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胶质瘤是成年人中最常见，同时致死率最高的

脑部肿瘤`$Q&a。尽管现阶段对胶质瘤的认识日渐加深，

包括手术切除、放疗和化疗在内的治疗手段已取得

长足进步，但由于胶质瘤的高侵袭性，治疗效果仍

不令人满意`'Q*a。进一步探索胶质瘤恶性进展过程中

的关键分子对于实现胶质瘤患者的精准治疗具有

重要价值。多聚嘧啶区结合蛋白 $（!"#!$）是核不

均一性核糖核蛋白（J34,!）家族的成员，参与调控

多种分子的转录后修饰`CQDa。研究表明，!"#!$ 在正

常神经发育过程中表达受到抑制，而在多种脑肿瘤

中高表达`-Q$(a，但是其在胶质瘤恶性进展中发挥的功

能尚不明确。本研究利用多个数据库分析 !"#!$ 在

胶质瘤和癌旁组织中的表达水平及其与胶质瘤的

组织学级别和患者预后的关系；并通过慢病毒感染

筛选出稳定敲低 !"#!$ 的 +,&&- 细胞株，进而探究

!"#!$ 蛋白对胶质瘤细胞增殖、迁移、侵袭能力的

影响。
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$@$ "#$%&'() 人胶质瘤细胞系 +,&&-

和人胚胎肾细胞系 V8HQ&-'"（F\/2ST;3 "YW/ 7K=$

1K2/ 7P==/T1SP3），胎牛血清（GU#7> 公司），]N8N

细胞培养基（GU#7> 公司），"2;30</== 小室（7P23S3L

公司），N;12SL/= 基 质 胶（7P23S3L 公司），聚凝胺

（WP=YZ2/3/，?SL\; 公司），遗传霉素（GE$D，?P=;2ZSP

公司），89: 细胞增殖试剂盒（碧云天生物技术有限
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公司），!"#引物（生工生物工程股份有限公司），胶

回收试剂盒（$%&%#% 公司），限制性内切酶 '%()*+

), 和 -./#*+),（0-' 公司），质粒小提试剂盒（天

根生物科技有限公司），$123/4（567281/9:6 公司），;+

;<= 逆转录酶和 >?'# @1::6 （$%&%#% 公司），

!$'!* 抗体（>%68% "1A3 公司），!+%.826 抗体（>%68%

"1A3公司）。

*BC !"#$ 下载并整理 @$-D（@:6/8EF:+$2GGA:

-DF1:GG2/6）数据库中的正常脑组织样本信息，选取

资料完善的 * *HC 例正常脑组织样本的转录组数据

和临床信息进行分析。下载并整理 $"@I（$J:

