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［摘要］　目的：观察人恶性胶质瘤细胞ＳＨＧ４４经去甲二氢愈创木酸类似物———诺帝诱导分化后形态学的改变，并分析差异

表达蛋白。方法：分别用１００、２００μｍｏｌ／Ｌ诺帝诱导ＳＨＧ４４细胞分化，观察处理后２４、４８、７２ｈ细胞形态学的改变，并与未受

刺激的空白对照组相比较；提取２００μｍｏｌ／Ｌ诺帝处理后的ＳＨＧ４４细胞以及空白对照组细胞总蛋白进行双向电泳，用ＰＤｑｅｓｔ

７．１软件比较两者间的差异表达蛋白，离子飞行时间质谱仪分析高丰度表达的差异蛋白。结果：２００μｍｏｌ／Ｌ诺帝处理后

ＳＨＧ４４细胞的形态学改变较１００μｍｏｌ／Ｌ更为明显；处理７２ｈ时细胞分化最为明显。与空白对照组ＳＨＧ４４细胞相比，经

２００μｍｏｌ／Ｌ诺帝诱导后，双向电泳发现了２３个差异蛋白点，其中２１个蛋白点表达下调，２个蛋白点表达上调。质谱分析高丰

度表达的差异蛋白分别为：未知蛋白、增殖相关基因Ａ、解链蛋白Ｕｐ１、交替拼接因子ＡＳＦ３、ｃｏｆｉｌｉｎ１、真核转录启动因子５Ａ、β
半乳糖苷酶结合凝集素、Ｐｉ类谷光苷肽Ｓ转移酶。结论：诺帝能诱导人恶性胶质瘤细胞ＳＨＧ４４分化，并呈一定的时效及

量效依赖性，分化后的差异蛋白涉及到细胞增殖、分化、凋亡及基因转录调控等多个方面。

［关键词］　去甲二氢愈创木酸；神经胶质瘤；细胞分化；细胞学；光谱分析，质量
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［作者简介］　许建平，博士生，讲师、主治医师．
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　　去甲二氢愈创木酸（ｎｏｒｄｉｈｙｄｒｏｇｕａｉａｒｅｔｉｃａｃｉｄ，

ＮＤＧＡ）是一种天然成分，源自常青灌木。本研究室
既往的研究［１］表明，ＮＤＧＡ对人恶性胶质瘤细胞系

ＳＨＧ４４具有诱导分化的作用。但 ＮＤＧＡ的来源
受限。针对ＮＤＧＡ的化学结构，本研究室采用人工
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方法合成了纯度可达９９．９％以上 ＮＤＧＡ 类似
物———诺帝（合成专利号：ＺＬ０２１３３７００．４）。本实验
采用二维凝胶电泳（ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ｔｗｏＤＥ）、基质辅助激光解析离子飞行时
间质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦ
ＭＳ）等方法对诺帝诱导ＳＨＧ４４细胞分化后的形态
学改变及蛋白质组变化进行了研究，并对其中的部
分高表达差异蛋白进行了质谱鉴定。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　诺帝由本研究室人工合成；ＩＰＧ
胶条（ｐＨ３１０Ｌ，１３ｃｍ）、载体两性电解质（ｐＨ３
１０Ｌ）、胶条覆盖液购自 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏ
ｔｅｃｈ公司；超纯脲素、过硫酸铵、四甲基乙二胺、二硫
苏糖醇购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＲＰＭＩ１６４０干粉培养基
购自Ｓｉｇｍａ公司，优级小牛血清购自中美合资兰州
民海生物工程有限公司；丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺
购自Ｂｉｏｍｏｌ公司。其他试剂为国产分析纯。

１．２　主要仪器及软件　主要仪器有ＣＯ２ 培养箱、
低温超速离心机、ＩＰＧｐｈｏｒ等电聚焦仪、ＳＥ６００电泳
仪、ＢｉｏＲａｄ凝胶扫描仪、Ａｕｔｏｆｌｅｘ型 ＭＡＬＤＩＴＯＦ
质谱仪。主要软件有 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ、ＰＤＱｅｓｔ７．１、

Ｍａｓｃｏｔ等。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养及实验分组　人恶性胶质瘤细胞
系ＳＨＧ４４引自苏州大学医学院第二附属医院脑肿
瘤研究室，来源于人大脑恶性胶质细胞瘤（ＷＨＯ分
级：Ⅱ～Ⅲ级）。取对数生长期的ＳＨＧ４４细胞，按

