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本文引用：于喜贞，韩光魁，杨文涛，等．替莫唑胺对神经胶质瘤 ＴＪ９０５细胞增殖特性和迁移能力的影响［Ｊ］．新

乡医学院学报，２０１５，３２（２）：１１１１１４． 【基础研究】

替莫唑胺对神经胶质瘤 ＴＪ９０５细胞增殖特性和迁移能力的影响

于喜贞１，２，３，韩光魁２，杨文涛１，李正友２，靳　峰２

（１．新乡医学院，河南　新乡　４５３００３；２．济宁医学院附属医院神经外二科，山东　济宁　２７２０２９；３．济宁医学院病理
生理学实验室，山东　济宁　２７２０２９）

摘要：　目的　探讨替莫唑胺（ＴＭＺ）对人胶质瘤ＴＪ９０５细胞增殖和迁移能力的影响。方法　培养ＴＪ９０５细胞，分
别应用不同浓度的ＴＭＺ（０、５０、１００、２００、４００μｍｏｌ·Ｌ－１）干预ＴＪ９０５细胞，干预不同时间（２４、４８、７２ｈ）后收集细胞，
应用ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８检测药物干预前后细胞增殖活性变化；细胞划痕实验检测４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ对ＴＪ９０５细胞
迁移能力的影响。结果　随着ＴＭＺ浓度的升高和培养时间的延长，ＴＪ９０５细胞的密度降低，细胞出现皱缩，增殖受到
明显抑制，并可见散在的细胞碎片；ＴＪ９０５细胞存活率随着培养液中 ＴＭＺ浓度的升高和培养时间的延长而降低（Ｐ＜
０．０５）；４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ的培养液培养２４、４８和７２ｈ后ＴＪ９０５细胞迁移度均低于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＭＺ
能有效抑制ＴＪ９０５细胞增殖和迁移。
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ｄｕｃｅｄ，ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＴＪ９０５ｃｅｌｌｓｗａｓｓｈｒｉｎｋａｇｅｄ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅｓｃａｔｔｅｒｅｄｄｅｂｒｉｓｃｏｕｌｄｂｅ
ｓｅｅｎ；ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｇｌｉｏｍａＴＪ９０５ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｅｌｅｖａｔｅｄＴＭＺｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｌｅｎｇｔｈｅｎｅｄｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｔｉｍｅ（Ｐ＜
０．０５）；ｌｅｖｅｌｏｆＴＪ９０５ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺｓｏｌｕ
ｔｉｏｎｆｏｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｉｏｍａＴＪ９０５ｃｅｌｌｓｃａｎｂｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｓｐｅｅｄａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｗｉｔｈＴＭＺ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ；ＴＪ９０５；ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）是侵袭性最
强、最致命和治疗难度最大的肿瘤之一［１］，主要原

因是ＧＢＭ具有增殖速度快、浸润性生长以及手术后
易复发的特点。ＧＢＭ为目前最常见的恶性颅内肿
瘤，多发于神经外胚层，占颅内肿瘤的 ４０％ ～

５０％［２３］。目前ＧＢＭ的主要治疗方式为手术、放射

治疗及化学治疗等。替莫唑胺（ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）
于 １９８０年在英国由 ＭａｌｃｏｌｍＳｔｅｖｅｎｓ发现，于１９９９
年初被美国食品药品监督管理局批准用于恶性胶质

瘤的化学治疗药物，是治疗 ＧＢＭ的一线药物［３４］。

目前手术切除、药物和放射综合治疗仅略延长 ＧＢＭ
患者的生存期，但容易复发，患者平均生存时间约为

１．５ａ，５ａ生存率不足１０％［５］。为进一步了解 ＴＭＺ

作用于肿瘤的机制，本实验采用不同浓度ＴＭＺ干预
ＴＪ９０５细胞不同时间，通过检测药物干预前后细胞
增殖活性及迁移能力的变化，为 ＧＢＭ的研究、治疗
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提供新的方法及思路。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　胶质瘤 ＴＪ９０５细胞来源于
人脑ＧＢＭ，由天津肿瘤医院赠送；达尔伯克改良伊
格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉａ：ｎｕｔｒｉ
ｅｎｔｍｉｘｔｕｒｅＦ１２，ＤＭＥＭ／Ｆ１２）（１１）、双抗购自美
国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）、胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇ
Ｋｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒购于碧云天生物技术研究所；
ＭＫ３型酶标仪购于美国赛默飞世尔科技公司。
１．２　ＴＪ９０５细胞培养　ＴＪ９０５细胞在含１００ｇ·Ｌ－１

