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甲状腺激素受体 β１在非典型脑膜瘤的表达及其作用研究
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昆明医科大学第一附属医院神经外一科，云南 昆明　６５００３１

摘　要：目的　研究甲状腺激素受体 β１（ＴＲβ１）和非典型脑膜瘤的关系及其作用。方法　通过 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和免疫组化
分别对良性脑膜瘤和非典型脑膜瘤中的 ＴＲβ１进行检测；同时我们在体外进行原代脑膜瘤细胞培养，并通过 ＭＴＴ检测

ＴＲβ１对非典型脑膜瘤细胞的影响。结果　ＴＲβ１ｍＲＮＡ在非典型脑膜瘤中的表达低于良性脑膜瘤，没有统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；但 ＴＲβ１阳性细胞在非典型脑膜瘤为平均 ４０．７５个／ｍｍ２低于良性脑膜瘤 ９３个／ｍｍ２，有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。而在体外实验中，Ｔ３干预可有效抑制非典型脑膜瘤细胞的增殖，在浓度为 ２０ｎｇ／ｍｌ时 ＭＴＴＯＤ值由对照组

０．２４±０．０２８下降到０．１７±０．００８，抑制作用明显，具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而在 ｓｉＲＮＡ沉默 ＴＲβ１蛋白的表达后，

可有效减弱 Ｔ３对细胞的抑制作用。结论　ＴＲβ１在非典型脑膜瘤上的表达下降，在被其配体 Ｔ３激活后可有效抑制非典

型脑膜瘤细胞增殖。提示 ＴＲβ１可能在非典型脑膜瘤的发生及生长过程中扮演着重要角色。

关键词：甲状腺激素受体 β１；非典型脑膜瘤；增殖
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１　背景
脑膜瘤是起源于蛛网膜颗粒上帽状细胞的一

种常见的中枢神经系统肿瘤，其发病率约为 ４．５／
１０万，占颅内原发肿瘤的 １５％ ～２４％，按 ２０１６年

·４５２·
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ＷＨＯ分级可分为良性脑膜瘤（Ⅰ级）、非典型脑膜
瘤（Ⅱ级）和间变脑膜瘤（Ⅲ级）三个病理级别［１、２］。

非典型脑膜瘤属于 ＷＨＯⅡ级，与间变脑膜瘤相比
虽然治后的复发率较低但其具有较高发病率；和良

性脑膜瘤相比虽然发病率远远不及，但在手术，放

疗等治疗措施后仍具有较高的复发率，综合其不低

的发病率以及较差的预后，非典型脑膜瘤成为了目

前脑膜瘤治疗中的亟需解决的难题［３、４］。在发病机

制上与良性脑膜瘤和性别以及相关激素具有相关

性不同 ［５，１０，１１，２８］。研究发现在一些恶性程度较高的

脑膜瘤发病人群中并没有明显的性别差异，甚至一

些人群中男性发病高于女性［２５－２７］，提示非典型脑

膜瘤的发生及生长过程中可能存在其他途径和机

制。在目前的一些流行病学研究中甲状腺疾病和

脑膜瘤的发病被多次报道的具有一定的相关性而

甲状腺相关疾病会导致体内的甲状腺激素及其相

关受体发生改变［８，９，１４］。

甲 状 腺 激 素 受 体 （Ｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＴＲ）具有 ＴＲα１、ＴＲα２、ＴＲβ１、ＴＲβ２等多种亚型，在
个体的发育、维持内环境稳定、细胞增殖和分化等

方面均产生作用［６］。而其中 ＴＲβ１具有最广泛的
组织分布［７］。在目前的文献报道中，ＴＲβ１，在乳腺
癌、甲状腺癌和急性淋巴细胞白血病等多种肿瘤中

发挥抑癌作用 ［１３、２２］。但目前国内外在 ＴＲβ１和非
典型脑膜瘤等方面的研究尚无报道，为了进一步验

证两者之间的关系，为此我们设计了该实验，为非

典型脑膜瘤的治疗提供新的思路。

２　材料和方法
２．１　实验材料

通过外科手术获得脑膜瘤标本 ４５例，男 １０
例，女 ３５例，平均年龄 ４９．７５±１３．９岁，其中按
ＷＨＯ标准分级，ＷＨＯⅠ级 ３８例，ＷＨＯⅡ级 ６例，
均经病理诊断证实，新鲜标本一部分于 －８０℃保
存，一部分石蜡包埋切片待用。所有标本均来自昆

