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++!摘要"+目的+探讨缺氧诱导因子 $%"!"#$%#和黑色素瘤相关抗原 )*"&%'()*#在人胶质瘤中的表

达情况%并分析!"#$%对&%'()* 表达的影响& 方法+通过基因表达谱交互式分析"'(B"%#数据库收集人

胶质瘤组织样本数据 .,$ 例%正常脑组织样本数据 2/C 例%比较其 &%'()* 9D4%和 !"#$%9D4%表达水

平& 通过中国胶质瘤基因组图谱"E''%#数据库中下载 .-1 例胶质瘤患者的9D4%7FG>H.-1 数据集及相应的

临床信息%分析&%'()* 9D4%和!"#$%9D4%表达的相关性%以及二者与患者临床特征指标的关联性& 应

用氯化钴模拟体外缺氧环境%通过实时荧光定量聚合酶链式反应"DI7>BED#和蛋白免疫印记"JK#实验探讨

沉默胶质瘤细胞!"#$%表达对&%'()* 表达变化的影响& 结果+基于'(B"%数据库的分析结果显示%低级

别胶质瘤"L''#和胶质母细胞瘤"'K&#组织的!"#$%9D4%和&%'()* 9D4%水平均高于正常脑组织%差

异有统计学意义"!M/N/0#& 基于E''%数据库的分析结果显示%&%'()* 9D4%表达水平与!"#$%9D4%

表达水平呈正相关""O/N122%!O/N///#& &%'()* 9D4%高表达组年龄 M*/ 岁'异柠檬酸脱氢酶"")!#突

变型的人数比例大于&%'()* 9D4%低表达组%差异有统计学意义"!M/N/0#%两组性别'肿瘤类型'世界卫

生组织"J!P#肿瘤分级%P.7甲基鸟瞟7)4%甲基转移酶"&'&I#启动子甲基化状态'$QR$-> 共缺失情况比

较差异无统计学意义"!S/N/0#& 将!"#$%F;D4%转染至T,C7&'和T20$ 细胞%并在缺氧条件下培养 *, U%

DI7>BED和JK实验结果显示%!"#$%下调后%&%'()* 的表达水平也显著下降& 结论+!"#$%和 &%'()*

均高表达于胶质瘤%且两者呈正相关& 胶质瘤细胞中!"#$%可调控&%'()* 的表达&
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++胶质瘤是人类原发性恶性脑肿瘤中最常见的类

型%根据其恶性程度的不同%可以分为低级别胶质瘤

"<Ad7\̂:WG\<;A9:%L''#和高级别胶质瘤"U;\U \̂:WG

\<;A9:%!''#& 尽管有包括手术联合放化疗等一系

列综合治疗方案%但患者的总体预后仍较差%尤其是

胶质母细胞瘤"\<;Ab<:F[A9:%'K&#患者($)

& 肿瘤的

高度增殖状态导致肿瘤组织处于缺氧的微环境状

态%目前研究认为缺氧诱导因子 $%"U Q̀A];:7;YWa@;b<G

_:@[Â$%%!"#$%#是肿瘤细胞缺氧反应的重要调节因

子(2)

& 黑色素瘤相关抗原"9G<:YA9:7:FFA@;:[GW :Y[;\GY%

&%'(#是一个多基因大家族%其许多成员在正常组

织"除睾丸外#中限制性表达%而在多种肿瘤组织中

呈高表达%被视为肿瘤生物治疗的理想靶点(1)

& 其中%

&%'()* 作为&%'(家族中的新成员%被认为是肿

瘤相关抗原(*)

& 有研究显示%&%'()* 在乳腺癌(0)

'

非小细胞肺癌(.)

