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　　【摘要】　目的　了解在体外培养条件下人源性免疫球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）刺激人胶质瘤细胞系 Ｕ８７ＭＧ后，对增殖

细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、激活的细胞外信号调节激酶（ＰＥＲＫ）及激活的非受体酪氨酸激酶（ＰＳＲＣ）表达的影响。

方法　用不同浓度的ＩｇＧ（０．０１、０．１、１μｇ／ｍＬ）刺激Ｕ８７ＭＧ，２４ｈ后采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＰＣＮＡ、ＥＲＫ及Ｐ

ＥＲＫ、ＳＲＣ及ＰＳＲＣ的表达变化情况。结果　ＩｇＧ直接作用于体外培养的胶质瘤 Ｕ８７ＭＧ后，相对于对照组而言

ＰＣＮＡ、ＰＥＲＫ及ＰＳＲＣ表达有明显的升高，并且表达呈现出一定的剂量依赖性。结论　ＩｇＧ可能与神经系统癌

症有关联。
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　　最近的一些研究显示在多种肿瘤的细胞胞质中发现有免

疫球蛋白（Ｉｇ）的表达，如人乳腺癌、大肠癌、胃癌等
［１４］。外源

性ＩｇＧ也可以引起中枢神经系统的免疫反应，虽然有关ＩｇＧ的

报道较多，但ＩｇＧ的功能尚不清楚
［５６］。为此，本研究拟观察人

源性ＩｇＧ刺激人胶质瘤细胞系 Ｕ８７ＭＧ，检测其中增殖细胞核

抗原（ＰＣＮＡ）、激活的非受体酪氨酸激酶（ＰＳＲＣ）及激活的细

胞外信号调节激酶（ＰＥＲＫ）表达水平的变化，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　以人源胶质瘤Ｕ８７ＭＧ细胞系为研究对象。

１．２　培养过程　将 Ｕ８７ＭＧ细胞培养于１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ 培养基中（内含青霉素和链霉素各１０Ｕ／Ｌ），置于

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，取对数生长期细胞进行实验。

以５×１０３ 细胞／孔密度接种于９６孔培养板中，培养２４ｈ，实验

孔分别加入以下浓度的人源性ＩｇＧ０．０１、０．１、１μｇ／ｍｌ，每孔设

３个复孔，分别培养２４ｈ。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）作为阴性对照。

１．３　实验方法　使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法，检测ＰＣＮＡ、ＰＥＲＫ

及ＰＳＲＣ表达变化情况。外源性ＩｇＧ 刺激２４ｈ后，收集

Ｕ８７ＭＧ细胞，加入适量ＲＡＰＩ（含ＰＭＳＦ）裂解液，碾碎匀浆，

离心提取总蛋白，按照ＢＣＡ法测定总蛋白浓度，上样量为每孔

５０μｇ总蛋白。按１∶４加上样缓冲液后，９５℃变性１０ｍｉｎ。

１００Ｖ恒压１０％十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿转

至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ）。５％ＢＳＡ封闭液室温封闭１ｈ，一

抗（ａｎｔｉｍｏｕｓｅＰＣＮＡ、ｐＥＲＫ、ＥＲＫ、ＰＳＲＣ、ＳＲＣ、ＧＡＰＤＨ、

ｓａｎｔａｃｒｕｚ）按１∶１０００稀释，４℃孵育过夜。０．０５％ＴＢＳＴ洗

３次，每次５ｍｉｎ。二抗为 ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ，３７℃ 孵育

１ｈ。ＴＢＳＴ０．０５％洗３次，每次５ｍｉｎ。化学发光法检测条

带，实验重复３次。

１．４　统计学处理　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ条带灰度值用ＩｍａｇｅＪ软件

进行分析，ＧＡＰＤＨ 作为ＰＣＮＡ的内参对照，总的ＳＲＣ作为

ＰＳＲＣ内参对照，总的 ＥＲＫ 作为 ＰＥＲＫ 的内参对照，采用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件，数据差异统计学意义检验及采用方差齐

性检验及单因素方差分析。犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＩｇＧ刺激Ｕ８７ＭＧ细胞２４ｈ后，ＰＣＮＡ蛋白表达水平的

变化　ＰＣＮＡ蛋白表达在ＩｇＧ刺激后有显著性升高（图１Ａ）。

在浓度为０．０１μｇ／ｍＬ时，ＰＣＮＡ的表达没有明显变化；在ＩｇＧ

浓度为０．１μｇ／ｍＬ时ＰＣＮＡ的表达水平明显升高，为对照组

的２．５１倍（犘＜０．０５）；当浓度为１μｇ／ｍＬ时，表达水平升高最

为显著，为对照组的３．５６倍（犘＜０．０５，图１Ｂ）。同时发现ＰＣ

ＮＡ的升高与ＩｇＧ浓度呈现剂量依赖性。

２．２　ＩｇＧ刺激Ｕ８７ＭＧ细胞２４ｈ后，ＰＳＲＣ蛋白表达水平的变

化　不同浓度的ＩｇＧ都能增强ＰＳＲＣ的表达（图２Ａ）。在浓度
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为０．０１μｇ／ｍＬ时，ＰＳＲＣ的表达就明显升高，相对于对照组升

