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MYC 抑制剂通过下调 CD47 表达抑制胶质瘤的作用及机制研究

摘 要

目的：

本研究探讨 RRx-001和普卡霉素通过抑制MYC基因下调 CD47的表达，从而

抑制胶质瘤生长的作用及机制。

方法：

从CGGA数据库官方网站和TCGA数据库官方网站下载胶质瘤中CD47基因的

表达数据以及相关的临床数据和预后数据，分析 CD47胶质瘤在不同表型和级别的

变化以及 CD47的表达和胶质瘤预后的关系。将培养好的胶质瘤细胞分为：对照组，

普卡霉素组，RRx-001组，MTT细胞增殖及细胞毒性实验检测MYC抑制剂 RRx-001

和MYC启动子竞争性抑制剂普卡霉素对胶质瘤细胞的生长抑制作用，划痕实验检

测 RRx-001 和普卡霉素对胶质瘤细胞迁移的影响。将小鼠带荧光素酶胶质瘤细胞

GL261/LUC通过小鼠脑立体定向仪注入 BALB/c小鼠脑部右侧尾状核，以此构建小

鼠脑胶质瘤模型。通过动物活体成像系统，将成瘤的小鼠分为：对照组，普卡霉素

组，RRx-001组，每隔 2天尾静脉注射药物，分别在在第 7天，第 14天用小鼠活体

成像系统观测肿瘤大小并于第 14天处死小鼠。取出小鼠脑部肿瘤组织，PCR实验

检测 MYC 基因和 CD47 基因的表达量，IHC 实验和 WB 实验测定 MYC 和 CD47

蛋白的表达量。

结果：

CGGA数据库和 TCGA数据库结果分析表明，CD47在高级别胶质瘤中表达较

高且 CD47表达高的患者预后更差。在体外实验中，MTT实验结果表明，RRx-001

和普卡霉素有效的降低了胶质瘤细胞的细胞活力，并具有时间和剂量依赖性，同时

细胞划痕实验表明 RRx-001和普卡霉素降低了胶质瘤细胞的迁移能力。在体内实验
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中，动物活体成像结果证明 RRx-001和普卡霉素缩小了小鼠原位胶质瘤的体积；PCR

实验结果表明 RRx-001 和普卡霉素降低了 MYC基因和 CD47基因的表达量；IHC

实验和WB实验结果表明 RRx-001和普卡霉素降低了小鼠MYC和 CD47的蛋白表

达量。

结论：

RRx-001和普卡霉素可以抑制胶质瘤细胞的活性和迁移能力，同时也可以通过

抑制MYC基因和 CD47基因的表达抑制胶质瘤的生长。

关键词：胶质瘤；MYC；CD47；RRx-001；普卡霉素
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Research on the Effect and Mechanism of MYC Inhibitors

Inhibiting Glioma by Downregulating CD47 Expression

Abstract

Objective:

This study explores the role and mechanism of RRx-001 and procarbutin in

inhibiting glioma growth by downregulating the expression of CD47 by inhibiting MYC

gene.

Methods:

Download the expression data of CD47 gene and related clinical and prognostic data

in gliomas from the official websites of CGGA and TCGA databases, analyze the

changes of CD47 glioma in different phenotypes and grades, and the relationship

between CD47 expression and glioma prognosis.The cultured gliomas were divided into

three groups: control group, procarbutin group, RRx-001 group. MTT cell proliferation

and cytotoxicity experiments were conducted to detect the inhibitory effects of MYC

inhibitor RRx-001 and MYC promoter competitive inhibitor procarbutin on glioma cell

growth. Scratch experiments were conducted to detect the effects of RRx-001 and

procarbutin on glioma cell migration.Inject GL261/LUC glioma cells carrying luciferase

into the right caudate nucleus of BALB/c mice brain using a mouse brain stereotaxic

device to construct a mouse glioma model.By using an animal live imaging system, the

tumor forming mice were divided into a control group, a procarbutin group, and an

RRx-001 group. The drug was injected into the tail vein every 2 days, and the tumor size

was observed using the mouse live imaging system on the 7th and 14th days, respectively.

The mice were euthanized on the 14th day.Remove the tumor tissue from the mouse
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brain, perform PCR experiments to detect the expression levels of MYC and CD47 genes,

and perform IHC and WB experiments to determine the expression levels of MYC and

CD47 proteins.

Results:

The analysis of the results from CGGA and TCGA databases shows that patients

with higher expression of CD47 in high-grade gliomas have a poorer prognosis.In vitro

experiments, MTT results showed that RRx-001 and procamycin effectively reduced the

cell viability of glioma cells in a time and dose dependent manner. At the same time, cell

scratch experiments showed that RRx-001 and procamycin reduced the migration ability

of glioma cells.In vivo experiments, animal imaging results showed that RRx-001 and

procarbutin reduced the volume of glioma in situ in mice.The PCR experiment results

showed that RRx-001 and procamycin reduced the expression levels of MYC gene and

CD47 gene; The results of IHC and WB experiments showed that RRx-001 and

procamycin reduced the protein expression levels of MYC and CD47 in mice.

Conclusion：

RRx-001 and procamycin can inhibit the activity and migration ability of glioma

cells, as well as inhibit the growth of glioma by inhibiting the expression of MYC and

CD47 genes.

Key words : Glioma; MYC; CD47; RRx-001; Pucamycin.
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常用缩写词中英文对照表

