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　　［摘要］　目的　利用已构建的犆犆犖犇１表达沉默及过表达的人源性胶质母细胞瘤细胞株ＳＨＧ４４，筛选能够与

犆犆犖犇１协同抑制胶质母细胞瘤细胞增殖的化学治疗药物。方法　用蛋白质印迹法检测犆犆犖犇１表达沉默及过表达

的人源性胶质母细胞瘤细胞株ＳＨＧ４４中多药耐药基因犕犇犚１的表达产物Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）及凋亡因子Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３

的表达。使用卡莫司汀（ＢＣＮＵ）、洛莫司汀（ＣＣＮＵ）、替莫唑胺（ＴＭＺ）３种化学治疗药物分别处理犆犆犖犇１过表达或表

达沉默的ＳＨＧ４４细胞，筛选能够与犆犆犖犇１表达沉默协同抑制肿瘤细胞生长的化学治疗药物，并在人源性胶质母细胞

瘤细胞株系Ｕ２５１中进一步验证。结果　蛋白质印迹结果示犆犆犖犇１表达沉默能够下调Ｐｇｐ、Ｂｃｌ２的表达，上调

Ｃａｓｐａｓｅ３的表达（犘均＜０．０１）。ＢＣＮＵ（０．０５、０．２５μｇ／ｍＬ）、ＣＣＮＵ（２０、８０μｇ／ｍＬ）处理犆犆犖犇１过表达或表达沉默

的ＳＨＧ４４细胞的第２、３、４、５天时，细胞生长曲线的差异均无统计学意义；而在药物处理后细胞培养的第４、５天，

犆犆犖犇１表达沉默ＳＨＧ４４细胞的生长受到ＴＭＺ（９．１μｇ／ｍＬ）的抑制作用较亲代ＳＨＧ４４细胞强（犘＜０．０５）。Ｕ２５１

细胞实验证实犆犆犖犇１表达沉默促进ＴＭＺ的化学治疗敏感性。结论　犆犆犖犇１表达沉默联合ＴＭＺ较两者单独作用

能更有效地抑制人源性胶质母细胞瘤细胞株ＳＨＧ４４的增殖，提示ＣＣＮＤ１可能参与ＴＭＺ化学治疗耐药机制。
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犆犆犖犇１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｐｒｏｍｏｔｅｄｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＴＭＺｗｅｒｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙＵ２５１ｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 犆犆犖犇１

ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＴＭＺｉｓｍｏｒｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓＳＨＧ４４ｔｈａｎ

·３０５１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１７年１２月，第３８卷

犆犆犖犇１ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｒＴＭＺａｌｏｎｅ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔ犆犆犖犇１ｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ

ｃｅｌｌｓｔｏＴＭＺ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｃｙｃｌｉｎＤ１ｇｅｎｅ；ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ；ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ；ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（１２）：１５０３１５０７］

