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·基础研究·

【摘要】 研究背景 PTEN 基因为影响中枢神经系统肿瘤细胞失活的抑癌基因，既往研究发现

PTEN 基因与细胞自噬活性密切相关。本研究旨在探讨胶质瘤干/祖细胞 PTEN 基因失活是否与其自噬

活性降低有关。方法 通过腺病毒介导的野生型 PTEN 基因转染胶质瘤干/祖细胞，免疫细胞化学染色

和 Western blotting 法检测并比较转染前后胶质瘤干/祖细胞自噬活性。结果 转染野生型 PTEN 基因

后，胶质瘤干/祖细胞胞质内可见大量微管相关蛋白 1轻链蛋白 3阳性颗粒，经电子显微镜鉴定为自噬小

体，而且转染 PTEN 基因的胶质瘤干/祖细胞自噬相关基因 Beclin⁃1 表达水平显著升高。结论 胶质瘤

干/祖细胞 PTEN 基因失活可能是其自噬活性降低的原因之一。
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【Abstract】 Background PTEN is an anti ⁃ oncogene frequently inactivating in glioma. The
previous study found that PTEN was closely related to cellular autophagy activity. The purpose of this
paper is to study whether the inactivation of PTEN in glioma stem/progenitor cells (GSPCs) is correlative
with the low autophagic activity in GSPCs. Methods Wild⁃type PTEN genes were transferred into GSPCs
mediated by adenovirus. The autophagic activity in GSPCs before or after the introduction of wild ⁃ type
PTEN was detected by immunocytochemistry, electron microscopy, and Western blotting assay. Results
After transfection of wild ⁃ type PTEN, a large number of microtuble ⁃ associated protein 1 light chain 3
(MAP1LC3)⁃positive granules could be found in the cytoplasm of GSPCs under a confocal microscopy, and
these granules were demonstrated to be autophagosomes under an electron microscope. Moreover, the
expression of autophagy ⁃ related gene Beclin ⁃ 1 significantly increased after the transfection of wild ⁃ type
PTEN gene. Conclusion The inactivation of PTEN in GSPCs is one reason of the low autophagic activity
of GSPCs.
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经研究证实，神经干细胞（NSCs）能够分化为脑

