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摘!要!目的!通过检测人脑胶质瘤组织中 C1@0' 基因的表达水平!探讨其与胶质瘤发生发展的关系" 方法!采用荧光

实时定量反转录聚合酶链式反应->ZPO2>.法!检测了 H% 例人脑胶质瘤组织和 %& 例正常脑组织中 C1@0' T>=M表达水平!分

析其与胶质瘤的关系" 结果!C1@0' T>=M在胶质瘤组#

$
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(

级胶质瘤组#

)

Q
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级胶质瘤组及对照组中的表达量分别为

%'IHG&J t$I'FEJ#%HI$&&J tGIG#$J#'"I#'&J t$I'#"J##IG'GJ t'IHH"J" 统计显示 C1@0' T>=M表达水平在胶质瘤

组明显高于对照组-)s&I&E.!且在
$

Q

(

级胶质瘤组及
)

Q

2

级胶质瘤组中均明显高于对照组-)s&I&E.!但 C1@0' T>=M

在
$

Q

(

级胶质瘤组与
)

Q

2

级胶质瘤组中的表达水平无显著差异-)r&I&E." 结论!C1@0' 基因在人脑胶质瘤组织中有高

表达!说明 C1@0' 基因与胶质瘤的发生#发展过程密切相关"

关键词!脑胶质瘤!C1@0' 基因!实时定量 O2>

VWM&)**8<:*<=50%X+ 8:57>':%98<>'*':C!H)8&18A:8=82':2)*D8@H/'@H<9<A82'9%&'C)E,

0.#']!+,! *#+, Z2.+2#+! I>#+, 1.! !"
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#$*@&'2@!F$G)2@8()!Z5,̀D75-,;̂,-,73;+5):̂+D b,;?,,) ;̂,*,),3)R *7+5T3IbAR,;,/;+)*;̂,,̀D-,::+5) 7,<,758C1@0' *,),+)

^6T3) *7+5T3;6T5-;+::6,I0)@H<C*!>,37P;+T,X63);+;3;+<,-,<,-:,;-3):/-+D;+5) O2>?3:D,-85-T,R 5) H% *7+5T3:6-*+/37:D,/+T,):

3)R %& )5-T37b-3+) :D,/+T,):I.;3;+:;+/373)37A:+:?3:6:,R ;5+);,-D-,;;̂,-,73;+5):̂+D b,;?,,) ;̂,,̀D-,::+5) 3)R *7+5T3I")*79@*!

C1@0' T>=M,̀D-,::+5) 7,<,7+) *7+5T3?3::+*)+8+/3);7A^+*̂,-;̂3) ;̂3;+) )5-T37b-3+) ;+::6,:-)s&I&E.!b6;;̂,-,?3:)5:+*)+8+U

/3)/,:;3;+:;+/37R+88,-,)/,b,;?,,) ;̂,,̀D-,::+5) 58C1@0' T>=M+) *7+5T3:58*-3R,

$

P

(

3)R ;̂3;+) *7+5T3:58*-3R,

)

P

2

-)r

&I&E.I6<:297*8<:!C1@0' T>=M+:^+*̂7A,̀D-,::,R +) ^6T3) *7+5T3:!?̂+/̂ T3AD73A3) +TD5-;3);-57,+) ;̂,5)/5*,),:+:3)R

D-5*-,::+5) 58̂ 6T3) *7+5T3:I

4); D<&C*!C6T3) *7+5T3) C1@0') >ZPO2>

!!高迁移率族蛋白 0'- ^+*̂ PT5b+7+;A*-56D b5̀ P

'!C1@0'.是一种存在于真核生物细胞内的非组蛋

白染色体结合蛋白" 研究表明它不但是一种转录因

子和促生长因子!而且是一种重要的炎性细胞因子!

并与肿瘤的发生#浸润#转移等生物学行为关系密切!

