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胶质瘤组织中 Ｂｃｌ２相关抗凋亡基因３表达及其对 Ｕ８７细胞增殖和
侵袭能力的影响
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（１．新乡市中心医院神经外科，河南　新乡　４５３０００；２．郑州大学第一附属医院神经外科，河南　郑州　４５１０００）

摘要：　目的　探讨胶质瘤组织中Ｂｃｌ２相关抗凋亡基因３（ＢＡＧ３）表达及其对Ｕ８７细胞增殖和侵袭能力的影响。
方法　选取２０１１年４月至２０１７年４月于新乡市中心医院手术切除的胶质瘤组织及癌旁组织（距瘤旁边缘＞２ｃｍ）标
本各７３例，采用免疫组织化学法检测胶质瘤组织和癌旁组织中ＢＡＧ３蛋白表达；培养人胶质瘤Ｕ８７细胞，待细胞融合
度达７０％以上时随机分为ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组，ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组细胞转染 ＢＡＧ３干扰序
列，ｓｉＲＮＡ对照序列组细胞转染阴性对照序列，空白对照组细胞不作任何处理，转染后继续培养４８ｈ。采用实时荧光
定量聚合酶链反应检测Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３蛋白表达，细胞计数试剂
盒８检测Ｕ８７细胞增殖情况，克隆形成实验检测Ｕ８７细胞克隆能力，流式细胞仪检测Ｕ８７细胞凋亡情况，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室检测Ｕ８７细胞侵袭能力。结果　胶质瘤组织中ＢＡＧ３蛋白高表达率为７３．９７％（５４／７３），低表达率为２６．０３％（１９／
７３）；癌旁组织中ＢＡＧ３蛋白高表达率为３６．９９％（２７／７３），低表达率为６３．０１％（４６／７３）；胶质瘤组织中 ＢＡＧ３蛋白高
表达率显著高于癌旁组织（χ２＝２０．２１５，Ｐ＜０．０５）。胶质瘤组织中ＢＡＧ３蛋白表达与患者的年龄、性别、肿瘤位置、肿
瘤直径及Ｋａｒｎｏｆｓｋｙ评分无关（Ｐ＞０．０５），而与肿瘤分级有关（Ｐ＜０．０５）。ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白
对照组Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３ｍＲＮＡ相对表达量分别为１．４２±０．１１、２．１７±０．１２和２．３１±０．１８；ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ
对照序列组和空白对照组Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３蛋白相对表达量分别为０．２０±０．１２、０．８４±０．１３和０．９２±０．１２；ｓｉＲＮＡ
ＢＡＧ３组Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量显著低于ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡ对
照序列组与空白对照组Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。培养２４、４８、
７２、９６ｈ时，ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组Ｕ８７细胞增殖能力显著低于ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡ对照序列
组与空白对照组Ｕ８７细胞增殖能力比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对
照组Ｕ８７细胞克隆形成数分别为３０．７６±６．１９、８１．３２±３．５５、８５．０７±３．０５；ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组Ｕ８７细胞克隆形成数显著
少于ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡ对照序列组与空白对照组Ｕ８７细胞克隆形成数比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组细胞凋亡率分别为（２１．４３±６８９）％、
（５５０±２．９５）％、（７．３７±３．３１）％；ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组细胞凋亡率显著高于 ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组（Ｐ＜
００５）；ｓｉＲＮＡ对照序列组与空白对照组细胞凋亡率比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ对照
序列组和空白对照组侵袭细胞数分别为１１６．９２±８．８２、１７９．００±１１．６４、１７２．４８±１８．１６，ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组侵袭细胞数显
著少于ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组（Ｐ＜０．０５），ｓｉＲＮＡ对照序列组与空白对照组侵袭细胞数比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＢＡＧ３蛋白在胶质瘤组织中呈高表达，且与肿瘤恶性程度有关，特异性沉默人胶质瘤 Ｕ８７细
胞中ＢＡＧ３基因可有效抑制细胞增殖及侵袭能力。
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ｔｅｒａｎｄＫａｒｎｏｆｓｋｙｓｃｏｒｅ（Ｐ＞０．０５）；ｂｕｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＡＧ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇｌｉｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｇｒａｄｅ（Ｐ＜
００５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＡＧ３ｍＲＮＡｉｎＵ８７ｃｅｌｌｓｏｆｓｉＲＮＡＢＡＧ３ｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１．４２±０．１１，２．１７±０．１２ａｎｄ２．３１±０．１８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＡＧ３ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｉｎＵ８７ｃｅｌｌｓｏｆｓｉＲＮＡＢＡＧ３ｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０．２０±０．１２，０．８４±０１３
ａｎｄ０．９２±０．１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＡＧ３ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＵ８７ｃｅｌｌｓｉｎｓｉＲＮＡＢＡＧ３ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＢＡＧ３ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔｗｅｅｎｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅ
ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．Ｗｈｅｎｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２４，４８，７２ａｎｄ９６ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｉｎｓｉＲＮＡＢＡＧ３
ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ｂｕｔｔｈｅｒｅ
ｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｌｏｎｅｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｉｎｓｉＲＮＡＢＡＧ３ｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｗａｓ３０．７６±６．１９，８１．３２±３．５５ａｎｄ８５．０７±３．０５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｌｏｎｅｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｉｎｓｉＲＮＡＢＡＧ３ｇｒｏｕｐ
ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆ
ｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｌｏｎｅｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞
００５）．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡＢＡＧ３ｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
（２１．４３±６．８９）％，（５．５０±２．９５）％ａｎｄ（７．３７±３．３１）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡＢＡＧ３
ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓ
ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞
０．０５）．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡＢＡＧ３ｇｒｏｕｐ，ｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓ
１１６９２±８．８２，１７９．００±１１．６４ａｎｄ１７２．４８±１８．１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡＢＡＧ３ｇｒｏｕｐｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｅｓｓｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＞０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＢＡＧ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｇｌｉｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｉｔｗａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍａｌｉｇｎａｎｃｙ．Ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆ
ＢＡＧ３ｇｅｎｅｉｎｈｕｍａｎｇｌｉｏｍａＵ８７ｃｅｌｌｓｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｇｌｉｏｍａ；Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉａｐｏｐｔｏｓｉｓｇｅｎｅ３；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

