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摘 要：【目的】探讨他莫昔芬（TAM）对 C6胶质瘤细胞凋亡的影响及其可能的作用机制。【方法】① TAM 经不

同浓度、不同时间处理 C6胶质瘤细胞后，用台盼蓝染色法检测细胞死亡现象，DAPI组化染色观察凋亡细胞核形

态，DNA阶梯法和 FACS检测细胞凋亡，Western blot法分析PKCα磷酸化水平。②PKCα特异性抑制剂 Go6976与

TAM联合处理 C6胶质瘤细胞后，DNA阶梯法和 FACS检测 C6胶质瘤细胞凋亡。【结果】①TAM能诱导 C6胶质瘤

细胞死亡，且与 TAM浓度、TAM处理时间呈正相关；TAM组可见典型的细胞凋亡的形态学变化（如核固缩）和明显

的 DNA梯度条带；C6胶质瘤细胞凋亡率和 PKCα磷酸化水平具有 TAM浓度依赖性和时间依赖性。②Go6976与

TAM联合处理 C6胶质瘤细胞后，可进一步促进 TAM诱导的 C6胶质瘤细胞凋亡。【结论】TAM能诱导 C6胶质瘤细

胞凋亡，且 PKCα参与介导 TAM诱导的 C6胶质瘤细胞凋亡。该研究可为临床神经胶质瘤的治疗提供实验依据。
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Abstract：【Objective】To investigate the effects of tamoxifen（TAM）on the apoptosis of C6 glioma cells and to
explore the possible molecular mechanism.【Methods】C6 glioma cells were treated with different concentrations of TAM at
different time points. Cell death was measured by trypan blue staining. Cell apoptosis was evaluated by DAPI staining，
DNA ladder and FACS. Phosphorylation of PKCα was detected by Western blot. After C6 glioma cells were pretreated
with or without 10 μmol/L Go6976（inhibitor of PKCα）for 1 h followed by different concentrations of TAM（or 0.3%
DMSO）exposure for 24 h，we performed agarose gel electrophoresis and FACS to analyze cell apoptosis.【Results】TAM
markedly induced cell death of C6 glioma cells，which was positive correlation with the concentrations and treatment time
of TAM. The TAM-mediated cell death was mainly apoptosis. Cells treated with TAM displayed typical morphological
change of apoptosis such as cell shrinkage，and DNA ladder bands. TAM increased the percentage of apoptotic cells and
phosphorylation of PKCα in dose- and time-dependent manners. In addition，Go6976，a specific inhibitor of PKCα，
enhanced TAM- induced C6 glioma cells apoptosis. 【Conclusion】 TAM promoted C6 glioma cell apoptosis. PKCα
mediated TAM-induced C6 glioma cell apoptosis. This study would provide useful knowledge for prevention and treatment
of human glioma.
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他莫昔芬（Tamoxifen，TAM）为非固醇类三苯