有很大的临床价值" C1@0' 在多种肿瘤中都存在蛋

白高表达和基因扩增!但鲜有从基因水平研究

C1@0' 基因与胶质瘤关系的报道" 本研究应用 >Z

PO2>方法检测人脑胶质瘤患者肿瘤组织中 C1@0'

T>=M的表达水平!探讨 C1@0' 基因与胶质瘤的关

系"

材料与方法

'I材料(收集常州市第一人民医院神经外科 %&&$ Q%&&#

年术后经病理证实的人脑胶质瘤标本 H% 例为实验组!男性 %G

例!女性 'G 例" 患者年龄 '# Q#% 岁!平均年龄 HEIFG t'I"G

岁" 肿瘤组织按 [Ch中枢神经系统病理分级标准-%&&& 年.

分为
$

Q

(

级 'G 例!其中男性 '' 例!女性 E 例!患者平均年

龄H%I$F t%IF# 岁)

)

Q

2

级 %G 例!其中男性 'E 例!女性 ''

例!患者平均年龄 HFI&& t%IEF 岁" 统计学分析显示各组间

年龄#性别构成无明显差异 -)r&I&E." 所有病理诊断均经

两位以上有经验的病理医师同时确诊" 另收集 %& 例因颅脑

外伤行开颅减压手术时的周围正常脑组织标本作为对照组"

所有标本采集后均立即置入液氮灌"

%I主要试剂(>=M快速制备试剂盒 -上海申能博彩生物

科技有限公司.用于总 >=M提取" >,<,-;M+R 首链 /9=M合成

试剂 盒 -立 陶 宛 10]N,-T,);:公 司 . 用 于 /9=M合 成"

C1@0' 质粒标准品-上海申友生物有限公司.!Z3X 酶#R=ZO#

'& v0688,-#%ETT57L_1*27

%

-上海申能博彩生物科技有限公

司.!C1@0' 和 @MO9C的引物及 Z3X13) 探针序列 -上海生

工生物工程技术有限公司. 用于实时定量 O2>"

$I技术与方法(-'.总 >=M提取和反转录合成 /9=M( 严

格按照 Z-+g57>,3*,);试剂盒说明书提取组织总 >=M" 紫外

分光光度计测定显示 h9%G&Lh9%F& 在 'IF Q%I& 之间!并测

定 >=M浓度" 取 %

1

*-据其浓度换算成体积
1

7.总 >=M按反

*E"*
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转录试剂盒说明书进行反转录!反转录成 /9=M" -%.实时定

量 O2>检测(采用 _+*̂;2A/7,-荧光实时定量 O2>仪检测"

以 $ P磷酸甘油脱氢酶基因 @MO9C的表达作为内参"

C1@0' 和 @MO9C的引物及 Z3X13) 探针序列见表 '" O2>

的反应体积为 %E

1

7!由 /9=M%

1

7!RRC

%

h'GI"E

1

7!'& v0688,-

%IE

1

7!%ETT57L_1*27

%

%IE

1

7!'&&

1

T57L_上#下游引物及探

针各 &I'

1

7!R=ZO&IE

1

7!Z3X 酶 &I%E

1

7" 反应条件为(第一阶

段预变性 "Eu $&&:!第二阶段变性 "Eu E:!退火延伸 G&u

'E:!共 H& 个循环" 最后 H&u $&:终止" 将已知基因拷贝数

的 C1@0' 阳性模板标准品从 '&

"

到 '&

H

倍比稀释行标准曲

线 法" @MO9C 的 >ZPO2>反 应 体 系 与 反 应 条 件 同

C1@0'"

