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<#==>?在胶质瘤组织中表达及对 @AB细胞
增殖和侵袭力的影响

马 建!付旭东!周少龙!孟恩平!刘菲菲!杨 卓

!郑州大学第五附属医院"河南 郑州
C%==%!

#

摘 要!$目的% 探讨
<#==>?

在胶质瘤组织中表达及对
@AB

细胞增殖和侵袭力的影响& $方法%

选取
!=#B

年
D

月至
!=#$

年
D

月在郑州大学第五附属医院择期行手术治疗的胶质瘤患者

#=%

例"利用实时荧光定量
E.F

技术检测胶质瘤和癌旁组织中
<8"">?

基因表达"培养人胶
质瘤

@AB

细胞" 根据转染物的不同将细胞分为
20F;>!<8"">?

组'

20F;>!

对照序列组和空白
对照组"利用实时荧光定量

E.F

技术和
G12H1)* I,'H

技术检测细胞中
<8"">?

基因和蛋白表
达"

JKK

法检测细胞增殖能力" 划痕实验检测细胞迁移能力"

K)+*2L1,,

小室检测细胞侵袭能
力& $结果% 胶质瘤组织中

<8"">? MF;>

相对表达量为
8:$%"":8?

" 癌旁组织中
<8"">?

MF;>

相对表达量为
8:DD"":8D

"两组差异有统计学意义!

HND=:BB?

"

EO=:==8

(& 与
GP3

分级

!#"

级相比"

##$

级中
<8==>?MF;>

表达量显著性升高)

EO=:==8

(& 与空白对照组和
20F!

;>!

对照序列组相比"

20F;>!<8==>?

组细胞中
<8==>? MF;>

和蛋白表达量均降低 !

E

均
O

=:==8

("

!C/

'

CA/

'

B!/

和
$?/

细胞增殖活性被抑制!

EO=:=%

("划痕愈合率降低!

EO=:==8

("且侵
袭细胞数显著性减少!

EO=:==8

(& $结论%

<8==>?

在胶质瘤组织中呈高表达"且与胶质瘤恶性
程度有关"特异性沉默

@AB

细胞中
<8==>?

基因表达可有效抑制细胞增殖"降低细胞迁移和
侵袭能力&

主题词!胶质瘤*

<8==>?

*小分子
F;>

干扰*迁移*侵袭
中图分类号!

FBD$:C8

文献标识码!

>

文章编号!

8?B8Q8B"R

"

!"8$

#

"$Q"B$AQ"%

S'0

!

8":88BD%TU:022*:#?B#Q#B=R:!=#$:=$:V""B

WXY)1220'* '- <8"">? 0* Z,0'M+ K022(1 +*S [H2 W--14H '*

E)',0-1)+H0'* +*S [*\+20'* '- @AB .1,,2

J> &0+*

!

]@ R(!S'*5

!

^P3@ </+'!,'*5

!

JW;Z W*!Y0*5

!

_[@ ]10!-10

!

`>;Z ^/('

)

!"# $%&'" (&&%)%*'#+ ,-./%'*) -& 0"#123"-4 51%678.%'9

"

0"7123"-4 C%==%!

"

:"%1*

(

!"#$%&'$

+$

3IU14H0\1

%

K' 0*\12H05+H1 H/1 1XY)1220'* '- <8==>? 0* 5,0'M+ H022(1 +*S 0H2 1--14H '*

H/1 I0','504+, 4/+)+4H1)02H042 '- @AB 41,,2:

$

J1H/'S2

%

8=% 4+212 '- Y+H01*H2 L0H/ 5,0'M+ (*S1)5'!

0*5 1,14H0\1 2()51)6 H)1+HM1*H L1)1 21,14H1S -)'M J+)4/ !=8B H' J+)4/ !=8$ 0* H/1 ]0-H/ >--0,0!

+H1S P'2Y0H+, '- ^/1*5a/'( @*0\1)20H6: K/1 1XY)1220'*2 '- <8==>? 51*12 0* 5,0'M+2 H022(12 +*S

+SU+41*H H022(12 L1)1 S1H14H1S I6 (20*5 )1+,!H0M1 -,(')1241*41 b(+*H0H+H0\1 E.F: K/1 /(M+*

5,0'M+ @AB 41,,2 L1)1 4(,H()1S: >44')S0*5 H' H/1 S0--1)1*H H)+*2-14H+*H2

"

H/1 41,,2 L1)1 S0\0S1S 0*!