英文缩写 英文名称 中文名称

95%CI 95% Confidence Interval 95%可信区间

GBM Glioblastoma 胶质母细胞瘤

TAM Tumor-associated macrophage 肿瘤相关巨噬细胞

SIRP α Signal regulatory protein α 信号调节蛋白 α

SIRP γ Signal regulatory protein γ 信号调节蛋白 γ

TSP-1 Thrombospondin-1 血小板调节蛋白-1

IC50 Half maximal inhibitory concentration 半抑制浓度

IHC Immunohistochemistry 免疫组织化学

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应

WB WESTERN BLOT 蛋白质印迹法
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前 言

胶质瘤是成人最常见的原发性脑部肿瘤，其中胶质母细胞瘤（Glioblastoma，

GBM，IV级胶质瘤）是胶质瘤中最具侵袭性和发生率最高的类型，最近的研究表明

肿瘤相关巨噬细胞（Tumor-associated macrophages，TAMs）在 GBM患者的疾病进程

中起到了重要作用，巨噬细胞高度浸润与胶质母细胞癌患者的预后不良有关[1, 2]。近

年来，通过抑制免疫检查点治疗肿瘤在治疗多种不同类型的癌症方面取得了巨大成

功，其中一种跨膜糖蛋白—分化簇 47（CD47）便是一种主要的免疫抑制检查点[3]。

CD47是一种 50kDa的五跨膜受体，也被称为整合素相关蛋白，最初被发现是一种与

白细胞和胎盘整合素αvβ3共纯化的质膜分子[4]，通过与其配体的相互作用，包括抑制

受体信号调节蛋白α（SIRP α）、信号调节蛋白γ（SIRP γ）、分泌型糖蛋白血小板反

应蛋白-1（Thrombospondin-1，TSP-1）和整合素[5-7]，在多种细胞过程中发挥关键作

用，包括髓细胞活化、中性粒细胞迁移、血管重塑、白细胞粘附和跨内皮迁移等，同

时 CD47在巨噬细胞发挥吞噬作用的过程中担任着重要角色[8, 9]。在多种癌症细胞中，

观察到 CD47表达升高，CD47可以帮助肿瘤细胞逃避免疫系统的杀伤，阻断 CD47

和各类受体之间的相互作用成为了目前极具前途的治疗肿瘤的方法，其中

CD47-SIRPα信号轴收到了广泛关注[10, 11]。同时，MYC基因是原癌基因家中的一员，

在调控 CD47参与巨噬细胞对肿瘤细胞的吞噬方面起到了重要作用[12, 13]。现有的研究

表明，在胶质瘤，尤其是高级别胶质瘤当中，患者的预后与 CD47的表达水平相关，

CD47的高表达代表着胶质瘤患者更差的预后[14, 15]。RRx-001是一种可以抑制 MYC

和 CD47表达的小分子抑制剂，在医疗领域有较为广泛的应用，同时由于它毒性小，

作用力强等优点，在小细胞肺癌[16]、头颈部肿瘤[17]等肿瘤的治疗中展现了极大的药

物价值，在胶质瘤[18]中的作用机制和效果值得进一步探究。同时，普卡霉素，是一种

SP1基因抑制剂，先前的研究表明普卡霉素对于 GBM有一定的作用效果，依据最近

的研究表明，普卡霉素不仅作为 SP1抑制剂发挥作用，它还具有着抑制MYC基因的

能力[19-21]，而MYC基因对 CD47具有强大的调节作用。本研究拟验证通过抑制MYC

基因的表达来抑制 CD47基因的作用的大小，即探究 RRx-001和普卡霉素在胶质瘤中

对MYC基因和 CD47基因的表达抑制能力和抑制胶质瘤生长的作用效果。
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1 材料与方法

1.1 数据库

在 CGGA数据库官方网站（http://www.cgga.org.cn/）下载胶质瘤 CD47的表达数

据（CGGA.mRNAseq_325.RSEM-genes.20200506）以及相关的临床数据和预后数据

（ CGGA.mRNAseq_325_clinical.20200506 ） 。 从 TCGA 官 方 网 站

（https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga）下载胶质瘤 CD47的表

达 数 据 （ TCGA_mRNAseq_702 ） 以 及 相 关 的 临 床 数 据 和 预 后 数 据

（TCGA_mRNAseq_702_clinical）。R(4.3.0)版本用于对数据进行统计及分析，

ggplot2[3.4.0]包用于对数据进行可视化，survival[3.3.1]及 survminer 包用于对胶质瘤

的预后数据和生存趋势进行预后分析和可视化。

1.2 材料

试剂 生产厂家

小鼠带荧光素酶胶质瘤细胞 GL261/LUC 富恒生物

胰酶-EDTA消化液(0.25%胰酶,含酚红)-100ml 森贝伽生物科技

优级胎牛血清（Fetal Bovine Serum，FBS） 森贝伽生物科技

青霉素-链霉素溶液(100x)-100ml 森贝伽生物科技

DMEM高糖培养基 武汉普诺赛生物科技有限公司

100mm 细胞培养皿 康宁公司

15ml灭菌离心管 康宁公司

50ml灭菌离心管 康宁公司

细胞冻存程序降温盒 兰杰柯科技有限公司
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RRx-001 Med Chem Express公司

普卡霉素（Plicamycin或Mithramycin A） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

TRIZOL 艾德莱公司

无水乙醇 麦克林公司

异丙醇 麦克林公司

Sybr qpcr mix ABI-invitrogen 公司

SuperScript III RT 逆转录 kit EXONGEN公司

预制胶 SuperPAGE™预制胶，Bis-Tris，12%，12孔 雅酶公司

CD47 抗体 武汉三鹰生物技术有限公司

MYC 抗体 武汉三鹰生物技术有限公司

蛋白分子量 marker 博奥龙公司

DAB 显色液 中杉金桥生物技术有限公司

山羊抗兔二抗
北京百奥思科生物医学技术有限公

司

1.3细胞培养

细胞复苏：在购自富恒生物的冻存的小鼠带荧光素酶胶质瘤细胞系

（GL261/LUC）加入 1ml已经预热的添加有 10%胎牛血清、100单位/毫升青霉素和

100 毫克/毫升链霉素的 DMEM 高糖培养基（完全培养基），离心 1100rpm/min，5

分钟，弃上清液，加入 1ml 完全培养基打匀后使用 1ml移液枪转移至装有 9ml完全

培养基的 100mm培养皿中，摇匀，放至含有 95%空气和 5%CO2混合物的 37℃湿润

培养箱中生长。

细胞培养与传代：每日观察细胞数量以及细胞形态，并观察培养基颜色，2-3天

或者是培养基颜色发生变化时更换培养基。观察细胞，当细胞增殖至 80%-90%时，

进行细胞传代。用 1ml移液枪将 100mm培养皿中废液吸取出，弃至废液缸中，后更
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换枪头加入 3ml杜氏磷酸缓冲液（DPBS）冲洗培养皿后，将废液弃至废液缸中，重

复上诉操作 2-3次。加入 1ml胰酶于培养皿中，摇匀后将培养皿放至含有 95%空气和

5%CO2混合物的 37℃湿润培养箱中消化 3分钟，后取出在显微镜下观察是否细胞呈

圆形或者椭圆形粘成一片并且微斜培养皿时细胞移动，若是则加入 1ml完全培养基中

止消化，若不是则继续消化 2分钟后观察直至达到上诉状态再加入 1ml完全培养基中

止消化。后将中止消化的胰酶和培养基的混合液加入离心管中并 1100rpm/min离心 5

分钟，弃上清液，加入 1ml完全培养基打匀，以 1:3~1：5传代至装有 10ml完全培养

基的 100mm培养皿中，摇匀，并在含有 95%空气和 5%CO2混合物的 37℃湿润培养

箱中培养。

细胞冻存：将细胞密度在 80%-90%的细胞皿取出，待清洗、消化、离心后加入

1ml冻存液，待打匀后取 20ul 细胞混合液进行细胞计数，计数完成后配成细胞数量

106-107个/ml细胞混合液，分装入冻存管中保存于-80℃冰箱中。

1.4体外细胞增殖及细胞毒性实验

MTT 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒(MTT Cell Proliferation and Cytotoxicity

Assay Kit)是利用 3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐可以和活细胞线粒体中

的琥珀酸脱氢酶发生还原反应，被还原为难溶于水的似蓝紫色结晶的化学产物甲瓒

（Formazan），然后通过测定甲瓒相关产物的多少来检测细胞毒性的方法。将处于对

数生长期的细胞按照 24h 培养 2000 个/孔，48h 培养 4000 个/孔，72h 培养 5000 个/

孔的细胞浓度接种在96孔板中，并将其放在含有 95%空气和 5%CO2混合物的 37℃

的培养箱中，孵育至细胞贴壁。将新鲜制备的 RRx-001、普卡霉素溶液分别以 0、

0.5、1、2.5、5、10umol/L，0、1、10、50、100、1000mmol/L的最终浓度加在每孔

200ul的培养基中，再放至培养箱中生长。分别于 24h、48h、72h后，用 PBS洗涤 96

孔板，并用 100mL 不含酚红的生长培养基重新填充，并每孔加入 5mg/ml 的

MTT溶液10ul，在培养箱中孵化4小时后，将96孔板取出，每孔加入100微升Formazan

溶解液，适当混匀，在细胞培养箱内再继续孵育 3-4小时，直至在普通光学显微镜下

观察发现 Formazan 全部溶解。用微孔板读取器（Molecular Devices）在 570nm

的波长下测量每孔的吸光度。经过 RRx-001、普卡霉素溶液处理的细胞的吸光

度值与对照组细胞的吸光度值的百分比即为细胞活力。
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1.5 划痕实验

