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ＬＡＰＴＭ４Ｂ在胶质瘤组织中表达及对细胞增殖和侵袭力的影响
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　　［摘要］　目的　检测胶质瘤组织中溶酶体相关 ４次跨膜蛋白 Ｂ（ｌｙｓｏｓｏｍｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４ｂｅｔａ，ＬＡＰＴＭ４Ｂ）蛋白表达，探讨其对细胞增殖和侵袭力的影响以及与患者预后的相关
性。方法　选取２０１１年６月至２０１５年６月在新乡市中心医院行手术切除的胶质瘤患者８６例，术后随
访，随访截止时间２０１８年６月３０日。选取同期正常脑组织２５例，免疫组化（ＳＰ法）检测胶质瘤和正常
脑组织中ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达，生存分析采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法和ＬｏｇＲａｎｋ检验，影响患者预后的风险因
素分析采用Ｃｏｘ比例风险模型分析，培养 Ｕ２５１细胞并分为 ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组、ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白
组，实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测细胞中 ＬＡＰＴＭ４Ｂ表达，ＭＴＴ法和克隆形成实验检测细胞增殖能力，
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移和侵袭力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中 ＬＡＰＴＭ４Ｂ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达。结果　ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白在胶质瘤组织中的阳性表达率为７７．９１％，高于正常脑组织
中的２８．００％（Ｐ＜０．００１）；ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阳性表达率在不同 ＷＨＯ分级差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析结果显示，ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阳性表达组患者中位生存时间和累积生存率低于
ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阴性表达组（Ｐ＝０．００２）；Ｃｏｘ比例风险模型分析结果显示，ＷＨＯ分级和 ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白
表达是影响胶质瘤患者预后的风险因素（Ｐ＜０．０５）；与 ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组比较，ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组
细胞中ＬＡＰＴＭ４ＢｍＲＮＡ和蛋白相对表达量降低（Ｐ＜０．０５），２４、４８、７２、９６ｈ时光密度值及细胞克隆数、
迁移细胞数、侵袭细胞数、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量均降低，而Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量升高（Ｐ＜
０．０５）。结论　ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白在胶质瘤组织中高表达，促进细胞增殖和侵袭，其机制可能与上皮间质
转化有关。ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达高低与胶质瘤患者生存有关。
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　　胶质瘤是颅内高发恶性肿瘤，侵袭力强、易复发、
病死率高是其主要特点［１］，尽管现有的手术及辅助放

化疗手段不断进步，但患者总体预后依然较差［２］。研

究表明，侵袭性生长是导致胶质瘤预后不佳的主要因

素［３］。因此，深入探索与胶质瘤恶性生物学行为相关的

靶标基因，对指导治疗及改善患者预后具有重要意义。

　　溶酶体相关 ４次跨膜蛋白 Ｂ（ｌｙｓｏｓｏｍｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４ｂｅｔａ，ＬＡＰＴＭ４Ｂ）是新近发现
的一种具有癌基因特性的基因，广泛存在于机体内，在

调控细胞增殖、分化、迁移、侵袭及凋亡中发挥重要作

用［４］，在多种恶性肿瘤组织中呈高表达，参与了肿瘤

发生、进展及转移浸润过程［５－７］。本研究检测胶质瘤

组织中ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达，探讨其与临床指标及预
后的关系，并观察其对胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖、凋亡及
侵袭力的影响，以期为胶质瘤机制研究提供基础资料。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　选取２０１１年６月至２０１５年６月在新乡市中心医
院行手术切除的胶质瘤患者８６例，术前未接受放化疗，
术后病理学检查确诊。其中，男性５１例，女性３５例，年
龄２０～６９（４７．２５±１０．６４）岁，根据 ＷＨＯ分级标准［８］：

Ⅰ级１０例，Ⅱ级２６，Ⅲ级２２例，Ⅳ级２８例。同期，选
取因脑外伤行颅内减压患者２５例作为对照，男性１３例，
女性１２例，年龄２０～６５（４６．８５±１１．２１）岁，两组患者
性别、年龄差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。术中留取胶
质瘤组织和正常脑组织。所有患者术后进行随访，随

