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增殖(侵袭及迁移作用

侯!悦!张金仿# !马开慧!郑!艳
首都医科大学附属北京友谊医院临床检验中心!北京"'''('

!!摘!要"目的!探讨金丝桃苷通过 QD4."(((L.3cS通路抑制脑胶质瘤 Z#("细胞增殖%侵袭及迁移的作
用&方法!将人神经胶质瘤细胞系 Z#("分为 Z#("细胞组%紫衫醇组#%''#Q8M(Q7$%金丝桃苷低剂量组
#%''#Q8M(Q7$和金丝桃苷高剂量组#&''#Q8M(Q7$!每组设置&个平行孔!继续培养F#A&细胞培养结束
后!采用))>.!法测定细胞增殖水平!,:;<ERHMM法评估细胞迁移和侵袭能力!实时荧光定量聚合酶链反应
#4,.e1)4$法及蛋白质印迹法测定 QD4."((%L.3cSQ4X+和蛋白表达水平&结果!与 Z#("细胞组比较!
紫衫醇组%金丝桃苷低%高剂量组吸光度#+$值%存活率%克隆形成数目%穿膜数目%QD4."((%L.3cSQ4X+和
蛋白表达水平降低!凋亡率升高!差异有统计学意义#!$'$'($"与紫衫醇组比较!金丝桃苷低剂量组+值%存
活率%克隆形成数目%穿膜数目%QD4."((%L.3cSQ4X+蛋白表达水平升高!凋亡率降低!差异有统计学意义
#!$'$'($!而金丝桃苷高剂量组+值%存活率%克隆形成数目%穿膜数目%QD4."((%L.3cSQ4X+和蛋白表达
水平降低!凋亡率升高!差异有统计学意义#!$'$'($"与金丝桃苷低剂量组比较!金丝桃苷高剂量组+值%存
活率%克隆形成数目%穿膜数目%QD4."((%L.3cSQ4X+和蛋白表达水平降低!凋亡率升高!差异有统计学意义
#!$'$'($&结论!金丝桃苷可降低胶质瘤Z#("细胞的活力%增殖和侵袭能力!并促进其凋亡!相关机制可能
与金丝桃苷抑制QD4."((%L.3cS表达进而抑制QD4."(((L.3cS通路激活有关&
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!!脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤(复
发率高(预后差)"*'有研究显示(*级神经胶质瘤的
生存期往往不到一年(这主要由于脑胶质瘤细胞的快
速+不受控制的增殖以及神经胶质瘤细胞的高侵袭
性)#*'因此(了解神经胶质瘤肿瘤发生和发展的分子
机制将有助于改善神经胶质瘤的疗效'微小 4X+
$QD4X+%是长度为"B"#(个核苷酸的单链非编码
4X+(主要通过靶向信使4X+$Q4X+%的%i.非翻译
区$%i.Z,4%影响 Q4X+转录和蛋白质翻译的稳定
性'QD4X+可调控抑癌或致癌基因的表达水平(并
参与癌症的发生和发展'有研究表明(QD4."&."在减
少胶质瘤细胞的侵袭中发挥了作用(而 QD4."((通过
靶向 [6]6%;促进胶质瘤细胞的增殖和侵袭(而
12%>"+=I信号传导可能对其负调控)%*'近期有研究
表明(QD4."((的表达可能受包括L.3cS在内的核
转录因子的调节(L.3cS与造血细胞的分化和增殖有
关L.3cS促进 QD4."((宿主基因 324"((b-在慢
性淋巴细胞性白血病中的表达水平(这表明L.3cS
可能充当QD4."((的转录激活因子)?.(*'

