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脑肿瘤干细胞（Brain tumor stem cells，BTSCs）是从

脑肿瘤（尤其是恶性脑肿瘤）中分离的具有“干细胞”特

征的种子细胞[1]。不同于干细胞的是，BTSCs的增殖与

自我更新能力更强，离体培养时传代次数也更多，因此

被认为是引发脑肿瘤并维持其浸润性生长、复发及转移

的主要细胞源[2]。目前，对于脑肿瘤的治疗主要依靠化
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摘 要 目的：研究榄香烯乳联合更昔洛韦对C6脑肿瘤干细胞（BTSCs）侵袭能力及组织金属蛋白酶抑制物1（TIMP-1）mRNA表

达的影响。方法：从大鼠C6恶性胶质瘤细胞株中分离培养传代3次的细胞，采用免疫细胞化学法检测其中干细胞标志物CD133、

Nestin蛋白表达情况。将20只大鼠随机分为空白对照组（生理盐水）、更昔洛韦组（ig，216 mg/kg）、榄香烯乳组（尾 iv，36 mg/kg）和

联用组（ig更昔洛韦216 mg/kg +尾 iv榄香烯乳36 mg/kg），每组5只，每天给药1次，连续给药10 d。于末次给药后2 h采集各组大

鼠血液并分离血清，分别与C6 BTSCs在体外培养基中共同培养24 h。采用Boyden侵袭试验检测C6 BTSCs的细胞侵袭能力，实

时荧光定量聚合酶链式反应（RT-PCR）法测定C6 BTSCs的TIMP-1 mRNA表达情况。结果：传代3次后的细胞中CD133、Nestin蛋

白有明显表达，表明其为 BTSCs。与空白对照组比较，更昔洛韦组、榄香烯乳组和联用组 C6 BTSCs 的细胞侵袭率均明显下降、

TIMP-1 mRNA表达均明显增强，差异有统计学意义（P＜0.05）；与更昔洛韦组和榄香烯乳组比较，联用组C6 BTSCs的细胞侵袭率

明显下降、TIMP-1 mRNA表达明显增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论：榄香烯乳联合更昔洛韦可明显抑制C6 BTSCs的细

胞侵袭，其作用机制可能与促进TIMP-1的生成有关，且联用效果强于单用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect of Elemene emulsion combined with ganciclovir on invasive ability and TIMP-1

mRNA expression in C6 brain tumor stem cells. METHODS：Cells with 3 generations were isolated and cultured from rats’C6 ma-

lignant glioma cell lines，and immunocytochemistry was adopted to detect the protein expressions of stem cell markers CD133，Nes-

tin. 20 rats were randomly divided into blank control group（normal saline），ganciclovir group（intragastrically administrated，216

mg/kg），Elemene emulsion injection group（intravenously injected in tail，36 mg/kg）and combination group（intragastrically ad-

ministrated 216 mg/kg of ganciclovir+ intravenously injected 36 mg/kg of Elemene emulsion injection in tail），5 in each group，

once every day，for 10 d. After 2 h of last administration，the blood of rats in each group was collected，serum was isolated and

co-cultured 24 h with C6 BTSCs in in vitro culture medium. Boyden invasion test was used to detect the invasive ability of C6

BTSCs，and real-time quantitative polymerase chain reaction（RT-PCR）method was used to determine the TIMP-1 mRNA expres-

sion of C6 BTSCs. RESULTS：Cells with 3 generations had obvious protein expressions in CD133 and Nestin，indicating they

were BTSCs. Compared with blank control group，the cell invasion rates of C6 BTSCs in ganciclovir group，Elemene emulsion in-

jection group and combination group were obviously decreased，TIMP-1 mRNA expression was obviously enhanced，with statisti-

cal significances（P＜0.05）. Compared with ganciclovir group and Elemene emulsion injection group，the cell invasion rate of C6

BTSCs in combination group was obviously decreased，TIMP-1 mRNA expression was obviously enhanced，with statistical signifi-

cances（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Elemene emulsion injection combined with ganciclovir can obviously inhibit the cell invasion

of C6 BTSCs，the mechanism may be associated with promoting the TIMP-1 generation，and combination use shows better effect

than single use.
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疗、放疗及手术等手段。有研究表明，含烷化剂的药物

