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Ｓｏｘ２上调ＥＧＦＲ并促进胶质瘤干细胞的自我复制机制的实验研究

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　　摘　要：目的　观察性别决定区Ｙ框蛋白２（Ｓｏｘ２）对表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）的调控及Ｓｏｘ２对胶质瘤细胞成球率的影响。

方法　构建表皮生长因子同源受体ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４启动子报告质粒，并用双报告基因检测分析方法检测Ｓｏｘ２对ＥｒｂＢ２、

ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４表达的调控；Ｓｏｘ２表达质粒转染胶质瘤Ｕ２５１细胞，采用悬浮成球的方法培养Ｕ２５１细胞并计数成球率，观察 Ｕ２５１

细胞的自我复制；蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＥＧＦＲ和ＥｒｂＢ２蛋白的表达情况。结果　Ｓｏｘ２可以增加悬浮培养Ｕ２５１细

胞的成球率（犘＜０．０５）；上调ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４启动子介导的荧光素酶蛋白表达活性，且表现出剂量依赖性。此外，Ｓｏｘ２可以

提高ＥＧＦＲ和ＥｒｂＢ２受体的表达。结论　Ｓｏｘ２可以上调ＥＧＦＲ受体并促进胶质瘤干细胞的自我复制。
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　　Ｓｏｘ（ｓｒｙｒｅｌａｔｅｄｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）基因

家族是一类重要的转录因子，成员众多。其中Ｓｏｘ２是干细胞

的特异标志物，参与干细胞增殖的调节和多项分化潜能的维

持［１］。表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，

ＥＧＦＲ）又被称为ＥｒｂＢ１，另外还有ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４等几

个同源受体，与其结构域结合的配体均为表皮生长因子（ｅｐｉ

ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｅｔｏｒ，ＥＧＦ）相关的多肽生长因子，包括ＥＧＦ、

转化生长因子α、双调蛋白等。其中ＥＧＦ是干细胞自我复制

和增殖所必须的生长因子［２３］，在肿瘤干细胞的自我复制过程

中，ＥＧＦ同样是必不可少的转录因子
［４５］。ＥｒｂＢ蛋白与配体

结合后通过发生同源或异源二聚化而呈活化状态，其异常表达

有可能引起细胞生长失控［６］。在肿瘤细胞中ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２的

表达很高［７８］。本课题组前期研究发现，Ｓｏｘ２能够通过上调

ＥＧＦＲ的表达促进神经干细胞的自我复制，迅速增加干细胞的

数量［９］。因此，作者推测在胶质瘤细胞的自我复制调控中，也

可能存在类似的Ｓｏｘ２ＥＧＦＲ的调节机制。为了验证这样的推

测，本研究进行了以下的实验，初步验证了Ｓｏｘ２对细胞ＥＧ

ＦＲ、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４表达的调控及其对胶质瘤细胞自我

复制的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｕ２５１细胞株、ＨＥＫ２９３细胞株均购自协和细胞

库；改良的 Ｅａｇｌｅ培养液（ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉａ，

ＤＭＥＭ）、胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；减血清基础培养基（ｏｐｔｉ

ＭＥＭ?Ｉｒｅｄｕｃｅｄｓｅｒｕｍｍｅｄｉａ，ＯＰＴＩＭＥＭ）（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；

胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）（吉诺生物公司）；青／链霉素（中国医学科学

院）；脂质体转染试剂（Ｌｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；

Ｂ２７添加剂（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＥＧＦ、碱性成纤维细胞生长因子

（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司）；

ＤＨ５α感受态细胞（北京天根生化公司）；双报告基因检测系统

试剂盒 （美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司）；双报告基因检测仪 （德国
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Ｂｅｒｔｈｏｌｄ公司），所有抗体均购自北京博奥森生物技术有限