'口腔鳞癌(C)

'肝细胞癌(,)和结直肠

癌(-)等多种肿瘤中呈高表达%并认为其参与了肿瘤

细胞的增殖'迁移'侵袭过程%与患者预后不良相关&

!"#$%可以调控多种因子的表达%如促红细胞生成

素"Ĝ̀[U ÂQA;G[;Y%(BP#'血管内皮生长因子"Z:F@a<:̂

GYWA[UG<;:<\̂Ad[U _:@[Â%e('##'葡萄糖载体蛋白 $

"\<a@AFG[̂:YFQÂ[Ĝ$%'LTI$#'乳酸脱氢酶 %"<:@7

[:[GWGU Ẁ Â\GY:FG%%L)!%#等($/7$$)

& 但 !"#$%与

&%'()*之间的关系尚不明确%本研究旨在分析胶质

瘤中!"#$%'&%'()* 的表达水平及其临床意义%并

探讨二者之间的调控关系%为胶质瘤的靶向治疗提供

参考思路& 现报道如下&

7F材料与方法

7G7F生物信息学资料+通过基因表达谱交互式分析

"'GYG(]Q ĜFF;AY B̂A_;<;Y\"Y[Ĝ:@[;ZG%Y:<̀F;F%'(B"%#

数据库($2)分析人胶质瘤中&%'()*和!"#$%的9D4%

表达情况& 基因搜索关键词为+!"#$%,+&%'()*,%

选择数据来源为 IE'%''I(]项目的肿瘤和正常组

织样本数据%肿瘤类型为L''和'K&& 共获取 ,,,例

样本数据%其中'K&组织 $.1 例%L''组织 0$, 例%

正常脑组织 2/C例& 另外%从中国胶质瘤基因组图谱

"EU;YGFG'<;A9:'GYA9G%[<:F%E''%#数据库($17$*)中

下载9D4%7FG>H.-1 数据集及相应的临床信息($0)

&

纳入标准!"$#临床病理诊断明确为世界卫生组织

"JÂ<W !G:<[U P̂\:Y;c:[;AY%J!P#

!

f

"

级胶质瘤$

"2#患者临床特征信息完善$"1#年龄不限%性别不

限& 排除标准!"$#临床信息数据不全者$"2#合并

其他恶性疾病者& 共纳入 .-1例样本数据%合并临床

数据与!"#$%9D4%'&%'()* 9D4%表达水平数据%

并以中位数为界将其分为高表达组和低表达组%分

析二者与临床特征之间的关联性&

7GHF细胞培养和缺氧模型构建+选择人胶质瘤细胞

系T20$'T,C7&'%购自中国科学院上海细胞生物学

研究所并由本实验室保存& 将T,C7&'细胞和T20$

细胞置于恒温培养箱"1C g%0h EP

2

#中%并使用含

$// TR9<青霉素'$//

#

\R9<链霉素和 $/h胎牛血清

"加拿大J;FGY[公司#的)&(&高糖培养基"加拿大

J;FGY[公司#进行培养& 使用氯化钴"E%5 CC-$7$17$%

5;\9:#构建细胞体外缺氧模型%将氯化钴溶解于无菌

无酶水中%配制成 $/ 99A<RL浓度的母液% V2/ g

避光保存& 用 )&(&完全培养基配制成浓度分别

为 /

#

9A<RL'$//

#

9A<RL'2//

#

9A<RL'1//

#

9A<RL'

*//

#

9A<RL的缺氧培养基用于模拟缺氧环境&

7GIFEE67,实验+取对数生长期状态良好的胶质瘤细

胞%经胰酶消化后%用完全培养基制备成 0 i$/

1

@G<<FR9<
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的细胞悬液%接种于 -.孔板中"$//

