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摘要 目的：探究 SBY-BOX 转录因子 5（SOX5）基因在胶质瘤组织中的表达及对胶质瘤细胞株 U87 增殖活性和侵袭能力的影

响。方法：胶质瘤和正常脑组织标本各取 10 例，采用实时定量荧光 PCR（RT-PCR）、蛋白质免疫印迹法（Western blotting）检测

SOX5 基因的表达，培养胶质瘤细胞株 U87，将其分为对照组、无义序列组和 siRNA SOX5 转染组。利用 CCK8 实验和 Transell 实
验检测胶质瘤细胞株 U87 增殖活性及侵袭能力。利用 Western 印迹检测敲低 SOX5 表达后对基质金属蛋白酶（MMP-2）、MMP-9
以及细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）表达的影响。结果：与正常脑组织相比，胶质瘤组织中 SOX5 蛋白和 mRNA 水平均明显升高（t=
23.38、18.36，均 P＜0.01）。siRNA SOX5 可有效敲低 SOX5 基因的表达，与对照组、无义序列组比较，siRNA SOX5 转染组 SOX5 蛋

白和 mRNA 水平均明显降低（F=89.31、123.34，均 P＜0.01）；CCK8 实验结果显示，敲低 SOX5 表达后，胶质瘤细胞的增殖活性受

抑制，第 120 小时胶质瘤细胞增殖活性仅为对照组的 31.8%（F=553.62，P＜0.05）；Traswell 实验结果显示，siRNA SOX5 转染

组穿过小室膜细胞数为 9.22±0.91，与对照组（19.62±1.10）、无义序列组（18.56±1.21）相比明显降低，仅为对照组的 46%
（F=89.36，P＜0.01）。与对照组和无义序列组相比，siRNA SOX5 转染组 MMP-2、MMP-9 以及CyclinD1 基因表达均明显

下降（F=853.21、602.30、311.46，均 P＜0.01）。结论：SOX5 在胶质瘤组织中表达异常升高，敲低 SOX5 表达后能明显抑制胶质瘤

细胞的增殖活性和侵袭能力，SOX5 在胶质瘤中可能通过调控 MMP-2、MMP-9 以及 CyclinD1 基因表达发挥促癌基因的作用。
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Expression of SOX5 in glioma tissue and its effect on biological behavior of glioma cell line U87
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Abstract Objective：To explore the expression of SOX5（ SRY-box transcription factor 5） gene in glioma tissues and its effect on
the proliferation activity and invasion of glioma cell line U87. Methods：Ten cases of glioma tissues and 10 cases of normal brain tissues
were collected. The expression of SOX5 gene was detected by real-time quantitative fluorescent PCR（RT PCR） and Western blotting.
Glioma cell line U87 was cultured and divided into control group，nonsense sequence group and siRNA SOX5 transfection group（ n=3
for each group），CCK8 and transwell assay was used to detect the proliferation activity and invasion ability of glioma cell line U87. Western
blotting was used to detect the effect of SOX5 knockdown on the expression of matrix metalloproteinase 2 （MMP -2），matrix
metalloproteinase 9（MMP-9） and G1/S-specific cyclin-D1（CyclinD1）. Results：Compared with normal brain tissue，the expression of
SOX5 in glioma tissue was significantly higher in protein and mRNA levels （ t=23.38 and 18.36，respectively，both P<0.01）. The siRNA
SOX5 could effectively decrease the expression of SOX5 gene. Compared with the control group and the nonsense sequence group，the
expression of SOX5 in the siRNA SOX5 transfection group was significantly reduced at the protein and mRNA levels（F=89.31 and 123.34，
respectively，both P<0.01）.The results of CCK8 experiment showed that the proliferation of glioma cells was inhibited after knocking down
the expression of SOX5，and the proliferation of glioma cells at 120th hour was only 31.8% of the control group （F=553.62，P＜0.05）.
Transwell experiment results showed that the number of cells passing through the ventricular membrane in the siRNA SOX5 transfection
group was（9.22 ± 0.91），which was significantly lower than that in the control group （ 19.62±1.10） and the nonsense sequence group
（ 18.56±1.21），only 46% of the control group （F=89.36，P<0.01）. Compared with control group and nonsense sequence group，the
expression of MMP-2，MMP-9 and CyclinD1 were decreased in siRNA SOX5 transfection group（ F=853.21，602.30 and 311.46，
respectively，all P<0.01）. Conclusion：The expression of SOX5 is abnormally increased in glioma tissue. Knocking down the expression of
SOX5 can significantly inhibit the proliferation activity and invasion of glioma cells. SOX5 may play a role in cancer promoting genes by
regulating the expression of MMP-2，MMP-9 and CyclinD1 genes in glioma.
Key words SOX5；U87 cells；proliferation；invasion；MMP-2；MMP-9；CyclinD1
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胶 质 瘤 起源于神经上皮细 胞 ，是颅内最常 见的

