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摘要  为探讨青蒿素（Artemisinin）对脑胶质瘤细胞辐射敏感性的影响及其机制，采用甲基四唑蓝（MTT）

法检测青蒿素对胶质瘤 U251 细胞增殖的抑制作用；Hoechst 33258 荧光染色观察凋亡小体；单丹磺酞尸胺

（MDC）染色和 Western blotting 检测 U251 细胞的自噬活性的改变；用克隆形成实验测定自噬抑制剂 3-MA

对 U251 细胞的增殖抑制作用。结果显示：青蒿素对 U251 细胞增殖有抑制作用；青蒿素和 X 射线联合处理组

细胞凋亡增加，并出现大量自噬泡且 LC3-Ⅱ表达量值增大（p<0.01）；3-MA、青蒿素和 X 射线三联处理组细

胞克隆形成率较联合处理组显著降低（p<0.01）。研究表明，青蒿素可能主要通过诱导细胞凋亡来增强 U251

细胞对 X 射线的辐射敏感性，同时青青蒿素也能增强辐射诱导 U251 细胞的自噬活性，但自噬机制在此过程

中可能起到细胞保护作用。 
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青蒿素，又称黄花蒿素，是菊科植物黄花蒿中

的主要非挥发性成分，具有抗疟疾作用，为我国传

统的抗疟中药。近年来的研究发现青蒿素及其衍生

物不仅能够抑制肿瘤细胞生长并诱导肿瘤细胞凋

亡，具有显著的抗肿瘤作用[1-5]，还具有辐射增敏作

用[6-8]，但其机制仍未阐明。本研究以脑胶质瘤 U251

为研究对象，探讨青蒿素对 U251 细胞辐射敏感性

的调节作用以及自噬在其中产生的影响。 

1 实验材料与方法 

1.1 材料 

人类星形胶质瘤细胞系 U251 购于中国科学院

上海生命科学研究院细胞库；青蒿素（Artemisinin）、

3- 甲 基 腺 嘌 呤 （ 3-MA ） 和 丹 磺 酰 尸 胺

（Monodansylcadevarine, MDC）购于美国 Sigma 公

司；D-MEM/F-12 培养基、胎牛血清购于 Gibco 公

司；甲基噻唑蓝（MTT）购于 Bio Basic INC；二甲

基亚砜（DMSO）购于 BioSharp；Hoechst 33258 染

液和结晶紫染液购于碧云天生物技术公司。LC3 抗

体购于 Abcam 公司；β-actin 为联科生物公司的产

品；荧光二抗购于自美国基因有限公司。 

1.2 方法 

1.2.1  细胞培养  将 U251 细胞接种于含 10%胎牛

血清的 D-MEM/F-12 培养基中，在 37℃，5% CO2

培养箱中培养。 

1.2.2  辐照条件  采用 SIEMENS-Primus 直线加速

器对 U251 细胞进行辐照，辐照条件为 6 MV X 射

线垂直照射，剂量率为 2 Gy/min。 

1.2.3  细胞生长抑制  采用 MTT 比色法检测青蒿

素对 U251 细胞生长的抑制作用。将对数期生长的

U251 细胞以每孔 5000 个接种于 96 孔板中，37℃，

5% CO2 条件下培养，次日加入青蒿素（25、50、100、

200 和 400 μmol/L），每组均设 6 个复孔，分别培养

24、48 和 72 h。培养终止前 4 h 加入 MTT，每孔

10 μL，37℃继续培养 4 h 后每孔加入酸化的 10% 

SDS 100 μL 终止反应，放置过夜，于酶标仪检测波

长为 570 nm 时的吸光度 A 值。重复 3 次。 

1.2.4  Hoechst 33258 荧光染色  实验分组：阴性对

照组（Control）、单纯辐照组（IR）、单纯给药组

（Artemisinin）和联合处理组（Artemisinin +IR）。

取对数生长期 U251 细胞，调整细胞浓度后接种在

酒精处理过的小圆玻片上，置于 24 孔板内培养，隔
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天分组处理同上。X 射线处理 48 h、72 h 后，弃去