金丝桃苷具有抗衰老(抗炎和抗氧化的特性(可
防止异丙肾上腺素引起的心肌损伤)&*'有研究表明(
金丝桃苷对乳腺癌+黑色素瘤+结肠癌和前列腺癌具
有抗癌作用)F*'理化分析表明(金丝桃苷不仅可溶于
水(而且还具有很高的亲脂性(因此它很容易穿过血
脑屏障)!*'有研究表明(脑脊液中金丝桃苷的水平高
于血液(因此(金丝桃苷已被用于改善帕金森病的失
眠症和预防)B*'目前(金丝桃苷对脑胶质瘤细胞的作
用的研究报道尚不清楚'本研究拟探讨金丝桃苷经
QD4."(("L.3cS通路抑制脑胶质瘤Z#("细胞增殖+
侵袭及迁移作用(为脑胶质瘤的治疗提供依据'
A!材料与方法
A$A!细胞培养及分组!人神经胶质瘤细胞系 Z#("
购自中国科学院$中国上海%'使用*PMTHLL8改良的
/;9MH培养基$*3/3%"["#培养细胞(该细胞培养
基还含有"'̂ 胎牛血清$[S5%+"''Z"Q7青霉素和
"''Q9"Q7 链霉素'细胞培养环境为!%F h+(̂
)6#+#̂ 6#+B%̂ X#'细胞分组设计如下'Z#("细
胞组!细胞浓度为(̀ "'&"Q7的脑胶质瘤Z#("细胞
在"'̂ [S5的*3/3 中培养&紫杉醇组!脑胶质瘤
Z#("细胞培养方法同 Z#("细胞组(加入紫杉醇(使
紫杉醇浓度为%''#Q8M"Q7&金丝桃苷低+高剂量组
的脑胶质瘤 Z#("细胞培养方法同 Z#("细胞组(各
组分别加入金丝桃苷(使金丝桃苷浓度分别为%''+
&''#Q8M"Q7'以上各组细胞设置&个平行孔(培养
F#A'

A$B!主要试剂及仪器!*3/3 培养基"["#$美国格
兰德岛生命技术公司(批号(?(#&%$%#%&[S5+青霉
素+链霉素$中国碧云天生物技术研究所(批号!
(B!F(&$&%+(?!B!($%!+?"(#B!$(B%&金丝桃苷$美国
5D9Q;公司(批号!3X.?(!F($%&%&紫杉醇$德国 3H:.
L=>-;+(批号!4[.?("#$%&%&))>.!测定试剂盒$江
苏和创生物科技有限公司(批号!"?(#&$%?%&,42U8M.

试剂$美国2<GDI:89H<公司(批号!XS.?F!(#%$%?%&
1:DQH5L:DJI,34,试剂盒$日本 ,;>;4;公司(批号!
W).?"!B&%%&5cS4-:HH<1)4 3;EIH:3D0试剂盒
$日本,;>;4;公司%&放射免疫沉淀测定缓冲液$中
国碧云天生物技术研究所(批号!SW.?F!B&$%#%&双辛
可宁酸试剂盒$中国碧云天生物技术研究所(批号!
Wb.?"#%&B$B&%&1W*[膜$美国 /3* 3DMMDJ8:H公
司(批号!)2.(?!B&$%&%&L.3cS一抗$"j#'''&美国
5D9Q;公司%&'.肌动蛋白$'.;LID<%一抗("j('''&美
国5D9Q;公司%&膜与抗兔29-$"j('''&美国5D9Q;
公司%&增强型化学发光蛋白质检测试剂盒$美国
1DH:LHSD8IHLA<8M89O公司(批号!S(?!(B&%'[4.'B
酶标仪$SD8.4;N7;T8:;I8:DHE%&,:;<ERHMM上室$孔径
'$!#Q&美国S*公司(批号!]2.?F!(B&%&基质胶$美
国5D9Q;.+MN:DLA公司(批号!?(#&(&$%&%&OA.'B倒置
光学显微镜$日本6MOQJPE公司%&X;<8*:8J"'''分
光光度计$美国,AH:Q8[DEAH:5LDH<IDKDL公司%'
A$C!细胞增殖测定!通过))>.!法检测细胞的增
殖活性'在相应的时间点将"'Q7的))>.!溶液添
加到每个孔中'在%Fh下温育#A后(使用酶标仪测
量?('<Q 处的吸光度$+%'存活率_ $+实验组 a
+Z#("细胞组%"$+实验组a+蒸馏水空白组 %̀ "''̂ '
A$D!细胞侵袭迁移水平测定!采用,:;<ERHMM测定
法评估细胞迁移和侵袭能力'为了进行迁移分析(使
用无[S5培养基稀释约"'( 个细胞加入预先涂有基