内多种不同功能的细胞。随着肿瘤干细胞理论的

提出，Singh 等［1］于 2003 年从胶质瘤细胞中分离获

得脑肿瘤干细胞（BTSCs），并发现其具有许多与神

经干细胞相似的干细胞特征，进而推断脑肿瘤干细

胞是中枢神经系统肿瘤的起源细胞。此后，神经干

细胞与脑肿瘤干细胞之间的比较研究逐渐成为热

点，尤其关注二者不同的生物学特征。神经干细胞

可自发地、完全地分化为神经胶质细胞和神经元，

但是脑肿瘤干细胞却不具备这一特点，这是由于肿

瘤干细胞的分化抑制性所致［2］。然而，二者在分化

动力学上的差异，尤其是其中的作用机制尚未阐

明。据认为，自噬与细胞分化关系密切［3］，我们的前

期研究发现，胶质瘤干细胞自噬活性显著低于神经

干细胞［4］。然而，胶质瘤干/祖细胞（GSPCs）自噬活

性降低的原因尚不十分明确。有研究显示，磷脂酶

和张力蛋白同系物（PTEN）具有促进细胞自噬活性

的作用［5］，其表达水平降低可导致细胞自噬活性下

降。我们的既往研究发现，胶质瘤干/祖细胞存在

PTEN 基因突变［6］。因此，阐明 PTEN 基因失活是否

为胶质瘤干/祖细胞自噬活性降低的原因，对探究胶

质瘤干/祖细胞分化抑制至关重要。目前相关文献

报道较少，我们尝试在既往研究的基础上，通过基

因改造技术证实 PTEN 基因失活为胶质瘤干/祖细

胞自噬活性降低的分子机制，进而参与胶质瘤干/祖
细胞的分化抑制过程。

材料与方法

一、实验材料

1. 细胞株与腺病毒载体来源 （1）胶质瘤干/祖
细胞株：胶质瘤干/祖细胞取自新鲜胶质瘤手术标本

（52 岁女性患者），由苏州大学附属第二医院脑肿瘤

研究室分离、体外培养、鉴定及扩增构建细胞株，长

期体外传代并由该实验室保存［6］。（2）空腺病毒

（Ad，5DNA）转化人胚肾细胞（QBI⁃293A细胞）：由中

国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生

物学研究所提供，用于腺病毒扩增。（3）腺病毒载

体：携带野生型 PTEN 含绿色荧光蛋白（GFP）报告

基因的重组腺病毒（Ad⁃PTEN），以及含绿色荧光蛋

白报告基因的空腺病毒（Ad）均由苏州大学杨吉成

教授惠赠。

2. 试剂与仪器 （1）主要试剂：DMEM/F12无血

清培养基（体积比 1∶1）、N2添加剂（1∶100稀释）和

终 浓 度 为 20 ng/ml 的 碱 性 纤 维 母 细 胞 生 长 因 子

（bFGF）均购自美国 Gibco 公司。终浓度为 20 ng/ml
的 表 皮 生 长 因 子（EGF）由 美 国 Invitrogen 公 司 提

供。免疫试剂中的Ⅰ抗工作液［含兔抗人 PTEN（1∶
200）、鼠抗人微管相关蛋白 1 轻链 3（MAP1LC3，1∶
100）、大鼠抗人 Beclin⁃1（1∶1000）单克隆抗体］分别

购自武汉博士德生物工程有限公司、美国MBL公司

和美国 Santa Cruze公司，免疫组织化学检测试剂盒

［含辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔（或羊抗

鼠）IgGⅡ抗（1∶2500）］，以及二氨基联苯胺（DAB）
显色试剂盒由上海科兴生物技术有限公司提供。

（2）实验仪器：Nikon Eclipse TE2000⁃U 型倒置荧光

显微镜（精确度：1 μm）购自日本 Nikon 公司。TCS⁃
SP2型激光共聚焦显微镜（精确度：0.10 μm）为德国

Leica 公司产品。JEOL⁃1230 型透射电子显微镜（点

分辨精确度：0.24 nm、线分辨精确度：0.10 nm）购自

日本电子株式会社。

二、实验方法

1. 空腺病毒及重组腺病毒转染扩增与鉴定

（1）转染与扩增方法：以空腺病毒和重组腺病毒

分别转染 70%贴壁的 QBI⁃293A细胞，置含 10%胎牛

血清的 DMEM 培养基中体外培养 3 d，倒置荧光显

微镜下观察荧光铺满 90%时收集细胞悬液，离心半

径 5.50 cm、转速 2000 r/min 离心 5 min，无菌磷酸盐

缓冲液冲洗细胞 3 min，细胞悬液反复冻融 3 次，离

心后取上清液，经反复转染获得空腺病毒子和重组

腺病毒子。（2）空腺病毒及重组腺病毒鉴定：经转染

获得的病毒子再次感染 QBI⁃293A细胞，48 h后收集

细胞提取总 RNA，进行逆转录 ⁃聚合酶链反应（RT⁃
PCR），上游引物序列 5'⁃GCG GTA CCA TGA CAG
CCA TCA TCA AAG AG⁃3'，下游引物序列 5'⁃CGA
AGC TTT CAG ACT TTT GTA ATT TGT GT ⁃ 3'。
PCR反应条件为 94 ℃ 4 min、94 ℃ 50 s、55 ℃ 50 s、
72 ℃ 1 min，共 35 个循环，最终 72 ℃反应 10 min。
PCR扩增产物行 1%琼脂糖凝胶电泳，并拍照。

