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提    要 
目前对脑胶质瘤多采用手术切除、放疗和化疗等综合治疗，由于胶质

瘤的侵袭生长、手术难以全切，而多数恶性胶质瘤细胞对放疗及化疗的抗

性，使临床治疗罕有疗效，近 40 年来，治疗上无根本突破，积极开拓胶质

瘤治疗的新策略是当前迫切需要研究的课题。随着近年对胶质瘤分子病理

机制的认识不断深入，胶质瘤基因治疗正成为研究热点。 

RNAi 技术体系的建立，为人类基因功能研究和疾病基因治疗开辟了一

个革命性的新领域，人们对 RNAi 技术应用于恶性肿瘤的治疗给予厚望。 

Wnt 信号通路控制多种细胞的命运，参与细胞的增殖、分化、凋亡等

基本过程，在正常组织发育以及肿瘤形成中都起着非常重要的作用。wnt

信号系统的激活与各级别脑胶质瘤密切相关。pygopus 基因是近年新发现的

wnt 信号系统中重要功能蛋白，对 wnt 信号的激活具有直接调控作用。已有

的研究结果表明 pygopus 与多种恶性肿瘤发生密切相关，我们通过免疫组

化、荧光 PCR 技术、Western blot 等方法发现 pygopus 基因在脑胶质瘤中具

有高表达，并随肿瘤级别增加而表达增高。 

因此，我们构建了 pygopus 过表达质粒和 RNA 干扰质粒，采用基因过

表达技术和 RNAi 技术，分别在胶质瘤细胞中过表达 pygopus 基因或敲除

pygopus 表达，通过测定细胞生长曲线，平板克隆形成实验，流式细胞术测

定细胞周期等对肿瘤细胞的恶性生物学行为变化进行考察，评价 pygo2 表

达上调或下调对肿瘤细胞恶性表型的影响，以明确 pygopus 在脑胶质瘤恶

性改变中的作用，阐明 RNA 干扰 pygopus 表达对胶质瘤的治疗价值， 后，

通过体内实验来进一步研究 pygopus 在胶质瘤形成以及 Wnt 信号中的作用，

明确 RNA 干扰治疗的体内实验效果。 

通过以上实验明确了 pygopus 是 wnt 信号的下游重要功能蛋白，不依

赖 β-catenin 来调控 wnt 信号下游靶基因的转录激活，pygo2siRNA 抑制肿瘤

细胞增殖的作用可能是通过降低 wnt 信号靶基因 cyclinD1 表达实现的，这

些结论对于胶质瘤生物基因治疗的基因靶向策略具有重要意义，同时也为

胶质瘤的基因治疗以及新药的研发提供新的理论依据。   
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英文缩写词表 

英文缩写 英文全称 中文全称 

Pygo2 Pygopus2 ———— 

RNAi RNA Interference RNA 干扰 

RISC RNA-Inducing Silence Complex RNA 诱导沉默复合体 

SABC StreptAvidin-Biotin-enzyme Complex 链酶亲和素-生物素-酶复合物 

lRS Immunoreactivity Score 免疫反应评分 

RealtimePCR Realtime Polymerase Chain Reation 实时荧光 PCR 

CT Cycle Time 起始循环数 

Wnt Wingless/ int-1 无翅基因/小鼠乳腺癌基因

IHC Immunohistochemistry 免疫组化 

MTT Methyl Thiazolyl Tetrazolium 噻唑兰 

Western Western Blotting 免疫印迹 

ECL Enhanced Chemical Luminescent 增强化学发光底物 

HRP Horse Radish Peroxidase 辣根过氧化物酶 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium DMEM 培养基 

PI Proliferation Index 增殖指数 

FCM Flowcytometry 流式细胞术 

MRI Magnetic Resonance Imaging 核磁共振成像 厦
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                   综     述 

RNA 干扰在脑胶质瘤领域研究进展 

从 2000 年起，Science 杂志已经连续 3 年将 RNA 方面的研究进展列入

当年世界十大科技突破。RNAi 技术体系的建立，为人类基因功能研究和疾

病基因治疗开辟了一个革命性的新领域。因此，人们对 RNAi 技术应用于恶

性肿瘤的治疗给予厚望。脑胶质瘤是高度侵袭并具挑战性的中枢神经系统

肿瘤，目前的综合治疗效果有限，因此急需一种全新的治疗方法。无疑，

RNA 干扰治疗是目前的 佳选择。 

1.RNA 干扰技术简介 

RNA 干扰的机制 

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）指体外人工合成的或体内的双链

RNA（dsRNA）在细胞内特异性的将与之同源的 mRNA 降解成 21nt～23nt 的

小片段，使相应的基因沉默。由于 RNAi 作用于 RNA 水平，故又称转录后基

因沉默（PTGS）
[1,2,3]

