
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(4): 918−929

替莫唑胺联合吩噻嗪类药物对人脑胶质瘤的体外抗肿瘤作用和机制研究

温 鑫, 赵德明, 陈飞虹*

(东南大学化学化工学院, 江苏 南京 211189)

摘要: 本研究主要探究替莫唑胺分别与氯丙嗪、奋乃静联合使用后对人脑胶质瘤的体外抗肿瘤作用及其作用机

制。通过MTT法检测氯丙嗪、奋乃静和替莫唑胺单独及联合使用后对肿瘤细胞的生长抑制作用; 通过集落形成、细

胞凋亡、周期分布、活性氧 (ROS) 产生及线粒体膜电位 (JC-1) 检测实验, 比较单独及联合用药的抗肿瘤效果; 通过

免疫荧光实验检测 p53基因的表达水平, 通过流式细胞术和共聚焦成像比较不同给药方式下肿瘤细胞的自噬情况, 

探究氯丙嗪协同替莫唑胺的抗肿瘤作用机制; 通过免疫荧光实验检测蛋白磷酸酶 2A (PP2A)、蛋白磷酸酶 2A抑制

剂 (CIP2A) 和原癌基因 (c-Myc) 蛋白的表达水平, 通过细胞流式检测细胞中肿瘤干细胞标记物 (CD44、CD133) 和

乙醛脱氢酶 (ALDH) 的表达水平, 从而探究奋乃静和替莫唑胺联合使用的抗肿瘤作用机制。结果显示, 与单独使用

替莫唑胺相比, 联合用药 72 h后替莫唑胺对U87和U251细胞的半数抑制浓度 (IC50) 均降低, 并且提高了替莫唑胺

诱导细胞凋亡和周期阻滞的能力。此外, 氯丙嗪和替莫唑胺联用通过激活胶质瘤细胞中 p53基因的相关通路诱导

细胞自噬的增加; 奋乃静和替莫唑胺联用提高了胶质瘤细胞对替莫唑胺的敏感性, 其作用机制可能与抑制CIP2A/

PP2A/c-Myc信号通路有关。综上所述, 替莫唑胺分别与氯丙嗪、奋乃静联合使用具有协同的抗肿瘤效果, 为人脑胶

质瘤的治疗提供新策略。
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In vitro anti-tumor activities and mechanisms of phenothiazines in 

combined treatment with temozolomide in human glioma cell lines
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Abstract: In the study, to explore the anti-tumor effects and mechanisms of chlorpromazine (CPZ) and 

perphenazine (PPZ) combined with temozolomide (TMZ) on human glioma cell lines, we performed MTT assays 

to determine the growth inhibitory rate of CPZ, PPZ and TMZ in mono and combined treatments. The anti-tumor 

effects of CPZ and PPZ alone or in combination with TMZ were determined by colony formation, cell apoptosis, 

cell cycle arrest, reactive oxygen species (ROS) production and mitochondrial membrane potential (MMP) 

detection (JC-1). The expression level of p53 was detected by immunofluorescence assay. Furthermore, autophagy 

under different administrations was detected by flow cytometry and confocal imaging to explore the anti-tumor 

mechanism of CPZ and TMZ. Protein phosphatase 2A (PP2A), cancerous inhibitor of protein phosphatase 2A 

(CIP2A) and proto-oncogene protein (c-Myc) were detected by immunofluorescence assay, tumor stem cell 

markers (CD44, CD133) and aldehyde dehydrogenase (ALDH) were detected by flow cytometry to explore the 

anti-tumor mechanism of PPZ and TMZ. The results showed that after 72 h treatments of combinations, the values 

of half maximal inhibitory concentration (IC50) of TMZ on U87 and U251 cells were reduced, and the ability of 
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TMZ to induce apoptosis and cycle arrest was improved. In addition, the combination of CPZ and TMZ could 

induce an increased effect of autophagy via activating the relevant pathway of p53 gene in glioma cells. The 

combination of PPZ and TMZ increased the sensitivity of glioma cells to TMZ, and the underlying mechanism 

might be related to the inhibition of CIP2A/PP2A/c-Myc signaling pathway. In conclusion, CPZ and PPZ 

combined with TMZ, showed the significant synergistic effects in cancer treatment, which are the novel and 

potential therapeutic regimens providing a new treatment strategy for human glioma.
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作为最常见、最致命的原发性恶性脑肿瘤之一, 人