　　脑胶质瘤是常见的中枢神经系统肿瘤，恶性程

度高。近年来，关于胶质瘤发生、发展及治疗的研究

较多，并取得了一定的成果。但其治疗临床上仍主

要采用手术、放射治疗、化学治疗等综合治疗，复发

率高。目前发现原发性和复发性胶质瘤均伴有原癌

基因激活和抑癌基因突变或缺失，且相关基因的突

变不仅参与了肿瘤的发生、发展，还可能参与了肿瘤

化学治疗耐药性的发生。在脑胶质瘤的治疗过程

中，化学治疗耐药现象较为普遍，但具体机制目前尚

不清楚。

基因芯片技术是通过与一组已知序列的核酸探

针杂交进行核酸序列测定的方法。本课题组前期通

过基因芯片技术在不同生存期的胶质母细胞瘤患者

中筛选出表达差异的基因，应用生物信息学技术深

入分析，发现了２９个化学治疗敏感性相关基因，

犆犆犖犇１基因即为其中之一
［１］。犆犆犖犇１基因的主

要功能是调节细胞周期从Ｇ１期向Ｓ期过渡，其表达

产物细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）水平异常会影响

细胞周期，并与多种肿瘤的化学治疗耐药性相关［２］。

人胶质瘤细胞中存在犆犆犖犇１基因表达异常，且其

表达产物ＣｙｃｌｉｎＤ１水平与星形胶质细胞瘤的恶性

程度密切相关［３４］。研究显示，ＣｙｃｌｉｎＤ１过表达可

以增加人纤维肉瘤 ＨＴ１０８０细胞对甲氨蝶呤

（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）的耐药性
［５］；而在人胰腺癌

ＢｘＰＣ３细胞中其表达异常能够促进肿瘤细胞增殖、

干扰化学治疗药物诱导的凋亡，最终导致肿瘤细胞

对化学治疗药物耐受［６］。另一方面，犆犆犖犇１表达沉

默可以通过抑制耐药基因的表达、促进肿瘤细胞凋

亡等增加肿瘤细胞对米托蒽醌、依托泊苷（ＶＰ１６）、

５氟尿嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ）和顺铂等化学治

疗药物的敏感性［７１０］。可见犆犆犖犇１基因表达水平

异常与多种肿瘤化学治疗耐药相关，但犆犆犖犇１基

因表达异常与脑胶质瘤化学治疗敏感性之间的关系

少有研究。本研究拟检测犆犆犖犇１表达沉默对胶质

母细胞瘤细胞株ＳＨＧ４４和Ｕ２５１化学治疗敏感性

的影响，筛选与犆犆犖犇１表达沉默具有协同作用的

化学治疗药物，为后期深入研究犆犆犖犇１表达沉默

与化学治疗药物敏感性的关系提供依据。

１　材料和方法

１．１　细胞及试剂　自中国科学院上海细胞库购买

人源性胶质母细胞瘤细胞株ＳＨＧ４４及Ｕ２５１，于含

１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００ｍｇ／ｍＬ链霉

素的ＤＭＥＭ培养液，５％ＣＯ２、３７℃、饱和湿度的条

件下培养。小鼠抗Ｂｃｌ２单克隆抗体（ｓｃ１３０３０７）、

兔抗βａｃｔｉｎ多克隆抗体（ｓｃ１３０６５６）、小鼠抗Ｐ糖蛋

白（Ｐｇｐ）单克隆抗体（ｓｃ５９５９３）和羊抗Ｃａｓｐａｓｅ３

多克隆抗体（ｓｃ１２２５）均购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐

［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ２ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌ２Ｈ

ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］、卡莫司汀（ｃａｒｍｕｓｔｉｎｅ，

ＢＣＮＵ）、洛莫司汀（ｌｏｍｕｓｔｉｎｅ，ＣＣＮＵ）和替莫唑胺

（ｒｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）均购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　犆犆犖犇１表达沉默或过表达　根据本课题组

前期犆犆犖犇１表达沉默和过表达研究方法
［１１１２］，采

用慢病毒载体系统（ＬＶＴＨＭ载体，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司）构建ＬｅｎｔｉｓｈＲＮＡ、ＬｅｎｔｉＣＣＮＤ１和 Ｌｅｎｔｉ

ＧＦＰ表达载体。

１．３　蛋白质印迹法　收集亲代ＳＨＧ４４细胞、对照

组（ＬｅｎｔｉＧＦＰ）、犆犆犖犇１过表达组（ＬｅｎｔｉＣＣＮＤ１）

和犆犆犖犇１表达沉默组（ＬｅｎｔｉｓｈＲＮＡ）对数生长期

细胞，根据文献［３］方法提取蛋白并定量、电泳、转

膜、封闭、标记一抗和二抗、洗膜、显色、扫膜。一抗

包括抗Ｂｃｌ２一抗（１∶１０００稀释）、抗βａｃｔｉｎ一抗

（１∶１０００稀释）、抗Ｐｇｐ一抗（１∶１０００稀释）和抗

Ｃａｓｐａｓｅ３一抗（１∶１０００稀释）。

１．４　ＭＴＴ实验　采用０．２５％胰酶消化生长良好

的ＳＨＧ４４细胞，配制单细胞悬液，调细胞密度为

２×１０４／ｍＬ，然后取１８０μＬ细胞悬液接种至９６孔

板，每株细胞设３个实验孔。于３７℃、５％ＣＯ２、饱

和湿度条件下培养２４ｈ，然后３孔分别加入２０μＬ

ＢＣＮＵ、ＣＣＮＵ、ＴＭＺ继续培养。设置药物浓度为

ＢＣＮＵ０．０５、０．２５μｇ／ｍＬ，ＣＣＮＵ２０、８０μｇ／ｍＬ及

ＴＭＺ９．１μｇ／ｍＬ。各组每个条件均设３个复孔。
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细胞培养４８ｈ后，每天取１块９６孔板行 ＭＴＴ实

