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EPO通过上调 CyclinD1表达促进胶质母细胞瘤的体外增殖 

王文涛，唐兆华，霍 钢 ，李 英，王海全，叶小琳，刘自力，谭 赢，石 爽 

(重庆医科大学附属第一医院神经外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究促红细胞生成素(erythropoietin，EPO)对胶质母细胞瘤体外增殖的影响，并探讨其机制。方法：体外培养胶质 

母细胞瘤 U87细胞株，实验分为对照组、EPO处理组及 EPO+细胞周期素D1(CyclinD1)拮抗剂组。对照组：用等体积PBS替代 

EPO；EPO处理组：在 U87细胞的培养基中加入EPO(0．1 U／m1)处理7d；EPO+cyclinD1拮抗剂组：U87细胞的培养基中同时加入 

EPO(O．1 U／m1)及CyclinD1拈抗剂(5~mol／L)共处理7 d。用Cell Counting Kit一8(CCK一8)法测细胞增殖情况，细胞倍增时间检 

测各组细胞增殖速度。RT-PCR、Western blot和细胞免疫荧光法(immunofluorescence，IF)~tJ定细胞周期关键蛋白CyclinD1的mR— 

NA和蛋白表达变化。流式细胞仪检测各组细胞周期。结果：与对照组相比，EPO处理组中U87细胞生长速度明显增快(CCK8： 

第 3天P=0．014．第 5天 P=0．029，倍增时间：P=0．012)，细胞中CyclinD1的mRNA及蛋白表达水平也明显升高，差异有统计学意 

义(mRNA：P=0．001，蛋白：P=0．002，荧光定量：P=O．005)，流式细胞仪检测发现 U87细胞的增殖指数也明显升高(P=0．000)；与 

EPO处理组相比．EPO+cyclinD1拮抗剂组细胞CyclinD1 mRNA及蛋白的表达水平明显降低(mRNA：P=0．009，蛋白：P=-0．000，荧 

光定量：P=0．013)，流式细胞仪检测细胞增殖指数则有显著下降(P_0．000)，同时细胞增殖能力和速度较EPO处理组明显降低 

(CCK8：第3天P=0．000，第5天P=0．000，倍增时间：P=O．001)。结论：本研究发现EPO可显著促进胶质母细胞瘤的体外增殖，上 

调细胞周期关键蛋白CyclinD1的表达，加快细胞增殖周期可能是其重要的分子机制。 
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Erythropoietin promotes the proliferation of glioblastoma cells through 

up．—regulation of CyclinD1／n vitro 

Wang Wentao，TangZhaohua，Huo Gang，Li Ying，Wan gH~quan ，Ye Xiaolin，Liu Zili，Tan Ying，Shi Shuan g 

(Department ofNeurosurgery，The First Affiliated Hospital ofChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To explore the effect of recombinant human erythropoietin(rhEPO)on the proliferation of glioblastoma cells in 

vitro and its mechanism．Methods：U87 cells were cultured in vitro and divided into three groups：control group treated with equal 

value of PBS；EPO treatment group cultured with a dose of 0．1 U／ml EPO for seven days；EPO +CyclinD1 antagonist group treated 

with EPO(0．1 U／m1)and CyclinD1 antagonist(5 p~mol／L)for seven days．The proliferative ability was measured by cell counting Kit- 

8 assay and double time；CyclinD1 expression was detected by RT-PCR，Western blot and cell immunofluorescence，respectively．3"be 

cell cycle was analyzed by flow cytometry．Results：EPO promoted the proliferation of U87 cells and the mRNA and protein levels of 

CyclinD1．CyclinDl antagonist inhibited the mRNA and protein levels of CyclinD1 induced by EPO；U87 cells were blockaded at G1 

stage，and the proliferation of ability was significantly reduced．Conclusion：EPO may significantly promote the proliferation of U87 

cells through upregulation the expression of CyclinD1；its molecular mechanism may relate with accelerated cell proliferation cycle． 
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胶质母细胞瘤是一种恶性程度高、增殖速度快、 

