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　　［摘要］　目的　探讨大鼠神经干细胞对Ｃ６成胶质细胞瘤细胞生长的影响，并探讨可能的作用机制。方法　采用０．４
μｍ孔径的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室将Ｃ６成胶质细胞瘤细胞和大鼠神经干细胞（ＮＳＣｓ）按不同比例［（Ｃ６ＮＳＣｓ）：５１（２×１０

５４×

１０４）、１１（２×１０５２×１０５）、１５（４×１０４２×１０５）］在无血清培养基中共培养７ｄ作为实验组，以单独培养的Ｃ６成胶质细

胞瘤细胞作为对照组。采用ＳＣＩＤ荷瘤动物模型观察共培养体系中Ｃ６成胶质细胞瘤细胞的成瘤能力；利用半定量ＲＴＰＣＲ
及蛋白质印迹等方法分析在共培养体系中Ｃ６成胶质细胞瘤细胞凋亡相关基因（ＢＭＰ２、ｃＭｙｃ、Ｂｃｌ２、ｐ５３ｍＲＮＡ）及 Ｗｎｔ信号

分子蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ）的表达。结果　与实验组相比，对照组的组织切片中肿瘤细胞恶性程度高，有较多的核分裂像，
核／质比例高；大片区域出现单核或多核瘤巨细胞。在实验组中，随着共培养体系中起始神经干细胞比例增高，肿瘤细胞异型

性逐步降低。随着共培养体系中起始神经干细胞比例增高，Ｃ６成胶质细胞瘤细胞ｐ５３ｍＲＮＡ的表达水平逐步增高，ＢＭＰ２、

ｃＭｙｃ、Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平则逐步降低（Ｐ＜０．０５），βｃａｔｅｎｉｎ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达水平逐步降低（Ｐ＜０．０５）。结论　大鼠神
经干细胞在胶质瘤微环境中可能通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径促进神经胶质瘤细胞凋亡进而抑制神经胶质瘤生长。
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　　神经胶质瘤是常见中枢神经系统肿瘤，恶性胶
质瘤（如成胶质细胞瘤）患者即使接受包括手术、放
化疗在内的综合治疗，平均生存期仅１２～１５个
月［１］。恶性胶质瘤患者迫切需要更有效的、分子水
平的联合治疗方法。神经干细胞（ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，

ＮＳＣｓ）在脑内可特异性靶向聚集在胶质瘤细胞团周
围，甚至能远距离追踪胶质瘤细胞团外的单个胶质
瘤细胞［２］，以神经干细胞为载体的胶质瘤靶向治疗
逐渐成为研究热点。但 ＮＳＣｓ本身在胶质瘤发生、
发展中起的作用并不明确。本研究通过共培养大鼠
胶质瘤Ｃ６细胞系和ＮＳＣｓ，观察ＮＳＣｓ对Ｃ６成胶质
细胞瘤细胞生长的影响，并探讨其可能的作用机制，
为胶质瘤患者的临床诊治提供帮助。

１　材料和方法

１．１　大鼠胚胎神经干细胞的培养与鉴定　细胞培

养：根据Ｖｅｓｃｏｖｉ等［３］报道的方法进行细胞培养。选

取孕１４ｄ的ＳＤ大鼠（复旦大学医学院实验动物中

心）分离出胚胎海马组织，机械消化至呈单细胞悬

液，３００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清。沉淀细胞溶解于含
有表皮生长因子（２０μｇ／Ｌ）、碱性成纤维细胞生长因

子（２０μｇ／Ｌ）、Ｂ２７（２０μｌ／ｍｌ）的ＤＭＥＭ／Ｆ１２无血清

培养液中，细胞密度调整为１×１０６个／ｍｌ。于含５％

ＣＯ２、３７℃环境中悬浮培养。根据细胞生长速度及培

养液ｐＨ变化，３～５ｄ半量换液。当５０％神经球直

径＞１０个细胞时，经机械吹打后传代，连续传代６
次。

　　细胞标记：ＮＳＣｓ无血清培养基中去除 ＥＧＦ、

ｂＦＧＦ，加入１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ），相同环境中继续

培养，观察细胞分化情况，并于７ｄ后分别采用β

ｔｕｂｌｉｎ Ⅲ （Ｃｈｅｍｉｃｏｎ，１∶４００）、ＧＦＡＰ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ，

