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自噬活性调节胶质瘤起始细胞辐射敏感性的体内实验研究  
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（苏州大学医学部药理学系  苏州 215123） 

摘要  为探讨自噬调节对胶质瘤起始细胞移植瘤辐射敏感性的影响，建立裸小鼠皮下移植瘤模型，测量肿瘤

体积大小，比较抑瘤率检测雷帕霉素对移植瘤的辐射增敏作用；建立裸小鼠颅内移植瘤模型，观察裸小鼠生

存期，HE 染色观察移植瘤的生长。取两种模型中各组肿瘤组织做 Western blot，分析自噬相关蛋白 LC3 表达。

结果显示，裸小鼠皮下移植瘤模型中，联合治疗组的肿瘤体积明显小于阴性对照组和单纯辐照组（P>0.05），

抑瘤率明显增加（P>0.05）；在裸小鼠颅内原位移植瘤模型中，联合治疗组的裸小鼠生存期较阴性对照组和单

纯辐照组明显延长，HE 染色中可见联合治疗组肿瘤生长局限，与周围正常脑组织界限清楚。Western blot 结

果显示，两种模型中，联合治疗组中的比值 LC3II /LC3I 显著增加。研究表明，自噬激动剂雷帕霉素通过激活

胶质瘤起始细胞的自噬活性，增加胶质瘤的辐射敏感性。 
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放射治疗是胶质瘤术后有效的辅助治疗手段[1]。

然而，在放射治疗中，胶质瘤对放疗的抗性不断增

加，相当一部分患者经过放射治疗后，肿瘤出现复

发。Bao 等 [2] 报告，CD133 胶质瘤起始细胞

（Glioma-initiating cells，GICs）或者称为胶质瘤干

细胞（Glioma stem cells，GSCs）具有一定的放射

耐受性，推测可能与放射损伤后早期启动 DNA 修

复机制有关，虽然确切的分子机制尚不十分清楚，

但为恶性胶质瘤耐受辐射机制的研究提供了新的切

入点。本工作已经通过体外实验证明胶质瘤起始细

胞的基础自噬活性很低，经自噬激动剂雷帕霉素[3]

处理后，再经 X 射线照射，胶质瘤起始细胞的辐射

敏感性明显增加。 

本文是在体外实验的基础上，建立裸小鼠皮下

移植瘤模型和裸小鼠颅内原位移植瘤模型，观察自

噬激动剂雷帕霉素对胶质瘤起始细胞移植瘤的辐射

增敏作用。 

1 实验材料与方法 

1.1 细胞培养  

胶质瘤起始细胞系SU-2来自 l例间变性星形细

胞、室管膜细胞混合瘤患者的手术标本。采取文献

[4]的方法，分离 CDl33+细胞，置于含 Bfgf（Bovine 

basic fibroblast growth factor）（终浓度 20 ng/mL）、

EGF（Epidermal growth factor）（终浓度 20 ng/mL）

和 N2 添加剂（N-2 Supplement）的 DMEM/F12(1: 1)

培养液中，于 37℃、5% CO2 条件下培养。LC3 抗

体：Cat: PD014，PD015，MBL。β-actin 抗体：clone 

EP1123Y，Abcam。雷帕霉素：Cat: R0395，为 Sigma

试剂。 

1.2 实验动物 

NC 裸小鼠由 SPF 动物房提供[合格证号为

SYXK(苏)2007-0035]。裸鼠，BALB/C nu/nu，鼠龄

在 5 周至 7 周，体重 18–20 g，雌雄兼用。接种肿

瘤的裸小鼠继续饲育于 NASA1000 级生物净化室

内，按 SPF 级管理。 

1.3 照射方法  

6 MeV X 射线直线加速器，源皮距 100 cm，剂

量率为 2 Gy/min。只照射裸鼠皮下肿瘤区域或裸鼠

右脑，其他部位挡铅。照射前将裸鼠以 10%水合氯

醛麻醉，照射时将裸鼠置于自制装置内，与外界空

气隔绝。 
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1.4 裸小鼠皮下移植瘤模型的建立和实验治疗 