　　胶质瘤是恶性程度最高的中枢神经系统肿瘤，其
增殖能力强、浸润性生长，且与周边脑组织边界不清，

患者中位生存时间约１ａ［１］。目前，尽管临床诊断及
治疗胶质瘤的技术不断进步，但患者预后并未明显改

善［２］。研究表明，胶质瘤的发生与进展是多基因、多

步骤共同作用的结果［３］。Ｂｃｌ２相关抗凋亡基因
（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃｇｅｎｅ，ＢＡＧ）作为可与
热休克蛋白７０结合的一组伴侣蛋白家族，其与组织
发育、细胞自噬、迁移、凋亡、骨架形成等多种生物学

功能密切相关［４］。ＢＡＧ３是ＢＡＧ家族的主要成员，研
究表明，ＢＡＧ３在多种恶性肿瘤组织中呈高表达，在促
进肿瘤细胞生长、抗凋亡、多药耐药等过程中发挥重

要作用［５］。本研究进一步探讨ＢＡＧ３蛋白在胶质瘤
组织中的表达，分析其与胶质瘤临床病理特征的关

系，并利用小分子 ＲＮＡ干扰（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）技术特异性沉默人胶质瘤 Ｕ８７细胞中 ＢＡＧ３
基因，观察其对细胞增殖、凋亡和侵袭能力的影响，以

期为胶质瘤发病机制研究提供基础资料。
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１　材料与方法

１．１　标本来源　选取２０１１年４月至２０１７年４月
于新乡市中心医院神经外科手术切除的胶质瘤组织

及癌旁组织（距瘤旁边缘 ＞２ｃｍ）标本各７３例，男
３９例，女３４例；年龄１９～７７（５１．２±１０．４）岁；肿瘤
分级［６］：Ⅰ级６例，Ⅱ级２２例，Ⅲ级１７例，Ⅳ级２８
例。所有患者术前未接受放射治疗和化学治疗，术

