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　　摘要：目的　研究Ｙｅｓ相关蛋白（ＹＡＰ）靶向抑制剂维替泊芬（ＶＰ）联合放疗对脑胶质瘤细胞增殖与迁移行为
的影响及机制。方法　对脑胶质瘤细胞分别用放疗、ＶＰ、ＶＰ联合放疗３种不同的方法进行处理，应用集落形成
实验、ＣＣＫ－８实验检测细胞增殖情况；应用免疫印迹实验探究ＶＰ联合放疗增强放疗效果的机制；应用划痕实验
检测细胞迁移情况。结果　放疗或ＶＰ处理均能抑制细胞增殖，放疗联合ＶＰ处理的细胞增殖速度受到的抑制效
果更为显著；ＶＰ联合放疗之后，细胞周期蛋白激酶４（ＣＤＫ４）和磷酸化Ｒｂ（ｐ－Ｒｂ）的蛋白表达水平显著低于对照
组，细胞周期阻滞，增殖减慢；放疗或ＶＰ处理均抑制细胞迁移，放疗联合ＶＰ处理后，细胞的迁移能力下降更为显
著。结论　ＶＰ能够明显提高脑胶质瘤的放疗效果；ＶＰ联合放疗通过阻断Ｙｅｓ相关蛋白－转录增强结合域（ＹＡＰ
－ＴＥＡＤ）的结合，阻滞细胞周期，从而抑制细胞的增殖。
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　　胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）是颅内最常见的恶性肿 瘤，尽管采取了手术结合术后放化疗的综合治疗方
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案，初诊ＧＢＭ患者的平均中位生存期仅为１２～１５
个月［１］。由于肿瘤细胞呈浸润性生长，与周围脑组

织边界不清，往往导致手术无法完全切除而复发。

放疗是ＧＢＭ患者术后主要的辅助治疗手段，但由于
某些促癌分子的存在，促使 ＤＮＡ损伤修复加快，导
致放疗抵抗［２。因此，找到影响放疗抵抗的关键分

子，将分子靶向治疗与放疗结合，提高放疗敏感性可

以提高患者的生存时间。Ｈｉｐｐｏ／Ｙｅｓ相关蛋白
（ＹＡＰ）通路是近年发现的、进化上保守的蛋白激酶
信号通路，通过协调细胞的增殖与凋亡，调控器官大

小和组织稳态。Ｈｉｐｐｏ信号失活时，不被磷酸化的
ＹＡＰ进入细胞核，与转录因子转录增强结合域
（ＴＥＡＤ）结合，启动靶基因的转录，促进细胞增殖、
抑制凋亡［３］。富含半胱氨酸６１（Ｃｙｒ６１）是 ＹＡＰ的
下游靶基因，在脑胶质瘤中高度表达，并且Ｃｙｒ６１可
能通过整合素连接蛋白激酶介导 β－连接蛋白 －Ｔ
细胞因子／淋巴增强因子和丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶
Ａｋｔ信号通路加强细胞增殖相关基因的表达，促凋
亡蛋白 Ｂａｄ活性降低，促进细胞生长和迁移进而有
利于脑胶质瘤的生长增殖［４］。ＹＡＰ靶向抑制剂维
替泊芬（ＶＰ）是一种光敏剂，在临床上主要用来治疗
黄斑中心凹下脉络膜新生血管引起的疾病。近期，

人们发现ＶＰ作为非光敏剂具有显著的抗癌作用，
其机制是通过抑制 ＹＡＰ－ＴＥＡＤ复合物，下调原癌
基因ｃ－ｍｙｃ，Ａｘｌ以及细胞迁移和血管生成因子如
结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）、Ｃｙｒ６１、血管内皮生长因
子Ａ（ＶＥＧＦ－Ａ）等表达所致［５］。有报道指出ＶＰ可
通过抑制ＹＡＰ－ＴＥＡＤ结合而抑制脑胶质瘤细胞的
增殖［６］。因此，我们采用ＶＰ联合放疗，观察对高表
达ＹＡＰ的脑胶质瘤细胞的增殖与迁移能力的影响，
并探索其作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料　脑胶质瘤 Ｕ２５１细胞系购自中国科学
院上海分院细胞库，Ｕ８７细胞系购自美国ＡＴＣＣ。
１．２　主要试剂　鼠抗 β－ａｃｔｉｎ购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司；兔抗ＹＡＰ购自美国Ａｂｃａｍ公司；兔抗ｐ－Ｒｂ、
兔抗ＣＤＫ４均购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。其他常
规试剂均为国产分析纯或进口分装。

