
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.20 OCT.2020

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2020.20.006

受体酪氨酸激酶 Axl对胶质母细胞瘤细胞增殖、凋亡和侵袭的影响 *

余智渊 林劲冠△ 李 津 罗臻钦 王 芳
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摘要 目的：研究受体酪氨酸激酶 Axl在胶质母细胞瘤组织和细胞系 U-118MG细胞中的表达情况及其对 U-118MG细胞增殖、凋

亡、侵袭的影响。方法：收集 2015年 3月至 2018年 5月在本院进行手术切除并经病理分型证实的胶质母细胞瘤组织标本

（n=30），另取脑外伤手术中因作内减压而切除的正常脑组织作为对照（n=28）。采用荧光实时定量 (qRT-PCR)检测正常脑组织和

胶质母细胞瘤肿瘤组织中 Axl mRNA表达水平；采用Western blot检测人小神经胶质 HM细胞、U-118MG细胞以及 Axl-shRNA

转染后 U-118MG细胞中 Axl蛋白表达水平；采用 CCK-8检测 Axl-shRNA转染后 U-118MG细胞增殖能力；采用流式细胞术检

测 Axl-shRNA转染后 U-118MG细胞凋亡水平；采用 Transwell小室实验检测 Axl-shRNA转染后 U-118MG细胞的侵袭能力。结

果：在胶质母细胞瘤组织中 Axl mRNA表达水平显著高于正常脑组织（P<0.05）；U-118MG细胞 Axl蛋白表达水平显著高于人小

神经胶质细胞系HM细胞，差异有统计学意义（P<0.05）；转染Axl-shRNA后，U-118MG细胞中Axl蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。与
U-118MG细胞和转染 control-shRNA细胞相比，转染 Axl-shRNA的 U-118MG 细胞增殖能力降低（P<0.05），凋亡水平升高
（P<0.05），侵袭能力降低（P<0.05）。结论：在胶质母细胞瘤组织和 U-118MG细胞中，Axl表达水平显著增高，并且 Axl表达水平与

U-118MG细胞增殖、凋亡及侵袭密切关联。
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Effects of Receptor Tyrosine Kinase Axl on Proliferation, Apoptosis and
Invasion of Glioblastoma Cells*

To observe the expression of receptor tyrosine kinase Axl in glioblastoma tissues and U-118MG cells, and

the effects of Axl in the proliferation, apoptosis and invasion of U-118MG cells. Glioblastoma tissue samples (n=30) which

were surgically removed in our hospital and confirmed by pathological classification were collected from March 2015 to may 2018. In

addition, the normal brain tissue which was removed due to internal decompression during brain trauma operation was taken as the con-

trol (n=28). The expression of Axl mRNA in normal brain tissue and glioblastoma tissue was detected by real time fluorescence quantita-

tive PCR (qRT-PCR); the expression of Axl protein in human microglia HM cells, U-118MG cells and U-118MG cells after Axl shRNA

transfection was detected by Western blot; the proliferation of U-118MG cells after Axl shRNA transfection was detected by CCK-8; the

proliferation of Axl shRNA was detected by flow cytometry. The apoptotic level of U-118MG cells after transfection and the invasive-

ness of U-118MG cells after Axl shRNA transfection were detected by Transwell cell experiment. The expression of Axl mRNA

in glioblastoma tissues were significantly higher than the normal brain tissues (P<0.05). The protein expression level of Axl in U-118MG

cells was significantly higher than the HM cells (P<0.05). Compared with control-shRNA group, Axl-shRNA down regulated the protein

expression of Axl in U-118MG cells(P<0.05). After transfected with Axl-shRNA, the proliferation and invasion ability of U-118MG cells

were reduced (P<0.05), and the cell apoptosis was increased (P<0.05). The expression levels of Axl in glioblastoma tissues

and glioblastoma U-118MG cells were increasd, which is closely related to the proliferation, apoptosis and invasion of glioblastoma cells.
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前言
Axl是受体酪氨酸激酶（Receptor tyrosine kinase，RTKs）家

