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STAT3 抑制剂 WP1066 对乏氧人脑胶质瘤细胞 U251 
放射敏感性的影响  

袁小鹏  曾楚楚  邢丽华  赵晓骏  顾 成  俞家华  刘芬菊 
（苏州大学医学部放射医学与防护学院  苏州 215123） 

摘要  采用 CoCl2处理 U251 细胞模拟细胞乏氧，用甲基四唑蓝(MTT)法检测 U251 细胞活力的改变；RT-PCR

和 Western blot 检测 HIF-1α在 U251 细胞中的 mRNA 和蛋白水平的表达；克隆形成法检测 X 射线照射下不同

处理组的克隆形成率。结果表明，100 µmol·L−1 CoCl2 处理及 100 µmol·L−1 CoCl2与 0.5 µmol·L−1 WP1066 联合

处理 U251 细胞 24 h 无明显细胞毒性作用(p>0.05)；CoCl2 诱导 HIF-1α 的 mRNA 及蛋白表达水平上调，

WP1066 抑制 HIF-1α 在蛋白水平的表达；与空白对照组相比，CoCl2 组的克隆形成能力明显上调(p<0.05)，

CoCl2与 WP1066 联合处理组克隆形成能力明显下降(p<0.05)。WP1066 可增加乏氧 U251 细胞放射敏感性，其

机制可能是通过抑制 STAT3 通路降低 HIF-1α的表达而发挥放射增敏作用。 
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脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，

其生长方式呈浸润性，手术难以完全切除干净，易

发生病灶残留，从而引起术后复发，影响患者预后。

目前，放疗是脑胶质瘤术后最重要的治疗手段，但

是，脑胶质瘤放射敏感性存在很大差异，放疗疗效

并不理想，主要以术后联合放化疗为主[1-2] 。肿瘤

在不断生长侵袭的过程之中常处于乏氧状态。目前

大量实验表明肿瘤中微环境的变化，尤其是肿瘤组

织的乏氧状态是导致肿瘤异形性增加、易发生浸润

和远处转移，及对放、化疗不敏感的一个重要原因。

乏氧诱导因子-1(Hypoxia inducible factor-1 alpha, 

HIF-1)是调节肿瘤细胞乏氧反应的主要转录因子。

已有的研究表明 HIF-1可以通过调节肿瘤细胞凋

亡、代谢、增殖和肿瘤血管生成等途径影响肿瘤细

胞放射敏感性[3-5]。放射敏感性的影响因素及其机制

研究以及增敏剂的研究开发已成为放射肿瘤学的研

究热点之一。 

信号转导和转录激活因子 3(Signal transducer 

and activator of transcription 3, STAT3)是信号转导和

转录激活因子家族的重要成员之一，介导多种细胞

因子和生长因子信号向细胞核转导，影响靶基因的

转录。大量研究已证明 STAT3 的持续激活、表达水

平升高与许多恶性肿瘤的发生、发展、预后相关，

抑制 STAT3 通路可以控制肿瘤发展、提高疗效[6-7]。

因此，STAT3 作为一个潜在的治疗靶点受到了广泛

的关注[8-9]。 

WP1066 是一种新颖的且具有细胞渗透性的

STAT3 抑制剂 AG 490 的衍生物，能够通过抑制

STAT3的磷酸化来阻断 STAT3信号通路。与AG 490

相比，WP1066 还可以抑制 Janus 激酶 2(Janus kinase 

2, JAK2)磷酸化，还下调 JAK2 蛋白的表达，从而阻

止下游 STAT3 和 PI3K(Phosphatidylinositol-4,5- 

bisphosphate 3-kinase, PI3K)通路的激活，从而影响

肿瘤的发生、发展以及预后。在体内外实验研究表

明，WP1066 能够抑制脑胶质瘤细胞的增殖、促进

细胞凋亡的发生[10-11]。乏氧是引起肿瘤细胞辐射抵

抗的重要原因，本研究采用 CoCl2 处理人脑胶质瘤

U251 细胞模拟肿瘤细胞乏氧状态，探讨 STAT3 抑

制剂 WP1066 对其放射敏感性的影响及可能的作用

机制。 
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1 材料与方法 

1.1 材料 

人脑胶质瘤 U251 细胞由本实验室留存；

CoCl2·6H2O (Sigma-Aldrich 公司)用高温灭菌单蒸

水配成浓度为 100 mmol·L−1 室温避光保存；

WP1066(Selleck Chemicals 公司)，用二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO)配成浓度为20 mg·mL−1的

