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文题释义：

胶质瘤：是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，其中胶质母细胞瘤恶性程度最高，具有高度侵袭性和异质性，现有治疗手段难以显著延长患

者的生存期。胆碱激酶α作为磷脂代谢的关键酶，与肿瘤细胞增殖和代谢重编程密切相关。胆碱激酶α的高表达与胶质瘤的侵袭性和恶性

呈正相关，但具体作用机制尚不明确。

线粒体功能：线粒体是细胞能量代谢的中心，负责维持ATP生成、氧化还原平衡和凋亡调控。肿瘤细胞常表现出线粒体功能异常，包括活

性氧水平升高和线粒体膜电位紊乱，这有助于肿瘤细胞的生存和增殖。

摘要

背景：胆碱激酶α是磷脂代谢的关键酶，参与磷脂酰胆碱的合成，在维持细胞膜完整性和信号传导中起重要作用。研究表明，胆碱激酶α
在多种肿瘤中高表达，与细胞增殖、代谢重编程和肿瘤进展密切相关。作为潜在的治疗靶点，胆碱激酶α在肿瘤代谢和线粒体功能中的作

用尚需进一步探讨。   
目的：评估胆碱激酶α对胶质瘤U87MG和U251细胞增殖和凋亡的影响及机制。

方法：将胆碱激酶α沉默慢病毒及空载对照病毒转染至胶质瘤U87MG和U251细胞中，通过透射电镜观察线粒体形态，利用Western blot检
测线粒体结构和功能蛋白的表达，活性氧荧光探针检测细胞内的活性氧水平，JC-1试剂盒检测线粒体膜电位，化学发光法测定细胞内ATP
含量，CCK-8检测细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞凋亡水平；然后采用线粒体分裂抑制剂Mdivi-1保护胆碱激酶α沉默慢病毒细胞的线

粒体功能。最后皮下注射U87MG细胞构建裸鼠皮下肿瘤模型，观察胆碱激酶α沉默前后以及使用线粒体分裂抑制剂Mdivi-1后裸鼠肿瘤生长

情况。

结果与结论：①与空载对照组细胞相比，胆碱激酶α沉默慢病毒组U87MG和U251细胞的线粒体出现明显空泡化和线粒体嵴断裂等结构异常

现象，线粒体结构和功能相关蛋白TOM20、ACO2和ATP5A表达均显著下降(P < 0.01，P < 0.001)，SOD2表达显著上升(P < 0.01，P < 0.000 1)，
活性氧荧光强度显著增加(P < 0.01)，线粒体膜电位和ATP水平显著降低(P < 0.01，P < 0.001)，细胞增殖能力降低(P < 0.01)，凋亡水平提高 

(P < 0.001)；②加入Mdivi-1处理后，U87MG和U251细胞的活性氧荧光强度降低(P < 0.05，P < 0.01)，线粒体膜电位和ATP水平均显著恢复 

(P < 0.05，P < 0.01，P < 0.001)，细胞增殖能力提高(P < 0.05，P < 0.01)，凋亡水平下降(P < 0.05)；③此外，体外裸鼠皮下成瘤实验显示，与

空载对照组相比，胆碱激酶α沉默慢病毒组U87MG细胞形成的皮下肿瘤质量和生长速度显著降低(P < 0.000 1)，Mdivi-1处理后，肿瘤质量和

生长速度显著增加(P < 0.000 1)；④结果表明，胆碱激酶α沉默诱导线粒体功能障碍影响胶质瘤细胞的增殖和凋亡。
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shCHKA

shNC

细胞线粒体功能：
(1) 活性氧水平；
(2) 线粒体膜电位变化；
(3) 细胞内 ATP 水平。

加入 Mdivi-1

CHKA 沉默胶质瘤细胞
系 U87MG 和 U251 模型

Western blot 和透射
电镜检测线粒体状态

体内实验：
裸鼠皮下成瘤

肿瘤的恶性表型：
(1) 增殖能力；
(2) 凋亡率。

shCHKA+Mdivi-1
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0   引言   Introduction
胶质瘤是中枢神经系统中最常见且侵袭性最强的恶性肿

瘤，占所有恶性脑肿瘤的一半，具有高度异质性和恶性进展

的特性
[1-3]

，尽管近年来在手术、放疗和化疗方面取得了一

些进展，但患者的生存期为 12-18 个月
[2]
。因此，深入了解

胶质瘤的分子机制并探索新的治疗靶点，对于提高患者预后

具有重要意义。

胆碱激酶 α(choline kinase alpha，CHKA) 是一种参与细

胞膜磷脂合成的重要酶，在多种癌症中具有高表达水平且与

预后相关
[4-5]