脑胶质瘤发生于中枢神经系统的不同部位[1,2]。人脑

胶质瘤的标准治疗方法包括手术切除、放疗和化疗。

然而, 由于其强侵袭能力和高度遗传异质性, 治疗效果

仍然不尽如人意[3-5]。此外, 血脑屏障限制了化疗药物

从血液到大脑的运输和扩散, 降低了化疗药物输送到

肿瘤部位的能力, 这也导致了人脑胶质瘤的预后较差, 

其 5 年生存率仅为 5.6%, 中位总生存期为 14.6 个

月[6,7]。替莫唑胺 (temozolomide, TMZ) 是一种口服烷

基化剂, 在体内主要通过DNA甲基化诱导细胞死亡发

挥抗肿瘤作用, 因其耐受性好, 易透过血脑屏障, 口服

生物利用度可达 100%, 是治疗人脑胶质瘤的一线药

物[8,9]。TMZ 虽然是治疗胶质瘤的标准化药物 , 但其

疗效并不显著, 对胶质瘤的作用只能维持几个月的时

间, 之后胶质瘤细胞便会产生耐药性, 使得治疗效果明

显降低[10]。一种新药的研发往往需要 15年以上的时

间, 且成功率很低。近年来药物的再利用因在肿瘤治

疗方面具有不错的成效受到广泛关注, 已上市药物的

再利用可以缩短开发时间并降低风险, 因为这些药物

已经在临床使用, 它们的毒理学、安全性等已被研究。

自噬是一种细胞形成双膜自噬囊泡的过程, 这些

囊泡隔离细胞器和蛋白质, 并在溶酶体中进行靶向降

解, 研究表明自噬在肿瘤中发挥复杂的作用[11-14]。在

肿瘤发生的早期阶段, 细胞自噬可能限制肿瘤细胞的

存活。然而, 在已确诊的肿瘤中, 自噬则有利于肿瘤细

胞的存活, 调节自噬的药物可能是一种治疗脑胶质瘤

患者的有效策略[15]。氯丙嗪 (chlorpromazine, CPZ) 是

一种用于治疗精神类疾病的吩噻嗪类药物, 研究表明

其具有一定的抗肿瘤作用。研究发现, CPZ可通过抑

制Akt/mTOR的激活或上调 p21waf1/cip1的表达发挥抗脑

肿瘤的增殖活性作用[16,17]。CPZ 还可以通过抑制

sirtuin 1的表达并激活 p53基因, 在结直肠癌中发挥促

凋亡的作用[18]。这些成果为CPZ的抗肿瘤作用研究提

供了有力的证据。

肿瘤干细胞 (cancer stem cells, CSCs) 对各种治疗

方法的耐药是肿瘤复发、转移和耐药的重要原因。恶

性脑胶质瘤中肿瘤干细胞的发现于 2002年首次报道, 

脑胶质瘤干细胞 (glioma stem cells, GSCs) 的存在是脑

胶质瘤复发及对化疗药物耐药的主要原因[19,20]。GSCs

具有耐药、自我更新、向不同子代分化等特征, 其特异

性标志物包括八聚体结合转录因子 4 (octamerbinding 

transcription factor 4, OCT4)、性别决定区 Y 框蛋白 2 

(sex determining region Y box protein 2, SOX2) 等[21,22]。

Wnt/β-catenin通路、Notch通路和 Sonic Hedgehog通路

的异常调控在GSCs的起源和维持中起着至关重要的

作用 , 其中 Wnt/β-catenin 通路是 GSCs 的关键驱动因

素[21,23-25]。研究表明, 奋乃静 (perphenazine, PPZ) 作为

一种吩噻嗪类药物对CSCs具有抑制作用, 可以通过抑

制Wnt/β-catenin信号通路协同吉非替尼对肺癌细胞发

挥抗肿瘤作用 , 并且对胶质瘤细胞的增殖具有抑制

作用[26,27]。

本研究分别将氯丙嗪、奋乃静与替莫唑胺联合使

用, 探究其对人脑胶质瘤的治疗效果, 旨在为脑胶质瘤

患者治疗提供新思路。

材料与方法

细胞 人脑胶质瘤细胞株 U251、U87 购自上海

ATCC细胞库。

药物 氯丙嗪购自北京沿程科技有限公司, 批号: 

