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ｓｉＲＮＡ沉默 Ｌｉｖｉｎ基因
对胶质瘤 ＴＪ９０５干细胞多重耐药蛋白１和３表达的影响
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　　摘　要　目的　探讨ｓｉＲＮＡ沉默Ｌｉｖｉｎ基因后，替莫唑胺干预胶质瘤ＴＪ９０５干细胞对多重耐药蛋白（ＭＲＰ１、
ＭＲＰ３）基因表达的影响，揭示Ｌｉｖｉｎ基因与化疗耐药之间的关系。方法　分离培养胶质瘤ＴＪ９０５干细胞，ＲＮＡ干
扰技术构建靶向ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ，通过慢病毒转染胶质瘤ＴＪ９０５干细胞建立实验组，另设空病毒转染建立对照组，用
不同浓度（０、２５、５０、１００、２００、４００μｍｏｌ／Ｌ）的替莫唑胺干预胶质瘤 ＴＪ９０５干细胞７２ｈ，细胞增殖实验检测细胞增
殖变化趋势，流式细胞技术检测细胞周期变化，实时荧光定量 ＰＣＲ检测 Ｌｉｖｉｎ、ＭＲＰ１、ＭＲＰ３基因表达情况。结
果　成功构建靶向ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ模型，实验组 ＴＪ９０５干细胞增殖受到明显抑制，存活率显著低于对照组（Ｐ＜０．
０５）；使用不同浓度的替莫唑胺干预ＴＪ９０５干细胞，对照组和实验组的细胞周期均停滞于Ｇ０／Ｇ１期，且实验组更
加明显（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比较，实验组ＴＪ９０５干细胞Ｌｉｖｉｎ基因表达较对照组下降（Ｐ＜０．０５）；ＭＲＰ１基因
表达量下降（Ｆ＝１９５．９７５，Ｐ＜０．０５）以及ＭＲＰ３基因表达量下降（Ｆ＝７１９．５２１，Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＪ９０５干细胞
ＭＲＰ１、ＭＲＰ３高表达可能与Ｌｉｖｉｎ基因密切相关，靶向ｓｉＲＮＡ沉默Ｌｉｖｉｎ基因可有效降低ＭＲＰ１、ＭＲＰ３基因的表
达从而逆转胶质瘤ＴＪ９０５干细胞对化疗药物的耐药性，提示Ｌｉｖｉｎ基因可能在化疗耐药机制中发挥重要作用。
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　　胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤。目前胶质
瘤的治疗首选手术切除联合术后同步放疗和替莫

唑胺（Ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）化疗的综合治疗［１］，但

患者即使接受综合治疗，其预后仍较差［２］。胶质

瘤干细胞介导的化疗耐药途径在ＴＭＺ耐药机制中
发挥重要作用，虽然胶质瘤干细胞数量少，但广泛

存在于胶质瘤组织和胶质瘤细胞系中，被认为是

胶质瘤发生、发展的种子细胞，是胶质瘤发生、发

展与维持的基础，与胶质瘤的复发、转移和对药物

治疗抵抗有关［３］。目前大量的研究还证实，包括

ＴＭＺ在内的传统化疗药物对胶质瘤干细胞的杀伤
作用较弱［４］。Ｌｉｖｉｎ基因作为近年来新发现的抗凋
亡家族成员，在肿瘤细胞增殖和细胞凋亡方面的

作用日渐突出，而多重耐药蛋白（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＲＰ）在肿瘤细胞化疗耐药发生机制
方面则起着重要作用［５］。本研究应用免疫磁珠法

分离胶质瘤 ＴＪ９０５干细胞，利用 ＲＮＡ干扰技术构
建ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ慢病毒转染模型，通过ＴＭＺ干预转
染后的胶质瘤 ＴＪ９０５干细胞，检测沉默 Ｌｉｖｉｎ基因
后ＴＪ９０５干细胞增殖、细胞周期及 ＭＲＰｌ、ＭＲＰ３基
因表达情况，探讨Ｌｉｖｉｎ基因与多重耐药基因之间
的关系，为进一步研究胶质瘤干细胞化疗耐药机