原发性肿 瘤 ，具有难治 性、易复发的特点，我国的发病

率为（ 5～8）/10 万，5 年病死率仅次于胰腺癌和肺

癌[1]。因此，胶 质 瘤 的发病原因仍需继续探究。近年

来分 子生物学相关的研究发现，胶 质 瘤 的发生通常

伴随着多种基 因的异常 表达，如 BARF 基 因突变、

O6-甲基 鸟嘌呤-DNA 甲基 化转移酶（MGMT）启动

子区甲基 化、Fox Q1 基 因异常 高 表达等[2-3]。

SOX5 基 因编码的蛋白与其他蛋白相结合，发

挥转录因子的作用，在细 胞 的分 裂、分 化等生理过程

中发挥重要作用[4]。过度 表达的 SOX5 与某些肿 瘤 的

侵袭性生长、肿 瘤 细 胞 凋亡受抑制密切相关[5-7]。但

目前关于 SOX5在胶 质 瘤 中的表达情况及与其发生、

发展关系的报道较少。因此本实验重点研究 SOX5在

胶 质 瘤 中的表达情况及对 胶 质 瘤 细 胞 株 U87 生物学

行为的影响，以期进一步探究胶 质 瘤 新的发病机制。

1 材料与方法

1.1 组织标本 10 例胶 质 瘤 和 10 例正 常 脑 组 织 标

本均取自天津医科大学总医院神经外科行手 术 治

疗 的胶 质 瘤 和自发性脑 出血的患者，时间跨度 为

2019 年 9 月—2021 年 6 月，胶 质 瘤 患者术 前均未接

受化疗 或放射治 疗 。在手 术 室取得样本后，立即置入

液氮环境中速冻，迅速转移至-80℃冰箱中保存。样

本采集前均与患者沟通，患者同意，并签署同意书。

1.2 细胞培养与转染 使用 RPMI-1640 培养基

（ Invitrogen 公司，美国），在 37℃、含有 5%CO2 的条

件下培养 U87 细 胞 。本实验中细 胞 分 为 3 组 ，分 别

为对 照 组 、无义序列 组 和 siRNA SOX5转染组 转染组 ，

将 5 pmol/L PBS、无 义 序 列 和 siRNA SOX5 于 5 μL
Lipofectamine 2000（ Invitrogen 公司，美国）充分 混匀

后，分 别加入各个实验孔中。无 义 序 列 为：5′-TTATCT
GAACGAGCCACGT-3′，siRNA SOX5序 列 为：5′-UC
CUUUCACACCGUAAGUG-3′，均由金斯瑞公司合成。

1.3 RT-PCR检测 SOX5 mRNA表达 采用 Trizol
一步法快速提取细 胞 及组 织 总RNA。取 2 μg总RNA，
按逆转录试剂 盒说明书进行操作，逆转录成 cDNA，
进行 RT-PCR。采用 20 μL 反应体系，其中包括 40
ng 目标基 因反转录成的 cDNA，10 μmol/L 的上下

游引物、10 μL Platinum Quantitative PCR SuperMix-
UDG 和 TaqMan 探针各 0.4 μL。PCR 条件为 50℃
2 min，95℃ 3 min，95℃变性 30 s，58℃ 1 min，进行

40 个循环。以 β-actin 为内参，引物、探针均由金斯

瑞生物科技有限公司合成。SOX5 的上下游引物序

列 分 别为：5′-CAGCCAGAGTTAGCACAATAGG-3′、
5′-GTGTTGTTCCCGTCGGAGTT-3′；β-actin 的上下

游引物序 列 分 别为：5′-CTCCATCCTGGCCTCGCT－
GT-3′、5′-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3′。数据采

