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微原纤维相关蛋白 ３ 在调控胶质瘤干细胞间
充质表型转化中的作用
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摘要:目的　 探讨微原纤维相关蛋白 ３(ｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬ ＭＦＡＰ３)在胶质母细胞瘤(ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａꎬ
ＧＢＭ) 中的表达与临床意义ꎬ以及对于胶质瘤干细胞 ( ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＧＳＣｓ) 恶性生物学行为的影响ꎮ
方法　 利用 ＴＣＧＡ 数据和 ＣＧＧＡ 数据分析 ＧＢＭ 中 ＭＦＡＰ３ 表达情况及其与患者预后相关性ꎻ使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测胶质瘤干细胞系中 ＭＦＡＰ３ 蛋白表达水平ꎻ探究敲减及过表达 ＭＦＡＰ３ 对胶质瘤干细胞自我更新能力

和表型的影响ꎮ 结果　 ＭＦＡＰ３ 在 ＧＢＭ 中高表达ꎬ且与患者不良预后相关ꎮ 间充质型 ＧＳＣｓ 中 ＭＦＡＰ３ 的表达水

平高于前神经元型 ＧＳＣｓꎮ ＭＦＡＰ３ 敲减后ꎬＧＳＣｓ 自我更新能力减弱ꎬ间充质表型标志物 ＣＤ４４、ＹＫＬ４０ 蛋白水平

均降低ꎬ过表达与之相反ꎮ 结论　 ＭＦＡＰ３ 对 ＧＢＭ 恶性生物学进展具有重要调控作用ꎬ有望成为新的 ＧＢＭ 临床

诊断标志物和治疗干预靶点ꎮ
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ｌｉｇｎａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＢＭ ａｎｄ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ａ ｎｅｗ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ＧＢＭ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎻ Ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎻ Ｓｅｌｆ￣ｒｅｎｅｗａｌꎻ Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

　 　 胶质母细胞瘤(ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａꎬ ＧＢＭ)是最常见

的中枢神经系统原发恶性肿瘤ꎬ呈浸润性生长ꎬ无明

显边界ꎬ恶性程度高[１￣３]ꎮ 目前临床上对 ＧＢＭ 的综

合治疗方案包括手术切除、放疗、化疗和电场治疗

等ꎬ但患者中位生存期仍小于 １６ 个月ꎬ５ 年生存率

低于 １０％[４￣６]ꎮ 胶质瘤干细胞 ( ｇｌｉｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ＧＳＣｓ)是一类具有持续自我更新潜能和肿瘤繁殖潜

能的肿瘤细胞[７]ꎬ在 ＧＢＭ 发生、进展、复发及对放疗

和化疗的耐受中发挥着重要作用ꎮ ＧＳＣｓ 主要分为前

神经元(ｐｒｏｎｅｕｒａｌꎬ ＰＮ)型和间充质(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌꎬ
ＭＥＳ)型[８]ꎬ后者形成神经球、侵袭浸润、抗凋亡能

力及放化疗耐受性均更强[９￣１１]ꎮ 因此ꎬ鉴定参与调

控 ＧＳＣｓ 中 ＰＮ 型向 ＭＥＳ 型表型转化( ｐｒｏｎｅｕｒａｌ￣
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎꎬ ＰＭＴ)的关键基因对 ＧＢＭ
的转化研究和临床治疗均具有重要意义ꎮ

微原纤维相关蛋白 ３(ｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ３ꎬ ＭＦＡＰ３)属于 ＭＦＡＰ 家族ꎬ为细胞外基质糖

蛋白ꎬ在微原纤维组装、弹性蛋白发生和组织稳态中

发挥重要作用[１２]ꎮ 近年来ꎬ越来越多的研究发现

ＭＦＡＰ 家族成员与肿瘤进展密切相关ꎮ Ｏｌｓｏｎ 等[１３]

