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小分子化合物WAY-312通过周期阻滞与凋亡诱导抑制胶质母细胞瘤干

细胞增殖及自我更新
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[摘  要]  目的：探讨从小分子化合物库中筛选获得的小分子化合物 WAY-312对胶质母细胞瘤干细胞（GSC）增殖与自我更新

能力的抑制作用及分子机制。方法：通过肿瘤球形成实验与细胞活力检测技术，对小分子化合物库开展系统性化合物筛选；以

筛选得到的小分子抑制剂WAY-302386（按化合物序号将其命名为 WAY-312）为研究对象，采用 CCK-8 法、WB 法、流式细胞

术及 Caspase-Glo 3/7 活性检测法，检测 WAY-312 在不同浓度下对 GSC 增殖能力、干性标志物表达、细胞周期分布及凋

亡水平的影响，明确 WAY-312 对 GSC 干性维持、自我更新能力的调控效应，进一步阐明WAY-312对GSC细胞周期进程和细

胞凋亡的作用机制。结果：WAY-312可有效抑制 GSC 存活（P < 0.05）；WAY-312 显著抑制 GSC 肿瘤球形成数目和大小

（P < 0.05），WAY-312处理细胞后降低干性标志物SOX2、OLIG2、BMI1的表达水平；WAY-312可有效抑制GSC的自我更新能力

（P < 0.05）；WAY-312通过调控细胞周期相关蛋白 Cyclin B1、CDK4、CDK6 的表达，诱导GSC细胞周期阻滞于G2/M期（P < 

0.05）；WAY-312诱导GSC凋亡，增加凋亡相关蛋白 cleaved-PARP、BAX的表达，降低BCL2的表达，经WAY-312处理后增强GSC

的Caspase-3/7活性。结论：WAY-312可呈浓度依赖性抑制GSC增殖、干性维持及自我更新能力，诱导GSC周期阻滞于G2/M期

并促进细胞凋亡。
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Small-molecule compound WAY-312 inhibits proliferation and self-renewal of 
glioblastoma stem cells through cell cycle arrest and apoptosis induction

CHE Hongyu1, SHEN Yang1, LIU Xuejiao1,2 (1. Institute of Nervous System Diseases, First College for Clinical Medicine, Xuzhou 

Medical University, Xuzhou 221002, Jiangsu, China; 2. Department of Neurosurgery, the Affiliated Hospital of Xuzhou Medical 

University, Xuzhou 221000, Jiangsu, China)

[Abstract]  Objective：：This study investigated the inhibitory activity and potential mechanism of WAY-312, a small-molecule 

compound derived through screening of a small-molecule compound library, against the growth and self-renewal capacity of 

glioblastoma stem cells (GSCs). Methods: Systematic compound screening was conducted on the small molecule compound library 

through tumor sphere formation assays and cell viability assays; the small molecule inhibitor WAY-302386 (named WAY-312 according 

to its compound number) obtained through screening was used as the research object. CCK-8 method, Western blot, flow cytometry, 

and Caspase-Glo 3/7 activity detection method were used to detect the effects of WAY-312 on the proliferation ability, stemness marker 

expression, cell cycle distribution, and apoptosis level of glioblastoma stem cells at different concentrations. The regulatory effect of 

WAY-312 on GSC stemness maintenance and self-renewal ability was clarified, and the mechanism of WAY-312 on GSC cell cycle 

progression and apoptosis was further elucidated. Results: WAY-312 can effectively inhibit the survival of GSCs (P < 0.05); WAY-312 

significantly inhibits the number and size of tumor spheroids formed in GSCs (P < 0.05), and treatment with WAY-312 reduces the 

expression levels of stemness marker proteins SOX2, OLIG2, and BMI1; WAY-312 can effectively inhibit the self-renewal ability of 

GSCs (P < 0.05); WAY-312 induces GSC cell cycle arrest at the G2/M phase by regulating the expression of cell cycle-related proteins 

Cyclin B1, CDK4, and CDK6 (P < 0.05); WAY-312 induces apoptosis in GSCs, increases the expression of apoptosis-related proteins 

cleaved-PARP and BAX, reduces the expression of BCL2, and enhances Caspase-3/7 activity in GSCs after treatment with WAY-312. 

