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糖皮质激素受体在 P 种人成骨肉瘤细胞株
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摘!要!目的!研究糖皮质激素受体"6GLMBMBKPEMBEO KAMAWPBKI!9(#在人成骨肉瘤细胞株 T9-&'=% ;2C 及 :2C 的表达及差

异$ 方法!人成骨肉瘤细胞株 T9-&'=% ;2C 及 :2C 购买于 +>]]!常规方法培养细胞$ 待细胞株生长良好时!检测 & 种细胞株

的细胞骨架'黏附力等细胞特性!通过 KANGPE5A(>;V](和 fAIPAKR SGBP法检测 9(表达情况$ 结果!& 种人成骨肉瘤细胞株有

不同细胞特性!9(在 & 种人成骨肉瘤细胞株中表达存在差异$ 结论!9(在不同功能的人成骨肉瘤细胞株中表达不同$

关键词!9(!骨肉瘤!T9-&!=% ;2C!:2C

#中图分类号$! (*&$!!!!#文献标识码$! +

62&;177'/($(./9H%C#/#/;4'#/'.B1#1&4/;'(?741/7$;#/-$ :'(17AH+P!\M !?W$(.T?W$(.S47G'991;1(#17<"

03$) :/(#()*!./3 5()!

,$) '(G1)*!"#$%&D"F$G#<")#1-\G#/1F"6(72!T/";--(%($#"6 T$(a/13 +12F(#$%!L")a/13 5"6(7$%?)(M"G2(#9!./"@($)* PAUBBB!:/()$

=>74;$#4!?>@1#4'81!>BIPLO[PFAAZWKAIIEBR NRO OEJJAKARMAIBJ6GLMBMBKPEMBEO KAMAWPBK"9(# ER BIPABINKMB5NGERAIT9-&!=% ;

2C NRO :2C.A140/.7!:L5NR BIPABINKMB5NGERAIT9-&!=% ;2C NRO :2C QAKAWLKMFNIAO JKB5+>]].]AGGIQAKAJBIPAKAO S[MBRHAR\

PEBRNG5APFBOI.fFAR PFAMAGGGERAI6KBQQAGG!QAOAPAMPAO PFAMFNKNMPAKBJPFKAAMAGGGERAIJBKM[PBI8AGAPBR NRO NOFAIEBR WKBWAKPEAI.fA

WAKJBK5AO KANGPE5A(>;V](PBAZN5ERA9(AZWKAIIEBR.B17C%47!>FAMFNKNMPAKBJPFKAAFL5NR BIPABINKMB5NGERAIQAKAOEJJAKARP.>FAAZ\

WKAIIEBR BJ9(QNIBJIE6REJEMNRPOEJJAKARMASAPQAAR PFKAAFL5NR BIPABINKMB5NGERAI.,/(#%C7'/(!>FAAZWKAIIEBR BJ9(QAKAOEJJAKARPSA\

PQAAR PFAOEJJAKARPJLRMPEBRIBJFL5NR BIPABINKMB5NGERAI.

D13 E/;.7!9(-2IPABINKMB5N-T9-&-=% ;2C-:2C

!!骨肉瘤是最常见成骨的恶性肿瘤之一!约占骨恶

性肿瘤的 %#'左右!特点是恶性程度高'易复发'易转

移'预后差
)"*

$ 研究报道目前治疗骨肉瘤的方法主要

是手术扩大切除病灶和化疗!术后 ) 年存活率为 ))'

0-#'

)%! &*

$ 手术切除是根本性治疗方法!而化疗是

加强巩固治疗效果$ 临床上发现骨肉瘤患者在化疗中

出现耐药!这是导致骨肉瘤治疗失败的主要因素之一!

因此化疗效果对骨肉瘤患者生存及预后起到至关重要

的作用$ 糖皮质激素"6GLMBMBKPEMBEO!9]#是重要的皮

质类固醇激素之一!由于对某些肿瘤细胞具有促凋亡

和抗增殖的作用而被广泛应用于临床治疗$ 随着 9]

不断应用临床!某些肿瘤患者出现不同程度的耐药现

象!经过深入研究发现 9]可能是增加某些肿瘤细胞

对化疗药物抵抗的重要因素之一
)/*

$ 研究者还发现

9]是通过与细胞内 9(结合!激活或抑制 9(基因表

达!才能选择性地启动 9(相关基因网络!发挥调节肿

瘤细胞代谢的生物学效应
))*

$ 本研究在此基础上!笔

者检测 & 种人成骨肉瘤细胞株中 9(表达情况$

材料与方法

".实验材料和试剂(

!