。目前，遗传学和生物化学的研究成果向我们揭示了

RNAi 的机制，但其具体细节仍需进一步研究。根据对线虫、果蝇和拟南芥

的研究结果，提出了一种模型
[4，5，6]

。由 RNA 病毒入侵，转座子转录，基因

组中反向重复序列转录等所产生的 dsRNA 分子在细胞内被特定的的蛋白复

合物识别，启动相关蛋白结合到 dsRNA 分子上，其中 RdRP(RNA dependent 

RNA Polymerase)对 dsRNA 进行复制，产生足够数量的 dsRNA，随后或同时，

Dicer
[7]
核酸酶（RNase III 核糖核酸酶家族成员）或 Dicer 核酸酶同源物

将 dsRNA 剪切成 21～23nt siRNA，3′端带有 2 个碱基突出的粘性末端，5

′为磷酸基团，这一结构对于 siRNA 行使其功能是至关重要的。剪切位点

是特异性的，一般在 U 处。然后，RNAi 特异性的核酸外切酶，核酸内切酶

（RNase III 同源物），解旋酶，辅助识别同源序列蛋白和其它一些蛋白与

siRNA 结合成 RNA 诱导沉默复合体——RISC（RNA-inducing silence 

complex）识别目标 mRNA，其中的反义链与目标 mRNA 结合，而正义链则被

置换出来。继而，RISC 复合物中的 RNase III（可能是 Dicer）在目标 mRNA

与 siRNA 结合区域的中间将之切断。这样的过程多次发生后，一个完整的

mRNA 就被降解成多个 21～23nt 的小片段，从而导致相应的基因表达沉默。

人工合成的 siRNA 在果蝇、线虫和哺乳动物细胞中也可诱导特异的基因沉

默。这表明 dsRNA 的加工过程和随后目的 mRNA 降解过程是可以分离的。

siRNA 3′端各有两个 2nt 碱基突出的黏性末端（这一结构特征也证明了

siRNA 是由 RNase III 产生的）,这种结构对于 siRNA 的引发是必需的。体

外、体内实验均表明平端的 siRNA 使 RNAi 作用大为减弱。这可能是由于黏

性末端存在时，单链结合蛋白与之结合，避免了加工 dsRNA 的因子与之结
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合。 

