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摘要：目的：本研究旨在从体内外探讨白藜芦醇（resveratrol，Res）对胶质瘤干细胞(GSCs)辐射敏感性的影响及其可能的机制。方法：体外采用集落形成实验分析resveratrol对GSCs辐射敏感性的影响。形态学观察和免疫荧光法检测干细胞特性。Western blot检测自噬相关蛋白LC-3和抗凋亡蛋白Bcl-2 的表达水平，透射电镜实验观察自噬泡的形成来检测自噬活性的变化。Annexin V-FITC/PI双染色法以及Hoechst 33258染色实验检测细胞的凋亡。彗星实验检测白藜芦醇对DNA损伤修复能力的影响。体内建立裸小鼠皮下移植瘤模型，绘制肿瘤生长曲线并采用Western blot、透射电镜实验进一步检测自噬和凋亡。结果：集落形成实验结果显示，白藜芦醇联合X射线可明显抑制GSCs生长(P＜0.05)。形态学观察和免疫荧光结果显示，白藜芦醇联合X射线抑制GSCs的自我更新能力并诱导其分化。LC3表达情况和电镜实验观察双膜自噬泡的形成与分布情况都表明白藜芦醇增强了辐射诱导的自噬活性。Western blot分析Bcl-2蛋白表达、Annexin V-FITC/PI染色以及Hoechst 33258染色实验表明，白藜芦醇促进胶质瘤干细胞发生凋亡。彗星实验结果显示，白藜芦醇联合X射线削弱GSCs的DNA损伤修复能力。肿瘤生长曲线结果显示，白藜芦醇联合X射线可以显著抑制裸小鼠皮下移植瘤的生长（P<0.05）；Western blot分析结果显示，白藜芦醇联合X射线治疗组中的LC3II /LC3I显著上调，抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平明显下降（P<0.05）；电镜结果显示，联合处理组中的双膜自噬泡显著增加，自噬被激活。结论：在体内外，白藜芦醇可以显著增强GSCs的辐射敏感性，并且可能是通过促进分化、增强辐射诱导的自噬活性、促进细胞凋亡以及削弱DNA损伤修复能力来协同发挥作用的。
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Radiosensitization effect and molecular mechanism of resveratrol on glioma stem cells in vitro and in vivo
WANG Long, LONG Linmei, WANG Wenjuan, LIANG Zhongqin
(Department of pharmocology, College of Pharmaceutical Sciences, Soochow University,SuZhou, 215123)
Abstract: Aim: The aim of this study was to investigate the radiosensitization effect of resveratrol on glioma stem cells (GSCs) in vitro and in vivo and the molecular mechanisms involved. Methods: The clonogenic survival assay was performed to analyze the radiosensitization effect of resveratrol on GSCs. Cell morphology and immunofluorescence were used to detect the stemness of SU-2. Western blot and transmission electron microscopy were used to identify the changes of autophagy level. The apoptotic cells were observed using Hoechst 33258 staining and Annexin V-FITC/PI staining. Neutral comet assay was adopted to analyze the effect of resveratrol on repair of radiation induced DNA damage. The radiosensitization effect of resveratrol on GSCs in vivo was assessed by changes of the relative tumor volume(RTV). Results: Resveratrol and IR significantly reduced the colony formation capacity of GSCs and enhanced radiosensitivity as indicated by clonogenic survival assay. Cell morphology and immunofluorescence revealed that the administration of resveratrol and IR effectively inhibited self-renewal and induced the differentiation of GSCs. A combination of resveratrol with IR significantly increased autophagy 
and apoptosis level both in vitro cells and in nude mouse model as detected by western blot, transmission electron microscopy, Hoechst 33258 staining and Annexin V-FITC/PI staining. Finally, resveratrol significantly attenuated the repair of radiation induced DNA damage as reflected by the tail length of the comet. Conclusion: Our data demonstrate that the significant radiosensitization ability of resveratrol both in vitro GSCs and in vivo nude mouse model is attributed to its synergistic antitumor effects, including induction of differentiation and autophagy, promotion of apoptosis and prevention of DNA repair.

