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秋水仙碱对胶质瘤细胞系化疗敏感性的影响

吴 宇 朱馨艺 江洪祥 陈谦学

【摘要】目的 探讨秋水仙碱对胶质瘤细胞系化疗敏感性的影响及其机制。方法 采用不同浓度的替莫唑胺（TMZ）处理人脑

胶质瘤细胞系U87和A172细胞，构建TMZ耐药细胞系U87/TR和A172/TR，再使用秋水仙碱（10、30 ng/ml）干预1、2、3 d，采用细

胞计数法、BrdU法和流式细胞术检测细胞活力、细胞增殖和细胞周期。生物信息学方法分析胶质瘤组织差异表达的微小RNA
（miRNAs），并预测其靶基因；然后，采用qRT-PCR检测U-87/TR和A172/TR细胞中这些miRNAs的表达情况，调控miRNAs的表

达以观察秋水仙碱效应的变化。结果 秋水仙碱显著抑制U87/TR和A172/TR细胞的增殖活力（P<0.05），呈时间依赖性和剂量依

赖性（P<0.05），而且显著阻滞U87/TR和A172/TR的有丝分裂，使细胞阻滞在G0/G1期。30 ng/ml秋水仙碱显著增加TMZ对U87/
TR和A172/TR细胞增殖的抑制效果（P<0.05），明显降低 TMZ的 IC50值（P<0.05）。生信分析显示，胶质瘤组织miR-330-3p、
miR-491-5p、miR-6782-5p、miR-31-5p、miR-330-5p、miR-137和miR-433-3p呈差异表达，秋水仙碱明显上调U87/TR和A172/
TR细胞miR-330-3p的表达（P<0.05）、明显抑制miR-330-3p靶基因ErbB的表达（P<0.05）。抑制miR-330-3p表达明显逆转秋

水仙碱的生物学效应（P<0.05）。结论 秋水仙碱可以抑制TMZ耐药的胶质瘤细胞的增殖，其机制可能涉及到miR-330-3p/ErbB
信号通路的调节。
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Effect of colchicine on the sensitivity of glioma cells to temozolomide chemotherapy
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Wuhan 430060, China

【Abstract】 Objective To investigate the effect of colchicine on the sensitivity of glioma cells to temozolomide (TMZ)
chemotherapy and its mechanism. Methods Different concentrations of TMZ were used to treat human glioma cell lines U87 and A172,
and to construct TMZ-resistant cell lines U87/TR and A172/TR. After colchicine (10, 30 ng/ml) treatment for 1, 2, and 3 days, cell
viability, cell proliferation, and cell cycle were detected by cell counting, BrdU method, and flow cytometry, respectively. The
differentially expressed microRNAs (miRNAs) in glioma tissues were analyzed by bioinformatics methods, and their target genes were
predicted. Then, qRT-PCR was used to detect the expression of these miRNAs in U87/TR and A172/TR cells, and the expression of
miRNAs was regulated to observe the changes of colchicine effects. Results Colchicine significantly inhibited the proliferation of U87/
TR and A172/TR cells (P<0.05), with time- and dose-dependent manners (P<0.05). Colchicine significantly blocked mitosis of U87/TR
and A172/TR cells, and induced cell cycle arrest in the G0/G1 Phase. Colchicine at the concentration of 30 ng/ml significantly increased
the inhibitory effect of TMZ on proliferation of U87/TR and A172/TR cells (P<0.05), and significantly reduced the IC50 value of TMZ (P<
0.05). Bioinformatics analysis showed that miR-330-3p, miR-491-5p, miR-6782-5p, miR-31-5p, miR-330-5p, miR-137, and miR-
433-3p were differentially expressed in glioma tissues. Colchicine significantly upregulated the expression of miR-330-3p in U87/TR
and A172/TR cells (P<0.05), and significantly inhibited the expression of miR-330-3p target gene ErbB (P<0.05). Inhibition of miR-
330-3p significantly reversed the biological effects of colchicine (P<0.05). Conclusions Colchicine can inhibit the proliferation of TMZ-
resistant glioma cells, and the mechanism may be involved in the regulation of miR-330-3p/ErbB signaling pathway.
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● 实验研究实验研究 ●

