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脑神经胶质瘤细胞癌胚抗原相关细胞黏附分子1
对替莫唑胺化疗敏感性的作用及其机制研究*
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摘要 ： 目的　探究脑神经胶质瘤细胞癌胚抗原相关细胞黏附分子1（CEACAM1）表达对替莫唑胺（TMZ）

化疗敏感性的作用及其机制研究。方法　体外培养TMZ耐药人脑神经胶质瘤细胞系U251/TMZ细胞，采用空载

质粒或siRNA转染U251/TMZ细胞，分为空载组、TMZ组、siRNA组及siRNA+TMZ组，转染48 h后，GFP荧光检

测细胞转染效率。采用实时荧光定量聚合酶链反应检测细胞CEACAM1 mRNA的表达，MTT法检测U251/TMZ

细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡，酶联免疫吸附试验和Western blotting检测Wnt/β-catenin通路相关蛋白的

表达。结果　与空载组比较，siRNA组、siRNA+TMZ组CEACAM1 mRNA相对表达量降低（P <0.05），细胞

增殖抑制率、细胞凋亡率升高（P <0.05），Wnt1蛋白表达水平、β-catenin及c-myc蛋白相对表达量降低（P <

0.05）；与TMZ组比较，siRNA组、siRNA+TMZ组CEACAM1 mRNA相对表达量降低（P <0.05），细胞增殖

抑制率、细胞凋亡率升高（P <0.05），Wnt1蛋白表达水平、β-catenin及c-myc蛋白相对表达量降低（P <0.05）；

与siRNA组比较，siRNA+TMZ组CEACAM1 mRNA相对表达量降低（P <0.05），细胞增殖抑制率、细胞凋亡

率均升高（P <0.05），Wnt1 蛋白表达水平、β-catenin 及 c-myc 蛋白相对表达量降低（P <0.05）。结 论　

CEACAM1表达下调能够抑制脑神经胶质瘤细胞增殖能力，促进细胞凋亡，提高TMZ化疗敏感性，其作用机制

可能与Wnt/β-catenin通路有关。
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Abstract:  Objective To explore the effect and mechanism of carcinoembryonic antigen-related cell 

adhesion molecule 1 (CEACAM1) in brain glioma cells on the sensitivity to temozolomide (TMZ) chemotherapy.  

Methods TMZ-resistant human glioma cell lines U251/TMZ were cultured in vitro and transfected with empty 

vectors or siRNA, and the cells were thus divided into empty vector group, TMZ group, siRNA group and siRNA + 

TMZ group. The transfection efficiency was evaluated via fluorescence intensity of GFP at 48 h after the 

transfection. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) was used to detect the mRNA expression 
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of CEACAM1 in cells. The cell proliferation and apoptosis were measured via the MTT assay and flow cytometry, 

respectively. ELISA and Western blotting were applied to determine the expressions of proteins associated with the 

Wnt/β -catenin pathway.  Results Compared with the empty vector group, the mRNA expressions of CEACAM1 

were lower, the rates of cell proliferation inhibition and apoptosis were higher, and the protein expressions of Wnt1, β

-catenin and c-myc were lower in the siRNA group and the siRNA + TMZ group (P < 0.05). Compared with the 

TMZ group, the mRNA expression of CEACAM1 was lower, the rates of cell proliferation inhibition and apoptosis 

were higher, and the protein expressions of Wnt1, β -catenin and c-myc were lower in the siRNA group and the 

siRNA + TMZ group (P < 0.05). Compared with the siRNA group, the mRNA expression of CEACAM1 was lower, 

the rates of cell proliferation inhibition and apoptosis were higher, and the protein expressions of Wnt1, β -catenin 

and c-myc were lower in the siRNA + TMZ group (P < 0.05).  Conclusions Down-regulation of CEACAM1 can 

inhibit the proliferation of brain glioma cells, promote cell apoptosis, and increase the sensitivity to temozolomide 

chemotherapy, the mechanism of which may be related to the Wnt/β-catenin pathway.