后经病理学检查确诊。胶质瘤组织及癌旁组织经甲

醛固定，石蜡包埋保存。本研究通过医院医学伦理

委员会批准，所有患者签署知情同意书。

１．２　试剂与仪器　免疫组织化学试剂盒购自武汉
博士德生物工程有限公司，兔抗人ＢＡＧ３多克隆抗体
购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，人胶质瘤Ｕ８７细胞由新乡
医学院基础医学院提供，达尔伯克改良伊格尔培养基

（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）和胎牛
血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，ＲＮＡ提取试剂盒和 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，
反转录和扩增试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司，ＢＡＧ３
和内参引物由上海生工生物工程股份有限公司设计

合成，ｓｉＲＮＡＢＡＧ３和ｓｉＲＮＡ对照序列由上海吉玛制
药技术有限公司合成，细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔ
ｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自南京凯基生物科技股份有限公
司，膜联蛋白Ｖ异硫氰酸荧光素标记／碘化丙啶（ａｎ
ｎｅｘｉｎＶｆｌｏｕｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ）凋亡检测试剂盒购自上海碧云
天生物技术有限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国Ｃｏｓｔｅｒ
公司；倒置相差显微镜购自上海绘统光学仪器有限公

司，实时荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ
ａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪购自美国 ＡＢＩ公司，全自动凝胶电泳
分析系统购自美国ＢｉｏＲａｄ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　免疫组织化学法检测胶质瘤组织和癌旁组织
中ＢＡＧ３蛋白表达　取石蜡标本，连续切片，厚度约
５μｍ，二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，浸入３０ｇ·Ｌ－１过氧
化氢溶液中２０ｍｉｎ以阻断内源性过氧化物酶；置于
乙二胺四乙酸溶液中，微波加热至 ９８℃持续
１５ｍｉｎ，冷却后加入山羊血清，室温下孵育 １０ｍｉｎ；
加入一抗（兔抗人ＢＡＧ３多克隆抗体，稀释比例１
１２００），４℃过夜，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗３次；加入二抗，室温孵育６０ｍｉｎ；
二氨基联苯胺染色，苏木精复染，脱水、透明、中性树

脂封片；以 ＰＢＳ替代一抗作为阴性对照，光学显微
镜下观察。每张切片均由２位病理科副主任医师独
立完成阅片，ＢＡＧ３蛋白主要表达于细胞质和细胞
膜。根据染色强度和阳性细胞比例采用半定量法进

行评估［７］：（１）阳性细胞比例≤５％为 ０分，６％ ～
２５％为１分，２６％ ～５０％为 ２分，５１％ ～７５％为 ３
分，＞７５％为４分；（２）染色强度：无染色为０分，呈

淡黄色为１分，呈黄棕色为２分，呈棕黄或黄褐色为３
分；（３）以阳性细胞比例得分和染色强度得分的乘积
对结果进行判定，０分为阴性，１～６分为弱阳性，＞６
分为强阳性；以阴性或弱阳性作为 ＢＡＧ３蛋白低表
达，以强阳性作为ＢＡＧ３蛋白高表达。
１．３．２　Ｕ８７细胞培养及分组　将Ｕ８７细胞置于含
体积分数１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ中，于含体积分数
５％ＣＯ２的３７℃恒温箱中培养。取对数生长期细胞，
胰蛋白酶消化，接种于６孔板中培养，待细胞融合度
达７０％以上时进行分组，并利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
转染试剂盒转染：（１）ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组：转染ＢＡＧ３干
扰序 列 ５′ＡＡＧＧＵＵＣＡＧＡＣＣＡＵＣＵＵＧＧＡＡ３′；（２）
ｓｉＲＮＡ对照 序 列 组：转 染 阴 性 对 照 序 列 ５′
ＣＣＧＵＡＵＣＧＵＡＡＧＣＡＧＵＡＣＵ３′；（３）空白对照组：不
作任何处理。转染后继续培养４８ｈ，完成后续实验。
１．３．３　实时荧光定量ＰＣＲ法检测各组Ｕ８７细胞中
ＢＡＧ３ｍＲＮＡ表达　取各组转染后培养４８ｈ的细
胞，胰蛋白酶消化，加入细胞裂解液，用ＴＲＩｚｏｌ法获得
各组细胞中总 ＲＮＡ，并检测总 ＲＮＡ纯度。取１０μｇ
总ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行扩增。
引物序列：ＢＡＧ３上游引物序列为 ５′ＣＡＴＣＣＡＧ
ＧＡＧＴＧＣＴＧＡＡＡＧＴＧ３′，下游引物序列为 ５′ＴＣＴ
ＧＡＡＣＣＴＴＣＣＴＧＡＣＡＣＣＧ３′；βａｃｔｉｎ上游引物序列为
５′ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡＧＣＣ３′，下游引物序列为
５′ＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧ３′。ＰＣＲ反应条件：
９５℃１０ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７４℃ ３０ｓ，连续
循环３８次，每个样本均设３个平行反应复孔。采用
２－△△Ｃｔ法获得各组细胞中ＢＡＧ３ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３蛋白
表达　取各组转染培养４８ｈ的细胞，加入细胞裂解液，
用总蛋白提取试剂盒获得总蛋白，用二喹啉甲酸法蛋