明医科大学第一附属医院。ＴＲβ１抗体购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＩｓｃｒｉｐｔＴＭ ｃＤＮＡ逆转录试剂盒购自
ＢＩＯＲＡＤ公司，引物、ｓｉＲＮＡ由锐博公司合成，二抗
均购自美国 Ａｂｃａｍ公司，ＥＤＴＡ缓冲溶液购自索来
宝公 司，ＤＡＢ染 色 试 剂 盒 购 自 ＶＥＣＴＯＲ 公 司，
ＤＭＥＭ和双抗购自 Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购自 ＢＩ公
司，ｓｉＲＮＡ由锐博公司设计合成。
２．２　免疫组织化学

烤片 ６５℃，２小时。石蜡切片脱蜡水化，ｐＨ

８．０的高温高压抗原热修复 ４５分钟；ＰＢＳ洗涤 ３
次，封闭，滴加一抗（１∶５０ＰＢＳ稀释），４℃过夜孵
育。过夜孵育后室温再孵育 ３０分钟，ＰＢＳ洗涤 ３
次，滴加二抗（１∶１００ＰＢＳ稀释）室温孵育 ４５分
钟；ＰＢＳ洗涤 ３次后 ＤＡＢ试剂盒显微镜下控制显
色，中性树胶封片。

２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ测定
取 －８０℃保存的脑组织，于液氮中研磨成粉状

后提取获得总 ＲＮＡ，用 ＩｓｃｒｉｐｔＴＭ ｃＤＮＡ逆转录试剂
（ＢＩＯＲＡＤ）将 ｍＲＮＡ反转录得到 ｃＤＮＡ，以其为模
板，加入 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ公 司）试 剂、引 物 在 荧 光 定 量 ＰＣＲ 系 统
（ＡＢＩ７５００，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进行模板的扩增和
信号采集，以获得图像并通过计算△Ｃｔ值得到目
的 ｍＲＮＡ的相对表达水平。

引物 序 列 ＴＲβ１：Ｆ－５’－ＴＡＣＡＧＣＣＴＧＧＧＡ
ＣＡＡＡＣＣ－３’，Ｒ－５’－ＧＧＣＧＡＣＧＡＣＴＧＴＴＣＡＴＴＴ－
３’；ＧＡＰＤＨ：Ｆ－５’－ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ－
３’，Ｒ－５’－ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ－３’。
２．４　脑膜瘤细胞分离、培养及鉴定
２．４．１　脑膜瘤细胞分离、培养　 参照文献［１５］，获

得新鲜脑膜瘤组织后，立即进行细胞分离并培养原

代脑膜瘤细胞。简略步骤为：剪碎组织后，加入适

量体积的胰酶于温箱中消化后，按文献提供方法收

集培养原代脑膜瘤细胞。所有细胞用含 １０％胎牛
血清和 １％双抗的 ＤＭＥＭ组成的完全培养基培养。
首次隔天换液，以后每 ２～３天换液，待细胞密度
大于 ９０％进行传代培养。
２．４．２　脑膜瘤细胞的鉴定　将非典型脑膜瘤细
胞，按照 １０５个／ｍｌ的浓度进行细胞爬片，ＡＢＣ免疫
细胞化学法，将波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、上皮膜抗原
（ＥＭＡ）蛋白的单克隆抗体分别按照 １∶２００和
１∶１００的浓度，进行 ＤＡＢ显色，ＰＢＳ代替一抗作阴性
对照，胞内出现棕褐色则为表达阳性。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲβ１的 ｓｉＲＮＡ的有效性
将细胞接种于培养瓶中过夜，次日加入 ｓｉＲＮＡ

（浓度 ２ｎｇ／ｍｌ）处理，７小时后换正常培养基，４８
小时后收取细胞蛋白，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测脑膜瘤
细胞中 ＴＲβ１蛋白的表达量。ｓｉＲＮＡ序列：ＧＣＧＣ
ＴＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＡＡＧＴ。
２．６　ＭＴＴ细胞活性测定