H' 20F;>!<8==>? 5)'(Y

"

20F;>!4'*H)', 21b(1*41 5)'(Y +*S I,+*c 4'*H)', 5)'(Y: F1+,!H0M1 -,('!

)1241*41 b(+*H0H+H0\1 E.F +*S G12H1)* I,'H L1)1 (21S H' S1H14H H/1 1XY)1220'*2 '- <8==>? 51*1

+*S Y)'H10*: JKK +22+6 L+2 (21S H' S1H14H 41,, Y)',0-1)+H0'*: <4+,0*5 1XY1)0M1*H L+2 Y1)-')M1S H'

S1H14H 41,, M05)+H0'* +I0,0H6 +*S K)+*2L1,, 4/+MI1) L+2 (21S H' S1H14H 41,, 0*\+20'*:

$

F12(,H2

%

K/1 )1,+H0\1 1XY)1220'* ,1\1, '- <8==>? MF;> 0* H/1 5,0'M+ H022(12 L+2 8:$%"=:8?

"

L/0,1 0* H/1

+SU+41*H H022(12 L+2 8:DD"=:8D

"

H/1 S0--1)1*41 L+2 2H+H02H04+,,6 205*0-04+*H dH ND":BB?

"

EO":""8e:

.'MY+)1S L0H/ GP3 5)+S1 !#"

"

H/1 1XY)1220'* ,1\1, '- <#==>? MF;> 0* 5)+S1 ##$ L+2

205*0-04+*H,6 0*4)1+21S dEO=:==#f: .'MY+)1S L0H/ H/1 I,+*c 4'*H)', 5)'(Y +*S H/1 20F;>!4'*H)',

21b(1*41 5)'(Y

"

H/1 1XY)1220'* ,1\1,2 '- <#==>? MF;> +*S Y)'H10* 0* 20F;>!<#==>? 5)'(Y

L1)1 S14)1+21Sd+,, EO=:==#f: .1,, Y)',0-1)+H0'* +4H0\0H01S +H !C/

"

CA/

"

B!/ +*S $?/ L1)1 0*/0I0H1S

dEO=:=%f

"

H/1 L'(*S /1+,0*5 )+H1 L+2 S14)1+21S dEO=:==#f

"

+*S H/1 *(MI1) '- 0*\+20\1 41,,2 L+2

205*0-04+*H,6 )1S(41S dEO=:=%f:

$

.'*4,(20'*

%

<#==>? 02 /05/,6 1XY)1221S 0* 5,0'M+ H022(12

"

+*S

L+2 )1,+H1S H' H/1 S15)11 '- 5,0'M+ M+,05*+*46: <Y140-04 20,1*40*5 '- <#==>? 51*1 1XY)1220'* 0*

@AB 41,,2 4'(,S 1--14H0\1,6 0*/0I0H 41,, Y)',0-1)+H0'* +*S )1S(41 41,, M05)+H0'* +*S 0*\+20'*:

()"*+'$ ,-%.#

!

5,0'M+

*

<#==>?

*

2M+,, 0*H1)-1)1*41 F;>

*

41,, Y)',0-1)+H0'*

*

41,, 0*\+20'*
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D

号 %
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胶质瘤作为中枢神经系统常见肿瘤" 具有进展 快'侵袭力强'术后易复发等特点 $

#

%

"临床上仍以手

术切除为主"辅以放化疗治疗"但患者总体生存率依

然较低$

!

%

& 研究表明胶质瘤细胞高侵袭力是影响患

者预后的主要因素$

D

%

& 因此"积极探讨影响胶质瘤细

基
础

%

临
床
研
究

B$A
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胞侵袭性的基因对于该肿瘤靶向治疗及改善预后具

有重要意义!

&'""

钙结合蛋白
()

"

&'"" *+,*-./!