。CHKA 通过促进磷脂酰胆碱的合成，参与了细

胞膜的形成和维持，是细胞增殖和存活的重要调控因子
[6]
。

线粒体具有复杂的功能和信息处理网络，在肿瘤的进展中起

着关键作用，保护膜结构和线粒体功能是重要的治疗目标之

一
[7-9]

。研究表明，CHKA 在胶质瘤中的异常表达可能与肿瘤

恶性生长和侵袭性行为密切相关
[10]
。基于此，CHKA 已成为

胶质瘤治疗研究中的一个潜在靶点。CHKA 参与线粒体磷脂

生物合成酶的功能障碍或缺失会导致细胞呼吸功能障碍，影

响线粒体蛋白质组装和稳定性，并导致线粒体形态异常甚至

死亡
[11]
。因此，探究 CHKA 与线粒体功能的关系及治疗价值

也非常重要。

线粒体在维持细胞能量代谢、调控细胞凋亡以及氧化应

激反应中发挥着核心作用
[12]
。线粒体功能异常导致能量代谢
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Abstract
BACKGROUND: Choline kinase alpha is a key enzyme in phospholipid metabolism, involved in the synthesis of phosphatidylcholine, and plays an important 
role in maintaining cell membrane integrity and signal transduction. Research has shown that choline kinase alpha is highly expressed in various tumors and 
is closely related to cell proliferation, metabolic reprogramming, and tumor progression. As a potential therapeutic target, the role of choline kinase alpha in 
tumor metabolism and mitochondrial function still needs further exploration. 
OBJECTIVE: To evaluate the effects and the underlying mechanisms of choline kinase alpha on the proliferation and apoptosis of glioma U87MG and U251 cells. 
METHODS: Short hairpin RNA of choline kinase alpha and its empty vector control were transfected into U87MG and U251 glioma cells. Mitochondrial 
morphology was observed by transmission electron microscopy. Mitochondrial structure and functional protein levels were assessed by western blot assay. 
Reactive oxygen species levels in cells were measured using a reactive oxygen species fluorescent probe. Mitochondrial membrane potential was assessed with 
a JC-1 assay. Intracellular adenosine triphosphate levels were measured by chemiluminescence. Cell proliferation was evaluated using a  
CCK-8 assay. Apoptosis levels were analyzed by flow cytometry. The mitochondrial fission inhibitor Mdivi-1 was used to protect the mitochondrial function of 
the choline kinase α-silenced lentiviral cells. Finally, U87MG cells were subcutaneously injected to construct a subcutaneous tumor model in nude mice. The 
tumor growth in nude mice was observed before and after choline kinase alpha silencing and after the use of the mitochondrial fission inhibitor Mdivi-1. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with the empty control group, the mitochondria of U87MG and U251 cells in the choline kinase alpha silencing 
lentivirus group exhibited significant structural abnormalities in mitochondria, such as vacuolization and cristae disruption. The expressions of mitochondrial 
structure and function-related proteins TOM20, ACO2, and ATP5A were significantly decreased (P < 0.01, P < 0.001), the expression of SOD2 was significantly 
increased (P < 0.01, P < 0.000 1), the fluorescence intensity of reactive oxygen species was significantly increased (P < 0.01), the mitochondrial membrane 
potential and adenosine triphosphate level were significantly decreased (P < 0.01, P < 0.001), the cell proliferation ability was reduced (P < 0.01), and the 
apoptosis level was increased (P < 0.001). (2) Following Mdivi-1 treatment, the fluorescence intensity of reactive oxygen species in U87MG and U251 cells 
decreased (P < 0.05, P < 0.01), mitochondrial membrane potential and adenosine triphosphate levels were significantly restored (P < 0.05, P < 0.01, P < 0.001), 
cell proliferation ability was improved (P < 0.05, P < 0.01), and apoptosis level was decreased (P < 0.05). (3) In addition, the in vitro subcutaneous tumor 
formation experiment of nude mice showed that compared with the empty control group, the mass and growth rate of subcutaneous tumors formed by 
U87MG cells in the choline kinase alpha silencing lentivirus group were significantly reduced (P < 0.000 1). After Mdivi-1 treatment, the mass and growth rate 
of tumors were significantly increased (P < 0.000 1). (4) The results show that choline kinase alpha silencing affects the proliferation and apoptosis of glioma 
cells by inducing mitochondrial dysfunction.
Key words: choline kinase alpha; glioblastoma; mitochondrial function; Mdivi-1; reactive oxygen species; mitochondrial membrane potential; proliferation; 
apoptosis
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障碍和活性氧的产生，进而导致线粒体膜电位改变以及对细