Ｔ３粉剂溶于 １ＮＮａＯＨ溶液中，设置相同浓度
的 ＮａＯＨ为对照组。将细胞以 ４００００个／ｍｌ浓度

·５５２·
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均匀接种于 ９６孔培养板，１００μｌ／孔；培养 ２４小
时后换用加有 Ｔ３的完全培养基，设置五个药物浓
度梯度 １ｎｇ／ｍｌ、５ｎｇ／ｍｌ、１０ｎｇ／ｍｌ、２０ｎｇ／ｍｌ；在
Ｔ３干预 ４８小时后加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）试剂，测
定 ＯＤ值（４９０ｎｍ波长）。同样的处理种板过夜，
加入有效 ｓｉＲＮＡ片段处理，ＭＴＴ检测 ２０ｎｇ／ｍｌＴ３
干预 ４８小时后 ＯＤ值（４９０ｎｍ波长）。所有实验
均重复三次。

２．７　统计学方法
上述实验所得数据的记录、处理、运算、作图和

统计学分析应用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１６、ＳＰＳＳ２２．０及
ＩＭＡＧＥＪ软件进行分析，计量资料以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示，计量资料两组间比较采用 ｔ检验或非
配对 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
３　结果
３．１　甲状腺激素受体 ＴＲβ１在脑膜瘤上表达，且
不同级别有差异

对脑膜瘤组织进行实时定量 ＰＣＲ检测后发现，
在所有脑膜瘤中均可检测到 ＴＲβ１的 ｍＲＮＡ表达，
其中在良性脑膜瘤中表达的平均值为 １．８８，而在
非典型脑膜瘤中的为 １．１６，两组之间进行统计学
分析，Ｐ值为０．４９，没有统计学意义 （图１）。将脑
膜瘤组织切片，利用免疫组化法检测不同级别脑膜

瘤组织中的 ＴＲβ１蛋白表达水平，通过对特异性着
色的阳性细胞计数后发现，良性脑膜瘤中 ＴＲβ１的
表达阳性的细胞数平均值为 ９３个／ｍｍ２，非典型脑
膜瘤中表达阳性的细胞数平均值为 ４０７５个／
ｍｍ２，两 者 之 间 的 差 异 具 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜
０．０５）。（图 ２）

!" #$%

!
"
#

$
%
&
"
'
(
&

'
(

)
*

)

*

+

,

　　通过 ＰＣＲ分别检测在良性脑膜瘤和非典型脑膜

瘤中 ＴＲβ１ｍＲＮＡ的表达量。

图 １　ＴＲβ１的 ｍＲＮＡ在不同病理级别脑膜瘤中的表

达情况
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　　通过免疫组化对脑膜瘤组织上的 ＴＲβ１进行染

色，棕褐色深染细胞均为阳性染色细胞，并对视野内

的阳性染色细胞计数分析。（Ｐ＜０．０５）

图 ２　ＴＲβ１蛋白在不同病理级别脑膜瘤中的表达情况

３．２　脑膜瘤原代细胞鉴定
脑膜瘤原代细胞在培养 ４～６小时后贴壁，采

用差速贴壁法进行纯化肿瘤细胞；肿瘤细胞传代后

形态呈长梭形，细胞透亮，折光性好，３天左右细胞
密度可达 ８０％ ～９０％时传代。通过对 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＥＭＡ蛋 白 的 ＤＡＢ染 色 对 细 胞 进 行 鉴 定，其 中
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性比率为 ９９％，ＥＭＡ阳性比率为 ９９％。
结果显示所培养细胞均为脑膜瘤细胞，可用于后续

实验。（图 ３）
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　　通过免疫化学对细胞上的 ＥＭＡ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ进行染

色，其中胞质部分的棕褐色为阳性染色，可见图中细

胞均为阳性表达。

图 ３　脑膜瘤细胞鉴定

３．３　Ｔ３可抑制非典型脑膜瘤细胞增殖

选取细胞中的非典型脑膜瘤细胞（按标本来源

的病理等级挑选），用 ＭＴＴ法检测不同浓度的 Ｔ３

干预后对原代非典型脑膜瘤细胞增殖的影响。结

·６５２·
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果显示：Ｔ３可有效抑制非典型脑膜瘤细胞的增殖，
且抑制 作 用 具 有 明 显 浓 度 依 赖 性。在 浓 度 为

