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野生型 ｐ５３基因可以增强胶质瘤细胞对替莫唑胺的
敏感性研究

梁武　陈治军　罗勇　王凡

　　【摘要】　目的　评价野生型 ｐ５３基因过表达的胶质瘤细胞对替莫唑胺和 Ｘ射线敏感性的研究。
方法　利用脂质体转染试剂将 ｐｃＤＮＡ３畅１（ ＋）ｐ５３质粒转染入胶质瘤细胞中，检测转染效率后，给予
替莫唑胺和 Ｘ射线处理，并检测凋亡。 结果　野生型 ｐ５３ 蛋白可以明显增加胶质瘤细胞对射线及替
莫唑胺的凋亡率，且相对于 Ｘ射线而言，ｐ５３ 蛋白更能促进替莫唑胺对胶质瘤细胞的凋亡作用（P ＜
０畅０１）。 结论　替莫唑胺可能通过 ｐ５３介导的凋亡通路调控了胶质瘤细胞的凋亡。

【关键词】　 基因，ｐ５３；　神经胶质瘤；　Ｘ线；　替莫唑胺

　　大脑胶质瘤是中枢系统最为常见的原发性肿瘤 ，由于其本身的生长特性，使得手术治疗存在极大的局限性，所以寻找有效的
治疗方法已经成为目前胶质瘤热点研究之一 。 ｐ５３基因被认为与胶质瘤的发生有着密切联系 ，约 ６０％胶质瘤细胞的 ｐ５３基因存
在突变［１］ ，所以激活体内 ｐ５３基因，抑制肿瘤细胞生长以及还原 ｐ５３基因功能，诱导肿瘤细胞凋亡成为胶质瘤基因靶向治疗的核
心方向。 本研究通过转染方法，评估了野生型 ｐ５３基因对胶质瘤细胞接受射线和化疗药物后凋亡的影响 ，现将报道如下。

一、材料和方法
１畅实验材料：ｐ５３野生型胶质瘤 Ｃ６细胞株购自中国科学院上海细胞库；真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３畅１（ ＋）ｐ５３ 受赠于加州大

学 ＪＹ Ｗａｎｇ教授。 脂质体转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购自美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司（目录号：１１６６８唱０２７）、凋亡试剂盒Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ａｓ唱
ｓａｙ购自美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（目录号：Ｖ１３２４２）；单克隆 ｐ５３一抗购于美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司，二抗及 ＤＡＢ显色剂购于北京中杉
金桥公司。

２畅细胞培养及转染：细胞于高糖 ＤＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司） ＋１０％ ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）的完全培养基中 ３７ ℃培养至 ８０％ 融
合。 胰酶消化并接种于 ２４孔板，次日细胞达到 ７０％融合后采用转染试剂将目的质粒转染入各自细胞中，５ ｈ后更换完全培养
基并在 ４８ ｈ收集细胞，提取核蛋白。

３畅Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞蛋白表达：待细胞再次融合至 ８０％，胰酶消化后收集细胞，提取核蛋白，总蛋白浓度使用标准
白蛋白溶液定量（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。 随后进行Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ５３ 的表达。 使用 ｐ５３蛋白与内参β唱ａｃｔｉｎ蛋白的灰度比值来
反应 ｐ５３蛋白的相对表达水平，实验重复 ６次，取平均值。

４畅肿瘤细胞接受放化疗处理：为了排除处理方法对细胞凋亡的影响，以及明确 ｐ５３ 基因对放化疗治疗的影响，我们将细
胞分为六组，即未转染化疗组、未转染放疗组、空质粒化疗组、空质粒放疗组、ｐ５３过表达化疗组、ｐ５３过表达放疗组。 其中放疗
组给予 Ｘ射线单次照射，照射剂量６ Ｇｙ，剂量率２８３畅１４ ｃＧｙ／ｍｉｎ，照射野２５ ｃｍ×２５ ｃｍ，源距８０ ｃｍ，照射后７２ ｈ收集细胞。 化
疗组使用含有 １００ μｍｏｌ／Ｌ替莫唑胺的完全培养基培养 ７２ ｈ后收集。

５畅Ａｎｎｅｘｉｎ唱Ｖ／ＰＩ法检测细胞凋亡：收集待测细胞、离心；冷 ＰＢＳ冲洗 ２ 次； １０００ ｒ／ｍｉｎ（离心半径 １３５ ｍｍ）离心 ５ ｍｉｎ，并
用 １００ μｌ １ ×ａｎｎｅｘｉｎ唱ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，且计数，细胞密度为 １ ×１０６ 个／ｍｌ；将已用 ａｎｎｅｘｉｎ唱ｂｉｎｇｉｎｇ缓冲液悬浮的细胞中
加入 ５ μｌ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ唱ＦＩＴＣ溶液和 １００ μｇ／ｍｌ ＰＩ工作液 １ μｌ；室温孵化 １５ ｍｉｎ；孵化后加入 １ ×ａｎｎｅｘｉｎ唱ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ ４００ μｌ，轻
轻摇晃后放置于冰上；流式细胞仪检测。

６畅统计处理：用 ＳＰＳＳ １１畅５ 统计软件处理，数据以均数±标准差（珋x ±s）表示；组间比较采用 t检验，P ＜０畅０５ 为差异有统
计学意义。

二、结果
１畅转染后蛋白检测：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法成功的检测了胶质瘤细胞内 ｐ５３ 蛋白的表达，同时使用 ｐｃＤＮＡ３畅１（ ＋）空质粒、未

