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丹酚酸 B通过抑制线粒体功能增加胶质瘤细胞的放疗敏感性 *
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摘要 目的：研究药用植物丹参的根茎提取成分丹酚酸 B对人胶质瘤 U251细胞的放疗增敏作用，并探讨其可能的分子机制。方
法：使用 1 滋M浓度的丹酚酸 B处理胶质瘤 U251细胞，并用等量 PBS建立对照组，使用射线照射建立放射治疗模型。MTT法检
测细胞活力；流式细胞术检测细胞凋亡；荧光染色检测活性氧 ROS含量及线粒体肿胀程度。结果：丹酚酸 B能够显著降低射线照
射后 U251细胞活力，并增加其凋亡（P<0.05）。丹酚酸 B能够显著增加射线照射后 U251细胞活性氧 ROS的产生，并增加线粒体

的肿胀程度（P<0.05）。结论：丹酚酸 B能够通过诱导内源性凋亡增加胶质瘤细胞的放疗敏感性，这种作用可能是通过抑制线粒体
功能而实现的。
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Salvianolic Acid B Renders Glioma Cells More Sensitive to Radiation via
Inhibiting Mitochondrial Function*

To investigate the effects of salvianolic acid B (SalB) on the radiosensitization of human glioma U251 cells
and the possible underlying mechanisms. U251 cells were treated with 1 滋M SalB or phosphate buffered saline (PBS), and
treated with radiation to establish the in vitro model. MTT assay was used to measure the cell viability; flow cytometry was used to detect
the apoptotic cell death; fluorescence staining was used to measure the generation of reactive oxygen species(ROS) and the mitochondrial
swelling in U251 cells. SalB significantly decreased cell viability and increased apoptotic cell death after radiation in U251 cells
(P<0.05). SalB significantly increased intracellular ROS generation and mitochondrial swelling after radiation in U251 cells (P<0.05).

Salvianolic acid B renders glioma U251 cells more sensitive to radiation through inducing intrinsic apoptotic cell death, and
these effects was partly dependent on the inhibition of mitochondrial function.
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前言

脑胶质瘤是中枢神经系统常见肿瘤之一，也是世界范围内

造成脑肿瘤相关死亡的首要原因。最为常见的恶性脑胶质瘤是

胶质母细胞瘤，它具有增值和侵袭能力强的特点[1]。尽管近年来

胶质瘤的综合治疗取得许多进展，但胶质母细胞瘤病人的中位

生存期仍不足 14个月。目前，胶质瘤的治疗除手术治疗和药物

化疗外，放射治疗也是重要的治疗方法之一[2]。

丹酚酸是传统药用植物丹参根茎中提取的重要有效成分，

是一类水溶性酚类，其中丹酚酸 B（salvianolic acid B, SalB）是

含量最多、药用价值最高的一类[3]。以往研究表明，SalB具有抗

炎、抗氧化、抗凝等多种药理学活性[4-6]。另外，SalB对肿瘤细胞

增殖的抑制作用也在多种肿瘤细胞系中得到了证实，包括前列

腺癌、乳腺癌、肝癌、头颈鳞状细胞癌等[7-9]。也有文献报道 SalB

对胶质瘤 U87细胞具有诱导凋亡的作用[8]，但其对胶质瘤细胞

放疗敏感性的作用目前尚未见报道。因此，本研究的目的是观

察 SalB对胶质瘤 U251细胞的放疗增敏作用，并探讨其可能的

作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞和试剂

人胶质瘤 U251细胞系为本实验室保有，细胞培养采用含
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图 1 SalB对放疗后细胞活力的影响