胶质母细胞瘤是一种高度恶性的中枢神经系统

肿瘤，呈浸润性生长，与正常脑组织之间没有明显边

界，因此手术难以完全切除，即使采用手术切除结合

术后放化疗，总体疗效也较差 [1，2]。替莫唑胺

（temozolomide，TMZ）与放疗联合治疗较单独放疗显

著改善胶质母细胞瘤病人的预后，目前已成为胶质

母细胞瘤的标准化疗药物[3]。然而，许多胶质母细胞

瘤病人对TMZ表现出耐药性[4]，因此，寻找有效降低

胶质母细胞瘤对 TMZ耐药的方法一直是神经外科

领域的重要课题。研究发现，秋水仙碱可干扰肿瘤

细胞的蛋白质代谢，抑制RNA聚合酶的活性，从而
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诱导多种肿瘤细胞凋亡，如乳腺癌细胞和肝癌细胞[5，

6]。本研究探索秋水仙碱对胶质瘤化疗敏感性的影

响及作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 恶性胶质瘤细胞系U87和A172购自

中国科学院细胞库，采用RPMI-1640培养基（美国

Invitrogen公司）培养，培养基含有10% 胎牛血清（美

国 Invitrogen公司）、100 U/ml青霉素和 100 μg/ml链
霉素（美国 Invitrogen公司）。

1.2 建立TMZ耐药胶质瘤细胞系 根据参考文献[7]
报道的方法诱导 TMZ耐药的U87和A172细胞株。

收集对数生长期U87和A172细胞，通过梯度递增培

养基中 TMZ浓度（0.25、0.5、1.0、2.0、4.0、8.0和 16.0
mg/L），从含有低浓度的TMZ的培养基培养细胞，待

细胞生长稳定后 2周，增加 TMZ药物浓度，如此往

复，6个月后即可诱导出对TMZ耐药的细胞株，并将

其分别命名为U87/TR和A172/TR。

1.3 细胞活性实验 取对数生长期的 U87/TR 和

A172/TR细胞，接种96孔板（5×103个/孔）培养3 h，然
后添加秋水仙碱（10、30 ng/ml；美国Sigma-Aldrich公
司），每个浓度设置3个平行孔，继续培养1、2、3 d，每
孔加入10 μl CCK-8试剂（上海碧云天生物技术股份

有限公司）孵育 2 h，使用自动酶标仪检测 450 nm波

长处吸光度（optical density，OD）。按照以下公式计

算细胞存活率和药物对细胞的抑制率：细胞生长抑

制率（%）=[（对照组OD值-用药组OD值）/对照组OD
值]×100%。计算半数抑制药物浓度（IC50值）。

1.4 BrdU实验 将U87/TR和A172/TR细胞接种在24
孔板中，并用二甲基亚砜或 30 ng/ml秋水仙碱处理

24 h，之后将BrdU（美国 Sigma-Aldrich公司）添加到

培养基中继续培养4 h。然后，使用多聚甲醛室温固

定细胞 15 mins，并在室温下使用 3%牛血清蛋白封

闭细胞 1 h，之后加入抗 BrdU抗体（美国 Sigma-Al⁃
drich公司）在 4 ℃下孵育过夜。使用 PBS缓冲液清

洗细胞后，使用DAPI避光孵育细胞10 min。最后在

荧光显微镜下，随机选择非重叠视野计算BrdU阳性

细胞数。

1.5 流式细胞术检测细胞周期 取对数生长期的

U87/TR 和 A172/TR 细胞，待细胞长至 80%融合度

时，PBS缓冲液洗涤细胞，加入 1 ml胰蛋白酶（美国

Invitrogen公司）消化细胞。随后离心、弃上清，加入

1.5 ml预冷的PBS缓冲液重悬细胞后离心，弃上清，

加入3.5 ml无水乙醇 4 ℃固定30 min，PBS缓冲液清

洗细胞两遍后，加入200 μl PBS缓冲液和2 μl RNA⁃
ase A溶液（0.25 mg/ml）37 ℃孵育 30 min。最后向细

胞悬液中加入0.5 ml碘化丙啶（50 μg/ml）溶液（美国

Southern Biotechnology 公司），室温下避光染色 30
min，PBS缓冲液清洗后，流式细胞仪检测细胞周期。

1.6 生信分析 通过Gene Expression Omnibus数据库

下载基因芯片数据集GSE90603和GSE112009，分析

胶质瘤组织和正常脑组织 miRNA 的表达谱的变

化。通过 TartgetScan7.1 数据库、StarBase 数据库、

miRBD数据库和miRWalk 数据库来筛选miR-330-
3p的下游基因。基因富集分析使用Gene Ontology
数据库（http://www.geneontology.org/）和KEGG数据库

