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摘要　 目的　 检测尿石素 Ｂ（ＵＢ）对胶质母细胞瘤细胞增

殖、迁移、侵袭、凋亡及细胞周期的影响和机制。 方法　 用不

同剂量的 ＵＢ 处理胶质母细胞瘤 Ｕ２５１ 细胞，运用 ＣＣＫ⁃８ 方

法、克隆形成、划痕愈合、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测 ＵＢ 对 Ｕ２５１
细胞增殖、迁移、侵袭的影响；用流式细胞术检测 ＵＢ 对细胞

周期和凋亡的调控作用；运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 ＵＢ 对

下游信号通路蛋白 ＥＲＫ、ＡＫＴ、ｐ３８、ＪＮＫ 磷酸化水平的影响。
结果　 与对照组相比，２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时，ＵＢ 可降低 Ｕ２５１ 细胞

的吸光度值（Ｐ ＜ ０. ０１），且呈浓度依赖性；ＵＢ 可减低细胞克

隆形成百分比（Ｐ ＜ ０. ０１）；ＵＢ 能降低划痕愈合百分比（Ｐ ＜
０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１）；ＵＢ 能降低侵袭细胞数量百分比（Ｐ ＜
０. ０１）；ＵＢ 能显著诱导细胞凋亡（Ｐ ＜ ０. ０１），并使细胞周期

阻滞于 Ｇ２ ／ Ｍ 期（Ｐ ＜ ０. ０１）；ＵＢ 能显著提高 ＥＲＫ 的磷酸化

水平（Ｐ ＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１），并抑制 ＡＫＴ 的磷酸化水平（Ｐ
＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论　 ＵＢ 能抑制胶质瘤细胞增殖、迁
移、侵袭、凋亡和细胞周期，并调控 ＥＲＫ 和 ＡＫＴ 的磷酸化水

平。
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　 　 胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）是中枢神经

系统最普遍、最具破坏性的原发性恶性肿瘤，其特点

是生长速度快、侵袭性强［１］。 手术联合化疗、放疗

是治疗的主要手段，但 ＧＢＭ 患者的生存率仍然较

低［２］。 天然化合物因其成本低、生物利用度高、毒

性小、具有抗氧化、抗炎和抗肿瘤活性而受到越来越

多的关注。 尿石素 Ｂ（ｕｒｏｌｉｔｈｉｎ Ｂ，ＵＢ）是鞣花丹宁

和鞣花酸的肠道微生物代谢产物之一［３］。 近年来，
人们对尿石素的生物功能进行了体外和体内的研

究，包括抗炎活性、抗肿瘤增殖、抗氧化活性、对脂质

代谢的有益作用和延长寿命［４］。 但是 ＵＢ 对 ＧＢＭ
活性的影响尚无报道。 本研究在体外实验中探究了

ＵＢ 对 ＧＢＭ 细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡及细胞周期

的影响，及其对下游信号通路蛋白的影响，该研究为

探究 ＧＢＭ 的治疗药物提供新的实验基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 ＵＢ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＲＩＰＡ 裂解液

购自上海碧云天生物技术有限公司；ＢＣＡ 蛋白定量

试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；兔
抗 Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ｐ３８、兔抗 ｐ３８、兔抗 Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＪＮＫ、兔抗

ＪＮＫ、兔抗 Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＡＫＴ、兔抗 ＡＫＴ、兔抗 ＥＲＫ、兔抗

Ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＥＲＫ、鼠抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体均购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；驴抗鼠二抗和羊抗兔二

抗均购于美国 Ｌｉ⁃ＣＯＲ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自美国

ＭＣＥ 公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；
ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 凋亡检测试剂盒和 ＰＩ ／ ＲＮａｓｅ 染色

液均购自美国 ＢＤ 公司。 主要仪器：双红外激光成

像系统（美国 Ｌｉ⁃ＣＯＲ 公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ５ 酶标仪

（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； ＩＸ５３ 光学显微镜

（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；流式细胞仪（美国 ＢＤ 公司）。
１． ２　 细胞培养 　 人胶质母细胞瘤 Ｕ２５１ 细胞系购

自中国科学院细胞库。 Ｕ２５１ 细胞用含 １０％ 胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养。 ＵＢ 用 ＤＭＳＯ 溶解配置成 ０. ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的母液。
１． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 细胞用 ＲＩＰＡ 裂解液裂解，用
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒进行蛋白浓度定量。 蛋白复

合物用 １２％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 进行电泳， 湿转法转至

ＰＶＤＦ 膜，用 ｐＨ ７. ４ 的 ＴＢＳＴ 缓冲液（０. ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ０. １５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ０. １％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０）溶解