储备液，−20 ℃冰箱保存；DMEM 培养基与胎牛血

清购自 Hyclone 公司；RNAiso 和 RNA 逆转录试剂

盒购自 Takara 公司；HIF-1α、β-actin 引物由上海生

工合成；兔抗人 HIF-1α 抗体、鼠抗人 actin 抗体购

自 Cell Signaling Technology 公司；MTT、PCR kit、

二抗、超敏 ECL 化学发光试剂盒、结晶紫购自碧云

天公司；DMSO 为国产分析纯。 

1.2 细胞培养 

用含 10%胎牛血清、100 U·mL−1 青霉素、

100µg·mL−1链霉素的DMEM高糖培养基，于37 ℃、

5% CO2、饱和湿度的培养箱中培养，每 2−3 d 传代

1 次。 

1.3 细胞照射 

细胞辐照由苏州大学放射医学与防护学院提供

的剂量率为 1.165 Gy·min−1 的 X 线机（美国

RADSOURCE 公司 RS2000PRO 型）照射。 

1.4 细胞的生长抑制 

取指数生长期的细胞用 0.25%胰酶消化，用含

10%胎牛血清的 DMEM 培养基，配成 105 mL−1 细胞

悬液，接种于 96 孔培养板，细胞悬液 100 μL，每

孔再加入 100 µL DMEM 完全培养基，37℃、5%CO2

孵箱中培养 24 h，分别给予 CoCl2，浓度分别为 0、

50、100、150 和 200 µmol·L−1，培养 24 h 后加入

MTT 溶液 20 µL ，继续培养 4 h 后吸出培养液，加

入 100 µL DMSO 振荡溶解 10 min，酶联免疫检测

仪于波长 570/630 nm 处测吸光度 A 值。给予细胞

CoCl2 100 µmol·L−1 及 WP1066 0、0.25、0.5、1 和

2µmol·L−1 培养 24 h，采用相同方法测定吸光度值。 

1.5 逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)检测 CoCl2

对 HIF-1αmRNA 水平的影响 

取指数生长期细胞，制备 105 mL−1 细胞悬液接

种于 6 孔板，24 h 后给予分别为 0、50、100 和

200µmol·L−1 CoCl2 处理，24 h 后按 RNAiso 说明书

提取总 RNA，取 500 ng 总 RNA 按照 RT-PCR 试剂

盒说明将 RNA 逆转录为 cDNA，以此为模板进行

PCR。PCR 条件为：94 ℃预变 3 min，94 ℃ 30 s，

55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，循环数 30。引物序列：

HIF-1α for：5’-CTTCTGGATGCTGGTGATTTG-3’，

rev：5’-ACGTGAATGTGGCCTGTG-3’，产物大小

389 bp 。 内 参 基 因 采 用 β-actin ， for ：

5’-AAATCGTGCGTGACATTAA-3’ ， rev ：

5’-CTCCTCATACTCCTGCTFG-3’ ， 产 物 大 小

474bp。PCR 产物以 1.5%琼脂糖胶电泳，紫外图像

分析仪摄像。 

1.6 克隆形成实验 

取指数生长期的细胞，用 0.25%的胰酶消化，

配制细胞悬液，在 0、2、4、6 和 8 Gy 组分别接种

1000 个/孔、2000 个/孔、2000 个/孔、5000 个/孔、

10000 个/孔于 60 mm 培养皿内，每个剂量点设 3 个

平行样本，待细胞贴壁 24 h 后予 CoCl2、WP1066

及同时处理，24 h 后换液分别予 0、2、4、6 和 8 Gy 

X 射线剂量照射。置于 37 ℃、含 5% CO2、饱和湿

度的培养箱内培养 12−14 d。用 PBS 清洗培养皿两

遍，用甲醇固定 15 min，用 1%的结晶紫乙醇溶液

