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文章亮点： 

1 用 MTT 法检测一个胶质瘤中 5 个位点，前(额叶方向)、后(枕叶方向)、内(中线方向)、外(皮层方向)、

中(瘤体中心)进行取材。 

2 取细胞活力最强的位点扩增 3-5 代的肿瘤球细胞，给予不同 X 射线剂量 2，3，5，8，12，15 Gy 照

射，检测其细胞活力，以确定最适的放疗剂量。期待为脑胶质瘤的个体化定位化放疗提供基础实验依据。 

关键词： 

干细胞；肿瘤干细胞；脑肿瘤干细胞；胶质瘤；生长因子；放射敏感性；放疗；照射；剂量；个体化定

位；增殖活力；省级基金 

 

摘要 

背景：目前放疗治疗脑胶质瘤效果不理想，可能因素有很多。 

目的：探讨脑胶质瘤中肿瘤干细胞的体外放射敏感性。 

方法：取脑胶质瘤细胞，接种于含生长因子的无血清培养基中培养，取细胞活力最强的位点扩增 3-5 代

的肿瘤球细胞，给予不同 X 射线剂量照射，检测其细胞活力，以确定最适的放疗剂量。 

结果与结论：胶质瘤中不同部位的肿瘤细胞增殖活力有差异；8 Gy 以上 X 射线剂量对脑肿瘤干细胞具有

显著的杀伤作用。说明脑胶质瘤具有异质性，部位不同，脑肿瘤干细胞增殖活力不同；不同的放疗剂量

对脑肿瘤干细胞有不同的影响。 
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Abstract 

BACKGROUND: Radiotherapy effect on of brain glioma is not ideal, and there are various possible factors that 

influence the therapeutic effect.  

OBJECTIVE: To investigate the in vitro radiosensitivity of brain cancer stem cells in brain glioma. 

METHODS: Glioma cells were isolated and seeded into the serum-free medium containing growth factors for 

culture. Glioma cells from the most active cell site were subcultured to 3-5 generations. Glioma cell vitality was 

assessed to determine the optimal dose of X-ray radiation. 

RESULTS AND CONCLUSION: Distinct difference in activities of proliferation could be found among cancer 

stem cells from different sites of glioma. X-ray dosages above 8 Gy had notable killing effect on brain cancer stem 

cells. Different irradiation dosage had different influence on cancer stem cells. 

Key Words: stem cells; tumor stem cells; brain cancer stem cells; glioma; growth factors; radiosensitivity; 

radiotherapy; irradiation; dose; individual positioning; proliferation activity; provincial grants-supported paper 

 

Zhao ZF, Fan RT, Yang Y, Sun JR, Hu X, Shen E, Yang B. In vitro radiosensitivity of brain cancer stem cells in 
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0  引言 

 

