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!"#$% 诱导人胶质瘤细胞凋亡与表皮生长因子受体基因关系

姚声涛$唐文渊$郭)川))"重庆医科大学附属第一医院神经外科$重庆 %"""!*#

))摘)要! 目的)研究+,-.! 诱导神经胶质瘤细胞的凋亡作用$探讨+,-.! 对表皮生长因子受体信号转导通路抑制效
应的分子机制% 方法)采用+/01234567/83介导的基因转染技术$将质粒 049:;<=!#+,-.! 转染原代神经胶质瘤细胞$应用
逆转录聚合酶链反应",>#?@,#和A3B53C8 DE15方法检测转染后胶质瘤细胞 +,-.! 和 F.G,7,:;与蛋白水平的变化$
A3B53C8 DE15方法检测神经胶质瘤细胞?H@!&I6J&D4E#& 蛋白水平的变化% K>>法和流式细胞技术分析细胞的增殖和凋亡
的变化% 结果)细胞中转染 049:;<=!#+,-.! 组中以 +,-.! 7,:;和蛋白质的表达水平较未处理组和转染空载体组明
显升高$而F.G,7,:;和蛋白质的表达水平较对照组和转染空载体组明显降低$?H@!&I6J表达上调$D4!#& 表达下降$
胶质瘤细胞生长受到抑制$凋亡显著增强% 结论)+,-.! 可能通过参与形成 F.G,的负反馈环$从多种途径抑制了肿瘤
的生长%
))关键词! 胶质瘤’ +,-.!’ 表皮生长因子受体
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))胶质瘤是神经系统中最常见的恶性肿瘤% 表皮生
长因子受体"30/T3C76EPC1X5O 26451CC343051C$ F.G,#
及其配体构成的信号系统异常与神经胶质瘤的发生密

切相关(!) % 长期以来$对该系统的潜在抑制途径研究
很少% 近来研究表明$一种果蝇属表面糖蛋白
H3[[18#!$其参与形成表皮生长因子受体的负反馈环
路(&$<) % H3[[18#! 由表皮生长因子"30/T3C76EPC1X5O
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26451C$ F.G#诱导产生$结合F.G,以抑制F.G,介导
的信号转导% :/EBB18 等(%)在人类基因组中找到了与

H3[[18#! 结构相似蛋白"+,-.! 蛋白#的 +,-.! 基因$
在人体组织中克隆并测序成功% 目前$国外对 +,-.!
基因的研究尚处于检测 +,-.! 在人体多种组织和部
分肿瘤的表达的阶段% 本研究通过研究人胶质瘤细胞
转染+,-.! 基因后细胞生长活性及凋亡情况的改变$
探讨+,-.! 对胶质瘤的作用及相关分子机制%

%=材料与方法

!=!)细胞培养
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胶质瘤新鲜标本组织 &’ 例$患者术前均未进行过放疗和化疗%
其中男性 !* 例$女性 !& 例$星形细胞肿瘤"级 $ 例&#级 !"
例&$级 (例&%级 * 例%
))超净台内取出无菌小瓶内的肿瘤组织块$置入装有
9#U68[B液的培养皿中$用显微镊仔细的剔除血凝块&脑膜$再
用9#U68[B液漂洗 &次$眼科剪将组织剪成 ! 77<左右的小块%
正常脑组织及部分质地较软的肿瘤组织块可于漂洗后用吸管

吹打成小块$移入 $" 7E的细胞培养瓶内$然后进行培养&纯化&
传代$具体方法参考文献($)%

!=&)049:;<=!#+,-.! 质粒转染胶质瘤
))将原代神经胶质瘤细胞以 ! _!"* ‘7E接种至 * 孔板$待其
生长至 ]"a融合时$应用脂质体+/01234567/83和?ERB试剂盒按
说明书进行转染$分为!&对照组"未处理组#’’转染 049:;<=
!"空载体#组’(转染 049:;<=!#+,-.! 组%

!=<)逆转录聚合酶链反应
!=<=!)引物设计))?@,引物根据.38I68[中的序列自行设
计$由上海生物工程有限公司合成% +,-.! 引物序列为!正义
$b#;>@;>@;@@@;.@@;.;;;@#<b$ 反 义 $b#@>;@@.>..>@#
@@;>@@>>#<b’ F.?, 引 物 序 列 为! 正 义 $b#@;@.@;.>>#
...@;@>>>>.#<b$ 反 义 $b#>>...;@;.@>>..;>@;@#<b’
.;9?U引物序列为!正义 $b#;@..;>>>..>@.>;>>...#<b$
反义 $b#>.;>>>>..;...;>@>@.@#<b%
!=<=&),>#?@,检测))转染 %’ O后$>C/Z1E试剂"./D41#一步
法分别提取胶质瘤细胞的总 ,:;$用 K#K+̂ 逆转录酶"?C1#
73P6公司#进行反转录$?@,扩增 +,-.! 和 F.G,$同时扩增
.;9?U作内参照% +,-.! 的 ?@,反应条件为!]% c预变性
& 7/8$]% c变性 <" B$$’ c ! 7/8$(& c ! 7/8$<" 个循环$最后
延伸 ( 7/8扩增片段大小为 ’]& D0!F.G,的?@,反应条件为!
]% c 预变性 & 7/8$]% c变性 <" B$$* c ! 7/8$(& c ! 7/8$<"
个循环$最后延伸 ( 7/8$扩增片段大小为 %(% D0%