2. 荧光计数法检测病毒子效价 选择经体外培

养生长良好的 QBI⁃293A 细胞，2.5%胰蛋白酶消化，

细胞计数器计数，稀释至细胞密度 100 × 10 3 个/ml，
96孔培养板按每孔 100 μl接种细胞，培养 24 h收获

重组腺病毒子和空腺病毒子，稀释至细胞密度为

0.10 × 10 ⁃ 3、0.01 × 10 ⁃ 3、1 × 10 ⁃ 6 和 0.10 × 10 ⁃ 6 个/ml。
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每一稀释浓度按照每孔 100 μl接种 3孔，37 ℃、体积

分数为 5%二氧化碳培养箱培养 18 h，倒置荧光显微

镜下计数呈绿色荧光的细胞，按照空斑形成单位

（PFU = 每孔呈绿色荧光的细胞平均数 × 10 / 稀释

度），计算病毒效价。

3. PTEN 对胶质瘤干/祖细胞作用的观察 采用

感染复数（MOI）为 10 的重组腺病毒和空腺病毒分

别感染干细胞培养基中胶质瘤干/祖细胞，48 h终止

培养，分别收获感染重组腺病毒（Ad⁃PTEN⁃GSPCs，
实验组）和空腺病毒（Ad⁃GSPCs，对照组）的胶质瘤

干/祖细胞，进行自噬活性检测。（1）免疫细胞化学法

检测 MAP1LC3 表达：将待测胶质瘤干/祖细胞种植

于预铺多聚赖氨酸玻片上，继续培养 2 h 使细胞固

定于玻片表面。弃培养基、预冷磷酸盐缓冲液洗涤

5 min（× 2次），甲醇、乙醇按照体积比 1∶1配制固定

液，室温下固定 20 min，磷酸盐缓冲液洗涤 5 min（×
2次），0.1% Triton⁃X 100孵育 10 min，磷酸盐缓冲液

洗涤 5 min（× 2 次）；1%牛血清白蛋白（BSA）封闭液

室温孵育 1 h，磷酸盐缓冲液洗涤 5 min（× 2次）。滴

加适量以封闭液稀释的抗 MAP1LC3Ⅰ抗，4 ℃孵育

过夜；磷酸盐缓冲液洗涤 5 min（× 3 次），滴加经 Cy3
耦联的 IgG Ⅱ抗，室温避光孵育 2 h；磷酸盐缓冲液

洗涤 5 min（× 3次），0.50 μg/ml 4，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲

哚（DAPI）孵育 10 min。分别以体积分数为 50%、

70%、95%和 100%乙醇梯度脱水，盖玻片覆盖，自然

晾干，激光共聚焦显微镜下观察胶质瘤干/祖细胞形

态，并拍照。（2）透射电子显微镜观察：将待测胶质

瘤干/祖细胞以浓度为 0.10 mol/L 的戊二醛溶液于

4 ℃固定 2 h，磷酸盐缓冲液冲洗后以 1%锇酸固定

30 min，乙醇梯度脱水，70%丙酮配制的饱和醋酸铀

溶液脱水、过夜。环氧树脂包埋、固化，钻石刀切割

制作超薄组织切片，镍网收集，枸橼酸铅染色 8 min
后观察自噬小体。

4. Western blotting法检测 PTEN 基因及 Beclin⁃1
表达变化 （1）检测方法：Ad⁃PTEN⁃GSPCs组和 Ad⁃
GSPCs 组胶质瘤干/祖细胞加入 1 ml 磷酸盐缓冲液

混匀，离心半径 5.50 cm、转速 2000 r/min离心 5 min、
弃上清液，重复上述步骤，按照 1∶5 比例加入十二

烷基磺酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE）上样

缓冲液混匀，煮沸 10 min进行电泳。取出分离胶于

转移缓冲液中将分离胶上的蛋白质转移至硝酸纤

维素（NC）膜，经 5%脱脂奶粉封闭 1 h，滴加兔抗人

PTEN或大鼠抗人 Beclin⁃1单克隆抗体（Ⅰ抗），37 ℃

孵育 1.50 h，TBST缓冲液［含 10 mmol/L Tris⁃HCl（pH
值 7.50）、100 mmol/L NaCl、0.50 和 1 g/L Tween⁃20］
洗膜 5 min（× 3 次），加入辣根过氧化物酶标记的羊