Keywords:  brain glioma; carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1; temozolomide; sensi‐

tivity to chemotherapy

脑神经胶质瘤是常见的颅内恶性肿瘤，通常采

用化学药物治疗（以下简称化疗）进行辅助治疗 。

替莫唑胺（Temozolomide, TMZ）是治疗脑神经胶质瘤

的标准化疗药物，但部分患者化疗效果有限，预后

欠佳[1-2]。多药耐药是影响化疗效果的重要因素，因

此提高药物的化疗敏感性对于提高患者预后、延长

患者生存时间具有重要意义[3]。癌胚抗原相关细胞

黏 附 分 子 1（carcinoembryonic antigen-related cell 

adhesion molecule 1, CEACAM1）是癌胚抗原的一种。

国内外研究证实，CEACAM1 在前列腺癌、胃癌及乳

腺癌等多种癌细胞中高表达，可促进肿瘤细胞的增

殖、迁移，但其对化疗敏感性的影响报道较少[4-6]。

本研究通过干扰 CEACAM1 表达，探究其对 TMZ 化

疗敏感性的影响，现报道如下。

1 材料与方法

1.1　细胞来源、主要试剂与仪器

1.1.1 　 细胞来源 　人 脑 神 经 胶 质 瘤 细 胞 系 U251/

TMZ 细胞（上海美轩生物科技有限公司）。

1.1.2 　 siRNA 载体构建 　以 CEACAM1 基因为目的

基 因 ，根 据 CEACAM1 基 因 序 列 设 计 siRNA 基 因 序

列，正向引物：5'-CAGCACGAACAUUAUAATAUT-3'，反

向引物：5'-UATUGTAUUUAUCTUGUGGCT-3′，长度

均 21 bp；空载基因序列：正向引物：5'-UACGUCUCA

UGCGUCGUTACT-3'，反向引物：5'-GUAACCGACGU

AUCGTGAGAT-3'，长度均 21 bp，基因序列由北京依

托华茂生物科技有限公司设计。

1.1.3 　 主要试剂 　RPMI 1640 培养基（上海高创化

学 科 技 有 限 公 司），LipofectamineTM 2000 试 剂 盒 、

TRIzol 试 剂 盒 、逆 转 录 试 剂 盒 及 实 时 荧 光 定 量 聚

合 酶 链 反 应（quantitative real-time polymerase chain 

reaction, qRT-PCR）试剂盒（上海恒斐生物科技有限

公司），细胞凋亡试剂盒（上海朗智生物科技有限

公司），Wnt1 酶联免疫试剂盒（上海羽哚生物科技有

限公司），总蛋白提取试剂盒（武汉纯度生物科技有

限公司），Wnt1、β-catenin 及 c-myc 兔抗人一抗、山

羊抗兔二抗（北京百奥莱博科技有限公司）。

1.1.4 　 主 要 仪 器 　 倒 置 荧 光 显 微 镜（ 型 号 ：

BDS400，北京赛百奥科技有限公司），酶标仪（型号：

SpectraMax iD3，上海美谷分子仪器有限公司），全光

谱 流 式 细 胞 仪（型 号 ：Northern Lights，美 国 Cytek 

Biosciences 公司）。

1.2　细胞培养

将 U251/TMZ 细 胞 接 种 于 含 10% 胎 牛 血 清 的

RPMI 1640 培养基，在 37 ℃、5% 二氧化碳 CO2，饱和

湿度的环境中培养，贴壁生长 24 h 后进行转染[7]。

1.3　细胞转染

取对数生长期 U251/TMZ 细胞，按 1×105 个/孔

接 种 于 96 孔 板 ， 培 养 24 h 后 ， 细 胞 融 合 度 >80%

时，对细胞进行转染，参照 LipofectamineTM 2000 试

剂盒说明书，分别用空载质粒与 siRNA 转染 U251/

TMZ 细 胞 ， 48 h 后 进 行 GFP 绿 色 荧 光 检 测 U251/

TMZ 细胞转染效率，于倒置荧光显微镜下进行观

察 ， 每 组 设 置 4 个 复 孔 ， 每 个 实 验 重 复 3 次 ， 取

均值[8]。
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1.4　细胞分组及干预

将 U251/TMZ 细 胞 分 为 空 载 组 、TMZ 组 、siRNA

组及 siRNA+TMZ 组。空载组、TMZ 组采用空载质粒

进行转染，siRNA 组及 siRNA+TMZ 组采用 siRNA 进

行转染。转染后，空载组、siRNA 组于不含 TMZ 的二

甲 基 亚 砜（dimethyl sulfoxide, DMSO）培 养 基 中 培 养

48 h，TMZ 组 及 siRNA+TMZ 组 于 含 TMZ（终 浓 度 为

200 μmol/L）的 DMSO 培养基中培养 48 h。