Key words: Resveratrol; GSCs; radiosensitization; autophagy; apoptosis
0 引言
脑胶质瘤是颅内高度频发且呈浸润性生长的恶性肿瘤之一，手术治疗难以清除，术后复发率高，辐射治疗是胶质瘤术后有效的辅助治疗手段[1]。然而，大部分脑胶质瘤患者对放射治疗产生耐受性从而难以到达有效的治疗目的。近年来的研究表明，胶质瘤组织中存在的少数具有自我更新、多向分化、较强增值潜能的胶质瘤干细胞(Glioma stem cells，GSCs)不仅是肿瘤发生、发展、浸润和复发的种子细胞，而且还极有可能是肿瘤细胞耐受放射治疗的靶细胞[2-3]，为恶性胶质瘤耐受辐射机制的研究提供的新的切入点。但是目前尚未发现理想的治疗方法能有效提高胶质瘤干细胞的辐射敏感性，因此寻找能够提高胶质瘤干细胞辐射敏感性的药物及其作用靶点非常重要。

白藜芦醇是一种天然的植物抗菌素，因其具有抗炎、抗氧化和抗癌等多种作用而成为人们研究的热点[4]。近年研究结果显示白藜芦醇对乳腺癌、前列腺癌、肺癌、结肠癌、鼻咽癌、白血病等多种肿瘤细胞的生长均具有显著的抑制作用[5-7]。多项研究结果表明，白藜芦醇可以通过诱导凋亡和自噬而使细胞发生死亡[8-9]，并且在前列腺癌中白藜芦醇可以通过抑制细胞增殖和促进衰老和凋亡增强肿瘤的辐射敏感性[10]。可见，白藜芦醇对不同肿瘤发挥着重要的抗增值、促凋亡以及辐射增敏作用。

我们实验室的前期研究结果显示，雷帕霉素诱导的自噬促进了GSCs的分化并提高其辐射敏感性[11]，并且初步研究结果认为自噬对于提高胶质瘤干细胞的辐射敏感性起到一定的作用。然而，白藜芦醇联合X射线处理对GSCs的辐射敏感性的影响及其作用机制并未完全阐明，基于GSCs对胶质瘤辐射抗性的重要性，研究白藜芦醇对GSCs的辐射敏感性的影响并阐明作用机制以期寻找有效的治疗靶点显得尤为重要。

1 实验材料和方法
1.1 材料
1.1.1 细胞
胶质瘤干细胞SU-2来自1例间变性星形细胞、室管膜细胞混合瘤患者的临床标本，高表达肿瘤干细胞标志CD133，nestin，Sox2和Musashi[12]。置于含生长因子（bFGF，20 ng/mL）、EGF（20 ng/mL）和N2因子的DMEM/F12（1׃ 1）培养液中，于37℃、5% CO2条件下培养。

1.1.2 试剂
DMEM/F12培养基、bFGF、N2因子购于GIBCO公司；表皮生长因子（EGF）购于Invitrogen 公司；resveratrol 购于Sigma公司；CD133抗体、LC3抗体，Beclin-1抗体、Bcl-2抗体及β-actin抗体购于Abcam公司；Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒、Hoechst 33258染色试剂盒购于凯基生物公司。

1.1.3 实验动物
裸鼠，BALB/C nu/nu，鼠龄在4 周至5周，体重18–20 g。接种肿瘤的裸小鼠按SPF（specific pathogen free animals）级管理。

1.2  方法
1.2.1 照射方法
采用SIEMENS-Primus 直线加速器对培养的细胞或裸鼠皮下肿瘤区域进行照射。裸鼠照射条件为6MV X线垂直照射，剂量率为2Gy/min，25℃。照射前将裸鼠以10%水合氯醛麻醉，照射时将裸鼠置于自制装置内，与外界空气隔绝。

1.2.2 克隆形成实验
取对数生长期SU-2细胞，调整细胞浓度为2.5×102 / mL于6孔板中，37℃、5% CO2条件下培养24 h后，细胞经75 μmol/L的resveratrol处理12 h再分别给与0、2、4、6 Gy剂量照射。在含37℃、5% CO2条件下培养14天直至出现明显的克隆，弃去培养基，用结晶紫染色后镜下计数含50个细胞以上的集落，并摄影。以0 Gy 组计算种植率，并计算存活分数，SF=照射后细胞形成的克隆数/(接种细胞数×细胞种植率)。