1ST7128; 奋乃静购自上海玻尔化学试剂有限公司, 批

号: B622326; 替莫唑胺购自上海迈瑞尔化学技术有限

公司, 批号: 85622-9391。

试剂与仪器 PBS 缓冲液、胰蛋白酶、DMEM 培

养基、多聚甲醛溶液、细胞通透液 Triton X-100、RIPA

裂解液、PMSF、DAPI、MTT、细胞凋亡检测试剂盒 

(Annexin V-FITC/PI)、细胞周期检测试剂盒 (RNase A/

PI)、活性氧 (ROS) 荧光探针 (DCFH-DA)、吖啶橙 

(acridine orange, AO) 检测试剂盒和线粒体膜电位检测

试剂盒 (JC-1) 均购自江苏凯基生物技术有限公司; 胎

牛血清购自杭州四季青生物技术有限公司; DMSO购

自阿拉丁试剂公司。

给药方法 收集处于对数生长期的 U251和 U87

细胞 , 1 500 r·min-1 离心 5 min 后 , 使用新配置的

DMEM 完全培养基 (DMEM 不完全培养基∶胎牛血

·· 919



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(4): 918−929

清 = 9∶1) 重悬细胞, 将其均匀地铺于 6孔板中, 每孔的

细胞数量约为 2×105个, 放置于 37 ℃、CO2浓度为 5%

的恒温培养箱内培养, 待细胞完全贴壁后, 吸去旧培养

基, 用 PBS 清洗细胞代谢物和残余培养基后, 加入新

的培养基并给药。阴性对照组不加入任何药物, 单独

给药组分别将 20 μmol·L-1 CPZ、20 μmol·L-1 PPZ 和

30 μmol·L-1 TMZ 加入 U251 和 U87 细胞中 , 联合给药

组则在U251和U87细胞中各加入相应浓度的药物, 然

后进行细胞凋亡、细胞周期阻滞、活性氧、线粒体膜

电位检测、彗星和免疫荧光等实验 ; 单独给药组将

10 μmol·L-1 CPZ、10 μmol·L-1 PPZ 和 15 μmol·L-1 TMZ

分别加入U251和U87细胞中, 联合给药组在U251和

U87细胞中各加入相应浓度的药物, 然后进行细胞集

落形成实验。

MTT细胞毒性实验 收集生长状态良好且处于

对数生长期的细胞, 将细胞与适量的DMEM完全培养

基混合均匀后, 接种于 96孔板内, 每孔的细胞数目保

持在 5 000个左右, 置于恒温培养箱内培养 24 h, 待细

胞贴壁后, 更换培养基并将呈浓度梯度的药物稀释液

加入到96孔板内, 每个浓度设定3个平行对照组, 空白

组则加入等体积的培养基 , 孵育 72 h 后 , 每孔加入

10 μL浓度为 5 mg·mL-1 MTT溶液, 孵育 4 h后, 吸去上

清液, 每孔加入 130 μL DMSO溶解MTT甲臜沉淀, 置

于摇床上 5 min使沉淀完全溶解, 最后使用酶标仪在

490 nm的条件下测定每个孔的吸光度值 (A), 并通过SPSS

软件计算出半数抑制浓度 (half maximal inhibitory 

concentration, IC50), 最终结果取 3 次平行实验的平均

值。抑制率的计算方法 : 抑制率 = (A 空白组 − A 给药组)/

A 空白组。根据 Chou-Talalay 联合指数法计算联合用药

的协同作用指数 (combination index, CI)。

细胞集落形成实验 收集生长状态良好且处于对

数生长期的细胞, 用适量DMEM完全培养基稀释成每

毫升约含 1×104个细胞的悬液并均匀接种于 6孔板内, 

待细胞完全贴壁后给药, 空白组加入等体积的DMSO 

(< 1‰), 给药处理14天后, 吸除培养基, 用PBS清洗2次, 

每孔加入 1 mL多聚甲醛溶液固定 20 min, 吸除固定液

后, 加入 1 mL结晶紫进行染色, 15 min后洗去结晶紫, 

室温下干燥24 h后拍照并计算细胞克隆形成抑制率。