族成员之一，与其配体生长停滞特异性蛋白 6（growth arrest
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specific protein 6，Gas6）结合可激活其酪氨酸激酶活性，从而激

活下游的信号转导途径，在组织发育、细胞增殖、细胞黏附与识

别、抗凋亡和恶性转化中发挥一定的作用[1-3]。近年来的研究发

现，Axl异常表达在多种肿瘤发生、发展的过程中发挥一定的

作用，并与肿瘤的恶性程度、转移和不良预后相关[4,5]。神经胶质

细胞瘤是发病率最高的脑部恶性肿瘤[6]。其中胶质母细胞瘤最

为常见，其侵袭性强，增殖力和异质性程度高，尽管目前临床上

手术切除结合化疗、放疗的治疗方案有了长足的发展，但患者

预后差，5年生存率极低，并且放化疗潜在的危险性较高[7,8]。在

胶质母细胞瘤发病机制的研究中，证实受体酪氨酸激酶信号转

导途径紊乱（Axl异常表达和激活）参与了胶质母细胞瘤发生

发展的过程[9,10]。为验证 Axl在胶质母细胞瘤组织和细胞株中

的表达情况及其对胶质母细胞瘤细胞系 U-118MG生物学效应

的影响，本研究中应用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real

time fluorescence quantitative PCR，qRT-PCR）检测胶质母细胞

瘤组织中 Axl mRNA表达情况，采用 RNA干扰技术下调胶质

母细胞瘤细胞中 Axl 基因的表达，观察其表达水平下调对

U-118MG细胞增殖、凋亡、侵袭等功能的影响。

1 材料与方法

1.1 临床标本

收集在本院进行手术切除并经病理分型证实的胶质母细

胞瘤组织标本（n=30），组织来源病例中男 14例，女 16例；年龄

42-70岁，平均年龄（46.51± 5.83）岁。另取脑外伤手术中因作内

减压而切除的正常脑组织作为对照（n=28），组织来源病例中男

11例，女 17例；年龄 43-67岁，平均年龄（47.31± 4.13）岁。手术

所取标本立即放入 -80℃深低温冰箱中保存备用。所有病例术

前均尚未接受化疗或放疗等抗肿瘤治疗，所有样本均经研究对

象同意，并签署知情同意书。组织来源病例在年龄、性别方面比

较无差异。

1.2 细胞系及培养

人胶质母细胞瘤 U-118 MG细胞系购自上海生命科学研

究院细胞库。人小神经胶质 HM细胞系购自上海中乔新舟生物

科技有限公司。将 U118MG和 HM细胞培养于 DMEM高糖培

养基（成分：10%胎牛血清、100U/mL青霉素和 100 U/mL链霉

素）中，培养箱条件：37℃、5% CO2饱和湿度。

1.3 主要试剂与仪器

Axl-shRNA、control-shRNA、Axl和 -actin引物由上海汉恒

生物公司合成；多克隆兔抗人 Axl抗体购自美国 Abcam公司；

兔抗人 -actin和辣根过氧化物酶（Horseradish peroxidase，HRP）

标记的羊抗兔抗体均购自北京博奥森公司；全蛋白提取试剂

盒、CCK-8细胞增殖检测试剂盒和 Annexin V-FITC/PI细胞凋

亡检测试剂盒均购自南京凯基生物技术公司；Transwell小室

购自美国 Corning公司。主要仪器：荧光定量 PCR扩增仪（美国

ABI公司 ABI PRISM誖 7500 Real-time PCR Systems）；酶标仪

(奥地利 CliniBio公司)；电泳仪 (美国 Bio-Rad公司)；Western

blot荧光成像分析仪(美国 UVP公司)：流式细胞仪(上海聚仪

检测科技有限公司)；倒置显微镜（上海万衡精密仪器有限公司）。

1.4 胶质母细胞瘤和正常脑组织中总 RNA 提取及 qRT-PCR

检测

