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ATF3、14-3-3ζ 和 beclin-1 在替莫唑胺治疗敏感与耐药的	

胶质母细胞瘤中的表达及意义

李小燕1，赵建祥2，任保刚3，吴雪晶1，吴丹1，姚梅宏1，陈晓雯1，杨映红1

(1. 福建医科大学附属协和医院病理科，福州 350001；2. 福建省立医院重症医学三科，福州 350001； 

3. 福建医科大学附属协和医院神经外科，福州 350001)

[摘　要]	 目的：探讨在替莫唑胺(temozolomide，TM Z)治疗敏感与耐药的胶质母细胞瘤中转录激活因子

3(activating transcription factor 3，ATF3)、14-3-3ζ和beclin-1的表达水平变化及其与TMZ耐药产

生的相关意义。方法：采用RT-PCR及免疫组织化学法检测并比较同一患者TMZ治疗前及耐药时

胶质母细胞瘤组织内ATF3、14-3-3ζ和beclin-1基因及蛋白质表达水平。取30 μg/mL TMZ培养的

U87细胞为实验组，普通溶剂培养的U87细胞为对照组，培养72 h，MTT及annex in V-别藻蓝素

(allophycocyanin，APC)单染法分别检测并比较肿瘤细胞的生长抑制率、凋亡率，RT-PCR及蛋白质

印迹检测并比较细胞内ATF3、14-3-3ζ和beclin-1基因及蛋白质表达水平。结果：TMZ耐药时胶质

母细胞瘤组织中ATF3、14-3-3ζ和beclin-1表达水平均高于TMZ治疗前(P<0.05)；TMZ敏感的U87细

胞培养72 h肿瘤细胞生长抑制率和凋亡率均增加(P<0.05)，细胞内ATF3、14-3-3ζ和beclin-1表达水

平均低于对照组(P<0.05)；三者呈同向表达。结论：在TMZ用药过程中，胶质母细胞瘤内ATF3激

活可能上调14-3-3ζ的表达，进而启动并使自噬增强，导致TMZ耐药产生。
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Abstract Objective: To investigate the changes of the expression of activating transcription factor 3 (ATF3), 14-3-3ζ, and 
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脑胶质瘤是中枢神经系统最好发也是治疗最

棘手的肿瘤性疾病，至今该疾病的致死率及预后

状况仍令人担忧。目前，临床治疗指南仍为最大

限度的手术安全切除联合放射(以下简称放疗)及

化学 ( 以下简称化疗 ) 治疗的综合方案 [ 1 ]。尽管替

莫唑胺(tem ozolomide，TM Z)是临床治疗恶性胶

质瘤的标准一线化疗药 [ 2 ]，但是TM Z固有或继发

耐药是妨碍临床疗效的重要因素，其发生机制错

综复杂。近年来，化疗时肿瘤细胞内自噬活性的

变化与TM Z耐药之间的关系，究竟哪些关键因子

对自噬发挥“开”与“关”的调节作用，使得胶

质瘤细胞可以随着化疗进程适时调整自噬活性，

以防御TM Z对肿瘤细胞的损害，导致耐药的发生

成为倍受科研人员关注的问题 [ 3 ]。本研究检测并

比较了TM Z耐药的胶质母细胞瘤( g l i obla sto ma，

GBM)组织与TMZ敏感的U87细胞内转录激活因子

3(activating transcr iption factor 3，ATF3)、14-3-
3ζ和beclin-1表达水平，初步探讨三者之间的相互

关系，ATF3、14-3-3ζ对自噬活性的影响，及其与

TMZ耐药发生的可能关系。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  组织标本 
经 福 建 医 科 大 学 附 属 协 和 医 院 伦 理 委 员 会

审核批准及患者知情同意后，严格按纳入标准收

集 2 0 1 8 年 1 月 至 6 月 福 建 医 科 大 学 附 属 协 和 医 院

收治的 G B M 患者 7 例 ( 男 5 例，女 2 例 ) ，中位年龄

39(13~59)岁；所有标本于离体1 h内予10%中性缓

冲福尔马林充分固定，石蜡包埋。纳入标准：患

者年龄小于7 0岁；首发病灶位于大脑半球；术前

未行任何抗肿瘤治疗，术后予Stupp方案[在放疗期

间口服TMZ 75 mg/(m2·d)，连服42 d；间隔4周，进

入辅助化疗阶段，口服TMZ 150~200 mg/(m2·d)，

连用5 d，每28 d重复，共用6个周期]服用TMZ期

间出现肿瘤复发/进展；首次及复发/进展的手术

切除标本经病理诊断明确为GBM，WHO IV级。排

除标准：怀孕/哺乳女性；

1.1.2  U87 细胞与 TMZ
人胶质瘤细胞 U 8 7 购自中国医学科学院上海

细胞库，予含1 0 %胎牛血清的D M E M培养液，置

于 3 7  ℃、 5 %  C O 2饱和湿度的培养箱中培养，每 
2  d更换1次培养液；用含0 . 2 5 %胰蛋白酶和0 . 0 2 % 
EDTA的消化液消化细胞，进行传代培养。TMZ纯