"%6.:1 @:6/(: I84%G）数据库中的胶质瘤样本信息，

选取资料完善的 KLM例胶质瘤样本（@1%N: "：!OC*M，

@1%N: #：!OCMP，@1%N: $：!O*HC）的转录组数据和

临床信息进行分析。下载并整理 "@@I（"J26:G:@42/(%

@:6/(: I84%G）数据库中的胶质瘤样本信息（数据集

5Q：(#0IG:RSMCH），选取资料完善的 MLT 例胶质瘤

样本（@1%N:%：!OTP，@1%N:&：!OUV，@1%N:$：!O*MU）

的转录组数据和临床信息进行分析。

*BM %&

*BMB* 细胞培养 <0CCT 和 )-&WCTM$ 细胞系用

含 *LX胎牛血清的 Q;-;培养，放置在含有 HX "Y

C

的MU!恒温培养箱中。

*BMBC 稳定敲低 !$'!* 重组质粒的构建 将引物

（上游引物：H "W@I$""@"@$@II@I$""$@$$"W

II$I"$"@I@$I$$@II"I@@I$"$$"I"@"$$$ W

$$@WM"；下游引物：H"WII$$"IIIII@"III@$@W

"II"@$I$$@$$I"$"@I@$I$$@II"I@@I$"$W

$"I"@"@WM"）退火，用限制性内切酶 '%()*W),

和-./#*W), 对质粒空载体 F<=ZWG.1%([4: 进行双

酶切，直接与退火产物连接，转化 Q)H' 感受态宿

主细菌，最终提取质粒，然后进行双酶切和测序验

证，得到 F<=ZWGJ!$'!* 重组质粒。

*BMBM 慢病毒载体的包装 在 *L .( 培养皿中提

前铺好 )-&WCTM$ 细胞，待细胞贴壁并长到 PLX\

TLX时，将目的质粒、包装质粒 * 和包装质粒 C 共转

染进 )-&WCTM$ 细胞，K\P J 换液，VP J 收集上清于

离心管中，M LLL 1](26 离心 H (26，取上清在WPL!

保存。

*BMBV 细胞的感染 在 MBH .( 培养皿中铺入约

MLX\VLX的 <0CCT 细胞，次日待细胞贴壁后移除培

养液，重新加入 * (< 新培养液和 * (< 制备好的病

毒液，以及 C (< F/4E[1:6:（*L (9](<），H J 后更换培

养液。慢病毒感染 VP J 后加入 @V*P（C 9]<）进行药

筛，药筛 * 周后即可进行后续验证。

*BMBH ^:G8:16 印迹检测 移除细胞培养液，加入

!'> 冲洗 M 次，将 !'> 移除干净，加入裂解液于冰上

裂解细胞蛋白，测定浓度并定量后进行 >Q>+!I@-

变性电泳（胶浓度：*LX），然后转到硝酸纤维素膜上，

用 HX的脱脂奶粉封闭 * J，加入一抗（!+%.826：蛋白

上样量：VL (9，一抗稀释比例：*#H LLL；!$'!*：蛋白

上样量：VL (9，一抗稀释比例：*#* LLL）V!过夜孵

育。孵育完成后用 $'>$ 洗膜 M 次，每次 *L (26，

然后避光加入二抗（稀释比例：*#P LLL），室温孵育

HL (26。孵育完成后用 $'>$洗膜 V次，每次 *L (26。

使用双色红外激光成像系统进行曝光。

*_M_K #0I 提取和 #$+R!"# 使用 $123/4 试剂从

<0CCT 细胞中提取总 #0I，并通过 ;+;<= 逆转录

酶逆转得到 .Q0I。以 .Q0I 为模板，使用 >?'#

@1::6 进行 #$+R!"# 对 !$'!* 的 (#0I 表达进行

定量。以 @I!Q) 的表达量作为对照。使用!!"8 法

计算差异倍数。

*_M_U -N` 实验 将细胞接种于 *C 孔板，使其汇

合度小于 *LX。移除细胞培养液，加入 !'>冲洗 M次，

移除 !'>，加入含有 *LX 胎牛血清的新培养液，然

后加入 *L ((/4]< -N`，在含有 HX"Y

C

的 MU!恒温

培养箱中孵育 C J。孵育完成后移除培养液并用

!'> 冲洗 M 次，将 !'> 移除干净后加入 VX的多聚

甲醛（!,I），室温固定 ML (26。固定完成后移除 VX

的 !,I 并用 !'> 冲洗 M 次，然后加入 QI!5（!'> 稀

释，稀释比例 *：* HLL）染色 *L (26。移除 QI!5，用

!'> 冲洗 M 次后在倒置显微镜下观察细胞染色情况

并拍照计数。

*_M_P 细胞迁移实验 在 $1%6Ga:44 小室上室中加

入 CLL (< 无血清的 Q;-; 培养基重悬的 H$*L

V 个

细胞，下室加入 HLL (< 含有 CX胎牛血清的 Q;-;