Conclusion: WAY-312 can inhibit GSC proliferation, stemness maintenance, and self-renewal ability, induce GSC cell cycle arrest at 
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G2/M phase, and promote cell apoptosis in a concentration-dependent manner.
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胶质母细胞瘤（glioblastoma, GBM）约占中枢神

经系统（central nervous system, CNS）恶性肿瘤的

49.1%[1]，GBM侵袭性强、异质性高、耐药性显著[2]，对

患者生命构成严重威胁。自20世纪以来，GBM的治

疗始终是医学界面临的重大挑战，即便采用标准强

化治疗方案，患者中位生存期仍不足15个月，凸显了

该疾病现有治疗策略的局限性与提高疗效的迫切

性[3-4]。胶质母细胞瘤干细胞（glioblastoma stem cell, 

GSC）作为GBM的“种子细胞”，具有强大的自我更新

能力及多向分化潜能，是肿瘤发生、进展、复发及耐

药的核心驱动因素，因此靶向清除GSC已成为改善

GBM患者预后的关键治疗方向[5-7]。已有研究表明，

靶向调控GSC活性的化合物（如NCD38、线粒体复合

物抑制剂等）已为GBM的治疗提供了新的思路[8-9]，

但现有药物仍面临特异性不足与疗效有限等困境，

因此，临床亟需开发新型高效的 GSC 靶向抑制剂。

本研究旨在利用小分子化合物库筛选可有效抑制

GSC增殖与自我更新的候选化合物，并深入探讨其

作用机制及体内抗肿瘤活性，以期为靶向GSC的胶

质瘤治疗策略提供实验基础。

1  材料与方法

1.1  细胞培养

GSC1、GSC2、GSC3、GSC21、GSC63细胞均从实

验室获取的人GBM肿瘤组织中分离获得，用干细胞

专用培养基培养；该培养基以神经元细胞基础培养

基为基础，添加L-谷氨酰胺、B27补充液、青霉素、链

霉素、两性霉素B、人重组碱性成纤维细胞生长因子

（human recombinant FGF-2）及人重组表皮生长因子

（human recombinant EGF）。细胞置于37 ℃、5% CO₂

细胞培养箱中培养。

1.2  主要试剂及仪器

多样性化合物母核库（Cat. No. L3600）购自美国

Selleck公司，神经元细胞基础培养基（T710KJ）、L-谷氨

酰胺（S220JV）、B27补充液（S441J7）、青链霉素混合液

（S110JV）、两性霉素B（S170J7）、FGF-2（P701J7）、EGF

（P720J7）均购自上海源培生物科技股份有限公司，

Caspase-Glo 3/7 活性检测试剂盒（G8090）购自美国

Promega公司，流式细胞术凋亡试剂盒（E-CK-A211）、

流式细胞术周期试剂盒（E-CK-A351）购自武汉

Elabscience 生物科技股份有限公司，CCK-8 试剂盒

（VC5001L）购自徐州Vicmed生物工程有限公司，CDK4