胞凋亡和化疗药物的抵抗，这在胶质瘤的发病机制中起着重

要的作用
[13]
。Mdivi-1 是一种特异性线粒体分裂抑制剂，主

要通过抑制线粒体相关动力蛋白的活性，阻止线粒体的异常

分裂，从而维护线粒体功能
[14]
。

该研究旨在探讨沉默 CHKA 表达诱导线粒体功能障碍对

胶质瘤细胞增殖和凋亡的影响。假设 CHKA 的沉默会导致线

粒体功能障碍，如线粒体膜电位降低、活性氧水平升高和

ATP 含量减少，进而抑制肿瘤的恶性表型。通过 Mdivi-1 的

干预，可以在一定程度上减弱沉默 CHKA对肿瘤的抑制作用，

从而验证线粒体功能障碍在 CHKA 影响胶质瘤恶性表型中的

关键作用，并寻找 CHKA治疗胶质瘤的潜在应用价值和机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   通过分子生物学、细胞生物学以及动物模型实验

相结合的方法，系统评估 CHKA 沉默对胶质瘤细胞线粒体功

能及增殖、凋亡的影响，探讨 CHKA 在胶质瘤发生发展中的

作用机制。

1.2   时间及地点   实验于 2024 年 4-10 月在宁夏颅脑疾病重

点实验室和宁夏医科大学实验动物中心完成。

1.3   材料   胶质瘤细胞系 U87MG 和 U251 均购自中国科学

院上海细胞库；高糖型 DMEM 培养基和胎牛血清购自 Gibco
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公司；胰蛋白酶、青 - 链霉素购自北京索莱宝科技有限公