的 ５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ。 分别加入一抗 Ａｎｔｉ⁃
ｐ⁃ｐ３８ （１ ∶ １ ０００）， Ａｎｔｉ⁃ｐ３８ （１ ∶ １ ０００），Ａｎｔｉ⁃ｐ⁃
ＪＮＫ （１ ∶ １ ０００）， Ａｎｔｉ⁃ＪＮＫ（１ ∶ １ ０００），Ａｎｔｉ⁃β⁃ａｃｔｉｎ
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（１ ∶ ２ ０００），Ａｎｔｉ⁃ｐ⁃ＡＫＴ（１ ∶ １ ０００），Ａｎｔｉ⁃ＡＫＴ（１ ∶
１ ０００），Ａｎｔｉ⁃ＥＲＫ（１ ∶ １ ０００）及 Ａｎｔｉ⁃ｐ⁃ＥＲＫ（１ ∶
１ ０００），４℃ 孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤 ４ 次，每次 １０
ｍｉｎ，加入二抗室温摇床孵育 １ ｈ。 然后 ＴＢＳＴ 洗膜 ４
次，经双红外激光成像系统成像并识别灰度进行分

析。
１． ４ 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖能力 　 取对数期细

胞，０. ２５％胰酶⁃ＥＤＴＡ 消化后细胞计数，接种 ９６ 孔

细胞培养板，每孔接种 ３ ０００ 个细胞。 实验分为对

照组和不同浓度的 ＵＢ 处理组（２０、４０、８０、１２０、１６０、
２００ μｍｏｌ ／ Ｌ），培养 ２４ ｈ 后，分别加入溶媒和不同浓

度的 ＵＢ，继续分别培养 ２４、４８ ｈ，根据 ＣＣＫ⁃８ 试剂

盒说明书，每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，置于培养箱

继续培养 １ ～ ４ ｈ 后，用 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ５ 酶标仪检测

４５０ ｎｍ 吸光度值。
１． ５　 克隆形成实验检测细胞增殖能力　 取对数期

细胞，接种 １２ 孔板，每孔接种 ５００ 个细胞，分为对照

组和不同浓度的 ＵＢ 处理组（４０、８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
培养 ２４ ｈ 后，分别加入溶媒和不同浓度的 ＵＢ 处理，
药物处理 ４８ ｈ 后换液，加入不含药物的含 １０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 培养基继续培养 １２ ｄ。 去除培养基，ＰＢＳ
洗涤 ２ 遍，甲醇固定 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 遍，０. １％结

晶紫染色 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗涤后观察拍照。
１． ６　 划痕愈合实验检测细胞迁移能力　 取对数期

细胞接种 ６ 孔板，每孔接种 １ × １０６ 个细胞，２４ ｈ 后，
用 ２００ μｌ 移液器吸头做“井”字划痕，ＰＢＳ 洗涤 ３
次，加入无血清培养基及不同浓度的 ＵＢ（０、４０、８０、
１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）继续培养，０、２４ ｈ 和 ４８ ｈ 时显微镜下

观察并拍照。 用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算划痕距离，划痕愈

合百分比 ＝ （０ ｈ 划痕宽度 － 培养后划痕宽度） ／ ０ ｈ
划痕宽度 × １００％ 。
１． ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测细胞迁移能力　 Ｍａ⁃
ｔｒｉｇｅｌ 基质胶用 ＰＢＳ 按照 １ ∶ ８ 的比例稀释，取 ８０ μｌ
基质胶稀释液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室中，３７℃培养箱放

置 ２ ｈ。 取对数期细胞，用无血清 ＤＭＥＭ 培养基将

细胞浓度调整至 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ，取 １５０ μｌ 细胞悬液

加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室，同时加入不同浓度 ＵＢ（０、４０、
８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 下室加入含 ２０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ
培养基。 培养 ２４ ｈ 后，取出小室甲醇固定 ２０ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 洗涤后，加入 ０. １％ 结晶紫染色 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗

涤后，显微镜下观察拍照。 取随机 ３ 个视野进行统

计。
１． ８　 流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期　 细胞

凋亡检测，取对数期细胞接种于 ６ 孔板，细胞用不同

浓度 ＵＢ（０、４０、８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４ ｈ，用不含

ＥＤＴＡ 的胰酶消化并收集细胞，冰预冷的 ＰＢＳ 洗涤 ３
遍，５００ μｌ １ × ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，加入 ５ μｌ
ＦＩＴＣ 染色 １５ ｍｉｎ，在上机检测前 ５ｍｉｎ 加入 ＰＩ 染色。
细胞充分重悬后，上机检测并分析细胞凋亡数据。