抗 兔（或 羊 抗 鼠）IgGⅡ（1∶ 2500）室 温 孵 育 1 h、
TBST缓冲液洗膜 5 min（× 3次），化学发光法显影于

X线胶片，15 min后进行显影和定影。（2）结果判断：

根据目的基因条带密度值，半定量计算 PTEN 和

Beclin⁃1表达丰度。

三、统计分析方法

本实验中计量资料以均数 ± 标准差（x ± s）表

示，行两独立样本的 t 检验。以 P≤0.05为差异有统

计学意义。

结 果

一、空腺病毒及重组腺病毒鉴定

空腺病毒及重组腺病毒反复感染 QBI⁃293A 细

胞后，倒置荧光显微镜下可见 QBI⁃293A细胞呈绿色

荧光，提示病毒骨架携带绿色荧光蛋白报告基因

（图 1），两种病毒效价均达 1 × 10 9 PFU/ml。RT⁃PCR
提示，经重组腺病毒感染的 QBI⁃293A细胞含有大量

PTEN 基因转录，而空腺病毒则未见该现象（图 2）。

二、空腺病毒及重组腺病毒转染胶质瘤干/祖细

胞

空腺病毒及重组腺病毒分别转染胶质瘤干/祖
细胞后 48 h，于倒置荧光显微镜下可见两组细胞均

呈绿色荧光（图 3），提示腺病毒转染胶质瘤干/祖细

胞获得成功。Western blotting 检测显示，Ad⁃PTEN⁃
GSPCs 组细胞 PTEN 基因表达水平显著高于 Ad ⁃
GSPCs组（图 4）。

三、PTEN 促胶质瘤干/祖细胞自噬活性观察

免疫细胞化学染色显示，Ad⁃GSPCs组细胞胞质

内罕见 MAP1LC3 + 点状结构（图 5a），而 Ad⁃PTEN⁃
GSPCs 组细胞胞质内可见较多 MAP1LC3 + 点状结

构（图 5b）。透射电子显微镜观察，Ad⁃GSPCs 组细

胞胞质内罕见自噬小体（图 6a），而 Ad⁃PTEN⁃GSPCs
组 细 胞 胞 质 内 自 噬 小 体 丰 富（图 6b）。 Western
blotting 检测可见，Ad⁃PTEN⁃GSPCs 组细胞 Beclin⁃1
表达水平高于 Ad ⁃GSPCs 组（图 7）。提示野生型

PTEN 基因能够提高胶质瘤干/祖细胞自噬活性。

讨 论

自噬系指从粗面内质网无核糖体附着区脱落

的双层膜包裹部分胞质和细胞内需降解的细胞器、

·· 437



中国现代神经疾病杂志 2013年 5月第 13卷第 5期 Chin J Contemp Neurol Neurosurg, May 2013, Vol. 13, No. 5

1a 1b

1200

Base pair(bp)
Ad⁃PTEN Ad Marker

2

图 1 倒置荧光显微镜观察所见 × 40 1a 空腺病毒转
染 QBI⁃293A 细胞后呈绿色荧光 1b 重组腺病毒转染
QBI⁃293A 细胞后呈绿色荧光 图 2 琼脂糖凝胶电泳显
示，重组腺病毒在 1200 bp位置上出现目的电泳条带，而空
腺病毒未见相应电泳条带

Figure 1 Inverted fluorescence microscopic findings. ×
40 Green fluorescence from QBI ⁃ 293A cells infected with
blank adenovirus (Panel 1a). Green fluorescence from QBI⁃
293A cells infected with recombinant adenovirus (Panel
1b). Figure 2 RT⁃PCR proved the transcription of PTEN
in QBI ⁃ 293A cells infected with recombinant adenovirus
with a target band about 1200 bp at size.