１．３　方法
１．３．１　免疫印迹法检测蛋白表达　用含有蛋白酶
抑制剂的预冷的细胞裂解液抽提蛋白，聚氰基丙烯

酸正丁酯（ＢＣＡ）法检测蛋白浓度。取等量的蛋白
进行ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），充

分分离蛋白后，用湿转法转移至聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜上。依次经过常温 ３％ 牛血清白蛋白
（ＢＳＡ）封闭，一抗工作液４℃孵育过夜，辣根过氧化
物酶（ＨＲＰ）标记的二抗工作液室温孵育，再用增强
化学发光法（ＥＣＬ）进行凝胶成像系统曝光显影。
ＩｍａｇｅＪ软件分析目的条带与各自内参的灰度值比
值，判断目的蛋白的表达水平［７］。

１．３．２　平板集落形成实验　将 Ｕ２５１细胞以每孔
５００个的密度接种到６孔板中，待次日细胞贴壁后
进行放疗（０、２、４、６Ｇｙ），放疗后部分细胞进行 ５
ｍｇ／ＬＶＰ加药处理。培养３周后予以４％多聚甲醛
固定，２０％甲醇渗透，结晶紫染色，在显微镜下计数
形成的克隆数目（直径 ＞１ｍｍ的克隆或者大于５０
个细胞的克隆），对数据进行统计学分析，分析 ＶＰ
与放疗联合对细胞增殖的影响。

１．３．３　ＣＣＫ－８增殖实验　将实验分为空白对照
组（即ＶＰ浓度为０ｍｇ／Ｌ），紫外线对照组（ＵＶ组），
ＶＰ１组（ＶＰ浓度为１．８７５ｍｇ／Ｌ）；紫外线 ＋ＶＰ１组
（ＵＶ＋ＶＰ１组），ＶＰ２组（ＶＰ浓度为５．０００ｍｇ／Ｌ），
紫外线＋ＶＰ２组（ＵＶ＋ＶＰ２组）。将单细胞悬液按
每孔５０００个细胞密度接种于９６孔板，待细胞贴壁
后每孔加入１００μｌ已稀释的各浓度药物（每组设置
３个平行孔），空白对照组的孔中加入正常培养基，
需要进行紫外线照射的９６孔板在加药前进行紫外
线照射２０ｓ。培养２４ｈ后吸出培养基，加入１００μｌ
１０％ＣＣＫ－８溶液，设置空白对照并继续培养２ｈ；
然后选取光密度比较适宜的时间点，酶标仪检测各

孔在４５０ｎｍ的光密度值（Ｄ值）。记录结果，绘制
细胞生长曲线。

１．３．４　细胞划痕实验　将实验分为溶剂对照组
（Ｖｅｈ组）、ＶＰ对照组（ＶＰ组）、紫外线对照组（ＵＶ
组）、紫外线＋ＶＰ组（ＵＶ＋ＶＰ组），ＶＰ浓度为２．５
ｍｇ／Ｌ。在６孔板每个孔的底部划３～５条互相平行
的划线，将对数期生长的细胞铺至６孔板中培养，并
控制在次日达到１００％密度为宜。实验时用 Ｔｉｐ尖
端垂直于６孔板进行划痕，划痕与之前的划线垂直
相交，动作轻柔。随后用预温的磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗去漂浮的细胞，加入无血清培养基，３７℃孵
育３～５ｍｉｎ后，在显微镜下以划痕与划线的交叉点
为标记进行拍照，记为０ｈ；于４８ｈ后再分别拍照。
取相同部位不同时间段的图片进行对比分析，统计

划痕中间的细胞数，以此作为评价细胞迁移能力的

标准。

１．４　统计学处理　所有实验均独立重复３次以上。
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使用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件分析图像。实验结果采
用ＳＰＳＳ１６．０进行统计学处理。两样本均数比较采
用两样本 ｔ检验。多组间比较采用单因素方差分
析，然后再进行组间两两比较。Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＶＰ浓度为５ｍｇ／Ｌ时抑制 ＹＡＰ－ＴＥＡＤ作用
明显　为了探求 ＶＰ的适宜浓度范围，应用蛋白免
疫印迹试验检测了加入不同药物浓度后细胞中