1.2.3 免疫荧光
实验分组：阴性对照组（Control）；单纯辐照组（IR，X射线6 Gy）；单纯给药组（Res，75 μmol/L）；联合处理组（Res +IR，75 μmol/L+6 Gy）。小圆玻片用95%乙醇侵泡2 h后放入24孔板中，紫外照射3 h后备用。取对数生长期SU-2细胞接种在小圆玻片上，置于24孔板内培养过夜。经过如上分组处理后吸尽培养液用冰甲醇固定10 min，PBS 洗涤，滴加0.1％TritonX-100(V/V)，4 ℃，30 min。滴加5% 马血清（0.1% Triton X-100 稀释），室温封闭30 min；加入含一抗CD133稀释液，4 ℃孵育过夜；PBST洗涤后，生物素4 ℃孵育1 h，接着488稀释液室温避光放置1 h。PBST 清洗后滴加 DAPI 稀释液，暗处染色10 min，封片，共聚焦显微镜下观察，摄片。对于Hoechst 33258荧光染色，经过如上分组处理完成后，加入0.5 mL固定液，固定15 min；预冷PBS洗涤两次后每孔加入0.5 mL Hoechst 33258染色液，避光染色15 min；最后用抗荧光淬灭封片液封片。用紫外激发，于倒置荧光显微镜下观察、摄片。

1.2.4 Western blot
收集各处理组细胞或取裸鼠皮下移植瘤模型中各组中的肿瘤组织，放在1.5 mL EP管中，加入裂解液冰浴10–15 min，用超声波破碎仪在冰浴中短暂多次超声细胞。4℃、12000 g离心15 min，吸取上清，在-80℃条件下保存备用。用BCA蛋白定量试剂盒测定以上所提取蛋白的浓度，在样品中加入5×上样缓冲液，100℃煮沸5 min使蛋白质变性。然后进行SDS-PAGE凝胶电泳，电泳结束后，用蛋白转移装置将蛋白转到NC膜上。加入LC3抗体（1:1000）、Beclin-1抗体（1:1000）Bcl-2抗体( 1:1000)，4 ℃过夜，TBST洗膜三次后加入荧光二抗室温孵育1 h。用Western blot 荧光成像Odyssey分析仪，检测图像。

1.2.5 Annexin V-FITC/PI染色
Resveratrol联合X射线处理细胞48 h后收集细胞，用PBS洗2 次，用400 µL Binding Buffer悬浮细胞，加入5 µL Annexin V-FITC 结合液，最后再加入 5 µL Propidium Iodide（PI）染色液，混匀。室温避光反应 10 min 后，1 h内用流式细胞仪检测。

1.2.6 彗星实验
载玻片经过1%正常熔点的琼脂糖浸泡后晾干。细胞用PBS重悬后以1:100体积比和低熔点琼脂糖混合，平铺到载玻片上。移去盖玻片并额外覆盖一层正常熔点的琼脂糖固化。细胞用新鲜配制的碱性裂解液4 ℃避光处理1 h后，淹没在中性电泳液中20 min，4 ℃电泳30 min。0.4 mol/L Tris中和5 min,甲醇固定10 min后，GelRed染色并用荧光显微镜观察拍照。

1.2.7 动物实验
建立裸小鼠皮下移植瘤模型，4-5周龄裸鼠，每只裸鼠右腋皮下注射5×106 个处于对数生长期的SU-2细胞。接种约两周待肿瘤生长至体积约100mm3时，将荷瘤小鼠随机分为4组：每组5只（1）生理盐水阴性对照组（Control）：100 μL生理盐水皮下注射；（2）单纯给药组（Res）:皮下注射resveratrol (150 mg/kg)；（3）单纯X射线治疗组（IR）：6 MV X射线6 Gy；（4）白藜芦醇联合X射线治疗组（Res+IR）：皮下注射resveratrol (150 mg/kg)和6 MV X射线6 Gy。裸鼠在第3天和第9天分别照射两次。每3天测量一次裸鼠体质量和皮下移植瘤体的大小。肿瘤体积（tumor volume, TV）的计算公式为：V=a*b*b/2，其中a、b分别表示肿瘤的长和宽。根据测量的结果计算出相对肿瘤体积（relative tumor volume, RTV），计算公式为：RTV=Vt /V0 ，其中V0 为某组分笼给药时（即d0）测量所得TV，Vt 为该组每一次测量时的TV。末次测量后脱颈处死小鼠，剥取肿瘤组织称重，制作肿瘤生长曲线。

