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ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ抑制髓母细胞瘤细胞系ＤＡＯＹ增殖活性的研究
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　　［摘要］　目的　研究３′磷酸腺苷５′磷酰硫酸转运体１（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ３ｐｈｏｓｐｈｏ５ｐｈｏｓｐｈｏｓｕｌｆａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＰＡＰＳＴ１）
在髓母细胞瘤中的表达情况，探讨其对髓母细胞瘤细胞系增殖活性的影响。方法 　采用ｑＲＴＰＣＲ法检测２５例髓母细胞
瘤标本、１例原代培养髓母细胞瘤细胞、３例髓母细胞瘤细胞系ＰＡＰＳＴ１表达，并与正常小脑组织比较，利用免疫组织化学
检测ＰＡＰＳＴ１在髓母细胞瘤中的表达分布，采用ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ处理髓母细胞瘤细胞系ＤＡＯＹ，利用ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测ＰＡＰＳＴ１表达变化，ＣＣＫ８法检测处理后的 ＤＡＯＹ细胞系增殖活性。结果　 与正常小脑组织相比，ＰＡＰＳＴ１在
１８／２５（７２％）的髓母细胞瘤标本及ＤＡＯＹ、ＯＮＳ７６细胞系中呈２倍以上的高表达，免疫组化显示 ＰＡＰＳＴ１定位于细胞质
中，且染色明显强于正常小脑组织，ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ在ｍＲＮＡ及蛋白的水平明显干扰了 ＰＡＰＳＴ１的表达（Ｐ＜０．０５），ＤＡＯＹ
细胞的增殖活性受到明显抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＰＡＰＳＴ１在髓母细胞瘤中有广泛的高表达，下调ＰＡＰＳＴ１的表达可以降
低髓母细胞瘤细胞的增殖活性。

　　［关键词］　 髓母细胞瘤；３′磷酸腺苷５′磷酰硫酸转运体１；细胞增殖
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　　髓母细胞瘤（ｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＭＢ）是较为常见的
儿童颅内恶性肿瘤，占儿童脑肿瘤的２０％，目前治疗
方式多为手术切除、辅以放化疗等综合治疗。根据目

前的危险因素进行分层，通常将年龄≤３岁、术后肿瘤
残留≥１．５ｃｍ２、就诊时有脊髓蛛网膜下腔播散的患者
划分为高危组，其余患者划分为低危组；目前患者的

５年生存率低危组为 ７０％～８０％，高危组达 ５５％～
６０％。尽管与以往相比有了较大的进步，但患者常伴
有长期放化疗的毒副作用，包括生长发育迟缓、神经内

分泌障碍、认知功能及神经心理障碍［１－３］。为此，优化

危险因素分层、分子靶向治疗变得尤为重要，更多的分

子表达的异常也需要进一步研究探讨。

　　糖蛋白、蛋白聚糖、糖脂等大分子的硫酸化是一种
重要的转录后修饰方式并参与调控了多种生物学过

程。近年来研究发现硫酸化修饰的蛋白聚糖参与调控

肿瘤多种癌基因信号通路，以及促进肿瘤细胞与微环

境之间的相互作用［４］。因此，硫酸化修饰成为近年来

肿瘤与微环境关系研究的热点问题。３′磷酸腺苷５′
磷酰硫酸转运体 １（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ３ｐｈｏｓｐｈｏ５ｐｈｏｓｐｈｏｓｕｌ
ｆａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＰＡＰＳＴ１）是硫酸化修饰过程中重要
的活性硫酸根转运体，Ｋａｍｉｙａｍａ等［５］发现 ＰＡＰＳＴ１在
直肠癌组织中呈高表达，并通过调控细胞表面蛋白聚