访形式包括电话、门诊复查，随访截止时间 ２０１８年
６月３０日，以死亡作为终点事件，随访中，失访 ５例，
随访率９４．１９％。
１．２　主要试剂
　　免疫组化试剂盒及配套试剂购自北京中衫金桥生
物，兔抗人ＬＡＰＴＭ４Ｂ一抗购自Ａｂｃａｍ公司，辣根过氧
化物酶标记的羊抗兔二抗和 ＤＭＳＯ购自 Ｓｉｇｍａ公司，
Ｕ２５１细胞购自中科院上海生科院细胞资源中心，
ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、链霉素和链霉素购
自Ｇｉｂｉｃｏ公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂和 ＴＲＩｚｏｌ
总ＲＮＡ提取试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＬＡＰＴＭ４Ｂ干扰
序列（ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ）和阴性对照序列（ｓｉＲＮＡＮＣ）
由上海美轩生物科技有限公司构建，反转录和ＰＣＲ试
剂购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＬＡＰＴＭ４Ｂ和 ＧＡＰＤＨ由生工生
物工程（上海）股份有限公司设计合成，ＭＴＴ购自上海
炎熙生物科技公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，
Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶购自 ＢＤ公司，兔抗人 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
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Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及Ｖｉｍｅｎｔｉｎ一抗购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。
１．３　方法
１．３．１　免疫组化　　采用 ＳＰ法检测 ＬＡＰＴＭ４Ｂ的
表达情况。采用半定量法判定结果［９］：①染色强度：
按无染色、浅黄色、黄色、黄褐色分别赋予０、１、２、３分；
②阳性细胞百分比：按＜５％、５％～２５％、２５％～５０％、
５０％～７５％、＞７５％分别赋予 ０、１、２、３、４分。将①×②
得分判定结果，０～３分为阴性（－），≥４分为阳性（＋）。
每个病理切片均由病理科２位具有副主任医师职称的
医师盲法完成观察。

１．３．２　细胞培养　　用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培
养基在３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２培养箱中对 Ｕ２５１细
胞培养。胰酶消化，传导培养，待细胞融合度在 ８０％
以上时，分组转染。①ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组：按照小分
子干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）技术操作步
骤，利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂转染 ＬＡＰＴＭ４Ｂ
ｓｉＲＮＡ序列：正义链：５′ＧＧＡＵＣＡＧＵＡＵＡＡＣＵＵＵＵ
ＣＡＴＴ３′，反义链：５′ＵＧＡＡＡＡＧＵＵＡＵＡＣＵＧＡＵＣＣＧＧ
３′；②ｓｉＲＮＡＮＣ组：方法同 ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组，转染
阴性对照序列：正义链：５′ＧＡＡＵＵＡＡＵＵＡＡＡＧＡＵＧＧＣ
ＣＣＧＵＵＧＵＡＣＵ３′，反义链：５′ＵＣＡＵＣＧＡＡＧＵＵＡＵＡＧＧ
ＧＡＵＡＣＡＵＵＡＣＧＵＧＡＵＣ３′；③空白组：不作任何处理。
１．３．３　实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测　　用总 ＲＮＡ
提取试剂提取细胞中总ＲＮＡ，使用紫外分光光度计检
测纯度。按反转录试剂盒说明反转录为 ｃＤＮＡ，使用
实时荧光定量 ＰＣＲ仪按 ＰＣＲ试剂盒说明对引物扩
增。引物序列：上游：５′ＴＧＴＴＡＣＣＡＧＣＡＡＴＧＡＣＡＣ
ＴＡＣＧ３′，下 游：５′ＡＴＧＴＣＴＧＣＡＡＡＧＴＣＡＡＧＣＴＧ３′；
ＧＡＰＤＨ：上游：５′ＣＣＡＴＣＡＡＴＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧ３′，下
游：５′ＧＡＣＧＧＴＧＣＣＡＴＧＧＡＡＴＴＴ３′。反应条件：９５℃
３ｍｉｎ，９４℃ ２０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７５℃ ３０ｓ，连续循环
３８次。用２－△△Ｃｔ法计算细胞中ＬＡＰＴＭ４ＢｍＲＮＡ相对
表达量。