1.5　qRT-PCR检测细胞CEACAM1 mRNA的表达

取各组稳定转染的 U251/TMZ 细胞，采用 TRIzol

试剂盒提取 U251/TMZ 细胞总 RNA，根据逆转录试

剂盒配置逆转录体系 ，以 RNA 为模板经逆转录得

到 cRNA，并以 cRNA 为模板，根据 qRT-PCR 试剂盒

配置 qPCR 反应体系（20 μL）：SYBR 10 μL，正反向

引 物 各 1 μL，cDNA 模 板 2 μL，纯 水 6 μL；扩 增 条

件：95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 10 s，

共 计 40 个 循 环[9]。 以 GADPH 为 内 参 ，根 据 2-△△CT

法 计 算 CEACAM1 mRNA 相 对 表 达 量 ，引 物 序 列

见表 1。

1.6　MTT检测细胞增殖能力

取各组稳定转染的 U251/TMZ 细胞，加入 0.5%

胰酶进行消化，终止反应，按 1.5×105 个/孔接种于

95 孔板，并设立校准孔，培养 24 h 后加入 20 μL MTT

液 ，培 养 4 h 后 离 心 5 min，移 去 上 清 液 ，每 孔 加 入

150 μL DMSO，充分混匀溶解结晶。采用酶标仪检

测 490 nm 波 长 处 各 孔 光 密 度（optical density, OD），

细 胞 增 殖 抑 制 率 =（空 载 组 OD 值 - 实 验 组 OD 值）/

（校准孔 OD 值-空载组 OD 值）×100%[10]。

1.7　流式细胞术检测细胞凋亡

取 各 组 稳 定 转 染 的 U251/TMZ 细 胞 ，按 1.5×

105 个/孔接种于 95 孔板，进行细胞培养，48 h 贴壁生

长后严格按照细胞凋亡试剂盒说明书进行操作，采

用 70% 乙醇，于 4 ℃环境下固定 2 h，离心后移除上

清液，并加入 PBS 进行重悬，采用 400 目的筛网对细

胞 进 行 过 滤 ，离 心 5 min 后 移 除 PBS，加 入 PI 染 液

1 mL，对细胞进行染色，同样于 4 ℃、避光环境下反

应 30 min。采用全光谱流式细胞仪检测细胞荧光强

度，并计算细胞凋亡率。细胞凋亡率=凋亡细胞数/

细胞总数×100%[11]。

1.8　酶联免疫吸附试验和 Western blotting 检测

Wnt/β-catenin通路相关蛋白的表达

采用酶联免疫试剂盒检测 Wnt1 蛋白含量，取

5 mL 细胞培养液，离心后取上清液，加入稀释后的

标准品，温浴 30 min 后分别加入酶标志物、显色剂

AB 及终止液，采用酶标仪检测各孔 450 nm 处的光

密度（optical density, OD）值。

采用 Western blotting 检测细胞 β-catenin、c-myc

表达。取各组稳定转染的 U251/TMZ 细胞，加入裂解

液使细胞充分裂解，离心后取上清液，采用总蛋白

提取试剂盒提取 U251/TMZ 细胞总蛋白，加入上样缓

冲液，煮沸 5 min，冷却后进行电泳，将蛋白转移至

PVDF 膜，封闭 60 min 后加入 β-catenin、c-myc 兔抗

人一抗，孵育 12 h 后再加入对应山羊抗兔二抗，孵

育 60 min 后 PBS 冲洗，经显影后得到最终结果。目

的 蛋 白 与 β -actin 灰 度 值 比 为 目 的 蛋 白 相 对 表

达量[12]。

1.9　统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用单因素方差分

析，两两比较用 LSD-t 检验，P <0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1　各组细胞 CEACAM1 mRNA 相对表达量比较

空载组、TMZ 组、siRNA 组及 siRNA+TMZ 组细胞

CEACAM1 mRNA 相 对 表 达 量 分 别 为（0.85±0.13）、

（0.72±0.11）、（0.37±0.07）和（0.20±0.05），经方差分

析，差异有统计学意义（F =39.985，P =0.000）。与空

载组比较，siRNA 组、siRNA+TMZ 组 CEACAM1 mRNA

相 对 表 达 量 降 低（P <0.05）；与 TMZ 组 比 较 ，siRNA

组 、siRNA+TMZ 组 CEACAM1 mRNA 相 对 表 达 量 降

低（P <0.05）；与 siRNA 组 比 较 ，siRNA+TMZ 组

CEACAM1 mRNA 相对表达量降低（P <0.05）。

表 1　qRT-PCR引物序列 

基因

CEACAM1

GADPH

引物序列

正向： 5'-AAGCTCACACAGAAGATGG-3'