细胞凋亡实验 收集给药后的细胞, 加入 500 μL

缓冲液重悬, 加入Annexin V-FITC和PI各 5 μL避光染

色15 min, 用流式细胞仪计数, 并分析细胞凋亡情况。

细胞周期阻滞实验 收集给药后的细胞 , 加入

500 μL 75% 预冷的乙醇重悬 , 置于 4 ℃冰箱 , 固定过

夜, 随后在1 500 r·min-1、4 ℃条件下离心5 min, 弃去上

清液加入缓冲液重悬细胞 , 加入 500 μL 染液 (RNase 

A∶PI = 1∶9), 避光染色 30 min后, 用流式细胞仪计数, 

并分析细胞周期分布情况。

ROS 产生检测实验 收集给药后的细胞 , 用

DCFH-DA染色处理 20 min后, 用流式细胞仪计数, 并

分析ROS产生的水平。

线粒体膜电位检测实验 收集给药后的细胞, 加

入缓冲液重悬, JC-1探针染色 20 min后, 用流式细胞

仪计数, 并分析线粒体膜电位的下降程度。

彗星实验 收集给药后的细胞于 PBS中, 将细胞

与融化的琼脂糖混合均匀, 平铺于载玻片上, 待其冷却

后置于DMSO和裂解液的混合溶液中裂解1 h, 然后在

pH > 13 的碱性溶液 (200 mmol·L-1 NaOH, 1 mmol·L-1 

EDTA) 中进行 DNA 解旋 , 40 min 后置于水平电泳槽

内, 在 25 V的电压条件下电泳 25 min, 然后用 pH = 7.5

的 0.4 mmol·L-1 Tris-HCl漂洗 3次, 每次 10 min, 最后加

入 PI染色, 30 min后进行共聚焦成像。用彗星尾定量

分析法进行损伤级别评价, 即 tail/total < 5% 为 0级损

伤, tail/total < 20% 为 1 级损伤, tail/total < 50% 为 2 级

损伤, tail/total > 50%为3级损伤。

AO 检测实验 收集给药后的细胞重悬于 PBS

中, 取 500 μL细胞悬液与 10 μL AO染液混合均匀, 室

温避光染色15 min后, 使用流式细胞仪进行荧光测定。

CD44+/CD133+、ALDH1+检测实验 收集给药后

的细胞重悬于PBS中, 加入CD44-FITC抗体和CD133-

PE抗体对细胞进行染色, 30 min后通过流式细胞仪检

测CD44+/CD133+细胞, 并分析表达比例。

收集给药后的细胞, 加入 1 mL 4%多聚甲醛固定, 

20 min后吸除固定液, 加入1 mL浓度为0.5% Triton X-

100 进行细胞通透 , 30 min 后吸除通透液 , PBS 洗涤

3次, 再加入 5%奶粉封闭 40 min, 随后加入ALDH1一

抗孵育过夜, PBS清洗一抗后再加入相应的二抗孵育

2 h, 最后收集细胞通过流式细胞仪确定ALDH1+细胞

的比例。

免疫荧光实验 收集给药后的细胞, 用 1 mL浓度

为 4%的多聚甲醛溶液固定细胞, 用 1 mL浓度为 0.5% 

Triton X-100进行细胞通透, 30 min后用 PBS清洗, 然

后加入 2 mL FBS封闭液进行封闭处理, 1 h后加入一

抗, 4 ℃条件下孵育 12 h, 用PBS清洗一抗后再加入相

应的二抗孵育2 h, 用DAPI染色10 min后, 荧光显微镜

观察得到免疫荧光图像。

Western blot 收集给药后的细胞 , RIPA 裂解液

和 1% PMSF 提取总蛋白 , 加入蛋白上样缓冲液 , 

100 ℃煮沸15 min, 储存于−20 ℃冰箱。取适量的蛋白

样品于 SDS-PAGE 凝胶中电泳 , 将目的蛋白转移至

PVDF膜上, 5%脱脂奶粉封闭 1 h, 然后加入对应的一
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抗, 4 ℃条件下孵育过夜, 加入相应的二抗孵育 1 h, 使

