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[摘 要] 目的：研究TGF-β2对胶质瘤干细胞侵袭能力的影响及其可能机制。方法：收集2016年4月至2017年4月中国医科

大学附属第一医院神经外科手术切除的8例人多形性成胶质细胞瘤组织标本，通过胰蛋白酶消化法进行胶质瘤细胞原代培养，部

分胶质瘤细胞加入含有EGF、bFGF、B27的DEME/F12培养基中进行无血清培养获得悬浮生长的肿瘤细胞球，免疫荧光染色及分

化实验验证肿瘤球是否为胶质瘤干细胞。ELISA方法检测胶质瘤干细胞分泌TGF-β2的水平，转染TGF-β2 siRNA后应用Tran-

swell方法检测TGF-β2对胶质瘤侵袭能力影响，Western blotting检测TGF-β2对胶质瘤干细胞中基质金属蛋白酶（matrix metallo-

proteinase，MMP）表达影响。结果：通过免疫荧光染色及分化实验证明原代培养的悬浮生长肿瘤细胞球为胶质瘤干细胞，肿瘤

细胞球表达CD133，在含血清培养基中可以分化为神经元和胶质细胞。胶质瘤干细胞比原代培养的胶质瘤 TGF-β2 分泌水平

明显升高 [(74.13±3.63) vs (46.13±2.61) pg/ml, P<0.05]。沉默 TGF-β2 可以降低胶质瘤干细胞侵袭细胞数 [(105.71±8.69) vs

(63.67±5.93)个，P<0.05]，并抑制MMP-2和MMP-9表达（均P<0.05）。结论：TGF-β2 通过 MMP-2 和 MMP-9 通路增强胶质瘤

干细胞的侵袭能力。
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TGF-β2 enhances invasion ability of glioma stem cell through matrix metallopro-

teinase pathway
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[Abstract] Objective: To study the effect and possible mechanism of TGF-β2 on the invasion of glioma stem cells (GSCs). Methods:

Tumor tissues of 8 patients with glioblastoma multiforme, who underwent resection at Department of Neurosurgery of the First Affiliat-

ed Hospital of China Medical University during April 2016 to April 2017, were collected. The primary culture of glioma cells were con-

ducted with trypsin digestion. Partial primary glioma cells were seeded into serum-free DMEM/F12 culture medium containing EGF,

bFGF and B27 to obtain suspension of tumor spheres. Immunoflurenscent staining and differentiation assay were used to detect whether

the tumor spheres were GSCs. TGF-β2 secretion ability of GSCs was determined by ELISA assay. After transfection of TGF-β2 siRNA,

the invasion ability of glioma stem cells was determined by Transwell assay. Western blotting was used to examine the effect of TGF-β2

on expression of matrix metalloproteinases (MMP) in glioma stem cells. Results: The suspended tumor spheres were proved to be

GSCs by immunofluorescent staining and differentiation assay; the tumor spheres expressed the marker of GSCs（CD133）and had the

ability to multi-differentiate (glia and neuronal cells). Compared with the primary glioma cells, Glioma stem cells exerted significantly

improved TGF-β2 secretion ability ([74.13±3.63] vs [46.13±2.61] pg/ml, P<0.05); and TGF-β2 silencing significantly reduced the inva-

sion ability of glioma stem cells ([105.71±8.69] vs [63.67±5.93], P<0.05) and inhibited MMP-2 and MMP-9 expressions. Conclusion:

TGF-β2 can promote the invasiveness of glioma stem cells through MMP-2 and MMP-9 pathway.
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胶质瘤是成年人颅内原发的恶性肿瘤，占颅内