白浓度检测试剂盒测定总蛋白浓度。取 ６０μｇ总蛋
白，应用１２０ｇ·Ｌ－１十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电泳分离，电转移至聚偏氟乙烯膜上，室温下以

５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉封闭６０ｍｉｎ，将一抗兔抗人ＢＡＧ３
多克隆抗体按１５００稀释后加入，４℃过夜孵育，含
Ｔｗｅｅｎ２０的三羟甲基氨基甲烷缓冲液洗涤３次，将二
抗按１５０００稀释后加入，室温下孵育 ６０ｍｉｎ，含
Ｔｗｅｅｎ２０的三羟甲基氨基甲烷缓冲液洗涤３次；内参为
磷酸甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）。利用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件对各条带灰
度值进行分析，获得细胞中ＢＡＧ３蛋白相对表达量。
１．３．５　ＣＣＫ８法检测Ｕ８７细胞增殖情况　取各组
转染后培养４８ｈ的细胞，胰蛋白酶消化，接种于９６
孔板，调整细胞密度为每孔２×１０３个，每组设６个
复孔，加入含体积分数 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ，
３７℃ 恒温培养，分别于培养１２、２４、４８、７２、９６ｈ时
加入ＣＣＫ８液１０μＬ，摇晃均匀，避光孵育１２０ｍｉｎ，
应用酶标仪于４５０ｎｍ波长处测定各孔吸光度。
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１．３．６　克隆形成实验检测 Ｕ８７细胞克隆能力　取
各组转染后培养４８ｈ的细胞，胰蛋白酶消化，接种６
孔板，调整细胞密度为每孔２００个，每组设 ６个复
孔，培养１０ｄ后，多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，５ｇ·Ｌ－１结
晶紫染色２５ｍｉｎ，以≥５０个细胞作为１个克隆，计
数各组细胞克隆数量。

１．３．７　流式细胞仪检测 Ｕ８７细胞凋亡情况　取各
组转染后培养４８ｈ的细胞，胰蛋白酶消化，接种于
９６孔板，调整细胞密度为１×１０９Ｌ－１，取１ｍＬ细胞
悬液，置于离心管内，４℃下 １０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，留取沉淀，ＰＢＳ冲洗３次，加入结合缓冲液
２００μＬ，充分混匀，分别加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰＩ各
５μＬ，避光反应 １５ｍｉｎ，加入结合缓冲液 ４００μＬ，
６０ｍｉｎ内检测细胞凋亡情况。
１．３．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测 Ｕ８７细胞侵袭能力　
将Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶平铺于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，风干后备
用。取各组转染培养４８ｈ的细胞，胰蛋白酶消化，
ＰＢＳ重悬细胞，调整细胞密度为 ２．５×１０９Ｌ－１，取
２００μＬ细胞悬液加入小室上室，５００μＬ含体积分数

１０％胎牛血清的培养液加入下室，于３７℃恒温培养
２４ｈ，取出小室，弃去多余的培养液，多聚甲醛固定，
结晶紫染色，用棉签将散落细胞轻轻除去，利用倒置

显微镜观察，随机取１０个高倍视野，计数穿膜细胞
数。实验重复３次。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计
分析。计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组
间比较采用单因素方差分析和最小显著性差异法；