糖的硫酸化水平而影响肿瘤的生长。尽管硫酸化的蛋

白聚糖如硫酸肝素和硫酸软骨素与肿瘤的复杂关系已

有研究，但对于参与其硫酸化修饰过程的转运体与肿

瘤的相关性研究却知之甚少。为此，本研究探讨

ＰＡＰＳＴ１在髓母细胞瘤中的表达分布及其对髓母细胞
瘤细胞增殖特性的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　临床标本　　收集２０１０年１月至２０１３年６月第三军
医大学新桥医院及中南大学湘雅医院神经外科经手术切除的

ＭＢ标本２５例，实验经本院及湘雅医院伦理学委员会许可。
１．１．２　细胞来源　　人髓母细胞瘤细胞系 ＤＡＯＹ和 Ｄ３４１由
香港中文大学解剖及细胞病理学系彭颂先教授提供，ＯＮＳ７６
及１株原代培养细胞（ｐｒｉＭＢ）由第三军医大学西南医院病理
学研究所卞修武教授惠赠。

１．１．３　主要试剂与仪器　　αＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０、ＤＭＥＭ３种培
养基及胎牛血清均购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，青霉素链霉素双抗
购自碧云天公司，ＯｐｔｉＭＥＭⅠ培养基、Ｔｒｉｚｏｌ及 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ｑＲＴＰＣＲ试剂盒购自日本
ＴａＫａＲａ公司，人正常小脑总 ＲＮＡ预混合物购自美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ
公司［６］，ＰＡＰＳＴ１引物及 βａｃｔｉｎ引物由上海百力格公司合成，
兔抗ＰＡＰＳＴ１多克隆抗体购自美国Ａｂｇｅｎｔ公司，兔抗ＧＡＰＤＨ单
克隆抗体购自美国ＣＳＴ公司，ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒及Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ相关试剂均购自武汉博士德公司，辣根过氧化物酶标记的山
羊抗兔ＩｇＧ购自北京中杉金桥公司，人 ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ及 ＦＩＴＣ
标记的ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ均购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＣＣＫ８增殖检
测试剂盒购自日本 Ｄｏｊｉｎｄｏ公司，美国 ＢｉｏＲａｄＳ１０００ＰＣＲ仪、

ＣＦＸ９６ＴＭＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪及Ｍｉｎｉｐｏｒｔ电泳系统等。
１．２　方法
１．２．１　标本的处理　　术中标本取材后放入液氮中速冻后存
入－８０℃冰箱，用于分子生物学实验，另有一部分标本采用标
准方法固定，并进行脱水、浸蜡后行石蜡包埋，切片厚度为

５μｍ，ＭＢ的诊断由２名经验丰富的病理科医师根据组织病理，
结合２００７版《ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤病理学分类》［７］判定。
１．２．２　细胞培养、细胞分组及 ｓｉＲＮＡ干扰　　髓母细胞瘤细
胞系 ＤＡＯＹ、Ｄ３４１在 αＭＥＭ中培养、ＯＮＳ７６在 ＲＰＭＩ１６４０中
培养、１种原代细胞在 ＤＭＥＭ中培养，所有的培养基含有１０％
的胎牛血清和１％青霉素链霉素，并置于３７℃、５％ＣＯ２孵箱中
培养。取对数生长期的 ＤＡＯＹ细胞以３×１０５／孔接种于２４孔
板中并以不含双抗培养基培养１２ｈ，更换为 ＯｐｔｉＭＥＭⅠ培养
基，取４０ｐｍｏｌ的ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ与５０μＬＯｐｔｉＭＥＭⅠ培养基
混合，另取１μＬ的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００与５０μＬＯｐｔｉＭＥＭⅠ培
养基混合并置于室温下８ｍｉｎ，继而将两种液体混合，轻轻混匀
后室温静置２０ｍｉｎ，随后加入到单个培养孔中使得最终转染工
作液的浓度为８０ｎｍｏｌ／Ｌ，并置于孵箱中培养６ｈ，随后更换普
通培养基，并用同样的方法转染ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ，转染后６ｈ在荧
光显微镜下观察细胞荧光表达情况，判定转染效率。实验分为

