
的分子% 文献已报道分子伴侣 B0$.[*$36 与 "RP+

蛋白分子结合的脱离激活了相应蛋白的磷酸化从而

引起内质网应激反应!还有许多分子伴侣与蛋白分子

的结合参与调控了整个内质网应激反应信号通路%

因此影响蛋白结合功能的这部分 M2T*N"可能在内

质应激反应调控机制中发挥重要的作用% 同时![:

分析结果提示与变化的 M2T*N"共表达的蛋白编码

基因主要富集在与细胞代谢相关的生物学途径中!也

有部分共表达基因与细胞中酶催化活性以及转运相

关!由此可推测内质网应激反应激活后引起变化的

M2T*N"可能拥有较为复杂的功能并影响了较多的生

物学途径% 这些发生变化的 M2T*N"的具体功能还

需要我们进一步的探究% 同时!芯片的共表达数据分

析提供了部分差异变化的 M2T*N"可能存在的靶基因!

例如 d*N"JY 数据库中 P*)(3-(5 的基因就有可能有

"̂d'"@CT+%\等与细胞应激反应"内质网生物功能密切

相关的基因% 但是!这些 M2T*N"能否调节预测的靶基

因!如何调节这些靶基因!还值得深入研究%
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抑制剂的作用与意义

林中啸!蔡!铭!虞晓明!张一平!杨!涛!盛汉松!陈成春!张!弩

摘!要!目的!探讨 @99&1L20TUCJ\CUL\10\2GM02\KĜUZG̀'信号通路下游转录因子 [M0' 在髓母细胞瘤 &_CJVMMLYMG1̂L_G!

IB'中的表达及其靶向抑制剂对 IB细胞增殖抑制的作用% 方法!使用不同浓度的 [M0' 特异性抑制剂 ["NR+% 作用 >LG̀细

胞!观察细胞形态的变化!采用 ##Qe6 法检测细胞的增殖抑制作用!*Re$#*法和 8C1̂CE2 YML̂法分别检测 >LG̀细胞中 [M0'

_*N"的表达量及 [M0' 蛋白表达水平的差异% 结果!使用 ["NR+% 作用细胞后!可见细胞形态出现明显改变!细胞异常突起增
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多,##Qe6 法检测显示!与对照组相比!["NR+% 能够抑制 >LG̀细胞的增殖&!]&,&('!且细胞增殖的抑制率呈明显的剂量 e效

应关系,*Re$#*法显示 [M0' 特异性抑制剂 ["NR+% 组较对照组 [M0' _*N"的表达明显下降&!]&,&(',8C1̂CE2 YML̂法检测结

果示 ["NR+% 抑制剂组较对照组 [M0' 蛋白表达水平明显下降&!]&,&('% 结论!["NR+% 主要通过抑制 [M0' _*N"的表达!下

调 [M0' 蛋白表达水平而抑制 IB的增殖生长% 因此![M0' 可能是治疗 IB的重要生物学标志物和生物治疗的潜在靶点%

关键词!髓母细胞瘤!@99信号通路![M0' 转录因子!["NR+%
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Ĉ02 ZG110\20d0TG2 M̂̀JCTECG1CJ 02 ["NR+% \ELVK TL_KGECJ L̂2LE_GM\ELVK&!]&,&(',$2D0BC5/2D!["NR+% 02U0Y0̂CJ ÛCKELM0dCEG4

0̂L2 Ld>LG̀ TCMM1_G02M̀Y J̀LZ2 eEC\VMĜ02\ÛCCfKEC110L2 Ld[M0' _*N"G2J 0̂1KEL̂C02 MCcCM,RUCECdLEC! [M0' TLVMJ YCG2 0_KLÊG2^

Y0LML\0TGM_GEDCELdIBG2J GKL̂C2 0̂GMY0LML\0TGM̂UCEGKCV 0̂TĜE\Ĉ,

O?F P21I5!ICJVMMLYMG1̂L_G&IB', @99, [M0' ÊG21TE0K 0̂L2 dGT̂LE, ["NR+%

!!髓母细胞瘤&_CJVMMLYMG1̂L_G! IB'是儿童小脑

最常见的神经系统恶性肿瘤!而且恶性程度高!预后

不良
-%.