验：（１）弃去培养液，每孔加入２０μＬ５ｍｇ／ｍＬ

ＭＴＴ溶液和１８０μＬ新鲜培养液，混匀；（２）３７℃、

５％ＣＯ２条件下培养４ｈ；（３）弃去反应液，每孔添加

１５０μＬ二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）；

（４）振荡１０ｍｉｎ使反应液溶解混匀；（５）使用酶标仪

读取５７０ｎｍ处的光密度（犇）值，连续检测５ｄ，绘制

细胞生长曲线。

１．５　统计学处理　数据分析采用ＳＰＳＳ１９．０软件。

呈正态分布的计量资料以珔狓±狊表示，多组间比较采

用单因素方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　犆犆犖犇１表达沉默及过表达对Ｐｇｐ、Ｂｃｌ２和

Ｃａｓｐａｓｅ３的影响　与亲代ＳＨＧ４４细胞和对照组

细胞相比，犆犆犖犇１过表达组细胞多药耐药 １

（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１，犕犇犚１）基因表达产物Ｐｇｐ

和凋亡因子Ｂｃｌ２的表达水平均增高，Ｃａｓｐａｓｅ３的

表达水平降低，差异均有统计学意义（犘＜０．０５，

犘＜０．０１）；而犆犆犖犇１表达沉默组细胞Ｐｇｐ和Ｂｃｌ２

表达水平均降低，Ｃａｓｐａｓｅ３表达升高，差异均有统

计学意义（犘均＜０．０１）。见图１。

２．２　化学治疗药物对犆犆犖犇１表达沉默的ＳＨＧ４４

细胞生长曲线的影响　由图２可见，各浓度ＢＣＮＵ、

ＣＣＮＵ处理ＳＨＧ４４细胞的第２、３、４、５天，犆犆犖犇１

表达沉默组、对照组细胞及亲代ＳＨＧ４４细胞的生

长曲线差异均无统计学意义（犘 均＞０．０５）。而

９．１μｇ／ｍＬＴＭＺ处理细胞的第４、５天，犆犆犖犇１表

达沉默组ＳＨＧ４４细胞的生长被抑制，与对照组细

胞和亲代ＳＨＧ４４细胞相比差异均有统计学意义

（犘均＜０．０５）。结果表明犆犆犖犇１表达沉默可能与

ＴＭＺ对ＳＨＧ４４细胞的生长有协同抑制作用，而

ＢＣＮＵ、ＣＣＮＵ则无此协同作用。

图１　犆犆犖犇１表达沉默和过表达对犕犇犚１基因表达产物犘犵狆和犅犮犾２、犆犪狊狆犪狊犲３蛋白质表达的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆犆犖犇１狊犻犾犲狀犮犻狀犵犪狀犱狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀犕犇犚１犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋

犘犵狆犪狀犱犅犮犾２，犆犪狊狆犪狊犲３狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊

ＭＤＲ１：Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１；Ｐｇｐ：Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂｃｌ２：Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２．犘＜０．０５，犘＜０．０１．狀＝３，珔狓±狊

图２　犅犆犖犝、犆犆犖犝和犜犕犣对犆犆犖犇１表达沉默的犛犎犌４４细胞生长曲线的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犅犆犖犝，犆犆犖犝犪狀犱犜犕犣狅狀犵狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狊狅犳犆犆犖犇１狊犻犾犲狀犮犲犱犛犎犌４４犮犲犾犾狊

ＢＣＮＵ：Ｃａｒｍｕｓｔｉｎｅ；ＣＣＮＵ：Ｌｏｍｕｓｔｉｎｅ；ＴＭＺ：Ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ．犘＜０．０５ｖｓＳＨＧ４４ａｎｄＬｅｎｔｉＧＦＰｇｒｏｕｐｓａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．狀＝３，珔狓±狊
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２．３　犆犆犖犇１表达沉默促进Ｕ２５１细胞对ＴＭＺ的