乙烯衍生物，是强有力的雌激素受体（estrogen re⁃
ceptor，ER）拮抗剂，广泛应用于乳腺癌的治疗。

近年来，研究发现 TAM可用于治疗黑色素瘤、肺

癌、神经胶质瘤等非性激素靶器官肿瘤。诸多文

献指出 TAM能够调控 C6胶质瘤细胞的生长、凋

亡等生物学功能［1-4］。Wang等［1］报道 TAM能够抑

制 C6胶质瘤细胞增殖并诱导其凋亡。Li和 Feng
等［2-3］也报道了 TAM能够促进 C6胶质瘤细胞凋

亡。虽然 TAM能够诱导 C6胶质瘤细胞凋亡，但

其分子作用机制有待进一步研究。有研究表明一

定剂量的 TAM能够通过多种信号转导途径诱发

细胞凋亡，其中蛋白激酶C（Protein kinase C，PKC）
家族在 TAM诱导的细胞凋亡过程中具有重要作

用［3-5］。PKC是一族结构相似、磷脂依赖、甘油二

酯活化的丝氨酸/苏氨酸激酶，广泛存在于机体的

组织细胞内，在细胞信号转导过程中具有重要作

用［6］。由于 PKC 家族拥有众多亚型，不同亚型

TAM 诱导细胞凋亡的作用机制仍不十分明了。

PKCα属于经典的 PKC亚群，与乳腺癌、脑肿瘤等

多种恶性肿瘤的发生和发展关系密切［7-8］。已有

资料显示 PKCα在 C6胶质瘤细胞中高表达［9］，然

而其是否参与了 TAM诱导的 C6细胞凋亡作用，

目前并不是清楚。本研究采用 TAM处理体外培

养的 C6胶质瘤细胞后，观察 TAM对 C6胶质瘤细

胞凋亡和 PKCα 磷酸化水平的影响，旨在阐明

TAM诱导神经胶质瘤细胞凋亡作用的分子机制，

为将 TAM用于临床神经胶质瘤的治疗提供实验

依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

C6胶质瘤细胞株由中山大学肿瘤防治中心

黄文林教授惠赠；胎牛血清购自天津 TBD公司；

高糖 DMEM 培养基购自 Gibco公司；TAM粉剂和

蛋白酶抑制剂购自 Sigma公司。TAM用二甲基亚

砜（DMSO）配成 10 mmol/L贮存液于-20 ℃避光保

存，用时按需稀释；蛋白定量试剂盒购自 Bio-Rad
公司；PKCα 抑制剂 Go6976购自美国 Calbiochem
公司；兔抗 p-PKCα、兔抗 PKCα、兔抗 β-actin 等

一抗购自 Cell Signal公司；辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔二抗购自联科生物科技公司；ECL显

色试剂盒购自美国 General公司；蛋白酶 K 购自

德国 Merck公司；酚：氯仿：异戊醇（24：25：1）DNA
提取液购自天津 TBD公司。

1.2 体外细胞培养与处理

C6胶质瘤细胞在含 100 mL/L胎牛血清的高

糖 DMEM培养基（含 10 μg/mL青霉素和 10 μg/mL
链霉素），37 ℃、体积分数为 5%的CO2及饱和湿度

条件下培养（Galaxy 双气培养箱）。0.125%胰酶＋

0.02%EDTA 消化传代。将培养至对数生长期的

细胞以（3～5）× 105/mL 密度接种于直径为 90 mm
的培养皿中，接种 24 h后换用无血清培养基饥饿

24 h；加入不同浓度的 TAM作用不同时间。在抑制

剂实验中，细胞饥饿后，加入 10 μmol/L Go6976预

处理 1 h，再加入 30 μmol/L TAM作用 24 h。
1.3 台盼蓝染色法检测细胞死亡率

细胞药物处理后，收集待测细胞，取 90 μL细

胞悬液，与 10 μL 0.4%台盼蓝混匀；染色 1 min
后，用血细胞计数板在镜下分别计数活细胞（染料

拒染）和死细胞（呈淡蓝色）；按公式计算细胞死亡

百分比：细胞死亡百分比 =［死细胞数/（活细胞

数 + 死细胞数）］× 100%；根据文献所示方

法［10-11］，用 SPSS软件的相关功能计算 IC50值。

1.4 DAPI组化染色观察凋亡细胞的形态改变

将培养至对数期的细胞接种于爬片上，接种

24 h 后换用无血清培养基饥饿 24 h，然后加入

30 μmol/L TAM 处理 24 h。取出细胞片，经 PBS
洗涤后，以 4% PFA 固定，漂洗后加入 DAPI 工作

液染色。于 Leica 荧光显微镜下观察，拍照。

1.5 琼脂糖凝胶电泳检测DNA梯形条带

细胞药物处理后，刮取细胞，PBS洗涤，加入细

胞裂解液（配方略）充分裂解细胞；离心，取上清，

加入蛋白酶 K水解蛋白；加入无水乙醇和 5 mol/L
NaCl溶液；离心后弃上清，加入酚/氯仿/异戊醇提

取液抽提，离心，取上清后加入氯仿重抽提；加入

无水乙醇和 5 mol/L NaCl溶液；离心后弃上清，挥

发干乙醇，加入 Tris-EDTA溶解沉淀，1.5% 琼脂

糖凝胶电泳，凝胶成像系统下观察，拍照。

1.6 Western blot 检测 PKCα磷酸化水平

细胞药物处理后，冰上收集待测细胞，用含蛋

白酶抑制剂的裂解液（配方略）充分裂解细胞，离

心后收集上清细胞总蛋白，测定提取液的蛋白浓

度。以每孔 50 μg 上样于 12%聚丙烯酰胺凝胶，

电泳分离总蛋白，电转移到硝酸纤维素膜上；用
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A：C6 cells were treated with different concentrations of TAM for different time. Cell death was detected by Trypan blue staining. P < 0.001，
FTime = 44.244；P < 0.001，FTAM = 114.760；P < 0.001，FTime*TAM = 19.314. B：Morphology of C6 cells treated with different concentrations of TAM
for 24 h. The results are based on 3 independent experiments. 1）P < 0.05 vs VC group.