% @99&1L20T9CJ\CUL\10\2GM02\KĜUZG̀'信

号通路在调控小脑细胞发育周期及细胞增殖过程中

扮演着关键作用!近年来多项研究表明!多种肿瘤细

胞中存在着 @99信号通路的异常激活!而小脑细胞

中 @99信号通路异常往往导致髓母细胞瘤的发

生
-'.

% [M0' &\M0L_GeG11LT0ĜCJ L2TL\C2CUL_LML\VC

''是该信号通路下游的转录因子之一![M0' 激活可促

进下游靶基因活化转录!从而引起 @99信号通路持

续激活导致细胞异常增殖形成肿瘤
-)!5.

% 本研究初

步发现 @99 信号通路下游 [M0' 特异性抑制剂

["NR+% 可以抑制髓母细胞瘤 >LG̀细胞的增殖% 本

研究使用 ["NR+% 作用细胞!观察细胞形态的变化!

采用##Qe6 法分别检测髓母细胞瘤 >LG̀细胞在 ("

%&"'&

-

_LM.b浓度的 ["NR+% 作用下的增殖抑制效

应!*Re$#*法和 8C1̂CE2 YML̂法检测 >LG̀ 细胞中

[M0' _*N"表达量及 [M0' 蛋白表达水平的差异!探

讨髓母细胞瘤发生"发展中 [M0' 的表达及其靶向抑

制剂的作用及意义%

材料与方法

%,主要试剂(髓母细胞瘤 >LG̀细胞株购自 "R##,%+5& 培

养基"胎牛血清"&,'(<胰酶.a>R"均购自美国 [0YTL公司,

@99信号通路特异性抑制剂 ["NR+% 购自 @0\_Ge"MJE0TU 公

司!["NR+% 以 >I@:配制成 '&__LM.b母液储存于 e'&s冰

箱备用,细胞计数 ##Qe6 细胞增殖分析试剂盒购自日本株

式会社同仁化学研究所,[M0' 蛋白抗体购自 #CMM@0\2GM02\

RCTU2LML\̀&#@R'公司, RE0WLM购自 ?2c0̂EL\C2 公司,引物由上

海捷瑞生物工程有限公司设计合成,*N"反转录试剂盒购自

RUCE_L@T0C2 0̂d0T公司,' nRGl $#*IG1̂CEI0f购自北京天根

生化科技有限公司%

',细胞培养(使用含 %&<胎牛血清 %+5& 培养基培养细

胞!置于 )3s"(<#:

'

恒温培养箱中培养!每 % =' 天根据细

胞的生长情况"培养基颜色及酸碱度进行换液!细胞生长到

3&< =6&<时进行传代培养!根据细胞的数量以及生长情况

进行 %t' 或者 %t5 传代培养% 每次实验前使用台盼蓝染色法

鉴定细胞活力!确定细胞活力在 -6<以上%

),实验分组(&%'正常对照组 & 2LE_GMTL2 ÊLM\ELVK! N'(

在常氧条件下培养 '5U!培养液中只加 >I@:!>I@:的终浓

度为 &,%<% 为使实验条件一致! 各组均同样要加入 >I@:!