染色 30 min，自来水充分冲洗后晾干。计数大于 50

个细胞的集落数，绘制存活曲线并计算相关参数。

结果分析：细胞存活分数(Survival fraction, fS, %)按

下式计算：fS=(Sx / S0)×100%式中，Sx 为受照细胞克

隆形成率，S0 为对照细胞克隆形成率。细胞克隆形

成率＝克隆形成数 /
 接种细胞数。采取“多靶单击”

模型，用 Sigmaplot 10.0 拟合细胞存活曲线，并计

算 D0、Dq 和 SF2 值。 

1.7 Western blot 法检测 HIF-1α表达 

取指数生长期的细胞，用 0.25%的胰酶消化，

配制 105 mL−1 细胞悬液，接种于 60 mm 培养皿内，

贴壁 24 h 后分别予 CoCl2、WP1066、X 射线和 CoCl2 

+ X 射线处理细胞(图 5)，WP1066 按不同浓度处理

细胞（图 6），Control、WP1066、CoCl2、CoCl2 

+WP1066 (0.25、0.5 μmol·L−1) 处理细胞，24 h 后用

单去污剂裂解法提取总蛋白，总蛋白用 Bradford 定

量后，每个样品取 30 μg 进行 SDS-PAGE 电泳分离，

通过半干式转移电泳槽将凝胶中的蛋白转移到聚偏

二氟乙烯膜(PVDF)上，转膜结束后，将 PVDF 膜在
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5%脱脂奶粉-TBST 中室温下封闭 2 h，用 HIF-1α单

克隆抗体 4 ℃孵育过夜，洗膜，二抗室温孵育 1 h，

洗膜，化学发光仪进行图像采集。 

1.8 统计学处理 

实验数据以“ x ±s”表示，使用 SAS 软件进行统

计分析，p < 0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 CoCl2处理 U251 细胞模拟乏氧状态 

不同浓度的 CoCl2 处理 U251 细胞 24 h 后，用

MTT 法测定细胞活力，结果表明在 0−200 µmol·L−1

浓度范围内 CoCl2 对 U251 的细胞活力抑制作用没

有统计学差异（见图 1）。之后采用 RT-PCR 法观察

HIF-1α在 mRNA 水平表达的变化，结果提示 CoCl2

处理对 U251 细胞的 HIF-1α 的 mRNA 有明显的诱

导作用，并且在 0−100 µmol·L−1 具有剂量依赖作用，

随 CoCl2 浓度继续增大，HIF-1α表达上调不明显（见

图 2），结合 MTT 的实验结果，选择 100 µmol·L−1 

CoCl2 作为作为诱导细胞乏氧的作用浓度。 

 

图 1   MTT 检测 CoCl2处理 U251 细胞的细胞活力 
Fig.1  Viability of U251 cells inhibited by CoCl2 

 
图 2   RT-PCR 检测不同浓度 CoCl2处理条件下 

U251 细胞内的 HIF-1α的表达 
Fig.2  Expression of HIF-1α in U251 cells treated with  

different concentrations of CoCl2 

2.2 WP1066 处理对乏氧 U251 细胞活力的抑制

作用 

在 100 µmol·L−1 的 CoCl2 模拟乏氧环境下，分

别予 0、0.25、0.5、1、2 和 5 µmol·L−1 的 WP1066

处理 U251 细胞 24 h ，实验结果表明：WP1066 浓

度大于 1 µmol·L−1 时对乏氧 U251 细胞活力抑制作

用明显（见图 3），因此在后续的实验中选用小于

1µmol·L−1 的 WP1066 浓度来研究对 U251 细胞辐射

敏感性的影响，以防止 WP1066 本身产生的细胞毒

性作用。 

 