!=%)蛋白分析
))应用K#?F,>K哺乳动物蛋白提取试剂盒"?/3C43公司#提
取转染 %’ O 后的&&’&(组胶质瘤细胞的总蛋白$用 A3B53C8
DE15分析+,-.!&F.G,&D4E#&&I6J&?H@!&)#645/8蛋白的表达%

!=$)图像分析
))运用德国 +F-@;d$$M-A图像分析仪对 ,>#?@,&A3B53C8
DE15结果进行图像分析$计算条带的积分吸光度"-;#$-;e平
均吸光度_面积%

!=*)流式细胞仪检测细胞凋亡
))转染前&后的胶质瘤细胞用 (%a乙醇 f&" c固定过夜$
?IN洗 ! 遍$依次加入 $" *P‘7E碘化丙锭 "?-#和 ! 7P‘7E
,:6B3;$室温避光孵育 <" 7/8后上机检测%

!=()细胞体外生长活性的检测"K>>法#
))选取对数生长期的培养细胞$用 "=&$a胰蛋白酶消化$以
! _!"% ‘孔的密度种于 ]* 孔板$每孔设 *个复孔’以不含细胞的
培养液作为空白对照% &% O 后应用脂质体 +/01234567/83和
?ERB分别转染空载体和 049:;<=!#+,-.! 质粒$培养 %’ O 和
(& O 后$加入K>>&" *E"$ 7P‘7E#$再培养 % O 显色% 培养结
束后$小心吸干培养液$加入二甲基亚矾"9KNM#!$" *E$振荡
至蓝色结晶物完全溶解后$用酶联免疫检测仪测 %]" 87处吸

光度值(!"%]"#)% 癌细胞生长抑制率 e(! f实验组平均 !
"%]"#‘对照组平均!"%]"#) _!""%

!=’)统计学分析
))计量资料采用 !"g#$应用 N?NN !<=" 统计软件行方差分析
和$检验%

>=结果

&=!),>#?@,法检测细胞中 +,-.! 7,:;及 F.G,
7,:;的表达

))转染 %’ O后$,>#?@,结果表明$转染 049:;<=!#+,-.! 组
中+,-.! 7,:;的表达水平较未处理组和转染空载体组明显
升高$而未处理组与转染空载体组相比$无显著性差异"%e
"h<($#!而转染 049:;<=!#+,-.! 组中 F.G,7,:;的表达水
平较未处理组和转染空载体组明显降低"图 !$表 !#%
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K! 标准"!"" D0 9:;梯度#’ !&&! 未处理组’ <&%! 049:;<=! 转
染组’ $&*! 049:;<=!#+,-.! 转染组’ (!空白组

图 %=细胞中!"#$% 和7$8"5"?9的表达

表 %=细胞中!"#$% 和7$8"5"?9表达的积分光密度分析""!@"#

))组别 +,-.! F.G,
049:;<=!#+,-.! 转染组 &="!* g"=!"& "=%%! g"="<!
049:;<=! 转染组 "=<$! g"="<! "=]*$ g"="$&
未处理组 "=%]’ g"="&] !=!%& g"="$]
% i"="! i"="!

&=&)细胞中相关指标蛋白质的表达
))转染 %’ O后$A3B53C8 DE15结果表明$在细胞中转染 +,-.!
组中+,-.! 的蛋白表达较未处理组和转染空载体组升高’而转
染 049:;<=!#+,-.! 组中F.G,的蛋白表达较未处理组和转染
空载体组显著降低"%i"="!#"表 &#% 转染后 ?H@!和 I6J表
达比转染前增强$D4E#& 表达转染后比转染前减弱"%i"="$#
"表 <#%

表 >=!"#$% 和7$8"蛋白表达""!@"#

))组别 +,-.! F.G,
049:;<=!#+,-.! 转染组 !=’’( g"=!!* "=*]’ g"="*!
049:;<=! 转染组 "=<%* g"="<& !="!" g"="$$
未处理组 "=$&( g"="<$ !=&(& g"="(*
%))))))) i"="! i"="!