#

<R孔#%2* U后分

别更换为含不同氯化钴浓度的缺氧培养基%培养 *, U

后每孔加入 $/

#

<EE67, 试剂%细胞培养箱中继续孵

育 2 U后使用 5aY ;̂FG酶标仪"奥地利IG@:Y 公司#测

定 *0/ Y9处的P)值&

7G<F细胞转染+将细胞种于 . 孔板中%按照 L;QA7

_G@[:9;YGI&1///"美国"YZ;[̂A\GY公司#转染试剂说明

书将阴性对照F;D4%和!"#$%F;D4%分别转染入胶

质瘤细胞%并于缺氧培养基中培养 *, U 后收集细胞

进行相关实验& !"#$%F;D4%和阴性对照 F;D4%由

生工生物"上海#股份有限公司合成%序列见表 $&

表 $+F;D4%序列

名+称 序列"0k71k#

!"#$%F;D4%

FGYFG 0k7ET'%T'%EE%'E%%ETT'%71k

:Y[;FGYFG 0k7TE%%'TT'ET''TE%TE%'71k

阴性对照F;D4%

FGYFG 0k7E'T%E'E''%%T%ETTE'%71k

:Y[;FGYFG 0k7TE'%%'T%TTEE'E'T%E'71k

7GJF总D4%提取和实时荧光定量聚合酶链式反应

" ĜZĜFG[̂:YF@̂;Q[;AY7>a:Y[;[:[;ZĜG:<7[;9GQA<̀9Ĝ:FG

@U:;Y Ĝ:@[;AY%DI7>BED#实验+采用D4%提取试剂

盒"南京诺唯赞公司%DE$/$7/$#提取细胞总D4%& 应

用分光光度计"北京天根公司#检测 D4%浓度和吸

光度值& 采用@)4%逆转录试剂盒"南京诺唯赞公司%

D1217/$#将D4%逆转录成@)4%& 应用 5[GQPYGB<aF

>BED仪行 DI7>BED%试剂盒购自南京诺唯赞公司

"lC$$7/2#%反应体系!5mKD'̂GGY "&:F[Ĝ$/

#

<%

WW!

2

PCN2

#

<%上'下游引物各 /N*

#

<%@)4%2

#

<&

反应条件!-0 g预变性 1/ F%-0 g变性 $/ F%./ g退

火和延伸 1/ F%共 */个循环反应& 以
$

7:@[;Y为内参%

根据 2

V

!!

E[法计算相对表达量& 引物由生工生物"上

海#股份有限公司合成%序列见表 2&

表 2+DI7>BED扩增引物序列

名+称 引物序列"0k71k# 产物长度

!"#$%

上游!IEE'%I''%%'E%EI%'%E%%

下游!I'%E%%EI'%IE'%%''%%E'

2*/ bQ

&%'()*

上游!EE%'%%IE%'%%EE'%'%

下游!EE%%%%IEIEE'IEEIE%

2$. bQ

$

7:@[;Y

上游!I'%E'I''%E%IEE'E%%%'

下游!EI''%%''I''%E%'E'%''

2/0 bQ

7GKF蛋白免疫印记"JGF[ĜY b<A[%JK#实验+依照蛋

白提取试剂盒"北京索莱宝公司#说明书步骤提取细胞

总蛋白%测定蛋白浓度后加入上样缓冲液%煮沸 0 9;Y

使蛋白变性%自然冷却后于 V,/ g保存备检& 将准

备好的蛋白依次通过电泳'转膜'封闭%以及一抗'二

抗孵育步骤& 应用#<aÂEUG9#E1 成像仪进行显影%

并使用"9:\Gj软件分析条带灰度值%以
$

7:@[;Y 为内

参计算相对灰度值& !"#$%抗体"1.$.-%E5I$$n$ ///

稀释#%&%'()* 抗体"F@71-12/1%5:Y[:Êac$$n2// 稀

释#%

$

7:@[;Y抗体"$0'0%$$R(2%IUĜ9A#;FUĜ5@;GY[;_;@$$

n2 /// 稀释#%兔抗小鼠二抗":b.C2,%%b@:9$$n0 ///

稀释#%山羊抗兔二抗":b.C2$%%b@:9$$n0 ///稀释#&

7GLF统计学方法+应用 5B552.N/和 '̂:QU:W B̂;F9,

统计软件进行数据分析& 计量资料以均数o标准差

"

"

Do?#表示%组间比较采用成组 6检验& 计数资料

以例数"百分率#(("h#)表示%组间比较采用
!