研究表明ꎬＭＦＡＰ１ 的遗传变异与乳腺癌的风险相

关ꎮ ＭＦＡＰ２ 可以通过自噬激活 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 相关

信号通路ꎬ促进口腔鳞状细胞癌的进展ꎬ还可以通过

自噬增强胃癌细胞的顺铂耐药性[１４￣１５]ꎮ ＭＦＡＰ４ 则

是一种肿瘤抑制基因ꎬ其低表达与肝细胞癌和口腔

鳞状细胞症有关[１６￣１７]ꎮ ＭＦＡＰ５ 在膀胱癌、胰腺癌等

肿瘤中发挥促癌作用[１８￣１９]ꎮ 对于 ＭＦＡＰ３ 在肿瘤中

的作用鲜为人知ꎬ尚未检索到 ＧＢＭ 中 ＭＦＡＰ３ 表达

与功能的相关报道ꎮ 本研究通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 等方法分析 ＭＦＡＰ３ 在 ＧＳＣｓ 中的表达情

况ꎬ并探究干扰其表达对 ＧＳＣｓ 生物学行为的影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 细胞系

人胶质瘤干细胞系 ＰＮ ＧＳＣ(ＧＳＣ ８￣１１)和 ＭＥＳ
ＧＳＣｓ(ＧＳＣ ２０、ＧＳＣ ２８ 和 ＧＳＣ ２６７)由 Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋ Ｆ.
Ｌａｎｇ 博士和 Ｋｒｉｓｈｎａ Ｐ. Ｌ. Ｂｈａｔ 博士(美国得克萨斯

州大学 ＭＤ 安德森癌症中心)提供ꎮ

１.１.２　 主要试剂

ＤＭＥＭ/ Ｆ￣１２ 培养基、Ｂ￣２７ 添加剂(５０×)均购

自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ重组人表皮生长因子( ｒｅｃｏｍｂｉ￣
ｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ＥＧＦ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｒｈＥＧＦ)和重组人碱性成纤

维细胞生长因子 ( ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ ＦＧＦ ｂａｓｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｒｈｂＦＧＦ) 均购自美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司ꎻ
Ａｃｃｕｔａｓｅ 溶液购自美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻ无血清

细胞冻存液购自苏州新赛美生物科技有限公司ꎻ
ＭＦＡＰ３ ｓｉＲＮＡ( ｓｉＭＦＡＰ３)及其阴性对照非特异性

ｓｉＲＮＡ(ＮＣ)载体构建及其质粒合成均由上海吉玛

基因股份有限公司完成ꎻＲＮＡ ｆａｓｔ ２００ 购自上海飞

捷生物技术有限公司ꎻＥｖｏＭ￣ＭＬＶ 反转录试剂盒和

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｏ Ｔａｑ ＨＳ 预混型 ｑＰＣＲ 试剂均购自

湖南艾科瑞生物工程有限公司ꎻ转染试剂 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司ꎻ高效

ＲＩＰＡ 裂解液和 Ｗｅｓｔｅｒｎ 一抗稀释液均购自北京索

莱宝科技有限公司ꎻ辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

或小鼠 ＩｇＧ 二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公

司ꎻＭＦＡＰ３ 抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司ꎻＣＤ４４ 抗体、ＹＫＬ４０ 抗体和 ＧＡＰＤＨ 抗体均购

自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养

ＧＳＣｓ 通过 Ａｃｃｕｔａｓｅ 溶液消化成单细胞悬液ꎬ
然后在含 ２％ Ｂ￣２７、２０ ｎｇ / ｍＬ ｒｈＥＧＦ 和 ２０ ｎｇ / ｍＬ
ｒｈｂＦＧＦ 的 ＤＭＥＭ/ Ｆ１２ 培养基中培养ꎮ 所有细胞均

置于条件为 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养ꎮ
１.２.２　 细胞转染

将 ＧＳＣｓ 以 １×１０５ 个细胞 /孔的密度接种于 ６
孔板ꎬ使用转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 将特异性敲

减 ＭＦＡＰ３ 的 ｓｉＲＮＡ( ｓｉＭＦＡＰ３ꎬ作为 ｓｉＭＦＡＰ３ 组)
和阴性对照(ＮＣꎬ作为 ＮＣ 组) 分别转染至 ＧＳＣｓ
中ꎻ将 ＧＳＣｓ 以 １×１０５ 个细胞 /孔的密度接种于 ６ 孔