表 A=B;C!&D(E&04’F> 转染前后表达情况

指标 转染前 转染后 %
?H@! "=*(" g"="%& !=<&$ g"="’* "="!*
I6J "=$%( g"="&& !=&*! g"="(% "="!%
D4E#& !=$*( g"=!"& "=("’ g"="<* "="!&

’$! )))))))))))))第)三)军)医)大)学)学)报))))))))))))第<"卷



第 &期) 姚声涛$等=+,-.! 诱导人胶质瘤细胞凋亡与表皮生长因子受体基因关系)

&=<)转染+,-.基因对细胞的生长抑制作用
))K>>结果显示$转染 +,-.! 基因可明显抑制细胞的生长$
%’ O 细胞生长抑制率与未处理组和转染空载体组相比$有显著
性差异"%i"h"!#"表 %#%

表 G=转染!"#$’基因对细胞的生长抑制作用

!"%]"# "!"g## 抑制率"a#
组别))

%’ O (& O %’ O (& O
未处理组 "=]$’ g"="($ "=](! g"=!"$ "="" "=""
转染 049:;<=! 组 "=]!< g"=!!( "=’*" g"="(* *=(’ ]=$%
转染 049:;<=!#+,-.! 组 "=%’! g"="$& "=%%& g"="%! %]=!’6 $%="]

6! %i"h""!$与转染+,-.! 基因组比较

&=%)+,-.E基因诱导细胞凋亡的动态变化
))流式细胞仪进行凋亡分析结果见图 &$细胞经转 +,-.! 基
因 &% O后出现凋亡$%’ O时凋亡更加明显% 转基因组细胞凋亡
率与未处理组&转染空质粒组相比$具有显著性差异"%i"h"!#%
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;!未处理组 &% O’ I!转染 049:;<=! 组 &% O’@!转染 049:;<=!#
+,-.! 组 &% O’ F!未处理组 %’ O’ G!转染 049:;<=! 组 %’ O’.!转
染 049:;<=!#+,-.! 组 %’ O
图 >=流式细胞仪检测转染!"#$% 基因对细胞的诱导凋亡作用

A=讨论

))目前$对+,-.! 作用的探讨主要建立在对与其同
源的果蝇属的 H3[[18#! 及鼠的 +,-.! 研究的基础
上(*$() % 研究表明$转染 +,-.! %’ O 后$与未转染
+,-.E及转染空载体的细胞相比$,>#?@,和 A3B53C8
DE15结果显示 +,-.! 表达显著增强$而 F.G,表达明
显减弱% 说明 +,-.! 与 F.G,在 7,:;和蛋白水平
的表达上均存在一定的负相关% 转染 +,-.! 后$细胞
中的 F.G,在蛋白水平上表达下调$推测可能存在的
原因有!&+,-.! 蛋白加速了配体#受体复合物的内降
解’’+,-.! 蛋白减少了UF,& 异源二聚体的形成$使
直接循环利用的受体减少% 转染 +,-.! 后$细胞中的

F.G,在7,:;上表达下调可能存在的机制还有待进
一步研究%
))F.G,位于细胞信号通路的起始处$在细胞存活&
凋亡&黏附&增殖等有重要作用(’) $它在胶质瘤中主要
通过过表达的方式$借助自分泌&旁分泌刺激的途径引
起信号转导的不适当增强$在胶质瘤的生长和增殖中
起关键作用% +,-.! 蛋白通过对F.G,的直接接触抑
制了F.G,介导的信号转导!细胞在转染 +,-.! 质粒
后$+,-.! 蛋白表达增强$细胞的增殖明显减弱$细胞
大量凋亡% 这些现象可解释为F.G,介导的信号转导
通路受到抑制导致其效应的明显减弱% +,-.! 负反馈
可能有几种机制!&配体受体复合物的内化’’过磷酸
化导致受体敏感度下降’(胞内段和跨膜段蛋白产生
抑制作用’+某些特殊信号转导物的蛋白水解%
))凋亡是多细胞器官中一种清除受损细胞的常见过
程% 丧失或抑制凋亡可能与癌症发生或肿瘤细胞对治
疗产生抵抗性相关% 在调节凋亡的蛋白中$D4E#& 和
I6J蛋白是关键性调节因子% D4E#& 蛋白促进细胞生
存或抑制凋亡$I6J则促使凋亡发生% 据报道$D4E#&
蛋白分布于线粒体膜&胞浆膜内侧面&核周内浆网&核
膜内&外层以及核$I6J和 D4E#& 的非正常平衡可维持
胶质瘤生长$减少细胞凋亡% 本实验结果显示 +,-.!
可能间接地打破了这一平衡$使 I6J表达增高和"或#
D4E#& 表达降低% 在对抗 F.G,单克隆抗体 435RJ/76D
及用F.G,反义,:;转染胶质瘤的研究报道中也看
到过类似的表述(]$!") %
))?H@生物学作用可以概括为 & 个方面!首先$在生
长因子的作用下$可逆性表达增多$激活有丝分裂原活
化蛋白激酶$后者进入细胞核内$促进 9:;复制和转
录$细胞生长’另外$还可以通过 D4E#& 等抗凋亡路径$
抑制细胞凋亡% 研究表明$?H@的表达有明显的组织
特异性$即在不同的系统中同功酶的种类和作用不尽
相同% 在恶性胶质瘤中?H@!增多$而在结肠癌中$表
达减少$提示前者?H@!有着癌基因的作用$而在后者
却有着抑癌基因的作用% ?H@!同功酶与人脑胶质瘤
的关系目前尚无定论$研究表明人脑胶质瘤细胞经佛
波酯刺激后$其增殖必须依赖充足的 ?H@!的表达%
另外$肿瘤的侵袭性增强和?H@!有关% 在本实验中$
我们检测到转染 +,-.! 后 ?H@!表达减弱$推测
+,-.! 可能通过下调?H@!抑制胶质瘤增殖活性%
))在本实验中$我们观察到了 +,-.! 对人神经胶质
瘤细胞F.G,7,:;和蛋白表达的下调作用$对这种
作用产生的机制$还停留在体外实验阶段$我们观察到
转染+,-.! 后$细胞的凋亡明显增强$对 +,-.! 的作
用机制我们作了相应的推测$准备进一步体内实验研
究$寄望它能成为新的抑癌基因或新的治疗靶点%

