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LPL在U251细胞中的表达及核质穿梭对其增殖、生长的影响 
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【摘 要】目的：观察脂蛋白脂肪酶(1ipoprotein lipas，LPL)在人胶质瘤U251细胞系中的表达及在leptomyein B(LMB)作用下对 

其增殖、生长的影响。方法：将经体外培养的U251细胞加入染色体区域稳定蛋白1(CRM1)抑制剂LMB后，分别于12 h和 24 h 

观察细胞核与细胞质LPL表达情况，并利用MTY和流式细胞术检测细胞增殖和凋亡。结果：加入5、10 nmol／L的LMB孵育 12 h 

和24 h后，细胞核内LPL的表达明显增加，且呈剂量依赖性变化，其中10 nmol／L的LMB孵育24 h，细胞核内LPL增高最明显： 

MTI"显示 ，对照组和各实验组 A值分别为(0．82±0．08)、(0．71±0．03)、(0．70±0．04)、(0．69±0．07)和(O．68±0．09)，各实验组和 

对照组之间差异有统计学差异 (P<0．05)；流式细胞术检测显示各实验组与对照组U251细胞的凋亡率分别为2．81±0．33、 

4．17±0．24、5．25±0．31和 6．80±0．42，各实验组与对照组间差异有统计学差异(P<0．05)。结论：LPL在 U251细胞中的核质穿梭是 

依赖CRM1的，且LMB可以显著增加LPL在细胞核内的表达。随着 LMB的浓度增加和孵育时间的延长．U251细胞的增殖和凋 

亡也受到显著的影响，提示核质穿梭可能对肿瘤的生长有一定的影响。 
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Expression of LPL in U251 cells and effect of nucleocytoplasmic 

shuttling On their proliferation and growth 
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【Abstract]Objective：To observe the expression of lipoprotein lipas(LPL)in human glioma cell lines U251 and the effects of nucleo- 

cytoplasmic shuttling on their proliferation and growth．Methods：After being incubated with leptomycin B(LMB)for 12 and 24 hours， 

the cytoplasmic and nuclear proteins of human glioma cells were islolated and analyzed by Western blot；MTI"and flow cytometry 

were used to investigate the cell proliferation and necrosis．Results：After 5 nmo]／L and 10 nmol／L of LMB being added，the cells were 

incubated for 12 and 24 hours；the expression of LPL in the nucleus was significantly increased in a dose dependent manner． The 

nucleus IJPL dramatically increased when LMB incubating for 24 hours at concentration of 10 nmol／L． MqT showed that with the in- 

crease of LMB concentration and the extension of the incubation time，the cells proliferation was obviously inhibited 【the A value 

were(0．82±0．08)，(0．71±0．03)，(0．70±0．04)，(0．69±0．07)，(0．68±0．09)，respectively]．U251 cell apoptosis rate was also 

significantly increased[(2．81±0．33)，(4．17±O．24)，(5．25±0．31)，(6．80±0．42)，respetcively】based on resuhs of flow cytometry． 

Conclusion：LPL in human glioma U25l cells in nucleocyt0plasmic shuttle is CRM1 dependent and CRM1 inhibitor LMB can signifi— 

cantly increase the expression of LMB in the nucleus． With increasing of LMB concentrations and incubation time，the prolifera— 

tion and apoptosis of U25 1 cells are also significantly influenced，revealing that nucleocytoplasmic shuttling may have certain effect 

on the tumor development． 
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脂蛋 白脂肪酶 (1ipoprotein lipase，LPL)是甘油 

三酯分解代谢的关键酶，广泛分布于全身多个组 

织．其生物作用非常复杂 。LPL参与调节脂肪酸 

的新陈代谢，水解三脂酰甘油；参与磷脂和载脂蛋 

白(低密度脂质蛋白、极低密度脂蛋白、乳糜蛋白) 

