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细胞Ⅱ型谷氨酰胺转氨酶（ｔｒａｎｓｇｉｕｔａｍｉｎａｓｅ２，ＴＧ２）
在缺氧刺激下可异常表达升高，并在肿瘤细胞的增殖、
分化、转移和凋亡过程中发挥重要作用犤 １ 犦，有促凋亡和
抗凋亡的双重作用。王建新犤 ２ 犦采用ＨＥＫ２９３细胞体外实
验发现，ＴＧ２抗凋亡机制可能与减少Ｂａｘ产生，抑制
Ｃａｓｐａｓｅ － ３和Ｃａｓｐａｓｅ － ９表达，降低细胞核内细胞色
素Ｃ转导入胞浆水平，以及钙超载诱导线粒体膜的去
极化过程等密切相关犤 ２ 犦。但其在骨肉瘤细胞中能否同样
发挥抗凋亡作用，以及具体的作用机制研究还较少。本
研究中通过构建骨肉瘤细胞体外缺氧培养模型，探讨缺
氧条件下骨肉瘤ＭＧ － ６３细胞凋亡与ＴＧ２表达的关
系，以及ＴＧ２抗凋亡机制与细胞色素Ｃ和Ｃａｓｐａｓｅ － ３

表达的关系。
１ 材料与方法
１． １ 细胞株、试剂和主要仪器

骨肉瘤细胞株ＭＧ － ６３（中国科学研究院）；鼠抗人
ＴＧ２，细胞色素Ｃ，Ｃａｓｐａｓｅ － ３单克隆抗体（美国Ｓａｎ
Ｃｒｕｚｅ公司），ＡＰ碱磷酶标记抗小鼠ＩｇＧ和过氧化物酶
标记羊抗鼠ＩｇＧ的二抗（北京中杉生物技术公司）；ＦＡＣ
Ｓｏｒｔ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１． ２ 实验方法
１． ２． １ 细胞培养

细胞置含１０％小牛血清的ＲＰＭＩ － １６４０培养液（美
国Ｓｉｇｍａ公司）培养，在５％ＣＯ２、３７ ℃及饱和湿度的培

Ⅱ型谷氨酰胺转氨酶对缺氧骨肉瘤ＭＧ －６３细胞凋亡的影响

马 薇，张书勤△，魏 柏，丰小敏
（华中科技大学同济医学院附属梨园医院肿瘤科，湖北武汉４３００７７）

摘要：目的探讨缺氧条件下骨肉瘤ＭＧ － ６３细胞凋亡与Ⅱ型谷氨酰胺转氨酶（ＴＧ２）表达的关系，以及ＴＧ２抗凋亡机制与细胞色素Ｃ
和Ｃａｓｐａｓｅ － ３表达的关系。方法建立骨肉瘤细胞体外缺氧培养模型，设立单纯缺氧组和ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组，缺氧培养时间为１２ ｈ，观
察ＴＧ２活性、蛋白及ｍＲＮＡ水平，胞核、胞浆中细胞色素Ｃ和Ｃａｓｐａｓｅ － ３蛋白水平及细胞凋亡率。结果单纯缺氧组胞核中ＴＧ２活性、
蛋白及ｍＲＮＡ水平均显著高于ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组（Ｐ ＜ ０． ０５），而胞浆中比较，无显著差异（Ｐ ＞ ０． ０５）；单纯缺氧组胞核中细胞色素Ｃ
和Ｃａｓｐａｓｅ － ３蛋白水平显著高于ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组，胞浆中含量显著低于ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组（Ｐ ＜ ０． ０５）；单纯缺氧组的细胞凋亡率显
著低于ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论缺氧条件下ＴＧ２高表达有抑制ＭＧ － ６３骨肉瘤细胞凋亡作用，其机制可能与抑制胞核中
细胞色素Ｃ和Ｃａｓｐａｓｅ － ３向胞浆中转移有关。
关键词：Ⅱ型谷氨酰胺转氨酶；缺氧；骨肉瘤；细胞凋亡；细胞色素Ｃ；Ｃａｓｐａｓｅ － ３蛋白；ＭＧ － ６３细胞
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胞核 胞浆
表１ 两组ＴＧ２活性、蛋白及ｍＲＮＡ水平比较牗 Ｘ ± ｓ 牘