图 1 TAM 能引起 C6 胶质瘤细胞死亡

Fig.1 TAM markedly induced cell death of C6 glioma cells

含 5% 脱脂奶粉的 TBS液置摇床室温封闭 30 min，
TBS洗涤后，按 1∶1 000稀释比加入一抗 p-PKCα
或 PKCα过夜；TBS洗涤后，加入相应辣根过氧化

物酶标记的二抗（1∶10 000），室温孵育 1～2 h，洗
涤，用 ECL 发光试剂盒显色，显影，定影，漂洗，并

扫描。同一张膜用抗体洗脱液（配方略）洗脱后，

封闭，加一抗 β-actin，其余各步同上，作为上样对

照。使用 Gene Genius Bio-imaging System 对所存

图像行定量分析。

1.7 FACS检测细胞凋亡率

细胞药物处理后，收集待测细胞，PBS离心洗

涤后，加入-20 ℃预冷的 70％乙醇，4 ℃固定过

夜。固定好的样本送至中山大学附属第一医院检

验科，以碘化吡啶（PI）标记凋亡细胞，用流式细胞

仪（Backman公司）检测。流式细胞仪自带软件分

析检测结果。

1.8 统计学分析

统计数据用均数 ± 标准差（x ± s）表示，浓度

与时间、浓度与处理等采用两因素有重复方差分

析（采用简单效应检测进行组间两两比较分析），

不同浓度采用单因素方差分析（采用 Tukey法进

行组间两两比较分析），不同时间采用单因素重复

测量方差分析（采用 LSD法进行组间两两比较分

析），所有实验数据采用 SPSS 20.0 统计软件分析，

P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 TAM可明显引起C6胶质瘤细胞凋亡

采用台盼蓝染法检测 C6胶质瘤细胞经不同

时间、不同浓度 TAM处理后的 C6胶质瘤细胞死

亡率。实验结果显示，与对照组相比，1 μmol/L
和 10 μmol/L TAM作用不同时间时，细胞死亡现

象并不明显；20 μmol/L和 30 μmol/L TAM作用 6 h
时，细胞死亡率明显增高（P均 ＜ 0.05），并随作用

时间的延长死亡率不断增高；在 6、12 和 24 h 3个
时间点，30 μmol/L TAM 所致的细胞死亡率高于

20 μmol/L（图 1A）。经 SPSS软件分析，不同浓度

TAM作用 C6胶质瘤细胞 24 h后，其 IC50为（29.05
± 2.18）μmol/L。另外，随着 TAM浓度增加，细胞

形态逐渐发生变化，表现为细胞变圆，皱缩和凝

集，细胞贴壁性降低，部分细胞悬浮于培养液中

（图 1B）。以上结果提示 TAM能引起 C6胶质瘤

细胞死亡，并呈一定浓度和时间依赖性。

田 芬，等 . 他莫昔芬诱导 C6胶质瘤细胞凋亡及其作用机制 813
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TAM引起 C6胶质瘤细胞死亡形式是以凋亡

