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摘要 目的 艾灸是一种经典的中医治疗手段，集合了物理疗法（热疗）和化学疗法，目前已经证明对多种癌症有抑制作

用，但是具体的细胞生物学机制尚不明确。本研究旨在研究热疗对星形胶质细胞癌细胞系U251的作用，来揭示艾灸通过热

疗对癌细胞的作用。方法 通过显微缩时摄影技术，记录了42℃热疗处理U251细胞系108 h中细胞形态的变化，并用细胞

计数法检测了热疗3 d时全细胞数、活细胞数及活细胞比例的变化，来评价热疗对细胞增殖和死亡的影响。通过检测细胞凋

亡标志物Annexin V和Caspase-3，来评价热疗对细胞凋亡的作用。结果 热疗明显抑制细胞的增殖，细胞死亡明显增加。

热疗处理后的U251细胞较对照组存在明显的核固缩，标志物Annexin V和PI明显升高，PI阳性细胞呈Annexin V阳性，提

示热疗导致的细胞死亡以细胞凋亡为主，PI阳性的细胞为凋亡终末期，细胞膜通透性增加所致。同时大部分收缩变圆的细

胞中，Caspase-3和Annexin V呈共同阳性，提示热疗可能通过Caspase途径介导细胞凋亡。结论 本研究明确了热疗可以抑

制星形胶质细胞癌U251细胞系的细胞增殖并诱导Caspase途径相关的凋亡。
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艾灸是传统中医的常用治疗方法。其借灸火的

热力给人体以温热性刺激，通过经络腧穴的作用，

以达到温通经络、调和气血、扶正祛邪及防病保健

的方法。《灵枢经·官针》篇指出：“针所不为，灸

之所宜”。随着医学的进步与科研技术的发展，艾

灸对癌症的治疗作用也逐渐被揭示，如改善血液循

环、调节内分泌、抗炎、调节免疫功能和机体代

谢、减轻化疗毒副反应，以及减少癌症并发症

等［1］。所以有学者认为，艾灸的治疗根本在于

“扶正以抑瘤”。艾灸通过作用于人体气血经络，扶

助人体正气，改善全身整体功能，从而达到祛病抑

癌的目的［2］。但也有实验证明，艾灸对癌细胞有

直接的抑制和杀伤作用［3］，只是具体机制尚未得

到阐明。

艾灸是一种综合性的疗法，其中首要的作用是

热疗。在肿瘤学中，热疗是目前国际上认可的一种

抑制癌症的物理治疗方法（高于37℃，一般为40~

43℃）。作为放疗和化疗的辅助手段，热疗已经被

用于多种癌症的治疗，例如头颈癌、乳腺癌、宫颈

癌、肉瘤和黑素瘤［3］。在癌症治疗中使用热疗是

很有吸引力的，因为作为一种物理疗法，热疗的副

作用比化疗和放疗少得多，而且它可以与这些疗法

结合使用。然而，由于热疗临床抑癌效果的机制尚

未得到明确，应用受到了限制［4］。

本研究通过运用长时间的显微缩时摄影技术、

细胞计数以及凋亡标志物成像等细胞生物学技术研

究 42℃热疗对星形胶质细胞瘤 U251 细胞系的作

用，从而明确热疗对癌细胞增殖和凋亡的影响，以

期从一个角度揭示艾灸治疗癌症的具体机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养和热疗处理

U251星形胶质细胞癌细胞系购自武汉普诺赛

生命科技有限公司 （CL-0237，STR 鉴定正确）。

本研究的 U251 细胞在适宜的细胞培养液中培养。

细胞培养液的成分为：体积占比 89% DMEM培养
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基（Thermo Fisher Scientific），体积占比 10% 胎牛