３×１０４／ｍｌ的细胞密度接种在含１０％新生牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液中。实验组细胞接种１２ｈ后分
别加入１００、２００μｍｏｌ／Ｌ诺帝处理，相应的空白对照
组则用不含诺帝的溶剂处理。实验组及对照组细胞
均设２４、４８、７２ｈ共３组。

１．３．２　蛋白样品的制备　蛋白样品的制备按照

Ｂｅｒｋｅｌｍａｎ等［２］的方法进行。分别收集２００μｍｏｌ／Ｌ
诺帝处理７２ｈ后的ＳＨＧ４４细胞及其相应的空白
对照组细胞，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤离心３次，在细
胞沉淀中加入裂解液（８ｍｏｌ／Ｌ脲素，４％ＣＨＡＰＳ，

４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，６０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ），漩涡振荡２０～
３０ｍｉｎ，冰浴超声 １～２ ｍｉｎ使细胞完全裂解。

１２０００×ｇ４℃离心３０ｍｉｎ，取上清，以标准牛血清
白蛋白作参照，Ｆｏｌｉｎ酚试剂法测定样品蛋白浓
度。　　　
１．３．３　二维凝胶电泳　参照 Ｂｅｒｋｅｌｍａｎ等［２］及

Ｇｏｒｇ等
［３］的方法进行。从２００μｍｏｌ／Ｌ诺帝处理组

及空白对照组各取１ｍｇ总蛋白与胶条重胀液（８
ｍｏｌ／Ｌ脲素、２％ ＣＨＡＰＳ、６０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ、０．５％
ＩＰＧ缓冲液ｐＨ３～１０）混合，总体积２５０μｌ，将样品
混合液加入到ＩＰＧ胶槽中，与胶面充分混合，再加
入ＩＰＧ覆盖液覆盖胶条。按照设定的程序，胶条重
胀和等电聚焦依次进行。终末聚焦电压＋８０００Ｖ。
等电聚焦之后的胶条进入平衡液中振荡平衡，然后
在１２．５％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶中进行第二向电泳。
电泳电流为２５ｍＡ／胶，当溴酚蓝作为指示剂移至胶
底时结束电泳。诺帝处理组及空白对照组电泳均重
复３次。凝胶染色参照文献［４，５］的方法改进后进行。
诺帝处理组及空白对照组胶条在同一染色液中染

色，同一脱色液中脱色直至背景清晰。

１．３．４　图像采集和统计学处理　脱色后的凝胶在

ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统中用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件成
像。图像文件用ＰＤｑｕｅｓｔ７．１软件（ＢｉｏＲａｄ）进行
数字化分析及统计学处理，以其中一张空白对照组
的凝胶图像为参考，其余各胶与之进行灰度、等电
点、相对分子质量的校正及蛋白点的匹配，具有

９５％统计学意义（Ｐ＜０．０５）的点作为差异点。

１．３．５　质谱分析　为确保质谱分析的准确性，对高
丰度表达的差异蛋白点在凝胶上定位，然后切下差
异蛋白点胶放入ＥＰ管中，用测序级胰酶进行胶内
消化、洗脱后点样于Ａｕｔｏｆｌｅｘ型 ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱
仪。质谱仪离子源加速电压１定为２０ｋＶ，加速电
压２定为１８．７５ｋＶ，Ｎ２激光波长定为３３７ｎｍ，脉冲
宽度定为３ｎｓ，离子延迟提取５００ｎｓ，真空度定为

４×１０－７Ｔｏｒｒ。质谱信号单次累加５０次。使用混合
标准肽作为外标，胰蛋白酶自动降解峰８４２．５１０和

２２１１．１０５作为内标校正质谱峰。获得的肽质量指
纹图用 Ｍａｓｃｏｔ软件在蛋白质数据库进行检索，获取
相应的蛋白质。

２　结　果

２．１　诺帝诱导分化后ＳＨＧ４４细胞的形态学改
变　诺帝诱导分化后，ＳＨＧ４４细胞呈现时效与量
效依赖性。与相应的空白对照组（图１Ａ）比较，１００

μｍｏｌ／Ｌ诺帝处理后２４ｈ，ＳＨＧ４４细胞增殖减慢，
体积增大，突起变长，胞质增多；处理后４８ｈ细胞变
成长梭形，突起增多变长，核质比例进一步减少；处
理后７２ｈ细胞体积变小，核分裂像少见（图１Ｂ）；２００