品水溶性较差，将其溶于10%二甲基亚砜 (dimethyl 
sulfoxide，DMSO；5 mmol/L，终浓度保持在0.1%
以下)中保存，使用时予DMEM稀释至所需浓度。

1.1.3  试剂与仪器 
TMZ购自MedChem Ex press公司(新泽西，美

国)；组织切片核酸提取试剂盒购自艾德生物医药

科技有限公司(厦门，中国)；PCR所用ATF3、14-
3-3ζ和beclin-1引物委托生工生物工程有限公司(上

海，中国)合成；Prime ScriptTM RT reagent kit购自

beclin-1 in the treatment of sensitive and drug-resistant glioblastomas with temozolomide (TMZ). And to 

investigate their correlation with TMZ resistance. Methods: Before TMZ treatment and after TMZ resistance, 

the gene and protein expression levels of ATF3, 14-3-3ζ, and beclin-1 in glioblastoma tissues of the same patient 

were detected and compared by RT-PCR and immunohistochemistry. U87 cells cultured with 30 μg/mL TMZ 

were taken as an experimental group, and U87 cells cultured with common solvent were taken as a control group. 

After 72 h of culture, the growth inhibition rate and apoptotic rate of tumor cells between the two groups were 

detected and compared by MTT and annexin V-allophycocyanin (APC) monochrome staining, respectively. After 

72 h of culture, the gene and protein expression levels of ATF3, 14-3-3ζ, and beclin-1 between the two groups 

were detected and compared by RT-PCR and Western blotting. Results: The expression of ATF3, 14-3-3ζ and 

beclin-1 in glioblastoma tissues with TMZ resistance was higher than that before TMZ treatment (P<0.05). After 

72 h of culture, the growth inhibition rate and apoptotic rate of TMZ-sensitive U87 cells were increased (P<0.05); 

meanwhile, the expression of ATF3, 14-3-3ζ and beclin-1 in TMZ-sensitive U87 cells was lower than that in the 

control group (P<0.05). All three have the same expression trend. Conclusion: During the TMZ treatment 

process, the activation of ATF3 in glioblastoma may upregulate the expression of 14-3-3ζ which initiates and 

enhances the autophagy of tumor cells, leading to TMZ resistance in glioblastoma. 

Keywords glioblastoma; temozolomide; autophagy; activating transcription factor 3; 14-3-3ζ
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Takara宝生物工程有限公司(大连，中国)；TriPure 
Isolat ion Reagent试剂盒购自Sigma-Aldrich贸易有

限公司(上海，中国)；Genv iew MTT试剂盒购自

鼎国昌盛生物技术有限责任公司(北京，中国)；

annexin V-别藻蓝素(allophycocyanin，APC)凋亡试

剂盒及binding buffer购自Thermo Fisher Scientif ic
公司(马萨诸塞州，美国)；BCA蛋白浓度测定试剂

盒、BeyoECL Plus发光液及PVDF膜均购自碧云天

生物技术有限公司(上海，中国)；蛋白质印迹、

免疫组织化学(immunohistochemistr y，IHC)所用

AT F 3、1 4 - 3 - 3 ζ和b ec l i n - 1一抗鼠抗人单克隆抗体

购自Cell  Signaling Technolog y股份有限公司(马萨

诸塞州，美国)；  BioTek酶标仪购自Thermo Fisher 
Scientific公司(马萨诸塞州，美国)；罗氏全自动免

疫组织化学仪Benchmark XT(上海，中国)；流式细

胞仪购自Millipore公司(马萨诸塞州，美国)。

1.2  方法

1.2.1  免疫组织化学 
采用罗氏全自动免疫组织化学仪将7例GBM患者

化疗前及复发/进展时的石蜡切片进行ATF3、14-3-3ζ

和beclin-1目的蛋白检测，操作步骤依照仪器使用说

明书进行。抗体浓度稀释如下：ATF3，1:100；14-3-
3ζ，1:100；beclin-1，1:100。用产品说明书推荐的阳

性组织作阳性对照，用PBS代替一抗作阴性对照。

1.2.2  RT-PCR 
依 照 组 织 切 片 核 酸 提 取 试 剂 盒 说 明 书 提

取 G B M 组 织 细 胞 核 酸 ， 依 照 Tr i P u r e  I s o l a t i o n 
R e a g e n t 试 剂 盒 说 明 书 提 取 U 8 7 细 胞 总 m R N A ，

