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摘  要 

目的：观察盐霉素对人胶质母细胞瘤(U87)细胞增殖、凋亡的影响，检测盐霉素对凋亡相关基因表达影

响以探究对U87细胞抑制机制。方法；分别用高浓度(SH, 4 μmol/L)、低浓度盐霉素(SL, 2 μmol/L)处理

U87细胞，分为空白对照组(NC组)、SH组、SL组，48小时后，通过集落形成实验观察盐霉素对U87细胞

的集落形成能力的影响。通过RT-PCR检测SENP2等33个凋亡相关下调基因RNA的表达水平。结果：集

落形成实验结果显示，SH和SL组均能抑制U87的增殖，且成浓度依赖性(P < 0.05)。PCR结果得到SENP2
等33个凋亡相关基因表达下调。结论；盐霉素对U87细胞增殖具有明显抑制作用，并促进细胞凋亡。 
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Abstract 
Objective: To observe the effect of salinomycin on the proliferation and apoptosis of human gliob-
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lastoma U87 cells, and to detect the effect of salinomycin on the expression of apoptosis-related 
genes to explore the mechanism of inhibition on U87 cells. Methods: U87 cells were treated with 
high concentration (SH, 4 μmol/L) and low concentration salinomycin (SL, 2 μmol/L), and divided 
into NC group, SH group, and SL group. After 48 hours, observe the effect of salinomycin on the co-
lony forming ability of U87 cells through the colony formation experiment. RT-PCR was used to 
detect the RNA expression level of 33 apoptosis-related down-regulated genes such as SENP2. Re-
sults: The results of MTT and colony formation experiments showed that both SH and SL groups 
could inhibit the proliferation of U87 in a concentration-dependent manner (P < 0.05). Flow cyto-
metry results showed that the apoptosis rate in SH group increased. PCR results showed that the 
expression of 33 apoptosis-related genes such as SENP2 was down-regulated. Conclusion: Salino-
mycin can significantly inhibit the proliferation of U87 cells and promote cell apoptosis. 
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1. 引言 

有报道显示，中枢神经系统恶性肿瘤正以 1%~2%的增长率逐年递增，尤以老年人群多见[1]。而胶质

母细胞瘤是最常见的中枢神经系统原发肿瘤，恶性程度高，预后差。流行病学资料显示，胶质瘤在全部

中枢神经系统肿瘤中占比为 27%，在恶性肿瘤中占比高达 80% [2]。WHO (世界卫生组织)将胶质瘤分为

I~IV 四个等级，其中 III 级和 IV 级预后极差，称为高级别胶质瘤(high grade gliomas, HGG)，其中 IV 级

胶质瘤在恶性脑肿瘤中占比 45.2%，平均诊断年龄 64 岁[3]，既使实施标准化治疗，即手术结合替莫唑胺

同步放化疗，其中位生存期也仅为 12~18 个月[4]。 
盐霉素(Salinomycin, Sal)，又名沙利霉素，是聚醚类一元羧酸抗生素，过去几十年曾被用做抗球虫病

的药物一直用做动物饲料添加剂使用以促进营养吸收，提高饲料利用率[5]。2009 年，美国研究人员第一

次发现盐霉素具有抗癌效应，例如，盐霉素能选择性杀伤乳腺癌肿瘤干细胞，且药效是紫杉醇的百倍。

盐霉素能有效降低乳腺癌干细胞的比例，抑制在体乳腺癌细胞的生长[6]，抑制淋巴结转移[7]。在 2013
年已经开始了盐霉素治疗乳腺癌的 I 和 II 期临床试验[8]。此外，研究证明盐霉素对于神经系统肿瘤同样

具有杀伤、抑制作用。当前研究主要集中在胶质瘤，特别是盐霉素对高级别胶质瘤的作用研究。现已证

实盐霉素对原代胶质瘤细胞有很强的选择性杀伤作用，能引起细胞的凋亡和死亡，而且以后者占主导[9]。
但现有文献就盐霉素对胶质母细胞瘤具体作用报道有限，其机制尚未完全阐明。鉴于现有治疗手段对于

胶质瘤治疗的局限性，深入研究盐霉素对胶质细胞瘤选择性杀伤及其作用机制，可能成为突破胶质瘤治

疗瓶颈的新希望。本实验将观察盐霉素对胶质瘤 U87 细胞体外生长的抑制作用，并检测相关基因在盐霉

素作用下的表达改变。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

盐霉素购于 Sigma公司；DMEM培养液、PBS溶液购于北京Hyclon公司；胰蛋白酶购于美国 Invitrogen
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公司；胎牛血清、青链霉素为购于 Gibco 公司产品；Millex-HV0 45 μm PVDF 膜和化学发光试剂盒购于