及不同高密度脂蛋白之间相互转换；促进细胞摄取 

脂蛋白、脂质和脂溶性维生素；调节体重及能量平 

衡，并在认知功能中发挥作用。研究发现，胶质瘤病 

人脑组织脂质代谢活性极高，约为正常脑组织的 6 

倍，致使胶质瘤患者脑内脂质含量明显减少【3J。LPL 

还可以依赖其分子桥功能促使胆固醇的转运顺利 

通过血脑屏障[41，提示LPL与脑内脂质代谢平衡有 

关。 

细胞核一质蛋白的转运过程通常需要一些蛋白 

的辅助来完成，染色体区域稳定蛋白一1(chromosome 

region maintenance 1，CRM一1)可以识别亮氨酸富集 

的核输出信号序列 nuclear export signal，NES)的出 

核信号，将带有 NES的蛋白质从细胞核输出到细胞 

质。研究表明LPL的出核转运是由CRM一1介导的， 

出核因子抑制剂leptomycin B(LMB)可以竞争性与 

CRM1结合，从而阻止 CRM1与 NES的相互作用． 

抑制 目标蛋白出核过程。本实验通过培养胶质瘤 

U251细胞 ．检测不同浓度的 LMB处理 U251细胞 

后。细胞核和细胞质 IJPL的蛋 白表达变化情况 ．并 

利用 MTY和流式细胞学检测 U251细胞的增殖与 

凋亡情况，为进一步明确LPL在胶质瘤细胞系中的 

核质穿梭机制以及对胶质瘤的发病原因和治疗打 

下重要的理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株和主要试剂 

人神经胶质瘤 U251细胞(购自中国科学院细胞库)； 

GFAP一抗(ab68428)购自Abcam公司；LPL单克隆抗体(美 

国华盛顿大学Dr．John Bmnzell馈赠)，兔抗人 B—actin单克 

隆抗体(Santa Cruz公司)；Leptomycin B(美国Sigma公司)， 

NE—PER核蛋白一胞浆蛋白抽提试剂盒(美国PIERCE公司) 