再 反 转 录 成 c D N A ， 依 照 P r i m e  S c r i p t T M  R T 
r e a g e n t  k i t 说 明 书 进 行 基 因 水 平 检 测 。 目

的 及 内 参 基 因 引 物 序 列 如 下 ： A T F 3 正 向

5 ' - A A GTG A GTG CT TCTG CC ATCGTC - 3 '，反向

5'-GTCGCTGACAGTGACTGATTCCAG -3'；14-3-
3ζ正向5'-ACAGCAGATGGCTCGAGAATACAG-3'，
反 向 5 ' - C AT C A C C A G C G G C A A C C T C A G - 3 ' ；
beclin-1正向5'-GGAGCTGCCGTTATACTGTTCTGG-3'，
反向5'-TGCCTCCTGTGTCTTCAATCTTGC-3'；GAPDH
正向5'-TG ACTTCA ACAGCG ACACCCA-3'，反向

5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCA A A-3'。组织标本

以TM Z化疗前组织内目的基因中位Ct值为标准，

U87细胞以普通溶剂组细胞内目的基因中位Ct值为

标准，应用2−ΔΔCt法，分别计算实验组ATF3、14-3-
3ζ和beclin-1基因相对水平值。

1.2.3  U87 细胞 TMZ IC50 值

参照文献及预实验数据将TM Z诱导浓度梯度

设为0.3、3、10、30、100、300、900 μg/mL，连

续培养U87细胞1周，MTT每日监测细胞增殖率的

动态变化，建立半对数回归方程，求出半数抑制

浓度(IC50)为60.02 μg/mL，由此确定本研究TMZ对

U87细胞的最高培养浓度为30 μg/mL。

1.2.4  MTT 
收集对数生长期U87细胞，按每孔5×103个接种

于96孔培养板。细胞达到80%融合时，实验组加入

TMZ，对照组加入普通溶剂，培养72 h进行MTT检

测，培养终止前4 h每孔加入20 μL MTT(5 mg/mL)，

去掉上清，每孔加入100 μL DMSO，震荡混匀后，

酶标仪4 9 0  n m测定光密度(o p t i c a l  d en s i t y，O D)
值。每组设3个复孔，取均值作为实验结果。

1.2.5  Annexin V-APC 单染法 
U87细胞接种于6孔板，每组设3个复孔，每孔

加入细胞数≥5×10 5；待细胞生长至覆盖率约70%
时，实验组加入TM Z，对照组加入普通溶剂，培

养7 2  h将各组细胞用胰酶消化，完全培养基重悬

成细胞悬液，与上清细胞一起收集于5 mL离心管

中，1 300 r/min离心5 min后弃上清，再加入4 ℃预

冷的D-Hanks(pH=7.2~7.4)洗涤细胞沉淀；加入1× 
binding buffer洗涤细胞沉淀1次，1 300 r/min离心

3 min，收集细胞；再加入1× binding buffer 200 μL重

悬细胞沉淀；加入annexin V-APC 10 μL进行染色，

室温避光10~15 min后根据细胞量，补加1× binding 
buffer 400~800 μL，放置于流式细胞仪检测。

1.2.6  蛋白质印迹法

实验组与对照组 U 8 7 细胞培养 7 2  h ，加入蛋

白质裂解液，冰上裂解1 h；4 ℃ 12 000 r/min离心

15 min，取上清液，应用BCA试剂盒测定蛋白质浓

度，取20 μg细胞蛋白质经10% SDS PAGE凝胶电泳

分离后，转入PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭2 h，

按稀释浓度ATF3 1:500，14-3-3ζ 1:100，becl in-1 
1:500，GAPDH 1:2 000加入一抗，4 ℃孵育过夜，

T B ST 洗膜 3 次；加入 1 : 2  0 0 0 二抗室温孵育 1  h ，

TBST洗膜3次；加入ECL Plus发光液暗室中曝光，

将胶片置于Image Quant LSA4000超灵敏化学发光成

像仪(GE公司，美国)进行成像分析，观察两组细胞

ATF3、14-3-3ζ和beclin-1蛋白质条带与内参GAPDH
的光密度比值。每项指标均重复检测3次。

1.3  统计学处理

应用SPSS 19.0软件进行数据分析。U87细胞生长

抑制率及凋亡率采用非参数秩和检验；RT-PCR及蛋白

质印迹结果为计量资料，以均数±标准差(x±s)表示，

组间比较采用t检验。P<0.05为差异有统计学意义。
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2  结果

