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要!目的
!

建立稳定高表达和靶向干扰谷氨酰胺合成酶$

57

%细胞株观察
57

对
:,

胶质瘤细胞增

殖'迁移和侵袭能力的影响(方法
!

将已构建的
57(

=

*56Z(V#

'

57(&0KVI

真核表达载体和空载体

=

*56Z(V#

通过脂质体介导分别转染
:,

胶质瘤细胞株&

5)!&

持续筛选并用
>?&B?D'.-"B

鉴定&

G47

法

和克隆形成实验观察
57

对
:,

胶质瘤细胞增殖的影响&用
G47

黏附实验'划痕损伤实验和
BD,'&H?--

侵

袭实验检测
57

对细胞黏附'迁移和侵袭能力的影响(结果
!

>?&B?D'.-"B

证实过表达细胞株有超量

57

蛋白表达&而
&0KVI

细胞株未检测到
57

信号#

57

过表达细胞增殖'克隆形成能力和侵袭性显著降

低而黏附能力显著增强#

&0KVI

细胞增殖和克隆形成能力无显著性变化&黏附能力显著降低&而侵袭性

显著增强(结论
!

成功建立
57

稳定高表达和靶向干扰
:,

胶质瘤细胞株&并证实
57

表达水平影响胶

质瘤细胞的增殖'迁移和侵袭(

关键词!谷氨酰胺合成酶#

:,

细胞株#稳定表达#增殖#迁移#侵袭
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文献标识码!
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引言

胶质瘤是脑内常见恶性肿瘤&以神经胶质细胞

$

A

-#,1?--&

%为主要细胞来源)

!

*

(正常情况下&胶质

细胞发挥支持'滋养神经元的作用&具有吸收和调节

神经活性物质的功能(但在某些因素的作用下&细

胞生长调控机制发生异常&出现恶性增生'迁移和侵

袭能力增强&从而导致胶质瘤的发生)

((#

*

(谷氨酰胺

合成酶$
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57

%表达于中枢神经

系统$

1?'BD,-'?D3"8&&

/

&B?+

&

:V7

%的星形胶质细

胞和少突胶质细胞&参与谷氨酸
(

谷氨酰胺的代谢循

环)

)('

*

(

57

常作为星形胶质细胞的标志物&然而在

尚未成熟的星形胶质细胞和
:V7

损伤后局部聚集

的反应性胶质细胞中呈低水平表达&故
57

被认为

与胶质细胞的增殖和分化相关)

,(%

*

(我们先前研究

发现脊髓损伤后低水平的
57

有利于星形胶质细胞

的活化和迁移)

&

*

(因此&

57

低表达可能与胶质瘤

细胞的增殖'迁移和侵袭有关(为证实这一假设&在

构建
57

稳定高表达和靶向干扰
:,

胶质瘤细胞株

的基础上&本研究对
57

表达水平是否影响胶质瘤

细胞增殖'迁移和侵袭进行了初步研究(

"

!

材料与方法

!$!

!

材料

大鼠
:,

胶质瘤细胞为无锡市人民医院中心实

+

%$!!

+

肿瘤防治研究
("!(

年第
#$

卷第
!"

期



验室保存#

LG*G

'

T

=

B#(G*G

'胎牛血清和
2#

=

"(

C?1B,+#'?

4G

("""

购自
X'3#BD"

A

?'

公司#

5)!&

'丝裂

霉素
:

购自
7#

A

+,

公司#细胞培养板'培养皿购自

:"D'#'

A

公司#

*:2

发光液购自
ZX*K:*

公司#

4D(

,'&H?--

小室购自
G#--#

=

"D?
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体和
G,BD#

A

?-

购自
WL

公司#

5IZL@

小鼠单克隆

抗体购自上海康成#

:?--4#B?D$,

*

I\8?"8&T'?7"(

-8B#"':?--

$

G47

%试剂盒购自
ZD"+?

A

,

公司(

!$(

!

方法
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细胞转染和亚克隆细胞株的筛选
!