0-12-13 45678-1 ()

#

&'9"()

$ 作为
&'""

蛋白超家族

重要成员#在与其靶蛋白结合后在细胞分化%细胞周

期等多种生物学功能中发挥重要作用&

:

'

! 近年来研

究发现
&'""()

在恶性肿瘤组织中表达异常# 且与

肿瘤细胞增殖%凋亡及侵袭转移过程有关&

%;)

'

! 本研

究拟分析
&#99()

在胶质瘤组织中表达# 并利用小

分子
<=(

干扰技术 "

>/+,, -1785?8581*8 <=(

#

>-<!

=(

$特异性干扰胶质瘤
@AB

细胞中
&'""()

基因#

观察其对细胞增殖%迁移及侵袭能力的影响#为胶质

瘤高侵袭力机制研究提供参考资料!

'

资料与方法

!"!

临床资料

选取
!"'B

年
C

月至
!"'$

年
C

月在我院择期行

手术治疗的胶质瘤患者
'"%

例# 术前均未接受放化

疗治疗#术后均经病理学检查确诊#其中#男性
)'

例#女性
::

例#年龄
')"B%

岁#中位年龄
:A

岁! 根

据
!"'"

年
DEF

关于中枢神经系统肿瘤分类标准

分为(

!

级
%

例#

"

级
::

例#

#

级
C:

例#

$

级
!!

例!

所有患者均于术中留取胶质瘤组织# 以及距离瘤灶

边缘
G!*/

的正常组织# 迅速置于液氮中# 保存

于
;A9#

冰箱以备检!本研究通过医院伦理委员会批

准#患者均知情同意!

!"#

主要试剂和设备

人胶质瘤
@AB

细胞购自购自美国
(HII

公司#

胎牛血清%

<JKL '):9

培养基购自美国
M-0*6

公司#

H5-N6,

总
<=(

提取试剂盒%

O-4?8*7+/-18 !999

转染

试剂盒购自美国
L1P-756381

公司#兔抗人
&#99()

多

克隆抗体购自上海斯信生物科技有限公司# 逆转录

和
JI<

扩增试剂盒购自日本
H+Q+<+

公司#

&#99()

及内参引物由上海生工生物公司设计合成#

>-<=(!

&#99()

和
>-<=(!

对照序列由上海美轩生物科技有

限公司设计合成#

KHH

细胞增殖试剂盒购自上海嵘

崴达实业有限公司#

H5+1>R8,,

小室购自美国
I651-13

公司# 实时荧光定量
JI<

仪购自美国
(SL

公司#凝

胶电泳成像系统购自美国
S-6!5+2

公司!

!"$

实时荧光定量
JI<

检测胶质瘤和癌旁组织中

&#99()

基因表达

取胶质瘤和癌旁组织#研磨后加入细胞裂解液#

用
H5-N6,

总
<=(

提取试剂盒提取细胞中总
<=(

#用

紫外分光光度计检测总
<=(

纯度和浓度#以
(!A9T

(!)9

在
'UA""!UC"

为合格! 用逆转录试剂盒将总

<=(

逆转录成模板链
*V=(

# 取
*V=(

作为模板进

行
JI<

! 引物序列(

&'99&)

引物(上游(

%$!MMMM(!

M(IHIMHI(II(MMI!C$

# 下游(

%$!MMHII((MHI!

HHII(HI(MIIH!C$

#

%!+*7-1

引物(上游(

%$!(((HI!

HMMI(II(I(IIHHI!C$

#下游(

%$!MMMMHMHHM((!

MMHIHI(((!C$

!

JI<

反应条件 (

$%% %/-1

#

$!%

C9>

#

$!% C9>

#

%A% C9>

#

B)% C9>

#连续进行
CA

次循

环#每个样品均设
C

个平行反应复孔! 用
!

;!!I7法计

算胶质瘤和癌旁组织中
&'99()

基因相对表达量!

!"%

细胞分组及转染处理

取
@AB

细胞置于含
'9W

胎牛血清的
<JKL

'):"

培养基中# 于含
%WIF

!

CB%

恒温培养箱中培

养! 取对数生长期细胞#胰酶消化#重悬后接种于
)

孔板中#继续恒温培养#待细胞融合度达到
B"W

以

上时# 利用
O-4?8*7+/-18 !"""