血清（Gibco）和体积占比 1% 青霉素链霉素抗生

素混合溶液（Gibco）。正常的培养条件为在细胞培

养箱 （Thermo Fisher Scientific） 中以 5% CO2 和

37℃以及 95% 以上湿度进行培养。热疗的培养条

件为在细胞培养箱（Thermo Fisher Scientific）中以

5% CO2和42℃以及95%以上湿度进行培养。

1.2 显微缩时摄影

长 时 间 的 显 微 缩 时 摄 影 是 应 用 Olympus

CKX41倒置荧光显微镜对细胞形态进行记录，用

INU二氧化碳培养小室（TOKAI HIT）对细胞培养

的温度、湿度和CO2浓度进行控制。本研究的观测

热疗对U251细胞的培养条件为：5% CO2和42℃以

及95%以上湿度。

1.3 细胞计数和统计方法

将U251细胞传代于24孔板，对照组和热疗组

分别在 37℃和 42℃培养 3 d （72 h）后，轻柔吸尽

培养液，每孔加入 1 ml 细胞消化液（0.25% 胰酶-

EDTA，Gibco），37℃消化 10 min。吹打混匀后，

取 10ul 与等体积的 0.4% 台盼蓝染色液（瑞沃德）

进行混匀染色，然后取 10 μl加入DS-50细胞计数

板（瑞沃德），在C100自动细胞计数仪（瑞沃德）

下计数，记录全细胞数、活细胞数和死细胞数。用

非配对 t检验进行统计学分析。

1.4 核固缩观测

将 U251 细 胞 传 代 于 激 光 共 聚 焦 培 养 皿

（Nest），对照组和热疗组分别在 37℃和 42℃培养

2 d（48 h）后，加入1 ml 4%多聚甲醛细胞固定液

（雷根）固定细胞，室温固定 10 min。然后加入用

PBS 溶液配制的 2 mg/L Hoechst33342 （Invitrogen

H3570） 细胞核染色液，染色 5 min。在 Olympus

激光共聚焦显微镜（FLUOVIEW FV10i）下观测。

1.5 细胞凋亡检测

将 U251 细 胞 传 代 于 激 光 共 聚 焦 培 养 皿

（Nest），对照组和热疗组分别在 37℃和 42℃培养

2 d （48 h）后，应用 Annexin V-FITC 细胞凋亡检

测试剂盒（C1062S，碧云天）经染色。每孔的玻

片 小 室 内 加 入 210 μl 染 色 液 （195 μl Annexin

V-FITC 结合液+5 μl Annexin V-FITC 染色液+10 μl

碘化丙啶 （PI） 染色液），室温避光孵育 20 min。

在 Olympus 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 （FLUOVIEW

FV10i）下观测。

1.6 活细胞Caspase-3活性检测

将 U251 细 胞 传 代 于 激 光 共 聚 焦 培 养 皿

（Nest），对照组和热疗组分别在 37℃和 42℃培养

2 d （48 h） 后，应用活细胞 Caspase-3 活性与

Annexin V 细胞凋亡检测试剂盒 （C1077S，碧云

天）。 每 孔 的 玻 片 小 室 内 加 入 200 μl 染 色 液

（194 μl Annexin V-mCherry 结合液 +5 μl Annexin

V-mCherry 染色液+1 μl GreenNuc™ Caspase-3 染色

液），室温避光孵育 20 min。在Olympus激光共聚

焦显微镜（FLUOVIEW FV10i）下观测。

2 实验结果

2.1 热疗对U251细胞影响的动态观察

为了细致观测热疗对U251细胞的影响，进行

长达 108 h 的动态观察（图 1，视频 S1）。结果发

现，在第 1天（24 h）内，仍有一部分细胞进行了

分裂增殖，说明在热疗初期并不能完全抑制细胞的

增殖，在这一段时间内大部分变圆的细胞是因为细

胞分裂。然而在1 d后，就很少见到细胞分裂，变

圆的细胞开始慢慢增多。随着时间推移，细胞变圆

的现象更加明显，而变圆的细胞往往最后会死亡，

而这种现象在 48 h （第 2天），变得比较明显，后

续将此事件节点作为检测细胞凋亡的时间点。而在

72 h（第3天），底层贴壁细胞变少变大，上层变圆

和死亡的细胞明显增多，后续将此时间节点作为细

胞计数的时间点。

2.2 42℃热疗引起星形胶质细胞瘤U251细胞的

凋亡

2.2.1 42℃热疗引起星形胶质细胞瘤U251细胞的

核固缩

通过动态观察发现，在 42℃热疗处理 2 d

（48 h）后，细胞变圆和细胞死亡的现象变得比较

明显，首先观测热疗对U251细胞胞核的影响。与

对照组相比，有一部分 42℃热疗的星形胶质细胞

瘤U251细胞（往往是变圆的细胞）的细胞核缩小、

形态畸变、凝聚，即核固缩，提示其可能发生了凋

亡（图2）。

2.2.2 42℃热疗引起星形胶质细胞瘤U251细胞的

凋亡

因为观察到热疗可以引起U251细胞核的核聚

缩，用凋亡的标记物Annexin V来验证热疗是否引

起了细胞凋亡。 42℃热疗处理 U251 细胞 2 d

（48 h） 后，与对照组相比发现，凋亡的标志物

Annexin V和细胞死亡的标志物PI阳性的细胞明显

增多。与此同时还发现，有一部分Annexin V阳性

的细胞也同时是PI阳性，而且PI阳性的细胞则往
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往是Annexin V阳性的，提示这些PI阳性的细胞为