制提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
胎牛血清（ＦＢＳ）购自杭州四季青公司；改良

Ｅａｇｌｅ培养基（ＤＭＥＭ／Ｆ１２）购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司；胰蛋白酶、ＰＢＳ缓冲液、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、
乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｂ２７
（５０×）、表皮生长因子（ＥＧＦ）、碱性成纤维细胞生
长因子（ｂＦＧＦ）、白血病抑制因子（ＬＩＦ）购自美国
Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；免疫磁珠细胞分选试剂盒购自德
国ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司；兔抗人Ｎｅｓｔｉｎ抗体、兔抗人
ＧＦＡＰ抗体和小鼠抗人 βｔｕｂｕｌｉｎ抗体购自美国

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的
羊抗兔 ＩｇＧ、羊抗小鼠 ＩｇＧ均购自武汉博士德生物
技术有限公司。

１．２　胶质瘤ＴＪ９０５细胞培养及其干细胞的分选
选择生长状态良好的 ＴＪ９０５细胞，在含 １０％

ＦＢＳ的常规培养基中连续培养；利用免疫磁珠法分
选、ＣＤ１３３＋干细胞，将其置于含有 ＥＧＦ（２０ｎｇ／
ｍｌ）、ｂＦＧＦ（２０ｎｇ／ｍｌ）、ＬＩＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）和 Ｂ２７（１
×）的无血清干细胞培养基中培养。
１．３　免疫荧光染色法鉴定胶质瘤干细胞及其诱导
分化细胞

将细胞球植入到１０％多聚赖氨酸包被的玻片
上，室温晾干后４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，加入５％
山羊血清封闭液，室温孵育 ３０ｍｉｎ后加入一抗
Ｎｅｓｔｉｎ（１∶２００），湿盒内４℃过夜；次日 ＰＢＳ漂洗３
遍后加入ＦＩＴＣ标记二抗（１∶５０）于湿盒内３７℃避
光孵育３０ｍｉｎ，同时用ＰＢＳ代替荧光二抗作阴性对
照，然后ＰＢＳ冲洗后置于荧光显微镜下观察并拍
照。取生长状态良好的细胞球植入预先经多聚赖

氨酸包被好的６孔板中，用含１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ／
Ｆ１２（１∶１）完全培养基培养３～６ｄ，待细胞周围伸出
较长突起或散在细胞变为多角形、星形或梭形，用

上述类似方法将诱导后的细胞行胶质酸性蛋白

（ＧＦＡＰ）和β微管蛋白（βＴｕｂｕｌｉｎ）免疫荧光检测。
１．４　慢病毒转染

取生长状态良好的 ＴＪ９００５干细胞接种于９６
孔板，分为干细胞实验组和对照组，每组２０个孔，
实验组转染携带ｓｉＲＮＡ的病毒２０ｈ，对照组转染空
病毒。然后更换培养基，转染完成后 ３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度培养箱连续培养３ｄ，倒置荧光显微
镜下观察转染效果。预实验摸索ＴＪ９００５干细胞感
染复数ＭＯＩ值为１０，根据慢病毒转染说明书进行
操作。

１．５　ＣＣＫ８法检测细胞增殖
按照实验设计分组，提前２４ｈ在９６孔板接种

·００２·
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ＴＪ９０５干细胞，每孔各１０５个，２４ｈ吸掉９６孔板培
养基后每孔添加１００μｌ不同浓度的 ＴＭＺ培养基，
ＴＭＺ浓度分别为０（空白对照组）、２５、５０、１００、２００、
４００μｍｏｌ／Ｌ（空白对照为ＤＭＳＯ代替），每孔设２个
副孔。ＴＭＺ干预７２ｈ后弃掉培养基，每孔加１００μｌ
ＣＣＫ８溶液（ＤＭＥ／Ｆ１２∶ＣＣＫ８＝９∶１），３７℃温箱孵
育 ２ｈ，上机检测（检测波长 ４５０ｎｍ，参照波长
６３０ｎｍ），每组重复２次。
１．６　流式细胞术检测干细胞周期