高糖 3TYT(北京赛默飞世尔生物

化学制品公司-

"

胰酶( CE65N;+GOKEMF 公司-

#

鬼笔环肽(

++>XEBcLAIP公司-

0

3+Ve(上海麦尔生物有限公司-

3

层粘

连蛋白(X3XEBIMEARMAI公司-

4

>(ebBG(DEJA>AMFRBGB6EAI公司-

6

*&## KANGPE5AV](系统(+WWGEAO XEBI[IPA5I公司-

7

CaX(

9KAAR TNIKAKTEZ((BMFA公司-

8

引物(上海捷瑞生物工程有

限公司-

9

蛋白裂解液(上海碧云天生物技术研究所-

:;<

9(抗

体(X3XEBIMEARMAI公司-

:;=

反转录试剂盒(>FAK5BCMEARPEJEM公

司-

:;>

Y]D显影剂(9Y公司$

%.细胞培养(人成骨肉瘤细胞株 T9-&'=% ;2C 及 :2C

购买于美国标准生物品收藏中心"+5AKEMNR P[WAMLGPLKAMBGGAM\

PEBR!+>]]#!& 种细胞株培养在 "#'小牛血清的高糖 3TYT

的培养液的培养瓶中!置于 )']2

%

'&*m保湿的温箱中!定期

换液!等细胞株密度为 $#' 0,#'左右!吸出细胞培养液!用

灭菌 VXC " W:*./ # 清洗 & 次!加入适量含 #l#%' Y3>+的

#l%)'胰酶消化 &# 0-#I后!显微镜下观察!见细胞单层收缩

突起出现空隙时!加入适量培养基终止消化!反复吹打细胞!

使其成细胞悬液!将其移至离心管后!室温 "###K75ER 离心

)5ER!吸出上清液!加入培养基后!将其吹打成细胞悬液!以

"p%接种到培养瓶中!置于 )']2

%

'&*m保湿的温箱中$

&.人成骨肉瘤细胞株细胞骨架的检测(将 T9-&'=% ;2C

.//".
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及 :2C 细胞株接种到 %/ 孔板上!温箱中孵育 & 天后!取出 %/

孔板!吸出培养液!/'多聚甲醛固定细胞 "#5ER!用 #."'>KE\

PBR1;"## 处理细胞 &#5ER!加入 )

.

675G的鬼笔环肽" WFNGGBE\

OER#室温染色 &# 0-#5ER! 3+Ve复染细胞核 "#5ER!以上每步

骤后用 VXC 清洗细胞 & 次!每次 )5ER!用荧光显微镜下绿色通

道拍摄 WFNGGBEOER 显示微丝微管结构和蓝色通道拍摄 3+Ve复

染的细胞核!然后将两者图片重叠后得到完整图片$

/.人成骨肉瘤细胞株细胞黏附力实验(用层粘连蛋白

"GN5ERER#检测人成骨肉瘤细胞的黏附力$ 实验重复 & 次及过

程同 L̂_EQNKN等
)-*

研究!& 个骨肉瘤细胞株在 )']2

%

'&*m保

湿的温箱孵育 %/F 后!用 T>>方法检测其黏附力结果!收集'

整理'统计数据$

).人成骨肉瘤细胞株总 (?+的提取和 KANGPE5A(>;

V]((总 5(?+提取(人成骨肉瘤细胞株培养后经消化'离心

沉淀后!两者总 (?+提取用 >KEbBG方法!具体提取过程根据试

剂说明书$ 通过测量在 %-#R5和 %$#R5处吸光度 (?+浓度

和纯度$ 通过反转录试剂盒说明书得到 M3?+$ 通过 *&## KA\

NGPE5AV](系统检测 9(和 9+V3:5(?+表达情况!9(和

9+V3:引物的设计(9(" (̂)t;999+9+>9>9+>99+]>>;

&t!(( )t;+++9>]>>]9]>9]>>99;&t!"%*SW#!9+V3:" (̂

)t;+]9+]]+]>>>9>]++9]>];&t!(( )t;99>]>+]+>9\

9]++]>9>9+;&t!%#-SW#$ V](扩增是通过 %#

.