１．３．４　ＭＴＴ细胞增殖实验　　收集各组转染２４ｈ细
胞，消化，接种于９６孔板，细胞数为２×１０４／孔，继续在
３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２培养箱中培养。分别于 １２、
２４、４８、７２、９６ｈ时，各孔中加入 ＭＴＴ液（５ｍｇ／ｍＬ）
５０μＬ，室温培养５ｈ，弃去培养液，加入ＤＭＳＯ，充分震
荡使结晶物充分溶解，用酶标仪检测各孔在４９０ｎｍ波
长处光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．３．５　肿瘤细胞克隆形成实验　　各组细胞转染后
培养４８ｈ，胰酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取沉
淀，用完全培养液重悬，细胞数为５００／ｍＬ，取１×１０３个

细胞均匀平铺于塑料培养皿中，在 ３７℃、饱和湿度、
５％ＣＯ２培养箱中培养，２周后，用甲醇和冰醋酸混合液
固定，结晶紫染色，倒置显微镜观察，以≥５０个细胞集
落为１个克隆，计数克隆数。
１．３．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移和侵袭能力　　细
胞迁移能力检测：各组细胞转染后培养 ４８ｈ，胰酶消
化，离心，无血清培养液重悬，细胞数为５×１０５／ｍＬ，取
２００μＬ加入上室，下室加入含２０％血清培养液６００μＬ，
在３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，甲醛
固定，结晶紫染色，显微镜观察，计数穿膜细胞数。细

胞侵袭力检测：将基质胶用预冷无血清培养液稀释后，

加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，风干备用，其余步骤同细胞
迁移能力检测。

１．３．７　蛋白质提取以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　使用总
蛋白提取试剂盒提取各组细胞中总蛋白，按ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒检测蛋白浓度。取３０μｇ总蛋白，行
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，电转至 ＰＶＤＦ膜，用 ５％脱脂奶
粉封闭６０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ冲洗３次，加入兔抗人Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体一抗，４℃下过夜孵育，
ＴＢＳＴ冲洗３次，加入二抗，室温孵育１２０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ冲
洗３次，暗室下加入 ＥＣＬ液反应 １０ｍｉｎ，拍照，使用
ＩｍａｇｅＪ图像分析软件，以 βａｃｔｉｎ为参考分析各目的
蛋白相对表达量。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件分析，每项实验至少重
复３次，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素
方差分析和ＬＳＤｔ检验；计数资料采用率值表示，组间
比较采用 χ２检验；生存分析采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法和
ＬｏｇＲａｎｋ检验，影响患者预后的风险因素分析采用
Ｃｏｘ比例风险模型分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　胶质瘤组织中ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达
　　ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阳性表达主要定位于胶质瘤及正常
脑组组的细胞质中。在胶质瘤组织中的阳性表达率为

７７．９１％（６７／８６），而正常脑组织中则为２８．００％（７／２５），
差异有统计学意义（χ２＝２１．７１０，Ｐ＜０．００１，图１）。
２．２　ＬＡＰＴＭ４Ｂ在胶质瘤组织中表达与临床病理特征

的关系

　　不同性别、不同年龄、不同肿瘤位置、不同 ＫＰＳ评
分的 ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阳性表达率差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），不同 ＷＨＯ分级的 ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阳性表
达率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表１。
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Ａ：ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白在正常脑组织阴性表达；Ｂ：ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白在Ⅰ和Ⅱ级胶质瘤组织中弱表达；Ｃ：ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白
在Ⅲ和Ⅳ级胶质瘤组织中强表达