联合化疗方案治疗后患者2年内生存率低于30％，中位

生存时间也不足15个月；放疗虽然可以提高治疗效果，

但其受到放疗剂量的限制，且某些肿瘤细胞对放疗敏感

性低；手术并无法对肿瘤进行彻底有效的根治，加上脑

肿瘤复发率极高，因此众多疗法在脑肿瘤方面的临床疗

效仍不能令人满意[3]。近年来，神经细胞学及电子显微

技术的重大进步，极大地丰富了国内外学者对脑肿瘤发

生、发展机制的认识，自 2002年最早发现并成功分离

BTSCs后，国内外学者便致力于对BTSCs进行研究。随

着中医药在医学领域的发展，双氢青蒿素、喜树碱、山豆

根等中药成分已被证实具有明显的抗癌作用[4]。榄香烯

为中药温郁金中的主要活性成分，研究证实其细胞毒性

小、不易产生耐药现象、无骨髓抑制，且由于榄香烯分子

量较小，极易透过血脑屏障（Blood brain barrier，BBB）[5]，

近年来已成为主治肿瘤的处方药物[6]。更昔洛韦为目前

临床常用的广谱抗病毒药，可在多个靶点抑制病毒DNA

进行复制，抗病毒活性极强，加之其分子量不大，同样也

极易透过BBB[7]。有研究表明，莪术、白花蛇舌草等中药

复方提取物与更昔洛韦联合应用对于肿瘤血管的生成

抑制效果显著[8]。本研究将榄香烯乳与更昔洛韦联合应

用，观察其对 BTSCs 侵袭能力以及组织金属蛋白酶抑

制物1（TIMP-1）mRNA表达的影响，初步探讨榄香烯乳

联合更昔洛韦是否可以抑制肿瘤细胞侵袭及其分子调

控机制，以期为临床抗脑肿瘤治疗提供参考依据。

1 材料
1.1 仪器

G16型高速离心机（北京白洋医用离心机有限公

司，离心半径：5.60 cm）；Prism® 7000型实时荧光定量聚

合酶链式反应（RT-PCR）仪（美国应用生物系统公司）；

CX23型荧光显微镜[奥林巴斯（中国）有限公司]；4XC-

TV型光倍显微镜（莱州莱华试验仪器厂）；U-1810DS型

紫外分光光度仪[屹谱仪器制造（上海）有限公司]。

1.2 药品与试剂

榄香烯乳注射液（大连华立金港药业有限公司，批

号：H10960114，规格：20 mL ∶ 0.1 g）；更昔洛韦分散片

（湖北东信药业有限公司，批号：H20110082，规格：每片

0.25 g）；兔抗人干细胞标志物CD133一抗、兔抗大鼠肝

细胞标志物 Nestin 一抗和 Matrigel 基质胶（美国 BD 公

司）；Alexa Fluor 488标记的羊抗人免疫球蛋白G（IgG）、

Alexa Fluor 610标记的羊抗兔 IgG二抗（美国Molecular

Probes公司）；多聚甲醛、结晶紫、Hoechst 33342染色液

（上海远慕生物科技有限公司）；Gibco®胎牛血清（FBS，

美国Thermo Fisher公司）；DMEM/F12培养基（上海博升

生物科技有限公司）；Transwell 小室（美国 Millipore 公

司）；碱性成纤维生长因子、表皮生长因子（美国Sigma公

司）；B-27添加剂（美国 Invitrogen 公司）；RT-PCR 试剂