美国 Millipore 公司；MTT 检测试剂盒购自上海同仁化学科技有限公司；甲紫溶液购于河北建宁药业有限

公司；4%多聚甲醛购自北京雷根生物技术有限公司；Amersham Imager 600 凝胶成像分析系统购于美国

General Electric 公司；OlympusBH2 生物光学显微镜日本奥林巴斯集团；MultiskanGO 型酶标仪购于美国

Thermo Scientific 公司。 

2.2. 方法 

2.2.1. 盐霉素药物配制、保存及使用 
实验中用到的受试药物为：盐霉素，纯度 98%，分子量 751。将盐霉素使用甲醇充分溶解并制备成

10 μmol/L 浓度母液，保存在 4℃冰箱。后续实验均用 10 μmol/L 的母液使用培养基按比例配成适当浓度

工作液，确定后续实验的实验组盐霉素浓度分别为 2 μmol/L和 4 μmol/L (低浓度组(SL)和高浓度组(SH))，
根据 MTT 法结果确定培养时间为 48 h。 

2.2.2. 细胞培养 
1) 细胞复苏：提前准备好 37℃水浴锅，打开超净台，快速将冻存管从液氮罐中取出放入水浴锅，轻

晃细胞使其均匀解冻；将细胞吸到离心管中再补充新的培养基后，混匀并 1000 rpm 离心 5 min；弃上清，

加入新鲜培养基吹打混匀后，接种于培养瓶内，放入 37℃，5% CO2 细胞培养箱培养，根据细胞贴壁情

况换液。2) 细胞传代：当细胞长满培养瓶 70%~80%时，弃旧培养基，用 PBS 冲洗两次，加 1 ml 胰酶，

放入培养箱内培养 2 min，在显微镜下观察细胞间隙明显、细胞呈流沙状时，加入 1 ml 培养基终止消化(可

以轻轻拍打细胞使漂浮)，1000 rpm 离心 5 min；弃旧培养基加入新的培养基吹打混匀细胞，按需传代(可
1:2、1:4 或 1:8 传代)，4~6 小时观察贴壁情况。3) 细胞冻存：取对数生长期细胞，消化，制成细胞悬液，

调节细胞密度为 5 × 106/ml，加入冻存液(20% DMSO + 10% FBS + 70%细胞培养液)分装与冻存管中，封

口并标记，放入梯度冻存盒后，第二天放入液氮罐中保存。4) 细胞计数：将贴壁细胞消化后制成细胞悬

液，擦拭细胞计数板和盖玻片，用 10 μl 移液器在盖玻片和计数板之间加入一滴细胞悬液，显微镜下计算

4 个大方格的平均数，细胞数(个/ml) = 四格细胞总数/4 × 104。 

2.2.3. 集落形成实验 
将细胞消化离心后，弃旧培养基，加入新鲜培养基制成细胞悬液，反复吹打使细胞均匀分散，用细

胞计数板进行细胞计数，根据细胞的增殖能力接种细胞，接种后可向四周轻晃培养皿，使细胞均匀分散

于培养皿内，按实验分组加药，培养 48 h 后，弃旧培养基，用 PBS 洗两次，细胞换液后继续放置在 37℃、

5% CO2 培养箱培养 7~10 天，期间根据培养基颜色换液。当培养皿内出现肉眼可见集落时，终止培养，

弃旧培养基，PBS 缓冲液冲洗 2 次后，用 4%多聚甲醛固定 15 min 后，固定液回收，在烘箱中晾干后加

入甲紫药水染色 10 min 后，自来水冲洗甲紫药水，待皿晾干后拍照、计数统计结果。 

2.2.4. Real Time PCR 实验步骤 
1) 提取总 RNA：加 1 ml 的 Trizol 加入细胞培养皿中，在涡旋混合器上震荡 20 sec，转速 12,000 rpm，

离心 10 min；吸上清于新的 1.5 ml 离心管中，加氯仿 200 μl，4℃离心机 12,000 rpm，10 min；取上清液

加上等体积的异丙醇于 1.5 ml 离心管，静置后加入 1 ml 75%酒精，4℃，7500 rpm，5 min 后弃上清，离

心去上清；再加 1 ml 75%酒精漂洗沉淀，弃上清，干燥 10 min 后加入 1 ml DEPC 水溶解 RNA，置于−80℃

保存。2) cDNA 第一条链的合成：依次除去总 RNA 中的 DNA 和 DNADNase1，再进行反转录。3) 最后

进行扩增。 
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2.2.5. MTT 法实验步骤 
将生长良好的贴壁细胞用胰酶消化后吹打混匀制成单个细胞悬液，以每孔 5000 个接种于 96 板中，