４组：ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ转染组（ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ＋Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００）、阴性对照组（ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）、脂质
体组（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）、空白对照组（不做处理）。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测ＭＢ标本及细胞中 ＰＡＰＳＴ１的表达　　
用Ｔｒｉｚｏｌ法提取组织和细胞总ＲＮＡ，测定浓度和纯度后取１μｇ
ＲＮＡ作为模板在４２℃、２ｍｉｎ去除基因组ＤＮＡ，随后在逆转录
酶的作用下３７℃、１５ｍｉｎ进行反转录，８５℃下５ｓ灭活逆转录
酶。根据试剂盒推荐，实时定量ＰＣＲ的总的反应体系为２０μＬ，
取１μＬ的ｃＤＮＡ产物作为模板，ｑＰＣＲ反应条件如下：预变性
９５℃３ｍｉｎ、退火９５℃ １０ｓ、延伸５７．６℃ ３０ｓ共４５个循环。
含量通过Ｃｔ值及校正曲线获得，以 βａｃｔｉｎ作为内参。ＰＡＰＳＴ１
上游引物为５′ＣＴＡＴＧＧＴＴＣＴＴＣＣＣＡＴＴＴＧＴＧＧ３′，下游引物为５′
ＡＣＣＧＧＴＣＴＣＣＡＧＧＴＡＧＴＴＣＴＴＣ３′，产物长度 １０８ｂｐ［８］；βａｃｔｉｎ
上游引物为 ５′ＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣ３′，下游引物
为 ５′ＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣＧ３′，产物长度为１６３ｂｐ。
１．２．４　免疫组化检测 ＰＡＰＳＴ１的表达分布　　石蜡切片常规
脱蜡，０．３％的过氧化氢封闭内源性的过氧化物酶，高温、高压
（１２１℃，０．１２ＭＰａ）修复２０ｍｉｎ，冷却到室温后用山羊血清 ＋
０３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，３７℃封闭１ｈ，加入一抗（ＰＡＰＳＴ１，１∶９０），４℃，
过夜。室温复温１ｈ，ＰＢＳ漂洗１０ｍｉｎ×３次；加入山羊抗兔ＩｇＧ，
３７℃１ｈ，ＰＢＳ漂洗１０ｍｉｎ×３次；孵育 ＳＡＢＣ试剂，３７℃ １ｈ，
ＰＢＳ漂洗１０ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色后苏木精复染细胞核，脱水透明
后中性树胶封片，阴性对照采用抗体稀释液代替ＰＡＰＳＴ１抗体。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｉＲＮＡ处理细胞ＰＡＰＳＴ１蛋白的表达
　　ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ转染细胞２４、４８、７２ｈ后各组细胞分别取适
量并进行裂解提取蛋白质，ＢＣＡ法检测蛋白浓度，配制１２％的
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白质，总蛋白上样量为４０μｇ，转膜
后用 ５％的脱脂奶粉 ４℃封闭过夜，抗体稀释液稀释后的
ＰＡＰＳＴ１抗体（１∶１０００）和ＧＡＰＤＨ抗体（１∶１０００），４℃孵育过
夜，ＴＢＳＴ漂洗１０ｍｉｎ×３次，随后加入辣根过氧化物酶标记的
山羊抗兔 ＩｇＧ（１∶２０００）３７℃孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ漂洗 １０ｍｉｎ×
３次，ＥＣＬ显色，收集发光信号，以ＧＡＰＤＨ作为内参对照。
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Ａ：正常小脑组织；Ｂ、Ｃ：髓母细胞瘤组织　↑：棕色颗粒定位于细胞质，分布广泛
图１　免疫组化检测ＰＡＰＳＴ１在ＭＢ标本中的表达与分布　（ＳＡＢＣ）

１．２．６　ＣＣＫ８细胞增殖活性分析　　取 ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ转染
组、阴性对照组、脂质体组、空白对照组对数生长期的细胞，以