47

Relative molecularmass (×10 3)Ad⁃GSPCs Ad⁃PTEN⁃GSPCs

PTEN

β⁃actin 42
4a

图 4 Western blotting分析显示，Ad⁃PTEN⁃GSPCs组胶质瘤干/祖细胞胞质中 PTEN 基因呈高表达，且显著高于 Ad⁃GSPCs
组 4a 聚丙烯酰胺凝胶电泳 4b 电泳条带的半定量分析

Figure 4 Western blotting analysis showed that expression of PTEN in Ad⁃PTEN ⁃GSPCs was significantly higher than that
of Ad ⁃ GSPCs. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE, Panel 4a). Semiquantitative analysis of electrophoretic bands
(Panel 4b).
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图 3 倒置荧光显微镜观察（标尺：40 μm）
3a Ad⁃GSPCs 组胶质瘤干/祖细胞呈绿色荧
光 3b Ad⁃PTEN ⁃GSPCs 组胶质瘤干/祖细

胞呈绿色荧光

Figure 3 Inverted fluorescence microscopic
findings (scale: 40 μ m). Green fluorescence
was shown in GSPCs infected with blank
adenovirus (Panel 3a). Green fluorescence was
shown in GSCPs infected with recombinant
adenovirus (Panel 3b).

3b3a
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图 7 Western blotting 分析显示，Ad⁃PTEN⁃GSPCs 组胶质瘤干/祖细胞胞质中 Beclin⁃1 表达水平显著高于 Ad⁃GSPCs 组
7a 聚丙烯酰胺凝胶电泳 7b 电泳条带的半定量分析

Figure 7 Western blotting analysis showed that expression of Beclin⁃1 in Ad⁃PTEN ⁃GSPCs was obviously higher than that
in Ad ⁃ GSPCs. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE, Panel 7a). Semiquantitative analysis of electrophoretic bands
(Panel 7b).
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图 5 于激光共聚焦显微镜下观察胶质瘤干/祖
细胞的自噬活性 免疫细胞化学染色（标尺：
20 μm） 5a Ad⁃GSPCs组胶质瘤干/祖细胞胞
质罕见 MAP1LC3 + 点状结构 5b Ad⁃PTEN⁃
GSPCs 组 胶 质 瘤 干/祖 细 胞 胞 质 可 见 大 量
MAP1LC3 + 点状结构

Figure 5 Autophagic activities observed in
GSPCs. Immunocytochemical staining (scale:
20 μm) Rare MAP1LC3 + dots in cytoplasm of
Ad ⁃ GSPCs group cells (Panel 5a). Abundant
MAP1LC3 + dots in cytoplasm of Ad ⁃ PTEN ⁃
GSPCs group cells (Panel 5b).

图 6 透射电子显微镜观察胶质瘤干/祖细胞
自噬活性 枸橼酸铅染色（标尺：20 μm）
6a Ad⁃GSPCs 组胶质瘤干/祖细胞胞质内未
发现明显自噬小体 6b Ad⁃PTEN ⁃GSPCs
组胶质瘤干/祖细胞胞质内自噬小体丰富（箭
头所示）

Figure 6 Transmission electron microscopic
(TEM) observation. Plumbum citrate staining
(scale: 20 μ m) No obvious autophagosomes
in Ad ⁃ GSPCs （Panel 6a). Abundant
autophagosomes (arrows indicate) in GSPCs
infected with Ad⁃PTEN (Panel 6b).