按照上述实验设计分组 ＴＪ９０５干细胞制备成
单细胞悬液，７０％乙醇４℃固定过夜，次日 ＰＢＳ漂
洗，添加 ５００μｌ配制好的 ＰＩ染色液，３７℃孵育
３０ｍｉｎ，４℃冰盒待检。采用流式细胞仪自带分析软
件分析数据。

１．７　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）检测
分别用上述浓度的 ＴＭＺ干预 ＴＪ９０５干细胞，

并在干预７２ｈ后收集细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ一步法提取
总ＲＮＡ，采用 ＲＴＰＣＲ技术对逆转录扩增产物进
行定量分析。ＰＲＩＭＥＲ５．０设计 Ｌｉｖｉｎ、ＭＲＰｌ、ＭＲＰ３
引物序列，引物序列信息如表１。使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＰＬＵＳＲＴａｓｅ将ＲＮＡ反转录成ｃＲＮＡ。按照试剂盒
说明书建立终体积为２０μｌ的 ＰＣＲ反应体系，２μｌ
反转录产物、１０μｌＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＩ、上下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μｌ。在反应过程中每次扩增的
同时设无ｃＤＮＡ做阴性对照。获取各组标本的标
准曲线结果分析采用荧光定量 ＰＣＲ仪器自带分析
软件分析标本的 Ｃｔ值。计算方法：待测样品相对
值＝２－ΔΔＣｔ，ΔΔＣｔ＝Ｃｔ阴性对照－Ｃｔ待测样品。

表１　ＰＣＲ引物检测序列

引物名称 　　引物序列（５＇→３＇）

ＬｉｖｉｎＦ ＧＣＴＧＴＣＡＣＴＴＣＣＴＧＣＴＣＣＧＧＴＣ

ＬｉｖｉｎＲ ＣＡＧＧＧＧＣＴＧＣＧＴＣＴＴＣＣＧＧＴＴＣ

ＭＲＰ１Ｆ ＡＡＴＧＡＧＧＡＧＧＴＧＧＡＧＧＣＴＴＧＡＴ

ＭＲＰ１Ｒ ＴＡＣＴＧＧＴＧＣＡＧＣＡＣＧＡＧＧＧＴＣＴ

ＭＲＰ３Ｆ ＧＣＴＴＣＴＡＴＧＣＡＧＣＣＡＣＡＴＣＡＣＧ

ＭＲＰ３Ｒ ＧＣＡＡＡＧＡＧＣＡＣＣＡＣＧＣＡＧＴＴＣＣ

１．８　统计学方法
实验数据应用 ＩＢＭＳＰＳＳ１９．０软件进行分析，

计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，ＲＴ－ｑＰＣＲ结果比较采用
析因分析。以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　胶质瘤ＴＪ９０５干细胞的分选与鉴定
免疫磁珠法分选 ＣＤ１３３＋细胞，接种于无血清

干细胞培养基，最初 ２４～４８ｈ内细胞生长比较缓
慢，３ｄ后开始出现细胞球，至第６～８ｄ左右细胞球
显著增大。细胞球悬浮生长，大小不一，呈圆形或

不规则规则球形，折光性较强。将胶质瘤ＴＪ９０５干
细胞球接种到经１０％多聚赖氨酸包被的玻片上，
室温晾干后行Ｎｅｓｔｉｎ、ＧＦＡＰ、βＴｕｂｕｌｉｎ免疫荧光染
色，在荧光显微镜观察显示，干细胞球 Ｎｅｓｔｉｎ染色
呈现为绿色荧光，而 ＧＦＡＰ、βＴｕｂｕｌｉｎ染色无绿色
荧光；用完全培养基诱导分化３～５ｄ后行 Ｎｅｓｔｉｎ、
ＧＦＡＰ、βＴｕｂｕｌｉｎ免疫荧光染色，结果显示胶质瘤
ＴＪ９０５干细胞球分化细胞 Ｎｅｓｔｉｎ染色呈阴性。见
图１。