质胶的上室中'随后(将(''Q7含"'̂ [S5的培养
基加入下室中'温育?!A后(使用棉签去除非迁移"
侵袭性细胞'使用甲醇将下腔室中迁移"侵袭的细胞
固定"(QD<(然后用'$(̂ 的结晶紫染色'使用倒置
光学显微镜在"'个随机选择的区域中进行细胞
计数'
A$E!细胞凋亡水平测定!流式细胞仪检测细胞的凋
亡率'在相应的时间点将 +<<H0D<W.[2,)和12试
剂各"(#7添加到每个孔中(孵育"!QD<(混匀(采用
流式细胞仪检测细胞凋亡水平'
A$F!细胞QD4."((+L.3cSQ4X+水平测定!实时
荧光定量聚合酶链反应$4,.e1)4%测定细胞 QD4.
"((+L.3cS水平'使用,42U8M.试剂提取细胞中的
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总4X+(使用X;<8*:8J"'''分光光度计评估提取
的 4X+ 纯 度 和 质 量 浓 度'L*X+ 由 1:DQH.
5L:DJI,34,试剂盒合成(使用5cS4-:HH<1)43;E.
IH:3D0进行1)4反应'以内源性'.;LID<和 Z&小核
4X+分别作为对照来标准化 Q4X+和 QD4X+的表
达'正向和反向引物的序列如下'QD4."((!正向引物
为(i.,-),+-,)-+,)-+,)-,+-),+-),+-.
),-+,)-+).%i(反向引物为(i.,-),+-,)-+,.
)-+,)-+,)-,+)-,+-),+-),+-),+-),.
+-).%i&L.3cS!正向引物为(i.,)-)-+,)-+,)-.
,+-),+-),+-),+-),+-),+-).%i(反向引物
为 (i.,-),+-,)-+,)-+,)-+,)-,+-),+.
-),)-),)-),.%i&'.;LID<!正 向 引 物 为 (i.,)-.
),+-,)-+,)-+,)-+,)-+, )-,+-),+-),.
)-+,)-.%i(反 向 引 物 为 (i.,-),+-),+.
-),+-),+-),+-),-+,)-),+-).%i& 内 参

Z&!正向引物为(i.),)-),,)--)+-)+)+,+.
%i(反 正 向 引 物 为 (i.++)-+,,)+)-++,,,.
-)-,.%i'1)4反应条件!B(h(QD<&B(h"(E(
&'h#'E(F#h"'E(共?(个循环'采用#a//)I法

计算相对表达水平'
A$S!细胞L.3cS蛋白水平测定!\HEIH:<TM8IID<9
法测定L.3cS蛋白水平'提取神经胶质瘤细胞总蛋
白(使用双辛可宁酸测定法确定提取的蛋白质的浓
度'5*5.1+-/电泳分离等量$?'Q9%蛋白质样品(
将蛋白质转移到1W*[膜上(然后在室温下使用含
(̂ 脱脂牛奶的,:DE缓冲液封闭膜"A(使用L.3cS+

'.;LID<一抗?h孵育过夜(洗涤后将膜与二抗温育"
A'采用增强型化学发光蛋白质检测试剂盒可视化蛋
白质条带(通过2Q;9HV对信号进行定量'

A$T!统计学处理!采用5155#?$'软件对数据进行
统计分析(计量资料以If=表示(多组间比较采用单
因素方差分析(两两比较采用使用 75*.5检验'以
!$'$'(为差异有统计学意义'
B!结!!果
B$A!各组 Z#("细胞存活率比较!与 Z#("细胞组
相比(紫杉醇组+金丝桃苷低+高剂量组存活率均显著
降低$!$'$'(%&与紫杉醇组相比(金丝桃苷低剂量组
存活率显著升高$!$'$'(%(金丝桃苷高剂量组存活
率显著降低$!$'$'(%&与金丝桃苷低剂量组相比(金
丝桃苷高剂量组存活率显著降低$!$'$'(%'见图"'
B$B!各组 Z#("细胞克隆形成数目比较!与 Z#("
细胞组相比(紫杉醇组+金丝桃苷低+高剂量组克隆形
成数显著降低$!$'$'(%&与紫杉醇组相比(金丝桃苷
低剂量组克隆形成数显著升高$!$'$'(%(金丝桃苷
高剂量组克隆形成数显著降低$!$'$'(%&与金丝桃
苷低剂量组相比(金丝桃苷高剂量组克隆形成数显著
降低$!$'$'(%'见图#'