１×１０３／孔接种到９６孔板中，设置３个复孔，另设加入空白培养
基的空白对照，并于培养后的２４、４８、７２ｈ，每孔加入 ＣＣＫ８试
剂１０μＬ，混匀并在３７℃下培养１ｈ后，用酶标仪采集４５０ｎｍ
处细胞的光密度值，将各组扣除空白培养体系本底光密度值并

加以比较。

１．３　统计学分析
　　数据采用微软Ｅｘｃｅｌ２００７分析、制图，以 珋ｘ±ｓ表示，并进行
重复测量方差分析。

２　结果

２．１　ＭＢ标本、细胞及正常小脑组织 ＰＡＰＳＴ１ｍＲＮＡ
的表达

　　ｑＲＴＰＣＲ分析显示７２％（１８／２５）的ＭＢ标本中 ＰＡＰＳＴ１高
表达，ＤＡＯＹ、ＯＮＳ７６２株ＭＢ细胞系中ＰＡＰＳＴ１呈现高表达，表
达量高于正常小脑组织的２倍。
２．２　免疫组织化学检测ＭＢ标本中ＰＡＰＳＴ１的表达分布
　　免疫组化结果（图１）显示 ＰＡＰＳＴ１在 ＭＢ标本中均有表
达，表达主要集中于细胞质，为粗细不等的棕黄色颗粒，正常小

脑组织棕色颗粒信号较弱，仅仅呈现散在灶状弱阳性。

２．３　转染的ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ抑制 ＤＡＯＹ细胞 ＰＡＰＳＴ１
ｍＲＮＡ表达

　　ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ转染组的细胞 ＰＡＰＳＴ１ｍＲＮＡ的表达明显
低于其他３组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），随着时间的延
长，ＰＡＰＳＴ１ｍＲＮＡ表达呈现下降趋势，见图２。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与同时相点其他３组比较；ｂ，Ｐ＜０．０５，与转染ＰＡＰＳＴ１
ｓｉＲＮＡ２４ｈ比较；ｃ，Ｐ＜０．０５，与转染ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ４８ｈ比较
图２　ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ对ＤＡＯＹ细胞转录ＰＡＰＳＴ１的影响

２．４　转染ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ对ＤＡＯＹ细胞ＰＡＰＳＴ１蛋白
表达的抑制作用

　　ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ转染 ＤＡＯＹ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图３）提
示，ＰＡＰＳＴ１蛋白表达水平较ｓｉＲＮＡ阴性对照组明显下降，蛋白
表达的下降具有时间依赖性，７２ｈ时蛋白表达下降最低，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与同时相点
ｓｉＲＮＡ阴性对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与转染 ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ２４ｈ
比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与转染ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ４８ｈ比较
图３　ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ对ＤＡＯＹ细胞ＰＡＰＳＴ１蛋白质表达的影响

２．５　ＰＡＰＳＴ１表达下调对ＤＡＯＹ细胞增殖活性的影响
　　ＣＣＫ８检测结果（图４）显示：ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ转染ＭＢ细胞
系ＤＡＯＹ后，其４５０ｎｍ处的光密度值与阴性对照组、脂质体
组、空白对照组相比有明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５），而阴性对照组、脂质体组、空白对照组之间差异不具有
统计学意义，故利用化学合成的 ｓｉＲＮＡ下调 ＰＡＰＳＴ１的表达
后，可以降低ＤＡＯＹ细胞的体外增殖活性。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组、脂质体组、空白对照组比较
图４　ＰＡＰＳＴ１ｓｉＲＮＡ对ＤＡＯＹ细胞系体外增殖活性影响
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３　讨论

　　本课题组前期针对 ｍｉＲ２２调控髓母细胞瘤凋亡
的分子机理进行了深入的研究，验证了 ＰＡＰＳＴ１是
ｍｉＲ２２的新靶点［９］。本研究试图进一步探讨 ＰＡＰＳＴ１
参与髓母细胞瘤的相关发病机制。

