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目的
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研究胶质细胞系源性神经营养因子"
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#促进人胶质瘤细胞增殖的机制$方法
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将胶质瘤样本分为低级

别胶质瘤组和高级别胶质瘤组!脑挫裂伤患者样本作为正常对照组!每组各
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例&将胶质瘤细胞系
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细胞分为细胞对照组%牛血

清蛋白"
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检测
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胶质瘤是人中枢神经系统常见病*多发病#因发病机制未

明#故临床尚无根治胶质瘤的有效办法)胶质瘤细胞内一系列

信号转导的机制研究是近年来神经外科学研究的热点)普遍

认为#胶质瘤细胞信号转导通路中信号传导因子引发胶质瘤一

系列生物学效应)有文献报道胶质瘤细胞
F3G

与
$

.NH@;,#,

表达水平上调#且两者之间存在着多种交叉联系#都能够促进

细胞增殖#然而这两者相互作用的机制目前仍不甚清楚&

$.'
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)

同时有研究证实胶质细胞系源性神经营养因子$

CZE5

%能够

促进
=)

胶质瘤细胞增殖#

CZE5

下游通路因子对
F3G

"
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信号通路存在调节作用#其可能参与
CZE5

促
=)

胶质

瘤细胞增殖的机制&

0.-
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)本试验首先通过
CZE5

促进胶质瘤

细胞增殖#然后通过蛋白免疫印迹$

?;+@;8,A<"@

%方法*
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检测细胞增殖率等方法#观察在促进胶质瘤细胞增殖过程中

CZE5

是否通过调节
F3G

"
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.NH@;,#,

信号通路来实现的这一

生物学作用)

A

!

材料与方法

A&A
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材料
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临床胶质瘤患者的术中所取胶质瘤样本#胶质瘤

细胞系
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方法

A&B&A
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组织样本
!

胶质瘤组织样本
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例#按照
?Ba

诊断标

准将胶质瘤样本分成低级别脑胶质瘤组*高级别脑胶质瘤组#

每组
$1

例)所有样本均取自徐州医学院附属医院神经外科手

术切除并经过病理证实的人脑胶质瘤样本#其中男
$2

例#女
(

例#年龄
$%

!

/1

岁)另取
$1

例因脑挫裂伤行内减压术患者的

非肿瘤脑组织设为正常对照组)
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方法检测
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表达)
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细胞培养
!

=)

胶质瘤细胞购自中科院上海细胞库#依

照其培养说明书进行培养)每
'

!

0

天#细胞处于对数生长期#

铺满培养瓶底约
-%̂

时传代
$

次$主要保证细胞的活性%)按

$h'

或
$h0

的细胞比例传代)将传代所得细胞分为细胞对
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照组#

X_F

组和
CZE5

组)细胞对照组不进行任何处理#

X_F

组加入
X_F

$
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%处理#

CZE5

组加入
CZE5

药物$

)%

&

K

"

4

%#

X_F

组和
CZE5

组处理时间均为
$2D#,

)处理结束后

细胞收集入
V7

管中#以备细胞提取)然后进行样品总蛋白的

提取及蛋白含量的测定#分装并置
\/%`

冰箱待用)

A&B&C

!
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试验检测
=)

神经胶质瘤细胞的增殖
!

取对数

生长期的
=)

胶质瘤细胞接种于
()

孔培养板$每孔约
2c$%

'

个细胞%#

10L

后细胞生长达约
/%̂

融合时#以脂质体与
ZEF

比例为
1&1

&

4h$&%

&

K

转染细胞)将转染所得细胞分为细胞

对照组#

X_F

组和
CZE5

药物组)每组设
0

个复孔#在转染
0)

L

后每孔加
==3./

试剂
$%

&

4

#继续孵育
1L

#终止培养#小心

吸取孔内的液体#移入另外
$

个对应的
()

孔板内)在全波长

酶标仪上测定波长为
02%,D

的吸光光度值#试验重复
'

次#取

均值)

A&B&D
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检测
!

等量蛋白样品经
-&2̂ _Z_

聚丙

烯凝胶电泳分离后#以湿转法转移至聚偏氟乙烯膜上#

'̂

X_F

封闭后加入一抗
0`

过夜)用洗涤液除去多余一抗#然

后加入相应的二抗#

'-`

反应
$L

#洗膜)用荧光扫描仪扫描

图像#蛋白表达水平以目的蛋白"
FN@#,

蛋白的比值来表示)

A&C
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统计学处理
!

采用
_#

K

DH+@H@'&2

进行分析#计量资料用

GW5

表示#多组间比较采用单因素方差分析#两组间比较时采

用
;

检验#以
!