培养基，置于含有 HX"Y

C

的 MUX恒温培养箱中培

养 *C J 后取出，用棉签小心擦拭掉上室细胞，然后

将 $1%6Ga:44 小室用 VX的 !,I 溶液固定 ML (26，用

吉姆萨染液染色 VH (26，用 QQ^ 清洗 M 次后封片

并在显微镜下拍照计数。

*_M_T 细胞侵袭实验 在 $1%6Ga:44 小室上室中铺

入用无血清的 Q;-; 培养基 U：* 稀释的 ;%8129:4

基质胶 MH (<，置于 MU!凝胶 * J 以上后取出，上室

加入 CLL (< 无血清的 Q;-; 培养基重悬的 *$*L

H

个细胞，下室加入 HLL (<含有 CX胎牛血清的 Q;-;

培养基，置于含有 HX"Y2的 MUX恒温培养箱中培

养 CV J 后取出，用棉签小心擦拭掉上室细胞，然后

将 $1%6Ga:44 小室用 VX的 !,I 溶液固定 ML (26，

用吉姆萨染液染色 VH (26，用 QQ^ 清洗 M次后封

王克朕，等_!$'!* 在胶质瘤进展中的作用研究!

K

"

HP*



片并在显微镜下拍照计数。

!"# !"#$% 使用 $%$$ &&"' 统计软件进行统

计学分析，正态分布的计量数据用 !"# 表示，正态、

方差齐资料组间比较采用 !"#$%&%' 符号秩检验和 (

检验，)*+#*',-."./ 分析患者的预后情况，0$("()

表示差异具有统计学意义。

! !"

&"! %*+%! &'()*+,- 数据显示，与正常

脑组织相比，胶质瘤组织中 %*+%! 的 ,-./ 水平

升高（图 !）。%*+%! ,-./ 在胶质瘤中的表达随着

组织学级别的升高而升高（01234 !!01234 "!

01234 #），即与组织学级别呈正相关（图 &）。

&"& %*+%! +,-.'()/012+34 如

图 5 所示，12+#2',-."./ 生存分析结果表明 %*+%!

高表达患者拥有更短的总生存期（6$），预后更差，即

%*+%!的高表达与胶质瘤患者的不良预后呈正相关。

&75 5678 %*+%! +'()9:4+;<=>

? 人胶质瘤细胞系 8.&&9 用慢病毒感染后，获得

稳定敲低目的蛋白的细胞株 :;%*+%!<8.&&9 及对

照 :=1<8.&&9。>4:?41@ 印迹和 -*AB%C- 结果显示

%*+%! 蛋白和 ,-./ 在 8.&&9 细胞中稳定敲低

注：/：%*+%! ,-./ 在正常脑组织（0*DE 数据库）和胶质瘤组

织（*C0/ 数据库）中的表达（3F(，0"(7((( !）；+：%*+%! ,-./ 在正

常脑组织（0*DE 数据库）和胶质瘤组织（C00/ 数据库，数据集 GH：

,-./:4BI5&)）中的表达（3F!) !J(，0"(7((( !）；%*+%!：多聚嘧啶区

结合蛋白 !

# " #$%#"$%&'()*+,-./01

&'( " $)* *+,-*..'/0 /1 #$%#" '0 (2'/34 405 0/-342 6-4'0 7'..8*.

注：A：PTBP1mRNA在不同 WHO分级（gradeⅡ~Ⅳ）的胶质瘤中

的表达（TCGA数据库）（gradeⅡ比 gradeⅢ：3=15990，0<0.0001，

gradeⅢ比 gradeⅣ：3=7817.5，0<0.0001）；B：PTBP1mRNA在不同

WHO分级（gradeⅡ~Ⅳ）的胶质瘤中的表达（CGGA数据库，数据集

ID：mRNAseq_325）（gradeⅡ比 gradeⅢ：3=1941，0<0.0001，gradeⅢ

比 gradeⅣ：3=2881.5，0<0.0001）；PTBP1：多聚嘧啶区结合蛋白 1

# ! #$%#"$239:;456%&'.678

&'( ! $)* *+,-*..'/0 /1 #$%#" '0 5'11*-*07 9:; (-45*. /1 (2'/34

注：A：PTBP1mRNA表达对胶质瘤患者 OS的影响（TCGA数据

库）（!

