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黏蛋白１６在神经胶质瘤组织中表达及意义
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摘　要：目的　检测黏蛋白 １６（ＭＵＣ１６）在神经胶质瘤组织中的表达情况，探讨下调 ＭＵＣ１６基因表达对 Ｕ８７细胞增殖、

迁移和侵袭力的影响。方法　选取２０１３年５月—２０１９年５月在焦作市人民医院行手术治疗的神经胶质瘤患者 ８６例及

因颅脑外伤行手术治疗的患者４５例。免疫组织化学法检测神经胶质瘤和正常脑组织中 ＭＵＣ１６蛋白表达水平，培养 Ｕ８７

细胞并分为 ＭＵＣ１６干扰组、阴性对照组和空白组，分别利用实时荧光定量 ＰＣＲ、ＭＴＴ法、划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测 Ｕ８７

细胞中 ＭＵＣ１６表达情况，以及各组细胞增殖、迁移和侵袭能力。结果　ＭＵＣ１６蛋白在神经胶质瘤患者中阳性表达率

７３．２６％，正常脑组织为２６．６７％，两者比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；ＭＵＣ１６蛋白在不同 ＷＨＯ分级阳性表达率比

较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＭＵＣ１６干扰组 ＭＵＣ１６ｍＲＮＡ相对表达量，２４、４８、７２和 ９６ｈ时吸光度（Ａ）值、２４和

４８ｈ时划痕愈合率、侵袭细胞数均低于阴性对照组和空白组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　神经胶质瘤组织中

ＭＵＣ１６呈高表达，且与 ＷＨＯ分级呈正相关，下调 Ｕ８７细胞中 ＭＵＣ１６基因表达可抑制细胞增殖、迁移和侵袭能力。
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ＭＵＣ１６ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＵ８７ｃｅｌｌｓｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇｌｉｏｍａ；ｍｕｃｉｎ１６；ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

　　神经胶质瘤恶性程度高、侵袭力强，尽管现有
的综合治疗策略不断改善，但治疗效果依然不尽人

意，治疗后复发、转移或耐药发生风险高，总体预

后仍较差［１］。有研究指出［２］，细胞基底膜与细胞外

基质降解减少细胞间黏附，在肿瘤侵袭转移中发挥

关键性作用。黏蛋白（Ｍｕｃｉｎ，ＭＵＣ）作为一种糖蛋
白，不仅在细胞间信号传递中发挥重要作用，而且

与细胞间黏附及免疫反应密切相关［３］，近年来其在

肿瘤中的作用越来越受到重视，不仅可通过减少肿

瘤细胞间黏附力而加速细胞转移扩散［４］，而且可通

过调控免疫系统而使肿瘤细胞逃避免疫杀灭［５］。

ＭＵＣ１６作为 ＭＵＣ家族成员，参与了胆囊癌［６］、胃

癌［７］等多种恶性肿瘤发生进展，但其在神经胶质瘤

中的作用鲜有报道。本研究分析了神经胶质瘤组

织中 ＭＵＣ１６蛋白表达，探讨其与临床病理指标及
预后的相关性，并通过特异性沉默人胶质瘤细胞

Ｕ８７中 ＭＵＣ１６基因的表达，观察其对该细胞增殖、
迁移和侵袭力的影响。

１　资料与方法
１．１　资料
１．１．１　临床资料　选取 ２０１３年 ５月—２０１９年 ５
月在焦作市人民医院行手术治疗且资料完整的神经

胶质瘤患者 ８６例，术前均未行放化疗，术后病理学
检查证实为神经胶质瘤。男性４８例，女性 ３８例；年
龄３４～７５岁，平均（５３．２４±９．６２）岁。同期，选取
在我院因颅脑外伤行手术治疗的患者 ４５例。男性
２７例，女性 １８例，年龄 ３２～７４岁，平均（５４．０２±
１０．１３）岁。两组性别构成比、年龄比较，差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。本研究通过医院医学伦理委
员会批准（批准号：ＪＺＲＭＹＹ２０１３０３１８２２６３），所有
患者均行知情同意。