１∶４００）、Ｈｏｅｃｈｓｔ 抗 体 三 标 方 法 标 记 所 培 养

细胞。　　　　
１．２　Ｃ６成胶质细胞瘤细胞培养　Ｃ６细胞（购自中

国科学院上海细胞库）在含有表皮生长因子（２０μｇ／

Ｌ）、碱性成纤维细胞生长因子（２０μｇ／Ｌ）及Ｂ２７（２０

μｌ／ｍｌ）的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２无血清培养液中，于含５％

ＣＯ２、３７℃环境中悬浮培养［４］。

１．３　大鼠神经干细胞与Ｃ６成胶质细胞瘤细胞共培

养体系　采用０．４μｍ孔径的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（６孔

板，Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）将大鼠ＮＳＣｓ和Ｃ６细胞按照不同

比例：Ｃ６ＮＳＣｓ＝５１（２×１０５４×１０４，Ｂ组）、

Ｃ６ＮＳＣｓ＝１１（２×１０５２×１０５，Ｃ组）及Ｃ６

ＮＳＣｓ＝１５（４×１０４２×１０５，Ｄ组）分隔共培养７

ｄ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小孔放置 ＮＳＣｓ，６孔板内放置 Ｃ６细

胞；细胞培养基为含有表皮生长因子（２０μｇ／Ｌ）、碱

性成纤维细胞生长因子（２０μｇ／Ｌ）及Ｂ２７（２０μｌ／

ｍｌ）的ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）无血清培养基。

１．４　荷瘤动物模型的建立　ＳＣＩＤ小鼠由第二军医

大学动物实验中心引入，本室育种繁殖，饲养环境为

ＳＰＦ（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，无特定病原体），实验用

鼠６～８周龄，体质量约２２ｇ。实验小鼠分为４组，

分别于小鼠腋部皮下接种１×１０６个细胞：Ａ组（ｎ＝

１０）为对照组，接种单独培养的Ｃ６细胞；Ｂ组（ｎ＝

１０）接种Ｃ６ＮＳＣｓ＝５１（２×１０５４×１０４）共培养

体系中的Ｃ６细胞；Ｃ组（ｎ＝１０）接种Ｃ６ＮＳＣｓ＝

１１（２×１０５２×１０５）共培养体系中的Ｃ６细胞；Ｄ
组（ｎ＝１０）接种Ｃ６ＮＳＣｓ＝１５（４×１０４２×１０５）

共培养体系中的Ｃ６细胞。在接种肿瘤细胞的第３５
天，处死小鼠，取肿瘤组织用１０％的甲醛固定，依次

脱水、透明、石蜡包埋、切片、ＨＥ 染色及光镜

检查。　　　　　　
１．５　半定量 ＲＴＰＣＲ分析　按照 ＴＲＩｚｏｌ法（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ产品）提取共培养体系中各组Ｃ６细胞（５×

１０５细胞／组）的总ＲＮＡ。ｃＤＮＡ合成按照反转录反

应Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ产品）说明书操

作。取该产物５μｌ进行 ＰＣＲ 循环，循环参数为：

９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃
延伸１ｍｉｎ，３０次循环后，保持在４℃。ＢＭＰ２正义