图 3  MTT 检测 CoCl2联合不同浓度 WP1066 处理条件下
U251 的细胞活力(**与对照组相比, p<0.01, n =3) 

Fig.3  Viability of U251 cells treated by CoCl2 together with 
different concentrations of WP1066 (**compared with  

control group, p<0.01, n =3) 

2.3 WP1066 处理对乏氧 U251 细胞克隆形成能

力的影响 

用克隆形成实验检测 U251 细胞克隆形成能力

的影响，设空白对照组、0.5 µmol·L−1 WP1066 组、

CoCl2 组、CoCl2 +0.25 µmol·L−1 WP1066 组和 CoCl2 

+0.50 µmol·L−1 WP1066 组，各组分别予 X 射线 0、

2、4、6 和 8 Gy 剂量照射。使用“多靶单击模型”拟

合细胞存活曲线，得出的 D0、Dq 值（见表 1、2）。

以 D0、Dq 值和 2 Gy 的存活分数(SF2)为标准计算放

射增敏比。实验结果显示：单纯 CoCl2 处理组较空

白对照组克隆形成能力上调，D0、Dq 和 SF2 均高于

对照组(p<0.05)（见图 4 及表 1）。单纯 0.5 µmol·L−1 

WP1066 组与对照组相比，克隆形成能力无明显差

异(p>0.05)，D0、Dq 和 SF2 无明显变化；而单纯

WP1066 组及 0.25、0.50 µmol·L−1 WP1066 + CoCl2

联合处理组较 CoCl2 单纯处理组克隆形成能力下调

(p<0.05)，D0、Dq 和 SF2 均较 CoCl2 组降低，提示

CoCl2 可降低 U251 细胞的放射敏感性，而 WP1066

可逆转 CoCl2 模拟乏氧条件下的 U251 细胞的放射

抗性（见图 4）。与对照组相比，CoCl2 增加 U251

细胞克隆形成能力，单纯 WP1066 组克隆形成能力

无明显差异；与 CoCl2 组比，WP1066 可降低 CoCl2

模拟乏氧环境下的 U251 细胞克隆形成能力。CoCl2
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组(100 µmol·L−1 CoCl2 处理 24 h)、单纯 WP1066 组

(0.50 µmol·L−1 处理 24 h)、CoCl2+WP1066 组

(100µmol·L−1 CoCl2 与 0.25、0.50 µmol·L−1 WP1066

处理 24 h)。

 
表 1  CoCl2, WP1066 对 U251 细胞放射敏感性的影响 

Table 1  Effects of CoCl2 and WP1066 on radiosensitivity of U251 cell 

分组 Group D0 / Gy Dq / Gy SF2 / % SERD0 SERDq SERSF2 

对照 Control 2.62 0.20 0.52 − − − 
WP1066 2.51 0.25 0.53 1.04 1.25 0.98 
CoCl2 4.21 0.58 0.67 0.67 0.34 0.77 

 
表 2  WP1066 对 CoCl2模拟乏氧条件下 U251 细胞放射敏感性的影响 

Table 2  Effects of WP1066 on radiosensitivity of U251 cell under hypoxia conditions 

分组 Group D0 / Gy Dq / Gy SF2 / % SERD0 SERDq SERSF2 

CoCl2 4.21 0.58 0.67 − − − 
CoCl2+0.25 μmol·L−1 WP1066 3.05 0.65 0.60 1.38 1.12 1.13 
CoCl2+0.50 μmol·L−1 WP1066 1.91 1.08 0.53 2.21 1.87 1.26 

 

 
图 4  U251 细胞在不同剂量 X 射线下的克隆形成能力 

Fig.4  Clonogenic survival fraction of U251 cells at different 
doses of X-rays (*p<0.05, compared with control group, 

#p<0.05, compared with CoCl2 group, n=3) 
 