$
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为差异有统计学意义)

B
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结
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果
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组织样本中
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的表达
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检测正常对照组*低级别胶质瘤组和高级别胶

质瘤组样品#结果显示与正常对照组相比#低级别胶质瘤组和

高级别胶质瘤组中
FO@
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和
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的蛋白

水平显著升高$
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%#且高级别胶质瘤组
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和
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的表达水平高于低级别胶质瘤组$

!
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%#见图
$
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E

组!正常对照组(

4

组!低级别胶质瘤组(

B

组!高级别胶质瘤

组)光密度比值!样本光密度"
FN@#,

光密度)

"

!
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#与
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组比

较(
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组胶质瘤组织
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和
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蛋白表达

B&B
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CZE5

对
=)

胶质瘤细胞系增殖的影响
!
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实验检

测
CZE5

诱导
=)

胶质瘤细胞增殖#结果显示与细胞对照组细

胞增殖率相比#

CZE5

组细胞增殖率增大$

!

$

%&%2

%#而
X_F

组细胞增值率与细胞对照组之间差异无统计学意义$

!

%
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%#见图
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#与细胞对照组比较)

图
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实验检测
CZE5

作用对
=)

细胞增殖的影响

B&C

!
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对
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胶质瘤细胞系
F3G
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表达的影响
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检测结果显示与细胞对

照组相比#

CZE5

组中的
:

.F3G
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.NH@;,#,

和
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.NH@;,#,

的蛋

白水平显著升高$

!

$
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%#而
F3G

没有明显变化#

X_F

组中

的
F3G

*
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和
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的表达水平则无明显

变化#见图
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#与细胞对照组比较)

图
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CZE5

对
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胶质瘤细胞
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蛋白表达的影响
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脑胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤#占原发性中枢神经系

统恶性肿瘤的
2%̂

!

)%̂

&

/

'

)目前对其治疗策略是在手术切

除肿瘤主体的基础上#采用多种手段杀灭残存瘤细胞或抑制其

增殖#但是手术加放化疗的平均生存期仅为
/

!

$$

个月)研究

人员发现#脑胶质瘤中
CZE5

及其受体人胶质细胞系来源神

经营养因子受体
#

$

$

C5>

#

$

%的表达量显著高于正常脑组织中

的含量&

(

'

#其中
CZE5

的含量大约是正常成年脑组织中含量
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重庆医学
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年
/

月第
00

卷第
11

期



的
2

倍)这种表达异常与肿瘤的哪些生物学活性有关#目前其

具体的机制仍不明确)

CZE5

是糖基化二硫键结合的同源二聚体蛋白质#为转化

生长因子$

GC5

%超家族的成员&

$%

'

)它是一种神经营养因子#

对多种神经元如多巴胺能神经元*运动神经元*交感神经元等

有明显营养作用&

$$.$'

'

)有文献报道
CZE5

能够促使胶质瘤细

胞增殖&

-

'

)有研究指出#

CZE5

通过激活
F3G

来发挥其对肿

瘤细胞的促增殖作用&

$0

'

)

F3G

*

[E3

信号通路与许多信号途

径交叉#形成复杂的信号网络)

F3G

信号通路在特定的条件

下#可以被细胞因子*生长因子和应激等多种因素激活#参与细

胞的增殖*分化*凋亡和恶变等多种生物学反应#与肿瘤*糖尿

病等多种疾病的发生*发展密切相关)

本研究发现#胶质瘤组织中
F3G

*

:

.F3G

*

$

.NH@;,#,

和
:

.

$

.NH@;,#,

均表达增高#而
CZE5

细胞因子处理后胶质瘤细胞

系
:

.F3G

*

$

.NH@;,#,

和
:

.

$

.NH@;,#,

蛋白表达增高#但
F3G

表

达无变化)这些蛋白表达的变化可能潜在地促进胶质瘤细胞

的增殖)因此推测
CZE5

很可能通过诱导
:

.F3G

*

$

.NH@;,#,

和
:

.

$

.NH@;,#,

的表达#促进
F3G

和
$

.NH@;,#,

向其活化形式的

转变#从而促进胶质瘤细胞的增殖)

有关
CZE5

表达与胶质瘤恶性程度之间关系研究报道较

少#根据本试验结果认为
CZE5

作为重要的因子可能通过

F3G

磷酸化以及上调
$

.NH@;,#,

和
:

.

$

.NH@;,#,

来促进胶质瘤

洗标增殖)如果能够阐明
CZE5

促进胶质瘤细胞增殖的机

制#将为临床研发抑制胶质瘤的药物提供良好的理论基础)
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