1.2.8 透射电镜标本制备与观察
细胞取材：收集各处理组细胞，离心后加入2.5%的戊二醛固定2 h；肿瘤组织取材：分别取各组肿瘤组织1 mm3 ，2.5%的戊二醛固定2 h。PBS洗两次后用1% 酸固定1 h。经过丙酮梯度脱水以后，用包埋剂包埋后置烘箱内2 h。固化后用钻石刀制作超薄切片。在100 kV加速电压条件下，使用Philips CM­120透射电镜进行观察。

1.2.9 统计学方法
实验独立重复至少3次。应用GraphPad Prism 5 软件作图分析，采用 one-way ANOVA 和 Student’s t-test 对数据进行统计处理，统计学分析数据以均值±标准差（x±SD）表示。*P<0.05 表示差异有统计学意义，**P<0.01 表示差异有显著统计学意义。
2 结果
2.1 Resveratrol抑制GSCs增殖并增强其辐射敏感性

为了检测resveratrol对GSCs的辐射敏感性的影响，我们采用克隆形成实验分析各处理组细胞的存活率，并计算细胞存活分数（Surviving Fraction: SF）。结果显示，与阴性对照组相比，白藜芦醇联合X射线处理组中SU-2细胞的克隆数明显减少（Fig. 1A）。克隆形成曲线表明Res+IR组（SF=0.2±0.1）与阴性对照组（SF=1）、IR组（SF=0.81±0.1）、Res组（SF=0.85±0.1）相比显著下降（Fig. 1B）。这些结果表明，Resveratrol联合X射线处理能显著抑制GSCs克隆形成能力并增强GSCs辐射敏感性。
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Figure1. Resveratrol inhibits GSCs proliferation and enhances radiosensitivity. (A)  Clonogenic survival assay in SU-2 cells treated with Res alone (75 μmol/L), radiation alone (0 Gy to 6 Gy) or Res plus radiation (75 μmol/L and 6 Gy). (B) Clonogenic survival curves for radiation (2, 4, 6 Gy) alone or both Res (75 μmol/L) and IR (2, 4, 6 Gy) treatment within GSCs. Mean±SD. n=3. **P<0.01 compared with the control group.

2.2 Resveratrol联合X射线抑制GSCs的自我更新能力并诱导其分化

肿瘤干细胞的自我更新能力对肿瘤的发生和发展是至关重要的[13]，因此我们通过形态学观察各组神经球形成来评估自我更新能力的变化。与阴性对照组和IR组相比，Res组和联合处理组中新形成的神经球减少，并且联合处理组中细胞开始贴壁生长，失去球形生长特性（Fig. 2A）。免疫荧光检测各组GSCs的干细胞标志物CD133的变化。结果显示，与阴性对照组和IR组相比，Res组和联合处理组中SU-2细胞的CD133表达水平明显降低，且联合处理组中CD133降低更加明显，伴随着神经球的消失（Fig. 2B）。以上结果表明，resveratrol联合X射线处理能显著抑制SU-2细胞的自我更新能力，并且减少干细胞标志物的表达，诱导其发生分化。
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Figure2. Effect of resveratrol on self-renewal and differentiation of GSCs. (A) Representative images of SU-2 neurospheres after treatment with resveratrol, radiation alone or both modalities (200×magnification). (B) Immunocytochemistry for the neural stem cell marker CD133 was performed in SU-2 neurospheres after the indicated treatments on coverslips. Nuclei were counterstained with DAPI (400×magnification). 
2.3 自噬诱导参与resveratrol介导的GSCs的辐射增敏