司；Mdivi-1 购自美国 MCE 公司；CHKA 沉默慢病毒及其

对照慢病毒由上海吉凯生物科技有限公司设计并合成；兔

抗人 CHKA(ab88053) 抗体购自英国 Abcam 公司；兔抗人 

SOD2(24127-1-AP)、ATP5A(14676-1-AP)、TOM20(11802-1-AP)、 

ACO2(11134-1-AP) 和 GAPDH(60004-1-Ig) 抗体购自 Proteintech

公司；羊抗兔 IgG 荧光二抗 (1 ∶ 1 000) 购自武汉 Abbkine 公

司；全蛋白提取试剂盒、BCA 法蛋白质定量试剂盒和凋亡试

剂盒购自江苏凯基公司；增强型活性氧检测试剂盒、增强型

线粒体膜电位检测试剂盒 (JC-1) 购自武汉北莱茵公司；增强

型 ATP 检测试剂盒和 CCK-8 试剂购自上海碧云天有限公司；

透射电镜购自日本 Olympus 公司；倒置荧光显微镜购自日本

Olympus 公司；共聚焦荧光显微镜购自德国蔡司公司；细胞

培养箱、酶标仪购自美国 Thermo Fisher 公司；电泳仪、转

膜仪购自美国 Bio-Rad 公司；离心机购自日本 Himac 公司；

流式细胞仪购自美国 BD 公司。

1.4   实验方法   

1.4.1   细胞培养   人胶质细胞瘤细胞系 U87MG 和 U251 采用

含体积分数 10% 胎牛血清、1% 青 - 链霉素的 DMEM 高糖型

培养基，于 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中培养。

1.4.2   慢病毒转染   按照说明书取 U87MG、U251 细胞按

照 5×107 L-1
细胞浓度制备成单细胞悬液，均匀接种在 6 孔

板中，每孔 2 mL，培养 16 h 后，以感染复数为 5 的病毒

量，按照病毒体积计算公式：体积 =( 感染复数 × 细胞数

目 )/ 病毒滴度，计算 CHKA 沉默慢病毒 (shCHKA) 及空载对

照病毒 (shNC) 所需要的病毒体积。加入 960 μL 新鲜培养

基、40 μL HiTransGP 和所需的病毒体积，继续培养 12 h，观

察细胞生长情况，更换新鲜 DMEM 培养基，继续培养 72 h

后，通过荧光显微镜检测荧光信号的强度和分布，ImagePro 

Plus 6.0 图像分析软件分析后确认转染效率。最后使用含 

2 μg/mL Puromycin的培养基筛选细胞，48 h后改用含 1 μg/mL  

Puromycin 的培养基继续培养细胞。

1.4.3   药物处理及细胞分组   将 U87MG、U251 细胞分别分为

shNC 组、shCHKA 组和 shCHKA+Mdivi-1 组。利用线粒体分裂

抑制剂 Mdivi-1 保护线粒体功能
[15]
。将 Mdivi-1 溶解于二甲

基亚砜中，工作浓度为 10 μmol/L，然后对 shCHKA+Mdivi-1

组细胞进行干预，shNC 组和 shCHKA 组加入等量的二甲基亚

砜，干预 48 h[16]
。

1.4.4   蛋白免疫印迹法检测   收集 U87MG 和 U251 细胞，利

用全蛋白提取试剂盒 (含蛋白酶和磷酸酶抑制剂 )充分裂解细

胞，12 000 r/min 离心 5 min，收集上清液作为全细胞蛋白提

取物。使用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，按照实验需

求调整蛋白浓度一致。以 40 μL/ 孔的上样量行十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳后将凝胶上的蛋白以 250 mA、 

90 min 转 到 PVDF 膜 上，PVDF 膜 放 入 5% BSA 中 室 温 封

闭 1 h，加入免抗人 CHKA(1 ∶ 2 000)、SOD2(1 ∶ 5 000)、

ATP5A(1 ∶ 5 000)、TOM20(1 ∶ 2 000)、ACO2(1 ∶ 5 000)、

GAPDH(1 ∶ 10 000)，4 ℃摇床过夜，TBST 清洗 3 次，每次 

5 min，加入羊抗免荧光二抗 (1 ∶ 1 000)，室温孵育 2 h，再

用TBST清洗3次后曝光。实验重复3次。采用 ImagePro Plus 6.0

图像分析软件对条带进行灰度值分析。

1.4.5   细胞内活性氧检测   参照增强型活性氧检测试剂盒说

明书操作，将各组胶质瘤细胞以 1×105
个 / 孔密度接种于 6

孔板中，培养 3 d 后，用无血清培养液清洗 2 次，将稀释

好的 2’，7’- 二氯荧光素二乙酸酯 (2’，7’-dichlorofluorescin  

diacetate， DCFH-DA) 工作液加入到细胞中，37 ℃孵育20 min，

用无血清培养液清洗 3 次，共聚焦荧光显微镜下观察、拍照，

采用 ImagePro Plus 6.0 图像分析软件对各组细胞活性氧荧光

强度进行定量分析，实验重复 3 次。

1.4.6   JC-1 线粒体膜电位检测   参照增强型线粒体膜电位检测

试剂盒说明书进行操作，将各组胶质瘤细胞以 1×105
个 / 孔

密度接种于 6 孔板中，培养 3 d 后，加入 0.5 mL JC-1 染色工

作液，混匀后放入 37 ℃细胞培养箱中孵育 20 min，吸除上

清液，用 JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次，加入 1 mL 细胞培养液，

共聚焦荧光显微镜下观察并拍照，采用 ImagePro Plus 6.0 图

像分析软件对各组细胞线粒体膜电位水平进行定量分析，实

验重复 3 次。

1.4.7   细胞内 ATP 含量检测   参照 ATP 检测试剂盒说明书进

行操作，将各组胶质瘤细胞以 1×105
个 / 孔密度接种于 6 孔

板中，培养 3 d 后，吸除培养液，每孔加入 200 μL 裂解液，

反复吹打或晃动培养板使裂解液充分接触裂解细胞，裂解

后 4 ℃、12 000×g 离心 5 min，取上清，同时将 ATP 标准溶

液用 ATP 检测裂解液稀释为 0.01，0.03，0.1，0.3，1，3， 

10 µmol/L，各取 20 μL 标准品和样品分别置入检测孔中，迅

速用微量移液器混匀，用化学发光仪测定 RLU 值。根据标准

曲线计算出样品中 ATP 的浓度。

1.4.8   CCK-8 实验   将各组胶质瘤细胞以 1×103
个 / 孔密度接

种于 96 孔板内，分别培养 0，24，48，72 h 后换液，每孔

加入 90 μL 新鲜培养基和 10 μL CCK-8 试剂，继续培养 1.5 h，

用酶标仪检测 450 nm 波长处的吸光度值。

1.4.9   凋亡检测   采用凯基公司的 Annexin V-FITC/PI 凋亡检测

试剂盒，检测各组胶质瘤细胞凋亡情况。将各组胶质瘤细胞

以1×105
个 /孔密度接种于6孔板内，培养3 d后，PBS洗涤2次，

重 悬 在 500 μL Binding Buffer 中， 依 次 加 入 5 μL Annexin V 
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(P < 0.01，P < 0.000 1)，可能是细胞为应对线粒体功能障碍

