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PI3K通路抑制剂 LY294002
对人脑胶质瘤细胞株 U87细胞衰老和凋亡的影响
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摘要 目的：PI3K/Akt信号通路是与胶质瘤发生发展密切相关的核心通路之一，LY294002是该通路的特异性抑制剂。本研究通过

探讨 PI3K通路抑制剂 LY294002对 U87胶质瘤细胞系细胞衰老及凋亡的影响，从而为胶质瘤患者治疗的新策略奠定理论基础。

方法：将体外培养的人脑胶质瘤 U87细胞株分为 DMSO处理的对照组和 LY294002（100 滋M）处理的实验组，采用 茁-半乳糖苷酶

染色和流式细胞术的方法，分别检测并比较两组肿瘤细胞衰老和凋亡的情况。结果：LY294002处理组 U87胶质瘤细胞的衰老指

数（32.20± 4.46%）显著高于 DMSO对照组（3.40± 1.61%，t=6.254，P＜ 0.001）。另外，与 DMSO对照组相比，凋亡蛋白 caspase-3

mRNA的表达在 LY294002处理组胶质瘤细胞中显著上调（t=8.923，P＜ 0.05）。LY294002处理组肿瘤细胞的凋亡指数（80.10±
4.832%）明显高于 DMSO对照组（4.260± 1.073%，t=8.923，P＜ 0.05）。结论：LY294002既能够诱导肿瘤细胞衰老，又能够诱导肿瘤

细胞凋亡，然而其诱导胶质瘤细胞凋亡的能力占据主导地位，为其发挥抗胶质瘤效应的主要途径。另外，在 LY294002的持续作用

下，部分衰老的肿瘤细胞或许会发生凋亡。这些结论为为临床增强胶质瘤患者的联合化疗奠定了理论基础。
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Effect of PI3K pathway inhibitor LY294002
on cellular senescence and apoptosis of U87 human glioma cell line

PI3K/Akt pathway plays important roles in the initiation and progression of gliomas, and LY294002 is the

specific inhibitor of this pathway. In this study, we mainly investigate the effect of PI3k inhibitor LY294002 on cellular senescence and

apoptosis in U87 human glioma cells to lay a foundation for new therapeutic strategies for glioma patients. U87 human glioma

cells were divided into control group treated with DMSO and experimental group treated with LY294002 (100滋M) in vitro. Using the

methods of 茁-SA-Gal staining and flow cytometry, status of cellular senescence and apoptosis were detected and compared. The
senescence index of U87 glioma cells in LY294002 treated group (32.20± 4.46%) was significantly higher than that of the DMSO

control group. In addition, comparing with the DMSO control group, expression of the apoptotic protein caspase-3 mRNA was

significantly upregulated in LY294002 treated group (t=8.923, P＜ 0.05). The apoptosis index of tumor cells in LY294002 treated group

(80.10± 4.832% ) was significantly higher than that of the DMSO control group (4.260± 1.073% , t=8.923, P＜ 0.05).

LY294002 can not only induce cellular senescence, but also induce apoptosis in tumor cells, while its potential to induce the apoptosis of
glioma cells plays the dominant role, which is the main function to exert its anti-glioma effect. Furthermore, apoptosis might be induced

in part of the senescent tumor cells under the sustained effect of LY294002.2These results laid a theoretical foundation for the clinical

enhancement of the combined chemotherapy in glioma patients.
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前言

胶质细胞瘤是中枢神经系统内发病率最高、恶性程度最高

和死亡率最高的原发性恶性肿瘤，其发病率占所有脑肿瘤的

70%以上[1]。由于胶质瘤细胞浸润和侵袭的天性，使得单一的手

术治疗几乎不可能达到完全切除肿瘤的效果。因此，手术切除

联合术后放 /化疗是治疗这一恶性疾病主要的治疗手段[2]。然

而，胶质瘤细胞恶性程度高、增殖速度快、肿瘤异质性明显等特

点导致该病对放疗、化疗极易产生耐受，使得联合化疗方案在

这一恶性疾病的辅助治疗中显得尤为重要[3]。磷脂酰肌醇 -3激
酶 /丝 -苏氨酸蛋白激酶（PI3K/AKT）信号传导通路的活化广

泛存在于细胞中，在肿瘤细胞周期调控、增殖和分化、凋亡、蛋

白质合成、细胞能量代谢等多种生命活动中发挥至关重要的作

用，对肿瘤的发生发展亦起到核心的调控作用[4-7]。近年多项研
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究证实，PI3K 特异性抑制剂 LY294002 能够诱导肿瘤细胞凋