（威斯腾生物医药科技有限公司）；Trizol试剂盒[赛默飞

世尔科技（中国）有限公司]。

1.3 细胞与动物

大鼠 C6恶性胶质瘤细胞株（上海细胞所）。SD 大

鼠，♂，体质量240～260 g，由北京维通利华实验动物技

术有限公司提供，生产合格证号：SCXK（京）2011-0011，使

用许可证号：SYXK（鲁）2011-0034。本实验在我院实验

动物伦理委员会审核并同意的情况下进行。

2 方法
2.1 细胞培养

先用普通培养基（含 10％优质胎牛血清的DMEM/

F12培养基）对 C6恶性胶质瘤细胞在 37 ℃、相对湿度

95％、5％CO2的培养箱中培养。当细胞生长达到对数生

长期时，按照3×103 个/cm2的密度在无血清培养基（质量

浓度均为 20 ng/mL的碱性成纤维生长因子与表皮生长

因子、质量浓度为20 μg/mL的B-27添加剂）中再继续培

养，2～3 d换液1次；6 d时消化制备成单细胞悬液，并以

相同的密度接种在 24 孔板中。传代 3 次后作为 C6

BTSCs进行下一步试验。

2.2 免疫细胞化学法检测细胞中CD133、Nestin蛋白的

表达

为了证实“2.1”项下传代3次后的细胞已经是BTSCs，

笔者将分离得到的细胞倒去培养基后用磷酸盐缓冲液

（PBS）清洗 2次，多聚甲醛固定 30 min，再用PBS洗涤 3

次。加封闭液进行封闭，1 h后加兔抗人CD133一抗于

湿盒中，4 ℃条件下孵育过夜。然后继续加入Alexa Flu-

or 488标记的羊抗人 IgG、Alexa Fluor 610标记的羊抗兔

IgG 二抗于 37 ℃条件下孵育 1 h。最后再加 Hoechst

33342染色液，10 min 后用 PBS 洗涤 3次并用盖玻片进

行封固，用荧光显微镜进行观察细胞中CD133、Nestin蛋

白表达情况。

2.3 分组、给药及含药血清制备

将 20只SD大鼠按随机数字表法分为空白对照组、

更昔洛韦组、榄香烯乳组和联用组，每组5只。更昔洛韦

组大鼠 ig给予以生理盐水溶解稀释的更昔洛韦分散片，

给药剂量为 216 mg/kg；榄香烯乳组大鼠尾 iv给予榄香

烯乳注射液，给药剂量为36 mg/kg，药物剂量均参考《药

理实验方法学》大鼠与人临床等效剂量表设定；联用组

大鼠先 ig给予更昔洛韦 216 mg/kg进行抗病毒治疗，间

隔 0.5 h后，尾 iv给予榄香烯乳 36 mg/kg；空白对照组大

鼠给予等量生理盐水。各组大鼠每天给药1次，连续给

药10 d，于末次给药2 h后采集大鼠血液并分离血清。

2.4 C6 BTSCs与给药血清的体外培养

用无血清培养基对C6 BTSCs进行培养，当细胞生

长达到对数生长期时分别加入10％的空白对照组、更昔

洛韦组、榄香烯乳组和联用组大鼠的分离血清，继续培

养24 h。
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2.5 Boyden侵袭试验检测细胞侵袭率