GBM组织标本IHC结果显示：ATF3蛋白质阳

性显色定位于细胞核，14-3-3ζ、beclin-1蛋白质阳

性显色定位于细胞质，均呈棕褐色染色；ATF3、

14-3-3ζ和becl in-1蛋白质在TMZ治疗前、复发/进

展GBM组织中出现染色程度强弱不等：TMZ治疗

前肿瘤组织中AT F 3、1 4 - 3 - 3 ζ和b ec l i n - 1染色程度

较弱，随着 T M Z 治疗至肿瘤出现复发 / 进展时，

组织中AT F 3、1 4 - 3 - 3 ζ和b ec l i n - 1染色程度增强，

AT F 3 、 1 4 - 3 - 3 ζ 和 b e c l i n - 1 呈 同 向 表 达 ( 图 1 A ) 。

RT-PCR结果显示：GBM组织中ATF3、14-3-3ζ和

becl in-1的基因相对表达水平变化与IHC结果相同

(图1B)。

图1 GBM组织标本中ATF3、14-3-3ζ和beclin-1蛋白与基因的表达情况

Figure 1 Protein and gene expression of ATF3, 14-3-3ζ and beclin-1 in GBM tissues

(A)IHC结果显示：TMZ治疗前ATF3、14-3-3ζ和beclin-1蛋白质表达低于耐药时，TMZ治疗前目的蛋白相对表达量低

(×200)；(B)RT-PCR结果显示：TMZ治疗前ATF3、14-3-3ζ和beclin-1基因相对表达水平低于耐药时，表达水平变化与IHC结

果一致，三者呈同向表达。

(A) IHC results show that the protein expression of ATF3, 14-3-3ζ, and beclin-1 before TMZ treatment is lower than that of drug resistance 

(×200); (B) RT-PCR results show that the gene expression of ATF3, 14-3-3ζ, and beclin-1 before TMZ treatment is also lower than that of 

drug resistance. The results are consistent with those of IHC. All three have the same expression trend.
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对TMZ敏感的U87细胞，予30 μg/mL TMZ培养

72 h的实验组相比于普通溶剂培养的对照组，肿瘤

细胞生长抑制率(3.8% vs 0.0%，P<0.05；图2A)、凋

亡率(8.9% vs 4.5%，P<0.05；图2B)均增加。蛋白质

印迹法显示两组细胞内目的蛋白相对表达量存在差

异，实验组ATF3、14-3-3ζ和beclin-1蛋白量低于对

照组(0.120±0.018 vs 0.980±0.014，t=65.32，P<0.05；

0.530±0.043 vs  0.870±0.032， t=10.99，P<0.05；

0.430±0.035 vs 0.960±0.024，t=21.63，P<0.05；图

2C)。RT-PCR显示两组细胞内目的基因相对表达量

存在差异，实验组ATF3、14-3-3ζ和beclin-1基因表达

水平低于对照组(0.770±0.047 vs 1.000±0.043，t=6.25，
P<0.05；0.680±0.045 vs  1.000±0.032，t=10.04，
P < 0 . 0 5；0 . 7 3 0 ± 0 . 0 2 1  v s  1 . 0 0 0 ± 0 . 0 5 3， t = 8 . 2 0，
P<0.05；图2D)；细胞学体外实验与组织标本检测结

果均显示ATF3、14-3-3ζ和beclin-1呈同向表达。
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图2 U87细胞内ATF3、14-3-3ζ和beclin-1蛋白与基因的表达情况

