
中国临床神经外科杂志2019年11月第24卷第11期 Chin J Clin Neurosurg, Novenber 2019, Vol. 24, No. 11

【摘要】目的 探讨转铁蛋白受体（TFRC）在替莫唑胺抑制U87胶质瘤细胞增殖和侵袭中的作用。方法 体外培养U87胶质瘤

细胞，加入 50 μmol/L、100 μmol/L和 200 μmol/L替莫唑胺作用；构建 control siRNA、siTFRC转染U87细胞沉默TFRC表达，构建

pcDNA3.1空载体、pcDNA3.1/TFRC转染U87细胞过表达TFRC；利用CCK-8方法检测U87细胞增殖；利用Transwell小室实验检

测U87细胞侵袭能力；实时荧光定量PCR和免疫印迹法检查U87细胞TFRC mRNA和蛋白表达。结果 与空白组相比，替莫唑胺

处理后，U87细胞的增殖和侵袭能力显著下降（P<0.05），TFRC mRNA和蛋白表达水平显著降低（P<0.05），当替莫唑胺浓度为

200 μmol/L时，对U87细胞的抑制能力最强（P<0.05）。当利用 pcDNA3.1/TFRC过表达U87细胞TFRC处理后，替莫唑胺对U87
细胞增殖和侵袭的抑制能力显著下降（P<0.05）；而当利用 siTFRC沉默U87细胞TFRC表达后，替莫唑胺对U87细胞增殖和侵袭

的抑制能力显著增强（P<0.05）。结论 替莫唑胺可能通过抑制TFRC的表达而抑制U87胶质瘤细胞的增殖和侵袭。
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Temozolomide inhibits proliferation and invasion of glioma U87 cells by down-regulation of TFRC
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【Abstract】 Objective To investigate the role of transferrin receptor (TFRC) in the inhibition of proliferation and invasion of U87
glioma cells by temozolomide. Methods U87 glioma cells were cultured in vitro, and treated with 50 μ mol/L,100 μ mol/L and 200 μ
mol/L temozolamine. Control siRNA and siTFRC transfected into U87 cells were used to silence TFRC expression, and pcDNA3.1 empty
vector and pcDNA3.1 transfected into U87 cells were used to over-express TFRC expression. U87 cell proliferation was detected by
CCK-8 method. U87 cell invasion ability was detected by Transwell chamber assay. TFRC mRNA and protein expression in U87 cells
were detected by real- time fluorescent quantitative PCR and immunoblotting, respectively. Results Compared with the blank group
(without treatment of temozolomide), the proliferation and invasion ability of U87 cells reduced significantly (P<0.05) and the expression
of TFRC mRNA and protein decreased significantly (P<0.05) after temozolomide treatment, in a concentration-dependent manner. When
the concentration of temozolomide was 200 μmol/L, the inhibition ability of temozolomide to U87 cells was the strongest (P<0.05).
Compared with the U87 cells treated with pcDNA3.1 empty vector, the expression level of TFRC significantly increased in the U87 cells
treated with pcDNA3.1/TFRC (P<0.05). The inhibitory effect of temozolomide on cell proliferation and invasion was significantly
reduced in U87 cells treated with pcDNA3.1/TFRC compared to those treated with pcDNA3.1 empty vector (P<0.05). Compared with
the U87 cells treated with control siRNA, the expression level of TFRC significantly decreased in the U87 cells treated with siTFRC (P<
0.05). The inhibitory effect of temozolomide on cell proliferation and invasion was significantly increased in U87 cells treated with
siTFRC compared to those treated with control siRNA (P<0.05). Conclusion Temozolomide may inhibit the proliferation and invasion of
U87 glioma cells by inhibiting the expression of TFRC.
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替莫唑胺通过TFRC抑制U87胶质瘤细胞增殖和侵袭

赵海康 潘 力 张 亮 冯小云 刘建荣 蒋小兵 高文文 马廉亭

胶质瘤颅内最常见的恶性肿瘤，呈浸润性生长，

手术很难完全切除，复发率高，预后差[1~4]。替莫唑胺

是脑胶质瘤非常重要的化疗药物，可明显改善高级

别胶质瘤的预后，然而对低级别胶质瘤的效果并不

明显[5]。转铁蛋白受体（transferrin receptor，TFRC）在

多种肿瘤中发挥促癌作用 [6]。本文探讨 TFRC在替

莫唑胺抑制U87胶质瘤细胞增殖和侵袭中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 利用含 10%胎牛血清的 1640培养基
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（美国Gibco公司）培养U87细胞（上海汉博生物科技