2 检

验& 采用BG:̂FAY相关分析探讨&%'()* 9D4%与

!"#$%9D4%表达水平的相关性& !M/N/0 为差异

有统计学意义&

HF结果

HG7F胶质瘤组织中!"#$%9D4%和&%'()* 9D4%

表达情况+基于'(B"%数据库的分析结果显示%L''

和'K&组织的!"#$%9D4%和&%'()* 9D4%水

平均高于正常脑组织%差异有统计学意义"!M/N/0#&

见图 $& 基于E''%数据库的分析结果显示%&%'()*

9D4%表达水平与!"#$%9D4%表达水平呈正相关

""O/N122%!O/N///#&

注!经成组6检验%

#

!M/N/0

图 $+L''!'K&以及正常脑组织!"#$%9D4%和&%'()*

9D4%表达水平比较图

HGHF!"#$%9D4%和&%'()* 9D4%表达水平与胶

质瘤患者临床特征指标的关联性分析结果+&%'()*

9D4%高表达组年龄
$

*/岁'异柠檬酸脱氢酶";FA@;[̂:[G

WGU Ẁ Â\GY:FG%")!#突变型的人数比例大于&%'()*

9D4%低表达组%差异有统计学意义"!M/N/0#%两组

性别'肿瘤类型'J!P肿瘤分级%P.7甲基鸟瞟7)4%

甲基转移酶"P.79G[U <̀\a:Y;G7)4%9G[U <̀[̂:YF_Ĝ:FG%

&'&I#启动子甲基化状态'$QR$-> 共缺失情况比较

差异无统计学意义"!S/N/0#& !"#$%9D4%表达

水平与以上临床指标均无显著关联性"!S/N/0#&

见表 1%*&
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表 1+&%'()* 9D4%表达水平与胶质瘤患者临床特征指标的关联性分析结果"(#h$%

组+别 例数
性别 年龄 肿瘤类型

J!P肿瘤分级#

男 女
$

*/ 岁 S*/ 岁 原发肿瘤 继发肿瘤
!

R

% "

低表达组 1*. 2/2"0,N1,# $**"*$N.2# $1/"1CN.,# 2$0".2N12# 2$$"./N-,# $10"1-N/2# 2$.".2N*1# $1/"1CN0C#

高表达组 1*C $-."0.N*,# $0$"*1N02# $.$"*.N*/# $,."01N./# 2$$"./N,$# $1."1-N$-# 22C".0N.$# $$-"1*N1-#

!

2

V /N200 0N1-* /N//2 /NC0-

! V /N.$1 /N/2/ /N-.2 /N1,*

组+别 例数
")!基因型#

&'&I启动子甲基化#

$QR$->共缺失情况# 放疗# 化疗#

野生型 突变型 是 否 未缺失 缺失 是 否 是 否

低表达组 1*. $*,"*-N11# $02"0/N.C# $*C"00N/.# $2/"**N-*# 22*"C-NC2# 0C"2/N2,# 20/"C-N.2# .*"2/N1,# 21C"C0N2*# C,"2*NC.#

高表达组 1*C $1,"*/N10# 2/*"0-N.0# $.,"./N,C# $/,"1-N$1# 20*"C*N/0# ,-"20N-0# 2./"C,N1$# C2"2$N.-# 2*-"C0N//# ,1"20N//#

!

2

V 0N22/ $NC,/ 2NC.* /N$.0 /N//0

! V /N/22 /N$,2 /N/-. /N.,* /N-**

+注!

#部分患者的J!P肿瘤分级'")!基因型'&'&I启动子甲基化状态'$QR$->共缺失情况以及放疗'化疗的指标数据缺失%未纳入分析

表 *+!"#$%9D4%表达水平与胶质瘤患者临床特征指标的关联性分析结果"(#h$%

组+别 例数
性别 年龄 肿瘤类型 J!P肿瘤分级

男 女
$

*/ 岁 S*/ 岁 原发肿瘤 继发肿瘤
!

R

% "

低表达组 1*. 2/C"0-N,1# $1-"*/N$C# $11"1,N00# 2$2".$N*0# 2$-".1N2-# $2C"1.NC$# 21/"..N*C# $$."11N01#

高表达组 1*C $-$"00N/*# $0."**N-.# $0,"*0N01# $,-"0*N*C# 2/1"0,N0/# $**"*$N0/# 2$*".$N.C# $11"1,N11#

!