终浓度为 &,%<% &''(

-

_LM.b["NR+% 组(在常氧条件下培

养 '5U!培养液中加入 ["NR+%!终浓度为 (

-

_LM.b% & ) '

%&

-

_LM.b["NR+% 组(在常氧条件下培养 '5U!培养液中加入

["NR+%!终浓度为 %&

-

_LM.b% &5' '&

-

_LM.b["NR+% 组(在

常氧条件下培养 '5U!培养液中加入 ["NR+%!终浓度为

'&

-

_LM.b%

)3+)
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5,##Qe6 法检测细胞增殖(>LG̀细胞贴壁生长良好!细

胞生长到3&< =6&<!使用 &,'(<胰酶.a>R"消化细胞!收

集细胞并吹打成单细胞悬液!细胞计数后以 6 n%&

)

细胞接种

于 -+ 孔板% )3s"(<#:

'

恒温培养箱培养% 第 ' 天!给予细

胞换液!加入无血清的 %+5& 培养基饥饿细胞 +U 后!更换含

%;(<胎牛血清的 %+5& 培养基!并加入 ["NR+% &["NR+% 的

终浓度为 ("%&"'&

-

_LM.b'!并分别设置正常对照组和不含细

胞的孔为空白对照!每组为 + 孔% 在培养箱内继续孵育 '5U

后!弃去培养基!每孔加入现配的 %+5& 培养基 %&&

-

M及##Qe

6 溶液 %&

-

M!避光放入培养箱中继续培养!分别于 )&_02"%"'"

5U 用酶标仪测定 5(&2_处吸光度值!用所测得的 "5(& 计算

细胞增殖抑制率% 细胞增殖抑制率&<' S&对照组 "5(& e实

验组 "5(& 值' .对照组 "5(& 值 n%&&<%

(,*Re$#*检测 [M0' _*N"的表达( RE0WLM法提取总

*N"!紫外分光光度计测定总 *N"浓度!行常规反转录!反转

录反应体系见 RUCE_L反转录试剂盒说明书% 反应条件(5's

+&_02

'

3&s (_02

'

5s (_02 共 % 个循环% 针对引物进行

$#*反应!$#*反应体系总量 '(

-

M(T>N"模板 %

-

M!上下引

物各 %

-

M!' nRGl $#*IG1̂CEI0f%',(

-

M!最后加入双蒸水补

足至 '(

-

M% 反应条件(

!

eGT̂02(-5s)_02,)( 个 $#*循环

&-5s)&1!((s)&1!3's%_02' ,3's%&_02% [M0'(-5s)_02,

)( 个 $#*循环 & -5s)&1!(-s)&1!3's%_02' ,3's%&_02%

$#*反应产物行 %,(<琼脂糖凝胶电泳% 所有的*Re$#*

反应进行 ) 次独立重复实验!本研究所涉及的引物序列见

表 %%

表 ,)3U;%$3引物序列

目的基因 引物序列&(k

'

)k' 产物长度&YK'

[M0' 上游序列[R[[[RR"[[["R[["#R["[[ %((

下游序列[RRRRR[[R[[R"""[R[[[R[[

!

eGT̂02 上游序列[RR[#[RR"#"###RRR#RR["# %-6

下游序列#R#[[##"#"RR[R[""#RRR[

!!+,8C1̂CE2 YML̂法检测 [M0' 蛋白的表达(>LG̀细胞株贴壁

生长状态良好!细胞汇合度达 6&< =-&<时!细胞换液后加入

["NR+%&["NR+% 的终浓度为 (!%&!'&

-

_LM.b'!设置未加入

["NR+% 组为对照组!)3s"(< #:

'

恒温培养箱中培养 '5U!

取出细胞!予 $B@ 洗涤 ) 次!用现配的含 $I@P的 *?$"蛋白

裂解液裂&c.c! *?$"t$I@PS%&&t%'提取总蛋白!应用 B#"

法测定蛋白浓度% 取 5&

-

\总蛋白进行 6<@>@ e$"[a电泳!