取出 6孔板，于 6孔板的底部平行于长轴方向使用马克笔于每孔画 3-5条线，将

2x105的细胞接种于 6孔板中，放入含有 95%空气和 5%CO2混合物的 37℃湿润培养

箱中培养至细胞密度为 95-100%，取出 6孔板，将废弃培养基吸出，用 1ml枪头沿着

每孔与 6孔板长轴垂直方向的中线划出一条划痕，用 PBS冲洗 2次 6孔板以冲洗出

划出细胞，加入无胎牛血清培养基并按照加入的药物不同分为 PBS对照组，RRx-001

组和普卡霉素组，每组 1 孔，重复 3 次。在光学显微镜下记录 0h、12h、24h、36h

每孔划痕的愈合图像并保存。

1.6 免疫组织化学（Immunohistochemistry，IHC）染色

切片：将新鲜的肿瘤组织浸泡在甲醛固定液中，在将固定好的组织使用

酒精进行脱水和冲洗后，用二甲苯置换出组织块中的酒精，然后将组织放置

于融化的石蜡当中，等待蜡液表层凝固后放入冷水中，等待蜡块完全冷却后。用石

蜡切片机将石蜡组织块切成 4-6um切片，将切下来的切片固定在玻片上，在 60℃烘

箱中烤片 1小时。

脱蜡：将烘烤完成的石蜡切片置于玻片架上，放入二甲苯溶液中脱蜡，共 3次，

每次 10分钟。脱蜡完成后将石蜡切片放入梯度为 100%-85%-75%的乙醇溶液中水化，

每个梯度浸泡 10分钟，水化完成后将切片置于蒸馏水中浸洗 5分钟。

灭活：将浸洗过的切片放入 3%的 H2O2溶液中，室温孵育 10分钟去除内源性过

氧化物酶， 完成后于 PBS溶液中浸洗切片 5分钟，重复 3次。

抗原修复：将切片放入柠檬酸盐溶液中，120℃修复 3分钟，完成后将切片放于

PBS 浸洗 5min，重复 3次。

封闭：使用免疫组化笔将切片组织样本区域圈出，滴加 1ml 5%的 BSA血清封闭

液进行封闭，切片 37℃孵育 30分钟。

一抗孵育：去除切片上的的封闭液，滴加一抗 CD47抗体和MYC抗体，确认抗

体稀释液完全覆盖组织区域，37℃孵育 2小时，孵育完成后去除抗体稀释液并用 PBS

浸洗切片 5分钟，重复 3次。

二抗孵育：滴加二抗，37℃孵育 30分钟，PBS 浸洗 5分钟，重复 3次。
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显色:滴加新鲜配置的 DAB显色液，并在显微镜下观察染色进度，待染色程度达

到合适后，将切片放入自来水中中止显色色。

复染：将切片烘干后苏木素复染 1-2分钟，并用蒸馏水水洗，返蓝液浸泡 1分钟

后再次水洗。完成后 75%-85%-100%的梯度酒精脱水，每次 3分钟。用二甲苯溶液透

明，每次 2分钟，重复 3次。

封片：晾干后中性树胶封片。

数据分析：显微镜下观察实验结果并拍照，将结果导入 Imagej，根据染色的结果

圈定区域，并以染色区域积分光密度（Integrated Optical Density，IOD）与面积的比

值，即平均光密度值（Average Optical Density，AOD）作为蛋白表达量。

1.7 聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction，PCR）实验

样本总 RNA提取（Trizol法）：将准备好的样本放入 EP管中，加入适量的 Trizol

液裂解样本细胞；完成后用 1ml Trizol液将研磨样本转移至新的 1.5ml EP管中；向管

中加入 200ul 氯仿并通过振荡混匀后，将其放置 5 分钟；以 12000rpm/min在 4℃条

件下离心 10分钟，完成后吸取上清并转移至新的 1.5ml EP管中；将异丙醇和上诉上

清液等体积混匀；再次以 12000rpm/min在 4℃条件下离心 10分钟，用移液枪吸取上

清液并弃用；在 1.5mlEP管中加入 75%的乙醇溶液清洗沉淀物，并且室温晾干；加入

20ul超纯水 （diethyl pyrocarbonate，DEPC水）将沉淀物溶解，待溶解完成后琼脂糖

凝胶电泳检测样品。用 DEPC水调零后，通过核酸浓度测定仪测定样品中 RNA浓度

和纯度。

浓度测定：当 260nm处的读数为 1时，表示此时的浓度为 40 ng RNA/µl。

则 A260 X 40 ng/µl便为样品的真实浓度。

纯度检测：通过验证样品的 A260/A280的比值检测样品 RNA的纯度，其范围为

1.8到 2.1。

逆转录合成 cDNA：逆转录使用 EXONGEN 的逆转录试剂盒 ExonScript RT

SuperMix with dsDNase1.

实时荧光定量检测：逆转录完成后建立 Real time PCR反应体系，完成后测定目

的基因片段。
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1.8 蛋白质印迹法（WESTERN BLOT , WB）

组织样本取材与保存：将来自小鼠的脑部组织剪切成小块，取约 50-80mg 组织

置于离心管中，用 PBS清洗三次，去除表面结缔组织。加入 RIPA裂解液和蛋白酶和

磷酸酶抑制剂混合液（100:1）约 1ml与 EP管中，使用匀浆机将 EP管中组织打碎，

后置于冰上裂解约 30分钟。裂解完成后以 4℃，12000rpm/min的条件离心 20分钟，

待完成后吸取上清液转移至新的离心管中并做好标记保存至-80℃冰箱中。

BCA法测定蛋白的浓度：以 BCA试剂和 Cu试剂的混合液（50:1）配置 BCA工

作液，室温保存待使用；将蛋白标准品以 0、1、2、4、8、12、16、20μl加到 96孔

板中，并添加标准品稀释液使每个孔的溶液的体积达到 20μ，各孔加入 200μlBCA工

作液，在室温条件下反应约 30分钟。待反应完全后，通过的得到的数据绘制蛋白标

准曲线图，计算每个样本的蛋白浓度。

分离蛋白:加入上样缓冲液（Loading buffer）于样本中将样本浓度调节为 1ug/uL

左右，100℃金属浴 5分钟将样本变性。将预制胶 SuperPAGE™预制胶，Bis-Tris，12%，

12孔和电泳仪器固定好，倒入电泳液，打开电流开关调整电压 70v，30分钟左右，

观察条带，跑出一条直线后调整电压至 120v，约 1小时左右观察条带，最下端直线

跑出条带前停止。电泳完成后取出凝胶，将目的条带区域切下，与滤纸一同浸泡至转

膜缓冲液中，裁剪出与目的条带稍大的 PVDF膜，在甲醛中浸泡约 1分钟，随后将目

的条带和 PVDF膜按照负极-海绵-滤纸-凝胶-膜-滤纸-海绵-正极的顺序放置于电泳槽

中进行转膜，调整电流至 100mA约 1小时，待目的条带区域蛋白转移到 PVDF膜时

停止。取出 PVDF膜将其放入 5%脱脂奶粉溶液中在摇床上室温慢摇约 60分钟，吸

出 5%脱脂奶粉溶液，分别加入抗体稀释液稀释的一抗 CD47抗体和MYC抗体 4℃过

夜孵育，回收一抗，TBST 洗膜 3次，每次 10 分钟，加入 1：5000稀释的山羊抗兔

二抗，在室温下孵育 2h，将二抗回收后，使用 TBST 溶液清洗 PVDF 膜 3 次，每次

10分钟，清洗完成后将 PVDF膜正面朝上，置于显影仪内，将新鲜配置的 ECL发光

液（A液、B液 1:1配置）洒在 PVDF膜上，在调整好曝光时间后，拍摄并保存图片，

并使用 Imagej对显影条带进行定量并进行分析。
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将 6-8周龄的 BALB/c雄性小鼠（购买自北京华阜康生物科技股份有限公司）培