图１　ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白在胶质瘤和正常脑组织中表达　（ＳＰ×２００）

表１　ＬＡＰＴＭ４Ｂ在胶质瘤组织中表达与临床病理
特征间关系［例（％）］

ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白
临床病理特征 例数 χ２值 Ｐ值

＋ －

性别 ０．１５０ ０．６９８

　男性 ５１ ３９（７６．４７） １２（２３．５３）

　女性 ３５ ２８（８０．００） ７（２０．００）

年龄／岁

　≥４８ ５４ ４３（７９．６３） １１（２０．３７） ０．２５０ ０．６１７

　＜４８ ３２ ２４（７５．００） ８（２５．００）

肿瘤位置

　小脑幕上 ６８ ５２（７６．４７） １６（２３．５３） ０．３８９ ０．５３３

　小脑幕下 １８ １５（８３．３３） ３（１６．６７）

肿瘤大小／ｃｍ

　≥３ ５６ ４５（８０．３６） １１（１９．６４） ０．５６０ ０．４５４

　＜３ ３０ ２２（７３．３３） ８（２６．６７）

ＷＨＯ分级

　Ⅰ～Ⅱ级 ３６ ２３（６３．８９） １３（３６．１１） ７．０６９ ０．００８

　Ⅲ～Ⅳ级 ５０ ４４（８８．００） ６（１２．００）

ＫＰＳ评分／分

　≥８０ ３８ ３１（８１．５８） ７（１８．４２） ０．５３３ ０．４６５

　＜８０ ４８ ３６（７５．００） １２（２５．００）

２．３　ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达与胶质瘤患者预后的关系
　　８１例患者术后随访时间１～５４个月，中位随访时
间 １３．２个月。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析结果显示，
ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阳性表达组患者中位生存时间 １１个
月，累积生存率 ３．１％，ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阴性表达组患
者中位生存时间 １９个月，累积生存率 ２９．４％，Ｌｏｇ
Ｒａｎｋ检验差异有统计学意义（χ２＝９．３０９，Ｐ＝０．００２，
图２）。
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图２　ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达对胶质瘤患者预后的影响

２．４　Ｃｏｘ比例风险模型分析影响胶质瘤患者预后的
因素

　　Ｃｏｘ比例风险模型分析结果显示，ＷＨＯ分级和
ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达是影响胶质瘤患者预后的风险因
素（ＨＲ＝２．６１４和１．９６９，Ｐ＜０．０５），见表２。
２．５　３组细胞中ＬＡＰＴＭ４Ｂ基因表达
　　ＬＡＰＴＭ４ＢｍＲＮＡ在 ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组、ｓｉＲＮＡ
ＮＣ组和空白组细胞中相对表达量分别为（０．１７±０．０７）、
（１．０３±０．０５）和（１．００±０．０２），差异有统计学意义
（Ｆ＝５６８．７８４，Ｐ＜０．００１），ＬＡＰＴＭ４ＢｍＲＮＡ在ｓｉＲＮＡＮＣ
组和空白组细胞中相对表达量无差异（Ｐ＝０．３４４），
ＬＡＰＴＭ４ＢｍＲＮＡ在 ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组细胞中相对
表达量低于 ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。
２．６　ＬＡＰＴＭ４Ｂ对胶质瘤细胞增殖活力的影响
　　ＭＴＴ实验结果显示，３组细胞 １２ｈ时 Ｄ（４９０）值
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组
２４、４８、７２、９６ｈ时Ｄ（４９０）值显著低于ｓｉＲＮＡＮＣ组和
空白组（Ｐ＜０．０１，表３）。

４３４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表２　胶质瘤患者预后影响因素的Ｃｏｘ比例风险模型分析

指标 Ｂ ＳＥ Ｗａｌｄ Ｐ ＨＲ（９５％ＣＩ）

性别 ０．０４０ ０．２８４ ０．０２０ ０．８８７ １．０４１（０．５９７～１．８１７）

年龄 ０．１０５ ０．２７０ ０．１５２ ０．６９７ １．１１１（０．６５４～１．８８６）

肿瘤位置 ０．０９１ ０．２９９ ０．０９２ ０．７６２ １．０９５（０．６０９～１．９６８）

肿瘤大小 ０．１８４ ０．２７７ ０．４４２ ０．５０６ １．２０２（０．６９９～２．０６９）

ＷＨＯ分级 ０．９６１ ０．２６８ １２．８５３ ０．０００ ２．６１４（１．５４６～４．４２１）

ＫＰＳ评分 ０．０８９ ０．２４４ ０．１３４ ０．７１５ １．０９３（０．６７８～１．７６２）

ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达 ０．６７７ ０．３３６ ４．０６９ ０．０４４ １．９６９（１．０１９～３．８０２）