公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　用含１０％胎牛血清、１％青霉素／链霉素的

ＤＭＥＭ培养基贴壁培养Ｕ２５１细胞、ＨＥＫ２９３细胞，置于３７℃

５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中，待细胞密度约９０％时，用０．２５％

胰蛋白酶消化，按１∶３传代。将第３代状态良好的细胞消化

成单细胞悬液种植于培养皿中，待细胞融合率约８０％时用于

转染及蛋白质实验。

１．２．２　构建Ｓｏｘ２表达质粒、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４荧光素酶

报告基因质粒　提取人全基因组进行纯化，并以其为模板进行

ＰＣＲ，克隆Ｓｏｘ２基因编码序列，引物由上海杰瑞生物公司代理

合成。将Ｓｏｘ２基因ＰＣＲ产物、表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１同时使用

犈犮狅ＲⅠ和犎犻狀ｄⅢ进行双酶切，酶切产物分离纯化、切胶回收

后，用连接酶将ＰＣＲ产物Ｓｏｘ２基因片段和载体分别进行基因

重组，转化 ＤＨ５α感受态细胞，涂布于溶菌肉汤（ｌｙｓｏｇｅｎｙ

ｂｒｏｔｈ，ＬＢ）顶层培养板（加入氨苄青霉素进行筛选），３７℃培养

箱培养１２ｈ后挑取单个克隆菌落至ＬＢ培养液中（含氨苄西

林），３７℃摇床２００ｒ／ｍｉｎ８ｈ进行菌落扩增。采用试剂盒提取

质粒并纯化备用。质粒构建完成后进行鉴定，完全正确后备

用。同样方法构建ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４荧光素酶报告基因质

粒（转录起始位点前启动子区９５１ｂｐ，质粒载体为ＰＧＬ３）。构

建ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４启动子报告基因的引物如下（均含

犓狆狀Ⅰ，犎犻狀ｄⅢ 酶切位点），ＥｒｂＢ２上游引物序列：５′ＡＣＧ

ＴＧＧＴＡＣＣＣＡＧＴＴＧＣＴＣＧＴＧＧＴＴＧＴＡＡＴＴＣＣ３′，下

游引物序列：５′ＡＣＧＴＡＡＧＣＴＴＧＴＡＡＡＧＧＧＣＣＣＣＧＴ

ＧＧＧＡ３′；ＥｒｂＢ３上游引物序列：５′ＡＣＧ ＴＧＧ ＴＡＣＣＣＴ

ＣＣＧＣＧＴＣＣＣ ＡＣＴ ＴＣＡ ＣＴ３′，下游引物序列：５′ＡＣＧ

ＴＡＡＧＣＴＴＣＣＣＴＡＧＧＣＴＡＧＧＡＣＡＴＣＧＡＧＧ３′；ＥｒｂＢ４

上游引物序列：５′ＡＣＧ ＴＧＧ ＴＡＣＣＧＣ ＡＡＣ ＧＧＡ ＧＡＡ

ＡＡＴＧＣＴＧＡＣＴ３′，下游引物序列：５′ＡＣＧＴＡＡＧＣＴＴＴＣ

ＣＣＧＴＧＣＴＧＡＣＡＡＴＴＡＣＡＴＧ３′。

１．２．３　转染Ｓｏｘ２质粒和空载质粒及细胞分组　转染前１ｄ，６

ｃｍ培养皿无抗菌药物培养基贴壁培养 Ｕ２５１细胞，第２天细

胞密度达到８０％～９０％进行转染。将１０．６μＬ的 Ｓｏｘ２质粒

溶于５００μＬ的ＯｐｔｉＭＥＭ中，２０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００溶于

５００μＬ无血清的ＯｐｔｉＭＥＭ中，混合均匀。室温下孵育５ｍｉｎ

后，将Ｓｏｘ２质粒混合液和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００混合液混合，轻

轻混均室温下放置２５ｍｉｎ后，将含有 Ｓｏｘ２质粒和 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的混合液均匀滴入培养皿中，置培养箱６ｈ后

换正常培养基。同样的方法染空载质粒。对细胞进行分组，空

白对照组：Ｕ２５１细胞；空载质粒组：Ｕ２５１细胞转染空载质粒；

实验组：Ｕ２５１细胞转染Ｓｏｘ２质粒。

１．２．４　细胞成球率实验　将转染６ｈ后的３组细胞消化、离

心后，用成球培养基吹打成单细胞悬液，细胞计数板计数，按每

孔１００个细胞的浓度种植到９６孔板中，每组１２孔。每孔加无

血清培养基（ＳＦＭ）１００μＬ悬浮培养，培养１０ｄ成球后，计数每

孔中细胞球数量，统计成球率。无血清培养基（１００ｍＬ）配制：

ＤＭＥＭ／Ｆ１２９６ｍＬ、Ｂ２７添加剂２ｍＬ；ＥＧＦ（２０ｎｇ／ｍＬ）４μＬ；ｂＦ

ＧＦ（２０ｎｇ／ｍＬ）４０μＬ、青霉素／链霉素１ｍＬ、谷氨酰氨１ｍＬ。

１．２．５　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测Ｓｏｘ２蛋白和ＥＧ

ＦＲ蛋白表达　３组成球细胞分别提取总蛋白，蛋白质定量试

剂盒ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ）法测蛋白浓度，每泳道上样４０

μｇ，以１０％十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶 （ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌ

ｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）进行蛋

白分离，然后电转至聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ，

ＰＶＤＦ）膜上，用５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，加一抗 Ｓｏｘ２

（１∶５００）、ＥＧＦＲ（１∶１０００）、ＥｒｂＢ２（１∶５００）、βａｃｔｉｎ（１∶

１０００），４℃冰箱孵育１３ｈ，洗膜，二抗（１∶５０００）室温孵育

１ｈ，洗膜，滴加 ＨＲＰ发光液，暗室曝光，显影。

１．２．６　双报告基因检测分析法检测 Ｓｏｘ２基因对 ＥｒｂＢ２、

ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４基因的调控　２９３Ａ细胞消化成单细胞悬液，均

匀种植于２４孔板中（１１０５／孔），２４ｈ后转染。依Ｓｏｘ２表达质

粒不同浓度将实验分为４组，每组做４个平行孔：Ｓｏｘ２表达质

粒分别加每孔０、１００、３００、５００ｎｇ，ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４荧光

素酶质粒每孔均加３００ｎｇ，每孔不足５００ｎｇ的用空载表达质

粒ｐｃＤＮＡ３．１补齐至５００ｎｇ。最后每孔均加１ｎｇＲｅｎｉｌｌａｒ质

粒作为内参。转染２４ｈ后，去除培养基，用预冷的磷酸盐缓冲

液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｅｌａｎｃｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）溶液轻轻的洗细胞１～２

次。根据双报告基因检测系统试剂盒说明用双报告基因检测

仪检测荧光素酶表达活性。

１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件进行数据

统计并作图，计量资料以狓±狊表示，组间比较用完全随机设计

单因素方差分析，计数资料以率表示，组间比较采用χ
２ 检验，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｓｏｘ２促进 Ｕ２５１细胞克隆成球率　转染过Ｓｏｘ２质粒的

Ｕ２５１细胞悬浮培养１０ｄ后成球率为（２９±７）％，与空白对照

组成球率（１８±６）％和空载质粒组成球率（２１±７）％相比，成球

率明显增高（犘＜０．０５），见图１。

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：空载质粒组；Ｃ实验组。

图１　　Ｕ２５１细胞在无血清培养基中形成细胞球的形态（×２００）
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２．２　３组Ｓｏｘ２蛋白和ＥＧＦＲ蛋白表达比较　实验组Ｓｏｘ２蛋

白相对表达量（８．５１±０．４６）与空白对照组（５．５４±０．４２）、空载

质粒组（５．３７±０．３８）比较，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；

实验组ＥＧＦＲ蛋白相对表达量（６．２１±０．３８）与空白对照组

（４．１８±０．４０）、空载质粒组（４．７７±０．３７）比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５）；实验组ＥｒｂＢ２蛋白相对表达量（４．４５±０．２９）

与空白对照组（２．３０±０．１８）、空载质粒组（３．２９±０．２４）比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），表明Ｓｏｘ２可以促进 ＥＧＦＲ、

ＥｒｂＢ２受体的表达，见图２。

２．３　双报告基因检测分析法检测Ｓｏｘ２基因对ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、

ＥｒｂＢ４基因的调控　以Ｓｏｘ１０调节ＥｒｂＢ４的结果为阴性作对

照，Ｓｏｘ２剂量依赖性地促进ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４启动子介导

的荧光素酶蛋白表达，见图３。

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：空载质粒组；Ｃ实验组

图２　　３组Ｓｏｘ２蛋白、ＥＧＦＲ和ＥｒｂＢ２蛋白表达

　　ａ：犘＜０．０１，与质粒浓度为０ｎｇ比较；ｂ：犘＜０．０５，ｃ：犘＜０．０１，与质粒浓度为１００ｎｇ比较；ｄ：犘＜０．０１，与质粒浓度为３００ｎｇ比较。

图３　　报告基因检测系统分析Ｓｏｘ基因与ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４基因间的调控关系