板ꎬ使用转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 将特异性过表

达 ＭＦＡＰ３ 的质粒载体(ＭＦＡＰ３￣ＯＥꎬ作为 ＯＥ 组)及
其空载体(ＥＶꎬ作为 ＥＶ 组)分别转染至 ＧＳＣｓ 中ꎮ
细胞转染 ２４ ｈ 后ꎬ采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法检测转染细胞

后 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 水平的表达ꎻ细胞转染 ４８ ｈ 后ꎬ采
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测转染细胞后 ＭＦＡＰ３ 蛋白

水平的表达ꎮ
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１.２.３　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

使用 ＲＮＡ ｆａｓｔ ２００ 试剂盒从细胞中提取总

ＲＮＡꎬ分光光度计测定 ＲＮＡ 浓度ꎬ使用反转录试剂

盒以 Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)为引物合成 ｃＤＮＡꎬ根据实时荧光

定量聚合酶链反应试剂盒配制反应体系ꎬ进行 ｑＲＴ￣
ＰＣＲꎮ 反应条件为:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎬ然后 ９５ ℃变

性 ５ ｓ 和 ６０ ℃变性 ３０ ｓꎬ进行 ４０ 个循环ꎮ 以 ＧＡＰ￣
ＤＨ 作为内参ꎬＭＦＡＰ３ 的相对表达水平通过 ２－△△ＣＴ

计算ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的 引 物 序 列 如 下: ＭＦＡＰ３ꎬ ５′￣
ＧＣＴＣＧＣＣＡＡＡＧＴＣＡＣＡＣＡＡＴ￣３′(正向)和 ５′￣ＣＧ￣
ＣＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＡＣＡＴＣＴＣ￣３′(反向)ꎻＧＡＰＤＨꎬ５′￣
ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ￣３′(正向)和 ５′￣ＴＧ￣
ＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ￣３′(反向)ꎮ
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验

采用 ＲＩＰＡ 裂解液和 １％的蛋白酶抑制剂裂解

细胞ꎬ冰上摇床破碎ꎬ提取总蛋白ꎮ 蛋白质样品通过

１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 进行分离ꎬ并转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ
５％脱脂牛奶封闭 １. ５ ｈꎬ 并加入 ＭＦＡＰ３ 抗体

(１ ∶１ ０００)、 ＣＤ４４ 抗体 ( １ ∶ １ ０００)、 ＹＫＬ４０ 抗体

(１ ∶１ ０００)ꎬＧＡＰＤＨ 抗体(１ ∶ １ ０００)作为对照ꎬ４ ℃
过夜ꎮ 次日把膜放入相应种属二抗(１ ∶５ ０００)中室

温孵育 １ ｈꎬ最后膜上滴加 ＥＣＬ 用显影仪曝光拍照ꎮ
１.２.５　 肿瘤球形成测定

将 ＧＳＣｓ 以 １×１０３ 个 /孔细胞的密度接种到 ６
孔板中ꎬ并用 １.５ ｍＬ ＧＳＣｓ 培养基培养 ７ ｄꎬ每组设

立 ３ 个副孔ꎮ 培养 ７ ｄ 后ꎬ用光学显微镜对每孔随

机拍摄 ３ 张照片ꎬ对每张照片记录 ３ 个最大的肿瘤

球体直径ꎬ并用于后续统计分析ꎮ
１.２.６　 限制稀释神经球形成实验

将 ＧＳＣｓ 以每孔 ５０、１００、５００ 个细胞的密度接种

到 ９６ 孔板中ꎬ并用 ２００ μＬ ＧＳＣｓ 培养基培养ꎬ每组设

立 ３ 个副孔ꎮ 培养 ７ ｄ 后ꎬ用光学显微镜计数各孔直

径大于 ５０ μｍ 的肿瘤球体ꎬ并计算成球百分比ꎮ
１.２.７　 生物信息学分析

通过 Ｇｌｉｏｖｉｓ 数据门户( ｈｔｔｐ: / / ｇｌｉｏｖｉｓ. ｂｉｏｉｎｆｏ.
ｃｎｉｏ.ｅｓ / )获取 ＭＦＡＰ３ 的中国脑胶质瘤基因组图谱

(Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｇｌｉｏｍａ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔｌａｓꎬ ＣＧＧＡ)和癌症基