表３　３组细胞增殖活力比较［Ｄ（４９０）值，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ］

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组 ０．１２±０．０２ ０．２０±０．０３ａｂ ０．３３±０．０７ａｂ ０．５２±０．０６ａｂ ０．６３±０．１０ａｂ

ｓｉＲＮＡＮＣ组 ０．１０±０．０４ ０．３８±０．０７ ０．５４±０．０６ ０．６４±０．０８ ０．７４±０．０６

空白组 ０．１３±０．０４ ０．４０±０．０５ ０．５０±０．０２ ０．６６±０．０３ ０．８０±０．０４

　　　　Ｆ ０．９２２ ２４．５６７ ２６．９５４ ９．９６８ ９．２７０

　　　　Ｐ ０．４１９ ＜０．００１ ＜０．００１ ０．００２ ０．００２

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＲＮＡＮＣ组比较

　　克隆形成实验结果显示，ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组、
ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组细胞克隆数分别为（４０．６２±
５．７３）、（１５４．２４±９．１４）、（１４８．２９±１３．７３）个，组间比
较差异有统计学意义（Ｆ＝２４１．４４０，Ｐ＜０．００１），ｓｉＲＮＡ
ＮＣ组和空白组细胞克隆数差异无统计学意义（Ｐ＝
０．３２２），ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组细胞克隆数显著低于ｓｉＲＮＡ
ＮＣ组和空白组（Ｐ＜０．０５），见图３。
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Ａ：ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组；Ｂ：ｓｉＲＮＡＮＣ组；Ｃ：空白组

图３　克隆形成实验检测３组细胞增殖能力　（结晶紫染色）

２．７　ＬＡＰＴＭ４Ｂ对胶质瘤细胞迁移和侵袭力的影响
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移和侵袭能力见图 ４、５。
迁移细胞数和侵袭细胞数在 ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组差
异无统计学意义（Ｐ＝０．２２９和０．４０５），ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ
组迁移细胞数和侵袭细胞数显著低于 ｓｉＲＮＡＮＣ组和
空白组（Ｐ＜０．０５，表４）。
２．８　ＬＡＰＴＭ４Ｂ对胶质瘤细胞中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄ

ｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达的影响
　　ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组细胞中 ＬＡＰＴＭ４Ｂ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量低于 ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组，

而Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量高于ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组，
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表５、图６。

!" #

Ａ：ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组；Ｂ：ｓｉＲＮＡＮＣ组；Ｃ：空白组

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移能力　（结晶紫染色 ×２００）

!" #

Ａ：ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组；Ｂ：ｓｉＲＮＡＮＣ组；Ｃ：空白组

图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力　（结晶紫染色×２００）

表４　３组迁移细胞数和侵袭细胞数比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 迁移细胞数 侵袭细胞数

ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组 ７８．２８±８．８１ａｂ ６９．５０±７．３９ａｂ

ｓｉＲＮＡＮＣ组 １２１．１１±８．０６ １０５．３３±５．４９
空白组 １２６．７８±６．３８ １０２．２９±５．２９

Ｆ值 ６９．０４６ ６２．９９０
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＲＮＡＮＣ组比较

５３４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）



表５　３组细胞中ＬＡＰＴＭ４Ｂ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白
ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组 ０．２４±０．０８ａｂ ０．７８±０．０６ａｂ ０．１９±０．０４ａｂ ０．２７±０．０５ａｂ

ｓｉＲＮＡＮＣ组 ０．８２±０．０６ ０．１６±０．０４ ０．６６±０．０９ ０．８７±０．０８
空白组 ０．８０±０．１０ ０．１８±０．０３ ０．６８±０．０５ ０．９０±０．０４

Ｆ ８９．０６３ ３３８．９７４ １０８．２１８ ６５．６７１
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＲＮＡＮＣ组比较
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１：ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组；２：ｓｉＲＮＡＮＣ组；３：空白组

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＬＡＰＴＭ４Ｂ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达