RNA 干扰的生物学意义 

RNAi 是生物普遍存在的 RNA 水平上调控基因表达的机制，其 核心的

生物学意义在于监控异常的或者外源的遗传物质在机体内的水平，是一种

原始的基因组对抗外来基因表达的保护机制[8,9,10]，同时 RNAi 也具有调

控基因表达的作用。RNAi 的生物学意义包括很多方面，如防御病毒感染、

维持基因组中转座子的稳定、清除异常的 RNA、参与基因表达调控等，这些

都表明 RNAi 在生物体中起基因调控的作用。 

RNA 干涉的应用 

RNAi提供了一种特异性抑制功能基因的简便方法，通过特异性的siRNA

导入细胞或构建载体等方法，能产生类似基因敲除的效果，得以研究靶基

因的功能。与传统的基因敲除和反义核酸技术相比更加简单高效，是目前

研究基因功能的重要工具之一。Fraser
[11]
等用此技术对线虫 2 号染色体上

的基因表型进行研究，使已知表型基因数从原来的 70 个增加到 347 个。

Novina
[12]
等通过导入特异 siRNA，干扰 TCD4

+
的 CD4 分子的表达，阻止了 HIV

病毒的感染。在肿瘤治疗方面，Wilda
[13]
等针对 Bcr/Abl 基因的融合点设计

了特异的 siRNA，沉默该融合基因，使无限制生长的肿瘤细胞凋亡。 

RNAi 的发现改变了人们对细胞基因调控的传统理解，提供了特异性阻

断基因表达、评价基因功能的新策略，并以其高效、特异、省时和操作简

单的优势在肿瘤研究领域占有一席之地，成为肿瘤研究中不可缺少的分子

生物学工具。 

2.RNA 干扰在胶质瘤领域的应用 

自从 1999 年在人类乳腺癌细胞中第一次成功进行 RNAi 报道以来 
[14]
，

一些肿瘤研究机构已经将肿瘤治疗靶点定位于和代谢、信号转导、细胞周

期等相关的基因，并取得巨大成功。今天，可以查到有关胶质瘤 RNAi 治疗

的文献将近 50 篇。可以理解的是大多数研究是针对细胞黏附、迁移、侵袭

性等方面进行相关研究，另有一部分是和凋亡有关的通路以及和 EGFR 相关

的信号转导方面。在另一些研究领域中，胶质瘤代谢、肿瘤抑制因子/原癌

基因、低氧效应、放射免疫标靶、生物活性脂诱导的信号、Akt/PκB/PKC

通路等，都有被作为 RNAi 靶点进行研究。以下将分别做一综述。 

细胞黏附与侵袭 
受体酪氨酸磷酸化酶 ξ 是胶质瘤 RNAi 体外研究中第一个靶点[15]。同时几个研

究小组通过下调基质金属蛋白酶和他们相关的蛋白、通路 [16] [17]，来抑制胶质瘤侵

袭和迁移。其他被用做 RNAi 的是和肿瘤迁移相关的蛋白 MSAP [18]、酪氨酸激酶

PyK2[19]、Rho家族中小GTP酶Rac1和Rac3[20]、Eph受体酪氨酸激酶[21]、CD155[22],
（即脊髓灰质炎病毒受体蛋白）、FPR（formyl peptide receptor，甲酰多肽受体蛋白，

这是在胶质瘤中表达并介导迁移和增繁能力的另一个 G 偶联蛋白）、血管生成因子
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/VEGF 以及 G 蛋白偶联受体 CxcR4[23] （通过敲低热休克同源蛋白 73（Hsc73）来抑

制其活性）。 
Bcl-2 蛋白家族等凋亡相关蛋白 

该家族成员的作用是促进凋亡或抗凋亡，因此，在线粒体介导的凋亡过程中起重

要作用。研究小组直接沉默转录蛋白或以转录下游效应蛋白来抑制凋亡通路，第一个

被沉默的靶点是 P32[24],其为线粒体通道形成蛋白，当沉默之后，其通过其上游的凋

亡诱导因子 HrK 的作用而促进凋亡。另一个研究是以 XIAP（chromosome-like inhibitor 
of apoptosis，染色体样凋亡抑制因子）为靶点的，，其为凋亡抑制家族的一员，通过对

其进行 RNA 干扰，降低了胶质瘤对化疗药物神经酰胺(CERAMIDE)的抗性[25]。还有

以 Bcl2 家族相关凋亡通路作为 RNA 干扰高效靶点的有 Bcl-XL、Bcl-W、Apaf-1 和

Caspase3[26] [27]。这些蛋白的下调导致胶质瘤 Erucyl 磷酸胆碱的化疗敏感性增加，

能够诱导化疗耐药细胞系的凋亡[28]。同样，FAS 相关磷酸化酶（FAP-1）作为靶点，

通过 RANi 增强了胶质瘤中 Fas 配体介导的细胞凋亡，加强了胶质瘤对凋亡的敏感性

[29]。还有 PI3/Akt 通路作为 RNAi 靶点，促进了缺氧状态下神经母细胞瘤的凋亡[30]。
这是通过缺氧和再供氧条件下进行实验的。另一个与胶质瘤凋亡有关通路的靶点是

Jak-Stat 通路中的 Stat3 蛋白[31]。 
   另一些在胶质瘤细胞体外或活体研究中具有重要作用的基因是Notch家族蛋白和其

配体，他们在细胞增殖和凋亡分化中起重要作用。在体外细胞水平，预先敲低Notch-1
后，其配体蛋白Delta-like-1及Jagged-1能够增强凋亡、降低增殖，并延长了小鼠原位移