样品分离后转移到 $A>P上!在湿转电泳槽以 )&&_"恒流转

膜 )U% 转膜完毕后!丽春红染色!见蛋白印迹!室温慢摇封闭

'U!然后加入 [M0' 蛋白抗体&c.c!%t%&&&'5s孵育过夜% 第 '

天加用二抗&c.c!%t%&&&&'室温反应 %U!RB@R洗涤 $A>P膜 )

次!加 a#b化学发光剂!B0Le*GJ 曝光仪器曝光%

3,统计学方法(采用统计软件 @$@@ %-,& 进行统计学处

理% 实验数据以均数 X标准差&.X:'表示% 所有数据均经正

态性检验% 多组间比较采用方差分析!用 '(6(2"1"*#9(7T$5*J

$1>":X":#进行方差齐性检验% 多组样本均数两两比较采用

U?3检验% 以 !]&,&( 为差异有统计学意义%

结!!果

%,细胞形态学观察(倒置显微镜下!初接种的

>LG̀细胞呈球形!+U 后开始贴壁!成片状聚集生长%

正常培养细胞!["NR+% 作用 '5U 后!可发现细胞形

态出现明显改变!细胞异常突起增多&图 %'%

图 ,)正常 !28F 细胞和 A&4Ub, 作用

*SE后 !28F 细胞形态观察& n%&&'

",正常 >LG̀细胞传代培养形态呈长方形"三角形等形态!细胞

成片状聚集生长!细胞间隙紧密,B,>LG̀细胞在 '&

-

_LM.b浓度

["NR+% 中培养 '5U 后!可见细胞形态出现明显异常 &箭头所

示' !细胞形态不规则!异常突起增多!细胞间间隙增大

!

',["NR+% 对髓母细胞瘤 >LG̀细胞增殖的抑制

作用(##Qe6 检测显示 ["NR+% 从 (

-

_LM.b开始对

>LG̀细胞的增殖有抑制作用!'&

-

_LM.b浓度对 >LG̀

细胞的增殖有明显的抑制作用% 细胞增殖的抑制率

呈明显的剂量 e效应关系!各组与对照组相比!差异

有统计学意义&表 ''%

表 *)不同浓度 A&4Ub,对 !28F细胞

增殖抑制的影响&1 S+'

浓度&

-

_LM.b' "5(& 抑制率&<'

正常对照组&N组' %,'(6 X&,&+3 &

(

%,%(( X&,&66

$

6,'

%&

%,&'6 X&,&53

$$

%6,)

'&

&,-)) X&,&'6

$$

'(,-

!!与正常对照组相比!

$

!]&,&(!

$$

!]&,&%

!!),检测[M0' _*N"在髓母细胞瘤>LG̀细胞中的

表达(["NR+% 在 ("%&"'&

-

_LM.b浓度处理髓母细胞

瘤 >LG̀细胞 '5U 后!予 RE0WLM法提取总 *N"!经反转

录后!反应产物行 %,(<琼脂糖凝胶电泳!用 mVG2 0̂̀̂

:2C软件进行图像分析&表 )'!结果可见 ["NR+% 能

够明显抑制 [M0' 基因表达!并具有明显的剂量效应

关系&图 ''%

)6+)
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表 R)不同浓度 A&4Ub, 作用下髓母细胞瘤 !28F 细胞

内 AB/* 基因表达量&1 S)'

浓度&

-

_LM.b' [M0' 基因表达量

正常对照组&N组' &,-%( X&,&+3

(

&,3%3 X&,%&5

$

%&

&,)3% X&,&--

$$

'&

&,%(5 X&,%&&

$$

!!与正常对照组相比!

$

!]&,&(!

$$

!]&,&%

!! 5,8C1̂CE2 YML̂法检测 [M0' 蛋白的表达量(

["NR+% 于 (" %&" '&

-

_LM.b浓度处理髓母细胞瘤

>LG̀细胞 '5U 后抽提细胞总蛋白进行 @>@ e$"[a

凝胶电泳和 [M0' 蛋白免疫印迹实验!用 mVG2 0̂̀̂ :2C

软件进行图像分析 &表 5 '!结果显示 [M0' 抑制剂

["NR+% 能够明显抑制 [M0' 蛋白的表达!并且随着

["NR+%浓度增大 !髓母细胞瘤>LG̀细胞中[M0'蛋

图 *)不同浓度 A&4Ub, 作用下髓母细胞瘤 !28F 细胞内 AB/* 基因表达量&1 S)'

使用 ("%&"'&

-

_LM.b不同浓度["NR+% 作用于髓母细胞瘤>LG̀细胞!*Re$#*检测>LG̀细胞株

中 [M0' _*N"表达差异% N,正常对照组!为未经过 ["NR+% 处理的 >LG̀ 细胞% 与 N组相比!