2=71.4，0<0.0001）；B：PTBP1mRNA表达对胶质瘤患者 OS的影

响（CGGA数据库，数据集 ID：mRNAseq_325）（!

2=84.3，0<0.0001）；

PTBP1：多聚嘧啶区结合蛋白 1；OS：总生存期

# < #$%#"6089%&':;<=6>?

&'( < =*247'/0.)', 6*7>**0 7)* *+,-*..'/0 /1 #$%#" 405 7)* ,-/(!

0/.'. /1 (2'/34 ,47'*07.
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注：/：>4:?41@ 印迹检测 8.&&9 细胞系中 %*+%! 蛋白的表达情

况；+：-*AB%C- 检测 8.&&9 细胞系中 %*+%!,-./ 的表达情况
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（图!），"#$%水平的差异有统计学意义（!!&'&&(）。

)'* !" +,-+( #$%&'()*+,-.

/ 结果表明，./0,-0(123))4 的增殖能力弱于对

照组细胞系（图 5），差异有统计学意义（!!&'&5）。

)'5 !" +,-+( 0$%&'(12345+,-

./ 结果表明，./+,-+(623))4迁移的细胞数目少

于对照组细胞系（图 7），差异有统计学意义（!!&8&&(）。

另外，./+,-+(62$))4 侵袭的细胞数目也少于对照

注：A：EdU实验检测EdU的阳性率，其中红色为EdU阳性细胞，蓝色为细胞核染色（标尺=200μm）；B：EdU实验结果定量分析比较（"=3.579，

*99!<0.05）；PTBP1：多聚嘧啶区结合蛋白 1

! ! "#$"#$%&' %&'%(( )*++,)*+,-./01

-./ 0 "11234 51 %&'%( 67536#587 57 492 32:: ;<5:.12<=4.57 =>.:.4? 51 )*++, >? "#$ =@@=?

注：%：细胞侵袭实验检测侵袭的细胞数目（标尺:)&& μm）；-：细胞侵袭实验结果定量分析比较（":;8(((，9!!&8&5）；+,<+(：多聚嘧啶区结

合蛋白 (
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胶质瘤是源自神经上皮的肿瘤，占颅脑肿瘤的

*&H"5&H，是最常见的原发性颅内肿瘤。年发病率

为 ; 人6(& 万人"I 人6(& 万人。胶质瘤一般呈侵袭性

生长，总体疗效不佳，尤其是具有高度间变的生长

特性的高分级胶质瘤，术后复发快且预后差，是神

经外科治疗中最棘手的难治性肿瘤之一。现阶段，

注：%：细胞迁移实验检测迁移的细胞数目（标尺:)&& !"）；-：细胞迁移实验结果定量分析比较（":(;'(7，999!!&'&&(）；0,-0(：多聚嘧啶区

结合蛋白 (

! D )9:;"#$4&5 %&E%(( )*++F)*:;-.601

-./ D "11234 51 %&E%( 67536#587 57 492 32:: G./<=4.57 =>.:.4? 51 )*++F >? G./<=4.57 =@@=?

.FD623))4

./0,-0(623))4

%

-

细
胞

数
目
（

个
）

.FD623))4 ./0,-0(623))4

)*&

)&&

(7&

()&

I&

*&

&

(5&

()&

4&

7&

;&

&

999

王克朕，等'0,-0( 在胶质瘤进展中的作用研究!