因组图谱(Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔｌａｓꎬ ＴＣＧＡ)的基

因表达数据和 ＧＢＭ 患者的临床数据ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０.２ 和 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件对

实验数据进行分析ꎬ使用 Ｓｈａｐｉｔｏ￣Ｗｉｌｋ(Ｓ￣Ｗ)法对数

据进行正态分布检验ꎬ数值变量资料服从正态分布

时以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ不服从正态分布时以 Ｍ(Ｐ２５ꎬＰ７５)表
示ꎮ 使用方差齐性检验(Ｆ 检验)法检验组间数据

偏差ꎮ 对于服从正态分布的数值变量资料ꎬ两独立

组间若方差齐则采用独立样本 ｔ 检验ꎬ若方差不齐

则采用校正 ｔ′检验ꎮ 对于不服从正态分布的数值变

量资料ꎬ两独立组间比较采用Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 秩和

检验ꎮ 采用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ(ＫＭ)法和 ｌｏｇ￣ｒａｎｋ 检验

进行生存分析ꎮ 所有实验至少重复 ３ 次ꎬ检验均为

双侧ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 胶质母细胞瘤中 ＭＦＡＰ３ 的表达

ＴＣＧＡ 数据分析显示ꎬＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达水平

随着胶质瘤的 ＷＨＯ 等级增高而增加ꎮ 比较了不同

ＧＢＭ 亚型间 ＭＦＡＰ３ 表达情况ꎬ发现相比 ＰＮ 亚型ꎬ
ＭＥＳ 亚型 ＧＢＭ 中 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达最高ꎮ 此

外ꎬＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达水平在复发 ＧＢＭ 患者中也

升高ꎮ ＣＧＧＡ 数据分析结果与 ＴＣＧＡ 一致ꎬ 即

ＭＦＡＰ３ 在 ＷＨＯ Ⅳ级胶质瘤的表达水平最高ꎬ在
ＭＥＳ 亚型 ＧＢＭ 中的表达高于 ＰＮ 亚型ꎬ且与 ＧＢＭ
复发相关ꎮ ＫＭ 生存分析均显示ꎬＭＦＡＰ３ 表达水平

越高ꎬ患者生存期越短ꎬ预后越差ꎮ 见图 １Ａ~Ｈꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ与 ＰＮ 型细胞系