待细胞次日贴壁后，按实验分组，加盐霉素分别处理 1、2、3、4、5、6 天后，(培养时间超过 48 h 的 96
孔板，48 h 后进行细胞换液)，每孔加 MTT 溶液 20 μl，继续孵育 4 小时后终止培养，用移液器将孔内液

体小心吸出，；每孔内加入 150 μl DMSO，为使结晶物充分融解在摇床上晃 10 min。在酶标仪的 490 nm
波长处测定各孔光吸收值，比较各组吸光度值后发现盐霉素对细胞增殖抑制呈浓度依赖作用，在 48 h 药

效最好。 

2.2.6. 统计学分析 
所有实验重复三次，采用 SPSS 21.0 统计软件进行统计学分析，以均数 ± 标准差( X SD± )表示，后

采用单因素方差分析判断总体显著性，并用 t 检验分析组间差异有无显著性。 

3. 结果 

3.1. 盐霉素抑制胶质母细胞瘤 U87 细胞的集落形成能力 

平板克隆形成实验显示，盐霉素处理使细胞集落形成能力降低，细胞形态不规则，SH 组细胞数量明

显小于 SL 组和对照组，说明抑制细胞增殖具有浓度依赖性。差异具有统计学意义(P < 0.05，图 1)。 
 

 
Figure 1. Effects of salinomycin on the proliferation of U87 cells 
图 1. 盐霉素对 U87 细胞增殖能力的影响 

3.2. 盐霉素对凋亡相关基因表达的影响 

如图 2 所示，盐霉素处理对众多信号通路有激活作用，通过测定这些通路所涉及的凋亡相关基因表

达量，在表 1 中列举了部分上调基因和下调基因，表达上调的基因有 Fas、FOXO3、GATA6 等，表达下

调基因有 CAT、PIK3CA、VEGFA 等。 
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Figure 2. The activating effect of salinomycin on signal pathway 
图 2. 盐霉素对信号通路的激活作用 

 
Table 1. Partial gene expression regulation 
表 1. 部分基因表达调节情况 

Gene Result Gene Result 

Fas Up CER Down 

TGF Up CAT Down 

NF2 Up CD44 Down 

AKT1 Up FASN Down 

FUS Up FADS2 Down 

FOXO3 Up VEGFA Down 

ATF3 Up CDK2 Down 

GATA6 Up Akt2 Down 

CDC20 Up PIK3R3 Down 

MED17 Up PDK3 Down 

CCL2 Up CASP1 Down 

CSTF2 Up PIK3CD Down 

APC Up DAPK3 Down 

WRAP53 Up PIK3CA Down 

WRAP53 Up CAMK2D Down 

RBM4 Up MAP2K2 Down 

MAP3K1 Up SMAD2 Down 

BCL2L11 Up BCL-2L13 Down 
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3.3. PCR 检测凋亡相关基因表达水平 

我们通过基因芯片技术对下调基因进行检测，对比 GeneCards 数据库中凋亡相关下游基因，筛选出

重复率高且与数据库基因相一致的 33 个表达下调基因，通过 PCR 检测了 ADCY7 等基因的表达水平，

所有基因表达量如下表 2 所示(CT = 2−△△CT)，其中 CD47、ADCY7、PPP2R5C、SENP2 基因表达下调大

于 4。通过 SPSS21.0 软件进行 t 检验得到 P < 0.05，具有统计学意义，并做柱状图(见图 3)。 
 
Table 2. Gene expression measured by PCR 
表 2. PCR 测得基因表达量 

Gene GI CT 值 Gene GI CT 值 

CD47 68,223,312 4.479486416 SMAD3 223029439 1.362887677 

ADCY7 554,506,569 4.237852377 ZAK 82880647 1.334839854 

PPP2R5C 240,849,352 4.189176491 IGF1R 629266060 1.289370308 

SENP2 1,370,484,865 4.06477761 ITGA6 937834184 1.277508892 

PPKCA 47,157,319 3.723518864 KCNMA1 408358006 1.228303149 

STEAP3 56,549,146 2.948538435 KAT2B 156071487 1.183724489 

WNT5A 371,502,086 2.821899614 NRP1 182508168 1.081724666 

ST3GAL1 213,418,067 2.639015822 KIF11 197304797 1.066832243 

TMX1 151,101,291 2.555017785 PLD1 345091014 0.735433432 

SREBF1 256,665,250 2.183536529 PIK3CD 1176461143 0.708742434 

MTHFR 167,466,197 2 UTRN 110611227 0.449585268 

COLA42 1,041,215,070 1.931872658 SCD 53759150 0.374576769 

CAV2 332,164,661 1.918528239 FGFR3 254028235 0.343091828 

UBE2Z 302,191,680 1.815038311 ULK1 225637564 0.332982 

ATF6 343,168,761 1.591072963 CUL7 270265834 0.190342109 

SRI 379,317,144 1.414213562 MAVS 330688442 0.175555609 

RNASEL 340,545,530 1.410949807    

 