１．１．２　主要试剂和设备　 免疫组织化学（简称

免疫组化）试剂盒及配套试剂购自武汉博士德生

物工程有限公司，兔抗人 ＭＵＣ１６多克隆抗体购自
武汉爱博泰克生物科技有限公司，Ｕ８７细胞购自南
京康佰生物科技有限公司，ＤＭＥＭ培养液、胎牛血
清和胰蛋白酶购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，ＭＵＣ１６干扰序
列及阴性对照序列由上海吉玛制药技术有限公司

设计合成，ＭＵＣ１６和内参引物由生工生物工程（上
海）股份有限公司设计合成，总 ＲＮＡ提取试剂和

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，逆转录和 ＰＣＲ扩增试剂盒购自北京诺博莱德
科技有限公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自上海坤肯生物化
工有限公司，Ｍａｒｔｒｉｇｅｌ基质胶购自美国 ＢＤ公司，实
时荧光定量 ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ公司。
１．２　方法
１．２．１　免疫组化法检测神经胶质瘤和正常脑组
织中 ＭＵＣ１６蛋白表达　取组织标本，多聚甲醛固
定，脱水、石蜡包埋，４μｍ厚切片、水化，置于枸缘
酸钠缓冲液中加热行抗原修复，加入 ３％过氧化氢
溶液中以灭活内源性过氧化物酶，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）冲洗 ３次。加入一抗兔抗人 ＭＵＣ１６多克隆
抗体（１∶１２００稀释），４℃下过夜孵育，ＰＢＳ冲洗 ３
次，加入生物素标记二抗，室温反应 ６０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲
洗 ３次，加入 ＤＡＢ，苏木素复染，脱水、透明、封片，
镜下观察。以 ＰＢＳ替代一抗作为阴性对照。所有
切片均由病理科具有副高级职称的医师双盲法完