用 100 μL Matrigel 基质胶将 Transwell 小室上室的

底膜包被，分别在 2个下室中添加 200 μL的趋化液，将

包被Matrigel基质胶底膜的上室套入其中一个下室，并

以没有铺Matrigel基质胶的上室作为对照组。调整并配

制细胞密度为 2.5×108 个/L的含药血清C6 BTSCs单细

胞悬浮液，取 200 μL分别加入 2个上室中，37 ℃条件下

培养 20 h 后，取出上室，弃去残留细胞及 Matrigel 基质

胶，并加入300 μL的70％甲醇进行固定，0.5 h后用PBS

洗涤3次。加300 μL的苏木精染液进行染色，10 min后

用双蒸水漂洗 3次，盖玻片封膜，使用光倍显微镜放大

400倍观察并计数，计算细胞侵袭率（％）[试验组穿膜细

胞数/对照组（无 Matrigel 基质胶）穿膜细胞数×100％]。

试验重复5次。

2.6 RT-PCR法检测细胞中TIMP-1 mRNA表达

按照 Trizol 试剂盒说明书用氯仿提取细胞的总

RNA，反转录成 cDNA并以此为模板进行PCR扩增。反

应参数：95 ℃预变性 15 min；94 ℃变性 1 min，58 ℃退

火 1 min，72 ℃延伸 1 min，35个循环；72 ℃延伸 10 min

终止反应。用紫外分光光度仪测定吸光度。以β-肌动

蛋白（β-actin）为内参，以TIMP-1与内参吸光度的比值表

示TIMP-1 mRNA相对表达量。PCR反应扩增引物序列

见表1。

表1 PCR反应扩增引物序列

Tab 1 Primer sequence of PCR reaction amplification

基因
TIMP-1

β-actin

引物序列
上游5′-TCCCCAGAAATCATTTTAAG-3′
下游5′-ACGGCTGTCCTAGCATAGGT-3′
上游5′-GAGCTATGAGCTGCTGTGAT-3′
下游5′-AGCACTTGCGGTCCGTGTTC-3′

片段大小，bp

143

125

2.7 统计学方法

采用SPSS 19.0软件进行统计分析。计量资料以x±

s表示，采用单因素方差分析。P＜0.05表示差异具有统

计学意义。

3 结果
3.1 细胞中CD133与Nestin蛋白表达

经免疫荧光染色后，CD133表达呈强绿色荧光，

Nestin 呈强红色荧光。传代 3次后的细胞中 CD133、

Nestin蛋白有明显表达，表明细胞确为C6 BTSCs。免疫

荧光染色图见图1。

3.2 细胞侵袭率

与空白对照组比较，更昔洛韦组、榄香烯乳组和联

用组C6 BTSCs的细胞侵袭率均明显下降，差异具有统

计学意义（P＜0.05）。与更昔洛韦组和榄香烯乳组比

较，联用组C6 BTSCs的细胞侵袭率明显下降，差异具有

统计学意义（P＜0.05）。各组 C6 BTSCs 的细胞侵袭率

结果见表2。

表 2 各组C6 BTSCs的细胞侵袭率和TIMP-1 mRNA

表达情况比较（x±±s，n＝5）

Tab 2 Comparison of invasive rate of C6 BTSCs and

TIMP-1 mRNA expression in each group（x±±s，

n＝5）

组别
空白对照组
更昔洛韦组
榄香烯乳组
联用组

细胞侵袭率，％
0.96±0.12

0.87±0.08＊

0.81±0.05＊

0.76±0.07＊#

TIMP-1 mRNA

0.684±0.121

0.772±0.118＊

0.836±0.153＊

0.876±0.079＊#

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与更昔洛韦组和榄香烯乳组比

较，#P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. ganciclovir group and

Elemene emulsion injection group，#P＜0.05

3.3 细胞中TIMP-1 mRNA表达

与空白对照组比较，更昔洛韦组、榄香烯乳组和联

用组C6 BTSCs中TIMP-1 mRNA表达均明显增强，差异

具有统计学意义（P＜0.05）。与更昔洛韦组和榄香烯乳

组比较，联用组C6 BTSCs中TIMP-1 mRNA表达明显增

强，差异具有统计学意义（P＜0.05）。各组C6 BTSCs中

TIMP-1 mRNA表达结果见表2。

4 讨论
脑肿瘤（尤其是恶性胶质瘤）是临床致死率比较高

的肿瘤之一。目前常用的临床疗法包括手术、放疗、化

疗、加压氧疗以及基因靶向疗法等，但由于恶性胶质瘤

呈侵袭性生长，造成其与正常脑组织的界限并不能完全

区分，因此给手术切除治疗造成极大的困难，即使凭借

神经细胞学及影像学等高度发展的现代医学，手术治疗

也无法彻底完整切除肿瘤组织；放疗、化疗等疗法对骨

髓、消化道等的副作用大，某些肿瘤细胞对此也并不敏

感，造成如今脑肿瘤临床效果均不佳，加之复发率较高，

给患者的生理与心理造成极大的消极影响[9]。脑肿瘤的

高复发率主要依赖于胶质瘤细胞可以迅速增殖，并且具

有较强的浸润性及耐受性。研究发现，在肿瘤早期某些

胶质瘤细胞已经沿血管外间隙、白质束及室管膜等进行

浸润[10]。而有研究表明，BTSCs具有类似“神经干细胞”