的胎牛血清、青霉素 １００×１０３Ｕ·Ｌ－１和链霉素
１００ｍｇ·Ｌ－１的ＤＭＥＭ完全培养基中，将 ＴＪ９０５细
胞以每瓶２×１０５个接种于底面积为２５ｃｍ２的透气
细胞培养瓶中进行单层培养，加入含１００ｇ·Ｌ－１胎
牛血清培养基３ｍＬ（在 ＤＭＥＭ／Ｆ１２的培养基中加
入胎牛血清１００ｇ·Ｌ－１、青霉素１００×１０３Ｕ·Ｌ－１和
链霉素 １００ｍｇ·Ｌ－１），置于 ３７℃、体积分数 ５％
ＣＯ２饱和湿度的培养箱中，连续单层培养。每日显
微镜观察细胞生长情况，隔日更换培养液，当肿瘤细

胞呈对数生长期时（铺满培养瓶底约８０％时）即可
传代，如此循环培养至所需的细胞数［５］。

１．３　ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖活性　单层培养
的 ＴＪ９０５细胞接种于 ９６孔板，每孔 ５０００个
（１００μＬ），血清培养基培养２４ｈ后吸掉９６孔板中
的培养基，加入ＤＭＥＭ／Ｆ１２１００μＬ，２４ｈ后弃掉９６
孔板中的ＤＭＥＭ／Ｆ１２，按实验设计每孔加１００μＬ配
制的不同浓度的ＴＭＺ（血清培养基 ＋ＴＭＺ），ＴＭＺ浓
度为０、５０、１００、２００、４００μｍｏｌ·Ｌ－１（０μｍｏｌ·Ｌ－１为
对照组，用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２代替），每组设３个复孔，药
物分别干预 ２４、４８、７２ｈ，并分别加入 １００μＬ
ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋ＣＣＫ８液 （ＤＭＥＭ／Ｆ１２ ＣＣＫ８＝
１０１），置于３７℃、体积分数５％ＣＯ２饱和湿度的
培养箱中孵育２ｈ后，用酶标仪检测每孔吸光度值，
每个检验重复 ３次，检测波长 ４５０ｎｍ，参照波长
６３０ｎｍ。
１．４　细胞划痕实验　选单层培养的 ＴＪ９０５细胞接
种于６孔板，每孔２×１０５个（２ｍＬ）正常培养，待单
层细胞长满培养板底面积约８０％时，用无菌消毒的
加液器枪头（１０μＬ）均匀做划痕，并用磷酸盐缓冲
液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）轻柔冲去细胞碎
片，使用无血清培养液培养２４ｈ后，更换细胞培养

液（含胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２），实验组培养液含
ＴＭＺ浓度为４００μｍｏｌ·Ｌ－１，对照组不加ＴＭＺ，继续
培养２４、４８、７２ｈ，每组设５个平行孔，在倒置显微镜
下观察，测量细胞迁移的程度，照相记录并计算迁移

度，迁移度（％）＝（划痕时两侧距离 －检测时两侧
距离）／划痕时两侧距离×１００％。
１．５　统计学处理　所有实验数据均３次平行实验
取平均值获得。应用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件进行分
析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两独立样本
采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＭＺ对 ＴＪ９０５细胞形态的影响　结果见图
１。ＴＭＺ干预６孔板中的ＴＪ９０５细胞７２ｈ后于倒置
显微镜下观察，结果显示，未经 ＴＭＺ干预的 ＴＪ９０５
细胞生长状态良好，铺满孔底，呈贴壁生长，细胞结