细胞周期检测，取对数期细胞接种于 ６ 孔板，细
胞用不同浓度的 ＵＢ（０、４０、８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ２４
ｈ，消化并收集细胞，ＰＢＳ 洗涤 ３ 遍，加入冰预冷的

７０％的乙醇 ４℃ 固定过夜，ＰＢＳ 洗涤 ３ 遍，然后用

ＰＩ ／ ＲＮａｓｅ 染色液避光染色 １５ ｍｉｎ。 细胞充分重悬

后，上机检测并用 Ｍｏｄｆｉｔ 软件分析数据。
１． ９　 统计学处理 　 实验数据采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ
８. ０ 统计软件进行统计分析并制图。 各组细胞相对

吸光度值、克隆形成率、划痕愈合率、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭

相对细胞数量、凋亡细胞比值、不同周期细胞百分比

及蛋白表达水平数值均以 �ｘ ± ｓ 表示。 多组间样本

均数比较采用 Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进行单因素方差分

析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞增殖能力及克隆形成的影响

　 与对照组相比，ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞的增殖活性有明

显影响，且呈浓度依赖性。 进一步分析显示，在 ２４ ｈ
时，２０、４０、８０、１２０、１６０、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组

Ｕ２５１ 细胞的吸光度相对值与对照组细胞相比均降

低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４２９. １０；Ｐ ＜ ０. ０１）。 在

４８ ｈ 时，２０、４０、８０、１２０、１６０、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理

组 Ｕ２５１ 细胞的吸光度相对值与对照组细胞比较均

降低，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４３１. ２０；Ｐ ＜ ０. ０１）。
见图 １Ａ。

与对照组相比，ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞的克隆形成活

性有明显影响，且呈浓度依赖性。 进一步分析显示，
４０、８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组 Ｕ２５１ 细胞的克隆

形成率与对照组细胞相比均降低，差异有统计学意

义（Ｆ ＝ １３１. １０，Ｐ ＜ ０. ０１）（图 １Ｂ、Ｃ）。
２． ２　 ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞迁移和侵袭能力的影响　 与

对照组相比，ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞的迁移能力有明显影

响，且呈浓度依赖性。 进一步分析显示，在 ２４ ｈ 时，
４０、８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组 Ｕ２５１ 细胞的划痕

愈合率与对照组细胞相比降低，差异有统计学意义

（Ｆ ＝ ２２. ５１，Ｐ ＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１）；４８ ｈ 时，４０、８０、
１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组 Ｕ２５１ 细胞的划痕愈合率

与对照组细胞比较均降低，差异有统计学意义（Ｆ ＝
３９. ３６，Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ２Ａ、Ｂ）。

·８８１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｆｅｂ；５７（２）



图 １　 ＣＣＫ⁃８ 法和细胞克隆形成实验检测 ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞增殖能力的影响

Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法检测不同时间点不同浓度 ＵＢ 对细胞相对吸光度值的影响；Ｂ：细胞克隆形成实验检测不同浓度 ＵＢ 对细胞克隆形成的影响；
Ｃ：克隆形成率；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 划痕愈合实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法检测 ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞迁移和侵袭能力的影响

Ａ：不同时间点不同浓度 ＵＢ 对细胞划痕愈合的影响 × ４０；Ｂ：划痕愈合率；Ｃ：不同浓度 ＵＢ 对细胞侵袭能力的影响 × １００；Ｄ：发生侵袭的相

对细胞数量；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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　 　 与对照组相比，ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞的侵袭能力有

明显影响，且呈浓度依赖性。 进一步分析显示，４０、
８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组 Ｕ２５１ 细胞发生侵袭的

相对细胞数量与对照组相比降低，差异有统计学意

义（Ｆ ＝ ３１. ５９，Ｐ ＜ ０. ０１）（图 ２Ｃ、Ｄ）。
２． ３　 ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞凋亡和细胞周期的影响　 与

对照组相比，ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞的凋亡有明显影响，
且呈浓度依赖性。 进一步分析显示，４０、８０、１６０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组 Ｕ２５１ 细胞凋亡相对值与对照

组细胞相比升高，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ５１. ０５，Ｐ
＜ ０. ０１） （图 ３Ａ、Ｃ）。 与对照组相比，４０、８０、１６０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组 Ｕ２５１ 细胞的周期有明显影

响。 进一步分析显示，与对照组细胞相比，高浓度

ＵＢ 处理组 Ｕ２５１ 细胞处于 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞的比值降

低（Ｆ ＝ ６. １８，Ｐ ＜ ０. ０１），Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞的比值升高