脑胶质瘤是最常见的颅内原发性恶性肿瘤，占成人所有恶性肿瘤的2%，主要呈浸润性

生长，其病理特征与恶性程度有很大差异，易复发及侵袭性强是其生物学特征。虽有大量的

基础和临床研究，但患者的预后仍不满意
[1]
。近年来，随着人们对肿瘤细胞研究的不断深入，

提出了“肿瘤干细胞(cancer stem cell，CSC)学说”
[2-3]
，认为肿瘤细胞具有异质性，在肿瘤

组织中存在数量极少的瘤细胞，在肿瘤的发生、发展中充当着干细胞的角色，具有无限增殖

的潜能，在肿瘤的发生和生长中起着决定性作用，而其余大多数细胞为肿瘤干细胞的分化细

胞，不具有成瘤能力，经过短暂的分化，最终死亡，并认为正常干细胞是肿瘤干细胞形成的靶

细胞。Singh等
[3-6]
从髓母细胞瘤等脑肿瘤组织内分离并鉴定出一种新的肿瘤干细胞，并证实其

为“脑肿瘤干细胞”。研究证实，脑胶质瘤细胞存在异质性，有恶性程度相对高的区域肿瘤组

织的异质性是由于脑肿瘤干细胞比例或活力不同造成的，细胞活力强的部位脑肿瘤干细胞的比

例或活力一定会高
[2-7]
。目前放疗治疗脑胶质瘤效果不理想，可能与瘤床中或瘤床周围肿瘤增

生活跃区不明确、因而未能靶向性聚焦、给予摧毁性瞄准照射有关，也可能与脑肿瘤干细胞的

放射敏感性明显降低有关
[8]
，也可能与单次大剂量放疗产生的严重并发症有关

[9-11]
。为了寻找

胶质瘤放疗的具体靶点和最适当的放疗剂量，课题组设计了此实验。用MTT法检测一个胶质

瘤中不同位点的细胞增殖情况以确定放疗的具体靶点，取细胞活力最强的位点扩增3-5代的

肿瘤球细胞，给予不同X射线剂量照射，检测其细胞活力，以确定最适的放疗剂量。期待为

脑胶质瘤的个体化定位化放疗提供基础实验依据。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外实验。 

时间及地点：实验于2010年4至10月在郑州大学医学院实验中心完成。 

材料： 

标本来源：脑肿瘤组织来自郑州大学第一附属医院神经外科手术术中切除的脑胶质瘤标

本，共9例。其中星形细胞瘤4例，WHOⅢ级2例，Ⅳ级2例；髓母细胞瘤2例，WHOⅣ级；

室管膜瘤2例，WHOⅢ级；少突胶质细胞瘤1例，WHOⅢ级。 

纳入标准：①全部标本均经郑州大学第一附属医院病理科检验证实，并按WHO2007年中 
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枢神经系统肿瘤分类分级标准进行分类
[12]
。②均为初发

病例，术前未行放化疗等抗肿瘤治疗，标本获取均征得

患者知情同意，并经过医院伦理委员会批准。 

排除标准：肿瘤组织囊性变、坏死、电凝的标本。 

脑胶质瘤中肿瘤干细胞的体外放射敏感性实验的主要试

剂： 

Main reagents and instrument: 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

细胞取材、培养及鉴定：方法参照 Singh等
[4,13-14]

的悬

浮培养法。对本组所有病例，均在显微神经外科手术中，

结合影像学资料与术中瘤体显露，确定肿瘤相对最大层

面上的 5 个位点：前(额叶方向)、后(枕叶方向)、内(中

线方向)、外(皮质方向)、中(瘤体中心)。要求肿瘤组织

无囊性变、无坏死、未电凝。取上述 5个位点的肿瘤组

织标本各 1 块，直径 5-10 mm，立即置入无菌注射器

中，外加无菌包布严密包裹，送实验室进行分离培养。

鉴定方法同文献报道
[4,6,15-19]

。 

胶质瘤中不同位点的细胞增殖测定：结合影像学资料与

术中瘤体显露，确定肿瘤相对最大层面上的 5个位点：

前(额叶方向)、后(枕叶方向)、内(中线方向)、外(皮质方

向)、中(瘤体中心)。取制成单细胞悬液即原代肿瘤干细

胞悬液，按 5×10
8
 L

-1
的细胞浓度接种于 96孔板中，每

个位点重复 10孔，置于 37 ℃，体积分数 5%CO2培养

箱中过夜。取-20 ℃冻存的MTT溶液 37 ℃水浴融化，

每孔内加入该溶液 20 µL(终浓度约 0.5 g/L)，轻轻拍打

96孔板边缘混匀，在体积分数 5%CO2、37 ℃培养箱培

养内放置 4 h。4 h后倒置显微镜观察见 96孔培养板底部

大量紫蓝色结晶，小心地将培养液吸除 100 µL，每孔加

入溶解液(二甲基亚砜)100 µL，轻轻拍打 96孔板边缘混

匀，振荡使晶体充分溶解后，在酶标仪(Bio-Rad公司，

550型)570 nm处测定吸光度(A值)。 

胶质瘤的放射敏感性测定
[20-21]