转染试剂盒分别进行

转染(

&>-<=(!&'""()

组(转染
&'""()

干扰序列(

%$!(M((MM(MI@I(II(@@MM!C$

)

'>-<=(!

对照

序列组( 转染对照序列(

%$!MM(IMI(@II@@I@!

@((!C$

)

(

空白对照组(不作任何处理! 各组转染后

继续恒温培养
:AX

#完成后续实验操作!

!"& Y<H;JI<

检测细胞中
&'""()

基因表达

取各组转染后培养
:AX

细胞#加入细胞裂解液#

其余步骤同
'U!U'

!

!"'

蛋白质印迹检测细胞中
(!)*+'

蛋白表达

取各组转染后培养
:AX

细胞#加入细胞裂解液#

提取总蛋白!用
SI(

蛋白检测试剂盒检测蛋白纯度

和浓度!取
%")3

总蛋白#进行
&V&!

聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离#电转移至
JZV[

膜上#室温下用
%W

脱脂

奶粉封闭
)"/-1

#

JS&H

冲洗
C

次 # 将一抗兔抗人

&'""()

多克隆抗体"稀释比例
'&'%""

$加入#

:%

条

件下过夜孵育#

JS&H

冲洗
C

次#将二抗加入#室温下

孵育
'!"/-1

#用
JS&H

冲洗
C

次#加入超敏化学发光

液#避光显色
!"/-1

#曝光%拍照#利用
L/+38 \

图像

分析软件对各条带灰度值进行分析# 获得各组细胞

中
&'""()

蛋白相对表达量!

!,- KHH

法检测细胞增殖能力

取各组转染后细胞#胰酶消化#接种于
$)

孔板#

调整细胞密度为
!''"

C 个
T

孔#继续恒温培养#分别

B$$
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<)'(=2 >8""?@ AB;? >8""?@ =)'C10*

20B;?!>8""?@ 5)'(= 8:8@"":"D ":!""":"@

20B;?!21E(1*41 4'*C)', 5)'(= !:FG"":8F ":FH"":88

I,+*J 4'*C)', 5)'(= !:$@"":8D ":F%"":"D

! !D%:"D" 8!@:DFK

" L":""8 L":""8

M*N04+C') ; >8GG?@ AB;? C O

<1*N1)

P+,1 @8 8:$H"G:8K

8:H%@ G:8DF

Q1A+,1 KK 8:$D"G:8D

?51

!

61+)2 ',N

"

!KF %$ 8:$F"G:8%

8:@KH G:8GH

LKF K@ 8:$K"G:8!

R(A') ,'4+C0'*

>(=)+C1*C')0+, +)1+ $G 8:$F"G:8D

8:8KD G:!%K

>(S215A1*C+, +)1+ 8% 8:$H"G:8H

R(A') 20T1

!

4A

"

#% H@ 8:$H"G:8%

8:!@F G:!GF

"% @$ 8:$D"G:8F

UV3 4,+220-04+C0'*

!$" K$ 8:@$"G:8F

!8:@H% LG:GG8

#$$ %@ !:HD"G:8K

!"#$%& ' ()*%&++",-+ ,. /'0012 *%,3&"- "-

4&55+ "- 6"..&%&-3 7%,$*+

于培养
8!

#

!K

#

KF

#

D!

和
$@/

时$ 分别加入
PRR

液

%G%,

$

HD%

条件下孵育
K/

$ 弃上清$ 将二甲基亚砜

8%G%,

加入$待沉淀完全溶解$利用酶标仪取
K$G*A

波长处对各孔吸光度
?

值进行检测%重复实验
H

次%

89:

划痕实验检测细胞迁移能力

取各组转染后培养
KF/

细胞$胰酶消化$接种于

@

孔板$调整细胞密度
8&8G

@个
WA,

$待细胞生长覆盖

板底
FGX

以上时$ 用
!"%,

加样枪头进行划痕$用

OI>

将悬浮细胞除去$分别于
"/

和
!K/

时观察细胞

在同一划痕处迁移情况$ 利用
MA+51 &

软件分析细

胞划痕愈合率
Y

!

