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脑胶质瘤起源于脑神经胶质细胞"恶性程度高" 治疗复杂且预后差$

B

%

)尽管有积极的综合治疗"但恶性

脑胶质瘤患者的中位总生存期
G&V0(*++ 1'(V/V*+

"

2>c

仍

约为
B!fBR

个月$

!

%

)替莫唑胺!

D0:*H&+*:/I0

"

AJK

(是

胶质瘤化疗中最常用的烷化剂" 然而"

AJK

的耐药

基
础

%

临
床
研
究

R<#



肿瘤学杂志
!"!!

年第
!#

卷第
$

期

%&'()& *+&,-&./0!"1!

!

2)3)&4)/0!"1!5

('2"67" 89:89;;8::88;;9:;;9;9

<=>9? 9:9:88:;8;:8;9:9:9;8 98:;;;9;8:;8;8:8:8;8

:8%@A 9:;9::9:;9:8:989:9;: :;89:9;8:89;;8;88;::

B6 ;9;:;99;::;8:;8;8 88;:;99;8;:88999:;:9

性是临床医生的一个主要挑战"
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$ 最近的证据强调

了微小
2C8 /('2C8D

在肿瘤生物学中的关键调控作

用%包括癌症的化疗耐药性$ 研究报道%

('2C8

在胶

质母细胞瘤的异常生物学过程中作为癌基因或抑癌

基因 "

7E6

#

$ 近期研究报道
('2"67"

与多种癌症的发

生发展密切相关$

('2"67"

抑制乳腺癌的增殖和迁

移 "

$

#

%且与浆液性卵巢癌紫杉醇耐药相关 "

#

#

&但关于

('2"67"

表达对脑胶质瘤耐药的影响尚未明确$ 本

研究通过检测
('2"67"

在脑胶质瘤耐药细胞中的表

达% 观察抑制
('2"67"

对脑胶质瘤耐药细胞增殖和

9FG

敏感性的影响% 并进一步探讨对
HIJK!"L-J)I'I

信号通路的作用% 为胶质瘤耐药分子靶向治疗提供

参考依据$

?

材料与方法
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'

B!0?

'
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购自于
89;;

$
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高糖细胞培养基'

*N<

和

链霉素
E

青霉素双抗均购自于美国
:'OL+

公司 &

='P+Q)LJ-('I)!"""

转染试剂和
9&'R+S

购自于美国

>I3'J&+T)I

公司&蛋白提取试剂盒'细胞计数试剂盒
#

(
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蛋白浓度测定试剂盒 '
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高灵敏度化学发光检测试剂盒购自于上海碧云

天生物技术有限公司 $

C; 'IV'O'J+&

'
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'
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'
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均 购 自

广州锐博%
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4'2C8

序列) 正义链
0!":;"

;B:8B:;B:8::88;8899"1!

% 反义链
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(

:8%@A
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%
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%
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'
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抗 体

购自于美国
8OL-(

公司&

@X-S":S+

荧光素酶测定系

统购自美国
%&+()T-

公司% 实时荧光定量聚合酶链

反应(

29"Y%;2

!试剂盒购自大连
9-Z-&-

公司$

!"#

实验方法

?[![?

细胞培养

将人脑胶质瘤细胞系
B#$

'

B!0?

'

8?$!

和正常细胞

系
A8

培养于
?"\

胎牛血清'

?"" BK(=

青霉素
K

链霉素的
@FMF

培养液中%培

养条件
1$ #;

%

0\ ;]

!

培养箱$

?[![! B#$K9FG

耐药细胞培养及转染

采用胰酶消化处于对数生长期

的人脑胶质瘤
B#$

细胞系%处理后加

入
?"\

胎牛血清的
@FMF

培养液%置于
1$$

'

0\ ;]

!

细胞培养箱中%待细胞贴壁后%加入
?0 "(+SK=

诱导剂

量的
9FG

%稳定传代
1

次后%药物浓度逐渐递增%分

别为
1"

'

6"

'

?!"

'

!7"

'

7#" "(+SK= 9FG

溶液处理细

胞%待细胞稳定传代后使用下一个筛选浓度%成功建

立稳定生长的
B#$K9FG

耐药细胞系$

取对数生长期
B#$K9FG

细胞进行实验$ 接种于

6

孔板%当细胞汇合度达约
$"\

时%应用
='P+Q)LJ'I

9F!"""

进行转染 %实验分组为 )

#C; 'IV'O'J+&

%

$('2"67" 'IV'O'J+&

%

%('2"67" 'IV'O'J+&^4'"<=>9?