DMEM／F一12培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、D—Hanks液、购自 

Gibco公司，HRP标记兔抗小鼠二抗、FITC标记山羊抗兔二 

抗 、Western一抗稀释液、Western二抗稀释液 、Western封闭 

液、免疫荧光一抗稀释液、免疫荧光二抗稀释液、DAPI染色 

液、CCK-8试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。Western 

凝胶试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公司，PBS、PB— 

ST、4％血清封闭液为实验室配制。 

1．2 方法 

1．2．1 人脑胶质瘤细胞株U251细胞的培养和鉴定 将冻存 

的U251细胞37℃复苏至培养瓶中，用含 10％胎牛血清、1％ 

双抗的DMEM培养 液，置 37 oC，5％CO：的培养箱中培养。取 

上述培养的U251细胞，4％多聚甲醛固定(20 min)，PBS洗3 

次(每次5 rain)，4％血清 37℃封闭60 min，加 GFAP一抗 

(1：100)4℃过夜，PBS洗 3次(每次5 min)，FITC标记的二抗 

(1：50)37 oC孵育90 min，PBS洗 3次(每次5 min)，PBS清洗 

3次(每次5 rain)，50％甘油封片后在荧光显微镜下观察。 

1．2．2 LMB对 U251细胞的作用 选择处在对数生长期的 

细胞，分为正常 U251细胞组、正常细胞+LMB组，加入5、10 

nmol／L的LMB，于5％C02的培养箱中37℃培养。用倒置显 

微镜和荧光显微镜分别观察LMB加入前以及加入 12 h和 

24 h后细胞的生长情况。 

1．2-3 Western blot法检测 U251细胞中LPL的表达 细胞 

培养24 h后，PBS洗涤2次，按照说明书用NE—PER核蛋白一 

细胞质蛋白抽提试剂盒分别提取细胞质和细胞核蛋白，加入 

蛋白酶抑制剂，一8O℃保存备用。Bradford考马斯亮蓝法测定 

蛋白质浓度，调整样本蛋白质浓度，保证上样量一致。SDS聚 

丙烯酰胺凝胶 电泳 。Bio—Rad转膜装置将蛋白转移至 PVDF 

膜上 ．Western blot封闭液 37℃封闭90min，加入相应 LPL一 

抗4℃孵育过夜，PBST洗涤 3次(每次 5 min)，辣根过氧化 

物酶标记的二抗 37℃孵育90 rain，PBST洗涤 3次(每次 

5 ruin)。DAB显色后，扫描各免疫印迹条带并以acfin为内参 

用Quantity One一4．6．2软件进行结果分析。 

1．2．4 MTr法检测 LMB对 U251细胞增殖的影 响 加入 

LMB前24 h在 100 l无抗生素培养基中以每孔(0．5—1．O)x 

104个细胞接种于96孔板中，使实验时细胞融合度在30％～ 

50％，同时加入不 同浓度的 LMB(5、10、20 nmol／L)共 同培 

养，每组设 10个平行孔。继续培养72 h后，吸去培养基，每 

孔滴加以配好的MTF液 2O 1，37 qC恒温培养箱孵育4 h。吸 

净MTY液，再于每孔加入DMSO 150 p,1，摇床上摇动约 10 min 

使结晶溶解。以酶标仪于570 nm处读取各孔吸光度(absor- 

bance，A)值。细胞生长抑制率IR(％)=(A xc~-A实验组)，A对J{ll组× 

100％。 

1．2．5 流式细胞仪检测LMB对U251细胞凋亡的影响 加 

入 LMB前 24 h在2 rnl的无抗生素培养基中以每孔 0．5× 

105～lxl05个细胞接种于6孔板中．同时加入不同浓度的LMB 

(5、1O、20 nmo]／L)共同培养，加液量均为 1．5 ml，每组设 6个 

平行孔，24 h后收集细胞进行检测。离心、漂洗细胞，100 VL1 

4倍稀释的结合缓冲液悬浮细胞，立即加人5 的Annexin V 

和 10 l的PI，震荡混匀，避光室温保存 15 min。上述细胞悬 

液转移至5 ml流式反应管中，加入 400 l的PBS，上机检 

测 
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细胞增殖、分化、发育、凋亡及与细胞反应有关的物 

质合成调控中起重要作用。在指数增殖期的细胞， 

每分钟约有数以百计的蛋白质通过细胞核进行转 

运，其中由细胞质向核内转运的物质主要是蛋白质 

(包括细胞质内信号分子及其活化产物)，这一过程 

称之为细胞核转入。真核细胞中，细胞核与细胞质 

是由核膜分开的．因此蛋白质入核机制的研究对阐 

明细胞的核反应机制及其调节具有重要的意义．而 

核转录因子人核是对信号转导途径进行调节的一 

个重要环节，对这一环节机制的探讨将为相关疾病 

的治疗提供作用靶点。 

细胞核一质蛋白的转运过程通常需要另外一些 

蛋白的辅助来完成．而CRM1可以识别亮氨酸富集 

的核输出信号序列NES的出核信号，将带有 NES的 

蛋白质从细胞核输出到细胞质[81。LMB是最初从链 

霉菌中提取出来的不饱和支链脂肪酸[91，它可以竞 

争性与CRM1结合，从而阻止CRM1与NSE的相互 

作用，抑制目标蛋白出核过程，是CRM1的特异性 

抑制剂I101。Gong H等实验已证明LPL在阿尔茨海默 

病人脑组织中异常表达[11]，其在胶质瘤细胞中的表 

达情况鲜有报道。在本实验中，分别给予5 nmolJL和 

10 nmol／L的LMB作用 12、24 h后观察细胞形态． 

倒置显微镜下未见明显改变。然后进一步对不同浓 

度 LMB处理不同时间前后 U251细胞核、细胞质内 

LPL蛋白采用 Western blot检测发现细胞核内LPL 

蛋白在空白对照组的表达水平较低，在细胞质内的 

表达水平较高。5、10 nmol／L的LMB可上调核内LPL 

蛋白表达，对质内LPL蛋白无影响，且细胞核内LPL 

蛋白随着LMB剂量加大其表达也明显增强．而处理 

时间延长至 24 h后发现核内 LPL蛋白表达强度反 

而比LMB处理 12 h后核内的LPL蛋白强度稍有下 

降，提示 LMB对 LPL蛋白的核一质转运具有剂量和 

时间依赖性，其最佳剂量和最佳影响时间有待进一 

步研究。迄今为止，关于 LPL核质穿梭的分子机制 

和细胞内功能的研究未见报道。在本实验中，通过 

加入 LMB后，显微镜观察细胞形态有所改变，部分 

细胞脱壁。边界稍有模糊，细胞内颗粒物增加。M1Tr 

观察细胞的增殖情况显示随着LMB浓度的增加和 

孵育时间的延长，细胞的增殖明显降低．显示 LMB 

形成的LPL核质蛋白的重新定位和核质比例变化 

对 U251细胞的分裂、增殖有一定的影响。流式细 

胞仪检测显示，给予5、10 nmol／L和20 nmol／L的LMB 

后，与对照组相比较，凋亡率有一定的增加 ，且随着 

LMB浓度增加，凋亡率逐渐升高，因此我们推测，LPL 

蛋白的核质转运或许可能成为靶向治疗神经胶质 

瘤的靶点，目前影响与肿瘤相关蛋白核质运输的机 

制研究已成为热点，在本实验中，细胞核内LPL蛋 

白表达增加后 U251细胞的存活、凋亡等情况也提 

示核质蛋白转运对于细胞的分化和功能具有重要 

的作用，其具体机制有待后续研究。 
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