的生物学特征，可以在体内分化成神经元，进而表达

CD133与Nestin等表面标记物[11]。因此，成功分离获得

BTSCs并以此为靶标找到有效治疗方法，对于胶质瘤的

治疗与预后将有重要的临床意义。

温郁金是中药中行气活血化瘀的药物。中医认为，

血瘀是肿瘤形成的重要原因之一，瘀血是肿瘤的病理产

A. Nestin染色 B.CD133染色 C.阴性对照 D.传代3次的细胞

图1 免疫荧光染色图（×400）

Fig 1 Immunofluorescence staining（×400）
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物。榄香烯乳注射液是中药温郁金主要抗癌成分榄香

烯的注射剂，榄香烯是一种小分子化合物，分子量为

204.36。已有大量文献表明，榄香烯可以透过 BBB，临

床治疗脑恶性胶质瘤有效率可以达到70％以上；且其毒

性甚微，对骨髓几乎无毒副作用，不易产生耐药，既可以

杀伤肿瘤组织，又能保证正常器官不被伤害，因而是临

床化疗的理想药物[5]。更昔洛韦作为一种广谱性抗病毒

药，可通过病毒腺激酶对DNA聚合酶进行竞争性抑制，

被病毒所诱生的蛋白酶磷酸化后可直接渗入病毒DNA

链阻止其延长；由于更昔洛韦分子量也较小，因此极易

透过BBB。目前，已有研究表明榄香烯乳注射液对恶性

脑肿瘤患者疗效满意[6]，但联合更昔洛韦对C6 BTSCs的

细胞侵袭能力及TIMP-1 mRNA的表达影响如何目前尚

未见报道。本研究通过培养大鼠C6 BTSCs，观察榄香

烯乳联合更昔洛韦对其侵袭能力以及TIMP-1 mRNA表

达的影响，初步探讨联用后是否可抑制肿瘤细胞侵袭及

分子调控机制，以期为榄香烯乳临床抗脑肿瘤治疗提供

实验基础。

CD133与 Nestin 是具有增殖及多向分化能力的神

经干细胞的特异性标记物[10]。在本实验中，首先从原代

肿瘤组织中成功分离并纯化出BTSCs，并用免疫细胞化

学法对CD133及Nestin进行了检测，以确定传代细胞的

干细胞特征。

Boyden侵袭试验是模拟肿瘤细胞体外侵袭能力的

可靠模型，多用于侵袭机制的研究，该模型中的Matrigel

胶质胶与人类基底膜的基本成分相似，因而含有层黏蛋

白、Ⅳ型胶原等成分。在恶性肿瘤的侵袭与转移过程

中，肿瘤细胞必须通过形态的改变及分泌蛋白酶使细胞

外基质（Extracellular matrixc，ECM）降解从而穿透基底

膜，方可进入血管、淋巴进行转移[12]。本研究采用Boy-

den侵袭小室技术，测定了C6 BTSCs在空白对照、更昔

洛韦、榄香烯乳、联用药 4种血清干预下侵袭基底膜情

况，结果表明榄香烯乳与更昔洛韦联用可以显著抑制

C6 BTSCs的体外侵袭能力。

目前，国内外学者的研究表明，ECM纤维所生成的

网状结构对肿瘤细胞的生成、浸润与转移具有阻碍作

用[13]。基质金属蛋白酶家族中的基质金属蛋白酶9（Ma-

trix metalloprotein，MMP-9）则是调节ECM代谢的最主

要限速酶，可以降解ECM及基底膜，增强肿瘤细胞的侵

袭和转移能力。TIMP-1是MMP-9的高特异性抑制剂，

通过与酶原MMP-9以非共价的方式结合，可延缓或阻

碍后者向激活型MMP-9的转化，从而抑制MMP-9参与

降解ECM，达到减缓肿瘤细胞的侵袭和转移的目的[14]。本

研究发现，榄香烯乳注射液与更昔洛韦联用可以通过促

进TIMP-1 mRNA的表达，从而抑制MMP-9对ECM的降

解，最终起到抑制C6 BTSCs侵袭和转移的作用，为榄香

烯乳与更昔洛韦联用于抗BTSCs的侵袭转移提供了初

步的实验依据。
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