培养液，加入 0.5 mL 固定液，固定 15 min 后，用

预冷 PBS 洗涤两次，每次 3 min。再每孔加入 0.5 mL 

Hoechst 33258 染色液，避光染色 15 min 后，用预

冷 PBS 洗涤两次，每次 3 min，最后用抗荧光淬灭

封片液封片。用紫外激发，于倒置荧光显微镜下观

察、摄片。 

1.2.5  MDC 荧光染色  取对数生长期 U251 细胞，

调整细胞浓度后接种在酒精处理过的小圆玻片上，

置于 24 孔板内培养，隔天分组处理同上。X 射线处

理 48、72 h 后，用 MDC 染色 1 h，封片。用紫外激

发，于倒置荧光显微镜下观察、摄片。 

1.2.6  Western blotting 检测  收集细胞，细胞裂解

液裂解后，用超声波破碎细胞， 4℃、12000 r/min

离心 10 min，吸取蛋白上清。用 BCA 蛋白定量试

剂盒测定蛋白浓度，在样品中加入 5×上清样缓冲液

中，煮沸 5 min 使蛋白质变性。然后采用 SDS-PAGE

凝胶电泳分离，转膜后，5%脱脂奶粉进行非特异性

封闭，加入 LC3 抗体 4℃孵育过夜，TBST 洗 3 次，

加入荧光二抗孵育 1 h。洗膜后，用双色红外激光成

像系统检测荧光强度。 

1.2.7  克隆形成实验   实验分组：阴性对照组

（Control）、单纯辐照组（ IR）、单纯给药组

（Artemisinin）、联合处理组（Artemisinin+IR）和

三联处理组（3-MA+Artemisinin+IR）。将对数生长

期的 U251 细胞以每孔 250 个接种于 6 孔板中，每

组均设 3 个复孔，37℃、5% CO2 条件下培养，隔天

加药处理，单纯给药组和联合处理组分别给予青蒿

素 50 μmol/L，在三联处理组中，先给予自噬抑制剂

3-MA 10 mmol/L， 10 min 后，再给予青蒿素

50μmol/L，单纯辐照组、联合处理组及三联处理组

次日 X 射线辐照，剂量 6 Gy。在 37℃、5% CO2 条

件下静置 14 d，弃去培养基，用结晶紫染色后镜下

计数含 50 个细胞以上的集落，并摄影。计算克隆形

成率：克隆形成率（%）=（处理组克隆数／对照组

克隆数）×100%。重复 3 次。 

1.2.8  统计学分析  采用 GraphPad prism 4 软件进

行作图及方差分析。p<0.05 视为有统计学意义。 

2 结果 

2.1 MTT 法检测青蒿素对 U251 细胞增殖的抑制

作用 

MTT 法检测不同浓度的青蒿素对 U251 的抑制

率（见图 1）。U251 细胞分别经 0、25、50、100、

200 和 400 μmol/L 的青蒿素处理 24、48 和 72 h，结

果表明青蒿素对 U251 细胞增殖的抑制作用具有剂

量依赖性和时间依赖性。随着药物浓度及作用时间

的增加，青蒿素对 U251 的抑制率逐渐增大。当青

蒿素浓度为 50 μmol/L 时，48、72 h 的细胞抑制率

分别为 7.78%、11.15%。细胞存活率在 90%左右，

对后续实验的不良影响较小，因此本实验采用

50μmo/L 作为药物浓度，作用时间为 48 和 72 h。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  Effects of artemisinin on cell death of U251 cells 