凋亡后期失去细胞膜完整性的细胞（图 3）。此实

验证明了42℃热疗可以导致U251细胞的死亡，且

细胞死亡以凋亡为主。

2.2.3 热疗通过Caspase途径介导星形胶质细胞瘤

U251细胞凋亡

在确定热疗可以引起U251细胞凋亡后，进一

步明确凋亡的类型。在42℃热疗处理U251细胞2 d

（48 h）后，较对照组相比发现，收缩变圆的细胞

往往显示 Caspase-3 和 Annexin V 双阳性 （图 4），

提示热疗引起的细胞凋亡是Caspase-3相关的细胞

凋亡。

2.3 42℃热疗抑制星形胶质细胞瘤U251细胞的

增殖

通过动态观察发现，在42℃热疗1 d后，U251

细胞基本上处于不再增殖且不断凋亡的状态。在热

疗3 d后进行细胞计数，评价热疗对U251细胞增殖

的影响。发现无论是对于全细胞数还是活细胞数，

42℃热疗组均明显低于正常温度（37℃）的对照

组，且活细胞占比也明显下降 （图 5），这说明

42℃热疗抑制了星形胶质细胞瘤 U251 细胞的

增殖。

Phase Hoechst

Phase Hoechst

50 μm

50 μm

37℃

42℃

Fig. 2 Hyperthermia affected the nuclear pyknosis of
astroglioma U251 cells

Fluorescence images showed Hoechst33342 staining (blue) in U251

cells.

0 h 3 h 6 h 12 h

24 h 36 h 48 h 60 h

72 h 84 h 96 h 108 h

50 μm

Fig. 1 Hyperthermia affected the morphology of astroglioma U251 cells during 108 h
Morphology of glioma U251 cells treated with hyperthermia at 42℃ for 108 h was performed with Olympus CKX41 inverted fluorescence

microscope with INU CO2 culture chamber (TOKAI HIT).
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Annexin V PI Merge Phase

Annexin V PI Merge Phase
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42℃

Fig. 3 Hyperthermia induced the apoptosis of astroglioma U251 cells
Fluorescence images showed Annexin V staining (green) and PI staining (red) in U251 cells.

Caspase-3 Annexin V Merge Phase

Caspase-3 Annexin V Merge Phase

50 μm

50 μm

37℃

42℃

Fig. 4 Hyperthermia might mediate apoptosis of glioma U251 cells via Caspase-3 pathway
Fluorescence images showed Annexin V staining (red) and Caspase-3 staining (green) in U251 cells.

Fig. 5 Hyperthermia inhibited the proliferation of glioma U251 cells
Cell count of U251 cell numbers in different groups, the data were shown as ***P<0.001, ****P<0.000 1.