为主。为了研究 TAM 对 C6 胶质瘤细胞凋亡的

影响，我们采用 DAPI染色法和常规琼脂糖凝胶

电泳检测经 TAM处理后 C6细胞凋亡情况。DA⁃
PI 染色结果表明，对照组细胞核浅染，着色均

一；30 μmol/L TAM 组细胞核深染，呈现核浓缩

现象（图 2A）。常规琼脂糖凝胶电泳结果表明，

20 μmol/L和 30 μmol/L TAM作用 24 h时，可见典

型、清晰的 DNA 阶梯状条带；而 1 μmol/L 和 10
μmol/L TAM组在相同时间内检测不出此阶梯状

条带。 30 μmol/L TAM 作用 6 h 时，可见微弱的

DNA 阶梯状条带，并随作用时间的延长而增强

（图 2B）。为了进一步研究 TAM对 C6胶质瘤细

胞凋亡的影响，我们采用 FACS方法检测经 TAM
处理后 C6胶质瘤细胞凋亡情况。实验结果所示：

与对照组相比，10 μmol/L TAM作用 24 h时，未见

明显细胞凋亡；而 20 μmol/L和 30 μmol/L TAM作

用 24 h时，细胞凋亡率明显增高（P均 ＜ 0.05）。

30 μmol/L TAM作用 6 h时，细胞凋亡率明显升高

（P ＜ 0.05），并随 TAM 作用时间的延长细胞凋

亡率不断升高（图 2C、D）。此结果表明 TAM 能

够诱导 C6胶质瘤细胞凋亡，并呈一定浓度和时

间依赖性。

2.2 TAM引起C6胶质瘤细胞PKCα磷酸化水平

升高

C6胶质瘤细胞经不同浓度 TAM处理不同时

间后，Western blot检测 PKCα磷酸化水平。实验

结果显示：与对照组相比，30 μmol/L TAM 作用

15 min 后，PKCα 磷酸化水平明显增加（P 均 ＜

0.05），TAM持续作用 1 h时，PKCα磷酸化水平仍
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C6 glioma cells were treated with different concentrations of TAM for 24 h or 30 μmol/L TAM for different time. A：The morphology of cell nu⁃
clei was monitored using DAPI staining. B：DNA fragmentation was detected by agarose gel electrophoresis. C：FACS was performed to measure cell
apoptosis，F = 77.823，P < 0.001. D：Cell apoptosis，F = 69.177，P = 0.011. The results are based on 3 independent experiments. 1）P < 0.05 vs

VC group.
图 2 TAM 可明显促进 C6 胶质瘤细胞凋亡

Fig.2 TAM significantly promoted C6 glioma cell apoptosis
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然保持一定高度；1 μmol/L 和 10 μmol/L TAM 作

用 24 h时，PKCα磷酸化水平未见明显变化；然而

20 μmol/L 和 30 μmol/L TAM 作用 24 h 时，PKCα
磷酸化水平显著增加（P均 ＜ 0.05，图 3）。实验

结果提示 TAM能促进 PKCα磷酸化。

2.3 抑制 PKCα可增强 TAM促 C6胶质瘤细胞

凋亡的作用

为了验证 PKCα在 TAM诱导 C6胶质瘤细胞

凋亡中的作用，我们开展了 PKCα特异性抑制剂

Go6976的实验。琼脂糖凝胶电泳实验结果表明，

Go6976 单独组检测不到 DNA 阶梯状条带；TAM
组可见典型、清晰的 DNA 阶梯状条带；TAM 和

Go6976联合组能观测到比 TAM组更亮，更清晰

的 DNA阶梯状条带（图 4A）。FACS实验结果表

明，单独的、一定剂量的 Go6976并不能引起 C6胶
质瘤细胞的明显凋亡，而当细胞经 Go6976预处理

后再加入 TAM时，便可引起细胞凋亡，随着 TAM
浓度的升高凋亡率不断增加，且Go6976+TAM组

的细胞凋亡率明显高于单用 TAM 处理组（P

均 ＜ 0.05，图 4B、C）。以上结果提示在 C6胶质

瘤细胞中，PKCα起保护细胞、抑制凋亡的作用。

3 讨 论

神经胶质瘤是最常见的原发性脑肿瘤之一，

通常在颅内呈浸润性生长，由于其生长部位的特

殊性及与正常脑组织边界不清的生长特性，标准

的手术治疗方案很难彻底切除肿瘤组织。由于正

常组织对放疗的耐受性有限，因此致力于寻找合

适的化疗药物来治疗神经胶质瘤已经成为共识。

本研究中我们使用了 TAM作用于体外培养的 C6
神经胶质瘤细胞，结果显示 TAM可引起明显的细

胞凋亡，并能快速激活 PKCα；当 PKCα受抑制时，

TAM所致的细胞凋亡明显增加。该研究进一步

证实了 TAM能诱导 C6胶质瘤细胞凋亡，并对其

机制进行了初步探讨，为应用 TAM治疗神经胶质

瘤提供了实验室依据。

TAM作为 ER拮抗剂，能与雌二醇竞争性结

合胞浆 ER，形成不能刺激 RNA和蛋白质合成的

复合物，从而阻断 ER介导的各种生长因子的作

用，抑制 ER阳性的细胞生长［12］。早在 1971 年，

TAM即被单一应用或与其他细胞毒的化疗药物

C6 glioma cells were treated with 30 μmol/L TAM for different time or different concentrations of TAM for 15 min. A：Western blot were used
to evaluate the protein levels of phospho PKCα and total PKCα. F = 25.804，P < 0.001. B：The protein levels of phospho PKCα and total PKCα.
F = 201.040，P = 0.001. The results are based on 3 independent experiments. 1）P < 0.05 vs VC group.

