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Abstract :Objective 　To evaluate the effect and mechanism of the inducing differentiation of all t rans reti2
noic acid in the rat C6 glioma. Methods 　By establishing rat C6 glioma brain tumour model ,af ter delive2
ring all t rans retinoic acid via syringe injection into the peritoneal cavity ,MRI and flow cytometer were

employed to inspect tumour volume and cell cycle respectively. Results 　Tumour volume in the t reatment

group was smaller than that in the control group ( P < 0 . 05) ,the ratio of the cells at G1 phase relatively

increased ( P < 0 . 05) and S phase relatively decreased ( P < 0 . 05) in the t reatment group as compared with

that of the control group . Conclusion 　All t rans retinoic acid can induce differentiation and inhibit prolif2
eration on rat C6 glioma ,it s mechanism is concerned with the changes of the cell cycle.
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摘 　要 :目的 　探讨全反式维甲酸对大鼠 C6 脑胶质瘤的诱导分化效应及其机制。方法 　建立大鼠 C6

脑胶质瘤模型 ,腹腔注射全反式维甲酸后 ,MRI 检测胶质瘤的体积变化及流式细胞仪检测细胞增殖时

相变化。结果 　治疗组较对照组 MRI检测显示肿瘤体积减小 ( P < 0 . 05 ) ,流式细胞仪检测显示 G1期细

胞比例增加 ( P < 0 . 05) ,S 期细胞比例减少 ( P < 0 . 05) 。结论 　全反式维甲酸可诱导 C6 胶质瘤分化 ,显

著抑制胶质瘤细胞增殖 ,且其机制与改变细胞周期有关。
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0 　引言

脑胶质瘤预后差 ,易复发 ,故探索有效的新疗

法 ,提高生存率 ,已成为脑胶质瘤治疗的迫切课题。

诱导分化治疗是肿瘤化学治疗的一个新领域 ,已成

为国际肿瘤治疗的新热点。本实验应用诱导分化剂

全反式维甲酸在实体瘤领域对 C6 大鼠脑胶质瘤进

行作用 ,探讨其抗肿瘤效应 ,以便为其临床应用提供

实验依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　细胞培养

1 . 1 . 1 　细胞来源 　C6 细胞是一种经 N - 亚硝基甲

脲诱发的高度恶性的大鼠脑胶质瘤 (购于中科院上

海细胞所) 。

1 . 1 . 2 　培养方法 　C6 细胞在含有 10 %的新生小

牛血清 , 青霉素 100U/ ml , 链霉素 100μg/ ml 的

DM EM 培养基中 ,5 %CO2 ,37 ℃条件下培养。

1 . 2 　动物模型建立

1 . 2 . 1 　动物 　健康 Wistar 大鼠 ,雌雄不限 ,鼠龄 4

～6 周 ,体重 150～200g ,常规喂养 ,共 40 只。

1 . 2 . 2 　方法 　Wistar 大鼠经 10 %的水合氯醛

3ml/ kg 麻醉后 ,固定于立体定向仪上 ,于大鼠右顶

叶皮质 S1 区 (前囟后 1mm ,矢状缝旁 3mm)接种 C6

胶质瘤细胞 1 ×106 / 10μl ,微量注射器注入[ 1 ] 。

1 . 3 　动物分组及治疗的实施

接种 C6 细胞后第 7 天 ,将荷瘤鼠随机分为对

照组和维甲酸治疗组 ,每组 20 只。对照组 无水乙

醇和磷酸盐缓冲液按 1∶9配制 ,每天 1ml 腹腔注射 ,
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连续两周。全反式维甲酸治疗组 无水乙醇和磷酸