养于山西医科大学第一医院耳鼻喉实验室的无特定病原体（Specific Pathogen Free，

SPF）级动物实验室 5天后，选取 20g左右小鼠进行实验。将 GL261-Luc鼠胶质瘤细

于超净台消化、离心后，去除上清液，将沉淀的细胞中加入 1ml完全培养基打匀后进

行细胞计数，计数完成后按照 1×106 个/ml 制成单细胞悬液，1100rpm/min，离心 5

分钟，去除上清液后加入 50μl无菌 PBS重悬细胞并充分混匀打散。穿隔离衣，戴橡

胶手套进入动物房，取出小鼠，以戊巴比妥钠和无菌生理盐水配成的 3%溶液用

30mg/kg 的剂量腹腔注射麻醉小鼠。后根据小鼠的麻醉程度可以少许追加戊巴比妥

钠，待得小鼠完全麻醉后，将小鼠固定在脑立体定向仪上，用小动物刮毛刀进行头部

手术区域的去毛处理，完成后用 75%酒精消毒 3 次，用手术刀在小鼠双眼连线后

1-2mm出沿正中线切出 5-10mm开口，寻到小鼠前卤十字后用棉签蘸取少许 5%双氧

水烧灼皮肤至前卤完全暴露。在小鼠前卤中线右侧 2mm，后侧 1mm位置处做好标记

后，用转头垂直于小鼠脑部转孔，有落空感后立即停止。打匀上诉配置细胞悬液，防

止细胞凝结，用无菌微量注射器吸取悬液 5ul，将其固定在小鼠脑立体定向仪上，调

整位置使无菌微量注射器垂直于颅骨转孔，缓慢进针，进针 4mm后，向后退 1mm，

于 3-5 分钟缓慢将无菌微量注射器细胞悬液注入小鼠脑部，注射完成后停针 5-8min

防止细胞悬液溢出。退出注射器，以骨蜡封闭颅骨转孔，以一次性可吸收缝线缝合伤

口，完成后酒精消毒。将手术完成小鼠放于 37℃保温垫上，待其苏醒后放入饲养笼

继续饲养。

1.10 动物活体成像系统观察颅内成瘤情况

用杜氏磷酸缓冲盐溶液（Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline，DPBS)在避光条

件下，将 500mg的 D-荧光素钾盐配成 20-30mg/ml的储备液，分装后于-80℃避光条

件下保存。在小鼠成瘤实验第 10天时，将 D-荧光素钾盐储备液取出稀释为 15mg/ml

的工作液，将已种植肿瘤细胞的小鼠取出，按照 150mg/kg的浓度注射上诉 D-荧光素

钾盐工作液后等待 8-10分钟后，将小鼠放入气体麻醉仪器中,麻醉 2-3分钟，等待小

鼠完全麻醉后将小鼠放入动物活体成像仪中，将小鼠排列好后关闭舱门并进行拍照，

依据照片放射强度将小鼠分为 3组：PBS对照组，RRx-001药物组，普卡霉素药物组

（每组 n=4），并分别打上耳标后放入笼中继续饲养。以图像结果的荧光强度值和成

1.9 构建小鼠颅内胶质瘤模型
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瘤时图像荧光强度值差值与成瘤时图像荧光强度值的比值作为肿瘤减小体积比。

1.11 统计学分析

使用 GraphPadPrism9 软件进行数据统计分析。两组数据间比较采用

独立样本 t 检验，多组数据间的比较采用单因素方差分析（ANOVA），

P<0.05(*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.0001)表 示 差 异 具 有 统 计

学意义。

2 结 果

2.1 CD47 基因在胶质瘤中表达与胶质瘤预后相关

从 CGGA数据库和 TCGA数据库下载与胶质瘤 CD47的mRNA表达和临床表型

与预后相关的数据并应用 R语言分析发现，未发生 O6-甲基鸟嘌呤 DNA甲基转移酶

（O6-methylguanine-DNAmethyltransferase，MGMT）启动子甲基化的胶质瘤患者

CD47的表达高于发生MGMT甲基化的患者（图.1 A，D）；在 CGGA数据库中发生

c1p19q 共缺失的胶质瘤患者的 CD47 基因的表达高于未发生 c1p19q 共缺失的患者

（图.1 B），TCGA数据库中两者无明显关系；IDH野生型的患者的 CD47基因的表

达高于 IDH突变型的患者（图.1 C，F）。胶质瘤的级别也与 CD47基因的表达相关，

在 CGGA数据库中，高级别胶质瘤的患者的 CD47基因表达明显升高（图.1 G），而

在 TGCA数据库中，Ⅳ级胶质瘤患者的 CD47的表达更高（图.1 H）。胶质瘤患者的
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预后也与 CD47基因的表达息息相关，高表达 CD47基因的患者预示着更短的生存期。

（图.2）。由此可见，CD47基因的表达与胶质瘤更高的级别和更差的预后都相关，

CD47在胶质瘤的疾病进程中发挥着重要的作用。

图.1 CD47 基因在胶质瘤不同分型和级别的表达

A.CGGA数据库中 CD47基因的表达在MGMT患者非甲基化患者中更高（*）。B.CGGA数据库
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中 CD47基因的表达在 1p19q非共缺失患者中更高（****）。C.CGGA数据库中 CD47 基因的表

达在 IDH野生型患者中更高（****）。D.TCGA 数据库中 CD47基因的表达在MGMT非甲基化

患者中更高(**)。E.TCGA数据库中 CD47基因的表达与患者是否发生 1p19q共缺失无关。F.TCGA
数据库中 CD47基因的表达在 IDH野生型患者中更高（**）。G.CGGA数据库中 CD47基因的表

达高级别胶质瘤中表达更高（**）。H.TCGA数据库中 CD47基因的表达在Ⅳ级胶质瘤中表达更

高（****）。

图.2 CD47 基因的表达与胶质瘤患者生存期的关系

A.CGGA 数据库中 CD47 基因与胶质瘤患者生存期的关系。B. TCGA 数据库中 CD47 基因与胶

质瘤患者生存期的关系。

2.2 RRX-001 和普卡霉素显著抑制胶质瘤增殖

RRX-001和普卡霉素是强有效的肿瘤抑制剂[22-24]，用MTT细胞增殖及细胞毒性

检测试剂盒测试了 RRx-001和普卡霉素对小鼠胶质瘤 GL261细胞的细胞毒性和抗增

殖作用。处理24小时RRx-001的 IC50（50%抑制细胞生长所需的浓度）为12.95uMol/L，

处理 48 小时 RRx-001 的 IC50 为 5.28umol/L，处理 72 小时 RRx-001 的 IC50 为

1.93umol/L。处理 24 小时普卡霉素的 IC50 的为 188.40nmol/L，处理 48 小时普卡霉

素的 IC50的为 95.55nmol/L，处理 72小时普卡霉素的 IC50的为 82.91nmol/L。RRX-001

和普卡霉素对小鼠胶质瘤细胞都表现出了强有力的抑制作用，即使 RRx-001和普卡

霉素在较低浓度下，对胶质瘤细胞表现出了一定的抑制作用，而当 RRx-001和普卡

霉素的浓度升高时，两者的毒性作用开始显现，出现大量细胞死亡。RRx-001和普卡

霉素对于小鼠胶质瘤细胞的抑制作用随着时间增加和药物剂量的提高而增强（图.3），

表明 RRx-001和普卡霉素是胶质瘤细胞的有效抑制剂。
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图.3 药物浓度-细胞活性曲线图