反向： 5'-ACGACTCAAGACCCAATAC-3'

正向： 5'-AGACAGGTATCTGGTGTG-3'

反向： 5'-GGGAGATCGAGAGTAGCA-3'

引物长

度/bp

19

18
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2.2　各组细胞增殖抑制率比较

空载组、TMZ 组、siRNA 组及 siRNA+TMZ 组细胞

增殖抑制率分别为（0.00±0.00）%、（5.39±0.74）%、

（27.64±3.66）%和（35.58±4.25）%，经方差分析，差

异有统计学意义（F =146.995，P =0.000）。与空载组

比较，TMZ、siRNA 组、siRNA+TMZ 组细胞增殖抑制

率升高（P <0.05）；与 TMZ 组比较，siRNA 组、siRNA+

TMZ 组细胞增殖抑制率升高（P <0.05）；与 siRNA 组

比 较 ，siRNA+TMZ 组 细 胞 增 殖 抑 制 率 升 高

（P <0.05）。

2.3　各组细胞凋亡率比较

空载组、TMZ 组、siRNA 组及 siRNA+TMZ 组细胞

凋 亡 率 分 别 为（7.78±0.72）% 、（8.45±0.94）% 、

（20.69±1.51）%和（24.03±1.82）%，经方差分析，差

异有统计学意义（F =304.840，P =0.000）。与空载组

比较，siRNA 组、siRNA+TMZ 组细胞凋亡率升高（P <

0.05）；与 TMZ 组比较，siRNA 组、siRNA+TMZ 组细胞

凋亡率升高（P <0.05）；与 siRNA 组比较，siRNA+TMZ

组细胞凋亡率升高（P <0.05）。

2.4　各组细胞Wnt1、β-catenin及c-myc蛋白表达

比较

空 载 组 、TMZ 组 、siRNA 组 及 siRNA+TMZ 组

Wnt1 蛋白表达水平、β-catenin 及 c-myc 蛋白相对表

达 量 比 较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05）；与空载组比较，siRNA 组、siRNA+TMZ 组蛋白