]$!))
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个案与短篇 文章编号!!"""#$%"%"&""’#"&#"!*"#"!

原发性眼眶淋巴瘤的CH&I"#表现

李颖浩!$&$秦)伟!$向)红!$屈)娅!))" !第三军医大学西南医院全军眼科中心$重庆 %"""<’’&河北省保定市第二医院眼
科$河北保定 "(!""" #

))眼眶淋巴瘤"1CD/56EEQ70O176#在眶部肿瘤发病中占 !"=
<<a(!) $结膜受累的患者具有特征的鱼肉样外观$临床诊断较
容易$而眶深部的淋巴瘤诊断困难$主要通过病理诊断$影像学
研究的积累较少$少见将K,-信号表现与@>密度对照观察的
文献报道% 为此$本研究观察分析肿瘤的 K,-信号表现与 @>
密度的关系$以期提高对该病的诊断能力%

%=临床资料

))回顾性分析 <! 例"<* 眶#原发性眼眶淋巴瘤患者$男性 &%
例$女性 (例$年龄 & l*( 岁$均经病理证实% @>检查 <! 例"<*
眶#$其中 &" 例"&& 眶#增强扫描’K,-检查 !% 例"!* 眶#$其中
% 例"$眶#增强扫描">!A-&脂肪抑制#$观察肿瘤的位置&形
态&边界&@>密度&K,-信号表现&以及 K,-信号表现与 @>密
度的关系%

>=结果

))<! 例中$双眼发病 $ 例$其中先后 & 次就诊时分别被发现
< 例% 病理诊断为I细胞型 &] 例$>细胞型 & 例$其中 ! 例为
鼻型:H‘>细胞淋巴瘤% 发病部位!眶内弥漫生长 (例"( 眶#$

))作者简介!李颖浩$男$河北省保定市人$硕士研究生$主治医师$主要从事视
光学方面的研究% 电话!""<!&#<"]](""$ F#76/E!EQO6181\Q6O11=
417=48

))通信作者!秦)伟$电话!""&<#*’(*$’’"$F#76/E!X3/V/8"("(\!*<=417
))收稿日期!&""(#!!#!]’修回日期!&""(#!&#!!

球周间隙为主 (例"’ 眶#$肌锥内&外间隙为主 !" 例"!< 眶#$
泪腺区 &例"< 眶#$泪囊区 ! 例"! 眶#$结膜 & 例"< 眶#$鼻窦
受累$轻度骨质破坏 &例"& 眶#%
))I细胞型 &] 例"<% 眶#的 @>表现为均匀&近均匀软组织
密度$其中K,-检查 !& 例$为长>!或稍长>!&稍长>&均匀或近
均匀信号表现’& 例"& 眶# >细胞型 @>表现为不均匀软组织
密度$K,-检查均为以长 >!&短 >&为主的不均匀信号表现"图
!;l9#%

!!

!"!#

!$
;!水平位 @>平扫示$左眼眶弥漫性软组织肿块$密度不均匀’
I!水平位@>增强扫描示$左眼眶弥漫性软组织肿块无明显强化表
现’@!K,-示$在>!A-上见肿瘤以长 >! 为主的不均匀信号表现’
9!K,-示$在>&A-上肿瘤呈以短>& 为主的不均匀信号表现
图 %=同一患者的左眼眶H细胞型淋巴瘤的CH&I"#表现
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