有限公司）。细胞融合度达到80%时，利用胰蛋白酶

消化并传代培养，利用对数生长期细胞进行后续实

验。分别加入50、100、200 μmol/L替莫唑胺（江苏天

士力帝益药业有限公司）作用48 h后，进行检测U87
细胞增殖、侵袭能力以及TFRC表达水平，以最佳浓

度进行后续实验。

1.2 细胞转染 将对数生长期U87细胞接种至6孔板

中，浓度为 5×104个/ml。利用 LipofectamineTM2000
（北京宜科思源科技有限公司，11668-027）进行转

染，根据说明书进行操作。转染 pcDNA3.1/TFRC质

粒（生工（上海）生物公司合成）上调 TFRC表达，以

pcDNA3.1空载体（生工（上海）生物公司合成）为对

照。转染 siTFRC（生工（上海）生物公司合成）沉默

TFRC表达，以 control siRNA（生工（上海）生物公司

合成）为对照。设置空白对照组、空载体组、替莫唑

胺+空载体组、替莫唑胺+转染质粒组。

1.3 实时荧光定量 PCR检测 TFRC mRNA表达水平

收集 U87 细胞，利用 Trizol 试剂盒（日本 Takara 公

司）提取总RNA。利用逆转录试剂盒（日本Takara公
司）合成 cDNA，再利用荧光定量 PCR试剂盒（日本

Takara公司）检测TFRC mRNA表达水平。均按照试

剂盒说明书进行操作

1.4 免疫印迹法检测 TFRC蛋白表达水平 收集细

胞，加入RIPA细胞裂解液使细胞充分裂解，4 ℃条件

下12 000转/min离心10 min，收集上清液，利用BCA
法检测蛋白浓度，利用上样缓冲液与蛋白液按照1：1
比例混合并变性处理，利用 SDS法电泳分离蛋白。

将含有目的蛋白区域转移至PVDF膜上，并用 5%脱

脂奶粉溶液室温封闭 2 h。加入一抗（1：500）4℃孵

育过夜，然后利用TBST缓冲液洗涤三次，加入二抗

（1：1 000）常温孵育 1 h，最后利用ECL发光液（美国

Millipore公司，WBKLS00100）进行显影处理，拍照并

记录实验数据。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶为内参。

1.5 U87细胞增殖检测 利用胰蛋白酶消化成细胞悬

液，并将细胞浓度调整至 5×103个/ml，接种至 96孔

板，每孔加入 0.2 ml细胞悬液，每组设置 6个复孔。

培养 48 h后，加入 10 μl CCK-8溶液（北京百奥莱博

科技有限公司，100T）继续孵育2 h，然后利用酶标仪

检测490 nm处吸光值。

1.6 U87细胞侵袭能力检测 在侵袭小室中均匀铺布

稀释 8倍的Matrigel胶（美国BD公司，5 ml），预热至

37 ℃并维持；在侵袭小室的下室中加入含 10%的胎

牛血清细胞培养液。将待检测细胞悬液加入到侵袭

小室的上室中，每种细胞接种数目为 1×105个，在培

养箱中侵袭培养 24 h，移除上室培养液并擦除未发

生穿膜的细胞，将细胞固定后利用浓度为0.1%的结

晶紫溶液染色，置于显微镜下，观察记录侵袭细胞数

目并拍照。

1.7 统计学分析 利用SPSS 20.0软件进行分析；定量

资料以x±s表示，采用单因素方差分析方法和 t检验；

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 替莫唑胺对U87胶质瘤细胞增殖和侵袭能力的

影响 与空白对照组相比，50、100、200 μmol/L替莫

唑胺处理后，U87细胞增殖能力和侵袭能力都显著

下降（P<0.05），并且当替莫唑胺浓度为 200 μmol/L
时，细胞增殖能力和侵袭能力最低（P<0.05）。见图

1。
2.2 替莫唑胺对U87细胞TFRC表达水平的影响 与

空白对照组相比，50、100、200 μmol/L替莫唑胺处理

后，U87胶质瘤细胞TFRC mRNA和蛋白表达水平都

显著下降（P<0.05）。当利用200 μmol/L替莫唑胺处

图1 替莫唑胺对U87胶质瘤细胞增殖和侵袭能力的

影响

与 0 μmol/L替莫唑胺组相应值比，* P<0.05；与 50 μmol/L
替莫唑胺组相应值比，# P<0.05；100 μmol/L替莫唑胺组相

应值比，& P<0.05
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图 2 替莫唑胺对U87胶质瘤细胞 TFRC表达的