$

!]&,&(!

$$

!]&,&%

!

表 S)不同浓度 A&4Ub, 作用下髓母细胞瘤 !28F 细胞内

AB/* 蛋白表达水平&1 S)'

浓度&

-

_LM.b' [M0' 蛋白表达水平

正常对照组&N组' &,3') X&,&++

(

&,5-+ X&,&(&

$

%&

&,)5+ X&,&55

$$

'&

&,'5& X&,&(5

$$

!!与正常对照组相比!

$

!]&,&(!

$$

!]&,&%

白的表达量也明显减少&图 )'%

讨!!论

在小脑颗粒前体细胞的发育与增殖过程中!@99

信号通路发挥着关键性的调控作用!在 IB细胞往往

存在着 @99信号通路的异常激活% 该信号通路的传

递过程为 @99蛋白 e$̂TU 跨膜蛋白 e@_L跨膜蛋

白 e下游[M0转录因子 %在正常情况下 !$̂TU跨膜蛋

图 R)不同浓度 A&4Ub, 作用下髓母细胞瘤 !28F 细胞内 AB/* 蛋白表达水平&1 S)'

使用 ("%&"'&

-

_LM.b不同浓度 ["NR+% 作用于髓母细胞瘤 >LG̀细胞!8C1̂CE2 YML̂法检测 >LG̀细胞株中

[M0' 蛋白表达差异% N(正常对照组!未经过 ["NR+% 处理过的 >LG̀ 细胞% 与 N组相比!

$

!]&,&(!

$$

!]&,&%

!

白抑制 @_L跨膜蛋白活性!当 $̂TU 跨膜蛋白和 @99

蛋白结合以后!解除对 @_L跨膜蛋白的抑制作用!从

而导致 @_L跨膜蛋白异常激活!激活后的 @_L跨膜

蛋白促进转录因子 [M0活化!激活转录因子 [M0'!促

进下游靶基因转录% 而且 [M0转录因子能够诱导一

系列下游靶基因转录!在通路中形成负反馈的调控

环!促使 @99信号通路持续激活!连续激活下游转录

因子 [M0' 活性!导致肿瘤细胞异常增殖
-5.

%

[M0转录因子在 @99信号通路下游存在着 ) 种

核转录因子 [M0%"[M0'"[%0)!研究发现 [M0) 扮演着

@99信号通路抑制子!而 [M0%"[M0' 是 @99信号通路

主要的激动子![M0%"[M0' 过度表达可以促进肿瘤细

胞的生长
-(!+.

% 早前的研究大多是关注 [M0% 在肿瘤

发生"发展过程中的作用!而近期研究发现 [M0' 才是

@99信号通路中主要激活子!而 [M0% 作为 [M0' 下游

靶基因而被激活!因此 [M0' 的表达可直接反映 @99

)-+)
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信号通路的活性状态
-3.

% 在 @99信号通路对肿瘤增

殖"浸润转移及凋亡抵抗的多种过程中![M0' 转录因

子发挥着关键作用!抑制 [M0' 转录因子的表达!下调

下游靶基因转录!可抑制 IB"肝癌"前列腺癌等多种

肿瘤细胞的增殖及转移
-6!-.

% BVTWDLZ0TW等
-%&.

研究

发现![M0%"[M0' 与患儿预后密切相关!采用 10*N"技

术下调 [M0' 基因表达!癌细胞增殖生长能力下降,而

采用 *N"0下调 [M0% 表达!IB细胞的生长却不能明

显被抑制% Q0_等
-%%.