用 ECL化学发光试剂显色, 曝光检测, Image-Pro Plus 

6.0软件进行灰度分析。

统计学方法 通过 SPSS 16.0软件进行统计学分

析, 计量数据为 (x ± s), 两组间比较用独立样本 t检验, 

多组间比较采用单因素方差分析。P < 0.05为数据差

异有统计学意义。

结果

1　联合给药方式对人脑胶质瘤U251和U87细胞生长

抑制的影响

采用MTT法分析CPZ、PPZ和TMZ单独或联合使

用对U87和U251细胞的体外抑制活性。分别将CPZ、

PPZ和TMZ用DMSO稀释成5、10、20、30和40 μmol·L-1

浓度梯度, 给药处理 72 h后, 结果如图 1所示, 细胞增

殖抑制率随着药物剂量的增加而提高。3种药物作用

于U87和U251细胞均表现出一定的细胞毒性, CPZ和

PPZ的加入能增强TMZ对肿瘤细胞的抑制效果, TMZ

对U251和U87细胞的 IC50值为 (9.458 ± 0.72) μmol·L-1

和 (5.216 ± 0.21) μmol·L-1, TMZ 和 CPZ 按 1∶1 的比例

联用后 , IC50 值为 (6.381 ± 0.29) μmol·L-1 和 (3.548 ± 

0.09) μmol·L-1, TMZ和 PPZ按 1∶1的比例联用后, IC50

值为 (3.926 ± 0.14) μmol·L-1和 (3.798 ± 0.39) μmol·L-1。

结果表明, 联合用药的治疗效果明显优于单独用药, 证

明TMZ分别和CPZ、PPZ联合使用具有较好的协同作

用。单独给药方式下, 当TMZ的浓度超过 30 μmol·L-1

后再升高其浓度, 对U87和U251细胞的抑制率没有明

显提高 , 所以后续联合用药时 TMZ 的浓度选择为

30 μmol·L-1; 当 CPZ 和 PPZ 的浓度超过 20 μmol·L-1后

再升高其浓度, 对两种胶质瘤细胞的抑制率增加不明

显 , 所以后续联合用药时 CPZ 和 PPZ 的浓度选择为

20 μmol·L-1。

通过 CI 判断药物的协同性 , TMZ 和 CPZ 联合使

用在 U87和 U251细胞的 CI指数分别为 0.279 ± 0.012

和 0.325 ± 0.025; TMZ和 PPZ联合使用在U87和U251

细胞的 CI 指数分别为 0.330 ± 0.014 和 0.350 ± 0.021, 

均为强协同作用, 表明CPZ和PPZ可以协同TMZ对人

脑胶质瘤细胞发挥抑制作用。

2　联合给药方式对人脑胶质瘤U251和U87细胞增殖

能力的影响

使用集落形成实验检测CPZ、PPZ和TMZ单独或

联合使用对U87和U251细胞增殖能力的影响。如图

2所示, 3种药物对 U87和 U251细胞的克隆形成均具

有抑制作用 , 与单独用药相比 , 联合用药对 U87 和

U251细胞的集落形成具有更强的抑制作用 (P < 0.05), 

表明CPZ和 PPZ可以增强 TMZ对胶质瘤细胞增殖的

抑制作用。

3　联合给药方式对人脑胶质瘤U251和U87细胞凋亡

诱导作用

通过细胞流式术分析CPZ、PPZ和TMZ单独或联

Figure 1　Effects of different concentrations of the measured compounds and the combinations on growth inhibitory of human glioma 

U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were treated with drugs for 72 h, A: Temozolomide (TMZ, 5, 10, 20, 30 and 40 μmol·L-1); B: 

Chlorpromazine (CPZ, 5, 10, 20, 30 and 40 μmol·L-1); C: Perphenazine (PPZ, 5, 10, 20, 30 and 40 μmol·L-1); D: The corresponding 

combination TMZ + CPZ; E: The corresponding combination TMZ + PPZ. Cell viability was analyzed using MTT assay. n = 3, x ± s
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合使用对诱导细胞凋亡能力的影响。CPZ与 TMZ联

合使用时 U87 和 U251 细胞的凋亡率分别为 60.0% ± 

3.26% 和 57.98% ± 2.87% (图 3A, P < 0.01); PPZ 与

TMZ 联合使用时 U87 和 U251 细胞的凋亡率分别为

61.8% ± 1.95%和 45.6% ± 2.45% (图 3B, P < 0.05)。联

合用药组的细胞凋亡率均高于单独用药组, 表明TMZ

分别与 CPZ、PPZ联合使用具有更强的诱导细胞凋亡

能力。

4　联合给药方式对人脑胶质瘤U251和U87细胞周期

分布的影响

采用细胞周期阻滞实验检测不同给药方式对U87

和U251细胞周期分布的影响。经TMZ单独处理的细

胞S期和G0/G1期的百分比降低, G2/M期的百分比明

显增加, 当 CPZ 和 TMZ 联合使用后, 阻滞在 G2/M 期

的细胞百分比达到 71.22% ± 2.72% (U87 细胞) 和

79.65% ± 3.56% (U251 细胞), 对 G2/M 期的阻滞效果

比药物单独使用更加明显 (图 4A, P < 0.05), 表明CPZ

和 TMZ 可以协同将细胞周期阻滞于 G2/M 期 , 从而

抑制细胞的生长。当 PPZ和TMZ联用后, 发生G2/M

期阻滞的细胞百分比达到 72.45% ± 1.94% (U87细胞)

和 68.74% ± 2.51% (U251 细胞), G2/M 周期阻滞增加 

(图4B), 但相对于单独使用TMZ提升效果并不显著。

Figure 2　Effects of drugs combination on proliferation of human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were treated with drugs 

for 14 days, A: TMZ (15 μmol·L-1) in combination with CPZ (10 μmol·L-1); B: TMZ (15 μmol·L-1) in combination with PPZ (10 μmol·L-1), 

and cell proliferation was analyzed using clonogenic assay. n = 3, x ± s. #P < 0.05 vs TMZ

Figure 3　Effects of drugs combination on apoptosis of human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were treated with drugs for 

24 h, A: TMZ (30 μmol·L-1) in combination with CPZ (20 μmol·L-1); B: TMZ (30 μmol·L-1) in combination with PPZ (20 μmol·L-1). U251 

and U87 cells were resuspended in a 500 μL 1× buffer and stained with Annexin V-FITC and PI 5 μL, and cell apoptosis was analyzed using 

flow cytometry. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs TMZ
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5　联合给药方式对人脑胶质瘤 U251 和 U87 细胞