A.随着 RRx-001的浓度增加和作用时间延长，胶质瘤细胞活性降低。B.随着普卡霉素的浓度增加

和作用时间延长，胶质瘤细胞活性降低。

2.3 RRX-001和普卡霉素降低了胶质瘤细胞的迁移能力

利用划痕实验测验胶质瘤的迁移能力与 RRX-001和普卡霉素作用的关系。在药

物 RRX-001和普卡霉素的作用下，胶质瘤细胞的迁移能力受到了抑制。无血清培养

基培养 12h后 RRX-001和普卡霉素组的划痕与 0h未见明显变化，对照组胶质瘤细胞

发生少许迁移；24h后，对照组胶质瘤细胞发生了迁移，向中间聚拢，RRX-001和普

卡霉素组无明显变化；36h后，对照组胶质瘤细胞的划痕两边有更多的细胞向中间聚

拢，RRX-001和普卡霉素组无明显变化（图.4）。证明 RRX-001和普卡霉素可以对

于胶质瘤细胞的迁移能力。
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图.4 胶质瘤细胞在 20x10 镜下迁移情况

A.对照组在无血清培养基中培养 0h，12h，24h，36h时的迁移情况 B.普卡霉素组在无血清培养

基中培养 0h，12h，24h，36h时的迁移情况 C. RRx-001组在无血清培养基中培养 0h，12h，24h，

36h时的迁移情况。

2.4 RRX-001和普卡霉素抑制了体内实验小鼠原位肿瘤的生长

将造模成功的原位胶质瘤小鼠分为对照组，普卡霉素组、RRx-001组，经过为期

14天的治疗，通过小动物荧光活体成像系统每隔 7 天检测肿瘤的体积的变化，发现

在第 7天和第 14天对照组、普卡霉素组、RRx-001组 3组的肿瘤体积都减小了（图.5），

在第 0-7 天减小更为明显。与对照组相比，两个药物处理组的肿瘤缩小更加明显

（P<0.0001），在肿瘤种植成功后经过治疗 7天后，经过 RRX-001治疗的小鼠肿瘤

体积缩小了二分之一，普卡霉素组肿瘤的体积也有明显减小的趋势。在治疗 14天后，

3组的肿瘤体积都发生了明显的减小。实验表明 BLBC/A小鼠免疫机制可能较强，能

够通过自身免疫杀伤 GL261小鼠胶质瘤细胞，在 RRX-001和普卡霉素的作用下，小

鼠肿瘤细胞减少的速度更快，RRX-001和普卡霉素对胶质瘤细胞的生长有抑制作用。
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图.5 活体成像系统下小鼠脑部图像

A. 对照组小鼠脑部肿瘤在成瘤时，第 7天，第 14天的成像结果。B.经过普卡霉素治疗后小鼠脑

部肿瘤在成瘤时，第 7 天，第 14天的成像结果。C.过 RRx-001治疗后小鼠脑部肿瘤在成瘤时，

第 7天，第 14天的成像结果。D.第 7天小鼠与成瘤时小鼠荧光强度减少值的与成瘤时小鼠荧光

强度的比值。F第 14天小鼠与成瘤时小鼠荧光强度减少值的与成瘤是成瘤时小鼠荧光强度的比

值。

2.5 RRX-001和普卡霉素降低小鼠体内MYC基因和 CD47基因的基因表

达和蛋白表达

为了验证 RRX-001和普卡霉素减小肿瘤体积的能力是否与MYC和 CD47相关，

我们通过WESTERN BLOT和 PCR实验检测了小鼠肿瘤组织的MYC和 CD47的表

达情况。WB实验结果显示，对照组 CD47基因和MYC基因的蛋白表达量最高，普

卡霉素组的 CD47基因和MYC基因的蛋白表达量低于对照组（P<0.0001）,RRx-001

组 CD47基因和MYC基因的蛋白表达量比普卡霉素组低（P<0.0001）（图.6），相

对来说 RRX-001抑制MYC和 CD47表达的能力比普卡霉素更加明显。PCR实验结
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果显示，对照组 CD47基因和MYC基因的表达量最高，普卡霉素组的 CD47基因

（P<0.01）和MYC基因（P<0.05）的表达量低于对照组，RRx-001组 CD47基因

（P<0.001）和MYC基因（P<0.01）的表达量低于普卡霉素组。证明了 RRX-001抑

制 CD47基因和MYC基因表达的能力比普卡霉素更加明显（图.7）。WB和 PCR实

验证明了RRX-001和普卡霉素可以降低肿瘤细胞中CD47基因和MYC基因的表达水

平并且以此减少MYC和 CD47蛋白的表达量。

图.6 小鼠肿瘤组织的 CD47 和 MYC 蛋白的表达结果

A. 小鼠肿瘤组织对照组、普卡霉素组、RRx-001组 CD47 和MYC 蛋白表达结果 B.小鼠肿瘤组

织对照组、普卡霉素组、RRx-001组 CD47和MYC 蛋白的表达量。
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图.7 小鼠肿瘤组织的 CD47 和 MYC 基因的表达结果

A.小鼠肿瘤组织对照组、普卡霉素组、RRx-001组 CD47 的荧光 PCR结果 B.小鼠肿瘤组织对照

组、普卡霉素组、RRx-001组MYC的荧光 PCR结果

2.6 RRX-001 和普卡霉素通过免疫组织化学证明降低小鼠体内 MYC 基因和

CD47 基因的蛋白表达

免疫组织化学是对组织细胞内的蛋白的定位、定性、和相对定量的研究。MYC

基因是表达在细胞核的蛋白，CD47基因表达的蛋白位于细胞膜上。为了验证 RRx-001

和普卡霉素作用下MYC基因和 CD47基因表达的蛋白的量以及蛋白的表达位置，我

们对小鼠肿瘤组织进行了免疫组化实验。结果表明，CD47 蛋白在肿瘤细胞膜上显著

表达，普卡霉素组的 CD47蛋白表达量低于对照组（P<0.0001），RRx-001组和普卡

霉素两组之间相比较，RRx-001降低CD47蛋白表达能力更明显（P<0.0001）（图 8.A-C，

图 8G）。MYC蛋白在细胞核中显著表达，与对照组相比，MYC蛋白的表达量在普

卡霉素的作用下明显减少（P<0.0001），RRx-001组和普卡霉素两组之间相比较，

RRx-001降低MYC蛋白表达能力更明显（P<0.05）（图 8.D-E，图 8H）。
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图.8 小鼠肿瘤组织的免疫组化结果

A-C.小鼠肿瘤组织对照组、普卡霉素组、RRx-001组 CD47的表达结果。D-F.小鼠肿瘤组织对照

组、普卡霉素组、RRx-001组MYC 的表达结果。G.CD47蛋白表达的平均光密度值。 H.MYC蛋

白表达的平均光密度值

3 讨 论

CD47基因通过抑制巨噬细胞的吞噬作用在肿瘤细胞的免疫逃脱机制中扮演着重

要的角色[25]，CD47 可以与信号调节蛋白α（SIRP α）形成信号复合物，介导免

疫肿瘤学的先天免疫检查点 [26]，巨噬细胞表达 SIRP α，CD47 和 SIRP α之间的

相互作用使肿瘤细胞发出“不要吃我”信号，从巨噬细胞介导的吞噬作用中逃

逸 [27, 28]。在本研究中，我们分析了 CD47 基因在人胶质瘤不同表型细胞中的表
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达水平，并且进一步分析了 CD47 基因表达量和胶质瘤等级和胶质瘤患者预后