冻存的胶质母细胞瘤和正常脑组织标本每例各取约

100 mg、采用 Trizol试剂盒提取总 RNA并进行逆转录，采用

qRT-PCR检测逆转录得到的 cDNA表达水平，qRT-PCR反应

条件：95℃预变性 30s；95℃ 5 s，60℃ 1 min，共 40个循环。引物

序列见表 1。采用 2-△ △ Ct方法表示相对表达量。

表 1 qRT-PCR的引物序列

Table 1 Primer sequence of qRT-PCR

Genes Primer Primer sequence(5'→3')

Axl
forward primer GGCAACCCAGGGAATATCACA

downstream primer ACACGAAGGTCTGATGTCCCA

茁-actin
forward primer GTCCTGTGGCATCCACGAAAC

downstream primer GCTCCAACCGACTGCTGTCAG

1.5 转染 siRNA

对数生长期的 U-118MG 细胞用 0.25%的胰酶消化后收

集，接种于 6孔板中，每孔 1× 106个细胞。用转染试剂 Lipo-

fectaminel誖 3000（北京雷根生物技术有限公司）分别将终浓度

为 40 nmol/L的 Axl-shRNA和 control-shRNA转染 U-118 MG

细胞，转染程序严格按照转染试剂说明书进行。48 h后收获细

胞，Western blot检测 Axl蛋白表达水平。

1.6 Western blot检测

分 别 收 集 HM 细 胞 、U-118 MG 细 胞 、 转 染

Axl-shRNA/control-shRNA的 U-118MG细胞，匀浆后用蛋白裂

解液提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度。取 40 滋g的蛋白上
样，用 SDS-PAGE配置胶（成分：5%浓缩胶、10%分离胶）进行

蛋白的分离，湿转法将蛋白转到 PVDF膜后用 5%的脱脂奶粉

室温下震荡封闭 2 h，使用 TBS-T液冲洗 2次后分别加入兔抗

人多克隆 Axl抗体(1:200稀释)、兔抗人 茁-actin抗体(1:300 稀

释)抗体，4℃冰箱孵育过夜。TBS-T液冲洗 2次，加入 HRP标

记的二抗(1:5000稀释)后室温孵育 1h，加 ECL发光液进行化

学发光显影，Western blot荧光成像仪拍照。

1.7 CCK-8检测细胞增殖

将 U-118 MG细胞以 100 滋L/孔 (约 1× 104个细胞)接种

于 96孔板中，每组设置 4个平行孔。于培养 24 h后更换 100 滋L
新鲜培养液并进行转染，转染浓度 40nmol/L，分别于转染后 24h、

48 h、72 h、96 h 向细胞培养液中加入 10 滋L CCK-8，孵育 4 h

后，在 450 nm波长处检测每孔的吸光度值(OD值)，以 OD值

代表细胞相对增殖水平，实验重复 3次。

1.8 流式细胞仪检测细胞凋亡
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将 U-118 MG细胞接种于 6孔板中，浓度 1× 106/mL。培养

24 h 后进行 Axl-shRNA/control-shRNA 转染，转染浓度 40

nmol/L，48 h 后消化收集细胞，PBS 洗 2 次，按照 Annexin

V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒的说明书进行操作，将 5 滋L
Annexin V-FITC和 5 滋L Propidium Iodide加入到 500 滋L Bind-
ing Buffer重悬细胞中，避光孵育 10 min后，用流式细胞仪测定