转染组$

?[![1 29"Y%;2

检测基因表达

根据制造商的说明书%

9&'R+S

法提取胶质瘤细胞

总
2C8

% 使用
9-YF-I F'L&+2C8

逆转录试剂盒将

总
2C8

进行逆转录%使用
<_N2 :&))I %;2 F-4J)&

F'`

进行
('2"67" 29"Y%;2

% 以
B6

基因作为内参

(

9-OS) ?

!$ 另外取
?" IT 2C8

模板使用第一链

L@C8

合成试剂盒
a%&+()T-D

%按照制造商的说明进

行逆转录% 逆转录得到
L@C8

后扩增目的基因%以

:8%@A

作为内参基因以确定
<=>9?

的表达$

!

E!!LJ

法计算目的基因的表达变化倍数$

?[![7 9&-I4,)SS

检测细胞侵袭细胞

用涂基质凝胶的
9&-I4,)SS

板测定细胞的侵袭

性$ 转染
!7 V

后%胰酶消化铺板%取
?"" "=

无血清

细胞悬液加入到
9&-I4,)SS

小室中%在
1$ $

'

0\ ;]

!

条件下孵育
!7 V

% 细胞侵入膜下表面$

!7 V

后%用

7\

多聚甲醛固定滤膜表面的细胞% 并用
?\

结晶紫

染色$随机选取
?"

倍镜视野%计数细胞数$每组设
1

个复孔$

?[![0 ;;U#

法检测胶质瘤细胞的增殖能力

检测加
9FG

后的细胞增殖曲线)对数生长期细

胞以每孔
0%?"

1 个接种至
b6

孔板%

1$ $

'

0\ ;]

!

环

境中孵育
!7 V

后吸取上清% 加入一定浓度
9FG

和

@FMF&?"\*N<

混合液 %

9FG

浓度梯度为
?0

'

1"

'

6"

'

?!"

'

!7"

'

7#"

和
b6" "(+SK=

%每个浓度设
1

个复

孔$ 处理
7# V

后%每孔加入
?"" "=

稀释后的
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$%&'( ! )*+,(* -(./(01(
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溶液!

:$!

"

;<-2

!

环境孵育
= .

# 酶标仪检测
>;" )?

2@

值$ 按照细胞生存曲线计算细胞半抑制浓度

%

A-

;"

&$ 实验重复
:

次$

检测转染后细胞增殖曲线'胰酶消化后!将转染

后的
B#$CDEF

细胞以
;"="

:

C

孔置于
GH

孔板中!每

组设
:

个复孔$ 在每个时间点%

"

"

!>

"

>#

"

$! .

&加入

="" !I

稀释的
--J##

溶液孵化
= .

! 酶标仪检测

>;" )? 2@

值$

=8!8H

双荧光素酶报告基因

在双荧光素酶报告基因实验中! 构建相应的

KIAD=

野生型和突变型荧光素酶报告质粒!将
KIAD=

野生型和突变型荧光素酶报告质粒分别与
?/L#H>"

?/?/3

和
9- ?/?/3

共转染到
MNJ#!G:D

细胞中$ 转

染
># .

后!收集并裂解细胞!使用双荧光素酶报告

分析系统
OP(&?04*

!美国
Q

检测荧光素酶活性$

=8!8$ R01S0() T+&S

检测蛋白表达

采用
AP

细胞裂解缓冲液提取蛋白样品!

U-V

法

定量分析$ 蛋白质经
="<

十二烷基硫酸钠
W

聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离! 然后电转移到
P7@X

膜上!

! .

后用
;<

脱脂牛奶封闭$ 洗涤后将膜与采购自
VT3*?

的
YVP@M

"

"#3*S0)/)

"

3#?53

"

-53+/) @=

和
KIAD=

的一

抗
O=$= """

稀释
Q

过夜孵育!洗涤后与二抗%

=$; """

&

温床孵育
=8; .

$用
DUKD

洗涤膜
:" ?/)

后进行
N-I

显影! 以
YVP@M

为内参!

A?*40 %

软件分析靶向蛋

白表达水平$

!"#

统计学处理

采用
KPKK !!8"

版软件进行数据分析$ 计量资

料以均数
%

标准差
O!%1Q

描述!两组间比较采用
S

检

验!多组间比较采用方差分析$

P&"8";

为差异有统

计学意义$

!

结 果

$"! %&'!()*

在胶质瘤

细胞中的表达

与人正常胶质细胞

MV

相比 ! 胶质瘤细胞

B#$

"

B!;=

"

V=$!

