
书书书

!论
!!

著!

!"#$

表达位置改变对胶质瘤细胞能量合成"细胞内
%

&

值及凋亡的影响

王晓澍$

!唐文渊$

!游
!

潮'

"

$(

重庆医科大学附属第一医院神经外科
!

)***$+

#

'(

四川大学华西医院神经外科!成都
+$**)$

$

!!

摘
!

要#目的
!

研究体外培养
,'-$

细胞单羧酸转运蛋白
.$

"

!"#$

$被
"/$)0

%

&12$34

基因工程单克隆抗体改变表达位置

后其乳酸外流障碍对细胞能量合成&细胞内
%

&

值"

%

&5

$和凋亡的影响'方法
!

分别以低&高剂量的
"/$)0

%

&12$34

单抗封闭体

外培养
,'-$

细胞表面
"/$)0

分子!并设立对照组'免疫荧光法检测各组细胞膜上
!"#$

表达分布改变!分光光度计检测各组

细胞内乳酸含量!生物发光法检测细胞内腺嘌呤核苷三磷酸"

1#6

$含量!连续比色法检测细胞内磷酸果糖激酶"

678

$活性!

'9

!

09.

二"羧乙基$

.-

"

+

$

.

羧基荧光黄"

:";"7.1!

$荧光探针法检测各组
%

&5

!流式细胞仪检测各组细胞凋亡率'结果
!

"/$)0

%

&12$34

单抗作用下!

!"#$

表达位置由胞膜有效表达转为胞质无效表达且细胞内乳酸浓度增高#细胞内
1#6

含量下降(对照

组"

*(3<$=*(*<+

$

>$*

?3

@@AB

%

C

!低剂量组"

*(-D'=*(*)0

$

>$*

?3

@@AB

%

C

!高剂量组"

*(<<'=*(*)'

$

>$*

?3

@@AB

%

C

!

!

"

*(*$

)#细胞
678

活性下降(对照组"

*(3--=*(*0+

$

@@AB

*

@5E

?$

*

C

?$

!低剂量组"

*(+*'=*(*-0

$

@@AB

*

@5E

?$

*

C

?$

!高剂量组

"

*(<3'=*(*)D

$

@@AB

*

@5E

?$

*

C

?$

!

!

"

*(*$

)#

%

&5

下降"对照组
0('0=*(*<

!低剂量组
+(00=*(*)

!高剂量组
+(<$=*(*'

!

!

"

*(*$

$#细胞凋亡率增加(对照组"

3()-=$('+

$

F

!低剂量组"

$+(30=<('+

$

F

!高剂量组"

'3(D'=<(*$

$

F

!

!

"

*(*$

)'结论
!

通过

改变
!"#$

的表达位置!可有效抑制细胞糖酵解乳酸清除&降低糖酵解能量合成!酸化细胞内环境!促进肿瘤凋亡'

关键词#单羧酸转运蛋白
.$

#糖酵解#细胞内
%

&

值#细胞凋亡

GA5

!

$*(<D+D

"

H

(5IIE($+0$.3<)3('*$'($*(**$

文献标识码#

1

文章编号#

$+0$.3<)3

"

'*$'

$

$*.*D<0.*<

!""#$%&'"()*$#+

,

-#&&.'/%-0/&1'$0%.'/'/#/#-

23

&

3

/%4#&.&

#

,

5.

#

0/60

,

'

,

%'&.&'"4780/

2

1.'80$#11&./9.%-'

"#$

%

&'#()*+

$

#

,#$

%

"-$

.

+#$

$

#

/(+0*#(

'

$

$12-

3

#456-$5(

7

8-+4()+4

%

-4

.

#

9'4)5:

77

';'#5-<=()

3

'5#;(

7

0*($

%>

'$

%

?-<'@#;A$'B-4)'5

.

#

0*($

%>

'$

%

)***$+

#

0*'$#

%

'12-

3

#456-$5(

7

8-+4()+4

%

-4

.

#

"-)50*'$#=()

3

'5#;(

7

C'@*+#$A$'B-4)'5

.