亡，在增强胶质瘤细胞对多种抗肿瘤药物的敏感性、减少肿瘤

细胞对化疗药物的抵抗性中均发挥重要作用 [8-10]。然而，

LY294002对胶质瘤细胞衰老和凋亡的联合研究却未见报道。

本研究以人脑胶质瘤细胞株 U87为研究对象，通过茁-半乳糖
苷酶染色和流式细胞术等方法，分别检测 LY294002对 U87细

胞衰老和凋亡的影响，为临床增强胶质瘤的联合化疗奠定理论

基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂
PI3K通路特异性抑制剂 LY294002、二甲基亚砜（DMSO）

和 Trizol试剂均购自美国 Sigma公司；细胞衰老 茁-半乳糖苷

酶（茁-SA-Gal）染色试剂盒（C0602）购自中国上海碧云天生物技

术有限公司；流式细胞术凋亡检测试剂盒购自美国 BioVision

公司；实时定量 PCR试剂盒购自日本 Takara公司，由上海生工

生物技术公司合成如下引物：茁-actin 上游：5’-TGGCACCA-

CACCTTCTACAA-3’； 下 游 ：5’-GCAGCTCGTAGCTCTTC

TCC-3’；caspase-3 上游：5’-CTGGTACAGATGTCGATGCAG-
3’；下游：5’-ATACAAGAAGTCGGCCTCCACT-3’。凝胶成像