越来越多的研究表明，肿瘤细胞的辐射敏感性与自噬诱导有关系[14-16]，因此我们通过Western blot和透射电镜的方法检测resveratrol介导的GSCs的辐射增敏作用是否与自噬有关。Western blot结果显示，与阴性对照组相比，联合治疗组中LC3-II/ LC3-I以及Beclin-1显著上调，并且与单纯IR组相比也有明显上调（Fig. 3A，B）。透射电镜进一步观察细胞的自噬水平变化，阴性对照组和IR组核膜完整，染色质结果正常，胞质中线粒体形态分布正常，未见自噬泡，而联合处理组中的自噬泡明显增加（Fig. 3C）。由此提示，自噬在resveratrol介导的GSCs辐射增敏中发挥一定的作用。
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Figure3. Resveratrol-mediated radiosensitization involves autophagy induction. (A) The cells were treated with Res and IR and analyzed for LC3, Beclin-1 and β-actin expression by Western blot analysis. β-actin was used as a loading control. (B) Quantification of LC3 and Beclin-1 protein expression in SU-2 cells treated by indicated treatments after normalization with β-actin levels. (C) Representative electron micrograph image showing increased formation of autophagosomes following Res treatment with radiation in SU-2 cells. Mean±SD. n=3. *P<0.05，**P<0.01 and ***P<0.001 compared with the control group. ## P<0.01 compared with the IR-alone group.

2.4 Resveratrol联合X射线处理诱导GSCs发生凋亡

在不同肿瘤细胞内，自噬和凋亡经常协同发挥作用诱导细胞死亡[17-19]，接下来通过Annexin V-FITC/PI双染色以及Hoechst 33258染色实验来检测联合处理是否可以诱导GSCs发生凋亡。Annexin V-FITC/PI双染结果显示，联合治疗组的细胞凋亡率是阴性对照凋亡率近30倍，是单纯IR组凋亡率近8倍，均具有显著性差异（Fig. 4A，B）。Hoechst 33258染色实验结果显示，与阴性对照组相比，联合处理组在处理细胞48 h后，可见细胞核呈碎块状致密浓染，颜色发白，凋亡细胞数目增多，胞质固缩，染色质浓缩，为典型的凋亡形态（Fig. 4C）。以上这些结果表明，Resveratrol联合X射线处理诱导GSCs发生凋亡。

[image: image5.png]w

(%)

Apoptotic cell

7
o

] it
Con .

Res.

3 Early apoptotic
EB Late apoptotic

Res+IR

Res+IR




Figure4. Induction of GSC apoptosis by co-treatment with Res and IR. (A) Annexin V-FITC/PI staining and flow cytometric determination of apoptosis in GSCs. (B) The quantification of the percentage of apoptotic cells result from (A). (C) Fluorescence microscopy analysis of apoptosis by Hoechst 33258 staining (400×magnification). Mean±SD. n=3. ***P<0.001 compared with the control group. ## P<0.01 compared with the IR-alone group.

2.5 Resveratrol削弱辐射诱导GSCs发生DNA损伤修复的能力

有文献报道称肿瘤干细胞可以通过活化DNA损伤检控点以及提高DNA修复能力来提高胶质瘤的辐射抗性[2]，因此我们通过彗星实验测量彗星拖尾长度来比较各处理组DNA损伤修复能力的变化[20]。结果显示，在辐照1 h后，与阴性对照组相比，IR组、Res组、resveratrol联合X射线处理组中均出现明显的DNA损伤，IR组和联合治疗组相比并没有显著差异，而在辐照3 h和12 h后，与IR组相比，联合治疗组中出现严重的DNA损伤（Fig. 5A，B），提示联合治疗组中DNA损伤修复能力远不如其他组。因次，在GSCs中，resveratrol阻滞辐射诱导的DNA损伤修复能力。
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Figure5. Resveratrol impairs the repair of radiation-induced DNA damage in GSCs. (A) The alkaline comet assay was performed to determine treatment-induced DNA damage. Representative images of SU-2 cells at indicated time points after various treatments are shown (400×magnification). (B) The quantification of the percentage of cells with comet tails at different time points. Mean±SD. n=3. *P<0.05，**P<0.01 and ***P<0.001 compared with the control group. ## P<0.01 and ###P<0.001 compared with the IR-alone group.