转染组作为对照（图 １）。 用 ｐ５３ 蛋白与内参β唱ａｃｔｉｎ 蛋白的灰度比值来反映 ｐ５３ 蛋白的相对表达水平。 与空白对照组 Ａ
组、空质粒组 Ｂ组相比，Ｃ组的 ｐ５３ 蛋白表达量最高（P ＜０畅０１），说明 ｐｃＤＮＡ３畅１（ ＋）ｐ５３ 质粒转染成功（图 ２）。

２畅Ａｎｎｅｘｉｎ唱Ｖ／ＰＩ法检测凋亡：实验结果显示，射线照射和替莫唑胺均可以引起体外培养的胶质瘤细胞发生凋亡（图 ３）。
ｐ５３过表达组胶质瘤细胞与未转染组相比，过表达组在接受射线及替莫唑胺治疗后的凋亡率明显增加（P ＜０畅０１）；而在 ｐ５３过

ＤＯＩ： １０畅３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４唱０７８５畅２０１１畅０畅００
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表达胶质瘤细胞组中，替莫唑胺组的凋亡率明显高于射线照射组的凋亡率（P ＜０畅０１）（表 １）。

表 1　各组胶质瘤细胞凋亡率（％，珋x ±s，n ＝６）

组别 未转染 空质粒 ｐｃＤＮＡ３ 哪哪畅１（ ＋）ｐ５３
放疗组 １７ 构构畅８０ ±２ ǐ畅２３ １８ 55畅１３ ±０ '畅９１ ２６ MM畅７１ ±１ ?畅０４ ａｂ

化疗组 ２４ 构构畅０７ ±２ ǐ畅３４ ２２ II畅６ ±１  畅７５ ４０ AA畅０１ ±０ 3畅６２ ａｂｃ

　　注：与同组未转染比较，ａP ＜０畅０１；与同组空质粒比较，ｂP ＜０畅０１；与放疗组比较，ｃP ＜０畅０１

　　三、讨论
在我们的研究中观察到，野生型 ｐ５３ 蛋白可以明显提高射线和化疗药物替莫唑胺对胶质瘤细胞的杀伤作用，加大凋亡率；

而且，替莫唑胺在野生型 ｐ５３过表达的前提下对胶质瘤细胞的杀伤作用要明显强于射线。 这提示的替莫唑胺对胶质瘤的药理
作用可能通过了 ｐ５３通路的调控。

ｐ５３基因是细胞生长周期的核心基因，在细胞凋亡过程中起着主要作用；细胞 ＤＮＡ 损伤出现双链断裂后， ＡＴＭ／ＡＴＲ、
ＣＨＲ１／２陆续激活，随后其激活 ｐ５３基因，完成转录翻译后的 ｐ５３ 蛋白又激活广泛的目的基因并启动细胞凋亡程序［２唱３］ ；同时
ｐ５３与 ｃ唱ｍｙｃ基因的启动子结合，通过对其的乙酰化作用来抑制其转录［４］ ，且在细胞质内的 ｐ５３蛋白又可以与 Ｂｃｌ基因家族结
合，加强凋亡的传递，增强细胞的凋亡［５唱６］ 。 所以，ｐ５３基因及其蛋白功能的稳定性是细胞生长周期正常运行的前提保证。

多种肿瘤的发生被认为与 ｐ５３ 基因的突变有关。 本研究所使用的替莫唑胺有可能在治疗过程中，对 ｐ５３基因未突变的瘤
细胞达到了杀灭作用，却选择性的遗留下了 ｐ５３基因突变型的瘤体细胞，最终出现了肿瘤对替莫唑胺一类药物的耐药性。 所
以，类似的这种肿瘤耐药机制提示我们在肿瘤的治疗过程中，应采取个体化、多元化的治疗。

目前，有文献报道，嘧啶亚硝脲等药物和射线等治疗方式逐渐用于 ｐ５３基因突变或者对替莫唑胺药物耐药的肿瘤的治疗；
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所以，射线和嘧啶亚硝脲等药物能杀伤 ｐ５３突变型肿瘤细胞的机制可能在于，此类方式作用后的胶质瘤细胞缺乏了对细胞内
损伤 ＤＮＡ的修复能力。 有研究证实，在对 ｐ５３突变型的胶质瘤细胞基于 Ｘ射线照射后，发现胞内的 ＤＮＡ修复基因 ＸＰＣ以及
ＤＤＢ２的表达量明显小于 ｐ５３野生型的胶质瘤细胞［７］ 。 也有学者认为，嘧啶亚硝脲、替莫唑胺与 Ｘ射线所引起的胶质瘤细胞
凋亡的分子机制不尽相同；替莫唑胺引起的细胞 ＤＮＡ损伤启动了野生型 ｐ５３胶质瘤细胞中的外源性凋亡通路，嘧啶亚硝脲引
起的细胞 ＤＮＡ损伤则启动了突变型 ｐ５３胶质瘤细胞中的内源性凋亡通路机制，而 Ｘ射线可能激活了其他的凋亡通路［７唱８］ 。

由上述可见，胶质瘤细胞对化疗耐药的机制尽管是多因素的，但是与临床用药单一、基因的类别等密切相关。 所以，我们
需要及早利用现代分子生物技术做到对胶质瘤患者治疗的个体化、多样化，才能达到胶质瘤低复发率、高生存率的目的。
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