计数资料以百分率表示，组间比较采用χ２检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　胶质瘤组织和癌旁组织中 ＢＡＧ３蛋白表达比
较　结果见图１。胶质瘤组织中 ＢＡＧ３蛋白高表达
率为７３．９７％（５４／７３），低表达率为 ２６．０３％（１９／
７３）；癌旁组织中 ＢＡＧ３蛋白高表达率为 ３６．９９％
（２７／７３），低表达率为６３．０１％（４６／７３）；胶质瘤组织
中ＢＡＧ３蛋白高表达率显著高于癌旁组织，差异有
统计学意义（χ２＝２０．２１５，Ｐ＜０．０５）。

Ａ：癌旁组织；Ｂ：Ⅰ级胶质瘤；Ｃ：Ⅱ级胶质瘤；Ｄ：Ⅲ级胶质瘤；Ｅ：Ⅳ级胶质瘤。
图１　胶质瘤组织和癌旁组织中ＢＡＧ３蛋白表达（免疫组织化学，×４００）
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢＡＧ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇｌｉｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，×４００）
２．２　ＢＡＧ３蛋白表达与胶质瘤患者临床参数的关
系　结果见表１。胶质瘤组织中 ＢＡＧ３蛋白表达与
患者的年龄、性别、肿瘤位置、肿瘤直径及 Ｋａｒｎｏｆｓｋｙ
评分无关（Ｐ＞０．０５），而与肿瘤分级有关（Ｐ＜
００５）。
表１　ＢＡＧ３蛋白表达与胶质瘤患者临床参数之间的关系
Ｔａｂ．１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＢＡＧ３ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｃｌｉｎｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｇｌｉｏｍａ

临床参数 ｎ
ＢＡＧ３蛋白

高表达／例（％） 低表达／例（％） χ２ Ｐ

年龄

　　≥５０岁 ４７ ３４（７２．３４） １３（２７．６６）
０．１８３０．６６９　　＜５０岁 ２６ ２０（７６．９２） ６（２３．０８）

性别

　　男 ３９ ３０（７６．９２） ９（２３．０８）
０．３７９０．５３８　　女 ３４ ２４（７０．５９） １０（２９．４１）

肿瘤位置

　　小脑幕上 ５９ ４５（７６．２７） １４（２３．７３）
０．８４４０．３５８　　小脑幕下 １４ ９（６４．２９） ５（３５．７１）

肿瘤直径

　　＞３ｃｍ ３８ ２７（７１．０５） １１（２８．９５）
０．３５１０．５５４　　≤３ｃｍ ３５ ２７（７７．１４） ８（２２．８６）

Ｋａｒｎｏｆｓｋｙ评分
　　＞８０ １９ １３（６８．４２） ６（３１．５８）

０．４１１０．５２１　　≤８０ ５４ ４１（７５．９３） １３（２４．０７）
肿瘤分级

　　Ⅰ～Ⅱ级 ２８ １６（５７．１４） １２（４２．８６）
６．６８２０．０１０　　Ⅲ～Ⅳ级 ４５ ３８（８４．４４） ７（１５．５６）

２．３　３组 Ｕ８７细胞中 ＢＡＧ３ｍＲＮＡ表达比较　
ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组
Ｕ８７细胞中 ＢＡＧ３ｍＲＮＡ相对表达量分别为
１．４２±０．１１、２．１７±０．１２和 ２．３１±０．１８；ｓｉＲＮＡ
ＢＡＧ３组 Ｕ８７细胞中 ＢＡＧ３ｍＲＮＡ相对表达量显
著低于 ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组，差异均
有统计学意义（ｔ＝１１．２３６、１０．４８０，Ｐ＜０．０５）；
ｓｉＲＮＡ对照序列组与空白对照组 Ｕ８７细胞中
ＢＡＧ３ｍＲＮＡ相对表达量比较差异无统计学意义
（ｔ＝１．７０８，Ｐ＞０．０５）。
２．４　３组Ｕ８７细胞中 ＢＡＧ３蛋白表达比较　结果
见图２。ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白
对照组Ｕ８７细胞中 ＢＡＧ３蛋白相对表达量分别为
０．２０±０．１２、０．８４±０．１３和 ０．９２±０．１２；ｓｉＲＮＡ
ＢＡＧ３组Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３蛋白相对表达量显著低
于ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组，差异均有统计
学意义（ｔ＝８．９５６、１０．４６０，Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡ对照序
列组与空白对照组Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３蛋白相对表达
量比较差异无统计学意义（ｔ＝１．０７４，Ｐ＞０．０５）。
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图２　３组Ｕ８７细胞中ＢＡＧ３蛋白表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢＡＧ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＵ８７ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

