
阻断PLC-γ1通路对TNF-α抑制胶质瘤细胞增殖并诱导其凋亡的影响  

    磷脂酶C-γ1(PLC-γ1)是生长因子所引起细胞有丝分裂信号路径中的一个主要信号分子，与许多肿瘤的发

生、发展都有密切关系。一般认为，PLC-γ1的高表达，不但能促进肿瘤细胞的无限增殖，更能促进肿瘤细胞的

迁移运动，从而增加恶性肿瘤的侵袭性[1]。有研究表明，抑制PLC-γ1的活性，能降低胶质瘤细胞的运动能力

和侵袭能力[2]。除了旺盛的增殖与迁移能力外，细胞调亡的减少也在肿瘤的发生发展中起重要作用[3]，那么

PLC-γ1除了介导肿瘤细胞的增殖、迁移外，是否也参与调控肿瘤细胞的调亡呢？ 

    目前关于这方面的研究报道较少。本实验应用PLC-γ1的抑制剂U73122处理人SWO胶质瘤细胞，研究阻断

PLC-γ1通路前后，低浓度肿瘤坏死因子(TNF-α)对SWO胶质瘤细胞增殖抑制及诱导凋亡的作用，探讨了PLC-γ1

通路与肿瘤细胞凋亡的关系及其可能的分子机制，以期进一步了解PLC-γ1在恶性肿瘤发生发展中的作用。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料和试剂 

    人SWO胶质瘤细胞株由暨南大学医学院病理教研室钟雪云教授惠赠；RPMI 1640培养基(Gibco BRL公

司)；新生小牛血清(杭州四季青生物制品公司)；Caspase-3抗体、bcl-2抗体及辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠

二抗和增强化学发光试剂盒(Santa Cruz公司)；β-actin抗体、U73122、碘化吡啶(PI)、噻唑蓝(MTT)、

Tris碱、甘氨酸、SDS(Sigma公司)；二甲基亚砜(Fluka公司)；rh TNF-α(邦定生物医学公司)。 

    1.2  主要设备 

    CO
2
细胞培养箱 NAPCO Model5410(美国)；YG-875B超净工作台(苏州医疗设备厂)；AB-160型电子分析天

平(美国Denver公司)；78HW-1型恒温磁力搅拌机(杭州仪表电机厂)；TY-80s脱色摇床(南京大学)；LDJ4-08

型自动平衡离心机(北京医用离心机厂)；微型电泳电转移系统(美国Bio-Rad 公司)；EPICS ILITE型流式细

胞仪(美国COULFOR公司)。 

    1.3  实验方法 

    1.3.1  细胞培养  SWO胶质瘤细胞培养于含10%小牛血清的RPMI 1640培养基，置37 ℃、5%CO
2
培养箱培

养，实验用对数生长期细胞。 

    1.3.2  MTT法检测TNF-α及U73122对SWO胶质瘤细胞增殖的抑制作用  取对数生长期细胞，经消化、制成

2.5×107/L悬液，按每孔200 μl接种于96孔培养板(5×103cells/well)，培养8~12 h，细胞贴壁，分为空白

对照组(不加任何处理因素)、TNF-α组(浓度分别为1×104、1×105、2×105和5×104 U/L)、U73122组(浓度

分别为1、2.5和5 μmol/L)以及U73122和TNF-α联用组(TNF-α的浓度同上，U73122的浓度分别为2.5和5 μ

mol/L，先加U73122，30 min后再加入TNF-α，由于U73122是用DMSO溶解的，为排除DMSO对细胞的影响，在对

照组及TNF-α组中也加入相同体积的DMSO)，每组设5个复孔。于48 h后各孔加入MTT(5 g/L)20 μl，继续培养

4 h，各孔加入DMSO 150 μl，室温下，将平板置于微孔板振荡器上振荡10 min，待结晶物溶解后置酶标仪测

570nm波长时各孔吸光度[D(λ)值]。肿瘤细胞生长抑制率的计算： 

    抑制率=[对照组D(λ)值－实验组D(λ)值]/对照组D(λ)值 100% 
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    1.3.3  PI单染流式细胞仪检测分析TNF-α及U73122诱导SWO胶质瘤细胞调亡  胰酶消化收集待测细胞，