!!注!与Z#("细胞组相比(;!$'$'(&与紫衫醇组相比(T!$'$'(&

与金丝桃苷低剂量组相比(L!$'$'('

图"!!各组Z#("细胞存活率比较

!!注!+为各组Z#("细胞克隆形成图$#''̀ %&S为各组Z#("细胞克隆形成数目统计&与Z#("细胞组相比(;!$'$'(&与紫衫醇组相比(T!$

'$'(&与金丝桃苷低剂量组相比(L!$'$'('

图#!!各组Z#("细胞克隆形成数目比较
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B$C!各组 Z#("细胞侵袭迁移能力比较!与 Z#("
细胞组相比(紫杉醇组+金丝桃苷低+高剂量组穿膜数
目显著降低$!$'$'(%&与紫杉醇组相比(金丝桃苷低
剂量组穿膜数目显著升高$!$'$'(%(金丝桃苷高剂
量组穿膜数目显著降低$!$'$'(%&与金丝桃苷低剂
量组相比(金丝桃苷高剂量组穿膜数目显著降低$!$
'$'(%'见图%'

B$D!各组 Z#("细胞凋亡率比较!与 Z#("细胞组
相比(紫杉醇组+金丝桃苷低+高剂量组凋亡率显著升
高$!$'$'(%&与紫杉醇组相比(金丝桃苷低剂量组凋
亡率显著减低$!$'$'(%(金丝桃苷高剂量组凋亡率
显著升高$!$'$'(%&与金丝桃苷低剂量组相比(金丝
桃苷高剂量组凋亡率显著升高$!$'$'(%'见图?'

!!注!+为各组Z#("细胞侵袭迁移能力$#''`%&S为各组 Z#("细胞穿膜情况统计与 Z#("细胞组相比(;!$'$'(&与紫衫醇组相比(T!$

'$'(&与金丝桃苷低剂量组相比(L!$'$'('

图%!!各组Z#("细胞侵袭迁移能力比较

!!注!与Z#("细胞组相比(;!$'$'(&与紫衫醇组相比(T!$'$'(&

与金丝桃苷低剂量组相比(L!$'$'('

图?!!各组Z#("细胞凋亡率比较

B$E!各组 Z#("细胞 QD4."((+L.3cSQ4X+及蛋
白表达水平比较!与Z#("细胞组相比(紫杉醇组+金
丝桃苷低+高剂量组 QD4."((+L.3cSQ4X+和蛋白
表达水平显著降低$!$'$'(%&与紫杉醇组相比(金丝
桃苷低剂量组 QD4."((+L.3cSQ4X+和蛋白表达
水平显著升高$!$'$'(%(金丝桃苷高剂量组 QD4.
"((+L.3cSQ4X+和蛋白表达水平显著降低$!$
'$'(%&与金丝桃苷低剂量组相比(金丝桃苷高剂量组
QD4."((+L.3cS Q4X+ 和蛋白表达水平显著降低
$!$'$'(%'见图('

!!注!+为各组Z#("细胞 QD4."((+L.3cSQ4X+表达水平比较&

S为各组 Z#("细胞L.3cS蛋白表达水平比较&与 Z#("细胞组相

比(;!$'$'(&与紫衫醇组相比(T!$'$'(&与金丝桃苷低剂量组相

比(L!$'$'('

图(!!各组Z#("细胞 QD4."(((L.3cSQ4X+及蛋白
表达水平比较

C!讨!!论
!!脑胶质瘤是脑部常见的侵袭性原发性恶性肿瘤
之一(占中枢神经系统恶性肿瘤的大多数'尽管目前
已经开发出诸如辅助放射疗法+激素疗法+化学疗法
和靶向生物疗法等脑胶质瘤疗法(但大多神经胶质瘤
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患者的总体生存率仍然很低(预后较差'因此(亟待
寻找新的神经胶质瘤的治疗方法'

金丝桃苷是单宁酸的基本组成单元(在植物界广
泛分布'据报道(金丝桃苷具有抗癌作用(可以在不
同阶段干扰肿瘤的进展)"'*'金丝桃苷可抑制肿瘤血
管生成(其潜在的机制可能与上调包括血管内皮生长
因子在内的关键血管生成因子而干扰参与血管生成