8Z!K/

划痕面积
WG/

划痕面积 "

&

#GGX

% 重复实验
H

次%

89; R)+*2[1,,

小室检测细胞侵袭能力

取各组转染后培养
KF/

细胞$胰酶消化$重悬细

胞$调整细胞密度为
!:G&#G

@个
WA,

$取
#GG%,

细胞悬

液加入
R)+*2[1,,

小室上室$将
@GG%,

含
#GX

胎牛血

清的
BOPM #@KG

培养液加入下室$置于
HD%

培养箱

中恒温培养
!K/

%取出小室$多聚甲醛固定
!%A0*

$结

晶紫染色
#%A0*

$将多余细胞用棉签去除$

OI>

冲洗

后$用倒置显微镜观察$并随机取
#G

个高倍视野计

数穿膜细胞数$取均值% 重复实验
H

次%

898<

统计学处理

利用
>O>> !#:G

统计分析软件进行数据分析$

计量资料以均数
'

标准差!

#"2

"表示$两组间比较采

用
C

检验$多组间比较采用单因素方差分析%

OLG:G%

为差异有统计学意义%

!

结 果

=9' >#GG?@

在胶质瘤和癌旁组织中表达

EBRZO.B

检测结果显示胶质瘤组织和癌旁组

织中
>#GG?@ AB;?

表达量分别为
#:$%"G:#@

和

#:HH"G:#H

$ 与癌旁组织相比$

>#GG?@ AB;?

在胶质

瘤组织中的表达量显著性升高!

CYHG:DD@

$

OLG:GG#

"%

=9= >#GG?@

在胶质瘤组织中表达及其与临床病理

特征之间的关系

胶质瘤组织中
>#GG?@ AB;?

表达量与性别#

年龄# 肿瘤位置# 肿瘤大小无关 !

OYG:#DF

#

G:#GH

#

G:!%K

和
G:!GF

"&与
UV3

分级
!$"

级相比$

#$$

级中表达量显著性升高!

OLG:GG#

"!

R+S,1 #

"%

=9>

细胞中
>#GG?@ AB;?

和蛋白表达

在
\F@

细胞中分别转染
20B;?!>#GG?@

#

20B;?!

对照序列和不作任何处理 $

KF/

后检测细胞中

>#GG?@ AB;?

和蛋白表达% 与空白对照组和
20B!

;?!

对照序列组 相比 $

20B;?!>#GG?@

组 细 胞 中

>#GG?@ AB;?

和蛋白表达量均降低 !

O

均
LG:GG#

"

!

R+S,1 !

$

Q05()1 #

"%

=9?

细胞增殖活性比较

在
\F@

细胞中分别转染
20B;?!>#GG?@

#

20B;?!

对照序列和不作任何处理$ 分别于
#!

#

!K

#

KF

#

D!

和

$@/

时检测细胞增殖活性% 与空白对照组和
20B;?!

@AB5C 8 DC5A3",-+E"* BC3F&&- /'00G2 7C-C C)*%C++",-

A-6 45"-"4,*A3E,5,7"4A5 .CA3$%C+ "- 75",HA 3"++$&+
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卷第
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./012
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./012

对照序列组相比 !

!<=

时
&'()*!

+>,,*-

组细胞增殖活性被明显抑

制"

?@,A"!"

#!且随着时间延长!细胞

增殖活性抑制更为明显 "

?B"A"">

$

%

C'.1/3 !

$&

!"#

细胞迁移能力比较

在
DE-

细胞中分别转染
&'(!

)*!+>""*-

'

&'()*!

对照序列和不

作任何处理!转染
!<=

后划痕实验

结果显示 !

&'()*!+>""*-

组 '

&'(!

)*!

对照序列组和空白对照组细

胞的划痕愈合率分别为
>FA>>G"

>AHHG

'

<"AF-G">A!EG

和
<"AEEG"

>AE"G

!

&'()*!+>""*-

组
!<=

时划

痕愈合率明显低于
&'()*!

对照序

列组和空白对照组%

?B"A"">

#%

C'.!

1/3 F

#&

!"$

细胞侵袭能力比较

I/:5&J388

实验结果显示!

&'(!