引发的活性氧积累而激活的代偿性抗氧化反应
[23]
。

2.3   CHKA 沉默对 U87MG 和 U251 细胞线粒体功能的影响   

为了进一步明确 CHKA 沉默对线粒体功能的影响，分别检测

了 CHKA 沉默前后 U87MG 和 U251 细胞活性氧、线粒体膜电

位和细胞 ATP 含量的变化。利用荧光显微镜对各组细胞的活

性氧水平进行检测，结果显示 shCHKA 组 U87MG 和 U251 细

胞内活性氧荧光强度较 shNC组显著升高 (P < 0.01，图 3A，D)。

利用聚集体与单体的 JC-1 荧光比值来评估各组细胞的线粒体

膜电位，荧光图像中红色荧光表示 JC-1 聚集体 ( 高膜电位 )，

绿色荧光表示 JC-1 单体 ( 低膜电位 )，结果显示 shCHKA 

组 JC-1 聚集体 / 单体荧光比值较低，这表明 CHKA 沉默后

U87MG 和 U251 细胞的线粒体膜电位水平显著降低 (P < 0.01， 

P < 0.001，图 3B，E)。利用化学发光法检测各组细胞内 ATP

水平的变化，结果以纳米摩尔 (nmol) 表达，结果显示 shCHKA 

组 U87MG 和 U251 细胞内 ATP 水平较 shNC 组显著降低 (P < 

0.01，图 3C)。

2.4   CHKA 沉默对 U87MG 和 U251 细胞增殖和凋亡的影响   

该研究验证了 CHKA 沉默会引起 U87MG 和 U251 细胞线粒体

结构和功能的一系列损伤，同时活性氧增加等线粒体异常现

和 5 μL PI，混合后避光孵育 15 min，上 BD Accuri C6 流式细

胞仪检测细胞凋亡情况。

1.4.10   裸鼠成瘤实验   18 只 4-6 周龄的 SPF 级 BALB/c-nu 小

鼠，雌雄不限，体质量 18-20 g，购自宁夏医科大学动物中心，

许可证号：SYXK( 宁 )2020-0001。实验动物每 6 只分笼饲养，

动物房温度为 20-26 ℃，相对湿度保持在 40%-60%，自由进

食水和饲料，适应性饲养 7 d 后进行实验。

实验方案由宁夏医科大学实验动物伦理审查委员会批准

( 编号：IACUC-NYLAC-2023-109)。实验过程遵循了国际兽医学

编辑协会《关于动物伦理与福利的作者指南共识》和本地及国

家法规。

使用预冷的 PBS 将 shNC 组和 shCHKA 组的 U87MG 细胞

制备成细胞悬液并计数，取100 μL细胞悬液 (细胞数为106
个 )

注射至裸鼠右侧腋窝皮下
[17]
。待肿瘤成型后，持续进行如下

处理：shNC 组和 shCHKA 组小鼠 (n=6) 腹腔注射 0.1% 二甲基

亚砜水溶液，shCHKA+Mdivi-1 组小鼠 (n=6) 腹腔注射 Mdivi-1     

[25 mg/(kg•d)[18]
，用 0.1% 二甲基亚砜水溶液溶解 ]，每隔 5 d

测量肿瘤直径
[19]
，25 d后取出瘤体并测量肿瘤的体积和质量。

1.5   主要观察指标   各组胶质瘤细胞中 TOM20、ACO2、

ATP5A 和 SOD2 蛋白表达、线粒体超微结构、活性氧水平、

线粒体膜电位和 ATP 含量、增殖能力和凋亡率；各组小鼠的

肿瘤体积和肿瘤质量。

1.6   统计学分析   采用Graphpad Prism 8.0.2进行统计学分析。

各组数据表示为 x-±s，两组间比较采用 t 检验，所有实验重

复 3 次，P < 0.05 为差异有显著性意义。文章统计学方法已

经宁夏医科大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   构建 CHKA 沉默 U87MG 和 U251 细胞模型   利用慢病毒

转染对 U87MG 和 U251 细胞进行敲减，荧光显微镜显示：

CHKA 敲减组 (shCHKA)U87MG 和 U251 细胞的转染效率达

到 80% 以 上 ( 图 1A)。Western blot 结 果 显 示：shCHKA 组

U87MG 和 U251 细胞 CHKA 蛋白表达较野生 (WT) 组显著降低

(P < 0.05，P < 0.001，图 1B，C)。

2.2   CHKA 沉默对 U87MG 和 U251 细胞线粒体结构和形态的

影响   透射电子显微镜观察结果显示，与 shNC 组 U87MG 和

U251 细胞比较，shCHKA 组 U87MG 和 U251 细胞线粒体结

构紊乱，出现线粒体肿胀、线粒体空泡化 ( 图 2A)；Western 

blot 实验结果显示 ( 图 2B，C)，shCHKA 组 U87MG 和 U251

细胞中 ACO2、TOM20 和 ATP5A 蛋白表达水平均较 shNC 组

显著降低 (P < 0.01，P < 0.001)，提示 CHKA 沉默导致线粒体

结构破坏和功能减弱
[20-22]