系统（GelDoc-IT TS2）购自美国 UVP公司。人脑胶质瘤 U87细
胞株由第四军医大学唐都医院神经外科所保存。

1.2 细胞培养、处理因素及实验分组
U87胶质瘤细胞株在含 10%胎牛血清（FBS）的 DMEM培

养液，以 37℃、5% CO2的培养条件进行培养。取处于对数生长

期的 U87胶质瘤细胞并接种于十二孔板或 75 cm2细胞培养瓶

中，当细胞密度达 50%时，加入含 DMSO（对照组）或 100 滋M

LY294002（实验组）的培养液。培养 48 h后，分别利用茁-半乳
糖苷酶染色或流式细胞术的方法检测细胞衰老和凋亡情况。

1.3 茁-半乳糖苷酶染色检测细胞衰老
将 1× 105个处于对数生长期的 U87细胞接种于十二孔板

中。当细胞密度达 50%时，以 DMSO处理的 U87细胞为对照

组，以 100 滋M LY294002处理的 U87细胞为实验组，培养 48 h

后进行 茁-半乳糖苷酶染色检测细胞衰老情况。吸除细胞培养

液，PBS 洗涤后，用茁- 半乳糖苷酶染色固定液室温固定 15

min。吸除细胞固定液，PBS洗涤后，每孔加入 500 滋l的染色工

作液，保鲜膜密封六孔板，37℃孵育过夜。吸除染色工作液，光

学显微镜观察并拍照。衰老的阳性细胞数 /总细胞数× 100%记

为衰老指数（Senescence index，SI）。
1.4 流式细胞术检测细胞凋亡

处理因素及实验分组同上。将 3× 106个处于对数生长期

的 U87细胞接种于 10个 75 cm2细胞培养瓶中（对照组和实验

组各 5瓶细胞，n=5），以 DMSO（对照组）或 100 滋M LY294002

（实验组）处理 48 h，收集贴壁和悬浮的细胞。PBS洗涤后，根据

流式细胞技术商品化试剂盒的使用说明进行 Annexin V/PI染

色。凋亡细胞的百分率记为凋亡指数（Apoptosis index，AI）。
1.5 Real-time PCR

胶质瘤细胞总 RNA的提取及 RT-PCR反应分别按照 Tri-

zol说明书和 Taraka公司 Real-time PCR说明书的操作流程进
行。反应体系见表 1。反应条件：首先 95℃预变性 5 min，依次

95℃ 20 s，60℃ 20 s，72℃ 10 s，39个循环，72℃延伸 3 min后结

束反应。将 PCR反应产物进行 2%的琼脂糖凝胶电泳，应用凝

胶成像扫膜仪进行分析并拍照。

表 1 RT-PCR反应体系

Table 1 Reaction system of RT-PCR

1.6 统计学分析

所有统计学数据利用 SPSS13.0软件进行分析，所有实验

数据均使用 x± S表示。其中，LY294002处理组与 DMSO对照

组之间肿瘤细胞衰老指数和凋亡指数的统计学差异均采用 t

检验进行分析，P＜ 0.05定义为具有统计学意义。

2 结果

2.1 LY294002对 U87细胞衰老的影响

倒置显微镜下，对照组（DMSO处理）U87细胞呈单层贴壁

生长，生长密度大，胞体呈梭型或菱形，细胞突触细长，并且可

见核分裂相（图 1A）。LY294002处理后，U87胶质瘤细胞密度

变少，部分细胞胞体增大，呈扁平的三角形，颗粒感增强，可见

空泡样的形态，表现为细胞衰老的形态学特征。利用茁-半乳糖

苷酶染色，检测 U87 细胞的衰老情况。染色结果表明，经
LY294002处理后，该部分胞体增大且扁平的肿瘤细胞显示为

蓝色，其衰老特异性标记 SA-茁-Gal呈阳性表达，为衰老的肿瘤

细胞（图 1B）。统计学分析结果表明，DMSO对照组肿瘤细胞茁-

半乳糖苷酶的阳性表达率为 3.40± 1.61%，而 LY294002处理

组肿瘤细胞茁- 半乳糖苷酶的阳性表达率为 32.20± 4.46%。
LY294002处理组肿瘤细胞的衰老指数显著高于 DMSO 对照

组，两者间的差异具有统计学意义（图 2，t=6.254，P＜ 0.001），说

明特异性 PI3K通路抑制剂 LY294002能够诱导胶质瘤细胞衰

老。

Reaction components volume

cDNA

Forward primer（5滋M）

Reverse primer（5滋M）

Taq mix DNA polymerase

dNTP Mixture（5mM）

10× PCR Buffer

ddH2O

Total

2.5 滋l

0.5 滋l

0.5 滋l

0.5 滋l

0.5 滋l

2.5 滋l

18 滋l

25 滋l

图 1 茁-半乳糖苷酶染色法检测 DMSO（A）和 LY294002（B）处理的

U87细胞衰老 (400× )

Fig. 1 Cellular senescence detection of U87 cells treated with DMSO and

LY294002 by s-茁-Gal staining(400× )
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2.2 LY294002对 U87细胞凋亡的影响