的)])4?"5*[."相互作用有关)""*'金丝桃苷在
3S.?B鼠膀胱癌模型中对体外侵袭具有抑制作用(其
机制与抑制基质金属蛋白酶.B$331.B%有关'此外(
金丝桃苷还可以通过抑制激活蛋白"的转录活性来
预防动脉粥样硬化)"#*'金丝桃苷的抗病毒能力与其
抗氧化活性有关)"%*'目前(关于金丝桃苷在神经胶质
瘤细胞中的作用的报道很少'本研究结果表明(胶质
瘤Z#("细胞经金丝桃苷处理后(其存活率+单细胞克
隆形成数目(穿膜数降低(凋亡率升高(差异均有统计
学意义$!$'$'(%&且金丝桃苷高剂量组效果优于紫
衫醇组$!$'$'(%'这说明金丝桃苷可降低胶质瘤细
胞的活力(以及增殖和侵袭能力(并促进其凋亡'

氧缺少和缺乏营养会导致神经胶质瘤细胞分泌

促血管生成因子(其在肿瘤生长中起着至关重要的作
用'据报道金丝桃苷在一定程度上具有体外的抗血
管生成活性'人胎盘静脉血管生成模型分析表明(金
丝桃苷对人血管生成的起始和新生血管的生长具有

剂量依赖性的抑制作用)"?*'大鼠试验表明(#('Q9
金丝桃苷的给药显著抑制了血管生成(然而(灌胃金
丝桃苷的大鼠并未显著抑制血管生成的起始和新血

管的生长)"(*'本研究未探讨金丝桃苷对脑胶质瘤
Z#("细胞血管的生成作用(但根据本研究数据(金丝
桃苷可能对血管生成有用(但需要进一步阐明其潜在
机制'

有研究发现(QD4."((通过靶向[6]6%;来促进
神经胶质瘤细胞的增殖和侵袭(该研究推测金丝桃苷
可能通过调节 QD4."((的表达在神经胶质瘤细胞中
起抑制作用)"&*'本研究检测了金丝桃苷$%''+&''

#9"Q7%处理后的神经胶质瘤细胞中 QD4."((的表达
水平(结果发现金丝桃苷显著抑制了 QD4."((的表达
水平'有研究表明(金丝桃苷可以正向调节乳腺癌细
胞中QD4.%&#.%J的表达水平(而 QD4.%&#.%J可以靶
向并抑制与肿瘤相关的分子(如,X[+21!+X41#(而
,X[+21!+X41#在人乳腺癌中具有抑制肿瘤细胞增
殖和促进凋亡功能)"F*'结合本研究结果(,X[+21!+
X41#也有可能参与了神经胶质瘤细胞的增殖+侵袭(
这有待后续进一步研究证实'

L.3cS已被认为是QD4."((的转录激活因子(L.
3cS在恶性神经胶质瘤中高表达(并与癌细胞的侵
袭呈正相关(这提示金丝桃苷可能通过 QD4."((靶向
抑制L.3cS表达)"!*'在本研究中(与 Z#("细胞组
比较(紫衫醇组+金丝桃苷低+高剂量组L.3cSQ4.
X+和蛋白表达水平降低$!$'$'(%&与紫衫醇组比

较(金丝桃苷低剂量组L.3cSQ4X+和蛋白表达升
高(金丝桃苷高剂量组L.3cSQ4X+和蛋白表达降
低(差异均有统计学意义$!$'$'(%&与金丝桃苷低剂
量组比较(金丝桃苷高剂量组L.3cSQ4X+和蛋白
表达降低(差异有统计学意义$!$'$'(%'而在前列
腺癌细胞中(L.3cS沉默与前列腺癌细胞的迁移和侵
袭相关)"B*'结合金丝桃苷对 QD4."((的作用(提示
金丝桃苷抑制 QD4."((+L.3cS 的表达进而抑制
QD4."(("L.3cS通路(这可能是金丝桃苷抑制脑胶
质瘤Z#("细胞机制之一'

综上所述(金丝桃苷可降低胶质瘤细胞的活力(
增殖和侵袭能力(并促进其凋亡(其机制可能与金丝
桃苷抑制 QD4."((+L.3cS表达进而抑制 QD4."(("
L.3cS通路有关'但本文尚未设置 QD4."(("L.3cS
通路抑制剂实验(需在后续研究中进一步验证'
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