单纯缺氧组
ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组
ｔ值
Ｐ值

ＴＧ２活性
２６． ４ ± ２． ３
１２． ５ ± ２． ２
４． ５１８
０． ０３６

蛋白水平
３１． ５ ± ３． ４
１３． ６ ± ２． ９
４． ６２７
０． ０３４

ｍＲＮＡ水平
２６． ９ ± ２． １
１０． ３ ± ２． ３
５． １０３
０． ０２６

ＴＧ２活性
１１． ６ ± １． ８
１２． ４ ± １． ７
０． ５２９
０． １２７

蛋白水平
１２． ９ ± ２． ７
１２． ６ ± ２． ２
０． ２６７
０． ５３５

ｍＲＮＡ水平
１４． ７ ± １． ９
１４． ５ ± １． ６
０． ３６２
０． ４１５

胞核 胞浆

单纯缺氧组
ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组
ｔ值
Ｐ值

细胞色素Ｃ
３１． ６ ± ２． ５
１３． ５ ± ２． ３
５． １７４
０． ０２３

Ｃａｓｐａｓｅ － ３
２６． ７ ± １． ８
１２． ６ ± １． ５
４． ９２６
０． ０３５

细胞色素Ｃ
５． ６ ± ０． ４
１７． ９ ± ２． １
６． ５１７
０． ０１４

Ｃａｓｐａｓｅ － ３
４． ９ ± ０． ６
１６． ６ ± １． ５
６． ２３８
０． ０１６

组别

组别

养箱中培养２４ ｈ，然后用０． ２５％胰酶消化、传代。取对
数生长期细胞进行实验。
１． ２． ２ 缺氧模型构建

细胞置ＣＯ２缺氧培养箱（５％ ＣＯ２、９５％Ｎ２）中、３７ ℃
下培养２４ ｈ。
１． ２． ３ 分组与细胞转染

取对数生长期细胞，重悬细胞浓度为５ × １０５ ／孔接
种至２ ｍＬ接孔板（美国Ｂｉｏ － Ｒａｄ公司）中，待细胞长至
９０％以上时分为单纯缺氧组和ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组，共
培养１２ ｈ。ｓｉＲＮＡ转染：纯化ｓｉＲＮＡ分子由江苏碧云
天科技有限公司完成。ＴＧ２转染组的ｓｉＲＮＡ序列为
（Ｆ）５′ － ＧＣＧＧＧＡＴＣＣＧＣＣＡＧＡＴＣＡＴＴＡ － ３′，（Ｒ）５′ － ＴＡ
ＣＧＣＣＣＴＵＧＧＴＧＧＣＣＵＴＧＴＵ － ３′。对照组ｓｉＲＮＡ序列为
（Ｆ）５′ － ＵＡＴＣＧＡＧＵＡＣＡＣＴＣＡＵＧＡＴＣＵ － ３′，（Ｒ）５′ － ＵＴ
ＧＡＴＧＵＣＵＵＴＡＧＴＣＣＣＴＡＴＵ － ３′。按照Ｄｈａｒｍａｆｅｃｔ ３试
剂盒步骤进行转染，进行下一步实验。
１． ２． ４ 观察指标和检测方法

微量滴定板法测定ＴＧ活性犤 １ 犦：缺氧条件细胞培养
１２ ｈ后，采用５ －生物素酰氨基戊胺（ＢＰ，美国Ｒ＆Ｄ公司）
标记。４ ℃、２０ ０００ ｇ超速离心１０ ｍｉｎ，使用细胞提取物
包被９６孔的微量滴定板（美国Ｂｉｏ － Ｒａｄ公司）于４ ℃，
含５％牛血清蛋白的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中封闭１ ｈ。然
后采用辣根过氧化物酶标记链霉亲和素（北京中杉生物
技术公司）于３７ ℃孵育４５ ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５ ｍｉｎ × ３次。
微量滴定板中加入邻苯二胺盐酸盐于室温下显色１０ ｍｉｎ，
１ ｍｏｌ ／ Ｌ硫酸终止反应。显色后采用微孔板分光光度计
（美国ＧＥ公司）于４９０ ｎｍ波长处测量吸光度（Ａ）值。实
验进行３次，取平均值。

ＲＴ － ＰＣＲ法测定ＴＧ ｍＲＮＡ相对表达水平犤 ２ 犦：常规
Ｔｉｚｏｌ法（美国Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司）提取总ＲＮＡ，紫外分光
光度法测定其浓度和纯度，逆转录试剂盒（北京中杉生