 
Figure 3. Apoptosis-related gene expression level 
图 3. 凋亡相关基因表达水平 

4. 讨论 

目前的治疗手段对于胶质瘤尤其是高级别胶质瘤的治疗效果有限，即使用标准化治疗方案，患者生

存率仍然很低，因此开发新的治疗药物仍具有很大意义。 
盐霉素在 1974 年由 Miyazaki 等从发酵白色念珠菌获得[10]，具有杀伤多种革兰氏阳性菌和防治家禽

球虫病的作用，最早作为抗球虫药物被用做家禽饲料添加剂[11]。Mitani 等研究发现盐霉素可以将细胞外
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阳离子转入细胞内，破坏细胞膜和线粒体膜内外离子平衡，发挥抗菌、抗球虫的作用[12]。根据 Lavine
等报道，盐霉素可以激活线粒体 DNA 修复酶 TgMSH-1，是弓形虫细胞周期 S 期停滞，起到抗球虫功效

[13]。近年来人们发现其具有广谱抗癌功效，盐霉素逐渐开始用于人体范围内的实验。在小部分人群测试

中，包括患有头颈部非浸润性癌，乳腺癌和卵巢癌的患者，患者的病情都有所缓解。抑制其分化，延缓

肿瘤生长的速度[14]，还有文献证实盐霉素可以引起卵巢癌细胞的凋亡和自噬[15]。盐霉素具有广谱的抗

癌功效，也包括对胶质瘤的抑制作用。对胶质瘤的抗肿瘤作用机制中，目前报道可能具有相关性的机制

有：盐霉素联合组蛋白去乙酰化酶抑制剂能够增强 elF20a 磷酸化，减少 McL-1 表达以及减弱 mTOR 和

p70s6K 磷酸化，增强对 GBM 细胞杀伤力[16]；盐霉素能增强 TRAIL (肿瘤坏死因子相关调亡诱导配体)
导致胶质瘤细胞凋亡的作用。体内实验证实 SAL 与 TRAIL 联合明显抑制了胶质瘤细胞在裸鼠身上的移

植瘤生长[17]；盐霉素促使 p53 转导进入线粒体，而后再与亲环素 D 相结合形成复合体。此复合体诱导

线粒体通透性转换孔开放，导致细胞坏死[18]。 
本实验分辨用高浓度(SH)、低浓度(SL)和空白对照组(NC)处理 U87 细胞，可以观察到 SH 组 U87 细

胞大量死亡，盐霉素处理组较 NC 组细胞不规则，狭长，容易脱壁。集落形成实验显示细胞增殖明显抑

制。证明盐霉素能明显抑制肿瘤细胞的增殖，且具有浓度依赖性。 
相关文献报道盐霉素可选择性地通过诱导凋亡而抑制胶质瘤干细胞的生长[19]，本实验中也观察到盐

霉素处理 U87 细胞集落形成能力降低，细胞形态不规则，且呈现浓度依赖性。为探究盐霉素对细胞凋亡

影响机制，我们选择了部分信号通路进行检测，发现 AKT1、FOXO3 等凋亡相关基因表达明显上调，CAT、
CAMK2D 等凋亡抑制基因表达下调。通过 PCR 对部分凋亡相关基因表达水平进行检测，其中 CD47、
ADCY7、PPP2R5C、SENP2 基因表达下调明显。 

目前关于盐霉素对胶质瘤的抗肿瘤作用的研究并不十分深入。结合文献报道以及本实验研究结果我

们发现，盐霉素通过特异性的诱导肿瘤细胞凋亡来发挥其抗肿瘤作用，目前仅可检测到盐霉素具备对部

分凋亡相关基因的调节能力，而其具体信号通路尚不明晰。本实验对盐霉素抗肿瘤作用做了初步研究，

验证了盐霉素对胶质瘤细胞的抑制增殖和促进凋亡作用。其具体作用机制有待于我们继续探索。 
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