高２．１２倍（犘＜０．０５）；在ＩｇＧ浓度为０．１μｇ／ｍＬ时ＰＳＲＣ的表

达水平为对照组的３．１５倍（犘＜０．０５）；当浓度为１μｇ／ｍＬ时，表

达水平升高最为显著，为对照组的７．３４倍（犘＜０．０５，图２Ｂ）。

发现ＰＳＲＣ的表达水平与ＩｇＧ浓度呈现剂量依赖性。

图１　不同浓度ＩｇＧ处理后ＰＣＮＡ的蛋白表达变化

图２　不同浓度ＩｇＧ处理后ＰＳＲＣ蛋白表达的变化

２．３　ＩｇＧ刺激Ｕ８７ＭＧ细胞２４ｈ后，ＰＥＲＫ蛋白表达水平的

变化　不同浓度的ＩｇＧ都能显著地影响ＰＥＲＫ的表达，随着

浓度的升高，ＰＥＲＫ的表达水平逐渐上升（图３Ａ）。在浓度为

０．０１μｇ／ｍＬ时，ＰＥＲＫ的表达水平就明显升高，相对于对照

组升高２．０８倍（犘＜０．０５）；在ＩｇＧ浓度为０．１μｇ／ｍＬ时 Ｐ

ＥＲＫ的表达水平为对照组的２．５１倍（犘＜０．０５）；当浓度为１

μｇ／ｍＬ时，表达水平升高最为显著，为对照组的５．８７倍（犘＜

０．０５，图３Ｂ）。在浓度为０．０１μｇ／ｍＬ和０．１μｇ／ｍＬ时ＰＥＲＫ

的表达水平并没有明显变化（犘＞０．０５），ＰＥＲＫ的表达水平

与ＩｇＧ浓度呈现出一定的剂量依赖性。

图３　不同浓度ＩｇＧ处理后ＰＥＲＫ蛋白表达的变化

３　讨　　论

ＩｇＧ一直以来被认为是Ｂ淋巴细胞的特征性产物
［７］。然

而，ＩｇＧ在非Ｂ细胞来源的上皮细胞表达已被多个实验室证

实。Ｑｉｕ等
［８］用原位杂交、免疫组化及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等方法证

实ＩｇＧ在非Ｂ细胞来源的肿瘤细胞中表达，并提出癌细胞来

源的ＩｇＧ具有生长因子样活性。

ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路参与了细胞增长、发育、增殖、分化

和细胞恶性转化等多种生理、病理过程。Ｓｒｃ激活后，能活化

下游丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）途径
［９］。ＰＣＮＡ是一种重

要的细胞周期蛋白，细胞的增殖离不开ＰＣＮＡ蛋白的作用，

ＰＣＮＡ蛋白的表达减少会降低细胞的增殖活性
［１０］。本研究结

果显示，外源ＩｇＧ刺激胶质瘤细胞系 Ｕ８７ＭＧ后，ＰＣＮＡ、Ｐ

ＳＲＣ及ＰＥＲＫ表达水平升高，提示外源性的ＩｇＧ促进了胶质

瘤细胞系的进一步增殖。这与癌细胞及部分正常的上皮细胞

来源的ＩｇＧ具有促进肿瘤细胞生长的研究结果一致
［８］。

在神经系统中，有研究发现正常脑脊液中ＩｇＧ表达量较

低，当中枢神经系统发生病变时，脑脊液中免疫球蛋白水平将

有所增高，原因可能有两种情况：（１）血脑屏障损伤后，ＩｇＧ渗

透性增高；（２）内源性ＩｇＧ表达增加，即有鞘内ＩｇＧ合成
［１１］。

对于外源ＩｇＧ在神经系统的作用研究较少，有研究发现外源

ＩｇＧ刺激新生大鼠皮层的原代混合胶质细胞，小胶质细胞和星

型胶质细胞表现出活化状态，提示了同种ＩｇＧ在多种胶质细胞

共存时仍主要引起小胶质细胞激活，并且星型胶质细胞也参与

了对ＩｇＧ的反应
［１２］。ＩｇＧ的抗体体外对膀胱肿瘤细胞的生长

具有一定抑制作用，且具有促进肿瘤细胞凋亡的效应［１３］。有

研究发现在大鼠黑质注射帕金森病患者的血清ＩｇＧ，可导致多

巴胺能神经元的损伤［５］。在大鼠隔区注射阿尔茨海默症患者

血清ＩｇＧ，可导致胆碱能神经元的损伤、丢失
［６］。这些实验研

究暗示了异种外源性ＩｇＧ直接注射到ＣＮＳ可引起ＣＮＳ免疫

损伤。

为进一步明确外源性ＩｇＧ在神经系统疾病中的作用，还需

要更多的实验证据，期望外源性ＩｇＧ能成为对中枢神经系统疾

病诊断、治疗一个新策略。
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表１　４４３例支原体药敏试验结果［狀（％）］