；而 SOD2 蛋白表达水平显著升高 

图注：图 A 为 CHKA 沉默慢病毒转染细胞的显微镜图片 (×200)；B 为

Western blot 检测 CHKA 的表达；C 为 Western blot 定量结果分析，
aP < 

0.05，bP < 0.001。CHKA：胆碱激酶 α；WT：野生细胞组，无病毒转染；

shNC：转染空载对照病毒；shCHKA：转染 CHKA 沉默慢病毒。

图 1 ｜构建 CHKA 表达水平降低的 U87MG 和 U251 细胞模型

Figure 1 ｜ Constructing U87MG and U251 cell models with reduced 
choline kinase alpha (CHKA) expression
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象是细胞早期凋亡的标志事件之一
[24-25]

，因此猜测 CHKA 沉

默可以引起 U87MG 和 U251 细胞增殖能力和凋亡水平的变

化。利用 CCK-8 实验检测各组 U87MG 和 U251 细胞的增殖

能力，结果显示 shCHKA 组 U87MG 和 U251 细胞的增殖能力

较 shNC 组显著减弱 (P < 0.01，图 4A)。利用流式细胞术检

测各组 U87MG 和 U251 细胞的凋亡率，结果显示 shCHKA 组

U87MG 和 U251 细胞的凋亡率较 shNC 组显著升高 (P < 0.001，

图 4B)。综上所述，通过在胶质瘤细胞中沉默 CHKA，验证了

CHKA 沉默后胶质瘤细胞的线粒体发生了功能障碍，并可能

图注：图 A 为透射电子显微镜观察线粒体结构，白色箭头代表正常线

粒体结构，黑色箭头代表严重肿胀的线粒体，红色箭头代表线粒体空泡

化；B 为 Western blot 检测线粒体相关蛋白的表达；C 为 Western blot 定
量结果分析。

aP < 0.01，bP < 0.001，cP < 0.000 1。CHKA：胆碱激酶 α；
shNC：转染空载对照病毒；shCHKA：转染 CHKA 沉默慢病毒。

图 2｜CHKA 沉默后 U87MG 和 U251 细胞线粒体形态和结构蛋白表达变化

Figure 2 ｜ Changes in mitochondrial morphology and structural protein 
expression in U87MG and U251 cells after choline kinase alpha (CHKA) 
silencing
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bP < 0.001。CHKA：胆碱激酶 α；shNC：转染空载对照病毒；shCHKA：
转染 CHKA 沉默慢病毒。

图 3 ｜ CHKA 沉默对 U87MG 和 U251 细胞线粒体功能的影响

Figure 3 ｜ Effect of choline kinase alpha (CHKA) silencing on mitochondrial 
function in U87MG and U251 cells

a

a a

ba

a

AT
P(

nm
ol

)

AT
P(

nm
ol

)

活
性
氧
荧
光
强
度

活
性
氧
荧
光
强
度

shNC shCHKA shNC shCHKA

shNC shCHKA shNC shCHKA

shNC shCHKAshNC shCHKA

A

B

C

D

E

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

20

15

10

5

0

15

10

5

0

25

20

15

10

5

0

25

20

15

10

5

0

shNC                    shCHKA shNC                    shCHKA

U87MG                                                                    U251

sh
CH

KA
sh

CH
KA

U
87

M
G

U
25

1

sh
N

C
sh

N
C

JC
-1

聚
集
体

/
单
体
荧
光
比
值

 

JC
-1

聚
集
体

/
单
体
荧
光
比
值

 

U87MG

U87MG

U87MG

U251

U251

U251

50 μm

50 μm



Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 30｜No.1｜January 2026｜135

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

图 4 ｜ CHKA 沉默对 U87MG 和 U251 细胞增殖和凋亡的影响

Figure 4 ｜ Effect of choline kinase alpha (CHKA) silencing on proliferation 
and apoptosis of U87MG and U251 cells