成阅片。以细胞膜或细胞质中出现淡黄色或黄褐色

染色为阳性，随机取５个高倍视野，采用半定量法［８］

对结果进行评价：①染色强度：从无染色、淡黄、棕
黄、黄褐色依次赋予 ０、１、２、３分；②阳性细胞比例：
从 ＜５％、５％ ～２５％、＞２５％ ～５０％、＞５０％ ～
７５％、＞７５％依次赋予 ０、１、２、３、４分；③将①和②
相乘，０～３分为阴性（－），≥３分为阳性（＋）。
１．２．２　细胞培养和分组　在含 ５％二氧化碳 ＣＯ２
的 ３７℃的恒温培养中用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养液对 Ｕ８７细胞培养，待细胞密度达 ７０％以上
时，胰酶消化，传代。取对数生长期细胞，使用 Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转 染 试 剂 进 行 分 组 转 染。①
ＭＵＣ１６干扰组，转染 ＭＵＣ１６的干扰序列：正向５’
ＣＡＣＣＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＧＧＧＧ３’，反 向 ５’
ＡＡＡＣＣＣＣＣＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣ３’；② 阴 性 对 照
组，转染阴性对照序列：正向 ５’ＧＡＧＧＧＣＣＴＡＴＴＴＣ
ＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣ３’，反向 ５’ＧＴＴＧＧＧＣＧＧＴＣＡＧＣＣＡＧ
ＧＣＧＧＧＣ３’；③空白组：不作任何处理。转染完成
后继续培养 ４８ｈ。
１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ检测细胞中 ＭＵＣ１６表
达　经酶处理 ４８ｈ的细胞，离心取细胞沉淀，ＰＢＳ
冲洗 ３次，加入细胞裂解液，用总 ＲＮＡ提取试剂提
取总 ＲＮＡ并检测其纯度。按逆转录试剂盒说明进
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行逆转录获得模板链 ｃＤＮＡ，使用实时荧光定量
ＰＣＲ仪按照 ＰＣＲ扩增试剂盒说明书步骤对引物进
行扩增，引物序列：ＭＵＣ１６，正向 ５’ＡＣＡＴＣＡＡＣＴＣ
ＣＴＧＣＣＴＴＣＣＣＡＧＡＡ３’，反 向 ５’ＡＣＣＡＧＴＧＧＧＣＡＴ
ＴＣＣＡＧＡＡＡＧＡＧＡ３’；βａｃｔｉｎ，正向 ５’ＧＴＣＣＡＣＣＧ
ＣＡＡＡＴＧＣＴＴＣＴＡ３’，反向 ５’ＴＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣ
ＣＧＴＴＣ３’。反应条件：９４℃预变性 ２ｍｉｎ，９４℃变
性 ３０ｓ，５７℃退火 ３０ｓ，７４℃延伸 ３０ｓ，行 ３８个循
环。每个样品设 ６个平行复孔。用 ２－△△Ｃｔ法计算
细胞中 ＭＵＣ１６ｍＲＮＡ相对表达量。
１．２．４　ＭＴＴ检测细胞增殖力　取各组转染后细
胞，胰酶消化，接种于 ９６孔板，密度 ５×１０３／孔，每
孔 ３板，将含 １０％胎牛血清的培养液 １００μＬ加入
各孔，分别于 １２、２４、４８、７２和 ９６ｈ时停止培养，
加入 ＭＴＴ液 ２０μＬ，孵育 ４ｈ，弃上清，各孔加入
１５０μＬ的 ＤＭＳＯ，振荡 ５ｍｉｎ，用酶标仪检测各孔吸
光度（Ａ）值。
１．２．５　划痕实验检测细胞迁移力　用 Ｍａｒｋｅｒ笔
在无菌 ６孔板背面每间隔 １ｃｍ划横线，将经酶处
理 ４８ｈ的细胞接种于 ６孔板，继续培养至细胞融
合度在 ９０％以上，用 ２００μＬ的移液管枪头在 ６孔
板内垂直于横线划痕，ＰＢＳ冲洗 ３次，加入无血清
培养液，继续培养。分别于 ０、２４和 ４８ｈ时测量划
痕两边细胞间距离，计算划痕愈合率 ＝（０ｈ划痕

宽度 －２４或 ４８ｈ划痕宽度）／０ｈ划痕宽度 ×
１００％。
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭力　取 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室，将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶用无血清培养液稀释后平
铺于小室上室，过夜风干备用。经酶处理 ４８ｈ的
细胞，离心取细胞沉淀，用无血清培养液重悬，密

度调整为 ２．５×１０５／ｍＬ，将 ２００μＬ的细胞悬液加
入小室上室，下室则加入 ６００μＬ含 ２０％胎牛血清
的培养液，培养箱中培养 ４８ｈ，多聚甲醛固定，结
晶紫染色，并将散落细胞擦除。镜下观察，取 ５个
视野计数穿膜细胞数，重复实验 ３次。
１．３　统计学方法

使用 ＳＰＳＳ２１．０软件分析，计量资料采用均数
±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方
差分析和 ＬＳＤｔ检验，计数资料采用例（％）表示，
组间比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　神经胶质瘤和正常脑组织中 ＭＵＣ１６蛋白
表达

ＭＵＣ１６蛋白在神经胶质瘤患者中阳性表达率
为 ７３．２６％（６３／８６），正常脑组织中的为 ２６．６７％
（１２／４５），两 者 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义 （χ２ ＝
２６．２００，Ｐ＜０．００１）。见图 １。

Ａ：高级别神经胶质瘤；Ｂ：低级别神经胶质瘤；Ｃ：正常脑组织

图 １　免疫组化法检测 ＭＵＣ１６蛋白在神经胶质瘤和正常脑组织中表达　（ＳＰ，×４００）

２．２　ＭＵＣ１６蛋白在不同临床病理指标间表达差
异性

ＭＵＣ１６蛋白在不同年龄、性别、病理学类型、
肿瘤部位和卡诺夫斯凯计分（ＫＰＳ）间阳性表达率

比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而在不同
ＷＨＯ分级间阳性表达率比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。见表 １。
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表１　ＭＵＣ１６蛋白在不同临床病理指标间表达差异性　例（％）