抗体（#12790S）、CDK6 抗体（#3136S）、GAPDH抗体

（#97166）、Cyclin B1抗体（#12231）、cleaved-PARP抗体

（#5625）、OLIG2抗体（#65915）、BMI1抗体（#6964S）、

SOX2抗体（#3579S）、BCL2抗体（#4223S）及BAX抗体

（#2772S）购自美国Cell Signaling Technology公司，HRP-

山羊抗小鼠 IgG（H + L）（BF03001）、HRP-山羊抗兔

IgG（H + L）（BF03008）购自北京Biodragon免疫技术有

限公司，PVDF 膜（IPVH00010）购自美国 Merck Life 

Science公司，BCA蛋白浓度试剂盒（P0010）购自上海

Beyotime生物技术股份有限公司。

流式细胞仪（FACSCalibur）购自美国 Becton 

Dickinson公司，倒置相差显微镜（37XBE）、荧光倒置

显微镜（IX71 + DP721）购自日本Olympus公司，多功

能酶标仪购自美国BioTek公司，标准型脑立体定位

仪购自深圳瑞沃德科技有限公司，伯托小动物活体

成像仪购自德国伯托生物科技有限公司。

1.3  肿瘤球形成实验检测WAY-312对GSC肿瘤球形

成能力的影响

制备GSC1单细胞悬液、计数，按每孔约2 × 103个

细胞接种至96孔板，每组设3个复孔。对照组加入培

养基，实验组加入含不同浓度化合物的培养基，随后将

96 孔板置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养7~12 d，每3 d

补液 1 次。当对照组肿瘤球直径大于100 μm时终止

培养，记录每孔细胞肿瘤球数量，进行统计分析。

1.4 CCK-8法检测WAY-312对GSC细胞活力的影响

GSC以每孔 4 × 10³个细胞接种到 96孔板，每组

设 3个复孔。根据实验分组加入药物干预，对照

组加入等量 0.1% DMSO，混匀后培养 72 h。每孔加

入 10 μL CCK-8试剂，继续孵育 2 h。使用酶标仪检

测各孔450 nm波长处的光密度（D）值。

1.5  WB 法检测 WAY-312 对 GSC 干性标志物及周

期/凋亡相关蛋白表达的影响

GSC 分别经不同浓度 WAY-312 及 0.1% DMSO

处理 72 h，离心去除上清。加入放射免疫沉淀法

（radioimmunopreci-pitation, RIPA）裂解液，该裂解

液为磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制剂混合液按

1∶100的比例与RIPA裂解液混匀配制而成。吹打混

匀并放置于 4 ℃摇床旋转裂解至少30 min。4 ℃、

12 000 r/min离心15 min，吸取上清总蛋白，采用BCA

法进行蛋白定量。

蛋白样品经恒压电泳后，120 V恒压电转。室温

下用 3% BSA封闭 2 h，再用 1 × TBST缓冲液洗膜 3

次，每次 10 min。加入一抗 4 ℃孵育过夜，洗膜后加

入 1∶4 000比例稀释的HRP-山羊抗兔/鼠 IgG二抗室
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温孵育 2 h。洗涤后在Bio-Rad全自动曝光机显影板