：取上述测定的细胞活

力最强的位点扩增 3-5 代的肿瘤球细胞，按 5×10
8
 L

-1

的细胞浓度先接种于 6孔板中，每孔 5 mL，置于 37 ℃、

体积分数 5%CO2培养箱中过夜，分别给予分别给予 2，

3，5，8，12，15 Gy的直线加速器产生的 6 MV X射

线照射。照射后，吹打混匀，再分别接种于 96 孔板，

每板每个剂量组重复 10孔，继续培养 3 d，同上法测定

吸光度(A值)。 

主要观察指标：细胞的吸光度值(A值)。 

统计学分析：用统计软件 SPSS 17.0 处理数据，

采用单因素方差分析及 LSD法，α=0.05。 

   

2  结果 

 

2.1  纳入样本数量分析  在实验过程中样本无脱落，

没有进行剔除，进入结果分析的样本数量9例。 

 

2.2  胶质细胞瘤不同位点的细胞活力测定结果  9例

胶质细胞瘤中，有6例3个位点间细胞活力不同，有3例2

个位点间细胞活力不同。 

 

某例间变性星形细胞瘤(3级)不同位点的细胞活力测定结

果：细胞MTT测定统计分析：方差齐性检验示各样本呈

方差齐性，单因素方差分析示各总体均数有不同。LSD

检验示：前侧(额叶方向)细胞活力与后侧(枕叶方向)比

较，差异无显著性意义(P > 0.05)，但是前侧(额叶方向)

与内(中线方向)、外(皮质方向)、中(瘤体中心)相比较，

差异有显著性意义(P < 0.05)；后侧(枕叶方向)与内(中

线方向)、外(皮质方向)、中(瘤体中心)相比较，差异均

有显著性意义(P < 0.05)；内(中线方向)、外(皮质方向)

相比较，差异有显著性意义(P < 0.05)，与中(瘤体中心)

相比较，差异无显著性意义(P > 0.05)。综合上述分析

结果，各组之间的细胞活力综合排序为：内(中线方向)=

中(瘤体中心)>前(额叶方向)=后(枕叶方向)>外(皮质方

向)，见表1，图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1  胶质瘤中不同位点的生长活性 

Table 1  Cell growth activity at the different sites in glioma      

(x
_

±s, A570)

注：结果提示，胶质瘤中不同部位的肿瘤细胞增殖活力不同，内侧(中线方

向)细胞活力最高，与中侧(瘤体中心)相当，大于前侧(额叶方向)和后侧(枕

叶方向)，外侧(皮质方向最低)。 

部位 孔数 A值 

前(额叶方向) 10 0.829 0±0.045 8 

后(枕叶方向) 10 0.808 0±0.055 1 

内(中线方向) 10 0.977 0±0.063 6 

外(皮质方向) 10 0.738 0±0.041 9 

中(瘤体中心) 10 0.976 0±0.085 7 

F 2.57 31.15 

P 0.05 < 0.01 

试剂 来源 

DMEM/F12(1∶1)培养基 

B-27添加剂 

人表皮生长因子(EGF)、人碱性 

成纤维生长因子(bFGF) 

胰岛素、头孢哌酮结  

Hyclone公司 

Invitrogen公司 

三农生物科技 

 

珠海联邦制药有限公司 
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2.3  胶质瘤的放射敏感性  9例胶质细胞瘤细胞活力

最强的位点扩增3-5代的肿瘤球细胞X射线照射后3 d的

细胞活力测定结果均显示，2，3以及5 Gy组之间放疗效

果差异无显著性意义，8 Gy以上组放疗效果比5 Gy以下

组差别明显。 

 

同一例间变性星形细胞瘤细胞活力最强的位点扩

增3-5代的肿瘤球细胞X线照射后3 d的细胞活力测定结

果：细胞MTT测定统计分析显示：方差齐性检验示各样

本呈方差齐性，单因素方差分析示各总体均数有不同。

见表2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LSD检验显示：2，3，5 Gy组间比较，差异无显著