Fig. 1 Effect of SalB on cell viability after radiation in U251 cells

*P< 0.05 vs. U251Control group

有 10%胎牛血清、80 U/ml抗生素（青霉素和链霉素）的 DMEM

培养基，置于 37℃含 5%CO2的恒温培养箱中培养，隔日更换

培养基。丹酚酸 B购自美国 Sigma公司，溶于磷酸盐缓冲盐水

（PBS）溶液中备用。MTT检测试剂盒、流式凋亡检测试剂盒、
ROS检测试剂盒、线粒体分离提纯试剂盒均购自美国 Sigma

公司。

1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞活力检测 细胞活力检测采用 MTT法进行。取对

数生长期的 U251细胞接种于 96孔板内，加入 SalB使其在培
养基中的浓度为 1 滋M，同时设置等量 PBS为对照。24 h后在

室温条件下接受放射量分别为 0，10，20，40，60 Gy 的射线照

射。照射结束后每孔加入 5 mg/mL浓度的 MTT20 滋L继续培

养 4 h，然后弃去培养液，加入二甲基亚砜（DMSO）终止反应。

将 96孔板置于振荡器上震荡至结晶溶解后，使用酶标仪测定

各样品在 570 nm处吸光度。细胞活力结果表示为 0 Gy射线照

射 PBS处理组细胞吸光度的百分比。
1.2.2 细胞凋亡检测 细胞凋亡检测采用流式细胞术进行。取

对数生长期的 U251细胞接种于 60 mm培养皿内，加入 SalB

使其在培养基中的浓度为 1 滋M，同时设置等量 PBS为对照。
24 h后在室温条件下接受放射量为 20 Gy的射线照射。照射结

束后用不含钙离子的预冷 PBS冲洗细胞，重悬于结合缓冲液

中。细胞悬液中加入含 annexin V（AV）和碘化丙啶（PI）的染色

液在室温下避光孵育 15 min后，将细胞置于流式细胞仪下计

数，AV+/PI-和 AV+/PI+的细胞合计为凋亡细胞，AV-/PI+的细胞

计为坏死细胞。

1.2.3 ROS含量检测 ROS含量检测采用商品化 ROS 检测

试剂盒进行。取对数生长期的 U251细胞接种于 60 mm培养皿

内，加入 SalB 使其在培养基中的浓度为 1 滋M，同时设置等量
PBS为对照。24 h后在室温条件下接受放射量分别为 0和 20

Gy的射线照射。照射结束后按说明书要求加入荧光染料在 37

℃避光条件下孵育 1 h，PBS冲洗细胞后，在荧光显微镜下观察

绿色荧光强度，ROS含量表示为 0 Gy射线照射 PBS处理组细

胞荧光强度的倍数。

1.2.4 线粒体肿胀检测 取对数生长期的 U251 细胞接种于
96孔板内，加入 SalB使其在培养基中的浓度为 1 滋M，同时设
置等量 PBS为对照。24 h后在室温条件下接受放射量分别为 0

和 20 Gy的射线照射。照射结束后按标准方法分离并纯化线粒

体，将线粒体以 0.5 mg/mL的浓度重悬于缓冲液（含 0.2 M 蔗
糖，5 mM琥珀酸盐，1 mM磷酸盐，2 滋M鱼藤酮，pH 7.4）中，加

入 200 滋M氯化钙后在 540 nm处测量各样品吸光度。
1.3 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数± 标准差 (x± s) 表示，用
SPSS16.0软件处理数据，两组间均数比较用 t检验，多组间均

数比较用方差分析。检验水准 琢=0.05，P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 SalB对放疗后细胞活力的影响

在对照组细胞，射线照射可明显降低 U251细胞活力，且

随着射线强度的增加，细胞活力下降程度逐渐增大，呈强度依

赖性变化。使用 SalB预处理细胞 24 h后，同样强度射线照射
（20，40和 60 Gy）U251细胞活力下降更为明显（P<0.05）。在
10 Gy强度射线照射条件下，SalB预处理组细胞活力下降较对

照组无明显统计学差异（P>0.05，见图 1）。

2.2 SalB对放疗后细胞凋亡的影响

如图 2A所示，对照组 U251细胞在接受 20 Gy强度射线
照射后发生明显细胞凋亡（18.3± 3.4%），而细胞坏死并不明显

（2.3± 1.2%）。在 SalB预处理组，射线照射后细胞凋亡较对照

组明显增加（27.2± 2.5 %，P<0.05），而细胞坏死并未见明显变

化（2.9± 1.6%,见图 2B）。

图 2 SalB对放疗后细胞凋亡的影响
Fig. 2 Effect of SalB on apoptotic cell death after radiation in U251 cells *P< 0.05 vs. U251Control group
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2.3 SalB对放疗后细胞内 ROS含量的影响