引物序列为：５′ＴＧＴＣＣＣＴＡＣＴＧＡ ＴＧＡ ＧＴＴ

ＴＣＴ３′；反义引物序列为：５′ＧＧＣＴＧＴＧＧＣＡＧＧ

ＣＴＴＴＡＴ３′，产物长度为１３０ｂｐ。ｃＭｙｃ正义引物

序列为：５′ＴＣＴＣＣＧＴＣＣＴＡＴＧＴＴＧＣＧ３′；反

义引物序列为：５′ＧＴＣＣＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＴＴ

ＣＴＴＧ３′，产物长度为１８９ｂｐ。ｐ５３正义引物序列

为：５′ＡＡＡＴＣＣＧＴＡＴＧＣＴＧＡＧＴＡＴＣＴＧ３′；

反义引物序列为：５′ＴＣＣ ＡＧＣＧＴＧ ＡＴＧ ＡＴＧ

ＧＴＡ３′，产物长度为１７７ｂｐ。Ｂｃｌ２正义引物序列

为：５′ＣＧＧＧＡＧＡＡＣＡＧＧＧＴＡＴＧＡ３′；反义引

物序列为：５′ＣＡＧ ＧＣＴ ＧＧＡ ＡＧＧ ＡＧＡ ＡＧＡ

ＴＴ３′，产物长度为１４９ｂｐ。βａｃｔｉｎ作为内参。以上

引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成。ＰＣＲ扩增产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳，用

凝胶图像扫描系统对扩增产物的电泳条带进行采集

分析。

１．６　蛋白质印迹杂交分析　共培养体系中各组Ｃ６
细胞（１×１０６细胞／组）经细胞裂解液（０．５ｍｏｌ／Ｌ
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ＴｒｉｓＨＣｌｐＨ６．８，１０％十二烷基硫酸钠，１ｍｏｌ／Ｌ
二硫基苏糖醇）裂解后１００℃变性５～１０ｍｉｎ，冰水

中骤冷，４℃低温离心，１２８５０×ｇ，１０ｍｉｎ。取上清

液，采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总蛋白量。取１０μｇ蛋白

上样，十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝

胶电泳后，转至ＰＶＤＦ膜；取出膜放到ＴＴＢＳ（含５０

ｇ／Ｌ脱脂奶粉）室温封闭２ｈ，ＴＴＢＳ漂洗；其后加入

一抗βｃａｔｅｎｉｎ（１１０００，Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌ公司产品）或

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ（１１０００，碧云天生物技术研究所），４℃过

夜，ＴＴＢＳ漂洗；再加入二抗 ＨＲＰ标记的羊抗兔

ＩｇＧ（１２０００，碧云天生物技术研究所），３７℃，轻轻

振荡１ｈ后弃反应液，加入化学发光试剂反应５

ｍｉｎ，应用图像分析系统观察并扫描。通过 Ｂａｎｄ

ｓｃａｎ软件分析条带。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件包处

理数据，计量数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯ

ＶＡ分析实验组、对照组间目标基因和蛋白表达水

平差异，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　原代培养神经干细胞的分化鉴定结果　结果

表明：在本实验中原代分离培养的细胞具有神经干

细胞球形态。贴壁分化培养后，免疫荧光染色（图１）

显示其能够分化为神经元和神经胶质细胞，充分说

明在本实验中所使用的细胞具有神经干细胞本身的

特性和多向分化潜能。

图１　分离培养的神经干细胞的免疫荧光染色

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

Ａ：ＧＦＡＰ（ｇｒｅｅｎ）；Ｂ：βｔｕｂｕｌｉｎⅢｉｍｍｕｎｏｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ（ｒｅｄ）；Ｃ：Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ３３３４２（ｂｌｕｅ）；Ｄ：ＧＦＡＰ，βｔｕｂｌｉｎａｎｄＨｏｓｅｔｆｕｓｅｄｉｍａｇｅ．Ｓｃａｌｅ

ｂａｒ＝１００μｍ

２．２　荷瘤小鼠的组织切片观察　结果（图２）显示：

对照组Ａ的组织切片和实验组Ｂ、Ｃ、Ｄ相比，肿瘤恶

性程度高，有较多的核分裂像，核／质比例高，大片区

域出现单核或多核瘤巨细胞；而在实验组Ｂ、Ｃ、Ｄ
中，随着共培养体系中的起始神经干细胞比例增高，

肿瘤细胞异型性逐步降低。结果提示：在荷瘤小鼠

模型中，Ｃ６成胶质细胞瘤细胞的致瘤性可以被神经

干细胞抑制。

图２　荷瘤动物模型实验：神经干细胞

抑制Ｃ６成胶质细胞瘤细胞的致瘤性

Ｆｉｇ２　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆＣ６ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓｉｎＳＣＩＤｍｉｃｅ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ａ：Ｃ６ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃ６ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ＝５１ｇｒｏｕｐ；