μｍｏｌ／Ｌ诺帝处理后，ＳＨＧ４４细胞形态呈进一步分
化状态，处理后７２ｈ胶质瘤细胞分化明显，形似正
常的星形胶质细胞（图１Ｃ）。
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图１　空白对照组（Ａ）、１００μｍｏｌ／Ｌ（Ｂ）、２００μｍｏｌ／Ｌ（Ｃ）诺帝处理７２ｈ后ＳＨＧ４４细胞形态学比较

Ｆｉｇ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＨＧ４４ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｂｅｔｗｅｅｎｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ）ａｎｄ７２ｈＮｏｒｄｙ
ｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ１００μｍｏｌ／Ｌ（Ｂ）ａｎｄ２００μｍｏｌ／Ｌ（Ｃ）（Ｃｏｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，×２００）

Ａ：Ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｖｏｌｕｍｅａｎｄｎｕｃｌｅｕｓｏｆＳＨＧ４４ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｌａｒｇｅｒ；ｋａｒｙｏｋｉｎｅｓｉｓｅｓｗｅｒｅｃｏｍｍｏｎｌｙｓｅｅｎ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗ）；Ｂ：Ｔｈｅｖｏｌ

ｕｍｅｏｆｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｂｅｃａｍｅｓｍａｌｌｅｒ；ｔｈｅｐｒｏｔｕｂｅｒａｎｃｅｂｅｃａｍｅｌｏｎｇｅｒｉｎＳＨＧ４４ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ７２ｈｂｙ１００μｍｏｌ／ＬＮｏｒｄｙ（ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｂｙａｒｒｏｗ）；Ｃ：ＳＨＧ４４ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ７２ｈｂｙ２００μｍｏｌ／ＬＮｏｒｄｙｈａｄｍｏｒｅａｎｄａｃｅｒｏｓｅｒｐｒｏｔｕｂｅｒａｎｃｅ，ｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈｏｓｅｏｆｎｏｒｍａｌｇｌｉａｌｃｅｌｌｓ
（ｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｒｒｏｗ）

２．２　诺帝诱导分化后ＳＨＧ４４细胞总蛋白双向电
泳结果　２００μｍｏｌ／Ｌ诺帝诱导分化７２ｈ后，诺帝处
理组及空白对照组ＳＨＧ４４细胞总蛋白电泳图谱清

晰（图２）。ＰＤｑｕｅｓｔ７．１软件分析后有２３个差异蛋
白点，其中２１个蛋白点表达下调，２个蛋白点表达
上调。

图２　ＳＨＧ４４细胞的蛋白表达图谱

Ｆｉｇ２　ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍａｐｓｏｆＳＨＧ４４ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｎｏｒｄｙｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎｓｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍａｎａｌｙｓｉｓ

２．３　高丰度差异表达蛋白质谱分析结果　选取的
高丰度表达差异蛋白点均获得良好肽指纹图，高丰
度表达的差异蛋白分别为：未知蛋白（ｕｎｋｎｏｗｎｐｒｏ
ｔｅｉｎ）、增 殖 相 关 基 因 Ａ（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｅｎｅＡ）、解链 蛋 白 Ｕｐ１（ｕｎｗｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，

Ｕｐ１）、交替拼接因子 ＡＳＦ３（ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒＡＳＦ３）、丝切蛋白１（ｃｏｆｉｌｉｎ１）、真核转录启
动因子５Ａ（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
５Ａ，ｅＩＦ５Ａ）、β半乳糖苷酶结合凝集素（ｂｅｔａｇａｌａｃ
ｔｏｓｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ）、Ｐｉ类谷光苷肽Ｓ转移酶
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｒｅａｓｅＰｉ，ＧＳＴＰｉ）（表１）。

表１　高丰度表达差异蛋白点的质谱分析结果

Ｔａｂ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｐｏｔｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｗｉｔｈｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ

Ｓｐｏｔ
Ｎｏ．

ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ／
ＮＣＢＩＩＤ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｍａｔｃｈ

ｓｃｏｒｅ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｃｏｖｅｒａｇｅ（％）

１ ｇｉ│１６９２４３１９Ｕｎｋｎｏｗｎｐｒｏｔｅｉｎ ９５ ５０
２ ｇｉ│４５０５５９１ ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅＡ ２３６ ８７
３ ｇｉ│２５５４６５３ Ｕｐ１ ２２３ ７１
４ ｇｉ│１０５２９５ Ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓｐｌｉｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ（ＡＳＦ３） １２７ ５２
５ ｇｉ│５０３１６３５ Ｃｏｆｉｌｉｎ１（ｎｏｎｍｕｓｃｌｅ） １２６ ５８
６ ｇｉ│１２４２２９ Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ７７ ３５

　　ｆａｃｔｏｒ５Ａ（ｅＩＦ５Ａ）

７ ｇｉ│３６１５６３ Ｂｅｔａｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ １４０ ８１
８ ｇｉ│３２１８７５２５ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｒｅａｓｅＰｉ １３２ ７０
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３　讨　论

　　ＳＨＧ４４是一种中度恶性的胶质瘤细胞（ＷＨＯ
分级：Ⅱ～Ⅲ级）。本实验证实，诺帝作为人工合成
的ＮＤＧＡ类化合物，在对ＳＨＧ４４的诱导分化中呈
时效和量效依赖性，与本研究室以往研究［１］中

ＮＤＧＡ类化合物的作用一致，说明人工合成的诺帝
具有类似ＮＤＧＡ类化合物的生物学作用。蛋白质
既是细胞的组成成分，又是细胞生物功能的执行
者［６］，因此，分析诺帝诱导分化前后胶质瘤细胞

ＳＨＧ４４蛋白表达改变，有助于了解诺帝诱导细胞
分化的作用机制。

　　本实验所发现的诺帝诱导胶质瘤细胞ＳＨＧ４４
分化的差异蛋白中，增殖相关基因Ａ为抗氧化酶家
族的成员，研究表明该蛋白质能够促进肿瘤细胞的
生长并抑制其凋亡，与肿瘤细胞的发生、发展密切相
关。由此可以推测该蛋白的表达下调与诺帝诱导分
化后ＳＨＧ４４细胞生长减慢及凋亡增加有关［７，８］；解
链蛋白１包含有２个 ＲＮＡ 识别结构 ＲＲＭ１和

ＲＲＭ２，能与ｈｎＲＮＰＡ１一起促进哺乳动物细胞端
粒的延长［９］。该蛋白的表达下调有可能与瘤细胞诱
导分化后细胞增殖减慢有关。在肿瘤的发生中，各
种基因的交替拼接是一种普遍现象［１０］。交替拼接
因子 ＡＳＦ３在ＳＨＧ４４细胞诱导分化后表达下调
的意义目前还不十分清楚；丝切蛋白 １是一种肌动
蛋白调节蛋白，能促进肌动蛋白丝的解聚并参与细
胞的有丝分裂及胞质内细胞动力学的调节［１１］，可以
推测诺帝诱导分化后的ＳＨＧ４４细胞增殖减慢、移
动性下降等现象与此有关。真核转录启动因子５Ａ
能够启动蛋白第１链的合成，促进 ｍＲＮＡ的翻译，
从而控制细胞的生长和死亡［１２］。由此可以推测诺
帝诱导胶质瘤细胞ＳＨＧ４４分化后其表达下调可能
是分化后的ＳＨＧ４４细胞生长减慢的原因之一。β
半乳糖苷酶结合凝集素具有多方面的功能，与细胞
的增殖、分化、凋亡等均有关［１３］，诺帝诱导后其表达
下调到底在ＳＨＧ４４的诱导分化中具有哪方面的作
用尚不清楚。Ｐｉ类谷光苷肽Ｓ转移酶是一种重要
的异种生物代谢酶，对于化疗药等亲电子类物质所
引起的损伤具有保护作用，因而与化疗药的抗药性
有关［１４］。诺帝诱导胶质瘤细胞ＳＨＧ４４分化后Ｐｉ
类谷光苷肽Ｓ转移酶表达上调可能为一种损伤反
应。本实验结果表明，诺帝诱导胶质瘤细胞ＳＨＧ

４４分化后的差异蛋白涉及细胞增殖、分化、转录、翻
译及凋亡等各个方面，进一步对这些差异蛋白进行
功能研究，可了解诺帝的作用机制。
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