·2244· 2022；49（11）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

3 讨 论

现在癌症的发病率越来越高，已成为人类最常

见的死亡原因之一。2020年全世界有大约1 930万

癌症病例，估计到 2040 年这一数字可能增加到

2 840万［5］。国家癌症中心最新发布的《2022年全

国癌症报告》显示，中国 2016年恶性肿瘤新发病

例约406.4万人，死亡约241.4万人。平均每天超过

1万人被确诊为癌症。与历史数据相比，癌症负担

呈持续上升态势。目前，中国恶性肿瘤发病、死亡

数持续上升，每年恶性肿瘤所致的医疗花费超过

2 200亿［6］。现有癌症的治疗方法效果有限，手术

治疗及放疗、化疗仍是当今肿瘤治疗的主流方法。

但放疗、化疗产生的胃肠道反应、免疫力低下等副

作用严重影响肿瘤的治疗及效果。近年来，艾灸疗

法作为中国传统中医的重要组成部分，艾灸对肿瘤

患者的细胞免疫、体液免疫及放、化疗后不良反应

的改善都有显著疗效，在缓解肿瘤患者的癌痛、胃

肠道反应、机体免疫力低下和癌因性疲乏等方面都

有显著疗效［7］。

艾灸的第一个特点是热。在 18世纪，人们注

意到发烧患者的肿瘤会缩小。从那时起，热疗作为

一种潜在的癌症治疗方法被广泛研究［8］。在 20世

纪 70年代，体外和体内研究表明，肿瘤细胞不能

像健康细胞一样耐受升高的温度［9］。国内外的多

项研究表明，热疗的抑癌机制可能是多方面的，包

括但不限于帮助克服耐药性［10］、增加放疗敏感

性［11］、调节血流［12］和诱导细胞凋亡［13］。尽管许

多研究表明，热疗在癌症治疗中具有积极作用，但

这种方法仍存在争议，其主要问题是缺乏热疗的精

确肿瘤学定义并难以标准化［14］。而本研究在 42℃

下用显微缩时摄影技术长时长观测热疗对U251细

胞的作用，为建立标准化的热疗抑癌范式提供了实

验证据。

热疗可以部分解释艾灸的抑癌机制，然而这可

能不是艾灸抑制癌症的唯一原因。有学者认为，艾

灸效应的原理并不仅仅是温热效应，而是由辐射、

药化、创伤及综合等效应的综合作用结果［1］。也

有学者认为，艾灸的作用机理是由艾条燃烧时所产

生的物理和化学因子作用于腧穴，将刺激信号传入

中枢，经过整合作用后传出信号，调控机体神经、

内分泌、免疫网络系统、循环系统等，从而调整机

体的内环境，以达到防病治病的功效［15］。国内的

学者研究发现，艾灸能一定程度抑制胃荷瘤大鼠的

瘤体增长，上调胃部瘤体内HSP70 mRNA的表达，

促进 HSP70 的生成及细胞外释放，且艾灸相对于

红外线的作用更明显［3］，艾灸的第二个特点是艾

草燃烧产生很多挥发油性的物质。这些物质的分子

质量和亲脂性可以让它们比较容易地进入人体细胞

中发挥作用。桉叶油素（1,8-cineole，Eucalyptol）

是艾烟的主要成分［16］。本课题组的另外一项研究

证实了 1,8-cineole 可以调节 U251 细胞内的多条癌

症相关通路从而起到抑制细胞增殖的作用。以上研

究均说明艾灸的抑癌作用是一个综合作用，而并不

仅仅是热疗作用。

癌症目前来说是威胁人类健康的第一大疾病，

且缺乏有效且安全的治疗手段。现阶段西医治疗癌

症的放化疗方法并不能有效控制癌症的发展和提高

病人的生存质量。中医有着悠久的历史，在中国历

经了几千年的验证和积累，形成了一整套有效的医

药运用方法。艾灸是一种经典的中医治疗手段，集

合了物理疗法和化学疗法，对多种癌症有抑制作

用。本研究从热疗的角度揭示艾灸抑制癌症细胞增

殖的细胞机制，为临床艾灸治疗癌症提供理论基

础，具有一定的理论意义和应用价值。

4 结 论

通过以上结果看到热疗明显抑制细胞的增殖，

细胞死亡明显增加。热疗处理后的U251细胞较对

照组存在明显的核固缩，标志物Annexin V和PI明

显升高，PI阳性细胞均呈Annexin V阳性，说明热

疗导致的细胞死亡以细胞凋亡为主；大部分收缩变

圆的细胞 Caspase-3 和 Annexin V 呈共同阳性，说

明热疗可能通过Caspase途径介导细胞凋亡。从而

得出本研究结论：热疗可以抑制星形胶质细胞癌细

胞系 U251 细胞的增殖并诱导 Caspase 途径相关的

凋亡。

附件 见本文网络版（http://www.pibb.ac.cn或http:

//www.cnki.net）：

PIBB_20220458_Video S1.mp4
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Hyperthermia at 42℃ Inhibited The Proliferation and Induced Apoptosis of
U251 Cells*

WU Cong-Ying1), ZHOU Cui1), ZHANG Jie2)**

(1)Dongzhimen Hospital of Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 101121, China;
2)Peking University First Hospital, Beijing 100034, China)

Graphical abstract

Abstract Objective Moxibustion is a classic traditional Chinese medicine treatment that combines physical
therapy (hyperthermia) and chemical therapy. It has been shown to have an inhibitory effect on a variety of
cancers, but the cellular biological mechanism is still unclear. This study aims to study the effect of hyperthermia
on astrocytic cancer cell line U251, and to reveal the effect of moxibustion on cancer cells through hyperthermia.
Methods The morphological changes of U251 cells treated with hyperthermia at 42℃ for 108 h were recorded
by microphotography. The changes of total cell number, live cell number and live cell proportion were detected by
cell counting after 3 d of hyperthermia to evaluate the effects of hyperthermia on cell proliferation and death. The
effect of hyperthermia on cell apoptosis was evaluated by detecting Annexin V and Caspase-3. Results Hyperthermia
significantly inhibited cell proliferation and increased cell death. Compared with the control group, the U251 cells
treated with hyperthermia had obvious nuclear pyknosis, and Annexin V and PI markers were significantly
increased, indicating that the cell death caused by hyperthermia was mainly caused by Caspase related apoptosis.
Conclusion This study demonstrated that hyperthermia can inhibit cell proliferation and induce Caspase related
apoptosis in astrocytic cell line U251.
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