ROS产生的影响

ROS 是机体氧化应激反应和信号传导的重要媒

介, 在癌症的发病机制及各种治疗方式 (如化疗和放

疗) 的潜在机制中发挥着重要作用, 作为细胞代谢的

产物 , ROS 的产生是引起线粒体损伤的主要途径之

一[28,29]。如图 5所示, 给药组的DCFH-DA平均荧光水

平比对照组更高, 表明药物的使用可诱导更多的ROS

产生, 且联合用药后的诱导作用更强, 表明TMZ分别

与CPZ、PPZ联合使用可以提高细胞内ROS的水平, 表

现出更强的抗肿瘤作用。

6　联合给药方式对人脑胶质瘤U251和U87细胞线粒

体膜电位的影响

实验结果如图 6所示, 与对照组相比, CPZ、PPZ和

TMZ在单独使用时都使线粒体膜电位下降百分比增

加, 即药物作用使线粒体发生损伤。这种效果在联合

用药后得到了增强 , 在 CPZ 和 TMZ 联合使用处理的

U87 和 U251 细胞中 , 处于低电位的百分含量分别为

70.8% ± 1.78% 和 71.9% ± 3.18% (图 6A, P < 0.05); 在

PPZ 和 TMZ 联合用药处理的 U87 和 U251 细胞中, 处

于低电位的百分含量分别为 46.1% ± 2.36% 和 45.1% 

± 1.93% (图 6B, P < 0.05)。表明联合给药方式具有更

强的降低线粒体膜电位的能力。

7　CPZ增强TMZ对人脑胶质瘤U251和U87细胞的

DNA损伤作用

TMZ 主要通过诱导 DNA 损伤发挥抗肿瘤作用 , 

CPZ的加入是否会影响 TMZ在这方面的抗肿瘤效果

需要进一步研究。磷酸化的 H2AX (phosphorylation 

Figure 5　Effects of drugs combination on reactive oxygen species (ROS) production in human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 

cells were treated with drugs for 24 h, A: TMZ (30 μmol·L-1) in combination with CPZ (20 μmol·L-1); B: TMZ (30 μmol·L-1) in combination 

with PPZ (20 μmol·L-1). U251 and U87 cells were resuspended in buffer and stained with H2DCFDA (DCFH-DA), and the level of ROS 

production was analyzed using flow cytometry

Figure 4　Effects of drugs combination on cell cycle distributions in human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were treated 

with drugs for 24 h, A: TMZ (30 μmol·L-1) in combination with CPZ (20 μmol·L-1); B: TMZ (30 μmol·L-1) in combination with PPZ 

(20 μmol·L-1). U251 and U87 cells were resuspend in a 500 μL mixed solution (Rnase A ∶ PI = 1 ∶ 9), and cell cycle was analyzed using 

flow cytometry. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; #P < 0.05 vs TMZ
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of histone 2AX on S139, γH2AX) 是 DNA 断裂的标志

物, 在一些癌症中表达上调, 其表达水平也反映DNA

损伤的程度[30]。本研究通过彗星实验来衡量细胞内

DNA 的损伤程度, 根据免疫荧光实验测定 γH2AX 的

表达情况, 验证不同给药方式对胶质瘤细胞DNA损伤

作用的影响。

实验结果显示, CPZ单独使用时, U251和 U87细

胞出现了轻微的拖尾现象, TMZ单独处理后的细胞拖

尾现象更加明显, 损伤等级达 2级。TMZ和CPZ联合

使用后 , U251 细胞的彗星 tail/total 达到了 56.33% ± 

2.19%, 损伤程度达 3级 (图 7A, P < 0.05)。在单独用药

组中 , TMZ 处理的细胞 γH2AX 的表达显著增加 , 但

CPZ 的单独使用几乎不影响 γH2AX 在 U87细胞中的

表达, 当CPZ和TMZ联合使用后, U87和U251细胞中

γH2AX的表达显著增加 (图 7B)。结果表明CPZ可以

提高 TMZ对人脑胶质瘤细胞的 DNA损伤能力, 联合

用药具有更强的DNA损伤效果。

8　CPZ 和 TMZ 联用通过 p53 介导的自噬影响细胞

生长

p53基因是一种著名的肿瘤抑制基因, 在预防肿

Figure 7　Effects of CPZ and TMZ on DNA damage in human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were treated with TMZ 

(30 μmol·L-1) in combination with CPZ (20 μmol·L-1) for 24 h. A: The degree of DNA damage was analyzed using comet assay; B: The 

expression level of phosphorylation of histone 2AX on S139 (γH2AX) was analyzed using immunofluorescence. n = 3, x ± s. **P < 0.01 vs 

control; #P < 0.05 vs TMZ

Figure 6　Effects of drugs combination on mitochondrial membrane potential (MMP) in human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 

cells were treated with drugs for 24 h, A: TMZ (30 μmol·L-1) in combination with CPZ (20 μmol·L-1); B: TMZ (30 μmol·L-1) in combination 

with PPZ (20 μmol·L-1). U251 and U87 cells were resuspended in 1× buffer and stained by adding JC-1 probe, and the decrease degree of 

mitochondrial membrane potential was analyzed using flow cytometry. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; #P < 0.05 vs TMZ
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瘤发展方面发挥着重要作用, 其基因产物 p53蛋白是