取对

数生长期
:,

细胞按每孔
)0!"

'密度接种于
,

孔

板&待细胞生长至
,"R

$

%"R

融合时进行转染(转

染前培养液换为
!+-

无血清
T
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B#(G*G

(将本室

已构建载体$空载体'野生型和
&0KVI
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*按
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4G
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说明书进行转染&

#0

后换为含
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血清不含抗生素的
LG*G

培养液&

()0

后换

为含
!"R

胎牛血清的
LG*G

继续培养
)&0

&更换

为含
&""

#

A

"

25)!&

的培养液并按已报道的方法)

$

*

进行筛选(待
5)!&

连续加压
#

周后&将转染阳性

细胞接种于
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孔板&用连续稀释法挑选阳性单克隆

细胞并扩增(将稳定表达空载体
56Z

$
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D"B?#'

%的阳性克隆命名为
56Z(:,

&
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过

表达阳性克隆命名为
57(:,

&

&0KVI

干扰细胞株命

名为
57#(:,

(

!$($(

!

单克隆细胞株的
>?&B?D'.-"B

鉴定
!

将上

述
#

种细胞株以
!$'0!"

,细胞数接种于
#$'1+

培养皿&

()0

后裂解细胞收集蛋白&

W:I

法测定蛋

白含量&蛋白变性后按每孔上样
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#
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7L7(ZI5*

电泳后转移至
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膜&
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脱脂奶粉
(

4W74

封闭
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&用鼠抗
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和
5IZL@

抗体
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摇

床孵育过夜&其中
5IZL@

为内参蛋白&
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次&加入
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标记的羊抗鼠
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抗体室温摇床

孵育
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&

4W74

洗
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次&化学发光法$

*:2

%检测蛋

白印迹(
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G47

法检测
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对细胞生长的影响
!

细胞

生长实验按之前报道的
G47

法进行)

!"

*

(取生长良

好的各组细胞&按每孔
'"""

个细胞密度接种于
$,

孔板&每孔细胞总数和培养液的量均保持一致&每组

设
&

个复孔(分
)

个时间点进行检测!

)0

'

()0

'
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0

和
%(0

&每个时间点单独一块
$,

孔培养板(检测

时按
G47

试剂盒说明书每孔加入
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#

-G47

试

剂&直接于
'%"'+

处测定
PD

值&以各细胞株培养

)0

的
PD

值设为
!

&绘制细胞生长曲线(

!$($)

!

稳定转染的
:,

细胞系黏附能力的检测
!

参照王冰等)

!!

*报道的方法&各组细胞用无血清培养

液按每孔
('"""

个细胞的密度接种
$,

孔板$已经

G,BD

A
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处理%&培养
!0

后用无血清
LG*G

清洗

未黏附的细胞&每孔加人
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和
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-

G47

&继续培养
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&于
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处测定
PD

值#为避

免各细胞株接种细胞数的差异&另设接种总细胞数

校正孔&即培养
!0

后直接加
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#

-G47

&培养
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后测定
PD

值(按黏附细胞
PD

值"总细胞
PD

值的

比值计算黏附率&并把
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细胞株黏附率设为
!

(
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4D,'&H?--

小室检测
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对
:,

细胞侵袭能

力的影响
!

参照王冰等)
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*报道的方法&各组细胞用

含
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的
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配成
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的密度&
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细胞悬液接种于
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处理%&下室加
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含
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的
LG*G

培养液&培养
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(取出小室弃除上室液体&用棉

签擦尽上室未穿膜细胞&
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多聚甲醛固定
("+#'

&

常规
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染色&

("

倍物境下随机计数
'

个视野的穿

膜细胞数&取其平均值&以穿膜细胞数表示肿瘤细胞

的侵袭能力(每组重复
,

次(

!$($,

!

肿瘤细胞克隆形成实验
!

将上述三种细胞

以
(""

个细胞"平皿的密度接种于
,

孔培养板&连续

培养
!)

天后&
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多聚甲醛室温固定
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结晶紫染色
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&倒置显微镜下计数大于
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个

细胞的克隆)
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(每组重复
,
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划痕损伤实验
!