ＹＡＰ及其靶基因 Ｃｙｒ６１含量的变化，以反映 ＶＰ的
效果。结果表明，不同浓度的 ＶＰ处理均能下调
ＹＡＰ及其下游靶基因 Ｃｙｒ６１的含量，在 ５ｍｇ／Ｌ时
ＹＡＰ及其下游靶基因 Ｃｙｒ６１的表达水平显著减少
（Ｐ＜０．０１，图１）。
２．２　ＶＰ联合放疗抑制脑胶质瘤细胞的增殖　为了
了解ＶＰ对脑胶质瘤细胞放疗效果的影响，我们用
集落形成实验检测药物浓度为５ｍｇ／Ｌ的ＶＰ对Ｕ８７
细胞放疗后增殖的影响。结果发现，分别在 ０、２、４、
６Ｇｙ的照射剂量之下，ＶＰ组的细胞形成集落的数
量显著少于Ｖｅｈ对照组（Ｐ＜０．０５，图２Ａ、２Ｂ）。临
床上的放射治疗主要是用 Ｘ射线照射，也可以用 γ
射线照射，但本质上都是造成 ＤＮＡ受损，而紫外线

也能达到这个目的。为了实验操作方便，减少干扰

因素，我们采用紫外线照射细胞后进一步用 ＣＣＫ－
８实验进行检测。结果显示，紫外线照射后，加入不
同浓度ＶＰ的 Ｕ８７细胞增殖速度均显著低于对照组
细胞，并且在一定范围内，随着药物剂量的加大，这

种趋势越来越明显（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ）。上述结果表
明，ＶＰ联合放疗可以增强脑胶质瘤细胞的放疗效
果。

２．３　ＶＰ抑制放疗后细胞周期的进程　我们进一步
发现，ＶＰ单独处理可以降低Ｕ２５１细胞 Ｇ１－Ｓ期转
换的标志物ＣＤＫ４水平，ｐ－Ｒｂ的水平也呈现相应
的变化。而且，ＶＰ联合放疗后，ＣＤＫ４和 ｐ－Ｒｂ降
低更为显著（Ｐ＜０．０５，图３Ａ）。此外，Ｕ８７细胞中
两个剂量的 ＶＰ联合放疗组在１０Ｇｙ放疗１２ｈ后，
ＣＤＫ４和ｐ－Ｒｂ的水平也均显著低于对照组，且剂
量越大，降低越明显（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。以上结果
提示，ＶＰ联合放疗使细胞较晚进入细胞周期而增
殖，从而达到抑制细胞增殖、增强放疗的效果。

２．４　ＶＰ联合放疗抑制细胞的迁移　划痕实验结果
显示，紫外线照射后，经过 ＶＰ处理的 Ｕ２５１细胞迁
移到划痕中间的数量显著少于对照组（Ｐ＜０．０５，图
４Ａ、４Ｂ）。以上结果表明，ＶＰ能够通过抑制细胞的
迁移从而进一步增强放疗效果。

　　Ａ．蛋白免疫印迹检测不同浓度的ＶＰ对ＹＡＰ下游靶基因Ｃｙｒ６１含量的影响；Ｂ、Ｃ．ＹＡＰ和Ｃｙｒ６１蛋白

的相对表达量分析；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１
图１　不同ＶＰ浓度对ＹＡＰ－ＴＥＡＤ的抑制作用
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　　Ａ．集落形成实验检测ＶＰ联合不同照射剂量（２、４、６Ｇｙ）对脑胶质瘤细胞集落形成能力的影响；Ｂ．细

胞克隆的统计；Ｃ．ＣＣＫ－８实验检测ＶＰ联合紫外线照射对Ｕ８７细胞增殖的影响；Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１
图２　ＶＰ联合放疗抑制细胞的增殖

　　Ａ．蛋白免疫印迹实验检测放疗不同时间后，Ｕ２５１细胞周期转换标志蛋白水平；ＶＰ：５．０ｍｇ／Ｌ；ＲＴ．放疗。
Ｂ．蛋白免疫印迹实验检测放疗不同时间后，Ｕ８７细胞周期转换标志蛋白水平。Ｃ．Ｕ８７细胞ＶＰ联合放疗后各
蛋白的相对表达量；ＶＰ１：２．５ｍｇ／Ｌ，ＶＰ２：５．０ｍｇ／Ｌ。Ｄ、Ｅ．Ｕ２５１细胞ｐ－Ｒｂ和ＣＤＫ４蛋白的相对表达量