物技术公司）合成ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩增ＴＧ２序列为（Ｆ）５′ －
ＧＧＧＧＴＧＡＧＡＧＡＧＧＡＡＡＧＡＣＣ － ３′，（Ｒ）５′ － ＴＧＣＡＧＴＣ
ＴＡＧＧＧＡＧＣＴＧＧＡＴ － ３′，１６７ ｂｐ；内参β － ａｃｔｉｎ序列为（Ｆ）
５′ － ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ － ３′，Ｒ：５′ － ＣＴＧＧＡ
ＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ － ３′，２４５ ｂｐ。反应参数为９４℃
２ ｍｉｎ，９４ ℃ ３０ ｓ、５４ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ １ ｍｉｎ，３５个循环，
７２ ℃ １０ ｍｉｎ终止反应。取扩增产物１０ μＬ用１． ２％琼
脂糖电泳鉴定产物，分析条带灰度值，结果以２ － △△ Ｃｔ
法表示。

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ法犤 ３ 犦测定三酰甘油（ＴＧ）、细胞色素Ｃ
和Ｃａｓｐａｓｅ － ３蛋白水平：常规方法抽提细胞核和细胞
浆总蛋白，考马斯亮兰蛋白定量测定浓度和纯度。取适
量样本蛋白置十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶进行
电泳，然后电转移至硝酸纤维素膜上封闭，漂洗。分别加
入鼠抗人ＴＧ２、Ｂａｘ及ｃｙｔＣ单克隆抗体一抗（北京中杉
金桥生物有限公司，１ ∶ １ ０００稀释），４ ℃孵育过夜，再加
入兔抗鼠多克隆抗体二抗（北京中杉金桥生物有限公
司，１ ∶ ５００），３７ ℃避光孵育１ ｈ，丽春红显色，显微镜下
观察、拍照。

Ｓｕｂ － Ｇ１法检测凋亡细胞犤 ４ 犦：胰酶消化，取２ ×
１０５ 个细胞，７０％乙醇固定，４ ℃孵育过夜。ＰＢＳ漂
洗，溴化丙啶染色，１ ｈ内于ＦＡＣ Ｓｏｒｔ流式细胞仪上
检测。
１． ３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ １９． ０统计学软件分析。正态分布数据以
Ｘ ± ｓ表示，行ｔ检验；定性数据以百分率表示，行χ２检
验。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见表１和表２。单纯缺氧组细胞凋亡率显著低
于ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组犤（２１． ３ ± ４． ４）％ ｖｓ（４２． ６ ± ８． ７）％，
ｔ ＝ ５． ７５８，Ｐ ＝ ０． ０３１ ＜ ０． ０５ 犦。

表２ 两组细胞色素Ｃ和Ｃａｓｐａｓｅ － ３蛋白水平比较牗 Ｘ ± ｓ 牘 ３ 讨论
ＴＧ２在胞浆、胞核、线粒体、细胞膜表面及细胞外基

质中均有大量表达。ＴＧ２在Ｃａ２ ＋ 依赖的催化蛋白交联
活性，三磷酸鸟苷（ＧＴＰ）依赖的Ｇ蛋白功能，蛋白二硫
键异构酶活性和蛋白激酶功能表达方面均发挥重要作
用犤 ３ 犦。此外，ＴＧ２在多种恶性肿瘤细胞的生物学行为中
扮演重要角色。但目前针对ＴＧ２在细胞凋亡中的作用
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仍无统一看法。部分研究认为，ＴＧ２主要表现促凋亡功
能。缺氧条件下细胞表达一系列高水平活性氧簇
（ＲＯＳ），进而促使大量Ｃａ２ ＋进入细胞内，胞浆内钙超载，
诱导ＴＧ２酶学活性增强，进而启动细胞凋亡程序的发
生犤 ４ 犦。也有研究指出，ＴＧ２高表达并不与凋亡程度一致。
肺癌、结直肠癌、肝癌等数个恶性增殖肿瘤细胞系在体
外诱导ＴＧ２过表达后，细胞凋亡率并未明显增加犤 ５ 犦。
Ｊａｎｇ等犤 ６ 犦的研究证实，ＴＧ２发挥促凋亡作用可能与其水
平有关，当ＴＧ２明显消耗降低后可导致细胞周期停止
而进入凋亡。蔺会云等犤 ７ 犦研究指出，ＴＧ２表达升高可能
促进肾癌细胞增殖，抑制凋亡。细胞核内聚集的ＴＧ２
（Ｒ５８０Ａ）可以抵消胞浆内ＴＧ２的促凋亡作用。因此，假
设ＴＧ２在不同条件下可发挥促凋亡和抗凋亡双重作
用，其倾向哪一方及作用强弱可能与细胞类型、作用条
件及ＴＧ２在细胞内的定位和构型等不同有关犤 ８ 犦。本研究
结果显示，缺氧条件下，胞核中ＴＧ２显著增多，而胞浆
中变化不明显。ＴＧ２活性增强，ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
明显增加，随缺氧时间延长逐渐增高。单纯缺氧组胞核
中ＴＧ２活性、蛋白及ｍＲＮＡ水平均显著高于ＴＧ２ ｓｉＲ
ＮＡ缺氧组，差异有统计学意义，而胞浆中两组比较，差
异无统计学意义。提示缺氧条件下胞核中ＴＧ２的表达
可能参与抗凋亡过程，而胞核中ＴＧ２更多地参与促凋
亡过程。