复发率高的中枢神经系统恶性肿瘤Ⅲ。目前，对于胶 

质母细胞瘤快速增殖的机制不清楚，尚未开发出有 

效抑制该肿瘤生长的新药物。促红细胞生成素(ery— 

thropoietin，EPO)及其受体在神经系统、乳腺等正常 

组织中表达，发挥着自分泌作用，促进细胞增殖、对 

抗凋亡等重要组织营养与保护功能[2-3J。但EPO在中 

枢神经系统中胶质母细胞瘤的快速增殖能力中的 

作用及机制尚未见到深入的研究。本研究旨在通过体 

外实验探讨 EPO对胶质母细胞瘤增殖的影响及机 

制。细胞周期素D1(CyclinD1)是细胞周期中最为关 

键的调控蛋白．它的表达量增高可使细胞增殖周期 

缩短，生长速度加快，在细胞增殖的调节中发挥了 

重要作用 。本文研究 EPO是否通过调节 CyelinD 1 

的表达促进胶质母细胞瘤的增殖。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

高糖 DMEM培养基(美 国Sigma)，胎牛血清(美国 Hy— 

clone)，胰酶(中国博士德)，CCK一8(VAzyme，USA)，CyclinD1 

多克隆抗体(美国abeam)，CyclinD1拮抗剂(美国abeam)， 

RT—PCR试剂盒(美国 Ferments)，Western blot试剂(中国碧 

云天)，EPO(中国金坦)，小 鼠血清，荧光(Cy3 or FITC)标记 

二抗(Jackson ImmunoResearch。Baltimore，MD，USA)，DAPI(中 

国碧云天)，青一链霉素(中国碧云天)。 

1．2 实验方 法 

1．2．1 细胞培养 人U87胶质母细胞瘤细胞购自中国科学 

院上海生命科学研究院细胞资源中心。细胞用含 10％胎牛血 

清、100 U／ml青霉素和 100 mg／ml链霉素的 DMEM培养基在 

37℃，5％CO 和 95％空气组成的湿润孵育箱培养。用内含 

0．02％EDTA的0．25％的胰酶消化细胞，2—3 d换液传代。 

1．2．2 CCK8法检测各组生长曲线 U87胶质母细胞瘤接种 

于 6块 96孔板，细胞密度为 2 000个／100 蚜L，用 EPO(O．1 

U／m1)、EPO及 CyclinD1拮抗剂(5 p~mol／L)或PBS连续处理 

7 d，每孔加 10 wl CCK一8溶液在 37℃培养 1 h。用酶标仪 

(MultiskanMK33，Thermo Electron Corporation，China)在 450 nm 

处检测吸光度(absorbance，A)值。用CCK一8定量评估细胞生 

长能力。本实验重复3次(根据细胞增殖曲线选取最佳检测 

时间点，下同)。 

1．2．3 倍增时间检测各组细胞的增殖速度 U87胶质母细 

胞瘤接种于 3个培养瓶中(5 000个，瓶)，用EPO(O．1 U／m1)、 

EPO及 CyelinD1拈抗剂(5~mollL)或PBS连续处理 5 d。37℃ 

培养7 d，消化计数。根据倍增时间公式(h=7xlog2／(1ogt，一 

logto)计算倍增时间(to为种植的细胞数，t 为第7天细胞数)。 

本实验重复 3次。 

1．2．4 RT—PCR检测各组细胞 CyclinDlmRNA表达 收集 

EPO(O．1 U／m1)、EPO及 CyclinD1拮抗剂(5~mol／L)或 PBS 

连续处理 5 d的 U87胶质母细胞瘤细胞，试剂盒(Invitrogen) 

提取总RNA，用 Promega RT kit将 1 mg总RNA逆转录为 

eDNA并使用下列引物扩增：CyclinD1引物上游 5’一TCAG-- 

ATGTCCACATCTCGGACGTCG一3’，] 游 5’一ATGGAACACC— 

AGCTCCTGTGCTGCG一3’，扩增片段长 888 bp；B一肌动蛋白 

(p—actin)~l物上游 5’ACCTCCAACACCCCAGCCATG3’，下游 

5’一CTGATCCAcATCTGCTGGAAGGTGG一3’扩增片段长 691 

bp(Takara)。每个PCR循环包括 95℃30 S，55℃30 S，68℃ 

1 min。然后将PCR产物在2％琼脂糖凝胶电泳分离并检测。 

长波紫外灯下观测照相。用Quantity One软件分析电泳条带 

平均光密度值。cyclinDl／[3一actin积分A值为 CyclinDlmRNA 

表达水平。实验重复3次。 

1．2．5 Western blot检测各组细胞 CyclinD1蛋白表达 分别 

收集用 EPO(0．1 U／m1)、EPO及 CyclinD1拮抗剂(5~mol／L) 