指标 ｎ
ＭＵＣ１６蛋白

＋ － χ２值 Ｐ值

年龄

　＜５３岁 ４１ ３１（７５．６１） １０（２４．３９）
　≥５３岁 ４５ ３２（７１．１１） １３（２８．８９） ０．２２２ ０．６３８
性别

　男性 ４８ ３７（７７．０８） １１（２２．９２）
　女性 ３８ ２６（６８．４２） １２（３１．５８） ０．８１２ ０．３６７
病理学类型

　胶质母细胞瘤 ３７ ２８（７５．６８） ９（２４．３２）
　少突胶质细胞瘤 ３１ ２３（７４．１９） ８（２５．８１）
　星形胶质细胞瘤 １８ １２（６６．６７） ６（３３．３３） ０．５２３ ０．７７０
肿瘤部位

　幕上 ５４ ４１（７５．９３） １３（２４．０７）
　幕下 ３２ ２２（６８．７５） １０（３１．２５） ０．５２８ ０．４６７
ＷＨＯ分级
　Ⅰ、Ⅱ级 ３４ ２０（５８．８２） １４（４１．１８）
　Ⅲ、Ⅳ级 ５２ ４３（８２．６９） ９（１７．３１） ５．９７８ ０．０１４
ＫＰＳ
　≥８０分 ３５ ２４（６８．５７） １１（３１．４３）
　＜８０分 ５１ ３９（７６．４７） １２（２３．５３） ０．６６１ ０．４１６

２．３　３组细胞中 ＭＵＣ１６ｍＲＮＡ表达量
ＭＵＣ１６干扰组、阴性对照组和空白组细胞中

ＭＵＣ１６ｍＲＮＡ相对表达量分别为（０．２８±０．０８）、
（０．９７±０．０７）和（１．０１±０．１０），三组比较，差异
有统计学意义（Ｆ＝１３９．５０４，Ｐ＝０．０００）；阴性对
照组和空白组细胞中 ＭＵＣ１６ｍＲＮＡ相对表达量比
较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．４０７），ＭＵＣ１６干扰

组细胞中 ＭＵＣ１６ｍＲＮＡ相对表达量低于阴性对照
组和空白组（Ｐ＜０．０５）。
２．４　３组细胞增殖活力

３组细胞 Ａ值在 ２４、４８、７２及 ９６ｈ时比较，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＭＵＣ１６干扰组细胞
２４、４８、７２和 ９６ｈ时 Ａ值均低于阴性对照组和空
白组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表 ２。

表２　３组细胞增殖活力比较　（Ａ，ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
ＭＵＣ１６干扰组 ０．１６±０．０４ ０．２４±０．１０ ０．３４±０．０８ ０．４１±０．０４ ０．５６±０．０８
阴性对照组 ０．２１±０．０７ ０．４０±０．０９ ０．５３±０．１０ ０．７３±０．０７ ０．８１±０．１７

空白组 ０．１７±０．０４ ０．４３±０．０７ ０．５４±０．０５ ０．７１±０．０４ ０．８５±０．０６

Ｆ值 １．３０７ ８．３６５ １１．８２９ ８０．３５３ １１．２５７
Ｐ值 ０．３００ ０．００４ ０．００１ ０．０００ ０．００１

　　注：与ＭＵＣ１６干扰组比较，Ｐ＜０．０５

２．５　３组细胞迁移力
３组细胞在 ２４和 ４８ｈ的划痕愈合率比较，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＭＵＣ１６干扰组细胞２４和
４８ｈ时划痕愈合率均低于阴性对照组和空白组（Ｐ＜
０．０５）。见表３和图２。
２．６　３组细胞侵袭力