细胞凋亡情况，以右上、右下象限细胞比例计算凋亡率。实验重

复 3次，设置 3个平行样本。

1.9 细胞侵袭实验

把 Transwell小室底部的正面用 Matrigel（1:8）稀释液均匀

包被，4℃风干。将 Transwell小室放入 24孔培养板，小室外加

入含 10%FBS 的 DMEM 高糖培养基 500 滋L。转染 48h 的

U-118MG细胞用胰酶消化后收集，用无血清 DMEM（含 0.1％

BSA）高糖培养基重悬细胞，吸取 100 滋L细胞悬液(1× 105)加

入到小室内，每组设 3个平行复孔。用棉签擦去培养 48 h后取

出的 Transwell小室上层的细胞，细胞固定后用 0.1%结晶紫染

小室膜 15 min，在倒置显微镜下每张膜选取 10个视野（400× ）

对侵袭穿膜的细胞数进行计数，取均数作为最终结果。

1.10 统计学分析

采用 SPSS 20.0软件进行统计分析。 观测资料主要为计

量资料，整体比较采用两因素重复测量方差分析，资料球型性

校正采用 HF系数法，组间精细比较采用 LSD-t检验。P<0.05
表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 qRT-PCR 检测转染胶质母细胞瘤和正常脑组织中 Axl

mRNA表达水平

与正常脑组织 Axl mRNA表达水平（1.00± 0.03）相比较，

胶质母细胞瘤组织中 Axl mRNA表达水平（3.52± 0.20）显著增

高，差异具有统计学意义（t=68.196，P=0.000，n=28/30）。证实
Axl异常激活在胶质母细胞瘤发展过程中有一定的作用。

2.2 Western blot检测 Axl蛋白表达水平

Western blot 检测 HM、U-118MG、转染 Axl-shRNA/con-

trol-shRNA的 U-118MG细胞中 Axl蛋白表达情况：胶质母细

胞瘤 U-118MG细胞中 Axl蛋白表达水平为（0.69± 0.05），显著

高于 HM 细胞的（0.53± 0.07）（t=4.556，P=0.000，n=6/6），电泳
条带图见图 1 A。转染 Axl-shRNA 48 h 后的 U-118MG 细胞

Axl 蛋白的表达量为（0.41 ± 0.02），明显低于与未处理

U-118MG细胞的（0.81± 0.02）和 control-shRNA转染细胞的

（0.72± 0.02），差异均具有统计学意义（t=34.641，26.847；P=0.
000，0.000；n=6/6/6），电泳条带图见图 1B。

2.3 CCK-8 检测转染 Axl-shRNA 后 U-118MG 细胞增殖水平

的变化

U-118MG细胞增殖水平组间差异、时间差异及交互作用

均有显著性意义（P＜0.05）。与 U-118MG细胞（对照）和转染

control-shRNA细胞相比，转染 Axl-shRNA 48h后的 U-118MG

细胞其增殖水平受到了明显的抑制，差异具有统计学意义

（P<0.05），见表 2。

图 1 Western blot检测 Axl蛋白表达水平

Fig.1 Western blot detection of Axl protein expression level

表 2 CCK-8检测转染 Axl-shRNA后 U-118MG细胞增殖水平的变化(OD值，450 nm)

Table 2 CCK-8 detection of the proliferation of U-118MG cells after Axl shRNA transfection(OD value, 450 nm)

Groups n 24 h 48 h 72 h 96 h

Control 6 0.35± 0.03 0.52± 0.04t 0.75± 0.10t 10.60± 0.13t

Control-shRNA 6 0.34± 0.03 0.50± 0.05t 0.70± 0.05t 10.02± 0.04at

Axl-shRNA 6 0.33± 0.04 0.49± 0.03t 0.51± 0.03abt 0.49± 0.03abt

Overall analysis sphere correction (HF coefficient: 0.3335)

between groups（F, P） （23,330.648, 0.000）

time（F, P） （50,157.289, 0.000）

interactive（F, P） （12,373.695, 0.000）

2.4 流式检测转染 Axl-shRNA后 U-118MG细胞凋亡情况 流式结果显示，U-118MG转染 Axl-shRNA 48h后其凋亡

Notes: The overall analysis was two factor repeated measurement analysis of variance, and HF coefficient method was used for data sphericity correction,