ＧＳＣ ８￣１１ 相比ꎬＭＥＳ 型细胞系 ＧＳＣ ２０、ＧＳＣ ２８ 和

ＧＳＣ ２６７ 中 ＭＦＡＰ３ 蛋白表达水平均升高ꎬ其中

ＧＳＣ ２０ 细胞系中 ＭＦＡＰ３ 蛋白表达水平最高ꎮ 见

图 １Ｉꎮ
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图 １　 胶质母细胞瘤中 ＭＦＡＰ３ 的表达
Ａ:ＴＣＧＡ 分析示胶质瘤 ３ 种 ＷＨＯ 等级下的 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＢ:ＴＣＧＡ 分析示不同亚型 ＧＢＭ 的 ＭＦＡＰ３
ｍＲＮＡ表达水平ꎻＣ:ＴＣＧＡ 分析示 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达水平与 ＧＢＭ 复发相关ꎻＤ:ＣＧＧＡ 分析示胶质瘤 ３ 种 ＷＨＯ 等级
下的 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＥ:ＣＧＧＡ 分析示不同亚型 ＧＢＭ 的 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＦ:ＣＧＧＡ 分析示 ＭＦＡＰ３
ｍＲＮＡ 表达水平与 ＧＢＭ 复发相关ꎻＧ:ＴＣＧＡ 分析示 ＭＦＡＰ３ 与患者预后的关系(Ｐ<０.０１)ꎻＨ:ＣＧＧＡ 分析示 ＭＦＡＰ３ 与
患者预后的关系(Ｐ<０.０５)ꎻＩ:４ 种胶质瘤干细胞系 ＧＳＣ ８￣１１、ＧＳＣ ２０、ＧＳＣ ２８ 和 ＧＳＣ ２６７ 的 ＭＦＡＰ３ 蛋白表达水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ＧＢＭ
Ａ: ＴＣＧＡ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ＷＨＯ ｇｒａｄｅｓꎻ Ｂ: ＴＣＧＡ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｏｆ ＧＢＭꎻ Ｃ: ＴＣＧＡ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＢＭ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅꎻ Ｄ: ＣＧＧＡ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ＷＨＯ ｇｒａｄｅｓꎻ Ｅ: ＣＧＧＡ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ｄｉｆ￣
ｆｅｒｅｎｔ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｏｆ ＧＢＭꎻ Ｆ: ＣＧＧＡ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＧＢＭ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅꎻ Ｇ: ＴＣＧＡ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＦＡＰ３ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ (Ｐ<０.０１)ꎻ Ｈ: ＣＧＧＡ
ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＭＦＡＰ３ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ (Ｐ<０.０５)ꎻ Ｉ: ＭＦＡＰ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｌｉ￣
ｏｍａ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ＧＳＣ ８￣１１ꎬ ＧＳＣ ２０ꎬ ＧＳＣ ２８ꎬ ａｎｄ ＧＳＣ ２６７.

２.２　 转染后 ＭＥＳ ＧＳＣｓ 中 ＭＦＡＰ３ 的表达水平

在两种 ＭＥＳ ＧＳＣｓ(ＧＳＣ ２０ 和 ＧＳＣ ２６７)中分

别用一条 ｓｉＲＮＡ 敲减 ＭＦＡＰ３ 后ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显

示ꎬ在 ＧＳＣ ２０ 细胞系中ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬｓｉＭＦＡＰ３ 组

中 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达水平降低(１.０３±０.３０ ｖｓ ０.２６±
０.０５)ꎬ差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.０１２)ꎻＧＳＣ ２６７ 细胞

系中ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬｓｉＭＦＡＰ３ 组中 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ

表达水平亦降低(１.０２±０.２１ ｖｓ ０.１１±０.０２)ꎬ差异有

统计学意义(Ｐ ＝ ０.０１６)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显

示ꎬ在 ＧＳＣ ２０ 细胞系和 ＧＳＣ ２６７ 细胞系中ꎬ与 ＮＣ
组相比ꎬｓｉＭＦＡＰ３ 组中 ＭＦＡＰ３ 蛋白表达水平均明

显降低ꎬ且 ＭＥＳ 表型标志物 ＣＤ４４ 和 ＹＫＬ４０ 蛋白

水平也随之下降ꎮ 见图 ２ꎮ

图 ２　 转染后 ＭＥＳ ＧＳＣｓ 中 ＭＦＡＰ３ 的表达水平(∗Ｐ<０.０５)
Ａ:ＧＳＣ ２０ 和 ＧＳＣ ２６７ 细胞系敲减 ＭＦＡＰ３ 后的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果ꎻＢ:ＧＳＣ ２０ 和 ＧＳＣ ２６７ 细胞系敲减 ＭＦＡＰ３ 后的
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证结果ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ＭＥＳ ＧＳＣｓ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ(∗Ｐ<０.０５)
Ａ: ｑＲＴ￣ＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｉｎ ＧＳＣ ２０ ａｎｄ ＧＳＣ ２６７ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓꎻ Ｂ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ＭＦＡＰ３ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｉｎ ＧＳＣ ２０ ａｎｄ ＧＳＣ ２６７ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ.
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２.３　 沉默 ＭＦＡＰ３ 表达对 ＭＥＳ ＧＳＣｓ 自我更新能

力的影响

肿瘤球形成实验结果显示ꎬＧＳＣ ２０ 细胞系中ꎬ
与 ＮＣ 组相比ꎬｓｉＭＦＡＰ３ 组肿瘤球体的相对直径明

显降低[(１３６.９５±１２.２１)μｍ ｖｓ (７７.６７±１.２７)μｍ]ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.０１３)ꎻＧＳＣ ２６７ 细胞系中ꎬ
与 ＮＣ 组相比ꎬｓｉＭＦＡＰ３ 组肿瘤球体的相对直径明