注：Ａ．ＴＪ９０５干细胞Ｎｅｓｔｉｎ染色阳性；Ｂ．Ｎｅｓｔｉｎ染色阴性对照；

Ｃ．ＴＪ９０５干细胞经含血清培养基诱导分化后ＧＦＡＰ染色阳性；

Ｄ．ＴＪ９０５干细胞经含血清培养基诱导分化后βＴｕｂｕｌｉｎ染色阳性。

图１　ＴＪ９０５干细胞分选与鉴定（免疫荧光染色，×２００）

２．２　慢病毒转染结果
待转染完成，培养３ｄ后于倒置荧光显微镜下

观察干细胞转染情况，结果显示转染后的胶质瘤

ＴＪ９０５干细胞在镜下呈绿色荧光，慢病毒转染效率
为８０％。见图２。
２．３　ＣＣＫ８检测转染后胶质瘤ＴＪ９０５干细胞增殖

ＣＣＫ８检测结果显示：实验组 ＴＪ９０５干细胞
的存活率随ＴＭＺ浓度的增加而下降，与对照组比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；且相同的药物浓
度时，实验组干细胞存活率低于对照组，两者之间

的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图３。

·１０２·
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注：Ａ．对照组ＴＪ９０５干细胞慢病毒转染前；

　 Ｂ．对照组ＴＪ９０５干细胞慢病毒转染后；

　 Ｃ．实验组ＴＪ９０５干细胞慢病毒转染前；

　 Ｄ．实验组ＴＪ９０５干细胞慢病毒转染后。

图２　慢病毒转染ＴＪ９０５干细胞前后对比
（免疫荧光染色，×１００）

图３　ＣＣＫ８检测不同浓度ＴＭＺ干预实验组
和对照组７２ｈ后的存活率变化

２．４　流式细胞仪检测胶质瘤ＴＪ９０５干细胞的细胞
周期变化

采用流式细胞仪检测细胞周期变化，结果显

示：使用不同浓度的ＴＭＺ干预，实验组（９１．４４±１．
２９）和对照组（７７．６７±１．４９）的细胞周期均停滞于
Ｇ０／Ｇ１期，且实验组更加明显，差异具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；随着ＴＭＺ浓度的增加，实验组与对

照组干细胞Ｓ期所占比例逐渐增多，而 Ｇ０／Ｇ１期
逐渐减少，ＴＭＺ在０μｍｏｌ时，Ｓ期在实验组（３．６６±
０．１０）和对照组（１７．３７±１．３５），差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），ＴＭＺ在４００μｍｏｌ时，Ｓ期在实验
组（３４．４９±１．１９）和对照组（５３．６５±１．２７），差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图４。