)*!+>""*-

组'

&'()*!

对照序列组

和空白对照组侵袭细胞数分别为

%

>"-A!E"-A%<

#个'%

>FHAE$"EA>>

#个

和 %

><>A>%"<A!$

#个 !与
&'()*!

对

照序列组和空白对照组相比!

&'(!

)*!+>""*-

组侵袭细胞数显著性

减少%

?B"A"">

#%

C'.1/3 <

#&

F

讨 论

虽然诊疗技术不断进步!但胶

质瘤患者预后依然不理想!中位生

存期不超过
><

个月(

H

)

& 研究表明胶质瘤细胞在颅内

播散性生长与其预后较差密切相关 (

EK$

)

&

+#,,

蛋白

家族作为一类钙离子依赖性的低分子量蛋白!可通

过调控其他蛋白表达或与靶蛋白结合而在多种生

物学功能中发挥重要作用 (

#,L>>

)

&

+>,,*-

作为
+>,,

蛋白家族重要成员! 定位于人染色体
>4!>

的
!%,#

F%,;M

之间!与原癌基因
&;'

比邻 (

>!

)

!在调控细胞周

期及分化中发挥重要作用!参与了肿瘤细胞增殖'凋

亡'浸润及转移过程(

>FL><

)

!在结直肠癌(

>%

)

'肺癌 (

>-

)

'胰

腺癌(

>H

)

'胆管细胞癌 (

>E

)等多种恶性肿瘤组织中呈高

表达 & 本研究结果显示 ! 胶质瘤组织中
+>,,*-

N()*

相对表达量高于癌旁组织! 说明
+#,,*-

在

胶质瘤组织中呈高表达& 在与临床病理特征之间的

关系分析发现!胶质瘤组织中
+#,,*-

表达与
OPQ

分级有关!

!#"

级组织中表达低于
##$

级!说明

+#,,*-

在胶质瘤组织中表达与肿瘤级别有关!而胶

质瘤级别越高则预示其恶性程度越高! 提示胶质瘤

组织中
+#,,*-

表达与胶质瘤恶性程度有关! 胶质

瘤恶性程度越高!

+#,,*-

表达越高! 进一步提示

+#,,*-

可能参与了胶质瘤恶性过程&
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为进一步探讨
<#==>?

与胶质瘤生物学特征之

间的关系!本研究利用
20@;>

技术特异性沉默胶质

瘤
ABC

细胞中
<#==>?

基因 ! 结果显示 !

20@;>!

<#==>?

组细胞中
<#==>? D@;>

和蛋白相对表达

量均低于
20@;>!

对照序列组和空白对照组! 提示

20@;>!<#==>?

组细胞中
<#==>?

基因被成功抑制"

有研究指出!

<#==>?

在与其靶蛋白结合后可通过调

控相关通路而加速细胞增殖#

#$E!=

$

" 本研究
FGG

实验

结果显示 !

20@;>!<#==>?

组细胞
!H/

%

HB/

%

C!/

和

$?/

吸光度
>

值均降低! 说明特异性沉默
<#==>?

基因后!细胞增殖能力被显著性抑制!提示
<#==>?

与胶质瘤
ABC

细胞增殖能力密切相关" 本研究迁移

实验结果显示!

20@;>!<#==>?

组
!H/

时划痕愈合率

低于
20@;>!

对照序列组和空白对照组!说明在抑制

<#==>?

基因表达后! 细胞迁移能力被抑制! 提示

<#==>?

可能参与了
ABC

细胞迁移过程 " 本研究

G)+*2I1,,

实验结果显示!

20@;>!<#==>?

组侵袭细胞

数显著性低于
20@;>!

对照序列组和空白对照组!说

明沉默
<#==>?

基因后!

ABC

细胞侵袭能力被抑制!

提示
<#==>?

可能参与了胶质瘤细胞侵袭过程"

综上所述!

<#==>?

在胶质瘤组织中呈高表达!

且与胶质瘤恶性程度有关! 特异性沉默胶质瘤细胞

中
<#==>?

基因可有效抑制细胞增殖! 降低细胞迁

移和侵袭能力! 有望为胶质瘤的治疗提供新的途径

和靶点"
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