盐缓冲液按 1∶9配制后 ,加入全反式维甲酸 (购自美

国 Sigma 公司) ,浓度为 1mg/ ml ,每天 1ml 腹腔注

射 ,连续两周[ 2 ] 。

1 . 4 　肿瘤体积测定 　接种 C6 细胞后第 22 天 ,每

组随机取 10 只瘤鼠 ,经 10 %的水合氯醛 3ml/ kg 麻

醉后 ,俯卧 ,进行 MRI 检测 ,应用 80mm 环形线圈行

矢状位、冠状位、横断位 T1 WI 及 T2 WI 扫描 ,层厚

3 . 0mm ,层间距1 . 0mm ,常规扫描后 ,大鼠腹腔注射

Gd2D TPA (2ml/ kg) 30 分钟后 ,行 SE T1 WI 三平面

增强扫描。矢状位测量肿瘤的长径 (a) ,冠状位测肿

瘤的横径 (b c) ,肿瘤体积的计算公式为 V = a ×b ×

c ×π/ 6。

1 . 5 　流式细胞仪检测细胞周期 　将每组剩余 10 只

荷瘤鼠 ,经 10 %的水合氯醛 3ml/ kg 麻醉后 ,开颅取

新鲜脑组织 ,制成单细胞悬液 ,调细胞浓度为 4 ×

108 / L ,10μg/ ml 碘化丙啶 (美国 Sigma 公司) 室温

下染色 30 分钟后 ,上机检测。Multicycle 分析软件

分析细胞周期。

1 . 6 　统计学分析 　采用 SPSS10 . 0 统计分析软件 ,

对照组和治疗组肿瘤体积、细胞周期采用 t 检验比

较其差异 , P < 0 . 05为差异有显著性。

2 　结果

2 . 1 　肿瘤体积测定 　MRI 检查显示肿瘤组织呈长

T1、长 T2 信号 ,增强呈均匀或环状强化 ,治疗组肿

瘤体积明显小于对照组 ,见表 1。

表 1 　接种后第 22 天对照组和治疗组

肿瘤体积大小的比较 ( �x ±s)

组别 例数 (只) 体积 (mm3 )

对照组 10 292 . 97 ±19 . 13

治疗组 10 161 . 74 ±9 . 53

　　治疗组肿瘤体积明显小于对照组 ( P < 0 . 05)

2 . 2 　细胞周期分析 　流式细胞仪检测显示维甲酸

能引起胶质瘤细胞周期发生 G1 →S 期阻滞 ,治疗组

G1期细胞多于对照组 ,而 S 期细胞则减少 ,见图 1、

表 2。

图 1 　接种后第 22 天 Wistar 大鼠 C6 脑胶质瘤流式细胞仪检测图
(a 图为对照组 ,b 图为维甲酸治疗组)

表 2 　接种后第 22 天对照组和治疗组

肿瘤细胞周期的变化( �x ±s)

组别 例数 (只) G1期 ( %) S 期 ( %)

对照组 10 67 . 52 ±2 . 54 15 . 60 ±1 . 60

治疗组 10 74 . 92 ±2 . 22 12 . 57 ±1 . 55

　　治疗组 G1期细胞多于对照组 ( P < 0 . 05) ,而 S 期细胞则

减少 ( P < 0 . 05)

3 　讨论

全反式维甲酸是维生素 A 的重要衍生物 ,研究

表明它可使多种胶质瘤细胞发生分化 ,但多局限于

离体细胞实验[ 3 ,4 ] 。在实体瘤领域进行研究 ,国内外

尚不多。肿瘤 (特别是恶性肿瘤) 最基本的生物学特

征是瘤组织的无限增殖和细胞的分化异常 ,众多资

料表明细胞分化与增殖呈负相关[ 5 ] ,细胞增殖减慢

是细胞分化的结果。我们通过建立 C6 大鼠脑胶质

瘤模型 ,将全反式维甲酸作用于 Wistar 荷瘤大鼠 ,

MRI 检测肿瘤体积大小显示治疗组肿瘤体积明显小

于对照组 , t 检验 P < 0 . 05 ,差异有显著性。这表明

全反式维甲酸具有抑制 C6 脑胶质瘤细胞增殖 ,促其

分化的作用。

目前 ,维甲酸对胶质瘤的作用机理尚不明确 ,它

涉及到与增殖分化调节有关的一个大的网络系

统[ 6 ] 。本实验流式细胞仪分析结果显示 ,治疗组 G1

期细胞多于对照组 ,而 S 期细胞则相应减少 , t 检验

P < 0 . 05 ,差异有显著性 ,这表明维甲酸能引起胶质

瘤细胞周期发生 G1 →S 期阻滞 , G1 期即 DNA 合成
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前期 ,是细胞进入分裂期的重要阶段 , G1 期增加则进

入分裂相的细胞减少 ; S 期是 DNA 合成期 , S 期减

少则 DNA 合成减少。这提示我们全反式维甲酸抑

制 C6 脑胶质瘤细胞增殖、促其分化的作用机理之一

是由于它改变了肿瘤细胞周期的分布 ,减少了 DNA

合成和有丝分裂。

上述实验为全反式维甲酸应用于临床治疗脑胶

质瘤提供了一定的理论基础 ,然而其诱导分化的机

理、最佳用药等仍需实验进一步深入探讨。
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