#

0*-$

%

<+

#

C'@*+#$+$**)$

#

0*'$#

&

:;&%-0$%

!

<;

=

#$%.9#

!

#AJK

%

BALJMNJJOOJPMIAOG5IMQL2REPJAOBRPM5PRP5GJOOBQK

#

APPQLLJG2

S

@AEAPRL2AK

S

BRMJMLREI

%

ALMJL.$

$

!"#$

&

MLREIBAPRM5AEAEQ'-$PJBBI5ET5MLA5EGQPJG2

S

"/$)0

"

&12$34

U

JEJM5PJE

U

5EJJL5E

U

@AEAPBAERBREM52AG

S

#

AEJEJL

US

I

S

E.

MNJI5I

#

%

&5REGR

%

A

%

MAI5IAOMQ@ALPJBBI((#%4'6&

!

CAVREGN5

U

NGAIJAO"/$)0

"

&12$34 @AEAPBAERBR5M52AG

S

VJLJR

%%

B5JGMA

,'-$PJBB5ET5MLAV5MNPAEMLAB

U

LAQ

%

IJM(#NJMLREIBAPRM5AEAO!"#$JK

%

LJII5AEVRIGJ@AEIMLRMJG2

S

5@@QEAOBQALJIPJEPJIMR5E5E

U

(

WEMLRPJBBQBRLBRPMRMJPAEMJEMVRIGJMJPMJG2

S

I

%

JPMLA

%

NAMA@JMJL

#

REG1#6PAEMJEMVRI@JRIQLJG2

S

25ABQ@5EJIPJEPJ@JMNAG(6NAI.

%

NAOLQPMAX5ERIJ

$

678

&

RPM5T5M

S

VRIPNJPXJG2

S

PAEM5EQAQIPABAL5@JML

S

(

%

&5VRILJPALGJG2

S

:";"7.1!OBQALJIPJEPJ

%

LA2J

#

REG

R

%

A

%

MA

%

I5ILRMJVRIGJMJPMJG2

S

OBAVP

S

MA@JMJL(>#&71%&

!

WEMJLOJLJG2

S

@AEAPBAERBR5M52AG

S

#

MNJJK

%

LJII5AEAO!"#$VRIMLREIBAPR.

MJGOLA@PJBB@J@2LREJMAP

S

MA

%

BRI@R

#

5EMLRPJBBQBRLBRPMRMJPAEMJEMI5

U

E5O5PREMB

S

5EPLJRIJG

#

REG1#6PAEMJEMA2T5AQIB

S

GJPLJRIJG

'

PAEMLAB

U

LAQ

%

!$

*(3<$=*(*<+

&

>$*

?3

@@AB

"

C

#

BAVGAIJ

U

LAQ

%

!$

*(-D'=*(*)0

&

>$*

?3

@@AB

"

C

#

N5

U

NGAIJ

U

LAQ

%

!$

*(<<'=

*(*)'

&

>$*

?3

@@AB

"

C

#

!

"

*(*$

(

(678RPM5T5M

S

GJPLJRIJG

'

PAEMLAB

U

LAQ

%

!$

*(3--=*(*0+

&

@@AB

)

@5E

?$

)

C

?$

#

BAVGAIJ

U

LAQ

%

!

$

*(+*'=*(*-0

&

@@AB

)

@5E

?$

)

C

?$

#

N5

U

NGAIJ

U

LAQ

%

!$

*(<3'=*(*)D

&

@@AB

)

@5E

?$

)

C

?$

#

!

"

*(*$

(

(#NJG5OOJLJEPJAO

%

&5VRI

I5

U

E5O5PREMR@AE

U

<

U

LAQ

%

I

'

PAEMLAB

U

LAQ

%

!$

0('0=*(*<

&#

BAVGAIJ

U

LAQ

%

!$

+(00=*(*)

&#

N5

U

NGAIJ

U

LAQ

%

!$

+(<$=*(*'

&#

!

"

*(*$

(

(1

%

A

%

MAI5ILRMJ5EPLJRIJG

'

PAEMLAB

U

LAQ

%

!$

3()-=$('+

&

F

#

BAVGAIJ

U

LAQ

%

!$

$+(30=<('+

&

F

#

N5

U

NGAIJ

U

LAQ

%

!$

'3(D'=

<(*$

&#

!