显降低[(１１２.９４±７.０２)μｍ ｖｓ (８４.２３±４.３７)μｍ]ꎬ

差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.０３９)ꎮ 见图 ３Ａ、Ｂꎮ
限制稀释神经球形成实验结果显示ꎬＧＳＣ ２０ 细

胞系中ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬｓｉＭＦＡＰ３ 组中肿瘤球体的成

球率降低[(１９.３６±０.０５)％ ｖｓ (１６.５６±０.０５)％]ꎬ差异

有统计学意义(Ｐ ＝ ０.０３５)ꎻＧＳＣ ２６７ 细胞系中ꎬ与
ＮＣ 组相比ꎬｓｉＭＦＡＰ３ 组中肿瘤球体的成球率降低

[(１４.３４±０.０４)％ ｖｓ (１１.１７±０.０４)％]ꎬ差异有统计

学意义(Ｐ＝ ０.００３)ꎮ 见图 ３Ｃ、Ｄꎮ

图 ３　 沉默 ＭＦＡＰ３ 表达对 ＭＥＳ ＧＳＣｓ 自我更新能力的影响(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)
Ａ~Ｂ:沉默 ＭＦＡＰ３ 表达后ꎬＧＳＣ ２０ 和 ＧＳＣ ２６７ 细胞系肿瘤球形成实验结果ꎬ比例尺＝ １００ μｍꎻＣ~Ｄ:沉默 ＭＦＡＰ３ 表达
后ꎬＧＳＣ ２０ 和 ＧＳＣ ２６７ 细胞系限制稀释神经球形成实验结果ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＭＦＡＰ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｌｆ￣ｒｅｎｅｗａｌ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＥＳ ＧＳＣｓ (∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)
Ａ￣Ｂ: Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｐｈｅｒｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｉｎ ＧＳＣ ２０ ａｎｄ ＧＳＣ ２６７ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＭＦＡＰ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ
ｓｃａｌｅ＝ １００ μｍꎻ Ｃ￣Ｄ: Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒｅｍｅ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｉｎ ＧＳＣ ２０ ａｎｄ ＧＳＣ ２６７ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＭＦＡＰ３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

２.４　 转染后 ＰＮ ＧＳＣ中ＭＦＡＰ３的表达水平及功能

使用质粒在 ＰＮ 细胞系 ＧＳＣ ８￣１１ 过表达

ＭＦＡＰ３ 后ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示与 ＥＶ 组比较ꎬＯＥ 组

中 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 表达水平明显升高(１.０１±０.１８ ｖｓ
１８６.８７ ± ８１. ９６)ꎬ差异有统计学意义(Ｐ ＝ ０. ０１７)ꎮ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ在 ＧＳＣ ８￣１１ 细胞系中ꎬ
与 ＥＶ 组比较ꎬＯＥ 组的 ＭＦＡＰ３ 蛋白水平明显增加ꎬ
且 ＭＥＳ 表型标志物 ＣＤ４４ 和 ＹＫＬ４０ 蛋白水平也随

之增加ꎮ 见图 ４Ａ、Ｂꎮ

肿瘤球形成实验结果显示ꎬＧＳＣ ８￣１１ 细胞系

中ꎬ与 ＥＶ 组比较ꎬＯＥ 组中肿瘤球体的平均直径明

显升高 [( １０５. ７３ ± １０. ２１) μｍ ｖｓ ( １６９. ４６ ± １. ３２)
μｍ]ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.００１)ꎮ 见图 ４Ｃꎮ