1000 r/min离心5 min去培养基，PBS漂洗2次，1000 r/min离心5 min去PBS，预冷的75%酒精4 ℃固定至少6 

h，1000 r/min离心5 min去固定液，PBS漂洗2次，1000 r/min离心5 min去PBS，用900 μl PBS重悬细胞，

加入100 μl PI溶液(0.5 g/L)，37 ℃孵育30 min，流式细胞仪分析样品。 

    1.3.4  免疫印记检测TNF-α及U73122处理SWO胶质瘤细胞后caspase-3的激活及bcl-2的表达情况   收

集待测细胞，加入裂解液提取总蛋白，进行12% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，4 ℃转膜，5%脱脂牛奶室温封闭

1.5 h，TBS洗膜3×5 min，一抗室温孵育1 h，TBS洗膜3×5 min，二抗室温孵育1 h，TBS洗膜3×5 min，

常规显色、曝光。 

    1.3.5  统计学处理  每组实验重复3次，取平均值进行计算处理，采用SPSS10.0软件进行单因素方差分

析(One-Way ANOVA)，LSD、SNK法进行组间差异比较，数据以均数±标准差表示，P<0.05被认为具有统计学

意义。 

    

2  结果 

    2.1  U73122对SWO胶质瘤细胞增殖的抑制作用 

    作用48h后，1 μmol/L的U73122即对SWO胶质瘤细胞增殖有明显抑制作用，且呈量效关系(表1)。 

    2.2 TNF-α对SWO胶质瘤细胞增殖的抑制作用 

    作用48h后，高浓度的TNF-α(2×105和5×104 U/L)对SWO胶质瘤细胞增殖有明显抑制作用，而较低浓度的

TNF-α则没有(表2)。 



    2.3  U73122及TNF-α联用对SWO胶质瘤细胞增殖的抑制作用 

    不同浓度的TNF-α同时加上2.5或5 μmol/L的U73122，作用48 h后可见，给予U73122能够明显增加低浓度

的TNF-α(1×104和1× 105 U/L)对SWO胶质瘤细胞的增殖抑制率，而对于较高浓度的TNF-α，无论是否给予

U73122，其增殖抑制率都无明显差异(表3，4)。 

    2.4  PI单染流式细胞仪检测分析TNF-α及U73122诱导SWO胶质瘤细胞调亡情况 

    如图1所示，单纯给予U73122  5 μmol/L 或TNF-α 1×104U/L处理48 h，SWO胶质瘤细胞都没有出现调亡

特异性的亚二倍体峰，而联合给予U73122 5 μmol/L 和TNF-α 1×104 U/L处理48 h后，则可见明显的亚二倍

体峰。各实验组的细胞调亡率见表5。 



    图1  PI单染的流式细胞仪检测SWO细胞凋亡 
    Fig.1  Detection of apoptosis by flow cytometry with PI staining

    A：Control group；B：U73122  5 μmol/L；C：TNF-α 1×104 U/L；D：U73122 5 μmol/L+TNF-α 1
×104 U/L；E：5-Fu group 



    图2  U73122与TNF-α作用于SWO细胞 
    Fig 2  Effect of U73122 and TNF-α on SWO cells

    Activation of caspase-3 is induced, and expression of bcl-2 is down-regulated.
    Lane1: Control group; Lane 2: U73122 (2.5 μmol/L), 12 h; Lane 3: TNF-α (1×104 U/L), 

12 h; Lane4: U73122 (2.5 μmol/L)+TNF-α (1×104 U/L), 12 h 

    2.5  免疫印记检测TNF-α及U73122处理SWO胶质瘤细胞后caspase-3的激活及bcl-2的表达情况 

    2.5.1  U73122与TNF-α联用可激活caspase-3  Western免疫印记结果显示(图2)，单用U73122或TNF-α

处理细胞，caspase-3前体的表达水平并没有变化，而U73122及TNF-α联合处理细胞后，caspase-3前体的表

达水平明显降低，说明caspase-3这一调亡执行蛋白被激活。 

    2.5.2  U73122与TNF-α联用可降低bcl-2的表达  Western免疫印记结果显示(图2)，2.5 μmol/L的

U73122处理细胞12 h后，bcl-2的表达略有下降，1×104 U/L的TNF-α 对bcl-2的表达无明显影响，二者联

用，则使bcl-2的表达显著下降。说明U73122可能通过下调抗凋亡蛋白bcl-2的表达来增加SWO胶质瘤细胞对低

浓度TNF-α的敏感性。 

    