影响

与 0 μmol/L 替莫唑胺组相应值比，* P<0.05；与 50
μmol/L替莫唑胺组相应值比，# P<0.05；100 μmol/L替

莫唑胺组相应值比，& P<0.05；TFRC. 转铁蛋白受体

图4 转染pcDNA3.1/TFRC后替莫唑胺对U87胶质瘤

细胞TFRC表达的影响

与 1、2组相应值比，* P<0.05；与 3组相应值比，# P<0.05；
1. 空白对照；2. pcDNA3.1 空载体组；3. 替莫唑胺+pcD⁃
NA3.1空载体组；4. 替莫唑胺+pcDNA3.1/TFRC 组；TFRC.
转铁蛋白受体

图4 转染pcDNA3.1/TFRC后替莫唑胺对U87胶质瘤

细胞增殖和侵袭能力的影响

与1、2组相应值比，* P<0.05；与3组相应值比，# P<0.05；1.
空白对照；2. pcDNA3.1空载体组；3. 替莫唑胺+pcDNA3.1
空载体组；4. 替莫唑胺+pcDNA3.1/TFRC组；TFRC. 转铁蛋

白受体

图 5 转染 siTFRC 后替莫唑胺对 U87 胶质瘤细胞

TFRC表达的影响

与1、2组相应值比，* P<0.05；与3组相应值比，# P<0.05；1.
空白对照；2. pcDNA3.1空载体组；3. 替莫唑胺+pcDNA3.1
空载体组；4. 替莫唑胺+pcDNA3.1/TFRC组；TFRC. 转铁蛋

白受体
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理胶质瘤细胞时，细胞TFRC mRNA和蛋白的表达水

平最低（P<0.05）。见图2。
2.3 TFRC过表达条件下替莫唑胺对U87细胞增殖

和侵袭能力的影响 与 pcDNA3.1空载组相比，pcD⁃
NA3.1/TFRC 转染组 TFRC 表达水平显著上升（P<
0.05，图3）。当利用200 μmol/L替莫唑胺处理后，与

pcDNA3.1空载组相比，pcDNA3.1/TFRC转染组U87
细胞增殖和侵袭能力都显著上升（P<0.05，图4）。
2.4 沉默 TFRC表达后替莫唑胺对U87细胞增殖和

侵袭的影响 与control siRNA组相比，siTFRC转染组

TFRC的表达水平显著下降（P<0.05，图 5）。当利用

200 μmol/L替莫唑胺处理后，与 control siRNA转染

组相比，siTFRC转染组U87细胞增殖和侵袭能力显

著下降（P<0.05，图6）。
3 讨 论

在胶质瘤的生长、发展过程中，侵袭能力及浸润

生长能力非常强，尤其是高级别胶质瘤，术后复发率

高，预后差。替莫唑胺最早应用于治疗黑色素瘤，因

其可以穿透血脑屏障，因此替莫唑胺对胶质瘤具有

一定的抑制作用[7，8]。本研究发现替莫唑胺处理后，

U87胶质瘤细胞的增殖和侵袭能力显著下降，并且

替莫唑胺浓度在 200 μmol/L以内时，随着替莫唑胺

浓度的增加，细胞的增殖和侵袭能力都显著下降。

研究发现，TFRC在宫颈癌、胰腺癌等肿瘤细胞中发

挥非常重要的调控作用。Xu等[9]研究表明宫颈癌组

织TFRC的表达水平显著上调，并且TFRC高表达显

著促进肿瘤的生长，同时促进宫颈癌细胞发淋巴结

转移。Laube等 [10]研究表明，TFRC在黑素瘤细胞中

表达水平也显著上调，高表达 TFRC显著促进黑素

瘤细胞的增殖，而当其表达水平下调时可明显影响

肿瘤细胞的增殖。另外，本研究发现替莫唑胺处理

U87胶质瘤细胞后可显著抑制U87细胞 TFRC的表

达；而且，过表达TFRC，明显拮抗替莫唑胺的肿瘤抑

制效应；而沉默TFRC表达，促进替莫唑胺的肿瘤抑

制效应。

总之，替莫唑胺可明显抑制U87胶质瘤细胞的

增殖和侵袭，其机制可能与抑制TFRC有关。
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