图３　ＶＰ抑制放疗后细胞周期的进程

　　Ａ．划痕实验检测 ＶＰ联合紫外线照射对细胞迁移能力的影响；Ｂ：迁移细胞的相对数量；Ｐ＜

０．０５，Ｐ＜０．０１
图４　ＶＰ联合放疗抑制细胞的迁移

３　讨　论

由于肿瘤细胞呈高度浸润性生长，胶质母细胞

瘤与周围脑组织边界不清，导致手术无法完全切除

而复发。此外，由于血脑屏障的存在，大部分药物不

能进入脑内。而且，由于 ＤＮＡ损伤修复导致 ＧＢＭ
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存在较强的放疗抵抗，因此，ＧＢＭ患者的预后仍不
理想。近年来随着分子生物学技术的发展，开展了

针对细胞受体、关键基因和调控分子为靶点的靶向

治疗不断进行。寻找有潜力的分子治疗靶点，再将

分子靶向治疗与放疗结合，提高 ＧＢＭ的放疗敏感
性，实行个体化综合治疗是提高ＧＢＭ疗效的关键。

本研究发现 ＹＡＰ－ＴＥＡＤ靶向药 ＶＰ可以抑制
脑胶质瘤细胞的增殖与迁移能力。我们的研究同目

前的部分报道相一致。陈敏等［８］发现 ＶＰ能抑制人
类白血病ＮＢ４细胞的增殖，诱导细胞凋亡；刘国钦
等［９］报道 ＶＰ能诱导肾癌细胞７６９－Ｐ细胞凋亡并
抑制细胞增殖作用呈浓度及时间依赖性；陈蔚等［１０］

发现ＶＰ能抑制骨肉瘤 ＭＧ６３细胞增殖，促进细胞
凋亡，导致细胞周期阻滞，抑制细胞迁移和侵袭。相

较于之前的报道，本研究首次探讨了 ＶＰ联合放疗
对脑胶质瘤细胞的影响，结果显示，ＶＰ联合放疗能
更显著地抑制细胞的增殖与迁移能力，表明 ＶＰ促
进了放疗效果。

放射治疗是临床治疗脑胶质瘤的主要手段之一，

ＤＮＡ是放射性损伤的决定性靶点。放疗时，ＤＮＡ单
链或双链断裂，从而阻止ＤＮＡ复制，诱导细胞凋亡。
但受射线损伤的细胞会在细胞周期检测点的参与下，

停滞于细胞周期的某个或某些时相，进行受损 ＤＮＡ
的修复［２］。待细胞修复或排除故障后，细胞周期恢复

运转，从而保证细胞生存并发挥功能。在本实验中我

们不仅检测了ＶＰ联合放疗对细胞增殖的影响，更进
一步探究了其作用机制。我们发现，ＶＰ单独处理可
以降低脑胶质瘤细胞 Ｇ１－Ｓ期转换的标志物 ＣＤＫ４
和 ｐ－Ｒｂ的表达水平；在 ＶＰ联合放疗后，ＣＤＫ４和
ｐ－Ｒｂ表达水平的降低更为显著。另外，两个剂量的
ＶＰ联合放疗组在放疗１２ｈ后，Ｇ１－Ｓ期转换的标志
物ＣＤＫ４和ｐ－Ｒｂ的蛋白水平也均显著低于对照组，
且剂量越大，降低越明显。以上结果提示，ＶＰ可以使
细胞停止在Ｇ１期，从而较晚进入细胞周期，达到增强
放疗的效果。值得注意的是，相较于前人的报道，我

们的研究结果还显示ＶＰ能使ＹＡＰ及其下游靶基因
Ｃｙｒ６１的表达水平显著降低，提示ＹＡＰ可能促进自身
的转录，从而表明ＶＰ可能通过降低ＹＡＰ自身表达并
且阻断ＹＡＰ－ＴＥＡＤ的结合，抑制ＹＡＰ下游靶基因的
转录与细胞的增殖。

综上所述，我们发现 ＶＰ靶向 ＹＡＰ的分子治疗
可抑制脑胶质瘤细胞增殖与迁移，联合放疗作用更

为显著。其作用机制主要通过抑制ＹＡＰ－ＴＥＡＤ以
及下游靶基因的转录阻滞细胞周期的 Ｇ１－Ｓ期转
换来实现。我们的研究为靶向 ＹＡＰ的分子治疗联
合放疗治疗ＹＡＰ高表达的脑胶质瘤患者提供了理
论与实验依据。
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