LSD-t test was used for the fine comparison between groups, time fine comparison is t test of difference. compared with Control, aP＜0.05; compared with

Control-shRNA, bP＜0.05; compared with 24 h after transfection, tP＜0.05.
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细胞比例显著增加，凋亡比例为（15.93± 0.91）%，与未处理

U-118MG（对照）的（3.13± 0.12）%和 control-shRNA 转染细胞

的（5.91± 0.24）%相比，差异具有统计学意义（t=34.624，26.568；

P=0.000，0.000；n=6/6/6）。
2.5 Transwell实验检测转染 Axl-shRNA 后 U-118MG 细胞侵

袭能力的变化

Transwell 实验结果表明，转染 Axl-shRNA 48h 后的

U-118MG细胞穿过小室膜的数量为（24.25± 1.51），显著低于

control-shRNA 转染细胞的（78.31± 2.03）和未处理 U-118MG

细胞（对照）的（87.13± 2.24），差异具有统计学意义（t=53.

007，57.863；P=0.000，0.000；n=6/6/6），提示 Axl表达水平的变

化与细胞的侵袭能力有关。

3 讨论

神经胶质瘤是死亡率极高的颅内肿瘤，其中恶性程度最高

的是胶质母细胞瘤[11,12]。由于目前胶质母细胞瘤治疗效果较差，

我们迫切需要更好地了解胶质母细胞瘤细胞的病理生理和分

子生物学基础，以探索更有效的治疗方法[13]。Axl是一种由胞外

区、胞内区和跨膜区三部分跨膜蛋白，其中胞外区的结构与神

经细胞黏附分子(neural cell adhesion molecule, NCAM)相似，具

有结合配体的功能；胞内区则是酪氨酸激酶的结构域，能够进

行自身磷酸化[14,15]。特殊的分子结构使 Axl兼具黏附分子和酪

氨酸激酶的功能[16,17]。Axl与其配体 Gas6结合可激活其酪氨酸

激酶活性，对细胞的粘附与识别、信号转导、细胞增殖、恶性转

化以及组织发育均可产生影响[18,19]。

前期的研究发现，Axl在肺癌、前列腺癌、卵巢癌等多种肿

瘤组织和细胞系中高表达，并证明 Axl的异常表达与肿瘤的发

生发展密切相关[20-22]。本研究中，我们发现胶质母细胞瘤组织中

Axl mRNA表达含量显著高于正常脑组织，同时胶质母细胞瘤

细胞系 U-118MG中 Axl的蛋白表达水平也明显较人小神经胶

质细胞高，这些结果表明 Axl与胶质母细胞瘤的发生发展存在

一定的关联性。Axl对恶性肿瘤增殖、分化、转移等方面均有一

定影响，这为人们从分子水平治疗肿瘤提供了新思路[23]。目前

Axl已作为包括乳腺癌、结肠癌、前列腺癌、尤因肉瘤等多种肿

瘤诊断与治疗的靶向分子应用于临床[24-26]。目前针对 Axl的小

分子抑制剂有 R428、s49076、BMS-777607 等，均可通过抑制

Gas6/Axl信号通路来影响肿瘤细胞的增殖、分化及转移[27,28]。本

研究中采用 Axl shRNA下调 Axl在 U-118MG细胞中的表达，

结果显示下调 Axl表达水平会使细胞的增殖和侵袭能力受到

抑制，而细胞的凋亡增加，这与 Linger RM等[29]在非小细胞肺

癌中的研究结果相一致。Onken J等[30]已初步证实在体内和体

外使用 BMS-777607能够抑制胶质母细胞瘤的生长和迁移。

综上所述，Axl异常表达在胶质母细胞瘤的发生与发展过程中

扮演着重要的角色，能够影响胶质母细胞瘤细胞的增殖、凋亡

以及侵袭功能，有可能作为胶质母细胞瘤新的诊断标志物及治

疗靶点。
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