５ｍｇ／ｍｌ时，Ｔ３开始出现抑制细胞增殖的作用；当
浓度为 ２０ｎｇ／ｍｌ时，Ｔ３对细胞增殖的抑制作用更
显著。（Ｐ＜０．０５）（图 ４）
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　　Ａ：通过光学显微镜发现随着 Ｔ３浓度的升高，细

胞数目逐渐减少，形态变差；Ｂ：ＭＴＴ分析发现 Ｔ３可以

抑制细胞增殖，呈浓度依赖性（Ｐ＜０．０５）。

图 ４　Ｔ３可抑制非典型脑膜瘤细胞增殖

３．４　沉默 ＴＲβ１可以减轻 Ｔ３对非典型脑膜瘤细
胞增殖的抑制作用

用 ｓｉＲＮＡ转染对细胞上的 ＴＲβ１进行沉默，并
用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｓｉＲＮＡ的沉默效率。结果显
示，与对照组相比，转染组细胞中 ＴＲβ１蛋白的表
达下调 ５１％，说明 ｓｉＲＮＡ对于 ＴＲβ１蛋白的沉默有
效。然后检测下调 ＴＲβ１表达后，Ｔ３对非典型脑
膜瘤细胞的作用。结果显示 ｓｉＲＮＡ下调 ＴＲβ１表达
后，Ｔ３对细胞的增殖的抑制作用明显减弱，而对照
组中，Ｔ３对细胞的增殖仍有明显抑制作用，具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），说明 Ｔ３通过其受体 ＴＲβ１
对非典型脑膜瘤细胞发挥抑制作用。（图 ５）
４　讨论

脑膜瘤是在颅内高发肿瘤，其治疗方法主要为

手术切除，且绝大多数患者预后较好。但反复复发

的脑膜瘤中大多数为非典型脑膜瘤，该部分患者总

体预后不佳［３，４，２４］。为了寻找更为有效的治疗方法

及策略，对非典型脑膜瘤的发病机制的研究则具有

重要意义。在目前众说纷纭的发病机制中，我们关
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　　Ａ：通过 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＲβ１的 ｓｉＲＮＡ的沉默效

率，ｓｉＲＮＡ转染后细胞上的 ＴＲβ１表达下调；Ｂ：对 ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ的蛋白条带进行灰度分析，ｓｉＲＮＡ转染后细胞

上的 ＴＲβ１表达下调（Ｐ＜０．０５）；Ｃ：ＭＴＴ检测 ｓｉＲＮＡ

转染后的 Ｔ３对细胞的作用（Ｐ＜０．０５）。

图 ５　沉默 ＴＲβ１可以减轻 Ｔ３对非典型脑膜瘤细胞增

殖的抑制作用

注到了被广泛认为在肿瘤具有抑癌作用的 ＴＲβ１。
有研究提示 ＴＲβ蛋白可以作为乳腺癌诊断或预后
的潜在生物标志物［１８］；而一动物模型的报道的结

果提示，稳定表达的 ＴＲβ１可以抑制细胞周期进展
而有效阻断甲状腺癌的发展［１９］。ＯｌａｉａＭａｒｔíｎｅｚ
Ｉｇｌｅｓｉａｓｄｅｎｇｒｅ等人的研究发现，在肝癌和乳腺癌细
胞上 ＴＲβ的表达可以有效抑制肿瘤的生长［２０］。

与其他 肿瘤相似的是，我们 的 结 果 也 显 示

ＴＲβ１在非典型脑膜瘤中可能具有着抑癌作用。首
先在 ｍＲＮＡ水平，我们发现在非典型脑膜瘤中
ＴＲβ１ｍＲＮＡ的表达较良性脑膜瘤高，但结果之间没
有统计学意义。而在蛋白水平，非典型脑膜瘤上