注：Ａ．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ干预对照组ＴＪ９０５干细胞

　 Ｂ．４００μｍｏｌ／ＬＴＭＺ干预对照组ＴＪ９０５干细胞

　 Ｃ．０μｍｏｌ／ＬＴＭＺ干预实验组ＴＪ９０５干细胞

　 Ｄ．４００μｍｏｌ／ＬＴＭＺ干预实验组ＴＪ９０５干细胞

图４　ＴＭＺ干预ＴＪ９０５干细胞７２ｈ后细胞周期变化

２．５　ＲＴｑＰＣＲ技术检测 Ｌｉｖｉｎ、ＭＲＰ１和 ＭＲＰ３
ｍＲＮＡ的表达量

结果显示：ＴＪ９０５干细胞 Ｌｉｖｉｎ基因 ｍＲＮＡ表
达量分别为：实验组为（０．１７７±０．０２１）×１０－４，对
照组为（１．２５９±０．１４５）×１０－４，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。在相同的药物浓度干预下，实验组
ＭＲＰ１和 ＭＲＰ３ｍＲＮＡ表达量与对照组相比均下
降，在各浓度时差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
而在不同ＴＭＺ浓度干预下，各组中ＭＲＰ１和ＭＲＰ３
ｍＲＮＡ的表达也具有差异性（Ｐ＜０．０５）。见表２、
表３。

表２　不同浓度ＴＭＺ干预７２ｈ后实验组和对照组ＭＲＰ１ｍＲＮＡ表达量比较（μｍｏｌ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

组别 ０ ２５ ５０ １００ ２００ ４００ Ｆ药物浓度 Ｐ

对照组

实验组

４．７８９±０．７２０

２．５２２±０．３４０

５．７４６±０．６４２

３．０３２±０．３０６

６．０３６±０．５８７

３．５８４±０．４５９

７．４７０±０．７５９

４．３０１±０．３４６

７．６４０±０．６４６

４．４５６±０．４２８

７．７８９±０．７２５

５．８９４±０．５０６
２６．９１ ０．０００

Ｆ区间 １９５．９７５

Ｐ ０．０００

·２０２·
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表３　不同浓度ＴＭＺ干预７２ｈ后实验组和对照组ＭＲＰ３ｍＲＮＡ表达量比较（μｍｏｌ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