G混合体系

""

.

GM3?+!#.#)

.

5BG7D引物!"#

.

GCaX(9KAAR TNIKAKTEZ#

中完成!反应温度条件如下()$m反转录 %5ER!,)m反转录酶

失活 "#5ER!/# 个循环扩增",)m")I'-#m"5ER #!根据熔解曲

线分析判断 V](结果的特异性$ 通过 *&## KANG;PE5AV](系

统收集 V](结果数据$

-.人成骨肉瘤细胞株 fAIPAKR SGBP法检测(人成骨肉瘤细

胞株培养后经消化'离心沉淀后收集细胞!分别加入蛋白裂解

液"VeV+7VTC^为"##p"#裂解 &F!离心'收集' ;%#m保存蛋

白$ 配置 "#'分离胶'浓缩胶!上样结束开始电泳!浓缩胶时

$#U!至分离胶时改为 "##U!电泳至染料刚跑出即可终止电

泳$ 用 VU3̂ 膜转膜 "9((")U'*)5ER!9+V3:( ")U'%)5ER#

及 )'光明脱脂奶粉封闭 %F$ 加入"p"###稀释的 9(抗体"鼠

抗#!/m过夜后室温再摇动 %F$ VU3̂ 膜用 "#'VXC>漂洗 &

次!* 分7次!加入 "p)### 的二抗 "抗鼠 #!室温摇动 "F$ 用

"#'VXC>漂洗 / 次!* 分7次$ Y]D显影!将胶片进行扫描或

拍照!用 kLNRPEP[BRA软件进行分析$

*.统计学方法(所有数据采用 CVCC V+Cf CPNPEIPEMI"$.#

软件进行统计分析!计量资料以均数 <标准差"H<2#表示!多

个样本比较用方差分析及两两之间比较采用 '=D;#检验!!

4#l#) 为差异有统计学意义$

结!!果

".人成骨肉瘤细胞株 T9-&'=% ;2C 及 :2C 细

胞骨架结果(从图 " 可知!& 种细胞形态及大小不同!

& 个体积大小为 =% ;2C oT9-& o:2C"图 %#!:2C

细胞呈长梭性!=% ;2C 细胞基本呈偏圆形!T9-& 细

胞形态在两者之间!T9-& 细胞有多个突起!而 :2C

和 =% ;2C 细胞突起部不明显$

图 )"人成骨肉瘤细胞株 AH+P%\M !?W%T?W细胞骨架特点" n"###

+.T9-&-X.=% ;2C-].:2C

!

!!%.人成骨肉瘤细胞株 T9-&'=% ;2C 及 :2C 黏附

力试验结果(从图 % 可知!& 个细胞株黏附力强弱顺序

为 :2C oT9-& o=% ;2C!经统计学分析后!& 种细胞

株间的黏附力存在明显统计学差异"!4#.#)#$

&.人成骨肉瘤细胞株 T9-&'=% ;2C 及 :2C 的

KANG;PE5A(>;V](结果(从图 & 可知!=% ;2C 中

9(表达最低!9(在 & 种人成骨肉瘤细胞株中表达

差异具有统计学意义"!4#.#"#$

/.人成骨肉瘤细胞株 T9-&'=% ;2C 及 :2C 的

fAIPAKR SGBP法检测结果(从图 / 和图 ) 可知!=% ;2C

中 9(无表达!在 :2C 中表达最高!9(在 & 种人成

骨肉瘤细胞株中表达差异具有统计学意义 "!4

#l#)#$

讨!!论

本实验首先检测 & 种细胞株的细胞骨架'黏附力

试验等细胞特性!因为相关文献报告这些细胞特性与

肿瘤细胞功能有着密切关系
)* 0,*

$ 细胞骨架相关成

分主要包括
$

;平滑肌肌动蛋白'波形蛋白"UE5AR\

PER#及
%

;连环蛋白 "

%

;MNPARER #!VNKOB等
)"#*

和

dFNR6等
)""*

研究发现!UE5ARPER 与骨肉瘤侵袭'转移

.)/".
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图 M"人成骨肉瘤细胞株 AH+P%\M !?W及

T?W黏附力实验结果

两两比较!!均 4#.#)

!