肿瘤发生率的第一位[1]。WHO将胶质瘤依据病理级

别分为低级别胶质瘤（Ⅰ~Ⅱ级）和高级别胶质瘤（Ⅲ

~Ⅳ级），高级别胶质瘤预后相对较差[2]。尤其是成胶

质细胞瘤（IV级）患者，经过手术肿瘤切除、替莫唑胺

同步放化疗或替莫唑胺化疗后，中位生存时间约 14

个月[3]，5年生存率不到5%[4]。因此，胶质瘤如何发生

及胶质瘤侵袭能力的影响因素成为胶质瘤研究的热

点。胶质瘤干细胞（glioma stem cell, GSC）具有自我

更新和多向分化能力，同时具有高度放疗和化疗耐

受性，被认为是胶质瘤的起源细胞。很多研究[5-8]发

现，转化生长因子（transforming growth factor, TGF）-

β2可以增加胶质瘤细胞的侵袭能力。因此，本实验

拟研究 TGF-β2 对 GSC 侵袭能力的影响及其作用

机制。

1 材料与方法

1.1 标本来源和主要试剂

8例人多形性成胶质细胞瘤组织来自于 2016年

4月至 2017年 4月间中国医科大学附属第一医院神

经外科术后标本，切除肿瘤 30 min内将标本送到实

验室进行原代培养。患者基本情况见表1。

表1 8例多形性成胶质细胞瘤患者的主要信息

Tab.1 Clinicopathologic features of 8 patients with glioblastoma multiforme

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

Gender

Female

Female

Female

Male

Male

Male

Male

Male

Age(t/a)

51

62

46

53

57

58

63

75

Location

Right cerebellum

Left temporal

Left frontal lobe

Left frontal lobe

Left temporal

Left parietal lobe

Left insula

Left occipital lobe

Diameter(d/cm)