2

V $N.2$ 1N*.$ $N.C2 $NC1.

! V /N2/1 /N/.1 /N$-. /N$,,

组+别 例数
")!基因型#

&'&I启动子甲基化#

$QR$->共缺失情况# 放疗# 化疗#

野生型 突变型 是 否 未缺失 缺失 是 否 是 否

低表达组 1*. $1."*.N$/# $0-"01N-/# $C$"0-N0,# $$."*/N*2# 2/,"C*N2-# C2"20NC$# 2*C"C.NC$# C0"20NC$# 2*$"C*N.$# ,2"20N1-#

高表达组 1*C $0/"*1N21# $-C"0.NCC# $**"0.N*C# $$$"*1N01# 2C/"C,NC2# C1"2$N2,# 2.1",$N$C# .$"$,N,1# 2**"C0N1$# ,/"2*N.-#

!

2

V /N011 /N01C $N.-0 $N-1C /N/*2

! V /N*.0 /N*.* /N$-1 /N$.* /N,1,

+注!

#部分患者的")!基因型'&'&I启动子甲基化状态'$QR$->共缺失情况以及放疗'化疗的指标数据缺失%未纳入分析

HGIF胶质瘤细胞体外缺氧模型构建结果F经含不

同浓度氯化钴的缺氧培养基培养 *, U 后%EE67, 实

验结果显示%与氯化钴浓度 /

#

9A<RL相比%T,C7&'

细胞和T20$ 细胞分别在氯化钴浓度为 $//

#

9A<RL

和 1//

#

9A<RL时细胞活性最高%且随着氯化钴浓度

继续上升%细胞活性下降& 故选择 $//

#

9A<RL作为

T,C7&'细胞的最佳造模浓度%选择 1//

#

9A<RL作

为T20$ 细胞的最佳造模浓度& 见图 2&

图 2+不同浓度氯化钴的缺氧培养基对 T,C7&'和 T20$ 细

胞活性的影响图

HG<F缺氧条件下沉默!"#$%对&%'()* 表达的影

响+将!"#$%F;D4%转染至T,C7&'和T20$ 细胞%

并在缺氧条件下培养 *, U%DI7>BED结果显示%!"#$%

9D4%表达下调后%&%'()* 9D4%表达水平也显

著下降"!M/N/0#& 见图 1& JK结果也显示%!"#$%

蛋白表达下调后%&%'()* 蛋白表达水平也显著下

降"!M/N/0#& 见图 *&

图 1+下调胶质瘤细胞!"#$%9D4%表达后&%'()* 9D4%

表达变化图

*,*-*
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图 *+下调胶质瘤细胞!"#$%蛋白后&%'()* 蛋白表达变化图

IF讨论

IG7F研究表明%胶质瘤占恶性脑肿瘤的 C0h%其中一

半以上是'K&%多数 'K&患者生存期不到 $ 年($.)

&

目前胶质瘤的治疗标准方案是最大限度地切除肿瘤

和术后放化疗%但胶质瘤浸润性的特征使得手术有时

不能完全切除所有肿瘤组织%残留的肿瘤可能引起术

后复发& 随着研究的进展%越来越多的研究证明胶

质瘤基因型可提供更准确的诊断'预后策略& 肿瘤

分子靶向治疗作为发展中的新辅助治疗方法受到越

来越多的关注%基于胶质瘤特异性分子的靶向治疗

可能使患者在手术和辅助放化疗之外获得更佳的预

后%而发掘有效的胶质瘤特异性分子是肿瘤靶向治

疗的前提&

IGHF已有研究鉴定出了&%'()*相关的!L%7%

#

20

限制性抗原肽($C)

& 此外%相关研究发现&%'()* 特

异性的I淋巴细胞能杀伤 &%'()* 阳性的肿瘤细

胞($,)

& 本课题组前期的研究也发现%&%'()*与胶质

瘤细胞的增殖'迁移和侵袭密切相关($-)