7

"

9

9

5I;



随着分子生物学、免疫学及基因组学的发展，人们

对其发病机制有了更深的认识，靶向治疗、免疫治

疗等内科综合治疗有望成为胶质瘤极具潜力的治

疗方式。所以，深入探索胶质瘤恶性进展过程中的

关键分子对于提高胶质瘤治疗效果，实现胶质瘤患

者的精准治疗具有重要意义。

!"#$% 家族包括一大类 #$& 结合蛋白，它们

在核酸代谢的多个方面发挥作用，包括选择性剪

接、维持 '#$& 稳定性以及转录和翻译调节。尽管

在结构域组成和功能上不尽相同，但是多种 !"#$%

都具有相似的特征())*。近年来越来越多的研究发现，

!"#$% 蛋白在许多肿瘤中高表达。已有报道发现，

在非小细胞癌中可以监测到 !"#$% &+,-) 单克隆

抗体，大部分肺癌细胞系中高表达 !"#$% &+,-)，

且在肺癌早期表达高于晚期，因此有学者推测它可

以用作监测肺癌早期发生的血清肿瘤标志物()+*。此

外，还有报道发现，!"#$% .、/) 及 /+ 可以促进原

癌基因 01'20 '#$& 的翻译；!"#$% . 也在肿瘤细

胞扩散过程中起限速作用()3*。以上研究结果表明，!"!

#$%家族作为肿瘤标志物可能拥有良好的前景。

%4-%) 作为 !"#$% 家族的一员，是一种已知的

转录后基因表达调节因子，可以调控 '#$& 的剪接、

翻译、稳定性和定位，具有多种与 #$& 代谢相关的

分子功能()51)6*。在肿瘤细胞中，糖酵解是 %4-%) 参与

的重要过程之一()7*。%4-%) 促进丙酮酸激酶（%.）8+

亚型的表达，同时降低 %.8) 的表达，导致肿瘤细

胞从氧化磷酸化到糖酵解的代谢转变，最终影响肿瘤发

生()91):*。另外，%4-%)通过与自噬相关蛋白 );（&4<);）

的直接相互作用负反馈调节其表达水平，在结肠癌

细胞的迁移和侵袭中发挥关键作用()=*。敲降 %4-%)

能够促进细胞分化周期蛋白（>?>5+）的抑癌亚型

>?>5+1@+ 的表达，进而影响卵巢癌的恶性进展(+;*。

此外，%4-%) 通过调控可变剪接以及与多种分子相

互作用，在胶质瘤的恶性进展中发挥作用。已有研究证

实，%4-%)能够通过其内部核糖体进入位点（A#/B）样

元件调节 #$& 特异性腺苷脱氨酶 )（&?&#)）C));

的翻译模式，进而影响胶质瘤细胞的增殖 (+)*。胶质

瘤组织和细胞中长链非编码 #$&（D"0#$&）%E4)

和 %4-%) 表达增强，'F#1)+:1)16C 表达降低。

%E4) 的下调或 'F#1)+:1)16C 的上调通过抑制

%4-%) 的表达，促进胶质瘤细胞的凋亡(++*。%4-%) 的

升高介导人膜联蛋白 &9（&$G&9）外显子的可变剪

接，削弱其肿瘤抑制功能并促进胶质瘤的转移(+3*。另

外，丝氨酸和精氨酸富含剪接因子 3（B#BH3）通过与

%4-%)及其同源蛋白多聚嘧啶区结合蛋白+（%4-%+）

相互作用，促进胶质瘤细胞的迁移、侵袭(+5*。

本研究利用多个数据库以及生物信息学分析

探究了 %4-%) 在胶质瘤中的表达情况，发现其在胶

质瘤中高表达并与胶质瘤的组织学级别和胶质瘤

患者的不良预后呈正相关。此外，本研究通过感染

慢病毒的方法在胶质瘤细胞系中敲低 %4-%)，利用

功能学实验证实了 %4-%) 蛋白可以促进胶质瘤细

胞的增殖、迁移和侵袭能力。

综上所述，%4-%) 在胶质瘤中的高表达及其在

胶质瘤细胞系中发挥的促癌功能，提示 %4-%) 具有

在胶质瘤中作为生物标志物和重要治疗靶点的潜

力，其在胶质瘤中发挥功能的具体分子机制具有重

要研究价值。
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