植瘤模型的生存期[32]。 
EGF 受体为靶点 

EGFR 在脑胶质瘤中高表达，长期以来被认为是是在增殖和恶性表型中起重要作用

的基因，因此它是胶质瘤 RNAi 治疗的热门靶点。更有趣的是它是 RNA 干扰在体内

敲低的第一个靶点[33]。Pardridge 和同事们通过制作脑胶质瘤原位移植瘤模型，静脉

输注含有靶向 EGFR 的 shRNA 表达载体的免疫脂质体。将脂质体标定在移植瘤上，

使用两个单克隆抗体配体。一个针对转铁蛋白受体蛋白，另一个针对胰岛素受体蛋白。

当前者将脂质体锚定在血脑屏障上，后者将脂质体锚定在脑肿瘤细胞中。 
    其他的体外方法包括病毒介导的 EGFR 敲低，靶点为在胶质瘤中常见的 EGFR 的

突变异构体 EGFRvIII。该实验敲掉了 EGFR 的表达，导致 Akt 表达降低[34]，因此，

促进了靶细胞的凋亡以及细胞周期的 G2M 期阻滞。因此特异性敲除 EGFR 的突变异

构体在未来胶质瘤治疗策略中是可行的方法。 
肿瘤抑制因子，原癌基因和放射损毁  

P53 是促进细胞周期阻滞、细胞凋亡的肿瘤抑制因子，在表达野生型 P53 基因的

胶质瘤中通过逆转录病毒表达 SiRNA，然后进行 γ射线放射治疗，用来研究 γ射线诱

导细胞凋亡的方式[35]。另一研究通过成纤维细胞生长因子（RFT，regulatror of 
fibroblast growth factor-2）来对其 G1/S 细胞周期阻滞作用进行研究，将其过表达后，

能够诱导表达野生型 p53 基因胶质瘤的细胞凋亡，而通过 RNAi 诱导的 P53 敲除可以

抑制细胞凋亡，说明 RFT 与 p53 通路能够共同促进细胞凋亡。 

厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库



厦门大学博士后研究报告 

4 

在另一个与放射诱导 DAN 损伤实验相似的研究中[36]，分别检测了 DNA 依赖

的蛋白激酶催化亚单位（DNA-PKcs）和毛细血管异常扩张症蛋白（ATM，ataxia 
telangiectasia mutated）表达，两者对于双链 DNA 断裂和细胞周期阻滞起关键作用。

RNAi 敲低 DNA-PKcs 表达后，同时检测 ATM 的表达变化，明确了 ATM 依赖的 DNA
损伤修复反应通路与 DNA-PKcs 通路的交叉作用[37]。 

另一独立研究显示：在真核髓母细胞瘤细胞系中，有STX2基因（orthodenticle，
Drosophila，Homolog of2.，a homeobox gene，同源框基因）的高表达，约扩增10倍，

作者认为在这些肿瘤中STX2可以被认为是原癌基因，因此对其进行RNAi后，显示髓

母细胞瘤细胞系的生长受到抑制[38]。针对胶质瘤中另一原癌基因垂体瘤转化基因

（PTTG，pituitary tumor transforming gene）进行研究，发现其具有高表达，通过RNAi
将PTTG敲低后显示细胞增殖明显受到抑制[39] 。 
胶质瘤血管形成 

只有一个体内研究报道这一胶质瘤中关键通路[40]，通过shRNA表达质粒介导，

血管内皮生长因子（VEGF，vascular endothelial growth factor)表达被成功敲低，同时

抑制了胶质瘤细胞的增殖。[41] 
SiRNA 介导的针对胶质瘤免疫反应调控 

在高度恶性胶质瘤如多形性胶质母细胞瘤中 NKG2D 表达是降低的[42]，它是使

CD8 阳性 T 细胞和自然杀伤细胞激活的免疫激活受体。而（transforming growth 
factor-β，转化生长因子 β）是能够下调 NKG2D 表达的关键蛋白，Weller 和同事们以