将上述
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种细胞接种于
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孔培养板&待融合度达到
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时&用
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A

"
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丝

裂霉素
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处理
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*后按本室报道的方法)
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*制作划

痕损伤模型&损伤
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和
()0

后于倒置显微镜下拍

照(划痕损伤面积大小采用图像分析软件$
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%分析&以
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指数)
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统计学方法

数据以均数
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标准差表示&采用
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检验及方差

分析&运用
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软件进行统计学处理(最终

统计结果以
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为差异有统计学意义(
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结果
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稳定过表达和干扰胶质瘤细胞株的建立

及鉴定

经
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筛选并扩增获得稳定过表达
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'干

扰和空载的
:,

亚克隆细胞株
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57#(:,

和

56Z(:,

(在荧光显微镜下观察&三组细胞均显示

绿色荧光蛋白
56Z

的表达&见图
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细胞在

形态上显得扁平铺展&细胞间的接触相对更紧密(
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结果显示
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和
56Z

细胞株均可见

)#JL

的
57

蛋白条带&而
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组未检测到
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蛋

白阳性条带#
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细胞株在
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处还检测到另

一蛋白条带&此即为
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与
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融合蛋白的表达&
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稳定转染细胞株的增殖能力

用
G47

法检测细胞生长能力并绘制细胞生长

曲线&取接种
)0

各细胞株的
PD

值为
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(

56Z(:,

细胞
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为$

!$!&-"$"'

%'$

!$)"-"$"&

%和$

!$%%-"$!"

%#

57(:,

分别为$

!*!!-"$"'

%'$

!$!$-"$"&

%和

$

!*#(-"$"&

%(统计结果显示&与
56Z(:,

组相比

57(:,

在
)&0

和
%(0

时增殖能力显著降低&差异

有统计学意义$

@

"

"*"'

%&见图
#

(

%

!

@

"

"*"'

#

%%

!

@

"

"*"!

图
K

!

@U

细胞系生长曲线

0'

-

1$%K

!
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!

稳定转染细胞株克隆形成能力

经固定染色后的克隆形成示意图&见图
)

(

56Z(:,

'

57#(:,

和
57(:,

平 板 克 隆 数 分 别 为

$

#!*%'-($'"

%'$

#($%'-($,#

%和$

(!$,%-($")

%(

与
56Z(:,

组相比&

57(:,

细胞的克隆形成能力显

著降低$

@

"

"$""!

%&而
57#(:,

细胞与
56Z(:,

细

胞间差异无统计学意义$

@

#

"*"'

%(

I

!

56Z

#

W

!

57

#

:

!

57

#

图
M

!

@U

细胞系克隆形成实验
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-

1$%M

!

@<()(

-

%)'/*&&*

?
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!

稳定转染细胞株侵袭能力

侵袭实验结果显示&

56Z(:,

'

57#(:,

和
57(:,

平均穿膜细胞数分别为$

')$"'-)$(!

%'$

%#$)%-%$

!!

%和$

)($!)-,$,(

%(与
56Z(:,

组比较&

57#(:,

细胞穿膜能力显著升高$

@/"$"""(

%&而
57(:,

细

胞穿膜能力明显减弱$

@/"$"")

%&见图
'

(

($'

!

稳定转染细胞株的黏附能力

对各细胞株接种总数进行校正后&

57#(:,

和

57(:,

的黏附率分别为$

"$$%-"$"#)

%和$

!$(&-

"$"(&

%&

57#(:,

的黏附率与
56Z(:,

相比差异无统

计学意义&而
57(:,

细胞黏附能力明显增强&见

图
,

(

I

!

56Z

#

W

!

57#

#

:

!

57

图
T

!

@U

细胞系侵袭实验$标尺!
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#

+
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-
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图
U

!