３　讨　　论

Ｓｏｘ２可以在体外结合ＥＧＦＲ的启动子，激活其转录活性，

用过表达Ｓｏｘ２的病毒转染神经干细胞，可以促进ＥＧＦＲ的表

达，刺激胚胎神经干细胞的增殖与体外成球率，而ＲＮＡｉ抑制

Ｓｏｘ２的表达则可以抑制增殖和成球率
［９］。本研究证实了Ｓｏｘ２

可以上调ＥＧＦＲ的表达，说明在胶质瘤细胞中也存在Ｓｏｘ２对

ＥＧＦＲ的调控。ＥＧＦＲ家族还有ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４３个受

体，它们都可以对ＥＧＦ及其相关配体应答，在肿瘤细胞增殖、

黏附、转移和分化过程中起重要作用［１０１２］。生物信息学的预

测结果表明，在 ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４启动子区存在

Ｓｏｘ２的结合位点。本研究结果也证实了这一点，Ｓｏｘ２表达质

粒可以上调ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４启动子介导的荧光素酶蛋白

表达活性，并随Ｓｏｘ２质粒浓度的增加而增强。

肿瘤干细胞理论的提出对重新认识肿瘤的起源、本质及临

床治疗提供了新的方向，但调控肿瘤干细胞的分子机制仍不清

楚［１３］。ＥＧＦＲ对胶质瘤细胞的存活和增殖最受关注，它在胶

质瘤中不但普遍表达，而且活性增强，甚至发生基因突

变［１４１５］。转染实验证实，Ｓｏｘ２过表达可以促进胶质瘤细胞体

外的克隆形成率。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验证实Ｓｏｘ２能够增加胶质

瘤细胞ＥＧＦＲ和ＥｒｂＢ２受体的表达和胶质瘤干细胞的增殖。

因此，本研究推测在ＥＧＦ的刺激下，ＥＧＦＲ及ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、

ＥｒｂＢ４都会产生应答反应，不仅促进肿瘤干细胞的自我复制，

而且促进非干细胞的肿瘤细胞的增殖。这使得Ｓｏｘ２引起的生

长因子受体应答变得复杂，而且肯定会有另外的分子存在，与

Ｓｏｘ２ＥｒｂＢ家族的不同成员配合，在不同的肿瘤类型和不同的

生长条件下会有不同的调节通路激活。
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无血清培养逆向诱导富集Ａ５４９始动细胞。

实验通过检测流式细胞表达率证实富集得到的细胞亚群

表达ＣＤ１３３／ＣＤ３２６表面分子；为了更直观地观察体外传代培

养后细胞球ＣＤ１３３／ＣＤ３２６分子的表达情况，本实验用ＦＩＴＣ

标记的绿色荧光和 ＣＹ３标记的红色荧光抗体对 ＣＤ１３３和

ＣＤ３２６进行共聚焦检测，结果显示第４代的始动细胞绝大多数

表达ＣＤ１３３／ＣＤ３２６分子，证实紫杉醇联合证实紫杉醇联合干

细胞培养基逆向诱导可有效富集 ＣＤ１３３／ＣＤ３２６细胞亚群。

多向分化潜能和更强的成瘤能力是肿瘤干细胞所具备的重要

特性，在分化实验中，ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋细胞在第２天即可以贴

壁生长，其后逐渐成扁平不规则状生长，第６天外形和普通

Ａ５４９细胞相类似，免疫组织化学结果证实分化细胞均表达

ＣＫ８／ＣＫ１８细胞角化蛋抗原，说明其有向普通肿瘤细胞分化的

潜能。成瘤实验中１０４ 级ＣＤ１３３＋／ＣＤ３２６＋ 细胞即能形成移

植瘤，而１０倍量的普通Ａ５４９细胞不能成瘤，说明富集细胞亚

群较普通的Ａ５４９细胞具备更强的自我更新增殖能力。

总之，实验证实了以ＣＤ１３３／ＣＤ３２６标记的富集细胞亚群

具备干细胞的相关特性包括连续的传代成球能力、向普通肿瘤

细胞分化的潜能、较普通细胞具备更强的成瘤能力，能够用于

肺腺癌始动细胞后期生物学特性的研究。
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