构完整，胞体呈圆形、多角形、椭圆形等。０、５０、１００、
２００、４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ干预 ＴＪ９０５细胞后观察发
现，随药物浓度的升高，细胞的密度开始降低，细胞

形态也发生变化，细胞出现皱缩，增殖受到明显抑

制，并可见少量散在的细胞碎片；随着药物干预时间

的增加，ＴＪ９０５细胞形态发生变化逐渐明显，贴壁的
细胞呈圆形，少量细胞开始悬浮，细胞密度较前更

低，细胞增殖受到抑制更加明显，并可见大量的散在

细胞碎片。

Ａ：正常培养的ＴＪ９０５细胞；Ｂ：４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ干预 ＴＪ９０５细胞

７２ｈ。

图１　４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ对ＴＪ９０５细胞形态的影响（×２００）

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆ

ＴＪ９０５ｃｅｌｌｓ（×２００）

２．２　ＴＭＺ对 ＴＪ９０５细胞生长的抑制作用　结果
见表１。ＴＪ９０５细胞经不同浓度的ＴＭＺ干预２４、４８、
７２ｈ后，经 ＣＣＫ８试剂盒检测发现，在相同药物干
预时间的条件下，随着培养液中 ＴＭＺ浓度的增加，
ＴＪ９０５细胞的存活率逐渐降低（Ｐ＜０．０５）；在相同药
物浓度条件下，ＴＪ９０５细胞存活率随 ＴＭＺ干预时间
的延长而降低（Ｐ＜０．０５）。
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表１　ＴＭＺ对ＴＪ９０５细胞存活率的影响

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＭＺｏｎｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＴＪ９０５ｃｅｌｌｓ（珔ｘ±ｓ）

ＴＭＺ浓度
ＴＪ９０５细胞存活率／％

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０μｍｏｌ·Ｌ－１ １００．００±０．００　 　１００．００±０．００　　１００．００±０．００　　

５０μｍｏｌ·Ｌ－１ ９７．２３±５．５０ａ ７２．４９±１０．２４ａｅ ５６．４０±８．７３ａｅｆ

１００μｍｏｌ·Ｌ－１７９．７８±１１．１７ａｂ ６５．３７±６．２２ａｂｅ ４６．３４±４．３９ａｂｅｆ

２００μｍｏｌ·Ｌ－１６０．４５±１５．９９ａｂｃ４８．５９±１２．３３ａｂｃｅ３０．２１±９．９４ａｂｃｅｆ

４００μｍｏｌ·Ｌ－１５１．６６±１３．８５ａｂｃｄ３９．１６±８．７９ａｂｃｄｅ２６．８３±６．７１ａｂｃｄｅｆ

　　注：与０μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ组比较ａＰ＜０．０５；与 ５０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＭＺ组比较ｂＰ＜０．０５；与１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ组比较ｃＰ＜０．０５；与

２００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ组比较ｄＰ＜０．０５；与２４ｈ比较ｅＰ＜０．０５；与４８ｈ

比较ｆＰ＜０．０５。

２．３　ＴＭＺ对 ＴＪ９０５细胞迁移的抑制作用　结果
见表２、图 ２。细胞划痕实验显示，４００μｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＭＺ能抑制ＴＪ９０５细胞的迁移能力，与０μｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＭＺ组相比，４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ能明显降低 ＴＪ９０５
细胞 的 迁 移 度。划 痕 后 的 ＴＪ９０５细 胞 在 含
４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ血清培养基中培养２４、４８、７２ｈ
后ＴＪ９０５细胞迁移度均低于对照组，差异有统计学
意义（Ｐ＜００５）。
表２　４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ对ＴＪ９０５细胞迁移的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆＴＪ９０５ｃｅｌｌｓ （珔ｘ±ｓ）