（http://www.genome.jp/kegg/）完成。

1.7 细胞转染 将 U87/TR和 A172/TR细胞以 1×106

个/ml的密度接种于60 mm培养板，培养24 h后进行

细胞转染。miR-330-3p抑制剂（miR inhibitors）及对

照miRNA（广州锐博生物科技有限公司），按照Lipo⁃
fectamine 2000（美国 Invitrogen公司）说明书进行细

胞转染。转染24 h后，用qRT-PCR检测转染效率。

1.8 qRT-PCR检测 收集U87/TR和A172/TR细胞，

按照总RNA提取试剂盒（日本 Takara公司）说明书

提取总RNA，使用逆转录试剂盒（日本Takara公司）

将总RNA逆转录为 cDNA，利用Primer premier 5.0软
件设计目的基因及内参基因U6的 qRT-PCR引物，

以 cDNA为模板，使用 Tsingke PCR kit进行 PCR扩

增。然后使用 SYBR Premix-Ex-Taq和 ABI7300系

统进行 qRT-PCR。反应程序为：94 ℃预变性 5 min，
94 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸2 min，35个
循环，72 ℃总延伸 5 min。反应体系为 20 μl，以U6
为内参，采用 2-ΔΔCt法计算细胞miRNAs表达水平。

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司公司合

成，引物序列：miR-330-3p 上游引物 5′-TATAG⁃
CAAAGCACACGGCCTGC-3'，下游引物 5′-CAGTG⁃
CAGGGTCCGAGGT-3'；内参 U6 上游引物 5′-CTC⁃
GCTTCGGCAGCACA- 3′ ，下 游 引 物 5′- AAC⁃
GCTTCACGAATTTGCGT-3′。
1.9 统计学分析 使用Graphad Prism 8.0软件进行作

图和统计学分析；正态分布计量资料以 x±s表示，采

用 student's-t检验和单因素方差分析；P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 秋水仙碱对U87/TR和A172/TR细胞增殖和细胞

周期的影响 秋水仙碱显著抑制U87/TR和A172/TR
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的细胞活力（P<0.05，图 1A），并呈时间依赖性和剂

量依赖性（P<0.05，图 1A）；而且，秋水仙碱显著抑制

U87/TR和A172/TR细胞增殖（P<0.05，图1B、1C），显

著阻滞U87/TR和A172/TR的有丝分裂，使细胞阻滞

在G0/G1期（图1D、1E）。
2.2 秋水仙碱对U87/TR和A172/TR化疗敏感性的影

响 30 ng/ml 秋水仙碱显著增加 TMZ 对 U87/TR 和

A172/TR的抑制效果（P<0.05；图 2），明显降低 TMZ
的 IC50 值（P<0.05；图 2）。这提示秋水仙碱增强

U87/TR和A172/TR对TMZ的化疗敏感性。

2.3 秋水仙碱对U87/TR和A172/TR细胞miR-330-

3p表达的影响 生信分析结果显示，与正常脑组织相

比，数据集GSE90603胶质瘤组织有480个miRNA下

调，593个miRNA上调；数据集GSE112009有 892个
miRNA在低级别胶质瘤中低表达，695个miRNA在

高级别胶质瘤中高表达。两组数据合并分析发现有

8个miRNA（miR-330-3p、miR-491-5p、miR-6782-
5p、miR-31-5p、miR-330-5p、miR-137和miR-433-
3p）呈差异表达（图 3A、3B）。U87/TR和A172/TR细

胞系体外实验结果显示，30 ng/ml秋水仙碱使U87/
TR 和 A172/TR 细胞系 7 个 miRNA（miR- 330- 3p、
miR-491-5p、miR-6782-5p、miR-31-5p、miR-330-