　　ＰＡＰＳＴ１定位于染色体６ｐ１２．１－ｐ１１．２，又称溶质
载体家族 ３５Ｂ２（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３５ｍｅｍｂｅｒＢ２，
ＳＬＣ３５Ｂ２），该转运体定位于微粒体膜及高尔基体膜
上，将３′磷酸腺苷５′磷酰硫酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ３ｐｈｏｓｐｈｏ
５ｐｈｏｓｐｈｏｓｕｌｆａｔｅ，ＰＡＰＳ）转运到高尔基体腔，作为一种
活性硫酸根的供体，广泛参与了生物大分子翻译后的

硫酸化修饰［１０］。目前有文献报道了硫酸化的蛋白聚

糖类分子与肿瘤微环境相互作用调控下游肿瘤相关信

号通路参与了肿瘤的增殖、迁移［１１］。Ｍａｒｔｉｎｅｚ等［１１］在

乳腺癌细胞系中发现糖胺聚糖硫酸肝素及硫酸软骨素

的硫酸化程度决定了其与选择素的亲和性，并于黏液

酰路易士 Ｘ（ｓｉａｌｙｌＬｅｗｉｓｘ，ｓＬｅｘ）结合选择素构成竞
争共同参与了选择素介导的乳腺癌转移。对于硫酸肝

素蛋白聚糖的碳６位的硫酸化及其程度影响着碱性成
纤维生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）促
有丝分裂信号通路的激活［１２］。在食管鳞状细胞癌中，

通过上调硫酸酯酶１（ｓｕｌｆａｔａｓｅ１，ＳＵＬＦ１）使得细胞表
面硫酸化肝素碳６位硫酸基团丢失，从而阻止了配体
硫酸肝素蛋白聚糖受体复合体的形成而降低了肝细
胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）介导的
ＭＡＰＫ信号通路的激活，最终导致癌细胞侵袭性及增
殖活性均下降［１３］。以上研究均提示了蛋白聚糖参与

了肿瘤的生物学过程，然而其功能的发挥是与硫酸化

修饰密不可分的。由于其硫酸化修饰发生在高尔基体

中，硫酸基团由细胞质中的 ＰＡＰＳ通过其转运体
ＰＡＰＳＴ１转入高尔基体而提供，故我们有理由推测
ＰＡＰＳＴ１是控制蛋白聚糖硫酸化的重要环节，该受体的
异常也必然参与到肿瘤的发病机制中。另有文献报道

在直肠癌中发现 ＰＡＰＳＴ１高表达，下调其表达后可以
降低直肠癌细胞的增殖［５］；在伯基特淋巴瘤细胞系中

ＰＡＰＳＴ１高表达，增强了硫酸化角质素蛋白聚糖的合成
继而活化ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＰＩ３Ｋ信号通路在一定程度上
对抗了放疗所引起的细胞凋亡［１４］。因此，ＰＡＰＳＴ１表
达的异常在肿瘤发病中起着重要的作用。

　　在本研究中，我们发现 ＰＡＰＳＴ１在髓母细胞瘤中
广泛高表达，支持了我们前期研究中ｍｉＲ２２对其具有
调控作用的结论，免疫组化提示其分布于细胞质中，这

是与其定位于高尔基体膜密不可分的，干扰其表达后

导致ＭＢ细胞系增殖活性降低，这可能是由于ＰＡＰＳＴ１

下调后细胞表面的蛋白聚糖分子硫酸化程度下降，使

得增殖相关的信号通路不能很好地活化有关，其下游

具体信号途径及相关的分子状态，以及 ＰＡＰＳＴ１表达
强度与ＭＢ危险分层、患者预后的相关性都有待于进
一步研究。对ＰＡＰＳＴ１参与髓母细胞瘤发病机制的探
索，有望为其治疗找到新的有效分子靶点。
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