限制稀释神经球形成实验结果显示ꎬＧＳＣ ８￣１１
细胞系中ꎬ与 ＥＶ 组比较ꎬＯＥ 组中肿瘤球体的成球

率明显升高[(２６.４８±０.０１)％ ｖｓ (３１.５７±０.０１)％]ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.０３８)ꎮ 见图 ４Ｄꎮ
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图 ４　 转染后ꎬＰＮ ＧＳＣ 中 ＭＦＡＰ３ 的表达水平及功能(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ:ＧＳＣ ８￣１１ 细胞系过表达 ＭＦＡＰ３ 后的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证结果ꎻＢ:ＧＳＣ ８￣１１ 细胞系过表达 ＭＦＡＰ３ 后的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
验证结果ꎻＣ:ＧＳＣ ８￣１１ 细胞系过表达 ＭＦＡＰ３ 后ꎬ肿瘤球形成实验结果ꎬ比例尺 ＝ １００ μｍꎻＤ:ＧＳＣ ８￣１１ 细胞系过表达
ＭＦＡＰ３ 后ꎬ限制稀释神经球形成实验结果ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ＰＮ ＧＳＣ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ (∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ＧＳＣ ８￣１１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅꎻ Ｂ: Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｆｔｅｒ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＦＡＰ３ ｉｎ ＧＳＣ ８￣１１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅꎻ Ｃ: Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｐｈｅｒｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＭＦＡＰ３ ｉｎ ＧＳＣ ８￣１１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ＝ １００ μｍ.ꎻ Ｄ: Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒｅｍｅ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＭＦＡＰ３ ｉｎ ＧＳＣ ８￣１１ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ.

３　 讨　 论

微原纤维相关蛋白家族(ｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＭＦＡＰｓ)因其微原纤维组装功能而得名ꎬ
主要包括 ５ 个家族成员ꎬ即 ＭＦＡＰ１、ＭＦＡＰ２(也称

为 ＭＡＧＰ 或 ＭＡＧＰ１)、ＭＦＡＰ３、ＭＦＡＰ４ 和 ＭＦＡＰ５
(也称为 ＭＡＧＰ２) [１２]ꎮ ＭＦＡＰ３ 是一种分子量为

４３ｋＤａ 的细胞外基质糖蛋白ꎬ编码基因位于染色体

５ｑ３２~ ｑ３３.２ 上ꎬ与原纤维蛋白基因 ＦＢＮ２ 的 ５ｑ２１ ~
ｑ３１ 位点相邻ꎮ 该基因与先天性挛缩细长指有关ꎬ
被认为是影响微原纤维遗传性疾病的候选基因[２０]ꎮ
Ｕｄｄｉｎ 等[２１]研究表明ꎬＭＦＡＰ３ 的表达与乳腺癌的进

展有相关性ꎮ 此外ꎬ微原纤维相关糖蛋白 ３ 样活化

可以促进结直肠癌细胞和非小细胞肺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭ꎬ被认为有可能成为一种新型肿瘤生