蛋白质等成分形成自噬体，并与溶酶体融合形成自

噬溶酶体，降解其所包裹的内容物，以实现细胞本

身的代谢需要和某些细胞器的更新［7］。多项研究证

明，自噬与细胞分化发育密切相关［3］。然而，我们的

前期研究发现 ，胶质瘤干/祖细胞自噬活性显著降

低［4］，也是胶质瘤干/祖细胞分化受到抑制的原因之

一。然而，其深层分子机制尚待进一步探讨。有研

究表明，自噬在肿瘤中的作用似“双刃剑”，肿瘤组

织缺氧时，自噬通过动员肿瘤细胞内长寿蛋白分解

为细胞提供营养，进而“度过难关”，此时对肿瘤细

胞的增殖呈“正性作用”；但是，过度自噬则可诱发

肿瘤细胞死亡，进而起“负性作用”。然而，既往有

关肿瘤干细胞的“小生境（niche）”理论认为，肿瘤干

细胞主要生长在血管周围，与血管内皮细胞共同构

成其生存小生境［7］，一般不存在缺氧的风险。故自

噬对肿瘤干细胞的作用以负性为主，对胶质瘤干/祖
细胞亦是如此。结合我们既往研究的胶质瘤干/祖
细胞自噬活性降低［4］，因此认为，提高胶质瘤干/祖
细胞自噬活性，无论是通过动员分化还是增加细胞

死亡均能起到抑制肿瘤增殖之目的。同样，其深层

次的分子机制值得进一步研究。

PTEN 基因具有促进细胞自噬活性的作用，其
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［7］

［8］
［9］

作为一种脂质磷酸酶可将其底物 3，4，5⁃三磷酸磷

脂酰肌醇（PIP3）转化为 4，5 ⁃二磷酸磷脂酰肌醇

（PIP2），进而对磷脂酰肌醇 3⁃激酶（PI3K）⁃Akt信号转

导通路发挥负向调控作用。该通路涉及多种下游

事件，包括抑制凋亡、经雷帕霉素靶蛋白（mTOR）通

路刺激蛋白质合成等［8］。PTEN 基因突变引起的细

胞功能缺失、PI3K 和 Akt 表达水平升高是人类肿瘤

频发事件。Akt 途径激活使肿瘤细胞自噬活性下

降，相反，Akt活性降低则可促进细胞自噬作用。据

此推测，胶质瘤干/祖细胞是否也存在 PTEN 基因失

活而引起自噬活性降低，进而成为胶质瘤干/祖细胞

分化抑制的分子机制。在我们的前期实验中，已于

体外构建了野生型 PTEN 基因的空腺病毒载体（Ad⁃
PTEN），通过转染野生型 PTEN 基因［2］，实现后者在

胶质瘤干/祖细胞的正常表达，进而研究其自噬活性

的变化。

本研究结果表明，转染空腺病毒的胶质瘤干/祖
细胞胞质内可见大量MAP1LC3阳性颗粒，经透射电

子显微镜观察证实为自噬小体，而转染空腺病毒的

胶质瘤干/祖细胞未发现上述现象。与此同时，通过

Western blotting 半定量检测方法对两组胶质瘤干/
祖细胞 Beclin⁃1表达水平进行检测，结果显示，转染

重组腺病毒的胶质瘤干/祖细胞 Beclin⁃1表达水平显

著升高。Beclin⁃1 为自噬过程所必须的抑癌基因［9］，

Beclin⁃1/PI3K⁃Ⅲ复合物参与自噬小体形成，以及自

噬的启动。因此，检测胶质瘤干/祖细胞 Beclin⁃1 表

达水平可间接反映自噬活性。然而，唯有通过透射

电子显微镜观察到自噬小体方是检测自噬活性的

金标准。本研究结果显示，转染重组腺病毒的胶质

瘤干/祖细胞胞质中存在大量自噬小体，而转染空腺

病毒的胶质瘤干/祖细胞则鲜见自噬小体，提示胶质

瘤干/祖细胞自噬活性降低与 PTEN 基因失活有关。

由于本研究仅观察了胶质瘤干/祖细胞自噬活

性变化，研究结果十分局限，因此对于自噬活性在

分化增殖的胶质瘤细胞中的变化，以及 PTEN 基因

对普通的胶质瘤细胞能够产生何种作用，尚待今后

进一步研究。
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