的关系。证明了 CD47 基因的表达水平是和胶质瘤患者的预后有所关联的，

CD47 基因表达较低的患者预后更好。

MYC基因对于 CD47基因的调节有重要调节作用。MYC是原癌基因家族的关

键成员，调节细胞中几乎所有的生理过程，包括细胞周期、增殖、代谢、分

化和凋亡 [29, 30]。通过抑制 MYC 基因的表达来降低 CD47 基因的表达量这一治

疗方法在胶质瘤中的的作用效果还为尚未完全探索清楚。为了更好地探索抑制

MYC基因对于 CD47基因表达量的影响，本次实验中选取了 RRx-001和普卡霉素作

为抑制MYC基因表达的药物。RRx-001在小细胞肺癌中等癌症中通过抑制MYC基

因和 CD47基因的表达展现出了极好的治疗效果，目前还没有人探索 RRx-001在胶质

瘤中以抑制MYC基因来治疗胶质瘤的作用效果。普卡霉素则是一种应用较为广泛抑

制剂，同时有研究发现普卡霉素抑制MYC基因表达的能力。本研究发现 RRx-001和

普卡霉素对于胶质瘤细胞的生长都具有时间和剂量依赖性的细胞毒性作用，同时，两

者对于胶质瘤细胞的迁移能力也有抑制作用。表明 RRx-001和普卡霉素具有良好的治

疗胶质瘤的作用效果。遗憾的是由于实验条件的限制，我们并没有建立起巨噬

细胞和肿瘤细胞建立起共培养体系，故而无法验证在体外实验中 CD47 的表达

的减少是否能增加巨噬细胞对于胶质瘤细胞的吞噬作用，并以此杀伤肿瘤细

胞。

MYC 调节肿瘤细胞表面上两种免疫检查点蛋白的表达，即先天免疫调节

因子 CD47（分化簇 47）和适应性免疫检查点 PD-L1（程序性死亡配体 1） [31,

32]。小鼠肿瘤和人类肿瘤细胞中 MYC 的抑制导致 CD47mRNA 和蛋白质水平

的降低。并且发现 MYC 可以通过直接与 CD47 基因的启动子结合增强 CD47

的表达 [33]。小鼠肿瘤中 MYC 失活下调 CD47 和 PDL1 的表达，降低了肿瘤抗

免疫反应和逃脱巨噬细胞吞噬的能力 ,抑制肿瘤的生长，相反，当 MYC 基因

肿瘤中高表达增加 CD47 的活性时，肿瘤的抗免疫反应能力增强，肿瘤生长能

力也随之增强 [34, 35]。本研究我们以建立原位胶质瘤模型的方式验证在胶质瘤中

能否通过抑制 MYC 基因抑制 CD47 基因的在体内的蛋白表达量来抑制肿瘤的

生长，通过 WB 实验、PCR 实验、 IHC 染色实验证明在 RRx-001 和普卡霉素



19

的作用下，小鼠肿瘤组织中的 MYC 基因和 CD47 基因的蛋白量表达明显下降，

同时，小鼠颅内肿瘤的体积在 RRx-001 和普卡霉素的作用明显缩小，但是未

经过治疗的小鼠的肿瘤体积也发生了变化，可能是因为小鼠自身免疫能力较

强，或者种植肿瘤细胞的活性比较弱所导致的，这值得我们进一步讨论，毫

无疑问的是，RRx-001 和普卡霉素在治疗胶质瘤方面有很不错的治疗效果，

但是其并不能完全消灭肿瘤，而将 RRx-001 和普卡霉素与放化疗联合使用是

一个很值得研究的方向。

综上所诉，我们通过体外和体内实验验证了 RRx-001 和普卡霉素可以降

低胶质瘤细胞的 MYC 和 CD47 的表达的能力，并且在体内实验中，RRx-001

和普卡霉素可以加快肿瘤体积的缩小，RRx-001 和普卡霉素药物发挥作用是

否是在降低 MYC 和 CD47 基因蛋白的表达量基础上，增加了巨噬细胞对胶质

瘤细胞的吞噬能力我们将进一步探究。

4 结 论

RRx-001和普卡霉素在体外抑制了胶质瘤细胞的生长并且降低了胶质瘤细胞的

迁移能力，并且可以在体内通过降低小鼠肿瘤组织的MYC和 CD47基因的表达量以

及蛋白的表达量，抑制小鼠胶质瘤的生长。
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综述

CD47在胶质瘤中的作用研究

1.引言

胶质瘤是成年人中枢系统最常见的肿瘤[1,2]，是一种起源于神经胶质细胞的脑肿

瘤，包括星形细胞瘤、少突胶质瘤、室管膜瘤和少突星形细胞瘤等，通常又以组织学

类型和恶性程度将胶质瘤分为低级别和高级别胶质瘤 [3,4]。2021 年世界健康组织

（WorldHealthOrganization,简称WHO）将胶质瘤分为Ⅰ-Ⅳ级。胶质瘤是一种侵袭性极

强的肿瘤，预后极差，其中胶质母细胞瘤仍然是一种无法治愈的胶质瘤[5,6]。近年来，

胶质母细胞瘤的标准治疗是在最大程度安全切除的基础上进行放疗和替莫唑胺治疗，

然而即使进行了这些治疗，胶质母细胞瘤患者中未发生 O6-甲基鸟嘌呤 DNA 甲基转

移酶（O6-methylguanine-DNAmethyltransferase，MGMT）基因启动子甲基化的患者

的中位生存期仅为 15个月，在发生MGMT基因启动子甲基化的患者中，接受替莫唑

胺治疗的患者的中位生存期为 21.7 个月，不接受替莫洛胺治疗的患者的中位数生存

期为 15.3个月。即使手术和成像技术不断进步，患者的生存期却几乎没有提高[7,8]。

因此，迫切需要新的治疗方案来提高神经胶质瘤患者的预后。

伴随着分子技术的发展，通过免疫的方式治疗肿瘤逐渐进入人们的视野，为癌症

治疗增加了一种全新的方法。癌症免疫疗法的前景多种多样，包括免疫检查点抑制剂

（Immune checkpoint inhibitors，ICIs）、细胞转移疗法、肿瘤特异性疫苗和靶向小分

子抑制剂等一系列治疗方法，其中最引人注目的便是通过免疫检查点抑制剂抑制肿瘤

[9,10]。免疫检查点在体内主要起着两重作用，首先它们保持自我耐受以防止发生自身

免疫反应，同时也调节对外部病原体或恶性肿瘤的免疫反应[11]。肿瘤细胞已经发展出

复杂的机制来逃避免疫系统的监管网络，特别是通过扩增免疫检查点途径，如分化簇

47（CD47）-信号调节蛋白α（SIRPα）、程序性细胞死亡蛋白-1（PD-1）-程序性死

亡配体-1（PD-L1）和细胞毒性 T淋巴细胞相关蛋白 4（CTLA-4）等，这一类途径有

效地抑制了免疫系统对肿瘤细胞的强大抗肿瘤反应能力[12-15]。免疫检查点抑制剂便是

通过靶向抑制这一系列的途径以及其相关配体肿瘤细胞产生的抗肿瘤免疫反应，以增
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强抗肿瘤免疫，达到杀伤肿瘤细胞的目的[16]，免疫检查点抑制剂具有重塑肿瘤治疗的