表 +,50%X+ 和 %#/.5的引物及 !'b0':探针序列

引物名称 引物及 Z3X13) 探针序列 产物长度

C1@0' 正义引物 EjPM@@MZ222MMZ@2M222MM@M@P$j

反义引物 EjPZZ2@2MM2MZ2M22MMZ@@M2M@ P$j ''%bD

探针!!EjP-NM1.2Z22ZZ2@@22ZZ2ZZ22Z2ZZ2Z@2-ZM1>M. P$j

@MO9C 正义引物 EjP@@MM@@Z@MM@@Z2@@M@Z2P$j

反义引物 EjP2@ZZ2Z2M@22ZZ@M2@@ZP$j %EFbD

探针!! EjP-NM1.ZZZ@@Z2@ZMZZ@@@2@@@Z@-ZM1>M. P$j

!!HI统计学方法(对于每一份标本均行复管检测!取其均

值作为 C1@0' 基因拷贝数" 以同一份标本 C1@0' 拷贝数L

@MO9C拷 贝 数 表 示 C1@0' 基 因 的 表 达 水 平! 定 义 为

C1@0'

=

-)5-T37+g,R C1@0' ,̀D-,::+5) 7,<,7." 用 .O.. 'EI&

软件处理数据!计量资料经过正态性检验和方差齐性检验!数

据用均数 t标准差-(t<.表示" 采用 "检验!以 )s&I&E 为

差异有统计学意义"

结!!果

'I实验组与对照组中 C1@0' T>=M表达水平

的比较(C1@0' T>=M在胶质瘤组#

$

Q

(

级胶质瘤

组#

)

Q

2

级胶质瘤组中的表达量与对照组中的表达

量的比较均有显著差异" 示实验组中 C1@0' T>=M

表达水平明显高于对照组-)s&I&E.!详见表 %"

表 J,50%X+ 基因在各实验组与对照组中的

表达的比较-J.

组别 +

C1@0'

=

表达量-(t<.

胶质瘤组 H%

%'IHG& t$I'FE

"

胶质瘤
$

Q

(

级 'G

%HI$&& tGIG#$

"

胶质瘤
)

Q

2

级 %G

'"I#'& t$I'#"

"

对照组 %& #IG'G t'IHH"

!!与对照组比较!

"

)s&I&E

%I

$

Q

(

级胶质瘤组与
)

Q

2

级胶质瘤组中

C1@0' T>=M表达水平的比较(C1@0' T>=M在胶

质瘤
$

Q

(

级组中的表达量与在胶质瘤
)

Q

2

级组

中的表达量无显著差异-)r&I&E.!详见表 $"

讨!!论

胶质瘤是中枢神经系统最具有侵袭性的肿瘤之

一!其发生发展涉及多种基因和蛋白交叉作用!对治

疗的敏感度差
/'0

" 其难以控制的细胞增殖#细胞凋

亡速度的减慢#肿瘤细胞的侵袭性以及新生血管生长

等生物学行为使胶质瘤的治疗面临巨大困难" 因此

如何进一步提高胶质瘤的治疗效果仍需要对包括胶

质瘤发生#发展的分子机制以及新的治疗方法的不断

探索"

表 I,50%X+ 基因在胶质瘤
!

c

%

级组与

&

c

'

级组中的表达比较-(t<!J.

组别 +

C1@0'

=

表达量

胶质瘤
$

Q

(

级 'G %HI$&& tGIG#$

胶质瘤
)

Q

2

级 %G '"I#'& t$I'#"

C1@0' 因其分子质量小- s$&S93.且在聚丙烯

酰胺凝胶电泳中有很高的迁移率而被命名为高迁移

率族蛋白-C1@蛋白." 人 C1@0' 基因位于染色体

'$X'%!编码含 %'" 个氨基酸残基!可分为 $ 个功能

区(=P末端-M区和 0区.富含带正电荷的赖氨酸!