组别 ０ ２５ ５０ １００ ２００ ４００ Ｆ药物浓度 Ｐ

对照组

实验组

１７．６３５±２．２７７

８．２９０±０．４４５

５７．４６０±１．８２７

１０．９０７±１．００４

３９．６００±２．４３２

１２．６２４±１．２９９

３８．３８４±１．６４１

１５．３２８±１．５７５

３５．３１１±１．３０３

２０．３８５±１．７１１

３４．３３３±１．３３８

２６．３４１±２．４６２
５８．５８６ ０．０００

Ｆ区间 ７１９．５２１

Ｐ ０．０００

３　讨论

胶质瘤是颅内最常见的原发性肿瘤，复发率

高、预后差，患者在确诊后即使接受了积极的手术

切除和放射、化学药物治疗后，胶质母细胞瘤患者

的中位生存时间只有 １２～１８个月［６］。以往的化

疗药物是以胶质瘤细胞为研究对象的，而对胶质

瘤干细胞作用较弱，不能产生有效的杀灭作用，这

被认为是产生胶质瘤化疗耐药与胶质瘤复发的根

源［７９］。因此，以胶质瘤细胞为载体模型揭示化疗

耐药作用机制有局限性，以胶质瘤干细胞为模型

的研究才有可能最终揭示胶质瘤发生和化疗耐药

的机制，才有可能研制出对胶质瘤干细胞敏感性

高的治疗药物，从而实现对胶质瘤的治疗。

Ｌｉｖｉｎ基因是细胞凋亡抑制蛋白（ＩＡＰ）家族的
新成员，其在细胞增殖、细胞凋亡和细胞周期控制

中发挥着关键作用。据报道，Ｌｉｖｉｎ基因的过表达
和肿瘤细胞的细胞凋亡抗性表型密切相关，并且

Ｌｉｖｉｎ基因也可以赋予对化疗药物的抗性［１０１１］。通

过前期研究也发现［１２］，Ｌｉｖｉｎ基因在胶质瘤干细胞
中的表达量更高，且在 ＴＭＺ浓度增至１００μｍｏｌ／Ｌ
时，胶质瘤干细胞增殖率的抑制作用明显低于胶

质瘤细胞，说明胶质瘤干细胞比胶质瘤细胞更具

耐药性［１３］。我们课题组之前的研究结果显示，

Ｌｉｖｉｎ基因在胶质瘤细胞和胶质瘤干细胞中过表
达［１４］。本文利用 ＲＮＡ干扰技术，沉默胶质瘤
ＴＪ９０５干细胞中 Ｌｉｖｉｎ基因表达，应用胶质瘤一线
化疗药物ＴＭＺ干预后发现实验组ＴＪ９０５干细胞存
活率明显低于对照组，细胞周期中 Ｇ０／Ｇ１期所占
比增多而Ｓ期所占比下降。提示沉默胶质瘤干细
胞中Ｌｉｖｉｎ基因可以提高ＴＭＺ的杀伤效果，降低了
干细胞对ＴＭＺ的化疗抵抗作用。结合前期研究内
容［１５］，ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ可能通过上调 ＴＮＦα基因的表
达，促使化疗药物 ＴＭＺ对胶质瘤 ＴＪ９０５干细胞
ＴＮＦα的表达产生诱导作用，降低了胶质瘤 ＴＪ９０５

干细胞的化疗耐药，然而胶质瘤干细胞介导的化

疗耐药途径还不甚清楚。

多重耐药是导致肿瘤患者化疗失败的主要原

因，而导致多重耐药的重要机制之一是 ＭＲＰ的表
达增加，ＭＲＰ属于 ＡＢＣ转运蛋白超家族成员，它
可以降低肿瘤细胞对药物的敏感性，导致细胞耐

药的产生。其中，对 ＭＲＰ１的作用进行的研究表
明，抑制其活性已经成为在化疗中逆转多重耐药

性的有效工具［１６］。ＭＲＰ３与 ＭＲＰ１具有相似的结
构，相反的是，在正常脑组织中没有ＭＲＰ３的表达。
在ｍＲＮＡ和蛋白质水平，过表达 ＭＲＰ３具有评价
患者预后的潜在价值和作为免疫治疗的靶向目

标［１５］。另外，ＭＲＰ１和ＭＲＰ３在胶质瘤干细胞中的
表达量明显高于胶质瘤细胞，并且应用化疗药物

干预后，ＭＲＰ１的表达量明显升高，说明 ＭＲＰ１可
能在胶质瘤干细胞化疗耐药中发挥更大的作

用［１６］，目前只有少数有关特别是高级别脑肿瘤相

关的ＭＲＰ１或ＭＲＰ３的活性与化学抗性的研究。
本文发现对照组随着ＴＭＺ浓度的增大，ＭＲＰ１

表达水平上升，ＭＲＰ３表达水平却出现先上升后下
降；而实验组中ＭＲＰ１、ＭＲＰ３的表达量均低于对照
组，在 ＴＭＺ高浓度时作用尤为突出。结果说明
ＭＲＰ１和 ＭＲＰ３的表达水平可能与 Ｌｉｖｉｎ密切相
关，通过靶向沉默 Ｌｉｖｉｎ可有效降低 ＭＲＰ１和
ＭＲＰ３的表达。但是，对照组 ＭＲＰ３表达水平却出
现先上升后下降，可能是因为胶质瘤ＴＪ９０５干细胞
中ＭＲＰｌ和ＭＲＰ３的具有不同的表达特点，使胶质
瘤干细胞在胶质瘤治疗的不同阶段发挥不完全相

同的作用［１７］。

总之，ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ能有效降低胶质瘤 ＴＪ９０５
干细胞中ＭＲＰ１、ＭＲＰ３基因的表达水平，并能显著
抑制胶质瘤 ＴＪ９０５干细胞的增殖，表明 ＭＲＰ１、
ＭＲＰ３的高表达可能与 Ｌｉｖｉｎ基因密切相关。因
此，利用ＬｉｖｉｎｓｉＲＮＡ可以逆转胶质瘤 ＴＪ９０５干细
胞对化疗药物的耐药性，可能会成为新的胶质瘤

·３０２·
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治疗靶点，有待在今后研究中进一步证实。
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