@U

细胞系黏附实验
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稳定转染细胞株划痕损伤后的迁移能力

图
%I

结果显示&划痕损伤早期损伤边缘整齐&

()0

后细胞突起明显增长并向损伤区域迁移&损伤

面积逐渐减小(

56Z(:,

'

57#(:,

和
57(:,

细胞
()

0

后损伤面积占损伤初期面积的百分比分别为

$

(%*")-($%#

%'$

!"$%)-($',

%和$

'$$),-)$"(

%(

与
56Z(:,

组细胞相比&

57#(57

细胞损伤后迁移能

力显著增强&而
57(:,

细胞迁移能力则显著降低&

见图
%W

(

图
X

!

@U

细胞系划痕损伤实验$标尺!

'""

#

+
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讨论

胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤&

目前尚无有效的治疗手段改善患者预后&这可能

与胶质瘤细胞的生长特性密切相关(胶质瘤细胞

与胶质细胞有许多共性&但在生长特性上又有别

于成熟胶质细胞&表现出更强的增殖和侵袭力(

脑内
57

主要表达于星形胶质细胞和少突胶质细

胞&脊髓损伤后
57

表达下调有利于星形胶质细胞

的活化和迁移(而星形胶质细胞在损伤后活化并

形成胶质瘢痕的过程类似于体内胶质瘤的形成过

程&即出现逆分化倾向&重新获得并强化增殖和迁

移能力)

!)(!'

*

(

基于之前对星形胶质细胞中
57

功能的研究&

我们猜测胶质瘤细胞的增殖'迁移和侵袭可能与
57

表达水平较低有关(基于上述假设&在构建稳定
57

过表达和
&0KVI

靶向稳定干扰
:,

胶质瘤细胞株

的基础上&本研究对
57

表达水平是否影响胶质瘤

细胞增殖'迁移和侵袭进行了初步研究(结果显示&

过量表达
57

可抑制胶质瘤细胞的增殖'迁移和侵

袭力&促进与细胞外基质的黏附#而缺失表达
57

可

促进胶质瘤细胞的迁移和侵袭(

57

是细胞内谷氨

酸转化为谷氨酰胺的关键酶&谷氨酰胺可调控细胞

外基质和细胞内肌动蛋白的表达)

!,

*

&因此过量表达

57

抑制胶质瘤细胞的迁移和侵袭可能与此有关(

57

缺失表达促进星形胶质细胞迁移和抑制黏附与

X'B?

A

D#'

"

!

等细胞外基质受体的表达下调'金属基

质蛋白酶的表达上调有关)

&

*

(虽然这些分子对肿瘤

细胞迁移'侵袭甚至增殖都具有调控功能)

!,(!&

*

&但

57

是否同样通过调控上述分子的表达或功能影响

胶质瘤细胞的增殖'迁移和侵袭尚需进一步的实验

去证实(另外&

57

过表达的细胞形态上呈现不同

于胶质瘤细胞所具有的典型成纤维细胞形态&显得

更扁平宽大&并且呈多细胞聚集接触状态&而作为考

量细胞间相互作用对细胞迁移影响的划痕损伤实验

表明这组细胞迁移能力明显受到抑制(这提示
57

可能促进了胶质瘤细胞间的相互接触从而抑制胶质

瘤细胞的迁移和侵袭能力&并可能通过增强细胞间

接触抑制过度增殖(但
57

影响胶质瘤细胞的增

殖'迁移和侵袭是否与细胞间的相互接触增强有关&

尚无可靠证据(

综上所述&

57

能抑制胶质瘤细胞的增殖&并可

能通过抑制细胞与细胞外基质及细胞与细胞间的黏

附而降低细胞侵袭能力'抑制胶质瘤的转移(

57

可能在胶质瘤的发生发展过程中扮演着重要角色&

但肿瘤的发生'发展与宿主的微环境是密不可分的&

+

""(!

+
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与肿瘤细胞之间的相互作用也是相关联的&体内胶

质瘤增殖'侵袭和转移过程中&

57

基因的作用及其

机制&以及胶质瘤细胞中
57

表达降低的机制都有

待进一步研究来揭示&以便为胶质瘤的防治提供理

论和实验依据(
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