２．５　３组 Ｕ８７细胞增殖能力比较　结果见图３和
表２。培养１２ｈ时３组Ｕ８７细胞增殖能力比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。培养２４、４８、７２、９６ｈ时
ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组Ｕ８７细胞增殖能力显著低于ｓｉＲＮＡ
对照序列组和空白对照组，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡ对照序列组与空白对照组 Ｕ８７
细胞增殖能力比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

图３　３组Ｕ８７细胞增殖能力比较
Ｆｉｇ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓ
ａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

表２　３组Ｕ８７细胞增殖能力比较
Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞增殖能力（吸光度）

培养１２ｈ 培养２４ｈ 培养４８ｈ 培养７２ｈ 培养９６ｈ
空白对照组 ６ ０．１１±０．０２ ０．４３±０．０３ ０．５１±０．０２ ０．６７±０．１２ ０．７９±０．０３
ｓｉＲＮＡ对照序列组 ６ ０．１４±０．０７ ０．３９±０．０４ ０．４９±０．０５ ０．７０±０．０７ ０．８２±０．１２
ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组 ６ ０．１２±０．０２ ０．２７±０．０５ａ ０．３６±０．０３ａ ０．５０±０．０７ａ ０．６０±０．０６ａ

Ｆ ０．６８７ ２４．３５６ ２８．９７５ ９．１５２ １３．７９７
Ｐ ０．５１８ ０．０００ ０．０００ ０．００３ ０．０００

　　注：与ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组比较ａＰ＜０．０５。

２．６　３组 Ｕ８７细胞克隆形成能力比较　结果见图
４。克隆形成实验结果显示，ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲ
ＮＡ对照序列组和空白对照组Ｕ８７细胞克隆形成数
分别为３０．７６±６．１９、８１．３２±３．５５、８５．０７±３．０５；
ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组Ｕ８７细胞克隆形成数显著少于 ｓｉＲ
ＮＡ对照序列组和空白对照组，差异均有统计学意
义（ｔ＝１７．３４９、１９．２７８，Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡ对照序列
组与空白对照组 Ｕ８７细胞克隆形成数比较差异无
统计学意义（ｔ＝１．９６８，Ｐ＞０．０５）。

Ａ：ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组；Ｂ：ｓｉＲＮＡ对照序列组；Ｃ：空白对照组。

图４　３组Ｕ８７细胞克隆形成能力比较

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＵ８７

ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

２．７　３组 Ｕ８７细胞凋亡率比较　ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、
ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组细胞凋亡率分别为
（２１．４３±６．８９）％、（５．５０±２．９５）％、（７．３７±
３３１）％；ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组细胞凋亡率显著高于 ｓｉＲ
ＮＡ对照序列组和空白对照组，差异均有统计学意

义（ｔ＝５．２０８、４．５０８，Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡ对照序列组
与空白对照组细胞凋亡率比较差异无统计学意义

（ｔ＝１０３１，Ｐ＞０．０５）。
２．８　３组 Ｕ８７细胞侵袭能力比较　结果见图 ５。
ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组、ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组
侵袭细胞数分别为１１６．９２±８．８２、１７９．００±１１．６４、
１７２．４８±１８．１６；ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组侵袭细胞数显著少
于ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组，差异均有统计
学意义（ｔ＝１０．４１０、６．７４０，Ｐ＜０．０５）；ｓｉＲＮＡ对照序
列组与空白对照组侵袭细胞数比较差异无统计学意