"

*(*$

(

()'/$17&.'/

!

#NJMLREIBAPRM5AEAO!"#$JK

%

LJII5AEPREJOOJPM5TJB

S

LJIMLR5EMNJPBJRLREPJAO5EMLRPJBBQBRLBRPMRMJ

U

JEJLRMJG2

SU

B

S

PAB

S

I5I

#

LJGQPJ1#6AQM

%

QM

#

RP5GRMJPJBB@5PLAJET5LAE@JEM

#

REG

%

LA@AMJPJBBR

%

A

%

MAI5I(

?#

3

@'-6&

!

@AEAPRL2AK

S

BRMJMLREI

%

ALMJL.$

%

U

B

S

PAB

S

I5I

%

%

&5

%

R

%

A

%

MA

%

I5I

!!

单羧酸转运蛋白
.$

$

@AEAPRL2AK

S

BRMJMLREI

%

ALMJL.$

#

!"#$

&

是细胞糖酵解乳酸代谢的关键细胞膜转运蛋白#它在细胞表面

抗原
"/$)0

的引导结合下得以正确表达并行使转运功能*两

者在多种肿瘤细胞均有高表达#在实验的前期研究中初步观察

到
!"#$

表达位置改变可引起胶质瘤细胞生长曲线的变

化'

$

(

#本研究拟对上述变化的具体机制作进一步研究*

A

!

材料与方法

A(A

!

材料+试剂与仪器
!

人脑胶质母细胞瘤细胞株
,'-$

#由

重庆医科大学超声研究所细胞实验室提供#常规复苏+传代和

培养*

"/$)0

"

&12$34

基因工程单克隆抗体由第四军医大学

细胞工程中心惠赠#

'9

#

09.

二$羧乙基&

.-

$

+

&

.

羧基荧光黄

$

:";"7.1!

&

%

&

荧光探针$

1

%%

B5"NJ@

公司&#

1EEJK5ET

"

65

凋亡检测试剂盒$

:/

公司&#腺嘌呤核苷三磷酸$

1#6

&检测试

剂盒$

Y5

U

@R

公司&#磷酸果糖激酶活性定量检测试剂盒

$

4JE!JG

公司&#

!"#$

一抗$

Y1Z#1

公司&#异硫氰酸荧光素

$

7W#"

&免疫荧光二抗和人源普通
W

U

4

$中山公司&#乳酸检测试

剂盒$南京建成生物工程研究所&#国产
0''

型分光光度计#奥

林巴斯
"8)*

相差显微镜和尼康
"W.YW

荧光共聚焦显微镜#

C:D-*0

弱光仪$

:JLMNABG

公司&#

71"Y"RB52QL

流式细胞仪

$

:/

公司&*

A(B

!

方法

A(B(A

!

细胞培养
!

,'-$

细胞分为对照组+低剂量组和高剂

量组#每组
+

个
)

孔培养板#放入细胞爬片*对照组每孔加入

浓度为
$*@

U

"

C

的人源普通
W

U

4*(-@C

%低剂量组加入浓度
-

0<D

重庆医学
'*$'

年
)

月第
)$

卷第
$*

期



@

U

"

C

的
"/$)0

"

&12$34

单抗
*(-@C

%高剂量组加入浓度
$*

@

U

"

C

的单抗
*(-@C

*恒温细胞孵箱培养#第
<

天更换培养液

和同剂量抗体#第
+

天取出爬片#收获细胞行下列检测*

A(B(B

!

免疫荧光染色
!

爬片以
!"#$

一抗$

$[$**

&和
7W#"

荧光二抗$

$[$**

&行免疫荧光染色*

<*F

甘油封片#荧光显微

镜观察#

)**

倍镜下每张爬片随机计数
<**

个细胞#记录其中

呈相应表达位置的细胞个数#并计算出各组平均值行统计

分析*

A(B(C

!

细胞内乳酸含量测定
!

