡小体的形成。结果显示TMZ通过诱导C6细胞

程序性死亡而发挥细胞毒性作用。Tunnel的结果也证

实了这一点。我们应用蛋白印迹进一步对这种作用的

机制进行研究发现，未见主要的凋亡蛋白 caspase-3、

caspase-8、caspase-9、caspase-12的异常表达，但蛋白印

迹和免疫组化均发现凋亡抑制蛋白Bcl-2表达下调和促

凋亡蛋白Bax表达上调。我们推测TMZ对C6细胞的

程序性死亡诱导效应可能是通过caspase非依赖通路形

成的。

细胞程序性死亡涵盖多种形式，其中最为经典

的是 caspase介导的细胞凋亡。这种方式主要为细胞

通过线粒体途径、死亡受体途径和内质网途径分别

激活 caspase-9、caspase-8、caspase-12，最终切割激活

caspase-3，从而导致细胞凋亡。但越来越多表明，这只

是细胞程序性死亡的一种形式［7-8］。Xiang等［9］早在1996

A B

图2 400 μg/ml TMZ处理细胞24 h细胞形态学变化
Fig.2 Morphological changes of the cells before (A) and after (B) treatment with 400
μg/ml TMZ for 24 h (HE staining, original magnification: ×400).

图3 400 μg/ml TMZ处理细胞24 h细胞Hochest33342染色结果
Fig.3 Hochest33342 staining of the cells before (A) and after (B) after treatment with
400 μg/ml TMZ for 24 h (Original magnification: ×400).
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年便发现caspase抑制剂不能抑制Bax诱导的Jurkat细

胞系的死亡。因此，细胞程序性死亡的机制是复杂多样

的，除此之外，还有caspase非依赖性途径。

Bcl-2家族是另一大类参与细胞程序性坏死的凋亡

调控蛋白。Bcl-2家族的主要作用是控制线粒体内外膜

的通透性，因此是线粒体凋亡途径的主要调控者［6］。

Bcl-2家族分为3类：促凋亡蛋白（如Bak和Bax）、抗凋

亡蛋白（如Bcl-2和Bcl-x）及Bim、Bid等BH3-only蛋

白［10］。我们的研究结果显示Bax蛋白表达上调以及

Bcl-2蛋白表达下调，说明了Bcl-2家族在TMZ诱导的

大鼠脑胶质瘤C6细胞中扮演重要的角色。

已有研究显示Bcl-2家族在caspase非依赖性的细

胞程序性坏死中所起的作用，其机制包括以下两个方

面：首先，通过激活细胞质中的Bax，使Bax结合到线粒

体外膜上，形成多聚体孔道导致线粒体膜电势的丧失；

其次，促使凋亡诱导因子（apoptosis-inducing factor,

AIF）从线粒体内膜转移到膜间隙中并被切割为 tAIF，

tAIF经Bax形成的孔道进入胞质，最终进入到细胞核

内，使染色质凝集和DNA断裂，最后引起细胞程序性

坏死［11］。其他研究也显示AIF所引起的细胞程序性坏

死不能被 caspase抑制剂阻断，因此是 caspase非依赖

的［12］。此外，Bcl-2家族可以调控细胞色素C的释放。

细胞色素C的异常可以引起呼吸链功能障碍而导致活

性氧（ROS）的产生。ROS的生成与另外一个DNA切割

蛋白EndoG的释放紧密相关。EndoG所介导的细胞死

亡往往被认为是caspase非依赖的［13］。

本研究显示TMZ诱导的大鼠脑胶质瘤C6细胞株

程序性死亡不同于其他细胞株，呈现为caspase非依赖

性，但是其具体的死亡形式以及可能的分子传导通路仍

需要进一步研究。
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图6 400 μg/ml TMZ处理细胞24 h细胞免疫组化结果
Fig.6 Immunohistochemical staining of the cells before (control) and after (TMZ) treatment
with 400 μg/ml TMZ for 24 h (Original magnification: ×200). A and B: Expression of Bax in
the control and TMZ groups, C and D: Expression of Bcl-2 in the control and TMZ groups.
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