以胶质瘤起始细胞 SU-2（1×107）接种于裸小

鼠右腋皮下，致瘤后以组织块移植传代，4 代后生

物学特征稳定（致瘤率 100%，生长速度差异很小）。

将皮下移植瘤以无菌技术取出剪切后按 2 mm3/鼠

接种于裸鼠右腋皮下。待肿瘤生长至体积约

100mm3 时，将荷瘤鼠随机分为 3 组：每组 7 只。（1） 

生理盐水阴性对照组（Control）：150 μL 生理盐水；

（2）单纯照射组（IR）：6 MeV X 射线 5 Gy；（3）

联合治疗组（IR+ RPM）：RPM ，50 mg/kg， 150 μL

和 6 MeV X 射线 5 Gy。 RPM 用生理盐水混悬至

体积 150 μL，经皮多点穿刺缓慢注入肿瘤间质内。

每 3 d 照射一次，照射前 12 h 给药。每 3 d 测量体

质量、肿瘤短径 a 和长径 b，根据下列公式计算肿

瘤体积 W=a2×b/2。27 d 为 1 个治疗周期，末次测量

后处死小鼠，取出肿瘤组织称量质量。计算肿瘤抑

制率（%），评价疗效。肿瘤抑制率=（对照组平均

瘤重－治疗组平均瘤重）/对照组平均瘤重×100%。 

1.5 裸小鼠颅内原位移植瘤模型的建立和实验治

疗 

取裸鼠以 10%水合氯醛 200 mg/kg 腹腔注射，

麻醉后用安尔碘Ⅱ消毒头部皮肤；然后于小鼠头顶

部正中纵向切开 0.5 cm 长皮肤，显露颅骨，用双氧

水涂搽颅骨、显露前囟、矢状缝、冠状缝等结构；

接着于前囟前 1.0 mm，中线右侧 2.5 mm 处，用直

径 1.0 mm 的颅钻钻颅至硬膜，将细胞浓度为 1×105

个/15 μL 的悬液置于微量注射器内，在立体定向仪

辅助下，经钻好的颅骨孔注入裸小鼠右脑尾状核。

缓慢拔针，骨孔用骨腊封闭，以 0#丝线缝合头皮后

待其自然苏醒。接种一周后，将荷瘤鼠随机分为 3

组：每组 14 只。（1）生理盐水阴性对照组（Control）：

15 μL 生理盐水原位注射；（2）单纯照射组（IR）：

6 MeV X 射线 5 Gy；（3）联合治疗组（IR+ RPM）：

原位注射 RPM 3 nmol 和 6 MeV X 射线 5 Gy。移植

7 d 后照射，每 3 d 照射一次，照射前 12 h 给药。观

察裸小鼠的活动、饮食及体貌等状态。瘤龄 4 周时

各组处死 2 只，其中一只取荷瘤鼠全脑组织进行石

蜡包埋切片后行 HE 染色，另一只做 Western Blot

分析；其余荷瘤鼠观察生存期，绘制 Kaplan-Meier

生存曲线。 

1.6 Western Blot 

取裸小鼠皮下移植瘤模型和裸小鼠颅内原位移

植瘤模型中各组中的肿瘤组织，放在 1.5 mL EP 管

中，加入组织裂解液冰浴 10–15 min，用超声波破

碎仪在冰浴中短暂多次超声细胞，直至裂解液不粘

稠。4℃、12000 r/min 离心 10 min，吸取上清，在

-70℃条件下保存备用。用 BCA 蛋白定量试剂盒测

定以上所提取蛋白的浓度，在样品中加入×5 上样缓

冲液中，95℃煮沸 5 min 使蛋白质变性。然后进行

SDS-PAGE 凝胶电泳，转膜后，用 50 g/L 的脱脂奶

粉封闭，加入兔抗人 LC3 抗体（1: 1 000）孵育过

夜，加入耦联辣根过氧化物酶（HRP）的第二抗体

（1: 5 000）孵育 1 h。洗膜后，用 ECL 显色。 

1.7 统计学分析 

用 SPSS13.0 软件对肿瘤的体积和荷瘤鼠体质

量进行方差分析、Kaplan-Meier生存分析及Log rank

检验。P<0.05 为有统计学意义。 

2 结果 

2.1 联合治疗对皮下接种肿瘤的抑瘤效应 

荷瘤鼠治疗前体重为（19.20+0.95）g，治疗结

束后重量阴性对照组为（25.66+0.78）g，单纯照射

组为（25.98+1.03）g，联合治疗组（25.08+1.56）g。

各组治疗开始与结束后体重变化与同龄饲养鼠无明

显差异，未见体重减轻等不良反反应。各组间裸小

鼠体质量无明显的统计学差异（P>0.05）。治疗期间

各实验组肿瘤体积变化显示，处理 1 周后阴性对照

组和单纯照射组肿瘤生长明显快于联合治疗组，并

持续呈指数倍增长。治疗 18 d 内各组肿瘤生长速度

维持于较低水平，18 d 后阴性对照组和单纯照射组

肿瘤生长明显加速，持续快速增大，高于联合治疗

组（P<0.05）。治疗 27 d 结束。结果显示，联合治

疗组对皮下移植瘤的抑制率为 58.4%，明显高于阴

性对照组和单纯照射组（P<0.05）（见图 1 和表 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  The subcutaneous tumor growth in the groups treated 
using combination with rapamycin and IR inhibits. The tumor 
volume was measured after treatments 
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Table 1  Treatment with RPM and IR inhibits tumorigenicity of glioma-initiating cells 