一种多功能转录因子, 能被多种信号激活, 可调节细胞

周期、凋亡和DNA转录[31]。p53/mTOR信号通路在调

节细胞自噬方面发挥巨大作用 , p53 可以通过激活

mTOR 上游的调节因子 , 如 AMPK 和 PTEN 等 , 抑制

mTOR信号通路, 促进细胞自噬, 从而发挥诱导细胞死

亡的作用[32,33]。本研究通过探究不同给药方式对 p53

表达的影响及检测自噬相关蛋白的表达情况 , 研究

CPZ和TMZ联合作用的潜在机制。

实验结果显示, 空白组的胶质瘤细胞 p53基因的

表达较低, 在单独用药组中, p53的表达有所提高, 且

TMZ组的作用效果更好, CPZ和TMZ联合使用组 p53

的表达得到进一步增强 (图 8A)。LC3蛋白是细胞自

噬的一种生物标记物, 在细胞内的表达水平与细胞自

噬呈正相关[34]。CPZ的使用诱导细胞中LC3-II蛋白的

表达上调, TMZ的作用弱于CPZ, 当CPZ与TMZ联用

后, 可以上调 LC3-II蛋白的表达 (图 8B、C, P < 0.05)。

表明CPZ与TMZ联合使用可以通过激活胶质瘤细胞

的 p53信号通路促进细胞发生自噬, 诱导细胞凋亡, 从

而提高药物的抗肿瘤活性。

9　CPZ和TMZ联用对人脑胶质瘤U251和U87细胞

自噬的影响

形成酸性囊泡细胞器 (acidic vesicular organelles, 

AVO) 是自噬的特点之一, AO 是一种荧光染料, 可用

于检测AVO, 所以可以通过AO染色检测肿瘤细胞的

自噬作用。本研究通过细胞流式术检测不同给药方式

下 U87 和 U251 细胞的自噬情况。结果显示 , CPZ 和

TMZ联合使用后发生自噬的细胞数量明显增加 (图 9, 

P < 0.01), 表明CPZ可以通过诱导细胞自噬增强TMZ

对人脑胶质瘤细胞的抗肿瘤作用。

10　PPZ和TMZ联用抑制CIP2A/PP2A/c-Myc信号通路

蛋白磷酸酶 2A (protein phosphatase 2A, PP2A) 是

一种重要的肿瘤抑制因子, 细胞中许多蛋白质的丝氨

酸/苏氨酸的磷酸化活性来源于 PP2A。研究表明 , 

PP2A 主要通过对多种癌蛋白 (如 β -catenin、c-Myc、

AKT和Bcl2) 的去磷酸化发挥抗肿瘤作用[35,36]。PP2A

的 癌 性 抑 制 因 子 (cancerous inhibitor of protein 

phosphatase 2A, CIP2A) 可直接与 PP2A 作用限制

PP2A的肿瘤抑制功能。CIP2A已被证明在多种癌症

中过表达, 因此可以通过抑制CIP2A的方式激活PP2A

Figure 8　Effects of CPZ and TMZ on p53 expression level in human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were treated with 

TMZ (30 μmol·L-1) in combination with CPZ (20 μmol·L-1) for 24 h. A: The expression level of p53 was analyzed using 

immunofluorescence; B: The expression level of LC3 protein was analyzed using Western blot; C: The expression level of LC3 was 

analyzed using immunofluorescence. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; #P < 0.05 vs TMZ
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并增强磷酸酶的磷酸化活性[37,38]。另外 , CIP2A 可以

直接与原癌基因 (Myc proto-oncogene protein, c-Myc) 

相结合并且抑制 PP2A对 c-Myc蛋白氨基端 62位丝氨

酸 (S62) 的脱磷酸化作用, 从而抑制 c-Myc蛋白水解, 

促进肿瘤细胞的增殖和侵袭[39,40]。因此 , 抑制 CIP2A

的表达可能成为治疗肿瘤的有效策略。

通过免疫荧光实验检测不同给药方式对 U87 和

U251细胞中CIP2A、PP2A和 c-Myc蛋白表达的影响。

如图 10 所示 , TMZ 单独使用对 U87 和 U251 细胞中

CIP2A和 c-Myc表达的抑制能力较弱, 且不能显著上

调PP2A的表达; PPZ的使用则可以显著降低CIP2A和

c-Myc的表达, 并且上调PP2A的表达, 为PP2A的去磷

Figure 10　Effects of PPZ and TMZ on cancerous inhibitor of protein phosphatase 2A (CIP2A, A), protein phosphatase 2A (PP2A, B) and 

Myc proto-oncogene protein (c-Myc, C) expression levels in human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were treated with 

TMZ (30 μmol·L-1) in combination with PPZ (20 μmol·L-1) for 24 h, and the related protein expression levels were analyzed using 

immunofluorescence

Figure 9　Effects of CPZ and TMZ on autophagy of human glioma U251 and U87 cells. U251 and U87 cells were treated with TMZ 