TGF-β 为靶点进行 RNAi，结果显示这一方法使针对胶质瘤的免疫反应增强了，抑制

了肿瘤细胞的迁移和侵袭[43]。另一与此相关但却是体内的研究显示，白细胞介素

（IL-13）受体在胶质瘤中高表达，通过受体导向的细胞毒性治疗来研究是否介导抗肿

瘤反应。通过 RNAi 敲低 IL-13 受体的表达，显示 IL-13 配体结合能力下降，伴随有

IL-13 介导的细胞毒性降低[44]。 
代谢和缺氧诱导因子为靶点的 RNAi 

两个研究机构报道了针对恶性胶质瘤的异常代谢表型的 RNAi 研究，其中一个研

究通过抑制乳酸的外流来考察胶质瘤高度糖酵解的特性，在胶质瘤中单糖转运蛋白

（MCTs ，monocarboxylate transporters）是其中一种高表达的基因，siRNA 以单糖转

MCTs 为靶点，引起了肿瘤细胞的加速凋亡和坏死[45]。 
另一报道是在大鼠的胶质母细胞瘤细胞系中，以 leptin 为靶点，敲低其 mRNA 和

蛋白水平表达后，引起细胞凋亡和坏死增加[46]。 
在胶质瘤缺氧诱导因子为靶点的研究中[47]，在 SiRNA 敲低 HIF-2α（在胶质瘤缺

氧区高度表达）后，作者发现 HIF-2α在抑制肿瘤生长的同时能够增加血管生成，其中

可能的原因是增加了细胞的凋亡。因此，敲低 HIF-2α表达后，可以导致缺氧状态下胶

质母细胞瘤细胞的凋亡减少，提示当 HIF 抑制因子作为抗肿瘤治疗方法时，可能会产

生凋亡的降低。 
胶质瘤中 RNAi 的其他通路和蛋白 

RNA 干扰的靶点还包括 PKC 通路，G 蛋白偶联受体激活促有丝分裂蛋白，以及
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生物合成酶等等。为寻找新的治疗方法，各个研究机构正针对多种胶质瘤细胞通路，

包括信号转导，细胞周期，代谢和免疫调控等，进行 RNAi 研究。 
总之，通过大量的实验室研究，RNAi 技术被认为是脑胶质瘤治疗的 有希望的临床

治疗方法之一，但是对于任何新技术而言，无数的障碍需要克服，如肿瘤的靶点、RNAi
的全身应用、合成的 siRNA 的稳定性，在肿瘤内或肿瘤残腔内 shRNA 的长期稳定表

达等等。但是随着 RNAi 体内应用研究的不断开展和深入，必将为这些靶点未来直接

临床应用铺平道路。 
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实验研究 
 

第一部分  Wnt 信号新的调控因子 Pygo2 在人脑胶质瘤中的表达及意义 
前   言 

近年来，Wnt信号通路成为脑胶质瘤发生学研究热点。Pygo2蛋白是Wnt信号系统新

成员，参与调控基因的转录，与肿瘤发生密切相关
[1]
。脑胶质瘤中Pygo2的表达研究国

内外未见报道.本文采用免疫组化方法通过检测Pygo2蛋白在脑胶质瘤及正常脑组织中

的差异表达，分析其与脑胶质瘤发生发展的关系。  

材料与方法 

1．组织标本: 80例脑胶质瘤取自吉林大学第一医院手术后证实为脑胶质瘤诊断

的石蜡切片.病例包括男52例，女28例;年龄35-76岁，平均44岁.脑胶质瘤标本经病理组

织学检查确诊，按WHO2000年分类和分级标准，包括I级 13例， II级26例，包括原浆

型星形细胞瘤10例，纤维型星形细胞瘤9例，混合型少枝型星形细胞瘤7例，III级19例，

均为间变性星形细胞瘤，IV级22例，包括胶质母细胞瘤8例，髓母细胞瘤14例。5例正

常脑组织标本做为对照。  

2．免疫组化SABC法: (1)试剂： SABC试剂盒(武汉博士德公司)说明书进行操作，

抗人Pygo2多克隆抗体(美国Santa Cruz公司)稀释度为1 ：75,DAB显色。 (2)染色程序：

石蜡切片60℃干燥过夜，常规脱蜡至水，枸橼酸缓冲液（pH6.0）加热法修复抗原，用

PBS代替一抗作为阴性对照，一抗4℃过夜，PBS洗5minx3次，生物素标记二抗室温

30min，PBS洗5minx3次,辣根酶标记链酶卵白素室温30min，PBS洗5minx3次，DAB显色，

苏木素复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。  

3．结果判定 

Pygo2 蛋白免疫组化阳性为胞核呈棕黄色染色在 200 倍显微镜下观察，每例组织

切片在免疫反应 强的区域选择 5-10 个视野，使用目镜网格测微尺计数 1000 个细胞。

以表达Pygo2蛋白的人乳腺癌组织(由厦门大学李博安教授馈赠)作为阳性对照，用PBS
代替一抗作为阴性对照。Pygo2 蛋白表达半定量分析法采用 Friedrich 等的免疫反应

评分(immunoreactivity score,lRS)进行评定
[2]
，1RS由阳性细胞的百分数(percent of 

positive cells,PP)计分与染色强度( staining intensity , SI)计分相乘所得。PP

计分如下:0 分:<%，1 分：1%-25% ,2 分:26% -50% , 3 分:51%-75% , 4 分:>75% , SI

计分如下:1 分:弱染色，2 分: 中等染色，3 分:强染色，SI 计分以多数细胞为准。IRS

范围 0-12 分，0 分为阴性，1-12 分为阳性。 
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