义（ｔ＝０．７４０，Ｐ＞０．０５）。

Ａ：ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组；Ｂ：ｓｉＲＮＡ对照序列组；Ｃ：空白对照组。

图５　３组Ｕ８７细胞侵袭能力比较（结晶紫染色，×４００）

Ｆｉｇ．５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＵ８７ｃｅｌｌｓ

ａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｃｒｙｓｔａｌｖｉｏｌｅｔｓｔａｉｎｉｎｇ，×４００）

３　讨论

胶质瘤是恶性脑肿瘤的主要类型，具有发病率

高、生存率低等特点，５ａ病死率仅次于胰腺癌和肺

·７４８·第１０期　　　　　赵　岗，等：胶质瘤组织中Ｂｃｌ２相关抗凋亡基因３表达及其对Ｕ８７细胞增殖和侵袭能力的影响



癌［８］，现有的治疗手段并不能明显延长患者生存时

间［９１０］。研究表明，侵袭性生长是胶质瘤难以根治

且易复发的主要因素［１１］。因此，积极探讨影响胶质

瘤细胞增殖及侵袭力的相关机制，有望为改善患者

预后提供思路。ＢＡＧ３作为一种抗凋亡蛋白，是热

休克蛋白７０重要的伴侣蛋白，可通过与热休克蛋白

７０结合而在多种病理生理过程中发挥重要作用，在

维持及促进肿瘤细胞增殖、生存及迁移等过程中起

关键性作用［５］，与白血病［１２］、乳腺癌［１３］、卵巢癌［１４］

等多种恶性肿瘤的发生、进展密切相关。本研究结

果显示，胶质瘤组织中 ＢＡＧ３蛋白表达显著高于癌

旁组织，说明ＢＡＧ３蛋白可能参与了胶质瘤的发生

与发展。本研究结果显示，ＢＡＧ３蛋白表达与胶质

瘤分级有关，分级越高，ＢＡＧ３蛋白表达越高，提示

ＢＡＧ３蛋白表达与胶质瘤恶性程度有关，其可能参

与了胶质瘤的发展过程。

为进一步探讨ＢＡＧ３与胶质瘤细胞生物学特性

的关系，本研究利用 ｓｉＲＮＡ技术特异性沉默 ＢＡＧ３

基因，实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果

显示，ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组 Ｕ８７细胞中 ＢＡＧ３ｍＲＮＡ和

蛋白相对表达量均降低，提示人胶质瘤 Ｕ８７细胞中

ＢＡＧ３基因表达被成功沉默。有研究指出，ＢＡＧ３可

通过促进热休克蛋白７０与细胞凋亡相关基因 Ｂａｘ

结合而阻断Ｂａｘ介导的细胞凋亡，从而促进细胞存

活［１５］。本研究ＣＣＫ８和克隆形成实验结果显示，与

ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组相比，２４、４８、７２、

９６ｈ时ｓｉＲＮＡＢＡＧ３组Ｕ８７细胞增殖能力下降，且

细胞克隆形成数量减少，说明特异性沉默 ＢＡＧ３基

因表达可抑制Ｕ８７细胞的增殖能力，提示 ＢＡＧ３可

能参与了胶质瘤细胞增殖及生长过程。本研究结果

显示，与ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组相比，ｓｉＲ

ＮＡＢＡＧ３组Ｕ８７细胞凋亡率增加，说明特异性沉默

ＢＡＧ３基因可促进细胞凋亡发生。本研究结果显

示，与 ｓｉＲＮＡ对照序列组和空白对照组比较，ｓｉＲ

ＮＡＢＡＧ３组侵袭细胞数减少，说明特异性沉默

ＢＡＧ３基因可抑制Ｕ８７细胞的侵袭能力，提示ＢＡＧ３

可能参与了胶质瘤细胞侵袭过程。

综上所述，ＢＡＧ３蛋白在胶质瘤组织中呈高表

达，且与肿瘤恶性程度有关，其可能通过促进人胶质

瘤Ｕ８７细胞增殖与侵袭、减少细胞凋亡而参与胶质

瘤的发生和发展过程，有望为胶质瘤靶向治疗提供

新的靶位。
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