图 P"人成骨肉瘤细胞株 AH+P%\M !?W及

T?W中 HB-BF=的情况

"

!4#.#)!

""

!4#.#"

!

图 K"人成骨肉瘤细胞株 AH+P%\M !?W及

T?W中 HB蛋白表达情况

!

图 N"人成骨肉瘤细胞株 AH+P%\M !?W及 T?W细胞中

HB和 H=QGT蛋白表达的图像灰度值比"9(79+V3:#

"

!4#.#)!

""

!4#.##"!

和预后有关$ ?EERN8N等
)"%*

研究发现骨肉瘤细胞株

T9-& 中 UE5ARPER 被敲除后!骨肉瘤细胞的黏附力及

侵袭力发生改变$ 1EN等
)"&*

和 dFNR6等
)"/*

通过沉默

骨肉瘤细胞株中
%

;MNPARER 基因后!T9-& 细胞凋亡

和侵袭力发生改变!这些研究提示细胞骨架与骨肉瘤

细胞凋亡及侵袭力等细胞特性有关$ 根据本实验结

果!细胞骨架结果提示 & 种细胞的大小和形态存在差

异!尤其是细胞形态存在明显差异$ 细胞黏附力结果

提示 & 种人成骨肉瘤细胞株的黏附力存在着统计学

差异$ 结合本实验和相关文献报道!笔者认为 & 种人

成骨肉瘤细胞株 T9-&'=% ;2C 及 :2C 具有不同细

胞特性及功能!相当于 & 种不同类型骨肉瘤!这可能

会导致某种重要基因在 & 种细胞株中表达及作用存

在差异!将对笔者研究骨肉瘤疾病具有重要意义$

综合研究结果表明!9(被激活后可调节多种肿

瘤相关基因的转录!这种调节主要体现在 9(对细胞

抗凋亡影响
)") 0",*

$ 目前 9]通过 9(诱导不同肿瘤

细胞抗凋亡作用机制是不同的!主要存在 / 条抗凋亡

的信号转导通路!它们分别为 T̀ V;"'?̂ ;

,

X'Ve

&

`

和 fRP等通路!而肿瘤细胞的抗凋亡作用方式是非

常复杂!有单一通路或多条通路共同参与起到抗凋亡

作用$ 研究报道提示 9]诱导前列腺癌'乳腺癌等肿

瘤细胞凋亡中出现抵抗!通过各方面检测发现在这些

肿瘤细胞中高表达 9($ 9NIIGAK等
)%#*

对肺癌细胞进

行地塞米松和顺铂体外共培养发现地塞米松诱导肺

癌细胞对顺铂的抵抗概率极高$ 研究表明各种肿瘤

中 9(表达不同!会引起细胞抗凋亡能力及对化疗药

物抵抗性也不同!这可能跟 9(调节其他肿瘤相关基

因表达有关$ 与此同时!某些肿瘤中 9(基因本身也

受到多种基因和蛋白调节的影响!]NSKN等发现鼠

?e:&>& 细胞转染前后!9(表达不同!高表达 M%_LR 基

因的 ?e:&>& 细胞显示更低的 9(5(?+水平$

本实验检测了 & 种不同功能的人成骨肉瘤细胞

株 9(表达情况$ 根据 KANG;PE5AV](和 fAIPAKR

SGBP法检测结果!笔者发现 9(在 & 种人成骨肉瘤细

胞株表达存在明显差异!其中 :2C 中表达最高!=% ;

2C 中表达极低或无表达!这可能由于 9(受到 " 种

或多种相关基因调控!使 9(基因在 & 种骨肉瘤细胞

株表达不同!进一步导致 & 种细胞株细胞抗凋亡信号

转导通路不同!引起细胞抗凋亡能力不同!而且研究

报道骨肉瘤患者化疗易出现耐药!不同类型骨肉瘤对

化疗药物敏感度也不同$ 因此笔者推测骨肉瘤中 9(

基因表达受到相关基因调节!而 9(表达高低进一步

引起骨肉瘤对化疗药物敏感度不同$ 笔者下一步是

检测 9(在骨肉瘤细胞凋亡中作用和临床不同骨肉

瘤标本及耐药患者中 9(表达情况!将对骨肉瘤患者

治疗提供指导意义$
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