收获细胞#离心#细胞沉淀加入

低渗盐溶液#细胞浓度
$>$*

+

"

@C

#室温静置
$N

#超声波振荡

-@5E

进一步破膜#离心#保留上清#以分光光度计检测
-<*E@

处光密度值#代入乳酸标准方程中得出各样本乳酸浓度行统计

分析*乳酸标准方程
/\*(*'-&]*(*-3

$

$\3

#

4\*(DD3

#

!

"

*(*-

&*

A(B(D

!

细胞内
1#6

含量测定
!

收获细胞#调整细胞浓度
$>

$*

3

"

@C

#加入
1#6

检测试剂盒内裂解液#室温震荡
-@5E

#离

心取上清#加入
1#6

荧光素酶检测工作液#室温静置
-@5E

#弱

光仪检测发光值#代入
1#6

标准方程得出各样本
1#6

浓度行

统计学分析*

1#6

标准方程
/\0(*'-&]*(0'+

$

$\3

#

4\

*(DD+

#

!

"

*(*-

&*

A(B(E

!

细胞内磷酸果糖激酶$

678

&活性测定
!

收获细胞#调

整细胞浓度
$>$*

3

"

@C

#加入试剂盒内裂解液#室温震荡
$

@5E

#离心取上清#加入缓冲液#室温孵育
'@5E

#加入底色液和

反应液#分光光度计检测
<)*E@

处光密度值#参照背景对照计

算酶活性行统计分析*

A(B(F

!

细胞内
%

&

值$

%

&5

&测定
!

收获细胞#磷酸盐缓冲液

$

6:Y

&洗
'

次#加入以二甲基亚砜$

/!Ŷ
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@@AB

"

C

#低剂量组$

+(00=*(*)

&

@@AB

"

C

#高剂量组

$

+(<$=*(*'

&

@@AB

"

C

*

<

组
%

&5

差异有统计学意义$

!

"

*(*$

&*

%

&5

与细胞内乳酸浓度呈负相关$

4\?*(3$$

#

!

"

*(*-

&*

B(F

!

细胞凋亡率变化
!

低+高剂量组出现不同程度的细胞凋

亡率增高*

<

组凋亡率分别为对照组$

3()-=$('+

&

F

#低剂量

组$

$+(30=<('+

&

F

#高剂量组$

'3(D'=<(*$

&

F

*

<

组凋亡率

差异有统计学意义$

!

"

*(*$

&*见图
'

*

!!

1

!对照组%

:

!低剂量组%

"

!高剂量组*

图
'

!!

流式细胞仪检测细胞凋亡情况$右下象限

示凋亡细胞群&

C

!

讨
!!

论

胶质瘤细胞存在明显
cRL2QL

U

效应#即使在有氧环境下#

其主要供能仍依赖糖酵解#并在细胞内产生大量代谢终产物乳

酸*单羧酸转运蛋白$

!"#

&是乳酸跨细胞膜转运的主要通

道#帮助细胞及时清除细胞内过多乳酸*

!"#$

已证实在多种

肿瘤表达上调#其表达强度和功能状态直接反映细胞糖酵解代

谢活性和恶性程度#影响肿瘤预后和耐药'

'.<

(

#故本实验将其作

为肿瘤代谢性治疗靶点进行研究*本研究干预目标是与

!"#$

表达和功能密切相关的细胞表面抗原
"/$)0

*

!"#$

必须与
"/$)0

结合形成复合体后方能在细胞膜正确表达#两

者表达位置和强度有高度一致性'

)

(

#单独的
!"#$

只能在胞

质内无效表达而失去功能'

-

(

*

"/$)0

"

&12$34

单克隆抗体作

用于
"/$)0

穿膜区袢状结构域阻止其与
!"#$

形成复合

体'

+

(

#在低+高剂量组中可见
!"#$

表达位置由胞膜表达转为

胞质表达#证实该干预作用确切*

前期研究中#初步观察到随着
!"#$

有效表达的减少#胶

质瘤细胞生长曲线低平#其生长速度和生长密度均有明显下

降'