图注：图 A 为 CCK-8 法

检测细胞的增殖能力；

B 为流式细胞术检测细

胞的凋亡率。
aP < 0.01，

bP < 0.001。CHKA：胆碱

激酶 α；shNC：转染空

载对照病毒；shCHKA：
转染CHKA沉默慢病毒。

进一步导致细胞增殖能力减弱和凋亡水平增加，影响了胶质

瘤细胞的生长和恶性表型。

2.5   Mdivi-1 对植入 CHKA 沉默 U87MG 细胞的裸鼠皮下肿

瘤生长的影响   为体内体外共同验证以上结论，皮下植入

U87MG 胶质瘤细胞，记录肿瘤 0-25 d 体积变化，25 d 切

除肿瘤并记录肿瘤大小和肿瘤质量，结果显示：shCHKA 组

的裸鼠瘤体质量较 shNC 组明显减轻，生长速度显著降低 

(P < 0.000 1)；同时为了明确 CHKA 沉默是通过改变线粒体功

能从而导致胶质瘤的抑制作用，在 CHKA 沉默的基础上腹腔

注射线粒体分裂抑制剂 Mdivi-1，保护线粒体功能，反向验

证 CHKA 沉默后对胶质瘤的抑制作用。结果显示：shCHKA+ 

Mdivi-1 组的裸鼠瘤体质量较 shCHKA 组显著增加，生长速度

显著变快 (P < 0.000 1，图 5)。
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2.6   Mdivi-1 对 CHKA 沉默的 U87MG 和 U251 细胞线粒体功

能的影响   shCHKA+Mdivi-1 组 U87MG 和 U251 细胞内活性氧

荧光强度较 shCHKA 组显著降低 (P < 0.05，P < 0.01，图 6A，

D)。shCHKA+Mdivi-1 组 U87MG 和 U251 细胞线粒体膜电位较

shCHKA 组显著升高 (P < 0.01，图 6B，E)。shCHKA+Mdivi-1

组 U87MG 和 U251 细胞内 ATP 水平较 shCHKA 组显著升高 

(P < 0.01，P < 0.001，图 6C)。

2.7   Mdivi-1 对 CHKA 沉默的 U87MG 和 U251 细胞增殖和凋

亡的影响   CCK-8 实验结果显示 shCHKA+Mdivi-1 组 U87MG

和 U251 细胞的增殖能力较 shCHKA 组显著增强 (P < 0.05，

P < 0.01，图 7A)。流式细胞术结果显示 shCHKA+Mdivi-1 组

U87MG 和 U251 细胞凋亡率较 shCHKA 组显著降低 (P < 0.05，

图 7B，C)。

3   讨论   Discussion
线粒体是细胞能量代谢、凋亡调控和氧化应激的重要调

节中心
[26-28]

。该研究中，CHKA 沉默后细胞线粒体形态发生明

显异常，如空泡化和线粒体嵴断裂，这些都是线粒体功能受

损的典型表现
[29]
。已有研究表明，胆碱激酶在肿瘤细胞中的

作用与线粒体功能密切相关，CHKA 沉默后可能通过影响线

粒体膜的磷脂合成，从而导致线粒体结构的破坏
[30]
。线粒体

形态的改变通常伴随着能量代谢紊乱和氧化应激增加，从而

促进细胞死亡并抑制增殖。该研究进一步显示，CHKA 沉默显

著降低了线粒体相关结构和功能蛋白 ( 如 TOM20、ACO2 和

ATP5A) 的表达，并且线粒体膜电位和 ATP 水平显著下降，这

与之前的研究一致
[31]
，表明 CHKA 在维持线粒体功能和能量

平衡中起着重要作用。线粒体功能下降往往会导致细胞代谢

的重编程，增加氧化应激水平，从而影响细胞的生长和存活。

课题组以往研究发现，CHKA 在不同级别胶质瘤中的表

达差异显著，且与患者预后密切相关，提示 CHKA 的表达可

作为胶质瘤患者诊断和判断患者预后的指标
[32]
，并且 CHKA

表达下调会影响胶质瘤细胞的增殖、迁移和侵袭等恶性表 

型
[33-35]

。CHKA 作为磷脂代谢的关键酶，主要功能是催化胆

碱转化为磷酸胆碱，从而参与磷脂酰胆碱的合成。磷脂酰胆

碱是细胞膜的重要组成部分，尤其在神经系统中，磷脂对膜

的稳定性、神经递质的释放以及信号传导等至关重要。神

经系统的磷脂种类丰富且含量较高，这可能反映了 CHKA 在

维持神经细胞膜完整性、突触功能和神经递质传递中的潜

在重要性
[30]
。抑制 CHKA 可能导致神经系统磷脂代谢紊乱，

从而影响膜的稳定性和神经功能。目前，有研究表明 CHKA

抑制剂在治疗肿瘤时可能具有一定的神经毒性，表现为神

经元的膜功能受损和神经递质释放障碍
[36]
，因此在开发以
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图注：图 A 为各组裸鼠皮下肿瘤图像；B 为各组裸鼠皮下肿瘤质量；C 为各组裸鼠皮下肿瘤生长曲线。
aP < 0.000 1。DMSO：二甲基亚砜；CHKA：