2.2 Hoechst 33258 荧光染色检测 U251 细胞的凋

亡情况 

采用 Hoechst 33258 荧光染色的方法，在荧光

显微镜下观察各组细胞核形态的变化（见图 2）。阴

性对照组和单纯给药组的细胞核大小均一，形态完

整，较圆，呈均匀弥散荧光。经 X 射线处理 48 h

后，少数细胞开始凋亡，细胞核固缩，染色质凝集

成点状结构。而联合处理组较单纯辐照组来看，凋

亡细胞数明显增多，细胞核体积明显缩小、皱缩，

呈浓染致密的颗粒块状，甚至细胞膜失去完整性，

并形成凋亡小体。随着处理时间的延长，凋亡的细

胞逐渐增多，凋亡程度也逐渐加重。 

2.3 MDC 荧光染色检测 U251 细胞自噬的活化 

MDC 能够选择性染色于自噬特征性的自噬泡

上，是一种自噬的特异性染料。荧光显微镜下所见

的细胞内点状荧光颗粒即为自噬泡。MDC 染色结

果显示（见图 3），48 h 时，单纯辐照组仅有少量

MDC 阳性细胞，且细胞内点状荧光颗粒很少；联

合处理组 MDC 阳性细胞数增加，每个细胞内点状

荧光颗粒也较多，但其变化并不显著。阴性对照组

和单纯给药组无此现象。当处理时间延长至72 h后，

处理组细胞自噬被不同程度的活化，其中联合处理

组的细胞自噬程度较单纯处理组显著增加，有大量

明显的点状荧光颗粒出现。而阴性对照组仍无明显

变化。 
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Fig.2  Effect of Artemisinin and radiation on apoptosis of U251 cells 

Fig.2  Effects of artemisinin and irradiation on apoptosis of U251 cells 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3  Effects of artemisinin and irradiation on autophagy of U251 cells 

 

2.4 Western Blotting 检测 U251 细胞中自噬相关

蛋白 LC3 表达的变化 

LC3 （ 微 管 相 关 蛋 白 轻 链 3 ，

Microtubule-associated protein light chain-3）是参与

自噬泡形成的重要蛋白，分为 I 型和Ⅱ型。LC3-Ⅰ

为胞浆可溶形式，是未发生自噬时细胞内新合成的

LC3 加工形成的；当细胞发生自噬时，LC3-Ⅰ经泛

素化修饰，与自噬泡膜表面的磷脂酰乙醇胺（PE）

结合，成为膜结合形式的 LC3-Ⅱ。因此 LC3-Ⅱ被

认为是自噬体的特异性标记蛋白，其含量可表明自

噬泡的数量和自噬发生的程度[9,10]。 

Western Blot 结果表明（见图 4），48 h 后单纯

给药组的 LC3-Ⅱ表达量与阴性对照组的相比没有

统计学意义（p>0.05），单纯辐照组和联合处理组的

LC3-Ⅱ表达量增高，与阴性对照组相比具有统计学

意义（p<0.01）；72 h 后各处理组的 LC3-Ⅱ表达量

与阴性对照组相比都具有统计学意义（p<0.01），而

联合处理组的 LC3-Ⅱ表达量与单纯照射组相比有

显著提高（p<0.01）。结果提示，联合处理组自噬相

关蛋白 LC3-Ⅱ的表达显著上调，自噬活性最高。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4  LC3 protein expression in U251 cells treated with artemisinin and irradiation. Data are presented as x ±s, n=3; **, p<0.01, 

compared with control group; ##, p<0.01, compared with radiation group 
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2.5 克隆形成实验研究自噬在青蒿素调节辐射敏

感性中的作用 

为了确定青蒿素对 U251 细胞辐射增敏作用的

机制是通过诱导自噬还是诱导凋亡来实现，我们在

青蒿素和 X 射线联合处理组中加入自噬抑制剂

3MA（三联处理组），进行克隆形成实验。实验结

果显示（见图 5），联合处理组的克隆形成能力较单

纯辐照组明显降低（p<0.01）；与联合处理组相比，

加入自噬抑制剂 3MA 后，细胞的克隆形成能力降

低，具有显著差异（p<0.01）。表明青蒿素可能主

要是通过诱导凋亡来提高U251细胞的辐射敏感性，

而青蒿素诱导的 U251 细胞自噬活性可能对细胞起

保护作用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5  Effects of autophagy on cloning efficiency of U251 cells. Data are presented as x ±s, n=3; **, p<0.01, compared with con-
trol group; ##, p<0.01, compared with irradiation group; &&, p<0.01, compared with combination therapy group 

 

