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柯里拉京对神经胶质瘤 Ｕ３７３ＭＧ细胞增殖
和迁移能力的影响
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　 　 摘　 要　 目的　 探究柯里拉京（Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ）对人脑胶质瘤Ｕ３７３ＭＧ细胞增殖活性和迁移能力的影响。方法　
培养Ｕ３７３ＭＧ细胞，分别应用不同浓度的Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ（２５、５０、１００、２００μｍｏｌ·Ｌ －１）干预Ｕ３７３ＭＧ细胞，培养不同时
间（２４、４８、７２ｈ）后收集细胞，Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ８检测药物干预后细胞增殖活性的变化，细胞划痕实验检测
２００μｍｏｌ·Ｌ －１ Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对Ｕ３７３ＭＧ细胞迁移能力的影响。结果　 随着Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ浓度的升高以及培养时间的延
长，Ｕ３７３ ＭＧ细胞的生长密度和体积明显降低，胞体出现皱缩，并可见大量散在的细胞碎片，细胞的生长受到明
显抑制；与对照组相比，Ｕ３７３ＭＧ细胞的存活率随着Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ药物浓度的升高和培养时间的延长而明显降低，差
异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），在含２００μｍｏｌ·Ｌ －１ Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ的培养液培养２４、４８和７２ｈ后Ｕ３７３ＭＧ细胞迁移度
均明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能有效抑制Ｕ３７３ＭＧ细胞的增殖活性和迁移能
力。
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　 　 胶质细胞瘤（Ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）是颅内最常
见的恶性肿瘤，其以侵袭性强、增殖速度快和术后
易复发为显著特点［１］。即使经过手术、放疗和化疗
等综合治疗后，患者的平均生存时间也只有１８个
月左右［２］。而且，治疗ＧＢＭ的一线化疗药物替莫
唑胺（Ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）已表现出明显的耐药
性。目前，具有抗肿瘤［３］、抗炎［４］和神经保护［５］等
作用的柯里拉京（Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ）关注度与探索价值越
来越高。本实验以不同浓度的Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ 干预
Ｕ３７３ ＭＧ细胞，并检测药物干预后不同时间段的
细胞增殖活性及迁移能力的变化，观察Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ
对胶质瘤细胞的影响，并为Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ的临床运用
提供一个新的依据。
１　 材料与方法
１． １　 材料

Ｕ３７３ＭＧ胶质瘤细胞系（中国典型培养物保藏
中心）；ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；青
链霉素双抗（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；胎牛血清（ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；胰蛋白酶
（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；ＰＢＳ磷酸缓冲液（普诺赛生命
科技有限公司）；Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｃｅｌｌ
ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂盒（碧云天生物技术研
究所）；ＭＫ３型酶标仪（美国赛默飞世尔科技公
司）。
１． ２　 Ｕ３７３ＭＧ细胞培养

取Ｕ３７３ＭＧ细胞接种在含有完全培养基（ＲＰ
ＭＩ１６４０ ＋ １％青链霉素双抗＋ １０％ ＦＢＳ）的２５ｃｍ２
的透气细胞培养瓶中，置于恒温细胞培养箱
（３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度）中进行培养。每日用显
微镜观察细胞的生长状况，每２日更换一次细胞培
养液，当肿瘤细胞铺满培养瓶底约８０％（４８ ～ ７２ｈ）
时即可传代，如此循环培养，直至所需细胞数。
１． ３　 ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖活性

选取培养的Ｕ３７３ＭＧ细胞接种于９６孔板上，
每孔约５０００个（１００μｌ）细胞，完全培养基培养２４ｈ
后弃掉培养基，重新加入ＲＰＭＩ１６４０ １００μｌ，２４ｈ后
再弃掉９６孔板中的ＲＰＭＩ１６４０培养基，配制的含
不同浓度的Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ培养液（完全培养基＋ Ｃｏｒｉ
ｌａｇｉｎ），Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ浓度分别为２５、５０、１００、２００μｍｏｌ
·Ｌ －１（以０μｍｏｌ·Ｌ －１为对照组，用ＲＰＭＩ１６４０代
替），按实验设计每孔加１００μｌ，每组均设３个复
孔，分别干预２４、４８、７２ｈ，并分别加入１００μｌ ＲＰＭＩ

１６４０ ＋ ＣＣＫ８混合液（ＲＰＭＩ１６４０∶ ＣＣＫ８ ＝ １０∶ １），
置于恒温培养箱中培养２ｈ后，用酶标仪检测每个
孔的吸光度值，每个检验重复３ 次，检测波长
４５０ｎｍ，参照波长６３０ｎｍ。计算细胞存活率（％）＝
［（干预组ＯＤ值－空白组ＯＤ值）／（对照组ＯＤ值
－空白组ＯＤ值）］× １００％。
１． ４　 细胞划痕实验

选培养至传代的Ｕ３７３ＭＧ细胞接种于６孔板
中，每孔约２ × １０５个（２ｍｌ）细胞，正常培养２４ｈ后，
用无菌枪头（１０μｌ）均匀划痕，并用ＰＢＳ冲洗掉细
胞碎片，更换细胞培养液，实验组培养液含Ｃｏｒｉｌａ
ｇｉｎ浓度为２００μｍｏｌ·Ｌ －１，对照组为不加Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ
的培养液，再继续培养２４、４８和７２ｈ，在显微镜下
每２４ｈ观察１次，并测量细胞的迁移距离，拍照记
录并计算细胞迁移度，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　 统计学方法