胆碱激酶 α；shNC：转染空载对照病毒；shCHKA：转染 CHKA 沉默慢病毒；Mdivi-1：线粒体分裂抑制剂。

图 5 ｜ Mdivi-1 对植入 CHKA 沉默 U87MG 细胞的裸鼠皮下肿瘤生长的影响

Figure 5 ｜ Effect of Mdivi-1 on growth of subcutaneous tumors derived from choline kinase alpha (CHKA) silenced U87MG cells in nude mice

图注：图 A 为共聚焦显微镜观察细胞内活性氧荧光强度；B 为共聚焦显微镜观察细胞内 JC-1 荧光强度；C 为化学发光法测定细胞内 ATP 含量；

D 为活性氧荧光强度定量分析；E 为 JC-1 荧光强度定量分析。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001。CHKA：胆碱激酶 α；shNC：转染空载对照病毒；

shCHKA：转染 CHKA 沉默慢病毒；Mdivi-1：线粒体分裂抑制剂。

图 6 ｜ Mdivi-1 对 CHKA 沉默的 U87MG 和 U251 细胞线粒体功能的影响

Figure 6 ｜ Effect of Mdivi-1 on mitochondrial function in U87MG and U251 cells silenced by choline kinase alpha (CHKA)
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CHKA 为靶点的抗肿瘤治疗策略时，需要特别关注对正常神

经系统功能的影响。在研究中发现，CHKA 沉默显著抑制了

U87MG 和 U251 胶质瘤细胞的增殖能力，并通过流式细胞

术检测发现细胞凋亡水平显著上升，这也表明 CHKA 在胶质

瘤细胞的生长和存活中起着至关重要的作用。已有研究表

明，CHKA 通过调节磷脂代谢，促进细胞膜的合成，并参与

细胞周期调控和凋亡途径
[37]
。该研究结果表明，CHKA 沉默

可能通过破坏线粒体功能并引发氧化应激，导致细胞增殖

受阻和凋亡增加。

Mdivi-1 作为线粒体分裂抑制剂，该研究主要探索 CHKA

影响线粒体功能及潜在治疗机制。Mdivi-1 通过抑制 DRP1 的

活性，抑制了线粒体过度分裂，恢复了线粒体膜电位，并降

低了活性氧的产生
[38]
，这一结果表明 Mdivi-1 对 CHKA 沉默

导致的线粒体损伤具有明显的保护作用，可能通过调节线粒

体动力学和维持线粒体网络的完整性来实现，从而为细胞提

供能量支持
[39]
。研究表明，Mdivi-1 通过改善线粒体动力学，

恢复细胞的代谢平衡，进而促进癌细胞的生长
[40]
。该实验

结果显示，Mdivi-1 能够有效缓解 CHKA 沉默引起的线粒体功

能损伤，并在一定程度上恢复细胞的增殖能力。在裸鼠皮下

肿瘤模型中，CHKA 沉默组 U87MG 细胞形成的肿瘤体积明显

小于对照组，而 Mdivi-1 处理后肿瘤体积显著增大，这表明

CHKA 沉默抑制了肿瘤的生长，而 Mdivi-1 通过恢复线粒体功

能促进了肿瘤的生长。通过 Mdivi-1 的干预，进一步明确了

CHKA 改变线粒体功能的潜在靶点，为靶向线粒体动力学的

肿瘤治疗策略提供了新的研究依据和思路。

该研究为 CHKA 在胶质瘤细胞线粒体功能调节中的作用

提供了新的证据，并且提出通过调节线粒体动力学可能成为

胶质瘤治疗的潜在策略。线粒体作为细胞能量和代谢的核心，

调控其功能和动力学可能为治疗胶质瘤提供新的治疗靶点。

未来的研究可以进一步探索 CHKA 和线粒体动力学的交互作

用，并结合线粒体分裂抑制剂，如 Mdivi-1，开展临床前研究，

以评估这种组合治疗在胶质瘤中的应用潜力。
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Figure 7 ｜ Effect of Mdivi-1 on proliferation and apoptosis of U87MG and U251 cells silenced by choline kinase alpha (CHKA)
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