中
?/L#

H>"

表达显著性升高 %

SZ

=$8#>

"

=:8";

"

:!8:>

!

P

均
[

"8""=

& %

X/4'(0 =

&$

?/L#

H>"

在
B#$

细胞表达差异更明显!因此选取
B#$

细

胞用于后续实验$

$+$ %&'!(),

在胶质瘤耐药细胞中高表达

细胞活力随
DEF

浓度的增加而降低 ! 耐药

B#$CDEF

细胞的
A-

;"

值高于正常
B#$

细胞%

SZ:"8G!

!

P["8""=

& %

X/4'(0 !V

&$

LD#\P-L

结果显示!

?/L#H>"

在
B#$CDEF

细胞中的表达显著性升高
OX/4'(0 !U

&!差

异有统计学意义%

SZG8""!

!

P["8""=

&$

$"# %&'!(),

促进
-./0123

细胞侵袭力

转染
?/L#H>" /)./T/S&(

至
B#$CDEF

细胞
!> .

后!

LD#\P-L

检测结果显示!

?/L#H>" /)./T/S&(

组中

?/L#H>"

表达量明显低于对照组%

D*T+0 !

&$ 与对照

组比较!

?/L#H>" /)./T/S&(

组细胞侵袭数目显著性下

降%

P&"8";

&%

X/4'(0 :

!

D*T+0 !

&$

$+)

转染
%&'!(), &45&6&789

对
-./0123

细胞增殖

及
123

药物敏感性的影响

与对照组相比!下调
?/L#H>"

组
!>

"

>#

"

$! .

细

9&S0

'

-&?]*(0^ _/S. MV 4(&']

!

```

'

P["8""=

:&;<9= ! >?@9=AA&84 8B %&'!(), &4 ;C&8%D 7&AA<= D4E F=CCA

MV B#$ B!;= V=$!

>

:

!

=

"

L
0
+
*
S
/
a
0
0
b
]
(
0
1
1
/
&
)
&
,
?
/
L
#
H
>
"

!!9&S0

'

-&?]*(0^ _/S. B#$ 4(&']

!

```

'

P["8""=

:&;<9= $ >?@9=AA&84 8B %&'!(), &4 -./G123 F=CC

V U

=""

#"

H"

>"

!"

"

-
0
+
+
a
/
*
T
/
+
/
S
5
O
<
Q

I&4 3&)38 =8=$H =8>$$ =8$$# !8"$G !8:#" !8H#= !8G#"

DEFO!EQ =; :" H" =!" !>" >#" GH"

B#$ B#$CDEF

;

>

:

!

=

"

L
0
+
*
S
/
a
0
0
b
]
(
0
1
1
/
&
)
&
,
?
/
L
#
H
>
"

B#$ A-

;"

Z;!8!$

B#$CDEF A-
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Z!G!8!"
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%&'()

*+,, )&',-.+&/0-'1 &/0+

!

2

"

!3 4 3# 4 $! 4

5* -14-6-0'& 7$89$!:83! !#839!98:! 3:8#3!#8;3

<-=">3" -14-6-0'& 7"839!!83! 798:;!:8!; 7#83#!38!:

0 !8;33 :8>7> 98:7$

? "8"3!! "8"!!3 "8"">

胞增殖率均显著性下降

!

?#"8"9

"!

@/6,+ :

"#

A#$B@CD

细胞转染

<-=">3" -14-6-0'&

后 $

5*

-14-6-0'&

和
<-=">3" -1"

4-6-0'&

组的
E*

9"

值分别

为
!;:8::!778!#

%

7:78>7!

#8;$

$

<-=">3" -14-6-0'&

组

E*

9"

值显著性降低!

0F7;833

$

?$"8"7

"!

G-H(&+ 3

"#

!"# $%&'(

在
)*+,'-.

细胞中高表达

与
A#$

细胞相比 $

A#$B@CD

细胞中
IJE@7

的

<=5K

%蛋白表达水平均显著性下调!

0F778"$

%

7"899

$

?

均
$"8""7

"!

G-H(&+ 9

"#

!/0 123!045

靶向调控
$%&'6

的表达

通过
<-=LM

软件预测
IJE@7

与
<-=">3"

的靶

向结合位点示意图
NG-H(&+ >O

# 与
5* <-<-P

与
Q@"

IJE@7

共转染相比$

<-=">3" <-<-P

与
Q@"IJE@7

共

转染后
!;:@

细胞的荧光活性显著性降低!