图 3 TAM 引起 C6 胶质瘤细胞中 PKCα 磷酸化水平升高

Fig.3 TAM significantly increased phosphorylation of PKCα in C6 glioma cells
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联合应用于对激素敏感的乳腺癌的治疗［13］。TAM
对神经胶质瘤的治疗作用的研究始于二十世纪九

十年代初期，随后人们设计了大量实验来验证

TAM治疗神经胶质瘤的作用效果和机制［14-15］。离

体细胞培养和动物实验的大量研究证实，TAM有

明显的抗胶质瘤作用，目前已经进入临床应

用［16-17］。由于神经胶质瘤细胞通常不表达 ER，属

于非激素依赖性肿瘤，TAM对胶质瘤细胞的作用

一般不经过 ER途径，而是经过其他促进细胞凋亡

的信号途径。有研究表明 TAM抑制胶质瘤细胞增

殖和促进其凋亡与 PKC活性密切相关［17-18］。本研

究也表明 TAM能诱导 C6胶质瘤细胞凋亡，并且能

够促进 PKC活性。然而，PKC是否介导 TAM诱

导 C6胶质瘤细胞凋亡还需要进一步研究。

PKC是最早被确认的蛋白激酶之一。其家族

至少有 12种同功酶，根据同工酶的结构、酶的特

性、激活时对Ca2+和二酰甘油（DG/DAG）的依赖性

不同，通常分为四个亚群：经典 PKC 亚群，包括

α、βⅠ、βⅡ和 γ亚型；新 PKC亚群，包括 δ、ε、η
和 θ等亚型；非典型 PKC亚群，包括 ξ和 ι/λ亚型；

PKC相关激酶，包括 PRK1和 PRK2［5］。PKC广泛

存在于机体的组织细胞内，其生物学作用呈现多

面性：一方面能激活有丝分裂原活化蛋白激酶，后

者进入细胞核内，促进 DNA复制和转录，影响细

胞生长、分化、迁移以及耐药等；另一方面，还可通

过激活 Bcl-2等抗凋亡途径，抑制或促进细胞凋

亡［19］。在多种肿瘤组织细胞中，PKC的一种或几

种亚型的表达高于对应的正常组织，TAM对于这

些肿瘤的治疗很大程度上是通过抑制 PKC起作

用。在 C6胶质瘤细胞中至少有 2种 PKC亚型蛋
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C6 glioma cells were pretreated with or without 10 μmol/L Go6976（inhibitor of PKCα）for 1h followed by different concentrations of TAM（or
0.3% DMSO）exposure for 24 h. A：Agarose gel electrophoresis was performed to examine DNA fragmentation. B-C：Cell apoptosis was measured by
FACS. FTAM = 298.685，P < 0.001；FTreat = 41.196，P < 0.001；FTAM*Treat = 5.632，P = 0.008. The results are based on 3 independent experiments. 1）
P < 0.05 vs VC group；2）P < 0.05 vs TAM-treated alone group.

图 4 抑制 PKCα 可增强 TAM 促 C6 胶质瘤细胞凋亡的作用

Fig.4 Inhibition of PKCα enhanced TAM-induced C6 glioma cells apoptosis
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白高表达：PKCα 和 PKCδ，其中 PKCα 是唯一高

表达的经典型 PKC亚群［9］。通过药物抑制剂或反

义寡核苷酸的方法抑制 PKCα表达能够阻碍胶质

瘤细胞增殖并诱导其凋亡［19］，提示 PKCα对胶质

瘤细胞起到保护作用。我们的实验结果也表明，

Go6976（PKCα抑制剂）能增强 TAM诱导的 C6胶

质瘤细胞凋亡作用。这一结果似乎与 TAM引起

C6胶质瘤细胞凋亡并伴随着 PKCα磷酸化水平升

高的结果相互矛盾。PKCα是胶质瘤细胞保护因

素，TAM引起 C6胶质瘤细胞 PKCα磷酸化水平升

高是一种细胞保护反应，在一定程度上能阻止细

胞向凋亡方向发展。PKCα抑制剂的应用能增强

TAM的致凋亡作用，正好说明了 PKCα对 C6胶质

瘤细胞保护作用的减弱而导致了凋亡的增加。然

而，随着 TAM浓度增加或作用时间的延长，可能

触发 C6胶质瘤细胞内其他致凋亡信号途径，这些

致凋亡信号途径逐渐占据优势作用，最终导致细

胞走向凋亡。

本研究证实了 TAM能够诱导 C6胶质瘤细胞

凋亡。以 PKCα 为切入点，发现了 TAM 作用与

PKCα的磷酸化水平增加密切相关，PKCα抑制剂

能与 TAM 协同作用，促进 C6 胶质瘤细胞的凋

亡。然而，PKCα在 TAM诱导 C6胶质瘤细胞凋亡

中的确切作用及其下游的分子机制仍然需要更多

的研究加以证实。另外，各种不同 PKC亚型在介

导 TAM诱导 C6胶质瘤细胞凋亡中的作用也十分

不明。由于神经胶质瘤 ER表达常为阴性，通常

选用大剂量 TAM进行神经胶质瘤的体内外实验，

因此用药安全以及正常组织细胞对 TAM的耐受

等都是有待深入探讨的课题。
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