Figure 2 Protein and gene expression of ATF3, 14-3-3ζ, and beclin-1 in U87 cells

(A) MTT检测结果显示：30 μg/mL TMZ培养72 h后，与普通溶剂对照组相比，药敏实验组U87细胞肿瘤细胞生长抑制率增

加；(B)Annexin V-APC单染法结果显示：肿瘤细胞凋亡率增加；(C)蛋白质印迹法结果显示：实验组细胞ATF3、14-3-3ζ和

beclin-1蛋白表达量低于对照组(P<0.05)；(D)RT-PCR结果显示：实验组细胞ATF3、14-3-3ζ和beclin-1基因表达水平低于对照

组。与对照组相比，*P<0.05。

(A) MTT results show that after culturing with 30 μg/mL TMZ for 72 h, the growth inhibition rate of U87 cells in the experimental group 

is higher than that in the control group; (B) Annexin V-APC results show that the apoptotic rate of U87 cells in the experimental group is 

higher than that in the control group; (C) Western blotting results show that the protein expression of ATF3, 14-3-3ζ and beclin-1 in the 

experimental group is lower than that in control group (P<0.05); (D) RT-PCR results show that the gene expression of ATF3, 14-3-3ζ and 

beclin-1 in the experimental group is lower than that in the control group. Compared with the control group, *P<0.05.

3  讨论

我国脑胶质瘤年发病率为5~8/10万，5年病死

率在全身肿瘤中仅次于胰腺癌和肺癌，其中GBM

患者中位生存期为14.4个月，标准治疗后5年生存

率为10%[1]。对于高级别胶质瘤临床治疗指南建议

采用最大范围的安全切除瘤体联合放、化疗的综

合方案，对于成人GBM初治者推荐放疗联合TMZ

同步化疗，并随后辅以 6 个周期 T M Z 辅助化疗。

TM Z作为标准一线化疗药物 [ 2 ]对进一步杀灭术后

残留胶质瘤细胞，有效减少肿瘤负荷发挥重要作

用。然而，胶质瘤细胞对TM Z产生耐药是影响临

床疗效的重要原因之一[4]。长期以来，科研人员就

耐药发生机制一直在积极探索中[5]，TMZ发生耐药

的复杂过程包括肿瘤细胞内的自噬活性[6]、肿瘤细

胞对化疗药物的应激反应、各种DNA损伤修复途

径、肿瘤干细胞及其微环境等，其中自噬在TM Z

耐药形成机制中的角色不容小觑。目前临床应用
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的TM Z剂量能够引发胶质瘤细胞发生自噬，是由