表达水平、β-catenin 及 c-myc 蛋白相对表达量降低

（P <0.05），与 TMZ 组比较，siRNA 组、siRNA+TMZ 组

蛋白表达水平、β-catenin 及 c-myc 蛋白相对表达量

降低（P <0.05）；与 siRNA 组比较，siRNA+TMZ 组蛋白

表达水平、β-catenin 及 c-myc 蛋白相对表达量降低

（P <0.05）。见表 2 和图 1。

3 讨论

TMZ 是胶质瘤化疗的标准药物，但由于耐药性

的影响，部分患者化疗效果仍然不理想，生存时间

较短[13]。多数化疗药物都是通过诱导细胞自噬或凋

亡发挥抑制肿瘤细胞增殖、转移的作用。为增加胶

质瘤细胞对 TMZ 的化疗敏感性，DENG 等[14] 进行了

相应的研究，通过干扰 miR-198 沉默 TRIM14，结果

显 示 沉 默 TRIM14 能 够 阻 碍 TMZ 抗 性 ，并 能 抑 制

TMZ 抗性神经胶质瘤的发展[15]。因此推测，该肿瘤

细 胞 中 存 在 某 种 机 制 ，抑 制 细 胞 的 自 噬 或 凋 亡 。

Wnt/β-catenin 通路是细胞重要的通路之一，参与细

胞的增殖、分化及凋亡。目前该通路在脑神经胶质

瘤细胞的研究较少。CEACAM1 是肿瘤相关因子的

一种，有研究显示，CEACAM1 参与血管及淋巴管的

生成，从而促进肿瘤的增殖和转移，但在肿瘤中的

作用机制尚不明确。因此，本研究通过干扰脑神经

胶 质 瘤 细 胞 CEACAM1 的 表 达 ，对 Wnt/β-catenin 通

路蛋白表达进行分析，探究对 TMZ 化疗敏感性的影

响及其作用机制[16]。

夏 龙 飞 等[17] 研 究 显 示 ，CEACAM1 高 表 达 能 诱

导 肿 瘤 微 血 管 的 生 成 ，促 进 结 直 肠 癌 的 增 殖 与 转

移 。 本 研 究 采 用 siRNA 对 U251/TMZ 细 胞 进 行 转

染，结果显示，空载组与 TMZ 组 CEACAM1 mRNA 相

对表达量、细胞增殖抑制率及细胞凋亡率无明显差

异，表明 U251/TMZ 细胞对 TMZ 产生了耐药，化疗敏

感性低，对 U251/TMZ 细胞的增殖与凋亡无明显影

响 ，而 siRNA 组 及 siRNA+TMZ 组 细 胞 CEACAM1 

mRNA 相对表达量降低，细胞增殖抑制率、凋亡率

升高，且 siRNA+TMZ 组增殖抑制率及凋亡率更高，

表明下调细胞 CEACAM1 的表达能够降低细胞增殖

能 力 ，促 进 细 胞 凋 亡 ，同 时 能 够 提 高 对 TMZ 的 敏

表 2　各组细胞Wnt/β-catenin通路相关蛋白比较 （x±s）

组别

空载组

TMZ 组

siRNA 组

siRNA+TMZ 组

F 值

P 值

Wnt1/（ng/L）

0.48±0.08

0.41±0.06

0.24±0.05①②

0.16±0.03①②③

26.139

0.000

β-catenin

0.51±0.08

0.43±0.06

0.21±0.05①②

0.10±0.06①②③

35.934

0.000

c-myc

0.60±0.08

0.51±0.06

0.31±0.06①②

0.20±0.04①②③

35.123

0.000

注 ： ①与空载组比较，P <0.05； ②与 TMZ 组比较，P <0.05； ③与

siRNA 组比较，P <0.05。

38 kD

93 kD

65 kD

42 kD

Wnt1

β-catenin

c-myc

β-actin

A               B             C            D

A：空载组； B：TMZ 组； C：siRNA 组； D：siRNA+TMZ 组。

图1　各组细胞Wnt1、β-catenin及c-myc蛋白的表达
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感性。

目前 CEACAM1 的作用机制尚不清楚，但有研

究显示，CEACAM1 对肿瘤细胞的抑制作用是通过

Wnt/β-catenin 通路抑制肿瘤血管的生长达到的[18]。

Wnt/β-catenin 通路是细胞信号传导的重要通路，参

与多种癌症细胞的增殖、分化及凋亡。CHU 等[19]证

实 LINC00662 能够通过自分泌的方式，激活肝癌细

胞 Wnt/β-catenin 通路，促进 M2 巨噬细胞极化，加速

肝癌细胞的增殖与迁移。而 HUANG 等[20]研究证实，

硫 利 达 嗪（一 种 抗 精 神 类 药 物）能 通 过 抑 制 Wnt/

β-catenin 通路，增强胶质母细胞瘤细胞的自噬与凋

亡。β-catenin 是该通路的核心基因，能使肿瘤细胞

具有干细胞的无限增殖能力，从而促进细胞增殖[21]。

本研究结果显示，空载组、TMZ 组 Wnt1、β-catenin 及

c-myc 蛋白表达无差异，表明两组 U251/TMZ 细胞均

能激活 Wnt/β-catenin 通路，且对 TMZ 具有一定的耐

药性，siRNA 组、siRNA+TMZ 组 Wnt1 蛋白表达水平、

β -catenin 蛋 白 相 对 表 达 量 明 显 下 调 ，表 明 干 扰

CEACAM1 表达能抑制 Wnt/β-catenin 通路的激活，而

siRNA+TMZ 组相关蛋白表达低于 siRNA 组，则提示

干扰 CEACAM1 表达能够通过抑制 Wnt/β-catenin 通

路，提高对 TMZ 的化疗敏感性，从而提高化疗效果，

延长患者生存时间。

综上所述，CEACAM1 表达下调能抑制脑神经胶

质瘤细胞增殖能力，促进细胞凋亡，提高 TMZ 化疗

敏 感 性 ，其 作 用 机 制 可 能 与 Wnt/β-catenin 通 路 有

关。本研究仅选用 U251 细胞株进行研究，为进一步

深入探究干扰 CEACAM1 表达对脑神经胶质瘤细胞

对 TMZ 化疗敏感性的影响，未来可对多种脑神经胶

质瘤细胞株进行研究，以期为该肿瘤的临床治疗提

供科学依据。
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