ＴＲβ１表达较良性脑膜瘤上低的，且具有统计学意
义。ＴＲβ１在非典型脑膜瘤的低表达说明 ＴＲβ１可
能在复发性及恶性程度更高的非典型脑膜瘤的发

生发展的过程中发挥着作用。为了进一步验证该

假设，我们利用 ＭＴＴ检测了 ＴＲβ１的激动剂 Ｔ３对
非典型脑膜瘤细胞的作用；同时也检测了转染 ｓｉＲ
ＮＡ沉默 ＴＲβ１蛋白后，Ｔ３于细胞的作用。结果显
示，Ｔ３可有效抑制非典型脑膜瘤细胞的增殖，但
·７５２·
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在沉默 ＴＲβ１蛋白后，Ｔ３对细胞的抑制作用减弱。
提示 ＴＲβ１在配体 Ｔ３的激活后，可抑制非典型脑
膜瘤细胞增殖。

但关于 ＴＲβ１在 Ｔ３激活后对非典型脑膜瘤的
增殖的抑制作用的具体途径和机制尚不清楚，需要

更进一步的实验来探讨验证。目前在甲状腺激素

及其受体在其他肿瘤中作用的具体机制的研究可

以为我们提供思路。ＺＨＵ等人在体外实验中发现
ＴＲβ１明显抑制了活化的磷酸化 ＡＫＴ，从而对肿瘤
的迁移和增殖产生影响［１７］。也有研究表明 Ｔ３与
ＴＲβ１结合时，可下调 Ｓｒｃ信号通路，抑制肿瘤细胞
的生长［２３］。在乳腺癌中，在甲状腺激素 Ｔ３的作用
下 ＴＲβ１可以通过调节 ＪＡＫＳＴＡＴｃｙｃｌｉｎＤ信号通
路抑制肿瘤细胞的增殖［２１］。

总之，既往对良性脑膜瘤发生及生长的机制研

究较多，但对非典型脑膜瘤的相关机制研究仍不完

全清楚。我们的研究表明 ＴＲβ１在不同病理级别
的脑膜瘤中具有表达差异，且 ＴＲβ１在被 Ｔ３激活
后，可抑制非典型脑膜瘤细胞的增殖，提示 ＴＲβ１
在非典型脑膜瘤的发生及发展过程中扮演重要角

色，进一步研究其作用的机制可为非典型脑膜瘤的

临床治疗提供新的思路。
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《国际神经病学神经外科学杂志》征稿、征订启事

　　《国际神经病学神经外科学杂志》创刊于 １９７４年，由教育部主管，中南大学和中南大学湘雅医院主
办。是目前国内唯一一本同时涵盖神经病学和神经外科学两个相联学科的专业学术期刊。本刊被收录为

“中国科技核心期刊（中国科技论文统计源期刊）”。

《国际神经病学神经外科学杂志》现主要栏目有论著、临床经验交流、疑难病例讨论、病例报道、专家论

坛和综述等。杂志立足于国内神经病学、神经外科学领域的前沿研究，及时报道国内外神经科学领域最新

的学术动态和信息。促进国内外学术的双向交流，为中国神经科学走向世界搭建新的平台。

我们热忱欢迎国内外神经科学工作者踊跃来稿，通过本刊介绍自己的研究成果和临床经验。对于论

著、临床经验交流、疑难病例讨论、病例报道等类型的文章将优先发表。

《国际神经病学神经外科学杂志》刊号为 ＣＮ４３－１４５６／Ｒ，ＩＳＳＮ１６７３－２６４２，邮发代号 ４２－１１，全国
公开发行。读者对象主要为国内外从事神经病学、神经外科专业及相关专业的医务人员。杂志为双月刊，

每期定价 ２０元，全年定价 １２０元。欢迎各级医师到当地邮局订购。杂志社也可办理邮购。
为更好地筹集办刊资金，保证刊物的健康发展，本刊将竭诚为药品厂商、医疗器械厂商和广告公司提供

优质服务，并长期向各级医疗单位征集协办单位，具体事宜请与本刊编辑部联系。

联系地址：湖南省长沙市湘雅路 ８７号（中南大学湘雅医院内）《国际神经病学神经外科学杂志》编辑
部，邮编：４１０００８，电话 ／传真：０７３１－８４３２７４０１，Ｅｍａｉｌ地址：ｊｉｎｎ＠ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ，网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｉｎｎ．
ｏｒｇ．ｃｎ／。
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