治疗敏感性　为进一步明确犆犆犖犇１表达沉默在其

他胶质母细胞瘤细胞株中能否促进ＴＭＺ的治疗敏

感性，本研究以Ｕ２５１细胞ＩＣ５０浓度（９．１μｇ／ｍＬ）的

ＴＭＺ处理犆犆犖犇１表达沉默组、对照组和亲代人胶

质母瘤细胞株 Ｕ２５１细胞，并绘制细胞生长曲线。

结果（图３）显示，犆犆犖犇１表达沉默联合ＴＭＺ共同

作用较犆犆犖犇１表达沉默或ＴＭＺ单独作用能更有

效地抑制Ｕ２５１细胞的增殖，差异均有统计学意义

（犘均＜０．０５）。

图３　犆犆犖犇１表达沉默促进犝２５１细胞对犜犕犣的治疗敏感性

犉犻犵３　犆犆犖犇１狊犻犾犲狀犮犻狀犵狆狉狅犿狅狋犲狊犮犺犲犿狅狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔

狅犳犝２５１犮犲犾犾犾犻狀犲狊狋狅犜犕犣

ＴＭＺ：Ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ．犘＜０．０５ｖｓＵ２５１ａｎｄＬｅｎｔｉＧＦＰｇｒｏｕｐｓａｔ

ｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ；△犘＜０．０５ｖｓＬｅｎｔｉｓｈＲＮＡａｎｄＴＭＺｇｒｏｕｐｓａｔ

ｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

为深入研究犆犆犖犇１表达水平异常与脑胶质瘤

化学治疗敏感性之间的关系，本研究构建了犆犆犖犇１

表达沉默和过表达胶质母细胞瘤细胞株模型。蛋白

质印迹法检测结果发现犆犆犖犇１表达沉默可以下调

犕犇犚１表达产物Ｐｇｐ的表达，而犆犆犖犇１过表达则

上调Ｐｇｐ的表达。表明犆犆犖犇１表达水平异常可

能参与胶质母细胞瘤细胞株化学治疗耐药的相关机

制。由于不同化学治疗药物作用的分子机制不同，

本研究选用脑胶质瘤治疗中常用的３种化学治疗药

物，筛选可与犆犆犖犇１表达沉默协同促进肿瘤细胞

化学治疗敏感性的药物。

通过 ＭＴＴ实验并绘制细胞生长曲线发现，在

不同浓度ＢＣＮＵ和ＣＣＮＵ的作用下，ＳＨＧ４４亲代

细胞株与犆犆犖犇１沉默表达细胞株的生长无明显差

别。而与上述ＢＣＮＵ、ＣＣＮＵ不同，ＴＭＺ则能有效

抑制ＳＨＧ４４细胞的增殖。

为进一步研究在其他胶质母细胞瘤细胞株中，

犆犆犖犇１表达沉默能否促进ＴＭＺ化学治疗的敏感

性，本研究以Ｕ２５１细胞株ＩＣ５０浓度的ＴＭＺ处理

犆犆犖犇１过表达或表达沉默的Ｕ２５１细胞，并绘制细

胞生长曲线，结果表明犆犆犖犇１表达沉默联合ＴＭＺ

作用比犆犆犖犇１表达沉默或者ＴＭＺ单独对Ｕ２５１

细胞增殖的抑制作用更加明显。

综上所述，犆犆犖犇１表达沉默可以促进胶质母

细胞瘤对ＴＭＺ的化学治疗敏感性。其可能机制：

（１）通过调节Ｐｇｐ的表达水平促进肿瘤细胞对

ＴＭＺ的化学治疗敏感性。研究表明ＴＭＺ是Ｐｇｐ

的作用底物之一［１３］。犆犆犖犇１表达沉默使ＳＨＧ４４

细胞中Ｐｇｐ的表达下调，从而增加了细胞内ＴＭＺ

的有效浓度，加强了ＴＭＺ对肿瘤细胞的杀伤作用。

（２）通过调节凋亡因子的表达水平促进肿瘤细胞对

ＴＭＺ的化学治疗敏感性。犆犆犖犇１表达沉默通过下

调Ｂｃｌ２、上调Ｃａｓｐａｓｅ３表达水平促进肿瘤细胞凋

亡。此外，ＴＭＺ也能够通过调控Ｂｃｌ２和Ｃａｓｐａｓｅ３

等的表达水平诱导肿瘤细胞凋亡［１４１６］。因此，

犆犆犖犇１表达沉默可能通过改变Ｂｃｌ２、Ｃａｓｐａｓｅ３等

的表达水平促进肿瘤细胞对ＴＭＺ的化学治疗敏

感性。
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