潜力。

在众多的肿瘤免疫逃逸机制中，CD47 有着不可替代的作用[17,18]。CD47是一种广泛

表达的免疫超家族的五跨膜糖蛋白，包含一个 N-端细胞外免疫球蛋白可变（IgV）样

结构域、一个多膜结合结构域（MMS）和一个交替剪接的短细胞质尾部[19]。CD47

存在于人类和哺乳动物细胞的表面上，在介导细胞增殖、迁移、凋亡、免疫稳态、抑

制一氧化氮信号转导和一些其他相关反应中发挥着重要的作用。CD47发挥功能的一

众配体中，可溶性应激反应蛋白血小板反应蛋白 1（Thrombospondin-1，TSP-1）与

CD47的亲和力极高，此外，它与其他细胞表面受体如信号调节蛋白α（SIRPα），信

号调节蛋白γ（SIRPγ）、整合素等配体都具有相当高的亲和力[20-22]，这篇文章就 CD47

的配体以及功能进行一个简单的介绍。

2.SIRP α

信号调节蛋白α(SIRPα，也被称为 SHPS-1、CD172a等)首次在大鼠中发现并报道，

并 发 现 其 与 含 有 Src 同 源 性 2 的 蛋 白 酪 氨 酸 磷 酸 酶 2 （ Src-homology 2

domain-containing tyrosine phosphatase2,SHP-2）相关)，随后发现在在人类细胞中也存

在，SIRPα是第一个被发现的 SIRP家族的蛋白。SIRPα由三个细胞外免疫球蛋白样结

构域、一个单一的跨膜段和细胞内带有免疫受体酪氨酸的抑制基序(Immunoreceptor

tyrosine-based inhibition motifs，ITIMs)的信号结构域组成[23]。SIRPα的细胞质结构域

包含两个 ITIMs和四个酪氨酸磷酸化位点，可以与 Src同源区 2蛋白酪氨酸磷酸酶 1

（SH2-containing protein tyrosine phos-phatase-1，SHP-1）和 Src同源区 2蛋白酪氨酸

磷酸酶 2（SH2-containing protein tyrosine phos-phatase-2，SHP-2）相互作用，ITIM-SHP

相互作用对免疫细胞反应的抑制信号传导至关重要[24,25]。

在人类细胞中 SIRPα主要表达于髓系细胞系，包括单核细胞、巨噬细胞、粒细胞

和树突状细胞，除此之外，SIRPα也可在 T细胞[26,27]、上皮细胞[28,29]、造血祖细胞[30]

和神经元等中发现。CD47是 SIRPα主要上游信号，2000年有研究野生型小鼠的巨噬

细胞能迅速清除 CD47缺乏的小鼠红细胞，阻断 CD47与 SIRPα相互作用显著增加小

鼠红细胞对巨噬细胞的吞噬功能，提示 CD47通过与 SIRPα结合成为红细胞上的“自
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我”识别标记，同时进一步的研究表明，CD47的缺乏会刺激巨噬细胞吞噬血小板、淋

巴造血细胞和异种细胞[31,32]。这些结果表明，CD47-SIRPα轴通过调节细胞吞噬的信

号传导在各种稳态过程中发挥作用，如红细胞、先天免疫细胞和 T细胞的在体内的维

持[33,34]。此外，在肿瘤细胞、病毒感染细胞和细菌感染细胞中，免疫逃逸机制扮演着

重要的角色，其主要与吞噬细胞的功能发挥有关[35]。细胞吞噬作用是靶细胞被吞噬细

胞(如巨噬细胞)识别、吞噬、加工和消化的过程。吞噬依赖于吞噬前细胞相互作用的

平衡，如钙调蛋白/低密度脂蛋白受体相关蛋白 1(LRP1)，信号淋巴细胞激活分子家族

成员 7(SLAMF7)等[36,37]。吞噬作用是巨噬细胞介导的先天免疫的标志性事件，包括

三个主要步骤：肌动蛋白细胞骨架的启动、协同和重塑。对于吞噬启动是必不可少的，

启动采用经典的信号级联，具体地说，配体-受体结合激活 src家族的激酶，使受体(例

如，Fc 受体伽马链γ)的免疫受体酪氨酸激活基序（Immunoreceptor tyrosine-based

activationmotif，ITAM）接头磷酸化，从而为脾酪氨酸激酶(Syk)提供对接位置。然后，

激活信号通过 Syk、磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)、磷脂酶 C-伽马-1(PLC γ)、RapGTP、

粘着斑激酶(FAK)/富含脯氨酸的酪氨酸激酶 2(PYK2)依次传递，最终通过 RAS同源

家族成员 A(RhoA)/Wiskott-Aldrich综合征蛋白(WASP)途径，整合素的构象从结合位

点关闭状态转变为结合位点暴露状态[38,39]。这些事件显著促进了黏附和肌动蛋白聚合

介导的细胞骨架重塑，这是整体构象变化所必需的，而 CD47-SIRPα轴可以抑制吞噬

细胞的作用。为了使 SIRP α结合发生，CD47的 N端 SIRPα结合位点需要经过谷氨酰

胺肽环转移酶样蛋白(QPCTL)诱导的转录后修饰[40]，而当CD47与SIRP α相互作用时，

SIRP α的细胞内 ITIM 结构域被磷酸化，导致含有 Src同源区域 2结构域的磷酸酶的

募集和激活，然后募集胞内酪氨酸磷酸酶 SHP-1和 SHP-2,SHP-1和 SHP-2通常因其

涉及 SH2结构域的自身抑制机制而失活，从而对信号转导途径产生负面影响，通过

交联肌动蛋白丝抑制“自身”细胞的吞噬，从而阻止髓细胞的吞噬作用[41]。CD47 与

SIRPa 结合也抑制树突状细胞(DCs)的激活和成熟，阻断 CD47通过巨噬细胞介导的

吞噬作用激活先天免疫应答。

3.SIRPγ

SIRPγ（也被称为 SIRPβ2和 CD172c）与 SIRPα具有同源的细胞外免疫球蛋白结

构域，但是含有更短的细胞质段，约 4个氨基酸，并且在其跨膜结构域缺乏带正电的
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残基[42,43]。这种结构被认为是 SIRPγ与 NK细胞受体膜相关的同源二聚体 DAP-12的

相互作用失效，并最终导致细胞内信号的缺乏的原因。相比较于 SIRPα首次在大鼠中

发现有表达，SIRPγ在啮齿类动物中并不存在，只在人类和灵长类动物中发现[44,45]。

SIRPγ与 CD47相互作用方式也以 SIRPα的形式，但 SIRPα与 CD47的亲和力是 SIRPγ

与 CD47的 10倍。SIRPγ在所有幼稚和中央记忆型 T细胞 T细胞表达，并在 T细胞

激活后表达上调，研究证明 T细胞可能受益于 SIRPγ的表达。在慢性刺激情况下，T

细胞与 CD47的相互作用不仅对 T细胞迁移具有重要意义，而且对于 T细胞的激活也

具有重要意义[46,47]。同时也有研究表明，SIRPγ和 CD47之间的相互作用在 T细胞跨

内皮迁移中也发挥着关键作用，促进细胞间粘附，并促进抗原特异性 T细胞增殖。与

此同时，SIRPγ在 CD4 和 CD8T+细胞亚群中的表达各不相同，同时调节性 T 细胞

（Tregs）的表达[48]。

4.整合素

整合素是介导多种生物功能的异二聚体跨膜受体，于 1986年首次发现，在细胞

外基质（extra cellular matrix，ECM)和细胞骨架之间的关联中起关键作用。整合素由

α亚基和β亚基组成，每个亚基都由一个细胞外的“头”和一个跨膜区域个细胞质尾巴的

“腿”组成，它们可以组装成 24个不同的异二聚体[49,50]。整合素可根据其亚基组成不

同类别整合素，如整合素α1β1、α2β1、β3β1、4β1等。整合素可以分为四大类，第一

类整合素，如αV、α5β1、α8β1 和αIIbβ3，可识别 RGD（精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸

Arg-Gly-Asp三肽序列）三肽活性位点的配体。第二类整合素由α4β1、α4β7、α9β1、

αEβ7和β2组成，主要与具有 RGD配体相关序列的 LDV肽的纤维连接蛋白，III 类整

合素包括α1β1、α2β1、α10β1和α11β1等，可识别具有胶原 GFOGER基序的层粘连蛋

白，IV 类整合素如α3β1、α6β1、α7β1和α6β4识别层粘连蛋白，但结合位点尚不清楚

[51-53]。

在正常生理过程中，整合素发挥着不可或缺的作用。整合素α5与整合素α6在成

肌细胞和脂肪细胞分化过程中调节层粘连蛋白和纤维连接蛋白的平衡，整合素α6β4

诱导上皮细胞增殖并参与正常皮肤角质形成的过程，整合素与生长因子受体(GFRs)