上，均匀滴加预配制的增强化学发光（enhanced 

chemiluminescence, ECL）显影液进行曝光。

1.6  有限稀释实验检测WAY-312对GSC自我更新

能力的影响

GSC 经 0.1% DMSO 和 12.5、25、50、100 nmol/L

的 WAY-312预处理后，制备单细胞悬液并计数。每

孔按 1、5、10、20、40、80、160个细胞分别接种于 96孔

板，每组设10个复孔，每3 d更换新鲜干细胞培养基。

每日在显微镜下观察各孔肿瘤球形成情况，记录实

验数据并分析。

1.7  细胞计数法检测WAY-312对GSC增殖的影响

取对数生长期的GSC，以每孔 1 × 10⁴个细胞接

种于24孔板。实验组加入不同浓度的含WAY-312的

培养基，每个实验组设3个平行孔，每3 d补充适量新

鲜培养基。分别在培养第 3、6、9、12 d 进行细胞计

数，记录并统计分析细胞生长速率。

1.8  流式细胞术检测WAY-312对GSC细胞周期分

布与凋亡的影响

取对数生长期的GSC制成单细胞悬液，以每孔

2 × 10⁵个细胞的密度接种于 6孔板。实验组用 50、

100、200 nmol/L 的 WAY-312 处理，对照组用等量

0.1% DMSO处理。培养 72 h后，800 r/min的转速离

心 5 min，离心后弃去上清液，收集细胞沉淀。每

管中加入 500 μL 经 4 ℃预冷的 PBS，洗涤 2~3次，

以800 r/min离心5 min弃上清。在避光条件下，根据

实验所需加入不同染料。细胞周期实验加入含

核 糖 核 酸 酶（ribonuclease, RNase）的 碘 化 丙 啶

（propidium iodide, PI）染料 ，细胞凋亡试验加入

Annexin V-FITC/PI染料，涡旋混匀后转移到上样管

中，室温避光孵育 15 min后上机检测，并用流式细

胞术分析软件分析周期分布情况及细胞凋亡情况。

1.9  Caspase-Glo 3/7法检测WAY-312对GSC凋亡相

关分子活性的影响

GSC以每孔 1 × 10⁴个细胞接种于 96孔板，每组

设3个复孔。实验组加入不同浓度的WAY-312，对照

组加入 0.1% DMSO，均处理 72 h。每孔加入与培养

基等体积的Caspase-Glo 3/7活性检测试剂，室温避光

孵育10 min。使用GloMax Luminometer检测每组样

品的发光强度，以此反映Caspase-3/7活性。

1.10  WAY-312对GSC原位移植瘤小鼠模型肿瘤生

长及生存期的影响

本研究中的动物实验方案已获得徐州医科大学

伦理委员会的批准（伦理批准号：202207s093）。21

只6周龄BALB/c品系裸鼠购自江苏集萃药康生物科

技股份有限公司，许可证号：SCXK（苏）2018-0008，

饲养于无特定病原体（specific pathogen free, SPF）级

环境，温度（22 ± 2）℃，湿度（50 ± 5）%。异氟烷麻醉

后，在立体定位仪引导下向小鼠右侧纹状体注射带

有稳定表达萤光素酶（luciferase）的胶质瘤干细胞

GSC63，构建GSC原位肿瘤模型。成瘤后，随机分成

2组：WAY-312 治疗组（n = 11）与对照组（n = 10）。

2组分别原位注射药物WAY-312或等体积PBS，每周

给药 1次，共 4周。每组取 3只小鼠用于监测肿瘤生

长，每隔 7 d用小动物活体成像监测肿瘤大小，记录

荧光强度。剩余小鼠用于记录荷瘤小鼠生存时间，

用 GraphPad Prism 9.0 软件分析生存差异并绘制

Kaplan-Meier生存曲线（以 P < 0.05 或 P < 0.01 表示

差异具有统计学意义）。

1.11  统计学处理

本研究的全部实验均经3次独立重复，实验结果

图为各实验的代表性结果。使用软件 GraphPad 

Prism 9.5.1进行数据处理和统计，并且绘制实验结果

图，计量资料以 x̄ ± s表示。两组间比较采用两独立

样本 t检验，多组间比较采用单因素或双因素方差分

析。采用Kaplan-Meier法对动物进行生存分析，通过

log-rank 检验比较两组间生存时间的差异。以

P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  筛选获得可显著抑制GSC增殖与成球的小分子

化合物

为筛选对 GSC 具有高效抑制活性的新型化合

物，采用肿瘤球形成及CCK-8实验，对购买的多样性

化合物库中的化合物进行活性筛选。用10 μmol/L浓

度进行初筛，获得了 7种活性较好的小分子化合物，

根据化合物序号分别命名为 WAY-100、WAY-230、

WAY-244、WAY-312、WAY-422、WAY-435和WAY-440。

进一步对这 7种小分子化合物进行不同浓度的活性

验证，发现它们对GSC1成球能力与增殖均具有显著

的抑制作用，且呈浓度依赖性抑制（图1）。相较于其

他化合物，WAY-312对GSC1肿瘤球形成及细胞活力

的抑制作用最强，且在低浓度（625 nmol/L）即可完全

杀伤GSC1细胞。因此，本研究选择WAY-312作为后

续实验的小分子化合物。

2.2  WAY-312抑制多种GSC细胞系的活力及增殖

为分析WAY-312 对胶质瘤干细胞的广谱抑制

能力，采用WAY-312处理GSC1、GSC2、GSC3、GSC21 

4 种细胞系，CCK-8 法检测细胞活力。结果显示，

WAY-312对 4种GSC均具有显著抑制作用，其中对

GSC1的抑制相对较弱（与0 nmol/L相比，在 20 nmol/L

时P < 0.05有显著统计学意义），对GSC2的抑制作用
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最强（与 0 nmol/L相比，在低浓度 0.8 nmol/L时即有