?R"8"9

"&

而
<-=">3" <-<-P

与
CA@"IJE@7

共转染%

5* <-<-P

与
CA@"IJE@7

共转染后$ 细胞荧光活性不受影响

N@/6,+ 3O

# 与
5* -14-6-0'&

组相比$

<-=">3" -14-6-0'&

组
IJE@7 <=5K

和蛋白表达水平均显著性上升!

0F

:789"

%

$8:";

$

?

均
R"8"9

"

NG-H(&+ $O

#

!/+ 123!045

通过抑制
$%&'6

介导
789,!!:;9<828

通路促进脑胶质瘤对替莫唑胺的耐药

<-=">3" -14-6-0'&

组
A#$B@CD

细胞的
!"P/0+1-1

%

*SP,-1 L7

%

P"<SP

表达水平低于
5* -14-6-0'&

组 !

0F

798>;

%

7$8#;

%

7:833

$

?

均
R"8"9

"#

<-=">3" -14-6-0'&T

U-"IJE@7

组
A#$B@CD

细胞的
!"P/0+1-1

%

PSP,-1 L7

%

P"

<SP

表达水平高于
<-=">3" -14-6-0'&

组!

0F;8$7!

%

7!8$"

%

7789$

$

?

均
R"8"9

"

NG-H(&+ #O

#

:

讨 论

脑胶质瘤的恶性预后涉及到癌基因的扩增和过

表达% 抑癌基因的缺失及信号通路的异常#

<-=5K

通常通过与靶
<=5K

翻译区
NA@=O

结合$抑制靶基因

的表达'

;

(

# 研究表明
<-=5K

在细胞增殖'

7"

(

%凋亡'

77

(

%

耐药'

7!V7:

(等生物学过程中发挥着重要作用#

<-=">3"

在介导
W!I

促血管生成作用中发挥着关键作用'

73

(

#

<-=">3"

可通过抑制
J=?7

和
Q10

信号通路促进细胞

炎症 '

79

(

# 此外 $

J-

等 '

#

(通过
<-=5K

基因芯片发现

<-=">3"

与卵巢癌紫杉醇耐药密切相关# 然而$关于

<-=">3"

是否参与人脑胶瘤细胞
@CD

耐药机制目

';=>< ! '?< <@@<:9 A@ 28?2=2928B 9?< <CDE<FF2A8 123!04G

A8 9?< 28H;F2A8 A@ )*+I'-. :<>>

J2BKE< L '?< <@@<:9 A@ 28?2=2928B 9?< <CDE<FF2A8 123!04G A8 9?< 28H;F2A8 A@ )*+I'-. :<>>

5* -14-6-0'& <-=">3" -14-6-0'&

%&'() <-=">3" E1X/U-'1 P+,, 1(<6+&

5* -14-6-0'& 78"!%"8"9 79:!:7

<-=">3" -14-6-0'& "837!"8": 9$!!:

0 7#87!" 38:"#

? $"8""7 "8"7!>

J2BKE< 4 '?< <@@<:9 A@ 28?2=2928B 9?< <CDE<FF2A8

123!04G A8 9?< &M

#G

H;>K< A@ )*+I'-. :<>>

';=>< L MA1D;E2FA8 A@ DEA>2@<E;92A8 E;9< ;9 N2@@<E<89 921<

J'H P'1P8 787$> 783$$ 78$$# !8"$; !8:#" !8>#7 !8;#"

@CDN"CO 79 :" >" 7!" !3" 3#" ;>"

5* -14-6-0'& E*

9"

F!;:8::

<-=">3" -14-6-0'& E*

9"

F7:78>7

7""

#"

>"

3"

!"

"

*
+
,
,
X
-
/
6
-
,
-
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!!67&+8!#69&8$

!"#$%& ' ()*%&++",- ,. /0123 4.56% 7"8!9:; "-<"="56> "- ?@'ABCD E6FF

9&:0

!

;;

!

-&<=*(0> ?/:. 9- /)./@/:&( 4(&'=

"

A!"8"B

#

C

!

-&<=*(0> ?/:. </D"EF" /)./@/:&( 4(&'=

"

A!"8"B

G"H$%6 I ()*%6++",- ,. /01B3 "- HF",74 E6FF

前较少相关报道$ 本

研 究 运 用
DG"HA-D

检测
</D"EF"

表达 "

发现其在脑神经胶质

瘤细胞系中高表达$

为 了 进 一 步 明 确

</D"EF"

与脑神经胶

质瘤
GIJ

耐药之间

的相关 性 " 通过在

K#$LGIJ

细 胞 中 检

测
</D"EF"

表达" 发现其表达水平相对于
K#$

细胞

显著性增高" 且沉默
K#$LGIJ

细胞中
</D"EF"

表达

能抑制细胞增殖和侵袭"

K#$LGIJ

细胞中
GIJ

的
M-

B"

值显著性降低"表明
</D"EF"

可能抑制人脑胶质瘤细

胞对
GIJ

药物敏感性$

神经轴突导向因子
NOMGP

位于染色体
P"H!F8P

上"由
Q$

个外显子组成%

PE

&

$

N.'*/

等%

P$

&发现
NOMGP

在

结直肠癌中低表达"

NK7QRS!