３　讨论

　　胶质瘤占全部脑部肿瘤的５０％左右，且发病率呈
不断升高趋势［１０］。由于该肿瘤呈侵袭性生长可破坏

血脑屏障而侵犯周围正常脑组织，具有较高的致死和

致残性，即使采取手术切除辅以放化疗治疗，患者术后

复发率依然较高，病死率居高不下［１１］。基因靶向治疗

是目前有望治愈肿瘤的有效手段，但关键在于寻找可

靠的治疗靶点［１２］。ＬＡＰＴＭ４Ｂ位于人染色体 ８ｑ２２．１，
由７个外显子及６个内显子组成，广泛表达于机体组织
中，在调控细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭等多项生物学性

能中发挥重要作用［１３］。研究报道，ＬＡＰＴＭ４Ｂ可发挥癌
基因的特性而参与了多种恶性肿瘤发生及恶性化过

程［１４］。且与肿瘤多药耐药有关［１５］。本研究结果显示，

ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白在胶质瘤组织中呈高表达，可能参与了
胶质瘤发生过程；ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白在 ＷＨＯ分级Ⅲ～Ⅳ
级患者组织中阳性表达率明显高于Ⅰ～Ⅱ级，说明
ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达与胶质瘤恶性程度有关，ＬＡＰＴＭ４Ｂ
可能参与了胶质瘤恶性进展。

　　研究报道，ＬＡＰＴＭ４Ｂ表达升高是乳腺癌患者不良
预后的标志［１６］。ＬＡＰＴＭ４Ｂ过表达时非小细胞肺癌复
发和不良预后的生物标志物。本研究 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生
存分析结果显示，ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阳性表达组患者中位
生存时间和累积生存率均低于 ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白阴性表
达组患者，说明 ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达与胶质瘤患者生

存时间及生存率有关，Ｃｏｘ比例风险模型分析结果进
一步显示，ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达是影响胶质瘤患者预
后的风险因素，提示 ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白表达与胶质瘤患
者预后密切相关。这与 ＤＯＮＧ等［１７］研究结果一致，

ＬＡＰＴＭ４Ｂ有望作为胶质瘤新的预后标志物。
　　本研究利用ｓｉＲＮＡ技术特异性下调 Ｕ２５１细胞中
ＬＡＰＴＭ４Ｂ基因表达，结果显示，ＬＡＰＴＭ４ＢｍＲＮＡ和蛋
白在 ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组细胞中相对表达量低于
ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组，ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组细胞中
ＬＡＰＴＭ４Ｂ基因表达被抑制。本研究结果显示，ｓｉＲＮＡ
ＬＡＰＴＭ４Ｂ组培养２４、４８、７２、９６ｈ时Ｄ（４９０）值及细胞
克隆数低于ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组，说明下调ＬＡＰＴＭ４Ｂ
基因表达可减少 Ｕ２５１细胞增殖能 力；ｓｉＲＮＡ
ＬＡＰＴＭ４Ｂ组侵袭细胞数低于 ｓｉＲＮＡＮＣ组和空白组，
说明ＬＡＰＴＭ４Ｂ与细胞侵袭有关，下调ＬＡＰＴＭ４Ｂ基因
表达可有效抑制 Ｕ２５１细胞侵袭力。研究表明，上皮
间质转化可促进肿瘤细胞失去上皮细胞特性，可促进

肿瘤细胞增殖、迁移及侵袭而加速肿瘤恶性化进

程［１８］。本研究结果显示，ｓｉＲＮＡＬＡＰＴＭ４Ｂ组细胞中
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量低于 ｓｉＲＮＡＮＣ组
和空白组，而Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量则升高，说明下调
ＬＡＰＴＭ４Ｂ基因表达可有效抑制细胞上皮间质转化的
发生，进一步提示 ＬＡＰＴＭ４Ｂ可能通过调控上皮间质
转化过程而参与了Ｕ２５１细胞恶性化过程。
　　综上所述，ＬＡＰＴＭ４Ｂ蛋白在胶质瘤组织中阳性表
达率升高，且与恶性程度有关，是影响患者预后的风险

因素，特异性下调Ｕ２５１细胞中 ＬＡＰＴＭ４Ｂ基因表达可
显著减少细胞增殖，抑制细胞侵袭，其机制可能与抑制

上皮间质转化有关，有望为胶质瘤临床诊疗提供新的
靶位。
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