Ｃ：Ｃ６ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ＝１１ｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｃ６ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ＝

１５ｇｒｏｕｐ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ

２．３　半定量ＲＴＰＣＲ分析　结果（图３）表明，与对照

组相比，实验组中，随着共培养体系中神经干细胞所

占比例的提高，Ｃ６成胶质细胞瘤细胞中的ｐ５３ｍＲＮＡ
的表达水平增高，而ＢＭＰ２、ｃＭｙｃ和Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的

表达水平则降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结

果提示：Ｃ６成胶质细胞瘤细胞的致瘤性可以被神经干

细胞抑制，且随着共培养体系中神经干细胞的起始比

例的提高，其可促进Ｃ６胶质瘤细胞凋亡。

２．４　蛋白质印迹分析　结果（图４）表明：与对照组

相比，实验组中随着共培养体系中神经干细胞所占

比例的提高，Ｃ６成胶质细胞瘤细胞βｃａｔｅｎｉｎ和ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ蛋白表达水平降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。结果提示神经干细胞可能通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅ

ｎｉｎ的下调来促进神经胶质瘤细胞的凋亡，进而抑制

Ｃ６成胶质细胞瘤细胞的致瘤性。
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图３　不同比例Ｃ６成胶质细胞瘤细胞和
神经干细胞共培养体系中的Ｃ６成胶质细胞瘤中

ｐ５３、ＢＭＰ２、ｃＭｙｃ、Ｂｃｌ２的ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ３　ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐ５３，ＢＭＰ２，ｃＭｙｃ，

ａｎｄＢｃｌ２ｉｎＣ６ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｉｎｇ
ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｗｉｔｈＣ６ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒａｔｉｏｓ

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｃ６ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ＝５１ｇｒｏｕｐ；３：Ｃ６ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ

ｃｅｌｌｓ＝１１ｇｒｏｕｐ；４：Ｃ６ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ＝１５ｇｒｏｕｐ．ＯｎｅｗａｙＡＮＯ

ＶＡ，Ｐ＜０．０５．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

图４　不同比例Ｃ６成胶质细胞瘤细胞和
神经干细胞共培养体系中Ｃ６成胶质细胞瘤中

βｃａｔｅｎｉｎ和ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达水平

Ｆｉｇ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆβｃａｔｅｎｉｎａｎｄ
ｓｕｒｖｉｖｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣ６ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｉｎｇ
ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｗｉｔｈＣ６ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒａｔｉｏｓ

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｃ６ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ＝５１ｇｒｏｕｐ；３：Ｃ６ｎｅｕｒａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ＝１１ｇｒｏｕｐ；４：Ｃ６ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ＝１５ｇｒｏｕｐ．

ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ，Ｐ＜０．０５．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　神经干细胞（ＮＳＣｓ）是一类具有自我更新、多向
分化潜能的细胞，其可分化为中枢神经系统内的神
经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞３种主要神经细
胞［５］；当中枢神经系统受损情况发生时，ＮＳＣｓ开始
增殖和分化，以促进神经细胞修复受损功能［６］。此
外，研究表明 ＮＳＣｓ也存在有转分化（ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎ
ｔｉａｔｉｏｎ）［７８］ 和 细 胞 融 合 （ｃｅｌｌｆｕｓｉｏｎ）［９］ 现 象。

Ａｂｏｏｄｙ等［２］发现 ＮＳＣｓ具有特异性的胶质瘤趋向
性，但迁移机制并不清楚，可能与细胞外因子的相互
作用及相关细胞内信号转导通路有关。利用神经干
细胞所具有的强大迁移能力，将其作为基因载体［１０］，
携带治疗作用的报告基因进行种植，从而达到细胞
修复和基因治疗的双重作用，这一治疗策略对于胶
质瘤的靶向性治疗具有重要意义，能够追踪并杀灭
残存的肿瘤细胞。但目前在胶质瘤微环境下，神经
干细胞在肿瘤发生、发展中起的作用并不明确。