ＭＵＣ１６干扰组、阴性对照组和空白组侵袭细胞
数分别为（８２．００±８．９０）、（１１９．６７±７．９９）和
（１２２．６７±１２．８０）个，三组比较，差异有统计学意
义（Ｆ＝３０．１１９，Ｐ＝０．０００）；阴性对照组和空白

组侵袭细胞数差异无统计学意义（Ｐ＝０．６１５），
ＭＵＣ１６干扰组侵袭细胞数低于阴性对照组和空白
组（Ｐ＜０．０５）。见图 ３。

表３　３组细胞２４ｈ和４８ｈ时划痕愈合率　（％，ｘ±ｓ）

组别 ２４ｈ ４８ｈ
ＭＵＣ１６干扰组 １１．００±２．７６ ２５．１７±４．５４
阴性对照组 ３５．１７±７．７０ ４７．５０±６．５０

空白组 ３７．３３±６．２８ ４８．８３±７．３６

Ｆ值 ３６．１４０ ２７．１８９
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

　　注：与ＭＵＣ１６干扰组比较，Ｐ＜０．０５
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图 ２　划痕实验检测细胞迁移情况　（×２００）

Ａ：ＭＵＣ１６干扰组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：空白组

图 ３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力　（结晶紫，×２００）

３　讨论
神经胶质瘤易脱离原发灶而转移至其他脑组

织，手术根除的可能性微乎其微，导致患者总体生

存时间短，死亡率高［９］，尽管临床上针对恶性肿瘤

的综合治疗方案不断完善，但神经胶质瘤的易侵袭

转移性致使这些治疗方案在改善患者预后方面疗

效有限［１０］。随着分子靶向治疗技术在肿瘤治疗中

的成功应用［１１］，为神经胶质瘤的诊疗提供了新的

方向，有望为神经胶质瘤诊疗打开突破口。ＭＵＣ１６
作为一种跨膜糖蛋白，定位于人染色体 １９ｐ１３．２，
在保护及修复上皮细胞中发挥重要作用［１２］，研究

发现［１３］，ＭＵＣ１６蛋白在受损或癌变上皮细胞中表

达异常。近年来研究发现［１４］，其可能在促进肿瘤

细胞浸润、转移、免疫逃逸中扮演重要角色。本研

究结果显示，神经胶质瘤组织中 ＭＵＣ１６蛋白呈高
表达，提示 ＭＵＣ１６可能参与了神经胶质瘤发病过
程。本研究结果显示，ＭＵＣ１６蛋白在 ＷＨＯ分级

Ⅲ、Ⅳ级的神经胶质瘤组织中阳性表达率高于Ⅰ、

Ⅱ级，说明其可能参与了神经胶质瘤病程进展，与
其恶性程度有关。本研究对神经胶质瘤 Ｕ８７细胞
中转染 ＭＵＣ１６干扰序列，结果显示，ＭＵＣ１６干扰
组细胞中 ＭＵＣ１６ｍＲＮＡ相对表达量较阴性对照组
和空白组降低，提示 Ｕ８７细胞中 ＭＵＣ１６基因表达
被抑制。本研究结果显示，ＭＵＣ１６干扰组细胞
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２４、４８、７２和 ９６ｈ时吸光度值均低于阴性对照组
和空白组，说明抑制 ＭＵＣ１６基因表达可抑制细胞
增殖活力，本研究结果显示，ＭＵＣ１６干扰组细胞
２４和 ４８ｈ时划痕愈合率及侵袭细胞数均低于阴
性对照组和空白组，说明抑制 Ｕ８７细胞中 ＭＵＣ１６
基因表达可明显抑制细胞迁移力和侵袭力。

综上所述，神经胶质瘤组织中 ＭＵＣ１６呈高表
达，且与 ＷＨＯ分级呈正相关，下调 Ｕ８７细胞中
ＭＵＣ１６基因表达可抑制细胞增殖、迁移和侵袭能
力，有望为神经胶质瘤机制研究及基因靶向治疗提

供新的靶点。
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