P < 0.05显著统计学意义）（图2）。因此选择GSC1和

GSC2细胞系开展后续研究。

A：肿瘤球形成实验检测化合物对GSC1成球的抑制作用；B：CCK-8法检测各化合物对GSC1活力的影响（双因素方差分析将各浓

度加药组与相应的0 μmol/L组进行比较并进行多重比较检验，为了清晰展示结果，只标注具有显著差异的有效浓度）。
*P < 0.05，**P <0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图1  WAY-312等7种化合物对GSC1成球能力（A）和细胞活力（B）的抑制作用

双因素方差分析将各GSC不同浓度加药组与相应的0 nmol/L

组进行比较，并进行多重比较检验。*P < 0.05，**P < 0.01，
***P < 0.001，****P ＜ 0.000 1。

图2  WAY-312对GSC活力的抑制作用

细胞计数实验进一步分析WAY-312对GSC增殖

的影响。结果如图 3 所示，随培养时间推移，WAY-

312处理组与对照组间细胞数量差异逐渐扩大，于第

12天差异具有统计学显著性（P < 0.05），并表现出一

定的浓度依赖性趋势。由此可见，WAY-312可显著

抑制GSC细胞生长。

2.3  WAY-312抑制GSC肿瘤球形成及干性标志物表达

为进一步验证WAY-312对GSC肿瘤球形成能力

的影响，用不同浓度的WAY-312处理GSC1和GSC2

细胞，统计两种GSC细胞成球数目与大小。结果如

图4所示，与对照组相比，WAY-312 可显著抑制GSC1

和GSC2肿瘤球的数目及大小，且该抑制作用呈一定

的浓度依赖性趋势（图4A~C）。

加药组与0 nmol/L组相比，n = 3，*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜0.001。

图3  WAY-312对GSC1（A）和GSC2（B）细胞生长的抑制作用

WB法检测WAY-312 对GSC干性标志物蛋白表

达水平的影响，结果显示干性标志物蛋白 SOX2、

OLIG2、BMI1的表达水平随 WAY-312 浓度升高而有

降低趋势（图4D、E）。

2.4  WAY-312抑制GSC的自我更新能力

为了探讨 WAY-312 对 GSC 自我更新能力的影

响，进行体外有限稀释实验，结果（图5）显示，对照组

GSC1和GSC2的肿瘤球形成数目与接种细胞数目呈

良好线性关系，而WAY-312处理组该线性关系被破

坏，提示WAY-312可显著抑制GSC的自我更新能力。

2.5  WAY-312诱导GSC细胞周期阻滞于G2/M期

流式细胞术检测WAY-312对GSC周期进程的影
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响，结果（图 6A~D）显示，WAY-312处理可显著增加