之间的信号传递也是正常发育过程所必需的[54]。例如，整合素αvβ3通过调节血管内

皮生长因子受体-2(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor2，VEGFR-2)的磷酸化
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在血管生成位点聚集骨髓细胞，同时整合素αvβ3与人脐静脉内皮细胞粘附和迁移密

切和皮肤稳态密切相关[55,56]。

除了正常生理过程外，整合素是许多疾病的病理生理过程的首要调节因子，如伤

口愈合、组织炎症、组织纤维化、自身免疫和代谢紊乱[57,58]。其中整合素亚基β1起

到了举足轻重的作用，整合素亚基β1可以构成多种整合素，在多种基底膜细胞和结

缔组织细胞上表达。整合素αvβ1可促进成纤维细胞向肌成纤维细胞分化，有助于伤

口愈合、肉芽组织形成和组织纤维化，整合素α5β1与纤维连接蛋白结合介导角化细

胞增殖，在结缔组织细胞侵入创面凝块过程中促进基质粘附，整合素α9β1参与创面

再上皮化，整合素α11β1 参与肉芽组织的胶原重塑[59,60]。除此之外，整合素与 ECM

间的相互作用也是肿瘤发生发展过程中的重要事件，有研究表明，在癌症发生过程中，

整合素既是细胞表面标记物，也是癌症干细胞的功能调节剂[61,62]。例如整合素α6（又

称 CD49f）是一种层粘连蛋白结合受体，是最丰富、最常见的癌症干细胞标志物，在

结直肠癌[63]、乳腺癌[64]、皮肤鳞状细胞癌[65]、胶质母细胞瘤[66]等多种癌症中均有高

表达。在胶质母细胞瘤干细胞(Glioblastoma stem cells，GSCs)中，整合素α6依据干细

胞分化种类不同参与不同的反应。有研究表明，可以通过沉默整合素α6的影响 DNA

损伤修复机制以及细胞周期，从而增加胶质母细胞瘤干细胞对电离辐射的辐射敏感

性。除此之外，整合素α6在乳腺癌以及联合整合素β4在肺发育过程中，都起到了不

可忽视的作用。而不同整合素亚基的组合，在不同的肿瘤中扮演的角色有所不同，例

如，整合素α6β4通过与表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，EGFR)、

酪氨酸激酶受体 2（erb-B2）和Met-RTKs（受体酪氨酸激酶，Receptor Tyrosine Kinase）

合作放大致癌信号的传导[67]，整合素αvβ3 与血小板衍生生长因子(Platelet derived

growth factor,PDGF)受体相互作用促进 PDGF大量分泌从而促进胶质瘤的生长[68]。

除此之外，整合素在肿瘤的转移也息息相关，肿瘤转移是肿瘤导致死亡的主要原

因之一，转移是一个层叠的过程，包括肿瘤包膜的破坏和原发肿瘤的转移，进入并通

过循环系统中转移到靶器官的实质中定植和增殖[69,70]。整合素在癌细胞转移的级联过

程扮演者重要角色，首先，整合素和配体之间的相互作用有助于 ECM的降解或重塑，

而 ECM是肿瘤细胞逃逸所必需的，其次，整合素结合各种血管内皮生长因子及其受

体，形成活跃的血管生成所需的复合体。最后，整合素-RTK信号调节肿瘤细胞与转
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移靶器官间的反应，对肿瘤细胞在靶向器官中的存活、定植和无限增殖起到了促进作

用 [71]。例如整合素αvβ5、αvβ6 和αvβ8 激活转化生长因子-β（transforming growth

factor-β,TGF-β)诱导肿瘤细胞生长，介导肿瘤细胞迁移和侵袭。整合素αvβ3通过引导

基底膜降解特异性激活基质金属蛋白酶 2（Matrix Metallopeptidase2，MMP2），促进

癌细胞迁移和侵袭[72,73]，同时整合素α6β4的β4尾部作为侵袭信号适配器和放大器，

不仅可以促进肿瘤侵袭，同时抑制细胞凋亡[74]。整合素α5β1参与了乳腺癌转移的早

期反应；整合素α4、β1和血管细胞黏附分子 1之间的信号传导与黑色素瘤和淋巴瘤

转移有关；L1-细胞粘附分子与整合素α5β1 和αVβ1 相互作用，促进多种肿瘤转移，

如胰腺导管腺癌、结直肠癌以及卵巢癌和子宫内膜癌等[75-78]。

5.血小板反应蛋白-1

血小板反应蛋白-1（TSP-1）是一种同源三聚体 180kDa的细胞基质蛋白，其子量

为 450000，它可以以自由状态存在于组织液中，也可以与巨噬细胞表面结合，属于

细胞外基质的多功能蛋白[79]。近年来的研究表明 TSP-1在细胞-基质和细胞-细胞相互

作用的调节中发挥了重要作用，例如血小板活化、血管生成、伤口愈合、程序性细胞

死亡或肿瘤发生发展等过程[80]。TSP-1作用的发挥主要与 CD47和 CD36有关，CD-47

被称为人类细胞和组织中 TSP-1介导的分子反应的中继站，TSP1与 CD-47相互作用

在不仅仅体现在调节细胞死亡途径方面，也被报道干扰炎症过程，和抑制一氧化氮刺

激的血管平滑肌细胞反应，CD47与 TSP1结合不仅可以抑制白细胞介素-12（IL-12）

的释放，还可以抑制外源性 IL-12 诱导的 Th1细胞分化的功能[81,82]。除此外，TSP-1

与 CD47和 CD36在调节巨噬细胞功能中也发挥了重要作用。研究发现，TSP1可以

通过与巨噬细胞表面的整合素 aVb3和 CD36结合，将信号转移到细胞中，从而引起

对凋亡细胞的吞噬作用。TSP-1的抗血管生成活性主要通过 I型重复序列（TSR）与

微血管细胞胞上的 CD36受体的结合发挥作用，也可能 T与整合素相关蛋白 CD47相

结合有关。同时也有证据表明，TSP-1在体外和体内也具有促血管生成特性，特别是

TSP-1在血管损伤部位的表达增强，TSP-1在新形成的血管中表达，这表明 TSP-1可

能对缺血组织有调节作用。TSP1的结合蛋白包含 CD36、CD47和硫酸肝素蛋白多糖

（HSPG），所有这些 TSP1结合蛋白都可以在巨噬细胞上表达[83,84]。

TSP-1在多种肿瘤的发生发展中也起到了重要作用，发现 TSP-1的结合伴侣之一
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CD47在骨髓瘤细胞中高度上调，向树突状细胞/骨髓瘤细胞共培养物中添加 TSP-1抗

体导致破骨细胞形成的显著抑制。有研究表明，TSP-1不仅在侵袭性和转移性黑色素

瘤细胞高表达，且与黑色素治疗耐药性中密切相关[85-87]。

6.展望

CD47在大多数肿瘤组织中检测到了高表达，现有的研究表明 CD47不仅仅与先

天性免疫有所关联，同时还与适应性免疫介导的肿瘤免疫逃逸机制密切相关。CD47

在肿瘤发生发展过程中与肿瘤免疫逃逸机制息息相关，是关键的抑制肿瘤免疫逃逸机

制的靶点。依据 CD47的多种配体制定精准的免疫治疗方案，是现在肿瘤治疗的热门

方向。可惜的是依据目前的研究表明，单独靶向 CD47治疗肿瘤的作用并不明显，并

不能够完全达到消除肿瘤的目的，或者是药物展现出了强大的作用，多途径抑制 CD47

似乎是有效的治疗方向或者是化疗药物和 CD47 抑制药物联用也是目前研究的热门

方向。怎么精准的通过不同的 CD47受体抑制不同的免疫机制和联合化疗药物治疗肿

瘤是值得我们进一步研究的方向。
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