发现肝癌细胞中 [M0' 的表达含

量明显高于正常肝细胞!而且使用 10*N"技术下调

[M0' 基因表达水平后!癌细胞增殖能力明显降低,然

而抑制 [M0% 和 [M0) 的表达水平后!癌细胞生长却不

能被明显抑制% Q0_等
-%%.

使用 @99单克隆抗体及

@_L拮抗剂 T̀TMLKG_02C干预肝癌细胞后!仅部分细

胞增殖生长受到抑制,而对 T̀TMLKG_02C耐药的 @_L

突变肝癌细胞株!使用 10*N"技术下调 [M0' 基因表

达水平仍能够抑制肿瘤细胞增殖!同时 K T̂U%"BTMe

'"TeÌ "T̀TM02>% 等 [M0' 下游靶基因表达水平有明

显改变% 这些研究表明![M0' 转录因子是 @99信号

通路重要的激动子!而且 [M0' 转录因子在 ) 种 [M0中

扮演着关键的作用%

目前!@99信号通路特异性抑制剂绝大多数是

@_L或其上游位点抑制剂% 早期 @I:抑制剂!在髓

母细胞瘤的患者中取得了明显的疗效!但是在随后治

疗过程中出现了明显耐药性
-%'.

% IĈTGMdC等
-%).

认为

可能是因为 @_L基因的二次突变或是由于 @_L下游

的 [M0等靶基因异常激活!从而导致 @_L抑制剂失去

治疗效果!因此拮抗 @_L下游 [M0转录因子活性可能

可以 更 好 地 抑 制 @99 信 号 通 路 的 异 常 激 活%

["NR+% 作为 @99信号通路下游的 [M0转录因子抑

制剂!它主要通过与细胞内 [M0>N"结合!抑制 [M0

锌指蛋白活性!从而拮抗 @99信号通路 @_L下游 [M0

转录因子的转录活性
-%5!%(.

% 本研究通过 ##Qe6 法

检测显示 ["NR+% 能够明显抑制 IB细胞增殖生长!

并且呈现出明显的剂量 e效应依赖关系% *Re$#*

法结果显示 ["NR+% 通过抑制 [M0' 基因表达从而抑

制 IB增殖生长% 8C1̂CE2 YML̂法检测实验从蛋白水

平上显示随着 [M0' 抑制剂 ["NR+% 浓度的升高![M0'

蛋白表达明显减少!这说明 IB存在着 [M0' 基因的异

常表达!抑制 [M0' 基因转录及 [M0' 蛋白表达!能够抑

制 IB肿瘤细胞的增殖生长% [M0' 为 @99信号通路

下游重要的激动子!抑制 [M0' 基因的表达!下调下游

靶基因转录!可有效地抑制肿瘤增殖生长%

综上所述![M0' 为 @99信号通路下游重要的激

动子!可能在肿瘤细胞发生"发展过程扮演着重要的

作用!因此使用 @99信号通路下游靶向抑制剂或者

联合其他细胞毒性化疗药物治疗髓母细胞瘤可能将

会成为一种有效的基因靶向治疗方法!但是在 IB发

生"发展过程中!@99通路与其他通路的交互效应!

[M0' 下游靶基因诱导肿瘤细胞增殖浸润转移的具体

机制及其靶向治疗的问题有待于继续研究%
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_CJVMMLYMG1̂L_G-H.,H#M02 :2TLM!'&%'!)&&%3' ('%(5 e'%(+

) !H0G2\H! 9V0##,9CJ\CUL\10\2GM02\02 JCcCMLK_C2 Ĝ2J TG2TCE-H.,
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)53 e)((

+ !汤颖!程雁,9CJ\CUL\通路信号转导机制的研究进展 -H.,生理

学报!'&%5!5(5%( e5''

3 !?DEG_I@! NC0MM[8! *C\M[! "#$%,[b?' 01CfKEC11CJ 02 2LE_GMUV4

_G2 CK0JCE_01G2J B##G2J 02JVTC1[b?% CfKEC110L2 Y Ỳ02J02\ L̂
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