G2/M 期细胞百分比，而降低 G1 期细胞百分比

（P < 0.05）。WB 实验结果（图 6E、F）显示，随着

WAY-312浓度增加，GSC1和GSC2中周期相关蛋白

Cyclin B1、CDK4 及 CDK6 的表达水平均呈下降

趋势。

A：检测WAY-312对肿瘤球形成的抑制作用（标尺= 200 μm）；B、C：肿瘤球数目及肿瘤球大小统计（加药组与0 nmol/L组相比，

n = 3, *P < 0.05，***P < 0.001）；D、E：WB法检测WAY-312对GSC干性标志物蛋白表达水平的影响。

图4  WAY-312抑制GSC的肿瘤球形成和干性维持

2.6  WAY-312 促进 Caspase-3/7 活化进而诱导 GSC

细胞凋亡

流式细胞术检测各处理组的细胞凋亡率，结果

（图 7A~D）显示，随 WAY-312 浓度增大，GSC1 和

GSC2 的细胞凋亡率也相应增加（P < 0.05），表明

WAY-312可显著诱导GSC细胞凋亡。

通过WB实验进一步检测WAY-312对凋亡关键

蛋白 cleaved-PARP、BAX、BCL2 表达的影响。如图

7E、F所示，WAY-312处理可上调促凋亡蛋白 cleaved-

PARP和BAX的表达，同时下调抗凋亡蛋白BCL2的

表达，该结果与流式细胞术检测到的WAY-312诱导

GSC凋亡的结果一致。前期实验结果已证实WAY-

312可诱导GSC凋亡并调控相关蛋白表达。如图 8

所示，WAY-312可显著增加Caspase-3/7活性，且该激

活作用呈一定的浓度依赖性趋势。

2.7  WAY-312抑制GSC原位移植瘤生长并延长荷瘤

小鼠生存期

为了探讨 WAY-312 对 GSC 体内成瘤的抑制作
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有限稀释实验采用非线性拟合似然比检验，加药组均与0 nmol/L组相比，P < 0.05为差异具有统计学意义。

图5  WAY-312对GSC1（A）和GSC2（B）自我更新能力的抑制作用

A~D：流式细胞术检测WAY-312对GSC细胞周期的影响，统计分析为加药组与0 nmol/L组G2/M期细胞百分比相比

（n = 3，*P < 0.05，**P < 0.01）；E、F：WB法检测WAY-312对GSC细胞周期相关蛋白表达水平的影响。

图6  WAY-312诱导GSC1和GSC2周期阻滞于G2/M期并下调相关细胞周期蛋白表达

用，构建了小鼠颅内 GSC 原位异种移植瘤模型（图

9A）。小动物活体成像结果表明，经WAY-312治疗后

的荷瘤小鼠颅内肿瘤生长受到了显著抑制（图 9C、

D）。生存分析结果显示，WAY-312治疗延长了荷瘤
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小鼠的平均生存时间，从对照组的（25.9 ± 3.4）d延长

至WAY-312治疗组的（50.3 ± 8.3）d（各组例数分别为

7和8，无删失数据）。

A~D：流式细胞术检测WAY-312对GSC凋亡的影响（加药组与0 nmol/L组相比，n = 3, *P < 0.05，***P < 0.001）；E、F：WB法检测

WAY-312对GSC细胞中凋亡相关蛋白表达水平的影响。

图7    WAY-312诱导GSC1和GSC2凋亡

n = 3，加药组与0 nmol/L组相比，***P < 0.001。

图8  WAY-312激活GSC1和GSC2中Caspase-3/7活性
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A：动物实验设计和给药方案示例图，裸鼠被分成对照组和WAY-312治疗组；B：Kaplan-Meier生存曲线分析不同治疗组荷瘤鼠的