而 2P末端-2区.富含带负电荷的天冬氨酸和谷氨

酸
/%0

" C1@0主要通过参与增强体的形成来调节基

因转录!它通过影响或参与转录起始复合物的形成而

起上调基因表达的作用!在启动子L增强子中增强体

的形成位点上!C1@0使 9=M序列发生弯折并结合

于弯折的 9=M小沟处!利于其他转录因子的结合"

另外!C1@0' 还通过参与染色质L核小体重建来调节

基因转录" C1@0' 与组蛋白 C' 可竞争结合 9=M

上的结合位点!使核小体结构趋于稳定!而 C1@0'

结合后可以使缠绕在核心组蛋白上的 9=M局部移

位#变形!使其他转录因子或复合物的结合位点暴露!

促使转录相关的大分子复合物形成
/$0

"

已有研究证实 C1@0' 在多种消化系统肿瘤及

*G"*
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许多癌性细胞株中都有过表达
/H0

" 刘勇等
/E0

通过免

疫组化证实!C1@07蛋白在喉鳞癌组织中的表达较

癌旁组织显著上调!且其高表达与喉鳞癌的 Z分期#

临床分期#转移和复发密切相关" .^3-T3等
/G0

研究

发现 C1@0' 的表达水平与肿瘤的发生阶段相关!在

肿瘤发生早期#晚期中的表达率分别为 %&J#F&J"

有研究表明 C1@0' 在正常脑组织中不表达或低水

平表达
/#0

" 本研究证实 C1@0' 基因在胶质瘤中存

在高表达!说明其在胶质瘤的发生#发展中起重要作

用" C35等
/F0

研究 C1@0' 在子宫颈癌中的表达发

现其在子宫颈鳞状细胞癌与癌旁组织中的表达无明

显差异!但与正常子宫颈组织比较具有明显差异!而

且发现其过表达与肿瘤转移存在明显相关性!但与肿

瘤级别及大小无明显相关性" 本研究发现 C1@0'

基因在胶质瘤组中的表达水平明显高于对照组!但在

)

Q

2

级中的表达水平与
$

Q

(

级无明显差异" 由

于本组例数相对较少!尚不能确定 C1@0' 基因在胶

质瘤中的表达与其恶性程度之间的关系!但可以确定

的是 C1@0' 的异常表达与胶质瘤的发生!生长及浸

润有关"

C1@0' 是如何介导肿瘤产生!其具体机制目前

尚未完全阐明" C1@0' 对细胞的作用主要通过其与

信号转导受体 >M@(在细胞表面结合!激发细胞内

D$F 丝裂原活化蛋白激酶-1MOV.#细胞外信号调节

激酶 ' 和 % -(>V'L%.#核因子 =NP

-

0等多种信号

转导机制!从而使细胞释放其他因子及功能发生改变

或表达失调" C1@0' 启动星形胶质细胞激活!分泌

潜在的生物活性因子!涉及脑部炎症反应和免疫反

应!C1@0' 与其受体参与了某些中枢神经系统疾病

的炎症反应#细胞凋亡以及血脑屏障通透性增加等病

理生理学过程!加重了缺血性卒中#神经胶质瘤等疾

病的病情
/"!'&0

" 03::+等
/''0

对 C1@0' 及 >M@(在人

Z"F@胶质瘤细胞系中的表达以及两者之间的关系的

研究中!发现 C1@0' 作为一种胶质瘤细胞自分泌因

子参与了 >M@(的活化! 证明胶质瘤中确实有

C1@0'L>M@(信 号 通 路 的 存 在" 还 有 人 推 测

C1@0' 的高表达影响肿瘤的发生!其机制可能是前

者高表达引起某种基因表达失调!从而导致肿瘤表

型!抑或是 C1@0' 过表达可使获得肿瘤表型的细胞

免于凋亡!促进肿瘤发生
/'%0

"

C1@0' 和人脑胶质瘤的发生发展相关!但是否

可以作为独立的判断指标!以及其在胶质瘤诊断#治

疗中的应用还需要进一步的研究" 本课题着力于胶

质瘤基因水平的研究!下一步将进一步探讨其蛋白水

平的表达!力求从蛋白与基因双重水平进行验证"
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