≥3

≥3

≥3

＜3

＜3

＜3

≥3

≥3

Pathologic grade

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

IV

重组人 EGF、重组人 bFGF、B-27 添加剂均购自

Invitrogen 公司，鼠抗人 CD133 抗体、基质金属蛋白

酶-2（matrix metalloproteinasem，MMP-2）抗体、MMP-

9抗体、GAPDH抗体均购自Abcam公司，Cy3标记绵

羊抗鼠抗体、FITC标记山羊抗兔抗体、Hoechst 33258

均购自Sigma-Aldrich公司，TGF-β2 ELISA 试剂盒购

自 R&D 公司，Transwell 小室（Costar）购自 Corning

公司。

1.2 无血清培养法诱导培养原代胶质瘤细胞成胶质

瘤细胞球

本实验通过中国医科大学附属第一医院伦理委

员会批准。手术标本采集前，患者签署知情同意书。

将手术切除标本置于含 4 ℃磷酸盐缓冲液（phos-

phate buffer saline，PBS）的离心管中，30 min内进行

原代培养。在超净工作台内，PBS冲洗 3次，置于平

皿中，锐性剪成为 1 mm3 的组织块。加入适量的

0.25%胰蛋白酶，在37 ℃条件下消化15 min，加入含

有10% FBS的DMEM/F12培养基终止消化。然后将

细胞悬液通过200目孔径的滤网，滤出液移至离心管

内，以 800×g 离心 5 min，去除消化液。加入含 10%

FBS DMEM/F12培养基制成细胞悬液，以2×106个/ml

接种到 25 cm2培养瓶中培养。将部分生长对数期的

胶质瘤细胞转移到含有 20 ng/ml EGF、20 ng/ml bF-

GF和B-27（1︰50）的DMEM/F12培养基中培养。每

3 d对细胞进行换液。

1.3 Hoechst33258免疫荧光染色肿瘤细胞球

将悬浮生长的肿瘤细胞球1 400×g离心5 min，弃

上清，加少许含有20 ng/ml EGF，20 ng/ml bFGF和B-27

（1︰50）的DMEM/F12培养基，吹打成细胞悬液；滴在防

脱载玻片上，在培养箱内培养8 h。PBS漂洗5 min×3次，

吸净液体；4%多聚甲醛固定30 min，PBS漂洗5 min×3

次，吸净液体；湿盒内5% BSA封闭20 min；擦净载玻片

周围BSA，加入鼠抗人CD133抗体（1︰200），放于湿盒

内4℃冰箱过夜；对照组标本使用非特异性 IgG代替一

抗；第2天取出载玻片，室温放置30 min；PBS漂洗5 min×

3次，吸净液体；在避光条件下，加入Cy3标记绵羊抗鼠

抗体（1︰250），37 ℃湿盒内孵育 2 h；PBS 漂洗 5 min×

3 次，吸净液体；避光条件下加入 Hoechst 33258 染

核 5 min，PBS漂洗5 min×3次，吸净液体，在荧光倒置

显微镜下观察并拍照。

1.4 胶质瘤细胞球的诱导分化并进行免疫荧光染色

将悬浮生长的肿瘤细胞球 1 400×g离心 5 min，

弃上清，加入含10% FBS DMEM/F12培养基，肿瘤细

胞球悬液滴在载玻片上诱导分化 7 d。PBS 漂洗 5

min×3次；4%多聚甲醛固定30 min，PBS漂洗5 min×

3次；0.3% Triton X-100打孔孵育 30 min，PBS漂洗 5
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min×3 次；湿盒内 5% BSA 封闭 20 min，擦净周围