%并与冠状蛋白

样肌动蛋白结合蛋白 $E"@ÂAY;Y $E%EPDP$E#'细胞

分裂周期因子 20%"@G<<W;Z;F;AY @̀@<G20%%E)E20%#

等多种肿瘤相关分子之间存在调控关系(2/)

%其表达

可受 Q01'特异性蛋白 $"FQG@;_;@;[̀Q Â[G;Y $%5B$#等

转录因子调节(2$)

& 这些结果都提示&%'()*属于胶

质瘤特异性的分子%具有成为胶质瘤靶向免疫治疗的

潜能%而探究胶质瘤中&%'()* 的表达调控关系%寻

找消除胶质瘤中&%'()*异质性表达方法尤为关键&

IGIF!"#$ 最早于 2/ 世纪 -/ 年代由 5G9GYc:等(22)

在缺氧处理的肝癌细胞株中发现& !"#$由!"#$%和

!"#$K两个亚基组成%其中!"#$%是功能性亚基%决

定!"#$ 的活性(21)

%在常氧状态下%!"#$%可通过泛

素7蛋白酶体降解途径降解$在缺氧条件下!"#$%稳

定存在& !"#$K作为结构性亚基%不受氧的调节(2*)

&

氯化钴中的EA

2 p能置换催化基团上的#G

2 p

%从而阻

断泛素7蛋白酶体降解途径%抑制 !"#$%的降解(20)

&

本研究中使用氯化钴模拟了细胞体外缺氧环境%并通

过EE67,实验筛选出最佳的氯化钴浓度%发现低浓

度的氯化钴模拟缺氧可以促进肿瘤细胞的活性%而高

浓度的氯化钴可能因药物毒性作用而抑制细胞的活

性& 肿瘤的发生'发展涉及到多种调控机制的相互作

用%其中!"#$%是肿瘤缺氧信号通路的中枢调节因

子(2072C)

%可作为转录因子调节多种基因的转录%这些

下游的靶基因参与了血管新生'糖酵解'红细胞生成%

以及细胞增殖'迁移'侵袭等多种细胞功能& 虽然目

前已发现了大量的!"#$%下游靶基因%但在胶质瘤

中!"#$%相关的诊断'预后标志物以及潜在的靶向

治疗靶点仍有待进一步发掘&

IG<F本研究通过'(B"%数据库发现!"#$%9D4%和

&%'()* 9D4%在胶质瘤中均呈高表达& 分析E''%

数据库的临床数据资料发现%&%'()* 9D4%的表

达与患者年龄'")!突变相关%但与性别'肿瘤类型'

J!P肿瘤分级'&'&I启动子甲基化状态等无显著

关联& 根据 2/2$年J!P中枢神经系统肿瘤分类(2,)

%

该结果可能提示&%'()* 的表达与胶质瘤的分型相

关%但仍有待进一步研究& !"#$%与患者年龄'性别'

样本类型'J!P肿瘤分级'")!突变等均无显著关联%

这可能因为!"#$%的表达主要与组织缺氧程度相关%

但可能也与收集到的样本量有限有关%有待进一步

探索& 另外%基于公共数据的分析结果显示%&%'()*

9D4%与!"#$%9D4%的表达呈正相关%而这也在

本研究的细胞实验中得到验证& 由此推测%胶质瘤

中&%'()* 的表达与缺氧密切相关%可能是 !"#$%

的潜在下游靶基因%调控&%'()* 的表达可能会影

响胶质瘤患者的疾病进展%为胶质瘤的的分子靶向

治疗提供了潜在的靶点&

本研究虽然发现胶质瘤细胞中!"#$%可以调控

&%'()*的表达%但是本研究仅进行了体外的初步验

证%今后还需从体内外进一步研究二者的相关性及对

具体的调控机制进行探索&
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F9:<<@G<<<aY\@:Y@Ĝ(j)?LaY\E:Y@Ĝ% 2//.%0$"$#!C- V,,?

(C) EUAY\E(% L;96B% ':Y EB% G[:<?PZĜ7G]Q ĜFF;AY A_&%'()*K
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