$

(

#本研究从细胞能量合成+细胞内
%

&

值+细胞凋亡方面对

3<D
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其具体机制作了深入研究探讨*胶质瘤细胞内旺盛的糖酵解

在迅速为细胞提供
1#6

的同时产生大量以乳酸为主的代谢终

产物#为降低细胞内乳酸负荷#乳酸穿梭机制启动以恢复细胞

内乳酸稳态#即!部分细胞内乳酸进入线粒体内作为氧化底物

重新利用$细胞内穿梭&#另一部分乳酸通过细胞膜排出至细胞

外环境$细胞间穿梭&#而
"/$)0.!"#$

复合体正是乳酸跨线

粒体膜和跨细胞膜转运的最主要通道'

0.3

(

#乳酸的再利用和外

流均需依赖其得以实现*本研究中由于单抗已阻断
"/$)0.

!"#$

复合体的形成#上述两种穿梭机制#尤其是细胞间穿梭

机制失去调节机能#随着乳酸再利用和外流的减弱#低+高剂量

组细胞内出现乳酸清除障碍*化学反应持续正向进行的必要

条件是其产物的稳定清除#细胞内乳酸降低有利于细胞能量合

成'

D

(

#而乳酸增多则负反馈影响糖酵解效率#使糖酵解关键酶

活性降低且反应动力学参数下降'

$*

(

*糖酵解是肿瘤细胞

1#6

合成主要来源#本研究发现低+高剂量组细胞内
1#6

含

量明显下降#相对对照组细胞#高剂量组
1#6

下降程度已达

+*F

以上%磷酸果糖激酶是糖酵解最主要限速酶#其活性由乳

酸+

&

]

+

1#6

+

1/6

等物质综合调节#本研究中细胞内
1#6

含

量下降虽在一定程度上可提高
678

活性#但过多的乳酸堆积

和细胞内酸化的抑制作用仍占了主导地位#故低+高剂量组

678

活性明显下降*以上结果证实干预组细胞内糖酵解活性

明显减弱#能量合成严重受阻*

乳酸是细胞内主要有机酸#细胞内乳酸负荷增加的另一个

直接后果是细胞内环境的酸化#而
%

&5

是反映这一变化的准

确量化指标*每一种细胞在特定状态下均有其最适
%

&5

范

围#该范围的维持是细胞内所有理化反应+离子稳态及细胞器

超微结构维持的必要保证*

%

&5

降低可增加核酸内切酶活性

致核小体间
/Z1

断裂+限制肿瘤细胞原癌基因的激活+增强

肿瘤对多种理化因素和化疗药物的易感性等#从而增加细胞凋

亡%而碱化细胞内环境可获得对细胞凋亡的拮抗作用'

$$.$'

(

*

已有研究发现!处于典型生长外环境的肿瘤细胞在
%

&5

降低

后
)3N

内即可出现生长活力下降'

$<

(

#当
%

&5

下降在
*()0

#

*(03

时#细胞内可出现活性氧增多和钙超负荷#导致细胞水

肿'

$)

(

*虽然
%

&5

降低时
!"#$

的表达和功能可适应性上调

以增加乳酸清除'

$-

(

#但在本研究中#

!"#$

有效表达已被阻

断#上调的
!"#$

无法进入正确胞膜表达位点#故此调节机制

失效*在低+高剂量组中
%

&5

明显降低且与细胞内乳酸堆积

程度呈负相关#提示其下降确由乳酸负荷引起#而下降程度已

达到甚至超过上述研究*在细胞能量合成障碍和酸碱平衡紊

乱两方面因素共同作用下#低+高剂量组细胞凋亡率明显增加

且具有单抗剂量依赖性#尤其高级别组凋亡率较对照组增加已

达
<()

倍#对肿瘤细胞具有较明显抑瘤作用*

综上所述#针对肿瘤代谢特点的治疗性研究是当前新的思

路#

!"#$

表达位置改变可增加胶质瘤细胞内乳酸负荷#从而

在肿瘤糖酵解能量代谢+内环境维持+细胞凋亡等机制对体外

培养胶质瘤细胞产生抑制作用#值得进一步深入探讨和应用*
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