物标志物[２２￣２３]ꎮ 基于此ꎬ本研究利用 ＴＣＧＡ 数据分

析了 ＭＦＡＰ３ 在 ＧＢＭ 的表达情况ꎬ发现 ＭＦＡＰ３ 与

肿瘤级别、复发、ＭＥＳ 表型及预后均有关ꎮ
ＧＢＭ 具有显著的细胞异质性ꎬ其中包括胶质瘤

干细胞和分化的 ＧＢＭ 细胞[２４]ꎮ ＧＳＣｓ 被认为是胶

质瘤的发生、发展和治疗耐受性的始作俑者ꎬ具有很

强的自我更新能力ꎬ可在体外无血清条件下形成神

经球ꎬ并在体内迅速成瘤[７ꎬ２４￣２５]ꎮ 因此ꎬ本研究在

ＧＢＭ 代表性的肿瘤模型 ＧＳＣｓ 中进一步验证了

ＭＦＡＰ３ 的表达ꎬ发现 ３ 种 ＭＥＳ ＧＳＣｓ 中 ＭＦＡＰ３ 蛋

白水平均高于 ＰＮ ＧＳＣꎬ这表明 ＭＦＡＰ３ 在 ＭＥＳ 亚

型 ＧＳＣｓ 中高表达ꎬ提示 ＭＦＡＰ３ 可能在 ＧＳＣｓ 的

ＭＥＳ 表型转化中发挥作用ꎮ
ＧＳＣｓ 可以在体外通过神经球形成试验和对

称 /不对称分裂研究中的分子标记物 (如 ＳＯＸ２、
ＮＡＮＯＧ、ＣＤ１５、ＣＤ１３３)的表达来测量[７]ꎮ 目前普

遍认为ꎬＧＳＣｓ 共有的标志物是 ＣＤ１３３ꎬ而间充质型

ＧＳＣｓ 特有的标志物是 ＣＤ４４ 和 ＹＫＬ４０[２６￣２７]ꎮ 由于

ＰＮ￣ＭＥＳ 亚型的转变被认为是 ＧＢＭ/ ＧＳＣｓ 复发和

对多种疗法耐药的标志ꎬ因此介导 ＰＭＴ 的机制引起

了广泛研究和关注ꎬＧａｏ 等[９]研究认为ꎬ肌动蛋白相

关蛋白 ２ / ３ 复合物亚单位 １Ｂ 可以通过抑制 Ｅ３ 泛

素蛋白连接酶 ＴＲＩＭ２１ 介导的干扰素 γ 诱导蛋白

１６ 和 ＥＬＡＶ 样 ＲＮＡ 结合蛋白 １ 降解来促进 ＰＭＴ
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和放疗耐药性ꎻＮａｒａｙａｎａｎ 等[２８] 发现ꎬＡｃｈａｅｔｅ￣Ｓｃｕｔｅ
家族 ＢＨＬＨ 转录因子 １ 通过诱导神经胶质到神经

元谱系转换来促进 ＣＳＣｓ 中 ＰＮ 表型的获得ꎬ并通过

直接下调 Ｎ￣Ｍｙｃ 下游调节基因 １ 的表达来抑制

ＭＥＳ 特征ꎻＭｉｎａｔａ 等[２９]研究结果表明ꎬ在暴露于电

离辐射时ꎬ富集在 ＰＮ 基因标记中的 ＧＳＣｓ 通过

Ｃ / ＥＢＰβ转化为富含 ＭＥＳ 基因标记的 ＧＳＣｓꎮ 本研

究选 择 两 种 ＭＥＳ ＧＳＣｓꎬ 用 ｓｉＲＮＡ 瞬 时 敲 减

ＭＦＡＰ３ꎬ发现随着 ＭＦＡＰ３ ｍＲＮＡ 和蛋白水平的下

降ꎬＭＥＳ ＧＳＣｓ 的肿瘤球直径和成球百分比均下降ꎬ
ＭＥＳ 标志物 ＣＤ４４、ＹＫＬ４０ 蛋白水平也随之下降ꎬ
而在 ＰＮ ＧＳＣ 用质粒过表达 ＭＦＡＰ３ 后ꎬ成球能力

增加ꎬ且间充质标志物表达增加ꎮ 以上结果表明ꎬ干
扰 ＭＦＡＰ３ 表达可以影响 ＧＳＣｓ 的自我更新能力和

恶性表型ꎬ并且与 ＧＢＭ 患者预后密切相关ꎬ预示着

ＭＦＡＰ３ 有望成为 ＰＭＴ 的潜在靶点ꎮ 然而ꎬＭＦＡＰ３
影响 ＧＳＣｓ 恶性表型的机制尚不明确ꎮ 在接下来的

研究中ꎬ我们将进一步探索 ＭＦＡＰ３ 的上游调控因

子、下游信号通路以及在表型转化中的具体调控机

制ꎬ并在动物实验中探讨 ＭＦＡＰ３ 基因表达对 ＧＢＭ
的影响ꎮ

综上所述ꎬ本研究通过生物信息学数据库分析

发现 ＭＦＡＰ３ 在 ＭＥＳ 亚型 ＧＢＭ/ ＧＳＣｓ 高表达ꎬ其
高表达与患者预后不良呈正相关ꎮ 进一步通过体外

功能实验证实 ＭＦＡＰ３ 可以促进 ＧＳＣｓ 的 ＭＥＳ 表型

转化和自我更新等恶性生物学行为ꎮ 本研究为

ＭＦＡＰ３ 在 ＧＢＭ 的发生、恶性进展中的重要性提供

了理论依据ꎬ提示 ＭＦＡＰ３ 有成为新的临床诊断和

表型转化靶点的潜力ꎮ
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