2.6 Resveratrol增强裸鼠皮下移植瘤模型中自噬和凋亡水平

为了进一步在体内证实resveratrol对GSCs的辐射增敏作用及其机制，我们建立了裸鼠皮下移植瘤模型。将SU-2细胞注射到裸鼠皮下，经过各组相应的处理以后，相对肿瘤体积变化结果显示，治疗期间各实验组肿瘤体积变化呈现一定的时间依赖性，处理7天后阴性对照组和单纯照射组的肿瘤生长明显快于单纯给药组和联合治疗组，resveratrol联合X射线的相对肿瘤体积（RTV=5.58±0.8）与阴性对照组（RTV=8.41±0.6）、白藜芦醇治疗组（RTV=7.04±0.7）和单纯照射组（RTV=8.92±0.9）相比有显著的统计学差异（P<0.05）（Fig. 6A）。各组治疗开始与结束后体质量变化与同龄饲养鼠无明显差异，未见体重减轻等不良反反应。这些结果表明，这些结果表明，Resveratrol 联合X射线治疗有效抑制SU-2细胞皮下移植瘤的生长，增强了GSCs皮下移植瘤辐射敏感性。

接下来我们采用Western blot和电镜方法检测各组移植瘤样本自噬和凋亡水平的变化。Western blot结果与体外细胞结果一致，Res治疗组和联合治疗组Bcl-2的表达量与对照组相比都有显著下调(P<0.05)，并且联合治疗组Bcl-2的表达量与X射线治疗组相比有非常显著的下调(P<0.001)。此外，Res治疗组和联合治疗组LC3-II/LC3-I与对照组相比都有显著上调(P<0.01)，并且联合治疗组LC3-II/LC3-I与X射线治疗组相比有显著的上调(P<0.01) （Fig. 6B，C）。透射电镜分析来进一步确认自噬的激活，透射电镜下，阴性对照组和单纯X辐照组的核膜完整，染色质结构正常，胞质中线粒体形态分布正常，自噬小体和溶酶体数目未见增多，而联合治疗组的线粒体肿胀、变形，溶酶体数目增加，双膜自噬泡有明显增加（Fig. 6D）。这些结果表明，白藜芦醇联合X射线能够增强移植瘤的自噬活性并诱导细胞发生凋亡。[image: image7.png]o
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Figure6. The effect of Resveratrol on autophagy and apoptosis in vivo. SU-2 cells(5×106 cells/0.1 ml of medium/mouse) were injected subcutaneously to generate the mouse model. (A) The relative tumor volume of GSCs tumour subcutaneously xenografted into nude mice with indicated treatments. (B) The expression of LC3 and Bcl-2 in xenograft was detected by western blot. (C) The quantification of LC3 and Bcl-2 protein expression after normalization to the level of β-actin. (D) Representative electron micrograph image of autophagosomes in subcutaneous xenograft of SU-2 cells treated by indicated treatments. Mean±SD. n=3. *P<0.05，**P<0.01 and ***P<0.001 compared with the control group. ## P<0.01 and ###P<0.001 compared with the IR-alone group.
3 讨论

近年来的研究表明，脑胶质瘤组织中存在的少数具有无限增值、自我更新和多向分化潜能的胶质瘤干细胞（glioma stem cells，GSCs）在肿瘤的发生、发展过程中起决定性作用，也是胶质瘤对放疗产生耐受以及复发的根源[2, 21-23]，致使放疗疗效不佳。而辐射增敏剂的使用有望克服胶质瘤的辐射抗性并改善病人的预后。因此，寻找针对GSCs的辐射增敏剂并进行深入研究以期寻找有效的治疗靶点显得尤为重要。