倒置显微镜下，胶质瘤细胞经 LY294002 处理后，部分肿

瘤细胞体积变小，颗粒感增强，胞质透明度下降，胞核呈固缩

状，细胞突触回缩变短，并且脱落的悬浮细胞较多，表明细胞形

态遭受破坏。实时定量 PCR检测 DMSO对照组和 LY294002

处理组 U87胶质瘤细胞中 caspase-3 mRNA的表达，结果表明
LY294002处理组 U87胶质瘤细胞中 caspase-3 mRNA的表达

量显著高于 DMSO对照组，两组间 caspase-3 mRNA表达量的

差异具有统计学意义（图 3，t=8.923，P＜ 0.05）。利用流式细胞术
的方法检测肿瘤细胞凋亡，结果表明 LY294002处理组 U87胶

质瘤细胞的凋亡率为 80.10± 4.832%，DMSO对照组 U87胶质

瘤细胞的凋亡率为 4.260± 1.073%（图 4）。LY294002处理组
U87胶质瘤细胞的凋亡指数显著高于 DMSO对照组（图 5），两

组间肿瘤细胞凋亡率的差异具有统计学意义（t=8.923，P＜

0.05）。

3 讨论

尽管今年来如神经导航技术和显微外科手术等针对胶质

瘤治疗的多种策略取得了长足发展，但是胶质瘤患者的临床预

后却并未得到显著的改善[11]。目前，恶性胶质瘤治疗最有意义

的突破为新一代烷化剂替莫唑胺的引入，然而却只将该病的总

生存期从 12个月延长至 15个月，并且生存期达 2年的患者不

足 10%[12]。肿瘤异质性能够诱导肿瘤细胞对化疗药物产生固有

性或获得性的化疗耐受，这也是包括烷化剂在内的所有化疗药

物治疗失败的主要原因[13]。因此，新分子靶向药物的研发与应

用对临床药物的优化、联合化疗方案的选择与建立以及改善肿

瘤患者的生存期都具有非常重要的意义。

研究表明，缺氧微环境是肿瘤细胞获得恶性行为能力的重

要因素，而 PI3K/Akt信号通路是与胶质瘤发生发展密切相关

的核心通路之一，能够调控肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡、迁移

和扩散等多种重要的恶性行为，在恶性肿瘤化学治疗和放射治

疗的耐受中亦起到至关重要的作用[5-7,14-19]。近期，大规模基因组

学分析表明抑癌基因 PTEN（phosphate and tension homology

deleted on chromosome 10）的突变或丢失是存在于胶质瘤发生

发展过程中最显著的分子学特征之一。此外，抑癌基因 PTEN

又是抑制 PI3K/Akt信号传导通路活性最重要的调控因子。因

此，近年来胶质瘤分子靶向治疗的研究中，PI3K/Akt信号传导

通路成为备受瞩目的靶点 [10]。LY294002能够显著地抑制 Akt

的磷酸化，是 PI3K/Akt信号传导通路的特异性抑制剂。由于其

分子量小，能够轻易的穿过血脑屏障，目前已成为该通路在胶

质瘤发生发展中作用机制的研究热点[20]。近年来，多项研究表

明 LY294002具有增强多种肿瘤细胞毒性药物的敏感性、减少

化疗耐受的作用[8]。但是 LY294002对人胶质瘤 U87细胞衰老

及凋亡的影响却少有报道。

本研究首先通过茁-半乳糖苷酶染色的方法检测 U87胶质

瘤细胞衰老的情况，结果表明：肿瘤细胞在 LY294002的作用

下能够进入衰老状态（图 1）。该抑制剂作用于人脑胶质瘤 U87

细胞后，其衰老指数（32.20± 4.46%）显著高于 DMSO处理的胶
质瘤细胞（3.40± 1.61%，t=6.254，P＜ 0.001，图 2）。同时 re-

al-time PCR的结果说明 LY294002能够诱导胶质瘤细胞凋亡

蛋白 caspase-3的表达。与 DMSO对照组相比，凋亡蛋白 cas-

pase-3 mRNA 在 LY294002 处理组胶质瘤细胞中的表达显著

图 2 DMSO（A）和 LY294002（B）处理对 U87细胞衰老的影响

Fig. 2 Effect of treatment with DMSO (A) and LY294002 (B) on cellular

senescence of U87 cells

图 3 实时定量 PCT检测 DMSO和 LY294002处理的 U87细胞

caspase-3mRNA的表达

Fig. 3 Detection of caspase-3 mRNA expression in U87 cells treated with

DMSO and LY294002 by real-time PCR

图 4 流式细胞术检测 DMSO和 LY294002处理的 U87细胞的凋亡

Fig. 4 Apoptosis detection of U87 cells treated with DMSO and

LY294002 by flow cytometry

图 5 DMSO和 LY294002处理对 U87细胞凋亡的影响

Fig. 5 Effect of treatment with DMSO and LY294002 on apoptosis of U87

cells
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上调（t=8.923，P＜ 0.05，图 3）。最终流式细胞仪检测也观察到
LY294002可诱导胶质瘤细胞的凋亡（图 4）：LY294002处理组
的细胞凋亡指数（80.10± 4.832%）明显高于 DMSO 对照组

（4.260± 1.073%，t=8.923，P＜ 0.05，图 5）。总的来说，这些结果

与之前文献报道一致，提示 LY294002既能够诱导肿瘤细胞衰

老，又能够诱导肿瘤细胞的凋亡，对胶质瘤细胞恶性行为与化

疗耐受均起重要的调控作用 [4-11,13,14,20]。然而，LY294002处理组
U87细胞的凋亡指数（80.10± 4.832%）却显著高于衰老指数

（32.20± 4.46%，t=7.289，P＜ 0.001）。这一结论可能提示：第一，

相比于诱导细胞衰老的能力，LY294002 诱导胶质瘤细胞凋亡

的能力占据主导地位，其发挥抗肿瘤效应的主要途径即为诱导

肿瘤细胞的凋亡；第二，LY294002或许能够逆转胶质瘤细胞的

衰老状态，使其进入凋亡途径，从而发挥抗胶质瘤的效应。凋亡

前期，肿瘤细胞会进入细胞周期阻滞的状态，从而激活由 p53

诱导的凋亡途径。衰老的肿瘤细胞虽具有生命活力并未凋亡，

却不能进行有丝分裂进行增殖。因此，细胞衰老与细胞周期阻

滞的状态相似，区别为衰老的肿瘤细胞并不存在诱导凋亡途径

的激活。LY294002处理组肿瘤细胞的凋亡指数显著高于衰老

指数，这一结果强烈提示部分衰老的肿瘤细胞在 LY294002的
持续作用下可能会发生凋亡，而这一结论的证实还有待于进一

步的研究。

本研究通过茁-半乳糖苷酶染色和流式细胞术等方法证实，
LY294002既能够诱导胶质瘤细胞发生细胞衰老，又能够诱导

细胞凋亡，但其诱导细胞凋亡的能力占据主导地位。另外，我们

首次预测在 LY294002的持续作用下，部分衰老的肿瘤细胞中

可能存在凋亡途径的激活，从而进一步诱导凋亡的发生。总之，

胶质瘤细胞的恶性行为及化疗耐受多种因素的影响和多条信

号传导通路的调控。PI3K/Akt信号通路在胶质瘤发生发展中发

挥重要作用，而本研究结果为 LY294002联合化疗增敏机制的

临床研究奠定理论基础，相信在未来，以 PI3K/Akt信号通路为

靶点的化疗增敏剂将有望在胶质瘤的临床治疗中发挥重要作

用。
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