 Control IR RPM+IR 

Tumor mass / g 2.96+0.18 2.70+0.10 1.23+0.13 

Tumor inhibition rate / % 0 8.8% 58.4% 

 

2.2 联合治疗对颅内原位移植瘤的抑瘤效应 

裸小鼠早期生存状态良好，无偏瘫等神经系统

体征，饮食正常。阴性对照组和单纯照射组的荷瘤

鼠在 GICs 接种后 4 周出现反应迟缓、纳食减少、

体形消瘦、精神萎靡、对侧肢体偏瘫等，逐渐呈恶

病质状态，中位生存期分别为 81 d 和 86.5 d。联合

治疗组比阴性对照组和单纯辐照组的病理状态出现

时间延后。log rank 检验：阴性对照组和单纯辐照

组之间生存期差异无统计学意义（P>0.05）；阴性对

照组和联合治疗组之间生存期差异有统计学意义

（P<0.05）（图 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2  Animal survival was evaluated using a log-rank analy-
sis from a Kaplan-Meier survival curve. Kaplan-Meier curves 
demonstrate that combination treatment with rapamycin and IR 
increased the survival of mice bearing SU-2 intracranial xeno-
grafts 

HE 染色在体视显微镜下观察各组肿瘤生长情

况，阴性对照组和单纯辐照组可见肿瘤侵袭性生长，

同周围脑组织无明显分界，脑室等结构受压移位；

在光镜下观察可见肿瘤细胞呈圆、椭圆和星形；胞

核大而圆，核深染，异形，分裂相多见，偶见双核；

瘤内可见坏死组织；肿瘤区染色较周围正常脑组织

深，肿瘤广泛向周围脑组织侵润生长，与正常脑组

织无明显分界，呈鸡爪样，或与正常脑组织呈“犬

牙”交织；浸润的肿瘤细胞成束向脑组织伸展。而

联合治疗组，肿瘤生长局限，与周围脑组织有明显

分界（图 3）。 

2.3 Western blot 检测 LC3 的表达情况 

LC3 是自噬泡形成过程中的关键蛋白，其中 

 

LC3Ⅱ存在于自噬双层膜上。细胞内新合成的 LC3

经过加工，成为胞浆可溶形式的 LC3Ⅰ，后者经泛

素化加工修饰，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 LC3Ⅱ。LC3Ⅱ定位于前

自噬体和自噬体，是自噬体的标志分子。LC3Ⅰ的

表观分子量是 18 kDa，LC3Ⅱ的表观分子量是

16kDa。LC3Ⅱ的含量或 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的比值与自

噬泡的比例成正相关。LC3Ⅱ/LC3Ⅰ在某种程度上

反映了细胞的自噬活性，比值越大代表自噬活性越

高[5, 6]。 

Western Blot 结果表明，裸小鼠皮下移植瘤模型

中，单纯辐照组 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ与阴性对照组的相比

没有统计学意义（P>0.05）；联合治疗组的 LC3Ⅱ

/LC3Ⅰ比阴性对照组和单纯辐照组的大且有统计

学意义（P<0.05）。裸小鼠颅内原位移植瘤模型中的

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ分析中得到与裸小鼠皮下移植瘤模型

相同的结果（图 4）。这些结果提示我们，在裸小鼠

皮下移植瘤模型和裸小鼠颅内原位移植瘤模型中，

联合治疗组，也就是在辐照前预先给予雷帕霉素处

理时，自噬相关蛋白 LC3 的表达上调，自噬被激活。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3  H&E stained section five weeks after tumor implanta-
tion revealed antitumor efficacy of rapamycin in combination 
with IR. Tumors in untreated control mice and IR-treated mice 
contain pleiomorphic, neoplastic and malignant, infiltrating 
cells and have invaded the ventricular system (a-d). Co-treated 
animals generated very small noninvasive tumors (e, f). Magni-
fication was in 4× a, c, e and 10× in b, d, f 
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Fig.4  Autophagy detection in GICs after treatments. (A) Tu-
mors were harvested in the indicated time for western analyses 
of LC3-II. (B) The data are expressed by ratio LC3-II/LC3-I. 
*P < 0.05 vs. Control. Points, mean of triplicate experiments; 
bars, SD 