使用 SalB处理细胞 24 h后，在未接受射线照射的情况下，

细胞内 ROS含量较对照组未有明显增加（P>0.05）。使用 20 Gy

强度射线照射后，在对照组细胞，ROS含量明显增加（P<0.05）。
使用 20 Gy强度射线照射后，SalB预处理组细胞 ROS含量较

对照组细胞增加更为明显（P<0.05，见图 3）。

2.4 SalB对放疗后线粒体肿胀程度的影响

使用 SalB处理细胞 24 h后，在未接受射线照射的情况下，

细胞线粒体肿胀程度较对照组未有明显增加（P>0.05）。使用
20 Gy强度射线照射后，在对照组细胞，线粒体肿胀程度明显

增加（P<0.05）。使用 20 Gy强度射线照射后，SalB预处理组细胞
线粒体肿胀程度较对照组细胞增加更为明显（P<0.05，见图 4）。

3 讨论
胶质瘤是神经外科最为常见的肿瘤之一，尤其是胶质母细

胞瘤增殖、侵袭能力强，占脑肿瘤致死病例数的 49 %[10]。目前，

胶质瘤主要采用手术治疗、药物化疗和放射治疗联合的综合治

疗，但患者死亡率仍居高不下。放射治疗是胶质瘤术后治疗的

重要方法之一，可明显减少部分病人肿瘤的复发，但并不是所

有患者放射治疗都有效，部分患者可出现明显的放疗耐受。近

年来，放疗增敏剂的研究取得了许多进展，尤其是以中药提取

物为来源的放疗增敏剂，因其来源广泛、价格低廉和低毒性的

特点，受到广泛的重视[11]。SalB是药用植物丹参根茎中的提取

成分，多项研究表明其具有明显的抗肿瘤细胞增殖作用，使用

浓度在 10 滋M至 100 滋M范围[8]。本研究发现，SalB在 1 滋M的
低浓度下即可明显增加射线对胶质瘤 U251 细胞的增殖抑制

作用，说明其在低于增殖抑制浓度的剂量具有明显的放疗增敏

剂的作用。

凋亡，又称程序性死亡，是由多种分子信号通路介导的细

胞主动死亡的过程，在生理和多种病理条件下对维持细胞正常

功能具有重要意义。研究表明，凋亡抑制是包括胶质瘤在内的

多种肿瘤发生、发展的重要机制，多种促凋亡信号通路的抑制

和抗凋亡信号通路的异常激活是胶质瘤复发率高、难以治愈的

主要原因[12]。放射治疗可以通过损伤 DNA碱基与糖链、破坏
DNA双链结构和改变细胞周期等方式诱导细胞凋亡，从而达

到控制肿瘤细胞增殖的目的[13]。部分胶质瘤细胞缺失 G1/S期

检测点，而是依赖于 G2/M期检测点进行 DNA合成，对放射治

疗并不敏感[14]。因此，采用放疗增敏剂辅助放射治疗，增加胶质

瘤细胞的凋亡，成为胶质瘤放射治疗研究的重要靶点。本研究

发现，使用小剂量、低毒性的 SalB处理胶质瘤 U251细胞 24 h

后，放射治疗造成的细胞凋亡明显增加，说明 SalB可以有效的

通过诱导细胞凋亡增加胶质瘤细胞的放疗敏感性。

目前研究表明，肿瘤细胞的凋亡可以通过多种信号途径来

实现，其中最为重要的两大经典信号途径是由死亡受体介导的

外源性凋亡途径和由线粒体介导的内源性凋亡途径[15]。内源性

凋亡途径以线粒体通透性改变、促凋亡因子释放、活性氧自由

基产生和 Caspase家族激活为特征。活性氧 ROS是线粒体能量

代谢的产物，在低浓度时 ROS作为细胞内信使物质并不具有
细胞毒性，但浓度过高时 ROS可通过抑制线粒体功能导致细

胞凋亡[16]。相对于正常胶质细胞，胶质瘤细胞利用酮类和脂肪

酸进行能量代谢的能力较低，且细胞内抗氧化酶类还原型谷胱

甘肽（reduced glutathione hormone, GSH）等含量较低[17,18]。以往

研究还发现，超过 95%的胶质母细胞瘤患者瘤细胞样本中抗凋
亡分子 Bcl-2高表达，它可通过作用于 琢晶体蛋白和 Caspase-7

直接抑制 Caspase-3的激活，从而抵抗放化疗造成的细胞凋亡
[19]。因此，以线粒体途径为靶点的促凋亡药物成为胶质瘤放疗

增敏剂研发的热点[20]。本研究发现，低剂量 SalB处理后，U251

细胞 ROS含量和线粒体肿胀程度未见明显变化，但放射治疗

造成的 ROS产生和线粒体肿胀明显增强。这些结果提示，SalB

在低剂量下可敏化胶质瘤细胞线粒体，使其更易受到射线照射

的损伤，加重了放疗造成的细胞内源性凋亡。

总之，本研究在人胶质瘤 U251细胞系中证明了药用植物

提取成分 SalB对胶质瘤细胞具有放疗增敏作用，并且发现这

一作用可能是通过引发线粒体功能障碍从而诱导内源性细胞

凋亡实现的，这为 SalB作为放疗增敏剂应用于胶质瘤治疗打
下了基础。
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