(30 μmol·L-1) in combination with CPZ (20 μmol·L-1) for 24 h, cell autophagy was analyzed using flow cytometry. n = 3, x ± s. *P < 0.05, 
**P < 0.01 vs control; ##P < 0.01 vs TMZ
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酸化作用提供基础。PPZ的使用可以抑制CIP2A的表

达, 进而影响其下游靶基因 c-Myc的表达, 抑制CIP2A/

PP2A/c-Myc通路并上调 PP2A, 提高了人脑胶质瘤细

胞对化疗药物TMZ的敏感性。

11　PPZ和 TMZ联用对胶质瘤细胞中 CD44、CD133

和ALDH1表达的影响

CSCs信号通路具有多样性, 可以通过分析肿瘤干

细胞标志物 (cancer stem cell markers, CD44、CD133 

and ALDH1) 的变化来观察不同给药方式对CSCs的影

响。如图 11所示, TMZ能够抑制U87和U251细胞中

CD44+/CD133+和ALDH1+的表达, PPZ对CD44+/CD133+

和ALDH1+的表达抑制效果比TMZ明显, PPZ和TMZ

联合使用后, 具有更强的抑制效果 (P < 0.01)。

讨论

恶性脑胶质瘤是最常见的原发性脑肿瘤之一, 具

有很强的侵袭性, 即使经过手术切除、放疗和化疗等常

规治疗, 肿瘤复发仍是不可避免的。TMZ是人脑胶质

瘤化疗的一线烷基化剂, 能有效通过血脑屏障, 通过诱

导DNA双链损伤发挥抗肿瘤作用。目前, 人脑胶质瘤

的标准治疗方法是术后 TMZ 给药 , 但随着化疗的进

行, 大部分患者对TMZ产生了化疗耐药, 限制了TMZ

在人脑胶质瘤患者中的疗效。

自噬是细胞通过溶酶体降解自身细胞器和蛋白质

等大分子物质的过程。研究表明, 长期的过度自噬会

抑制人脑胶质瘤细胞DNA损伤的能力, 导致肿瘤细胞

的自我降解 , 从而增强 TMZ 等化疗药物的抗肿瘤作

用。CPZ是一种抗精神病药物, 主要作用于中枢神经

系统, 通过拮抗多巴胺受体起作用。近些年发现, CPZ

可以在肿瘤细胞中发挥抗肿瘤作用, 如CPZ可以通过

抑制有丝分裂驱动蛋白KSP/Eg5的表达, 导致有丝分

裂的阻滞, 从而抑制肿瘤细胞的增殖[41]。肿瘤干细胞

由于具有自我更新、高迁移率、无限生长和多向分化等

特性, 被认为是肿瘤发生、发展、耐药和复发的根本原

因。PPZ是一种主要用于治疗精神类疾病的吩噻嗪类

药物, 已被证明对CSCs具有抑制作用, 可以通过调控

Wnt/β-catenin信号通路来影响CSCs的生长。

MTT 和集落形成实验结果表明 , CPZ、PPZ 和

TMZ在单独或联合使用时均可抑制人脑胶质瘤细胞

U87、U251的增殖, 协同地抑制肿瘤细胞的生长, CPZ

和 PPZ通过 ROS介导的内源性线粒体途径诱导细胞

凋亡, 并诱导细胞周期阻滞于 G2/M期。CPZ和 TMZ

联用提高了胶质瘤细胞的DNA损伤程度, 并上调了细

胞中 p53的表达, 进而提高了激活 mTOR相关通路的

能力。进一步检测 LC3 蛋白的表达情况以及细胞

AVO 的变化, 发现 CPZ 和 TMZ 联合使用组的胶质瘤

细胞具有更高的自噬水平, 表明CPZ和TMZ联用可以

通过激活胶质瘤细胞中 p53基因的相关通路诱导细胞

自噬的增加, 说明与两种药物单独使用相比联合用药

的抗肿瘤效果更好。 PPZ 可以通过 CIP2A/PP2A/

c-Myc信号通路活化 PP2A蛋白, 并且降低肿瘤干细胞

标志物CD44+/CD133+和ALDH1+的表达, 提高了胶质瘤

细胞对 TMZ 的敏感性 , 从而达到更强的抑制肿瘤效

果 (图12)。

总之 , CPZ 和 PPZ 能够提高 TMZ 的抗肿瘤作用 , 

Figure 11　Effects of PPZ and TMZ on cancer stem cell markers (CD44, CD133 and ALDH1) expression levels in human glioma U251 

and U87 cells. U251 and U87 cells were treated with TMZ (30 μmol·L-1) in combination with PPZ (20 μmol·L-1) for 24 h, and the related 

cells were analyzed using flow cytometry. A: CD44+/CD133+ cells; B: ALDH1+ cells. n = 3, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs control; ##P < 0.01 

vs TMZ
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具有协同TMZ的抗肿瘤功效, 药物的联合使用为人脑

胶质瘤患者治疗提供了新思路。
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