BSA，加入一抗兔抗人GFAP抗体（1∶200）、鼠抗人β-

III-tubulin抗体（1∶200），置于湿盒内 4 ℃冰箱过夜。

对照组使用非特异性 IgG代替一抗。第 2天取出载

玻片室温放置30 min，PBS漂洗5 min×3次，避光条件

下加入Cy3 标记绵羊抗鼠抗体（1∶250），FITC 标

记山羊抗兔抗体（1∶100），37 ℃湿盒内孵育 2 h；

PBS 漂洗 5 min×3 次，Hoechst 33258 染核 5 min，

PBS漂洗 5 min×3次，甘油封片，在荧光倒置显微镜下观

察并拍照。

1.5 ELISA法测定细胞TGF-β2分泌水平

原代培养的胶质瘤细胞（primary cultured glioma

cell，PCGC）或GSC在无血清的DMEM/F12培养基中

培养 48 h，以PCGC作为对照组，离心收集细胞培养

上清，800×g离心 5 min。以 1×106/ml细胞作为一个

单位，检测出的结果单位以pg/ml来表示。按照产品

说明书进行，计算出样品浓度。

1.6 GSC转染TGF-β2 siRNA

设计TGF-β2 siRNA序列：正义 5'-GATCCCCTG

CCAACTTCTGTGCTGGAttcaagagaTCCAGCACAG

AAGTTGGCATTTTTGGAAA-3'；反义 5' - TCGATTT

CCAAAAATGCCAACTTCTGTGCTGGAtctcttgaaT -

CCAGCACAGAAGTTGGCAGGG-3'，该序列由 Ge-

nePharma公司构建并合成[9]。对照组转染无关序列

（5 ′ -GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA-3'）。取对数生

长期的 GSC，用 LipofectaminTM 2000 试剂盒进行转

染，具体过程依据说明书进行。转染48 h后用ELISA

法检测TGF-β2表达。

1.7 Transwell法检测GSC的侵袭能力

取对数生长期的GSC，以无血清DMEM/F12培

养基制成单细胞悬液，调整细胞密度至 1×105个/ml。

Transwell下室中加入含20% FBS DMEM/F12培养基

500 μl，上室中加入 GSC 或转染 TGF-β2 siRNA 的

GSC，细胞培养箱内培养 24 h，固定、Giemsa染色，显

微镜随机选5个高倍视野计数穿越至膜下的GSC。

1.8 Western blotting 实验检测 GSC 中 MMP-2 和

MMP-9蛋白的表达

收集GSC，RIPA裂解液按比例加入蛋白酶抑制

剂，裂解30 min，BCA法蛋白定量，SDS-PAGE后转膜

过夜。5%脱脂奶粉室温下封闭1 h，加入特异性一抗

（MMP-2抗体1∶1 000稀释；MMP-92抗体1∶1 000稀

释；GAPDH抗体1∶2 500稀释），4 ℃过夜。次日加

入 1∶5 000 稀释的 HRP 标记的二抗，摇晃杂交 2

h。ECL 发光，采集图象。 Image J 软件分析蛋白

相对表达。

1.9 统计学处理

应用SPSS 17.0统计学软件（IBM）进行分析，计

量数据以 x̄±s表示，组间比较采用 t检验，以P<0.05或

P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 PCGC成功诱导出GSC

PCGC培养3 d左右，可见肿瘤细胞以梭形为主，

细胞核多呈椭圆形（图1A）。将部分处于对数生长期

的 PCGC转移到含有 EGF、bFGF及B-27的DMEM/

F12培养基中，培养 7 d左右可以看到肿瘤细胞聚集

成细胞球，悬浮生长（图1B）。

GSC的鉴定主要依据肿瘤细胞球表达CD133、

SOX2、Nestin等标志物，同时肿瘤球能够分化为神经

元及胶质细胞，并且能在裸鼠颅内成瘤。既往本课

题组对培养的肿瘤细胞球进行了CD133及SOX2鉴

定[10]，同时将肿瘤球注入裸鼠颅内形成胶质瘤细胞

球[11]。本次实验对悬浮生长的细胞球进行CD133染

色，发现其表达呈阳性（图 1C）。将悬浮生长的肿瘤

球转移到含有10% FBS的DMEM/F12培养基中，7 d

后发现原有细胞形态消失，肿瘤细胞球贴壁生长；对

这些细胞进行免疫荧光检测，发现这些细胞表达胶

质细胞标志物（GFAP）和神经元标记物（β-III-tubu-

lin）（图1D）。以上结果可以证明，来自原代培养的肿

瘤细胞成功诱导成GSC，这些悬浮生长的肿瘤球不

但CD133表达阳性，同时具有多向分化的能力。

A: PCGC; B: GSC in serum free medium;

C: Immunoflurenscent staining of CD133; D: GSCs cultured in

FBS medium expressed GFAP+ glia (green) and β-III tubulin+

neuronal cells (red)

图1 PCGC诱导形成GSC

Fig.1 PCGCs induced the formation of GSC

2.2 GSC高度表达TGF-β2

ELISA检测结果（图 2A）表明，GSC上清液中的
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TGF-β2 表达量明显高于 PCGC 上清液中的表达量

[(74.13±3.63) vs (46.13±2.61)，P<0.05]。应用 siRNA

沉默 TGF-β2 表达后，ELISA 检测结果（图 2B）显示

TGF-β2 siRNA可以有效抑制GSC TGF-β2分泌。

2.3 沉默TGF-β2表达可降低GSC的侵袭能力

Transwel侵袭实验结果（图 3）显示，GSC组穿膜

的细胞数目明显多于TGF-β2 siRNA转染组[(105.71±

8.69) vs (63.67±5.93)个，P<0.05]。

*P<0.05 vs GSC group

A:Expression of TGF-β2 was higher in GSC than in PCGC by ELISA assay;

B: siRNA could down-regulate the TGF-β2 protein expression in GSC compared with control group

图2 TGF-β2在GSC、、PCGC及转染了TGF-β2 siRNA的GSC中的表达

Fig. 2 TGF-β2 expression in GSC, PCGC and GSC transfected with TGF-β2 siRNA

图3 沉默TGF-β2表达抑制GSC侵袭能力（（×20））

Fig. 3 Invasion ability of GSC were inhibited by silencing of

TGF-β2 expression（（×20））

2.4 沉默TGF-β2表达可以抑制GSC中MMP的表达

Western blotting实验结果（图4）发现，抑制TGF-

β2蛋白的表达可以抑制GSC中MMP-2[(1.24±0.06)