3  讨论 

    PLC-γ1信号的活化对于许多状态下细胞的存活是必需的[4][5]，同时在不少凋亡诱导因素所引发的细胞

凋亡中也能检测到PLC-γ1分子的降解失活[6][7][8]。 

    本实验首先应用MTT法研究了PLC-γ1的抑制剂U73122与TNF-α联用对SWO胶质瘤细胞的增殖抑制作用。发

现低浓度的TNF-α(1×104 U/L和1×105 U/L)对SWO细胞的增殖基本没有影响，而加入2.5 μmol/L U73122之

后，再给予低浓度TNF-α刺激，SWO细胞的增殖抑制率显著增高(分别为27.42%和29.07%)，且远远高于单用

2.5 μmol/L U73122对细胞的增殖抑制率(13.60%)。而高浓度的TNF-α(5×105 U/L和5×105U/L)对SWO细胞

的增殖抑制率达到22.51%和26.28%，此时，再加入2.5 μmol/L 或5 μmol/L U73122，其增殖抑制率都没有

显著差异。由此可推断，U73122与低浓度的TNF-α存在协同效应，即阻断PLC-γ1通路后，能显著增加SWO胶质

瘤细胞对低浓度TNF-α的敏感性。 

    为进一步证实此推断，本实验通过PI单染流式细胞仪检测U73122与TNF-α联用诱导SWO胶质瘤细胞调亡的

情况。结果显示，2.5 μmol/L U73122或1×104U/L TNF-α单独使用都不能引起细胞调亡，而二者联用则使

SWO细胞的调亡率达到39.067%。说明单纯阻断PLC-γ1通路并不能启动细胞调亡，但是，阻断PLC-γ1通路后，

却使原本不能诱导调亡的低浓度TNF-α能够诱导调亡，即增加了SWO胶质瘤细胞对低浓度TNF-α的敏感性。 

    PI单染流式细胞仪检测虽能在一定程度上说明问题，但还不是检测凋亡的金标准。为此，本实验应用

Western 免疫印记法检测U73122和TNF-α联用后，caspase-3前体的表达情况。Caspase-3 是启动细胞调亡

的执行者和关键分子，以无活性的前体形式存在(相对分子质量32 000)，当它被位于上游的caspase 通过级

联反应切割并激活后，可水解细胞质和细胞核内与DNA修复、复制、RNA剪接和细胞骨架等有关的蛋白，从而启



动细胞凋亡，是许多细胞凋亡的共同下游途径[8]。结果显示，单用2.5 μmol/L U73122或1× 104U/L TNF-α

处理48 h后，caspase-3前体的表达与对照组相比并无差异，而联用2.5 μmol/L U73122和1×104U/L TNF-α

处理48 h后，caspase-3前体的表达显著降低，说明阻断PLC-γ1通路虽不能直接激活caspase-3这一凋亡终末

通路，但有助于低浓度的TNF-α激活caspase-3，也就是说，阻断PLC-γ1通路虽不能直接启动凋亡，但有可能

使肿瘤细胞对某些促调亡因素更加敏感。 

    那么，阻断PLC-γ1通路能增加SWO胶质瘤细胞对低浓度TNF-α的敏感性，其可能的分子机制是什么呢？为

了初步探讨该问题，本实验检测了U73122和TNF-α联用后对bcl-2表达的影响。bcl-2基因通过广泛抑制各种刺

激剂诱导的细胞凋亡，延长细胞活力而发挥作用。曾有研究发现，在氧化应激条件下，PLC-γ1通路通过正调控

bcl-2的磷酸化来促进细胞存活[4]。本实验结果显示，5 μmol/L U73122作用12 h后，bcl-2的表达与对照组

相比略有下降，1×104U/L TNF-α作用12 h对bcl-2的表达则无显著影响，5 μmol/L U73122和1X104U/L 

TNF-α共同作用12 h后，bcl-2的表达与对照组及TNF-α处理组相比有所下降，说明阻断PLC-γ1通路，可在一

定程度上降低SWO细胞抑调亡基因bcl-2的表达，这可能是阻断PLC-γ1通路后能增加SWO胶质瘤细胞对低浓度

TNF-α敏感性的原因之一。 

    综上所述，阻断PLC-γ1通路本身虽不能直接启动凋亡，但却能增加SWO胶质瘤细胞对某些调亡因素(如

TNF-α)的敏感性，其分子机制之一可能是下调抑调亡基因bcl-2的表达。这使我们对PLC-γ1这一细胞存活信号

分子的作用有了更全面的了解，它不但调控细胞的增殖、运动，还参与调节细胞凋亡，虽然它并不是细胞凋亡

通路中的关键分子，但其作用不容小视。 
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