3 讨论 

越来越多的研究表明[7-13]，胶质瘤组织中存在

少数具有自我更新、多向分化、较强增殖潜能的细

胞，即胶质瘤起始细胞，GICs 是胶质瘤的种子和源

泉。众多事例证明胶质瘤起始细胞对放射的抵抗是

胶质瘤放射治疗失败的主要原因，但这部分细胞的

生物学特征以及耐辐射机制至今仍不清楚。 

自噬（Autophagy）是细胞利用溶酶体降解自身

受损的细胞器和大分子物质的过程，是真核细胞特

有的生命现象。自噬是细胞生长发育、成熟分化及

死亡的重要调控机制，与包括肿瘤在内的多种人类

疾病有关[14-16]。Ito 等[17]发现在放射线作用于胶质瘤

细胞后，自噬被激活，当自噬被抑制后，可提高胶

质瘤对辐射的敏感性。而 Daido 等[18]的研究却显示

出相反的结果，当用 DNA-PK（DNA 依赖蛋白激酶）

抑制剂激活胶质瘤细胞自噬的同时，却提高了胶质

瘤细胞的放射敏感性。以上研究提示，自噬在胶质

瘤耐放射治疗中起着重要作用，但到目前为止，关

于自噬调节在 GICs 耐辐射中的作用还未见报道。 

在以前的体外实验研究中发现，胶质瘤起始细

胞的基础自噬活性很低，经自噬激动剂雷帕霉素处

理后，再经 X 射线辐照，胶质瘤起始细胞的辐射敏

感性明显增加。本研究利用裸小鼠皮下移植瘤模型

和裸小鼠原位移植瘤模型，证明了自噬激动剂雷帕

霉素对胶质瘤起始细胞移植瘤的辐射增敏作用。在

裸小鼠皮下移植瘤模型中，联合治疗组（预先给予

雷帕霉素再辐照处理组）的肿瘤明显小于阴性对照

组和单纯辐照组，联合治疗组的抑瘤率明显高于阴

性对照组和单纯照射组（P<0.05），达到了 58.4%，

而单纯辐照组的抑瘤率为 8.8%。在裸小鼠颅内原位

移植瘤模型中，联合治疗组比阴性对照组和单纯辐

照组出现体形消瘦，精神萎靡等病理状态的时间延

后，中位生存期延长，联合治疗组的裸小鼠在 120 d

内死亡两只，而阴性对照组和单纯辐照组的中位生

存期分别为 81 d 和 86.5 d（P<0.05）。并且 HE 染色

的病理切片中，可以看到，联合治疗组的肿瘤生长

局限，与周围正常脑组织界限清楚。而阴性对照组

和单纯辐照组肿瘤广泛向周围脑组织侵润生长，与

正常脑组织无明显分界。Western Blot 结果表明在联

合治疗组，自噬激动剂雷帕霉素激活了裸小鼠皮下

移植瘤和颅内原位移植瘤中 GICs 的自噬活性。以

上这些数据提示，联合治疗对移植瘤的辐射增敏作

用，可能由于通过预先给予雷帕霉素激活了 GICs

自噬活性引起的。 

本研究表明，在体内，适量的自噬激动剂雷帕

霉素，可以通过激活 GICs 自噬活性增加胶质瘤的

辐射敏感性。自噬可能成为胶质瘤辐射增敏的作用

靶点。自噬可能在调节胶质瘤起始细胞在辐射抗性

中起着重要的作用。但是自噬调控 GICs 的辐射敏

感性的机制仍不清楚，对其开展深入研究有可能为

脑胶质瘤辐射抗性找到新的作用靶点。 
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The enhancement of radio-sensitivity via autophagy induced by rapamycin with 

glioma-initiating cells in vivo 

ZHAO Jianghu  ZHUANG Wenzhuo  LONG Linmei  LI Feng  LIANG Zhongqin 

（Department of Pharmacology, Medical College, Suzhou University, Suzhou 215123, China） 

ABSTRACT  To investigate the effect of rapamycin (RPM) on radio-sensitivity of glioma - initiating cells (GICs) in 

vivo, GICs were inoculated subcutaneously into the NC nude mice. And an intracranial orthotropic model was util-

ized for evaluation of radio-sensitivity by use of orthotropic injection. Protein levels of LC3 were analyzed with im-

munoblotting. It was found that tumor inhibition ratio of RPM+IR group was higher than that in control group and IR 

group. Combination treatment of nude mice bearing intracranial GICs glioma xenografts with rapamycin and IR made 

a significant increment of animal survival compared with control or IR alone group. Western blot assay showed that 

the rate of LC3‑II /LC3-I increased obviously in combination treatment group among two models. As a conclusion, 

Rapamycin can enhance the radio-sensitivity of glioma-initiating cells by inducing autophagy in vivo. 

KEYWORDS  Glioma-initiating cells, Autophagy, Radio-sensitivity, Rapamycin, In vivo test 
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