研究证实白藜芦醇对多种肿瘤和白血病细胞具有较好的抗肿瘤效应。但不同肿瘤细胞对resveratrol的敏感性不同，且其作用机制尚不明确[24]。其调控的信号通路十分多样化[25-27]，包含AMPK/mTOR通路依赖的自噬，细胞周期阻滞，线粒体凋亡通路，miR-137、miR-21等细胞内分子调控机制。De等人发现resveratrol可以通过抑制mTOR信号通路或者激活AMPK通路而激活自噬[28]。自噬在肿瘤中的作用非常复杂，因细胞类型，背景以及肿瘤发展阶段不同，自噬具有肿瘤保护或者肿瘤抑制作用[29]。近年来的研究表明，自噬与肿瘤辐射敏感性产生机制相关。Stephanie L等[30]发现在γ射线诱导产生的自噬有助于胶质瘤干细胞的辐射抗性，而我们实验室的前期研究结果显示，敲除DNA-PK（DNA依赖蛋白激酶）激活胶质瘤干细胞自噬的同时，却提高了胶质瘤干细胞的辐射敏感性[31]。在本研究体外实验中，克隆形成实验表明，resveratrol联合X射线处理SU-2细胞后其克隆形成能力受到明显的抑制，且resveratrol显著增强了SU-2细胞的辐射敏感性（Fig. 1），接着我们探讨了其中可能的机制。Western blot 结果显示，自噬蛋白LC3和Beclin-1均有显著上调，电镜下双膜自噬泡明显增多，自噬被激活（Fig. 3）。并且体内结果与体外结果一致，resveratrol联合X射线治疗有效抑制SU-2细胞皮下移植瘤的生长的同时，自噬水平明显激活（Fig. 6）。以上研究结果表明，自噬在提高胶质瘤干细胞辐射敏感性中发挥一定的作用。

此外，辐射引起的死亡机制主要是程序性细胞死亡，即凋亡。研究表明，辐射抗性的发生部分是由于凋亡的抑制[32]。在许多人类肿瘤中以及一些辐射抗性的细胞中，抗凋亡蛋白Bcl-2常常过度表达[14,33]。本研究中，Annexin V-FITC/PI双染结果显示联合处理组细胞凋亡率是对照组的近30倍（Fig. 4A，B），Hoechst 33258染色实验结果显示联合处理组明显诱导细胞发生凋亡，并且体内实验中，联合处理组中Bcl-2表达量与对照组相比有显著下调（Fig. 6B）。这些结果表明，凋亡在白藜芦醇增强GSCs辐射敏感性中发挥重要作用。因此，抑制抗凋亡蛋白Bcl-2家族蛋白或者诱导自噬有望提高胶质瘤的辐射敏感性从而为有效治疗胶质瘤患者提供理论基础。

另外，辐射主要引起细胞的DNA损伤，DNA修复通路是辐射抗性的主要原因之一[34]，因此DNA损伤修复的能力常常影响着辐射的疗效。许多研究认为，天然药物与辐射联合使用具有抑制DNA修复的能力从而作为辐射增敏剂[35]。我们研究结果与之相符，彗星实验结果表明，辐照3 h和12 h后，联合治疗组中细胞的DNA损伤程度明显高于IR组(Fig. 5)，这提示在GSCs中，resveratrol阻滞辐射诱导的DNA损伤修复能力。

最后，GSCs作为胶质瘤的种子细胞具有自我更新，多向分化和无限增值的干细胞特性，在胶质瘤进展以及复发中起着重要作用，也是胶质瘤辐射抗性的主要原因[2-3]。基于GSCs如此重要的作用，我们应该开发针对GSCs的治疗方法。本研究结果显示，resveratrol联合X射线处理使SU-2细胞失去球形生长的干细胞生长特性，并且免疫荧光结果显示其干细胞标志物CD133显著下调(Fig. 2)，这提示resveratrol联合X射线处理能显著抑制SU-2细胞的自我更新能力，并诱导细胞发生分化。
综上所述，本课题探索了白藜芦醇对胶质瘤干细胞的辐射敏感性的影响及其机制。我们的研究结果表明，在体内外，白藜芦醇能显著增强GSCs辐射敏感性，其机制可能是通过促进分化、增强辐射诱导的自噬活性、促进细胞凋亡以及削弱DNA损伤修复能力来协同发挥作用的。但是，白藜芦醇是通过什么信号通路来增强辐射诱导的自噬活性以及自噬在其中到底发挥多大的作用还有待进一步研究。
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