vs (0.44 ± 0.05)，P<0.05] 和 MMP - 9[(0.75 ± 0.05) vs

(0.09±0.02)，P<0.05] 蛋白的表达。

图4 沉默TGF-β2表达可抑制GSC中MMP-2和

MMP-9的表达

Fig.4 MMP-2 and MMP-9 protein expression in GSC were

impressed by TGF-β2 silencing

3 讨 论

胶质瘤是脑肿瘤中发病率最高且预后较差的肿

瘤，它对人类的健康构成了极大的威胁。尽管神经

外科在显微外科手术切除、放射治疗、化学治疗和生

物治疗等方面取得了突飞猛进的发展，但高级别胶

质瘤患者的预后仍然很差。GSC学说的提出，为研

究胶质瘤的发生发展及治疗开拓了新的思路。GSC

具有自我更新、不断增殖和多向分化的能力，它是

引发胶质瘤并维持胶质瘤生长和复发的细胞源

泉 , 在胶质瘤的发生过程中起着决定性作用。

本研究首先培养原代胶质瘤细胞，然后利用无

血 清 培 养 基 方 法 得 到 悬 浮 生 长 的 肿 瘤 球 。

CD133 作为 GSC 特异标志物为脑肿瘤干细胞的

研究提供了重要的线索，是分离、纯化脑肿瘤干

细胞最重要的标志物 [10,12]。本研究得到的肿瘤细

胞球表达CD133，加入含血清培养基后肿瘤细胞球

贴壁生长，免疫荧光检测发现这些细胞表达GFAP和

β-III-tubulin。这些结果证明来自原代培养的悬浮生

长肿瘤细胞球是GSC。

高级别胶质瘤预后差的原因之一就是其高度侵

袭性，它可以通过白质纤维迁移到周围脑组织从而

引起肿瘤复发。很多研究[5-8]发现，TGF-β2可以促进

胶质瘤的侵袭。TGF-β2在高级别胶质瘤中表达，并

且其表达水平与患者疾病的阶段、免疫缺陷状态有

关[13]；同时它还可以通过Smad通路和非Smad通路启
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动胶质瘤细胞自噬过程，从而促进胶质瘤细胞侵

袭[14]。PENUELAS等[15]发现，TGF-β2可以诱导GSC

的自我更新并能阻止分化。Furin蛋白可以调节GSC

的 TGF-β2[16]。TGF-β2 在胶质瘤组织中高度表达，

miR-141可以通过TGF-β2通路抑制U87细胞增殖、

侵袭和迁移[17]。二甲双胍可以通过TGF-β2通路抑制

成胶质细胞瘤增殖和侵袭[18]。本研究发现，诱导生成

的GSC分泌TGF-β2水平高于PCGC，且沉默TGF-β2

可以抑制GSC侵袭能力。

胶质瘤侵袭过程中，MMP起到了极其重要的作

用[19-20]。NAKANO等[21]研究发现，MMP-2与MMP-9

与胶质瘤的级别密切相关。柚皮苷（naringin）可以通

过下调MMP-2和MMP-9表达抑制胶质瘤细胞侵袭

和迁移能力[22]。TGF-β2可以通过MMP[23]、αV和 β3整

联蛋白[5]的表达影响细胞侵袭功能。然而TGF-β2对

GSC侵袭机制影响的研究却很少。本研究发现，沉

默 TGF - β2 蛋白表达可以抑制 GSC 中 MMP-2 和

MMP-9蛋白的表达。这些结果说明沉默TGF-β2基

因可以通过抑制MMP-2和MMP-9信号相关通路调

控GSC的侵袭能力。

本研究证明了TGF-β2通过MMP信号通路影响

GSC侵袭能力。TGF-β2不仅是GSC一个重要的免

疫指标[24]，而且会影响GSC侵袭能给力。胶质瘤的

治疗即将进入免疫治疗的新时代，TGF-β2作为一个

重要的免疫因子，必将会在胶质瘤的治疗上发挥重

大作用。
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