抗生素
Ｕｕ（狀＝３７２）

敏感 中介 耐药

Ｍｈ（狀＝４２）

敏感 中介 耐药

Ｕｕ＋Ｍｈ（狀＝２９）

敏感 中介 耐药

强力霉素 ３０１（８０．９） ２９（７．８） ４２（１１．３） ３５（８３．３） ２（４．８） ５（１１．９） ２４（８２．８） ０（０．０） ５（１７．２）

交沙霉素 ２９８（８０．１） ２６（７．０） ４８（１２．９） ２９（６９．０） ９（２１．４） ４（９．５） ２０（６９．０） ４（１３．８） ５（１７．２）

氧氟沙星 ４７（１２．６） １１５（３０．９） ２１０（５６．５） ３（７．１） ６（１４．３） ３３（７８．６） ４（１３．８） ３（１０．３） ２２（７５．９）

红霉素 １５６（４１．９） ２１（５．６） １９５（５２．４） ４（９．５） ０（０．０） ３８（９０．５） ６（２０．７） ３（１０．３） ２０（６９．０）

四环素 ２８４（７６．３） ５３（１４．２） ３５（９．４） １６（３８．１） １１（２６．２） １５（３５．７） １７（５８．６） ３（１０．３） ９（３１．０）

环丙沙星 １６（４．３） ３１（８．３） ３２５（８７．４） ２（４．８） ３（７．１） ３７（８８．１） １（３．４） ２（６．９） ２６（８９．７）

阿奇霉素 １９４（５２．１） ３６（９．７） １４２（３８．２） ４（９．５） ２（４．８） ３６（８５．７） ３（１０．３） １（３．４） ２５（８６．２）

克拉霉素 ３１９（８５．８） ２９（７．８） ２４（６．４） ２（４．８） ３（７．１） ３７（８８．１） ８（２７．６） ０（０．０） ２１（７２．４）

原始霉素 ３５９（９６．５） ６（１．６） ７（１．９） ３８（９０．５） ０（０．０） ４（９．５） ２５（８６．２） ０（０．０） ２（１３．８）

３　讨　　论

引起人类疾病的支原体最为常见的是 Ｕｕ和 Ｍｈ，女性泌

尿生殖道更易受到支原体的感染［２］。本地区８１４例女性泌尿

生殖道感染患者支原体培养结果显示，支原体培养阳性４４３

例，总检出率５４．４％（４４３／８１４），比熊敏等
［３］报道的稍高。在

支原体培养阳性结果中，Ｕｕ阳性３７２例，阳性率８４．０％（３７２／

４４３），Ｍｈ阳性４２例，阳性率６．５％（２９／４４３），Ｕｕ＋Ｍｈ２９例，

阳性率９．５％（４２／４４３）。女性泌尿生殖道支原体感染Ｕｕ感染

率明显高于 Ｍｈ感染和 Ｕｕ＋Ｍｈ混合感染，差异有统计学意

义（犘＜０．０５），与孔阳英等
［４］报道一致。

由于支原体无细胞壁，对作用于细胞壁的抗生素（青霉素、

头孢菌素等）天然耐药［５６］。从本试验药敏结果分析显示，Ｕｕ、

Ｍｈ、Ｕｕ＋Ｍｈ对９种抗生素均出现不同程度的耐药，耐药率为

１．９％～９０．５％。原始霉素、克拉霉素、强力霉素、交沙霉素、四

环素对单纯Ｕｕ感染耐药率较低；原始霉素、强力霉素、交沙霉

素对单纯（Ｍｈ）感染和Ｕｕ＋Ｍｈ混合感染耐药率均较低。

综上所述，支原体对抗生素的耐药性在不同地区及不同时

期均存在差异，由于抗生素的滥用、治疗的不规范以及交叉感

染等因素导致女性泌尿生殖道支原体感染的增多，支原体对抗

生素的耐药率也不断上升［６７］。对临床有泌尿生殖道感染症状

的女性患者，应进行支原体培养及药敏试验，根据培养结果选

择药物治疗，以提高疗效和降低耐药率。原始霉素、强力霉素、

交沙霉素可作为本地区女性泌尿生殖道支原体感染治疗的首

选药物［８９］。
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