采用ＳＰＳＳ ２４． ０软件进行分析，数据以均数±
标准差的形式表示，采用ｔ检验进行组间比较，Ｐ ＜
０． ０５为差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 Ｕ３７３ＭＧ细胞形态观察

未经Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预的Ｕ３７３ＭＧ细胞，其状态
良好，铺满孔底，紧密贴壁生长，并且细胞结构完
整，胞体大致呈圆形、多角形、椭圆形等。而２５、
５０、１００、２００μｍｏｌ·Ｌ －１浓度Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预Ｕ３７３ＭＧ
细胞后，随着药物浓度的升高或者干预时间的延
长，Ｕ３７３ＭＧ细胞的形态逐渐发生变化，细胞有不
同程度皱缩，细胞生长密度液逐渐降低，并可见大
量散在的细胞碎片，细胞生长受到明显抑制。
２． ２　 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对Ｕ３７３ＭＧ细胞增殖活性的影响

Ｕ３７３ＭＧ细胞经不同浓度Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预２４、
４８、７２ｈ后，经ＣＣＫ８试剂盒检测发现，在干预时间
相同的条件下，与对照组相比，Ｕ３７３ＭＧ细胞的存
活率随着Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ浓度的增加而逐渐降低，差异具
有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；在药物浓度相同的条
件下，与对照组相比，Ｕ３７３ＭＧ细胞的存活率随着
Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预时间的延长逐渐降低，差异具有统计
学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。见图１。
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图１　 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对Ｕ３７３ＭＧ细胞存活率的影响
２． ３　 Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对Ｕ３７３ＭＧ细胞迁移的影响

与对照组相比，在含２００μｍｏｌ·Ｌ －１ Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ
血清培养基中培养２４、４８和７２ｈ后Ｕ３７３ＭＧ细胞
的迁移度均明显降低，差异具有统计学意义（Ｐ ＜
０． ０５）。见表１、图２。
表１　 两组Ｕ３７３ＭＧ细胞不同时间点迁移能力的比较

组别 Ｕ３７３ＭＧ细胞迁移度／ ％
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

对照组 ３５． ３６ ± ４． ２７ ６６． ４２ ± ８． ２５ ９３． ２７ ± ８． １６
２００μｍｏｌ·Ｌ － １ Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ组 １１． ２７ ± ３． １８ ３４． ２６ ± ７． ２２ ４８． ７５ ± ９． ５４
ｔ ７． ８４ ５． ０８ ６． １４
Ｐ ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１ ＜ ０． ０１

图２　 各组Ｕ３７３ＭＧ细胞迁移能力比较（× １００）

３　 讨论
脑胶质瘤具有侵袭性强和复发率高的特

点［６７］，经过手术切除后行化疗等标准治疗后，胶质
瘤患者的生存期依旧很低［８］，而且，治疗ＧＢＭ的
一线化疗药物ＴＭＺ已存在明显的耐药性［９］，因此，
目前急切需要一种新的化疗药物来替换或提高
ＴＭＺ的疗效。Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ又名柯子次鞣素，属天然植
物多酚单宁酸类化合物，分子式是Ｃ２７Ｈ２２Ｏ１８，分子
量６３４． ４６，为白色针晶状粉末，是蜜柑草总甙抗肿
瘤作用的主要活性成分［１０１１］。Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ具有多种
药理作用，主要涉及抗肿瘤［３］、抗炎［４］、神经保
护［５］等作用，应用前景良好，已有大量研究人员对
其作用机制进行了密切关注及探索。

本文应用Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预胶质瘤Ｕ３７３ＭＧ细
胞，发现随着药物浓度的增加或者干预时间的延
长，Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ促使胶质瘤Ｕ３７３ＭＧ细胞的增殖活性
逐渐降低；Ｕ３７３ＭＧ细胞划痕实验的迁移度降低，
说明Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能够有效抑制Ｕ３７３ＭＧ细胞的生
长。通常细胞增殖与细胞程序性凋亡是正常的生
理过程，并维持在一个平衡状态［１２］，如果能够打破
细胞增殖与凋亡之间的平衡状态，那么就可对肿瘤
的生长进行有效的干预［１３］，因而，可通过干涉细胞
增殖及程序性凋亡等途径对肿瘤进行治疗［１４］。本
文结果显示，Ｕ３７３ＭＧ细胞在不受药物干预的情况
下培养不同时间后进行ＣＣＫ８检测，细胞生长不
受抑制；Ｕ３７３ＭＧ细胞在Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ干预下生长遭到
抑制，Ｕ３７３ＭＧ细胞增殖活性与培养时间呈负性依
赖关系。在药物浓度相同的条件下，Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对

·０６１·
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Ｕ３７３ＭＧ细胞的抑制作用随着药物干涉时间的延
长逐渐增强，并且细胞裂解也越严重。在干预时间
相同的条件下，随着药物浓度的增加，Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对
Ｕ３７３ＭＧ细胞的抑制作用，以及细胞的裂解程度越
来越明显。通过划痕实验证实，Ｕ３７３ＭＧ细胞在含
有２００ μｍｏｌ·Ｌ －１ Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ的培养基中培养２４、４８
和７２ｈ后，Ｕ３７３ＭＧ细胞的迁移度均明显低于对照
组，说明Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ对Ｕ３７３ＭＧ细胞的生长具有明
显的抑制作用。

综上所述，Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ能有效抑制人脑胶质瘤
Ｕ３７３ＭＧ细胞的增殖活性和迁移能力，为Ｃｏｒｉｌａｇｉｎ
能否应用于胶质瘤的临床化学治疗提供一个新的
实验依据。
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