　　本研究通过建立不同比例的神经干细胞和胶质
瘤细胞共培养体系，发现随着共培养体系中神经干
细胞的比例增高，荷瘤小鼠的组织切片却观察到胶
质瘤细胞的核／质比例降低，细胞异型性减少，这也
许证明了神经干细胞在胶质瘤动物模型中具有的

“修复”作用。尽管各自有其独特的起源，干细胞和
肿瘤细胞却有着许多共同的特点［１１］，如：调节自我更
新和分化的信号通路，其中包括 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

［１２］、

Ｎｏｔｃｈ［１３］、ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ
［１４］和 ＢＭＰ［１５］等途径，不同

的信号转导通路决定了细胞命运的不同发展转归。
因此，了解这些信号级联放大可以进一步了解肿瘤
发生发展的分子机制。

　　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导通路对于干细胞池的
保持和防止细胞分化至关重要：Ｗｎｔ信号通路的缺
陷会导致干／祖细胞池的萎缩甚至缺如，组织再生、
修复受阻，如通过转基因使 Ｗｎｔ的拮抗物Ｄｉｃｋｋｏｐｆ
１过表达，可以引起成年鼠的小肠隐窝缺如［１６］。

Ｗｎｔ信号通路的异常与不同的肿瘤发生、发展密切
相关：如在散发人大肠癌中，９０％是 Ｗｎｔ信号活化
的，其中７０％～８０％的肿瘤存在 ＡＰＣ突变，其他

１０％～２０％则有βｃａｔｅｎｉｎ分解抑制的突变
［１７］；在肝

癌、胶质瘤、胰腺癌和肾癌［１８１９］中均可见到βｃａｔｅｎｉｎ
的点突变，使其耐受ＧＳＫ３介导的磷酸化和降解；而
肝癌［２０］和大肠癌［２１］中可见Ａｘｉｎ的突变；此外，还有
好几种 Ｗｎｔ蛋白在人乳腺癌中和乳腺癌细胞系中
呈高表达［２２］。Ｗｎｔ信号可以通过 Ｗｎｔ配体的过表
达而直接被激活，或通过 Ｗｎｔ信号的下游组件突变
的传递作用而被激活。一般的终点是干细胞区域的
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不适当扩增和子代细胞增殖，最终导致恶性事件的
发生，形成侵袭性肿瘤细胞。因此，我们推测神经干
细胞在胶质瘤动物模型中具有的“修复”作用可能与

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导通路密切相关。本研究通
过建立离体ＮＳＣｓ与Ｃ６成胶质细胞瘤细胞共培养
体系，动态观察了２个主要的 Ｗｎｔ信号分子（βｃａｔｅ
ｎｉｎ和ｓｕｒｖｉｖｉｎ）的蛋白水平表达变化。结果发现随
着ＮＳＣｓ在共培养体系中的比例增多，βｃａｔｅｎｉｎ和

ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达逐渐减少。上述变化提示神经干细胞
抑制胶质瘤生长过程中呈现出 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径
由活跃到逐步抑制的过程。此外，半定量 ＲＴＰＣＲ
分析表明随着神经干细胞在共培养体系中所占比例

增大，Ｃ６成胶质细胞瘤细胞中凋亡相关基因ｃＭｙｃ、

Ｂｃｌ２、ｐ５３等基因的表达水平逐步降低，更进一步证
明Ｃ６成胶质细胞瘤细胞的致瘤性可以被神经干细
胞抑制，机制可能与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径相关

［２３２４］。

　　综上所述，本研究证明了神经干细胞在胶质瘤
微环境中通过 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ途径抑制了神经胶质
瘤的生长。通过分析恶性胶质瘤细胞在肿瘤微环境
与神经干细胞的相互作用，探索了脑胶质瘤的起源
及发生发展的相关因素，为寻找胶质瘤治疗的新方
法提供了一定的理论依据。
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