2.4 WP1066 处理对常氧 U251 细胞内磷酸化

STAT3(p-STAT3)和 STAT3 蛋白水平的影响 

用western blot方法检测STAT3抑制剂WP1066

对常氧状态下 U251 细胞内的 p-STAT3、STAT3 蛋

白水平的影响。结果显示，WP1066 对 p-STAT3 蛋

白有明显的抑制作用，并在 0−0.5 µmol·L−1 范围内

程剂量依赖作用，随 WP1066 剂量变大，p-STAT3

蛋白被抑制的越明显（见图 5）。 

 
图 5  不同浓度 WP1066 条件下 U251 细胞的 p-STAT3、

STAT3 的蛋白表达 
Fig.5  Expression of p-STAT3, STAT3 protein in U251 cells 

treated by different concentrations of WP1066 

2.5 U251 细胞中 HIF-1α蛋白水平的变化 

CoCl2 能够模拟细胞缺氧的状态，从而引起细

胞放射敏感性的下降，而 WP1066 处理能够逆转这

种效应，细胞内 HIF-1α蛋白水平的改变可能起到关

键的作用。Western blot 结果显示：与空白对照组相

比，单独 WP1066 组，无明显差异，CoCl2 处理组

及 CoCl2 联合照射组 U251 细胞内 HIF-1α蛋白表达

水平明显上调（见图 6）；而 CoCl2联合 WP1066 

0.25µmol·L−1 及 0.50 µmol·L−1 处理组与 CoCl2 单纯

处理组相比，HIF-1α的表达水平明显下降，并且这

种抑制效果与WP1066的浓度呈剂量依赖（见图 7）。

 

图 6  U251 细胞内的 HIF-1α蛋白表达(control 组、 
100 µmol·L−1 CoCl2组、照射组和 CoCl2联合照射组) 

Fig.6  Expression of HIF-1α protein in U251 cells treated by 
CoCl2 (100 µmol·L−1), IR (irradiation, 4 Gy), CoCl2 and IR 

 

图 7  乏氧条件不同浓度 WP1066 处理 
U251 细胞内的 HIF-1α蛋白表达 

Fig.7  Expression of HIF-1α protein in U251 cells treated by 
different concentrations of WP1066 under hypoxia conditions 

3 讨论 

脑胶质瘤等多种实体肿瘤常供血不足，乏氧细
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胞比例高。肿瘤乏氧的微环境是肿瘤治疗效果差、