于TMZ可引起肿瘤细胞DNA上O6-烷基鸟嘌呤(O6-

methylguanine，O6-MeG)发生甲基化，使DNA的复

制受到干扰，此时细胞启动自噬活性参与DNA损伤

修复过程[7]，使肿瘤细胞免受化疗药物损伤，这成

为TMZ耐药发生过程中的重要环节[8]。进一步研究

发现，控制自噬活性在适度范围内可以增强化疗药

物的敏感性及有效性[9]。本研究在GBM组织标本与

U87细胞内均检测到自噬关键分子beclin-1，TMZ化

疗过程中复发/进展的胶质瘤组织中beclin-1基因与

蛋白质的表达量高于TMZ化疗前，而对TMZ敏感

的U87细胞内beclin-1表达水平低于普通溶剂培养的

细胞，说明TM Z给药过程中能够引发胶质瘤细胞

自噬活性的改变，自噬活性增强且未得以适当控制

可能引发TMZ耐药的产生。 

1 4 - 3 - 3 是一个高度保守的蛋白质家族，在人

脑内的含量较丰富 [10]。已发现有7个14-3-3亚型蛋

白质(β、ε、γ、η、σ、τ / θ和ζ )，1 4 - 3 - 3家族成员

能够结合和调节细胞内关键分子参与各种生理过

程，包括基因转录调控、信号转导、细胞增殖与

周期、黏附与迁移[11]。有研究[12]报道：14-3-3蛋白

质亚型中14-3-3ζ的表达与抗肿瘤药物继发耐药及

肿瘤复发紧密相关；也有科研团队 [13]发现：14-3-

3ζ阳性的胶质母细胞较之14-3-3ζ阴性细胞具有更强

的致瘤性、侵袭性和对TM Z的耐药性。与上述文

献报道相同的是，本研究在复发/进展的GBM组织

中检测到14-3-3ζ基因与蛋白质的表达量高于TMZ

用药前，而对TM Z敏感的U87细胞内14-3-3 ζ表达

水平低于未予药物培养的细胞，证实14-3-3 ζ高表

达的肿瘤细胞确实具有更强的致瘤性和对TM Z的

耐药性。不同的是，其他研究者 [14]发现：14-3-3ζ

通过哺乳动物雷帕霉素靶点  (mammalian target of 

rapamycin，mTOR)通路调节自噬早期的关键分子

对自噬起负性调节作用，其蛋白质过表达会阻碍

自噬进程，而在14-3-3ζ消耗殆尽时则会促进自噬

发生；而本研究在G B M组织与U 8 7细胞内检测到

14-3-3ζ与beclin-1均呈同向表达，推测在错综复杂

的肿瘤大环境中，不同信号通路的激活、不同的

调控作用、分子之间不同的相互作用方式，都有

可能影响自噬活性的强弱，并随着TM Z化疗的推

进在GBM内呈现差异性的表达，最终引发TMZ耐

药的产生。

ATF3是转录因子ATF/CER B家族成员之一，

该基因定位于人类 1 号染色体 3 区 2 带，编码生成

的蛋白质由181个氨基酸组成，分子质量22 kD。

ATF3含有多个的基因结合位点，在信号转导途径

中处于枢纽位置 [15]。许多病理性损伤因子可以诱

导组织细胞表达ATF3，一旦被诱导激活，活化的

ATF3通过丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-act ivated 

p ro te i n  k i na s e，M A P K )、c - Myc及转化生长因子

β(transforming grow th factor β，TGF-β)/SMAD等

信号通路 [16]，将外源信号转导至细胞核内，再依

ATF3二聚体构型、启动子和细胞状态对其靶基因

的转录调控发挥激活或抑制作用，从而影响细胞

增殖、凋亡、周期等 [17]，在慢性疾病及肿瘤发生

发展中扮演重要角色。研究 [18]显示：在正常脑组

织中ATF3呈低水平表达，而在I~IV级胶质瘤中，

ATF3的表达逐级增强，且其表达水平与胶质瘤病

理分级呈正相关，提示ATF3高表达与胶质瘤的演

进及恶性程度密切相关。其作用机制可能是ATF3

被诱导活化后表达上调，进而引发下游癌基因的

激活和抑癌基因的失活等连锁反应，使胶质细胞

无限增殖并恶性转化。与上述文献报道相似，本

研究在复发/进展的G BM组织中检测到ATF3基因

与蛋白质的表达量高于TMZ用药前，而对TMZ敏

感的U87细胞内ATF3表达水平低于未予药物培养

的细胞，证实ATF3的高表达推进了肿瘤细胞的恶

性进展；此外，在G B M组织与U 8 7细胞内检测到

AT F 3与1 4 - 3 - 3 ζ和b ec l i n - 1均呈同向表达，推测随

着 T M Z 化疗的进行 AT F 3 被诱导激活，表达水平

上调，可能通过相关信号通路调控14-3-3 ζ表达上

调，进而启动自噬，使其活性增强导致TM Z耐药

产生。

综 上 所 述 ， 本 研 究 发 现 ： 在 复 发 / 进 展 的

G B M 组 织 中 AT F 3 、 1 4 - 3 - 3 ζ 和 b e c l i n - 1 表 达 水 平

较 T M Z 用 药 前 有 所 升 高 ； 在 对 T M Z 敏 感 的 胶 质

瘤U 8 7细胞内，予T M Z培养7 2  h肿瘤细胞生长受

抑制、凋亡加速，此时细胞内 AT F 3 、 1 4 - 3 - 3 ζ 和

beclin-1表达水平较之普通溶剂培养的细胞有所下

降；GBM组织与U87细胞内检测到ATF3、14-3-3ζ

和beclin-1水平变化趋势一致，三者呈同向表达。

由此推测，在GBM患者术后TMZ化疗过程中，随

着时间的推移与剂量的增加，胶质瘤细胞内ATF3

被活化后作为核内转录激活因子，通过上调14-3-

3 ζ表达启动细胞自噬，随着其活性逐渐增强，在

未得到适当控制时，自噬参与到细胞DNA损伤修

复过程中 [ 7 ]，使肿瘤细胞免受化疗药物损伤，导

致胶质瘤细胞对TM Z耐药的产生。当然，这只是
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揭秘GBM术后出现TMZ继发耐药的开始，仅为该

复杂机制中的一个相关因素，后续我们将建立胶

质瘤继发耐药细胞株，应用染色质免疫共沉淀验

证 1 4 - 3 - 3 ζ 为 AT F 3 的靶基因，借助基因干预技术

进一步证实AT F 3、1 4 - 3 - 3 ζ和b ec l i n - 1的相互关系

等，以深入挖掘增强TM Z治疗效果潜在可行的药

物靶点，以期改善GBM患者的预后状态。
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