性意义(P > 0.05)；2，3 Gy组分别与8，12，15 Gy组

相比较，差异均有显著性意义(P < 0.05)；5，8 Gy组间

比较，差异无显著性意义(P > 0.05)，但是，5 Gy组与

12，15 Gy组相比较，差异均有显著性意义(P < 0.05)；

8，12，15 Gy组间比较，差异无显著性意义(P > 0.05)。

从均数图上看，各剂量组间细胞活力无论有无显著性意

义，均随着放射剂量增加，细胞活力逐渐下降，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

目前放疗治疗脑胶质瘤效果不理想，可能与瘤床中

或瘤床周围肿瘤增生活跃区不明确、因而未能靶向性聚

焦、给予摧毁性瞄准照射有关，也可能与脑肿瘤干细胞

的放射敏感性明显降低有关
[8]
，脑肿瘤干细胞即为

CD133
+
细胞，对肿瘤的生长、播散、复发等临床行为

起决定性作用，并且难以通过传统放化疗根除
[21]
。这样

的“肿瘤增生活跃区”，相当于肿瘤中的根基，称之为

“肿瘤巢”，与肿瘤干细胞的生物学特性高度一致。实

验已经提示，脑胶质瘤内有肿瘤干细胞根基的存在
[7]
。

脑肿瘤干细胞和神经干细胞一样均表达Nestin和

CD133
[7]
，这与文献报道一致

[2，12]
。同时发现，在进行

肿瘤球培养时，也出现大量的非聚集的单个细胞，这些

细胞都沉淀于培养瓶底，均不表达CD133和Nestin。9

例胶质细胞瘤中，有6例3个位点间细胞活力不同，有3

例2个位点间细胞活力不同。这个结果提示脑胶质瘤细

胞的异质性，每例脑胶质瘤可能有二三个“肿瘤巢”。

因此，作者进行术后X刀等放射治疗时，就要以这些“肿

图 1  胶质瘤中不同位点的细胞活力 A值均数图 

Figure 1  Mean absorbance value of cell activity at different 

sites in glioma 
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1，2，3，4，5分别代表前(额叶方向)、后(枕叶方向)、内(中线方

向)、外(皮质方向)、中(瘤体中心)。 

注：均数图直观地显示均数图胶质瘤中不同部位的肿瘤细胞增殖

活力有差异，内(中线方向)=中(瘤体中心)> 前(额叶方向)=后(枕叶

方向) >外(皮质方向)。 

 

表 2  细胞活力最强的位点扩增 3-5代的肿瘤球细胞 X线照射

后 3 d的细胞活力 

Table 2  Cell activity of glioma cells from the most active cell site

subcultured to 3-5 generations after X-ray radiation for 

3 d                                    (x
_

±s, A570)

与 2，3 Gy 剂量组比较，
a
P < 0.05；与 5 Gy 剂量组比较，

b
P < 0.05。 

注：随着放射剂量的增加，细胞活力逐渐下降。 

照射剂量 孔数 A值 

2 Gy 10 0.79 10±0.055 1 

3 Gy 10 0.777 0±0.045 2 

5 Gy 10 0.749 0±0.048 9 

8 Gy 10 0.689 0±0.090 4
a
 

12 Gy 10 0.678 0±0.027 1
ab

 

15 Gy 10 0.670 0±0.081 1
ab

 

F    2.37 5.754 

P    0.05 < 0.01 

图 2  细胞活力最强的位点扩增 3-5代的肿瘤球细胞X线照

射后 3 d的细胞活力 A值均数图 

Figure 2  Mean absorbance value of cell activity of glioma 

cells from the most active cell site subcultured to 

3-5 generations after X-ray radiation for 3 d 
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1，2，3，4，5，6分别代表 2，3，5，8，12，15 Gy组。 

注：随着放射剂量的增加，细胞活力逐渐下降。 
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瘤巢”为靶点。 

 

脑胶质瘤放疗目前多主张采用局部野照射，根据术

前MRI/CT，先给予肿瘤瘤床及周围水肿带外2 cm的区

域照射，然后缩野在瘤外2 cm的区域追加剂量
[23-25]