易产生放化疗耐受性的重要原因。HIF-1α是在乏氧

条件下激活的一种核转录因子，是肿瘤乏氧微环境

中的一个至关重要的调节因子。本研究发现 CoCl2

处理使脑胶质瘤 U251 细胞 HIF-1α 的 mRNA 和蛋

白水平表达显著增加，引起放射敏感性下降。乏氧、

放射治疗可以引起 HIF-1α的高表达，引起放射敏感

性的下降，通过 siRNA、micro-RNA 抑制 HIF-1α

的表达可以提高肿瘤细胞的放射敏感性[7-8][12]。 

STAT3 是信号转导和转录激活因子(STATs)的

重要成员，分布广泛，在多种人类实体肿瘤中成高

水平的激活状态，与肿瘤细胞抗凋亡、增殖和血管

生成密切相关[6-7]。STAT3 的表达可以调控参与多种

异常的肿瘤信号途径：如细胞周期控制基因 c-fos、

c-myc、cyclin D1 的表达，抗凋亡基因 Bcl-xl、Bcl-2

的表达等，从而诱导肿瘤细胞增殖、阻断细胞凋亡
[8-9]。WP1066 为 STAT3 抑制剂，许多研究表明

WP1066 可通过降低 STAT3 磷酸化水平而发挥抗肿

瘤的作用[13-14]。STAT3 的激活与放化疗的抵抗有关，

通过其转录因子 NF-B、HIF-1及过氧化物增殖体

激活受体行使效应[15]。因此，通过抑制 p-STAT3

有可能为治疗肿瘤提供一个新的方法，本研究结果

表明 WP1066 作用于乏氧脑胶质瘤细胞后，其辐射

抗性明显下降，提示 WP1066 可以在体外增强乏氧

脑胶质瘤细胞的放射敏感性。Ferrajoli 等[16]在体外

实验模型中证明 WP1066 能增强急性骨髓性白血病

细胞的化疗敏感性，WP1066 可以抑制 JAK2 蛋白

降解，阻断 STAT3/PI3K 途径，促进 casepase 凋亡

通路的激活。在体内实验模型中，WP1066 对小鼠

胰腺癌、肾癌、脑胶质瘤以及黑色素瘤都显示出明

显抑制肿瘤的生长[11, 13-14, 17] 。 

本实验数据表明，WP1066 可以降低 CoCl2 所

诱导脑胶质瘤 U251 细胞 HIF-1α 的表达，并对

WP1066 有剂量依赖作用，同时细胞的活力没有受

到明显的影响。WP1066 逆转乏氧胶质瘤细胞的辐

射抗性可能与其抑制 HIF-1α 的表达有关。STAT3

和 HIF-1α在许多肿瘤中表达上调。大量研究证明，

STAT3在生长信号导致的HIF-1α表达中是必须的。

Xu 等在研究中发现，STAT3 能够调节 Akt 的表达，

从而上调生长因子诱导的 HIF-1α的高表达。实验研

究中以小分子抑制剂作用于 STAT3 实现了阻断

HIF-1α的表达[13,18]。Jung 等进一步阐明了，STAT3

可以通过与 HIF-1α 的 C 末端结构的竞争性结合作

用，从而改变 HIF-1α的结构域，切断其与 VHL 肿

瘤抑制蛋白 (von Hippel-Lindau tumor suppressor 

protein，pVHL)的结合而抑制 pVHL 介导的泛素-蛋

白酶解作用，导致 HIF-1α累积，证实了 STAT3 可

以增强 HIF-1α 的功能[19]。另有体内、外实验研究

表明，通过抑制 STAT3 的表达，从而降低 HIF-1
的表达，抑制头颈鳞状细胞癌以及裸鼠体内头颈鳞

状细胞癌的生长，增强其放射敏感性[20-21]。 

增强乏氧肿瘤细胞的辐射敏感性是提高肿瘤放

疗疗效的重要途径，体外数据表明抑制 STAT3 通路

有可能成为逆转乏氧脑胶质瘤细胞辐射抗性的有效

方法，并与降低乏氧重要的信号分子 HIF-1α的表达

有关。在体内环境中 STAT3 通路的抑制剂能否发挥

辐射增敏作用还需进一步的实验研究。 
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Effects of WP1066 on radiosensitivity of U251 glioma cells under hypoxia conditions 

YUAN Xiaopeng  ZENG Chuchu  XING Lihua  ZHAO Xiaojun  GU Cheng  YU Jiahua  LIU Fenju 

(School of Radiation Medicine and Protection, Medical College of Soochow University, Suzhou 215123, China) 

ABSTRACT  To investigate the effects of WP1066, an STAT3 inhibitor, on the radiosensitivity of hypoxic U251 

human glioma cells induced by cobalt chloride (CoCl2), the viability of U251 cells inhibited by CoCl2 and WP1066 

was examined by MTT assay. The mRNA and protein levels of HIF-1α were accessed by RT-PCR and western blot, 

respectively. The radiosensitivity of U251 cells was detected by clonogenic assay. The data showed that the treatment 

by 100 µmol·L−1 CoCl2 and 0.5 µmol·L−1 WP1066 for 24 h had no cytotoxic effects on U251 cells (p>0.05). CoCl2 

increased the expression of HIF-1α and clonogenic ability of U251 cells exposed to different doses of X-rays (p<0.05). 

Combined treatment by CoCl2 together with WP1066 suppressed the expression of HIF-1α, thus decreased the 

clonogenic survival fractions of U251 cells. The study reveals that WP1066 could enhance the radiosensitivity of 

U251 glioma cells under hypoxia conditions. The mechanism might be related to the downregulation of HIF-1α 

expression. 

KEYWORDS  CoCl2, WP1066, HIF-1α, STAT3, Glioma cells, Radiosensitivity 

CLC  R811.5, R739.41, R730.5 

 