图1 秋水仙碱对胶质瘤TMZ耐药细胞系U87/TR和A172/TR细胞增殖和细胞周期的影响

A. CCK-8法检测秋水仙碱（0、10、30 ng/ml）对U87/TR和A172/TR细胞活力的影响；B、C. BrdU实验检测30 ng/ml秋水仙碱对U87/TR和A172/
TR细胞增殖能力的影响；D、E. 流式细胞术检测30 ng/ml秋水仙碱对U87/TR和A172/TR细胞周期的影响；* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001

Figure 1 Effect of colchicine on proliferation and cell cycle of glioma TMZ-resistant cell lines U87/TR and A172/TR
A: Effect of colchicine (0, 10, 30 ng/ml) on the viability of U87/TR and A172/TR cells detected by CCK-8 assay. B-C. Effect of 30 ng/ml colchicine on
the proliferation of U87/TR and A172/TR cells detected by BrdU assay. D-E: Effect of 30 ng/ml colchicine on the cell cycle of U87/TR and A172/TR
cells detected by flow cytometry. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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5p、miR-137和miR-433-3p）显著上调，其中miR-
330-3p上调最明显，而miR-4706显著下调（图3C），

于是，我们选择miR-330-3p进行后续研究。

2.4 下调miR-330-3p表达逆转秋水仙碱对U87/TR
和A172/TR细胞的生物学效应 qRT-PCR检测结果

显示，成功转染miR-330-3p抑制剂，明显下调miR-
330-3p的表达（P<0.05；图 4A）。抑制miR-330-3p
明显逆转秋水仙碱的生物学效应（P<0.05；图

4B~D）。
2.5 秋水仙碱调控miR-330-3p/ErbB信号通路 通过

TartgetScan7.1数据库、StarBase数据库、miRBD数据

库和miRWalk数据库来筛选miR-330-3p的下游基

因（图5A），通过GO、KEGG富集分析miR-330-3p下

游靶基因ErbB（图5B、5C）。秋水仙碱显著抑制U87/
TR和A172/TR细胞系ErbB蛋白的表达（P<0.05；图
5D），而抑制miR-330-3p可逆转此作用（P<0.05；图
5D）。
3 讨 论

尽管 TMZ的临床应用显著延长了胶质瘤病人

的生存期，但仅不到一半的病人对 TMZ敏感，肿瘤

细胞对TMZ耐药制约了病人在化疗中的临床效益[8-

10]。因此，深入研究胶质瘤对 TMZ耐药的分子机制

具有重要临床意义。本研究发现，秋水仙碱能显著

抑制 TMZ耐药胶质瘤细胞系的细胞活性和增殖能

力，并诱导细胞周期阻滞，提示秋水仙碱可能是TMZ

图2 秋水仙碱对胶质瘤TMZ耐药细胞系U87/TR和A172/TR化疗敏感性的影响

A. CCK-8法检测不同浓度TMZ和30 ng/ml秋水仙碱共处理U87/TR细胞24 h后细胞活力，并计算TMZ的 IC50值；B. CCK-8法检测不同浓

度TMZ和30 ng/ml秋水仙碱共处理A172/TR细胞24 h后细胞活力，并计算TMZ的 IC50值；* P<0.05，** P<0.01，*** P<0.001
Figure 2 Effect of colchicine on chemotherapy sensitivity of glioma TMZ-resistant cell lines U87/TR and A172/TR

A: The cell viability of U87/TR cells was detected by CCK-8 at 24 h after co-treatment with different concentrations of TMZ and 30 ng/ml colchi⁃
cine, and the IC50 value of TMZ was calculated. B: The cell viability of A172/TR cells was detected by CCK-8 at 24 h after co-treatment with dif⁃
ferent concentrations of TMZ and 30 ng/ml colchicine, and the IC50 value of TMZ was calculated. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001
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图3 miR-330-3p在胶质瘤组织和胶质瘤TMZ耐药细胞系U-87/TR和 A172/TR中的表达情况

A. 通过GEO数据库下载数据集GSE90603和GSE112009，分析胶质瘤组织差异表达的miRNAs，绿色点为胶质瘤组织中下调基因，棕色点为胶

质瘤组织中上调基因；B. 韦恩图分析展示两个数据集共同下调的miRNAs；C. qRT-PCR检测U-87/TR和 A172/TR细胞秋水仙碱处理后miR⁃
NAs的表达变化

Figure 3 Expression of miR-330-3p in glioma tissues and glioma TMZ-resistant cell lines U-87/TR and A172/TR
A: Data sets GSE90603 and GSE112009 were downloaded from GEO database to analyze the differentially expressed miRNAs in glioma tissues, with
the green dots representing the down-regulated genes in glioma tissues, and the brown dots representing the up-regulated genes in glioma tissues. B:
Venn diagram analysis showed the miRNAs that were down-regulated in both data sets. C: qRT-PCR detected the expression changes of miRNAs in
U-87/TR and A172/TR cells after colchicine treatment.