组别
ＴＪ９０５细胞迁移度／％

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
０μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ组 ５０．３６±１．０１ ６４．３５±１．２５ ７５．１３±０．８７
４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ组 ７．１４±０．５８ａ ２１．１９±０．８６ａ ３８．０２±０．６１ａ

　　注：与０μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ组比较ａＰ＜０．０５。

Ａ、Ｂ、Ｃ：ＴＪ９０５细胞划痕２４、４８、７２ｈ；Ａ１、Ｂ１、Ｃ１：ＴＭＺ干预ＴＪ９０５细胞划痕２４、４８、７２ｈ。

图２　４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ对ＴＪ９０５细胞迁移能力的影响（×１００）

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＴＪ９０５ｃｅｌｌｓ（×１００）

３　讨论

人胶质瘤 ＴＪ９０５细胞株与人实质肿瘤性质相
似，是研究胶质瘤常用的细胞株；通常细胞增殖与细

胞程序性凋亡是正常的生理过程，其维持在一个平

衡状态，如果能够调节细胞增殖与凋亡之间的平衡，

则可对肿瘤的生长进行有效干预，因此，可通过干预

细胞增殖及程序性凋亡等途径对肿瘤进行治疗［６］。

诱导细胞凋亡是杀灭肿瘤细胞的主要机制之一［７］。

目前 ＴＭＺ已经成为治疗恶性胶质细胞瘤标准

手段的一部分，ＴＭＺ是烷化剂类抗肿瘤药物，能高
效通过血脑脊液屏障，在脑组织、脑脊液的浓度可
达到血浆浓度的３０％ ～４０％［８］。与传统的化学治

疗药物相比，ＴＭＺ细胞毒性主要是对 ＤＮＡ链的甲
基化作用，引起ＤＮＡ单链或双链断裂，阻断ＤＮＡ复
制，导致肿瘤细胞死亡［９１０］。ＴＭＺ不会引起ＤＮＡ链
的化学交联，对造血祖细胞的细胞毒性较低，降低了

对机体的毒副作用［１１］。

本实验结果显示，ＴＪ９０５细胞在不受药物干预
的情况下培养不同时间后进行 ＣＣＫ８检测，细胞生
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长不受抑制；ＴＪ９０５细胞在 ＴＭＺ干预下生长受到抑
制，ＴＪ９０５细胞活性与培养时间呈依赖关系。在相同
药物浓度条件下，随着药物干预时间的增加，ＴＪ９０５细
胞受到抑制作用越强，细胞裂解越严重。在相同干预

时间条件下，随着干预药物浓度的增加，ＴＪ９０５细胞受
到抑制作用、细胞裂解程度越明显。通过划痕实验证

实，ＴＪ９０５细胞在含有４００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ培养液中
培养２４、４８和７２ｈ后细胞迁移度均低于对照组，说
明ＴＭＺ能够抑制ＴＪ９０５细胞的生长。

对于 ＴＭＺ抑制 ＴＪ９０５细胞活性及迁移性的机
制尚不明确。研究发现，基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）对胶质瘤细胞的侵袭及转
移起关键作用，因为这类酶能够分解细胞外基质中

的各种蛋白，破坏组织学屏障，从而利于肿瘤细胞的

侵袭［１２１３］，因此抑制肿瘤细胞ＭＭＰｓ的活性，有利于
抑制胶质瘤细胞的侵袭及扩散。有研究发现，ＴＭＺ
能够通过抑制ＭＭＰｓ活性进一步起到抑制胶质瘤迁
移的作用［１４］。关于 ＴＭＺ对胶质瘤 ＴＪ９０５细胞的迁
移、生长抑制作用的确切分子机制还需继续探索。

综上所述，ＴＭＺ能抑制人脑胶质瘤 ＴＪ９０５细胞
的增殖活性及迁移能力，能有效促进细胞凋亡，为

ＴＭＺ应用于胶质瘤临床化学治疗提供了直接理论
依据。
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ａｔｅｓｔｈｅｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅａｎｄｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｇｌｉｏ

ｍａｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＭｅｄ，２０１３，２（４）：４５７４６７．
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