（Ｆ ＝ １１. ３９，Ｐ ＜ ０. ０１），差异有统计学意义（图 ３Ｂ、
Ｄ），而对处于 Ｓ 期细胞的比值没有影响（Ｆ ＝ ０. ５８，
Ｐ ＞ ０. ０５），差异无统计学意义。
２． ４　 ＵＢ 对 Ｕ２５１ 细胞下游信号通路的调节作用　
如图 ４ 所示，与对照组相比，８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ
处理组能增加 ＥＲＫ 蛋白的磷酸化水平，差异有统计

学意义（Ｐ ＜ ０. ０５ 或 Ｐ ＜ ０. ０１），４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处

理组 ＥＲＫ 蛋白磷酸化水平的改变没有显著变化；
８０、１６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组 ＡＫＴ 蛋白的磷酸化水

平与对照组相比降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５
或 Ｐ ＜ ０. ０１），４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＵＢ 处理组与对照组相

比，ＡＫＴ 蛋白的磷酸化水平没有显著变化；ＵＢ 对

ｐ３８ 和 ＪＮＫ 磷酸化水平的影响没有统计学意义。

图 ３　 不同浓度的 ＵＢ 对细胞凋亡及细胞周期的影响

Ａ：不同浓度 ＵＢ 对细胞凋亡的影响；Ｂ：不同浓度 ＵＢ 对细胞周期的影响；Ｃ：凋亡细胞比值：Ｄ：细胞周期各时期细胞百分比；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对

照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 ＵＢ 对下游信号通路蛋白的影响

与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

鉴于 ＧＢＭ 的病死率非常高，因此，研制延长

ＧＢＭ 患者生存时间、提高其生活质量的治疗策略和

药物，特别是能够穿透血脑屏障治疗 ＧＢＭ 细胞的药

物势在必行。 天然化合物 ／草药在历史上被认为是

一种重要的治疗药物的来源。 在现代医学中，大约

４０％的新合成药物是天然产物或来自天然化合物。
据估计，大多数抗微生物和抗癌药物来自天然产物，
天然产物已成为治疗重大疾病的新型药物或重要先

导化合物的主要源泉［５］。
　 　 文献报道天然产物中鞣花丹宁和鞣花酸的肠道

微生物代谢产物包括尿石素 Ａ （ ＵＡ）、尿石素 Ｂ
（ＵＢ）、尿石素 Ｃ（ＵＣ）和尿石素 Ｄ（ＵＤ） ［６］。 ＵＢ 可

以抑制肝癌细胞［７］、黑色素瘤细胞［８］、前列腺癌［９］

等肿瘤细胞的生长。 本研究评价了 ＵＢ 对 ＧＢＭ 细

胞生长繁殖的抑制活性及其机制，并发现 ＵＢ 可以

诱导 ＧＢＭ 细胞凋亡和影响细胞周期的变化，表明

ＵＢ 具有较好肿瘤抑制效果。 ＥＲＫ、ＡＫＴ 蛋白在肿

瘤的发生发展中发挥重要作用［９］，本研究显示 ＵＢ
可以促进 ＥＲＫ 的磷酸化水平，并抑制 ＡＫＴ 的磷酸

化，与文献［１０］报道尿石素 Ｃ 可以促进葡萄糖诱导的

ＥＲＫ 激活，ＵＢ 抑制 ＡＫＴ、信号通路结果一致［１１］。
虽然有文献［１２］ 报道 ＵＢ 具有抑制重组人单胺氧化

酶 Ａ 酶的活性，但是其发挥肿瘤抑制效果的下游作

用分子或基因尚不清楚，还需要进一步深入研究。
血脑屏障的通透性是化疗药物在 ＧＢＭ 治疗中的重

要限制因素，因为血脑屏障是给药 ＧＢＭ 的物理和生

理屏障。 因此，传统的治疗方法是通过血脑屏障来

治疗中枢神经系统。 研究［１３］ 报道 ＵＢ 可以通过血

脑屏障，外周给予 ＵＢ 具有神经保护的功能［１４］。 ＵＢ
穿透血脑屏障的能力使其成为治疗 ＧＢＭ 极具潜力

的药物。
综上所述，本研究系统研究了 ＵＢ 对 ＧＢＭ 细胞
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增殖、迁移及侵袭的抑制活性，及其诱导细胞凋亡和

细胞周期阻滞的作用。 同时研究了 ＵＢ 对下游信号

通路 ＥＲＫ 和 ＡＫＴ 的调节作用。 因此，本研究为探

究 ＧＢＭ 的致病机制和靶向治疗提供新的理论依据。
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