。临

床研究显示，常规分割剂量小于60 Gy，患者生存期降

低；而大于60 Gy，放射性脑损伤增加，但生存期差异

无统计学意义
[26]
，尽管有多种超分割方案，但不能明显

提高生存率
[28-30]

。实验研究结果提示，2 Gy，3 Gy以及

5 Gy组之间放疗效果没有明显差别，8 Gy以上组放疗效

果比5 Gy以下组差别明显。常规放疗效果差，可能与定

位差和单次剂量放疗剂量过小有关，因此不能定点清除

“肿瘤巢”，难免导致肿瘤复发。 

 

精确瘤床放疗技术可做到定位准确，解决了常规放

疗定位差的问题，可明显降低正常脑组织剂量，从而降

低辐射相关并发症
[31-33]

。三维适形放疗 (Three- 

dimensional conformal radiotherapy，3DCRT)和立体

定向放射外科(stereotactic radiosurgery，SRS)均可精

确定位，可大剂量集中照射病灶区，实现治疗体积内高

剂量辐射，而对周围正常脑组织的辐射剂量较小
[26,34]
，

三维适形放疗组1年，2年和3年生存率与立体定向放射

外科组相似
[9]
。资料显示，立体定向放射外科放射性脑

水肿反应明显高于三维适形放疗，并可产生严重并发

症
[9-11]
。三维适行放疗总剂量为36-50 Gy，每次分割剂

量6.0-7.0 Gy，隔日1次，共需6-8次完成；光子刀治疗

时80%的边缘剂量为15-25 Gy，一次完成。低单次放疗

剂量造成放射性脑损害轻微，高单次放疗剂量造成放射

性脑损害严重。因此，实验有必要探求单次放疗的最适

剂量。 

 

胶质瘤常规放疗总剂量为60 Gy，常规分割每次为 

2 Gy，超分割每次1.2-1.8 Gy/次，加速超分割每次

1.9-2.65 Gy/次；三维适行放疗总剂量为36-50 Gy，每

次分割剂量6.0-7.0 Gy，隔日1次，共需6-8次完成；光

子刀治疗时80%的边缘剂量为15-25 Gy，一次完成。实

验以这几个剂量为基础，设计了实验组。9例胶质细胞

瘤病例，结果均显示，2 Gy，3 Gy，5 Gy组间差异无显

著性意义；2 Gy，3G y组分别与8 Gy，12 Gy，15 Gy

组相比较差异均有显著性意义；5 Gy，8 Gy组间差异无

统计学意义，但是，5 Gy组与12 Gy，15 Gy组相比较

差异均有显著性意义；8 Gy，12 Gy，15 Gy组间差异

无显著性意义。从均数图上看，各剂量组间细胞活力无

论有无显著性意义，均随着放射剂量的增加，细胞活力

逐渐下降。结果可以看出，一次放疗剂量越大，肿瘤周

边正常组织的放射性损伤越严重，因此放疗时不应该选

择一次放疗剂量过大的放疗方案。因此说，每次8 Gy的

放疗剂量可能是胶质瘤放疗的最佳剂量，此剂量的三维

适形调强放疗方案可能既有助于提高疗效还能减少脑

部并发症的发生。手术切除肿瘤干细胞根基后，残余组

织里面有可能仍然存在肿瘤干细胞，可作为后续立体定

向放射治疗的重要靶区；同时测定该活力位点扩增3-5

代脑肿瘤干细胞的放射敏感性，能够发现对应的最适放

疗剂量；总之，最适放疗剂量的三维适形调强放疗方

案可能是最佳的放疗方案。如果同时对活力位点扩增

3-5代的脑肿瘤干细胞的化疗敏感性进行测定，那么应

该能够发现较适合的化疗药物和剂量。同时，应用海

洋单细胞海藻的有效成分结合人脐带沃顿胶间充质干

细胞移植
[35]
，就可以实现脑胶质瘤的个体化定位化治

疗，提高胶质瘤的临床治愈率。 
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