3 讨论 

脑胶质瘤是一种最常见的颅内肿瘤，约占所有

颅内肿瘤的 45%左右。目前脑胶质瘤的治疗主

要是手术为主，由于胶质瘤呈浸润性生长，手

术难以完全清除，因此术后常联合化疗及放疗等

综合治疗措施[11]。但是脑胶质瘤的辐射抗性问题致

使放疗疗效不佳[12]，而辐射增敏剂可以减低肿瘤对

辐射的抗性，增强肿瘤的辐射敏感性。因此，寻找

有效的辐射增敏剂是当今抗肿瘤研究的热点。 

近年来国内外研究发现，青蒿素对包括前列腺

癌、肺癌、白血病、口腔癌等多种肿瘤细胞具有一

定的抑制作用[1-5,13]。同时有研究发现青蒿素的衍生

物能够增强肿瘤细胞对射线的敏感性，具有辐射增

敏剂的作用[6-8]，但其增敏机制至今仍未阐明。 

本研究发现青蒿素本身对脑胶质瘤 U251 细胞

的增殖具有抑制作用。MTT 结果表明这种抑制作用

具有剂量及时间依赖性。本实验选用对细胞增殖影

响较小的 50 μmol/L 作为实验药物浓度。通过克隆

形成实验发现经青蒿素处理后再接受 X 射线照射，

细胞增殖受到抑制，克隆形成能力降低。说明青蒿

素还能够增强 U251 细胞对 X 射线的辐射增敏性，

具有辐射增敏作用。Hoechst 33258 染色结果显示，

联合青蒿素和 X 射线处理 U251 细胞促进了细胞的

凋亡，而检测各处理组细胞的自噬水平后发现，青

蒿素和X射线联合处理组形成的自噬泡较其他各组

明显增多，并且 LC3-Ⅱ的蛋白表达量也高于其他各

组，表明青蒿素和 X 射线联合处理的方式能够激活

U251 细胞的自噬水平。由此可见，当联合应用青蒿

素和 X 射线处理 U251 细胞时，能够同时激活细胞

的凋亡与自噬。 

近年来对自噬在细胞中的作用研究有着两种截

然不同的观点，有研究发现激活自噬能够增加溶酶

体对抗凋亡蛋白的降解从而促进细胞凋亡 [14,15]。但

另有文献报道自噬诱导细胞抗凋亡能力，对细胞起

到保护作用[16]。因此，为了进一步研究自噬在青蒿

素调节 U251 细胞辐射敏感性中的作用，我们在青

蒿素和 X 射线联合处理前加入自噬抑制剂 3-MA 对

U251 细胞进行预处理，通过克隆形成实验发现抑制

自噬后细胞克隆形成率下降，表明一定程度的自噬

活性在 U251 细胞中可能起到一定的保护作用，该

结果与本实验室之前的研究相符[17]。由此推断青蒿
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素可能主要是通过诱导细胞凋亡来增强 U251 细胞

对 X 射线的辐射敏感性，而其诱导的自噬活性对

U251 细胞可能是一种保护机制。但具体机制目前仍

有待于进一步的研究探讨。 
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Effects of artemisinin on the radio-sensitivity of U251 glioma cells  

JI Wenjun1  CHEN Liesong2  SONG Yunzhen1  WANG Yixuan1  ZHAO Jianghu1  LIANG Zhongqin1 
1(Department of Parmocology, Medical college of pharmacy, Soochow University, Suzhou 215123, China) 

2(Department of Oncology Radiotherapy, Second Affiliated Hospital, Soochow University, Suzhou 215004, China) 

ABSTRACT  To investigate the radio-sensitizing effect of artemisinin on U251 glioma cells in vitro, MTT assay, 

hoechst fluorescent staining, MDC staining, Western blot assay and cloning survival assay were used. The results 

show that artemisinin can inhibit the proliferation of U251 cells confirmed by MTT assay. The combined treatment 

with artemisinin and X-rays can significantly increase the apoptosis level in U251 cells studied by hoechst fluorescent 

staining and induce autophagy confirmed by MDC staining and Western blot assay. Cells previously treated with 

autophagy inhibitors 3-MA, artemisinin and X-rays can decrease number of colonies as compared with combination 

therapy group (artemisinin + IR). The results suggest that artemisinin can increase the radiation sensitivity of glioma 

U251 cells by inducing apoptosis. Autophagy can also be induced by treatment with artemisinin and X-rays, and it 

may play a protective role in the regulation of radio-sensitization of U251 cells. 
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