通过
NOMGP

启动子的

三甲基化促进结直肠癌增殖和转移$ 之前的研究多

集中在
NOMGP

在调节神经系统轴突发育的功能研

究$ 近年来研究表明
NOMGP

与血管生成和癌症进展

存在相关性%

P#

&

$ 本研究利用生物信息学数据库发现

</D"EF"

靶向
NOMGP

"

进一步通过双荧光素

酶报告实验证实两者

结合"并且抑制
</D"

EF"

可降低
K#$LGIJ

细胞中
NOMGP <D9T

与蛋白的表达水平"

提示在胶质瘤中高表

达
</D"EF"

与低表达

因子
NOMGP

呈负向调

控$

U):

信号通路广

泛存在于无脊椎动物

和脊椎动物中" 是一

类在物种进化过程中

高 度 保 守 的 信 号 通

路%

PR

&

"

U):L!"3*:0)/)

信

号通路在动物胚胎的

早期发育'器官形成'

K#$ K#$LGIJ

9&:0

!

-&<=*(0> ?/:. K#$ 4(&'=

"

;;;
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P8B
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"8B

"

D
0
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0
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P
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P
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K#$LGIJ

NOMGP

YTAZS

K#$ K#$LGIJ

G"H$%6 9 B<6 J"KB8 ,. /01B3 E,-54"-+ 4 -$EF6,5">6

+6L$6-E6 E,7*F676-54%M 5, 7"8!9:;

UG"NOMGP B# YTY-KYKYKY----YYTK-TT- Q#

.1*"</D"EF" Q# K-K--YK--TTYYT--KTYKT B#

IKG"NOMGP B# YTY-KYKYKY------KTYKT- Q#

24=F6 : N$4F F$E".6%4+6 %6*,%5 6)*6%"76-5 =65O66-

/0123 4-> 7"8!9:;

Y(&'= UG"NOMGP IKG"NOMGP

9- </</3 "8R"$"8"F "8RP$"8"#

</D"EF" </</3 "8B!$"8P" "8R"$"8"Q

! E8E#P "8P$R

" "8""B! "8R#!!

G"H$%6 P !!E456-"-

!

E!7ME

!

QMEF"- R3 *%,56"- 6)*%6++",-

9- /)./@/:&(

</D"EF" /)./@/:&(

</D"EF" /)./@/:&([1/"NOMGP

9-

/)./@/:&(

</D"EF"

/)./@/:&(

</D"EF"

/)./@/:&([1/"NOMGP
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组织再生和其他生理过程中具有至关重要的作用!广

泛参与肿瘤转移"耐药等多种机制#

!"

$

%干扰
%&'!

表达

可抑制
()*+!!,&*-).)

信号通路标志蛋白
!!,&*-).)

及下游靶基因
,!/0,

"

10,2.) 34

蛋白表达!从而诱导

细胞凋亡#

!4

$

%对于脑胶质瘤细胞的放化疗抵抗!主要

机制是由
56!

甲基鸟嘌呤
!378

甲基转移酶
9:%:;<

所介导的
378

修复过程影响! 而
()*+!!,&*-).)

信

号通路可以调控
:%:;

的表达% 本研究检测干扰

/.=!6>"

表达的
?#$+;:@

细胞中
!!,&*-).)

"

,!/0,

"

10,2.) 34

蛋白的表达发现!干扰
/.=!6>"

表达可抑

制
!!,&*-).)

"

,!/0,

"

10,2.) 34

蛋白的表达 ! 揭示

/.=!6>"

可能通过
ABC;4

介导
()*+!!,&*-).)

信号通

路促进脑胶质瘤对
;:@

的耐药%

综上所述!

/.=!6>"

可促进胶质瘤耐药细胞增

殖和侵袭! 并提高胶质瘤细胞对
;:@

的耐药性!其

机制可能是通过
ABC;4

介导
()*+!!,&*-).)

信号通

路!为
/.=!6>"

靶向治疗脑神经胶质瘤耐药提供参考

依据%
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