的潜在增敏剂。

近年来，研究发现秋水仙碱具有抗肿瘤作用，其

机制包括抑制微管蛋白二聚体的形成、干扰微管的

正常功能，从而阻止细胞有丝分裂时纺锤体的形成，

进而抑制细胞分裂，最终导致细胞周期停滞、凋亡和

细胞死亡[11-13]。有研究报道，秋水仙碱可以显著抑制

乳腺癌细胞的增殖，诱导细胞凋亡，并且表现出时间

和剂量依赖性 [14]。另有研究表明，秋水仙碱通过抑

制基质金属蛋白酶9的活性以及FAK/SRC复合物和

paxillin的磷酸化，从而抑制下咽癌细胞的增殖和侵

袭能力 [15]。值得注意的是，秋水仙碱衍生物AD1具

有抗胶质瘤活性，机制可能是扰乱胶质瘤细胞微管

的聚合，提高活性氧水平，并促进细胞自噬[16]。本研

究发现秋水仙碱可以抑制胶质瘤耐药细胞系的增

殖、阻滞细胞周期。这为治疗胶质瘤病人，尤其是

TMZ抵抗的病人，提供了新的研究方向。

miRNAs是一类长度为 18~25个核苷酸的非编

码小分子RNA，在转录后水平上调节靶基因的翻译，

从而影响细胞的增殖、分化和凋亡等多种生理和病

理过程[17]。既往研究表明，miR-330-3p在胶质瘤中

发挥重要的调节作用，例如，miR-330-3p在胶质瘤

组织中显著下调，其过表达可通过下调CELF1的表

达来抑制肿瘤细胞的增殖和迁移[18]；而且，miR-330-
3p在胶质瘤组织和细胞中低表达与病人预后不良密

切相关 [19]。本研究发现，秋水仙碱显著上调胶质瘤

TMZ耐药细胞miR-330-3p的表达，抑制miR-330-
3p的活性可以逆转秋水仙碱的化疗增敏作用。我们

的结果表明，秋水仙碱逆转了胶质瘤细胞对TMZ的

--101



中国临床神经外科杂志2024年2月第29卷第2期 Chin J Clin Neurosurg, February 2024, Vol. 29, No. 2

耐药性，miR-330-3p可能介导了这一生物学活性。

ErbB家族属于表皮生长因子受体家族，包括

EGFR、HER2、HER3和HER4等四个受体，具有胞外

结构域、跨膜结构域和胞质酪氨酸激酶结构域 [20]。

当ErbB家族成员与其配体结合时，会激活各种细胞

内信号通路，调节细胞生长、存活和迁移等多种细胞

过程[21]。ErbB在胶质瘤中的作用机制已经受到广泛

研究，作为ErbB家族成员，EGFR在胶质瘤组织中高

度表达，可通过激活PI3K/AKT/mTOR信号通路诱导

自噬，从而促进胶质瘤细胞的生长 [22]。研究表明，

ErbB通路被 lncRNA SNHG16异常激活，进而激活

PI3K/AKT通路，促进胶质瘤细胞的生长[23]。本研究

发现，ErbB通路的活性受miR-330-3p的调控，秋水

仙碱通过上调miR-330-3p的表达，抑制ErbB通路

的活性。

总之，本研究表明秋水仙碱可以抑制TMZ耐药

的胶质瘤细胞的增殖，其机制可能涉及到miR-330-
3p/ErbB信号通路的调节。然而，本研究仍然存在一

些不足之处：首先，本研究仅为体外细胞研究，秋水

仙碱提高TMZ活性的生物学效应需要进一步的动物

实验和临床研究来验证。其次，秋水仙碱是否可以

通过调节其他信号通路来增加胶质瘤细胞对其他化

疗药物的敏感性，目前尚不清楚。最后，秋水仙碱穿

越血脑屏障的能力将决定其在临床上的应用前景。
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