或 PBS连续处理 5 d的 U87胶质母细胞瘤细胞提取细胞总 

蛋白。每孑L加入50 g蛋白样品电泳，用PDVF膜转膜，封闭 

后加一抗 CyclinD1(1：1 000)，4 oC孵育过夜，加入 HRP标记 

的二抗(1：2 ooo)，37℃孵育2 h，ECL显影，Tubulin作为内对 

照参数。用Fusion软件分析条带平均光密度值，CyelinD1／ct— 

tubulin积分A值为CyclinD1蛋白表达水平。实验重复3次。 

1．2．6 细胞免疫荧光 将 U87胶质母细胞瘤细胞消化、计 

数，接种于内含消毒小玻片的24孔板内(5x104个_／孑L)，用EPO 

(0．1 U／m1)、EPO及 CyclinDl拈抗剂(5 i．Lmol／L)或 PBS连续 

处理5 d，用PBS清洗，4％多聚甲醛固定20 min，0．1％Triton一 

100作用 5 min，1％正常小鼠血清稀释 PBS中封闭非特异性 

结合 37℃30 rain。随后，用兔抗 CyclinD1多克隆抗体孵育 

细胞(1：100)4 cC过夜。PBS洗 3次使用荧光(Cy3 or FITC)标 

记二抗(1：100)孵育细胞。二抗孵育过后用 DAPI(0．2 mg／ml， 

2 min)染色样本 DNA。片子储存在4℃暗盒之中通过ZEISS 

(Germany Observer．Z1)荧光显微镜观察。实验重复 3次。 

1．2．7 流式细胞术检测各组细胞的细胞周期 分别收集用 

EPO(0．1 u，m1)、EPO及 cvclinD1拮抗剂(5 p~mol／L)或 PBS 

连续处理5 d的U87胶质母细胞瘤细胞，固定于一20℃预冷 

的70％乙醇4 过夜。然后，将细胞重悬在含5O p~g／ml普罗 

匹定碘化物(PI)和200 固『m1 RNase A的普罗匹定碘化物(Pi) 

染色缓冲液中。37℃培养 15 rain。通过流式细胞仪检测PI荧 

光。增殖指数：(s+G2)／(G1+s+G2)。实验重复3次。 

1．3 统计学分析 

采用 SPSS 17．0进行分析，计量资料采用均数±标准差 

(x±s)表示。组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较 

采用 ISD—t检验 。检验水准a=0．05。 

2 结 果 

2．1 CCK8法检 测各组 细胞的增殖能力 

如表 1示。对照组、EPO(0．1U／m1)组、EPO+cyclinD1拮抗 

剂组处理第 0天，3组细胞没有差异，第 1天3细胞出现差异 

并继续扩大，差异没有统计学意义[对照组(0．230±0．O11)；E一 
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质母细胞瘤细胞的增殖情况及细胞周期关键蛋白 

CyclinD1表达的影响，探讨EPO在胶质母细胞瘤增 

殖中的作用及其机理。 

在本研究的体外实验中，通过细胞生长曲线及 

细胞倍增时间实验发现，EPO处理的胶质母细胞瘤 

细胞在体外增殖的速度显著提升，培养相同时间点 

时细胞数量较对照组明显增多，细胞数量增加一倍 

所需要的时间也明显缩短。以上实验表明 EPO对胶 

质母细胞瘤细胞的增殖有明显的促进作用。CyclinD1 

是细胞周期中最为关键的调控蛋白，在细胞增殖的 

调节中发挥了重要作用 。但目前，国内研究尚未 

明确EPO是否是通过提高CyclinD 1表达，加快细胞 

周期，从而促进胶质母细胞瘤增殖的。本研究中，联 

合使用EPO及 CyclinD 1拮抗剂处理体外胶质母细 

胞瘤细胞时，阻断了EPO促进胶质母细胞瘤细胞的 

增殖作用，这提示 CyclinD1蛋白是 EPO促进胶质母 

细胞瘤细胞增殖作用中的关键性效应蛋白。 

本研究中．EPO处理的胶质母细胞瘤细胞 中 

CyclinD1的 mRNA和蛋白表达量均较对照组有显 

著增高，细胞增殖周期检测发现胶质母细胞瘤处于 

G1期的比例减少，对分裂原的依赖性减弱，S期比 

例增高，增殖指数显著升高，提示 CyclinD1表达上 

调及细胞周期的加快在 EPO促进胶质母细胞瘤增 

殖发挥了非常重要的作用。现有研究表明，CyclinD1 

作为细胞周期中最为关键的调控蛋白，其表达量增 

高可使细胞从G1期加快进人s期，细胞增殖周期缩 

短，细胞增殖加速，提高了细胞的增殖能力【8]。EPO 

可通过与其受体EPOR结合，激活下游的Wnt信号 

通路[9-】”，提高Wnt／13一catenin信号通路活性，上调 

CyclinD1表达，促进细胞增殖【佗 3]。Artegiani等【 41在 

2011年的研究中发现成年鼠脑中CyclinD1的过表 

达能够引起神经干细胞的更快生长。Makito等在 

2013年的研究中发现缺氧环境中．EPO能够通过上 

调CyclinD1加快细胞从 G1期进入s期刺激人肾细 

胞的增殖 。在本研究中，CyclinD1拮抗剂有效阻断 

了CyclinD1高表达，联合使用EPO及CyclinD1拮抗 

剂处理细胞时，增殖指数较EPO单独处理时明显降 

低．显著抑制 EPO促进细胞增殖．验证了CyclinD1 

表达调节在EPO促进胶质母细胞瘤增殖中的关键 

性作用。 

综 E所述，本研究发现EPO可通过上调CyclinD1 

表达水平，显著缩短胶质母细胞瘤细胞增殖周期。 

促进胶质母细胞瘤的体外增殖。本研究的发现为进 
一 步探索EPO促进胶质母细胞瘤增殖的机制及胶 

质母细胞瘤的治疗提供坚实的理论与实验的依据。 
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