生存时间；C、D：小动物成像动态监测小鼠颅内肿瘤生长情况，并对荧光信号值进行统计分析（n = 3，****P < 0.000 1）。

图9  WAY-312抑制GSC原位移植瘤生长并延长小鼠生存期

3  讨  论

GBM作为中枢神经系统恶性程度最高的肿瘤，

其高复发率和高致死率的核心原因在于GSC。由于

GSC具有自我更新能力与多向分化潜能，使肿瘤逃

避传统手术、放化疗的杀伤作用，因此靶向GSC的治

疗策略已成为突破GBM治疗瓶颈的关键方向[10]。小

分子抑制剂具有靶点广泛、给药便捷、易穿透血脑屏

障等优势，已成为 GSC 靶向治疗的重要研究载

体[11-12]。本研究从小分子化合物库中筛选获得新型抑

制剂WAY-312，验证了其对GSC干性维持、增殖及凋

亡的调控作用，初步探讨其潜在的作用机制，为GBM

的精准治疗提供新的实验依据与候选药物。

GSC的肿瘤球形成能力是其维持干性的典型特

征[13]，其高度自我更新能力亦是肿瘤复发的核心原因

之一，其通过激活 Wnt、AKT、mTOR等信号通路维持

肿瘤异质性，促进免疫逃逸，进而实现治疗抵抗[14-16]。

本研究通过肿瘤球形成实验、有限稀释实验及细胞

活力实验证实，小分子抑制剂WAY-312在低浓度下

即可显著抑制GSC的肿瘤球形成效率与自我更新能

力，且呈浓度依赖性。已知干细胞的成球能力及干

性维持对其存活与生长至关重要。干性维持能力可

使GSC长期存活并持续增殖，是其抵抗靶向治疗的

关键因素之一[17]。为进一步明确WAY-312调控GSC

干性的分子机制，本研究检测了经典干性相关标志

物[18]SOX2、OLIG2、BMI1的蛋白表达水平。结果显

示，随WAY-312浓度升高，SOX2、OLIG2、BMI1的蛋

白表达水平逐渐下降。已有研究证实，SOX2蛋白作

为干细胞核心调控因子，可通过激活 PI3K/Akt信号

通路维持GSC的自我更新与肿瘤起始能力[19]；OLIG2

与BMI1蛋白则可通过调控Notch信号通路参与GSC

的干性维持与化疗耐药。本研究发现WAY-312可同

步下调 SOX2、OLIG2、BMI1 的表达，说明 WAY-312

具有多靶点调控优势，可以更全面地抑制GSC的干

性特征。

癌细胞的细胞周期相关蛋白活性失调（导致细

胞周期紊乱与失控生长）及凋亡逃逸（同样引发细胞

无序增殖）是其异常增殖的核心特征[20]。流式细胞术

结果提示，WAY-312 可使 GSC1 和 GSC2 均阻滞于

G2/M期，同时显著诱导GSC凋亡。Cyclin B1作为广

泛研究的细胞周期蛋白，为 G2/M 期调控的关键分

子，对有丝分裂启动至关重要。而CDK4、CDK6是细

胞周期蛋白依赖性激酶家族中的关键分子，同时也

是细胞能从G1期进入S期的关键酶[21]。本研究通过

WB结果显示，WAY-312可以浓度依赖性下调Cyclin 

B1、CDK4、CDK6的蛋白表达，提示WAY-312可能通

过协同抑制G1期向S期转换与G2/M期进程，实现对

GSC 细胞周期的双重调控。此外，本研究发现

WAY-312可显著诱导GSC发生凋亡。Caspase家族

是一类胞内蛋白酶，在细胞凋亡过程中发挥关键作

用，其中Caspase-3/7是凋亡执行阶段的核心分子[22]，

凋亡激活后PARP可被特异性剪切为 cleaved-PARP，
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可以直接反映凋亡的发生和进展。WAY-312 处理细

胞后可上调促凋亡蛋白 cleaved-PARP、BAX的表达，

下调抗凋亡蛋白BCL2的表达，同时提高Caspase-3/7

活性，促进PARP切割，提示WAY-312可通过激活内

源性凋亡通路诱导 GSC 凋亡。已有研究[23]表明，

BCL2作为抗凋亡蛋白家族核心成员，其高表达可导

致GSC逃避凋亡、产生化疗耐药；与此同时，BAX作

为 BCL2 家族中的促凋亡蛋白，其表达升高可拮抗

BCL2 的抗凋亡作用，启动细胞凋亡。本研究中

WAY-312可显著下调BCL2/BAX比值，并且同时上

调 cleaved-PARP蛋白表达，进一步增强凋亡诱导效

应，说明其凋亡调控机制更为全面，为克服GSC凋亡

逃逸提供了新思路。

本研究通过筛选获得了对GSC具有显著抑制活

性的小分子化合物 WAY-312，证实其可有效抑制

GSC 的干性维持与增殖能力。进一步体外实验验

证，WAY-312的抑制效应可能通过调控GSC的细胞

周期与凋亡功能得以实现。体内实验也证实WAY-

312可以抑制GSC移植瘤的生长，延长荷瘤鼠生存。

综上，该研究为靶向清除GSC治疗GBM提供了实验

基础。下一步研究将聚焦于探索化合物WAY-312抑

制GSC生存和干性的潜在靶点与相关信号通路，对

深入开展小分子抑制剂抗脑胶质瘤的研究及临床转

化应用具有重要意义。
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