骨肉瘤细胞凋亡途径主要有２条，即死亡受体配体
途径和线粒体途径。其中线粒体途径是细胞内主要的凋
亡机制，具体过程为细胞受胞内外各种凋亡刺激因子作
用，诱导线粒体释放细胞色素Ｃ，胞浆中细胞色素Ｃ与
凋亡蛋白酶活化因子－ １（Ａｐａｆ － １）结合形成多聚体；进
而趋化Ｃａｓｐａｓｅ － ９前体形成凋亡小体，Ｃａｓｐａｓｅ － ９激
活后可进一步促进下游Ｃａｓｐａｓｅ － ３活化，加速凋亡进
程犤 ９ 犦。Ｃａｓｐａｓｅｓ － ３是Ｃａｓｐａｓｅｓ家族介导细胞凋亡的关
键分子，是各种凋亡途径的终末效应分子。胞浆中无活
性状态的Ｃａｓｐａｓｅｓ － ３以酶原形式存在，凋亡启动的早期
阶段即可被迅速、大量激活，活化状态的Ｃａｓｐａｓｅ － ３结
构组成有２个大亚基和２个小亚基，作用底物分布在胞
浆和胞核中，通过多种效应分子介导的信号转导途径，
最终诱导细胞凋亡犤 １０ 犦。胡岳等犤 １１ 犦研究证实，ＴＧ２在促凋
亡过程中，同样可以与细胞核、细胞质及线粒体内的一
些蛋白形成非共价复合物，然后与Ｃａｓｐａｓｅ － ３形成不
溶性复合物，进而抑制其活性，抑制凋亡进程的进一步
扩大。其遏制凋亡发生及级联扩增是不依赖ＴＧ２转化
酶功能，而可能与ＴＧ２的细胞定位与分子结构构象不
同有关犤 １２ 犦。本研究结果提示，单纯缺氧组Ｃａｓｐａｓｅ － ３活
性水平无明显增加，而ｓｉＲＮＡ转染缺氧组通过直接抑
制ＴＧ２表达水平，导致Ｃａｓｐａｓｅ － ３活性及其蛋白相
对表达水平显著升高，细胞凋亡率也随之上升。由此说

明，细胞缺氧状态可诱导ＴＧ２的异常高表达，介导
Ｃａｓｐａｓｅ － ３活性下降而发挥抗细胞凋亡表达犤 １３ 犦。

本研究中发现，单纯缺氧组胞核中细胞色素Ｃ和
Ｃａｓｐａｓｅ － ３蛋白水平显著高于ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组，胞浆
中含量及细胞凋亡率显著低于ＴＧ２ ｓｉＲＮＡ缺氧组，提示缺
氧条件下ＴＧ２可抑制骨肉瘤细胞色素Ｃ和Ｃａｓｐａｓｅ － ３
由线粒体向胞浆内释放，起到抗凋亡作用犤 １４ 犦。

综上所述，缺氧条件下ＴＧ２高表达有抑制ＭＧ － ６３
骨肉瘤细胞凋亡的作用，可能与抑制胞核中细胞色素Ｃ
和Ｃａｓｐａｓｅ － ３向胞浆中转移有关，可能成为治疗骨肉瘤
的新干预靶点。下一步研究可在动物模型中进行验证。
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