用相对 标准曲线法进行分 析，以对 照 组 中管家基 因

β-actin mRNA 的表达水平为 1 进行标准化。每组 细

胞 进行 3 次检测，每次设置 3 个复孔。

1.4 Western 印迹检测 SOX5 及基质金属蛋白酶
（MMP）-2、MMP-9、细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）蛋
白表达 常 规制胶 ，将本实验提取的 40 μg 总蛋白

电转印到 PVDF 膜上。利用含有 5% ECL 化学发光

试剂 的 TBS-T（ pH 8.3）在常 温条件下封闭 1 h 后置

入鼠抗人 SOX5、MMP-2、MMP-9、CyclinD1 一抗

（ 1 ∶1 000，invitrogen 公司，美国），以 β-actin 为内

参。4℃条件下轻摇 15 h，加入 HRP 标记的二抗

（ 1 ∶1 000，北京中杉金桥生物技术 有限公司），常 温

条件下反应 1 h 后加入 ECL Western 印迹试剂 使其

显色 1～2 min，曝光 X 线胶 片。每个实验组 有 3 个复

孔，蛋白条带的灰度 值由 Image J 软件测得，将目标

蛋白与内参 β-actin 灰度 值进行比较为目标蛋白的

相对 表达量 。

1.5 CCK8 实验检测细胞生存能力 各组 细 胞 培

养 48 h 后，利用胰酶充分 消化，离心机离心后收集

细 胞 ，以 5×104/mL 的细 胞 密度 接种于 96 孔板中，每

个孔 10 μL，每组 设 6 个复孔。在 37℃，5%CO2 培养

箱中孵育，于第 1～5 天每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，
继续培养 2 h，使用酶标仪检测（ 450 nm）吸光度 。

1.6 Transwell 实验检测细胞侵袭能力 在 Tran－
swell 上室中加入 1∶2（Matrigel 胶 ：DMEM）稀释后的

Matrigel 胶 40 μL，在 37℃的条件下 30 min使聚合成

凝胶 。在下室中加入细 胞 条件培养液 500 μL；在无 血

清培养基 中制成单细 胞 悬液，上室中加入 1×105 个细

胞（100～200 μL），培养 24 h。弃去上室液体，用湿棉

签擦去未穿过膜的细 胞 。利用结晶紫对 穿过膜的细

胞 进行染色，显微镜观察。在显微镜下取 5个不同的

视野，对 每个视野内穿过小室膜的细 胞 数进行统计。

1.7 统计学处理 利用 SPSS18.0 软件进行统计学

分 析。服从正 态分 布的连续性变量 采用 ｘ±ｓ 表示，两

组 间比较采用独立样本 t 检验。多组 比较采用单因

素方差分 析，进一步两两比较采用 LSD检验，P≤0.05
为差异具有统计学意义 。

2 结果

2.1 胶质瘤组织及其正常脑组织中 SOX5 的差异
表达 SOX5 蛋白在胶 质 瘤 组 织 中的表达明显高 于

正 常 脑 组 织（ t=23.38，P＜0.01），与正 常 脑 组 织 相比，

SOX5 基 因在胶 质 瘤 组 织 中的表达明显升高（ t=18.36，
P＜0.01），见图 1。
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2.2 siRNA SOX5 对胶质瘤细胞株 U87 SOX5 基
因表达的影响 如图 2A 所示较对 照 组 和无 义 序 列

组 ，转染 siRNA SOX5 后 SOX5 mRNA 相对 表达量

明显下降（F=89.31，P＜0．01）；而无 义 序 列 组 与对 照

组 差异无 统计学意义（P＞0．05）。进一步通过 Western
印迹检测各实验组 细 胞 SOX5 基 因在蛋白水平的相

对 表达量 ，与对 照 组 和无 义 序 列 组 相比，siRNA SOX5
组 SOX5 蛋白表达量 明显减少（F=123.34，P＜0.01），
而无 义 序 列 组 较对 照 组 相比则无 明显变化（P＞0.05）。
2.3 CCK8实验检测转染 siRNA SOX5后对胶质瘤
细胞株 U87增殖活性的影响 与对 照 组 和无 义 序

列 组 相比，培养第 24、48、72 小时，差异无 统计学意

义（ P＞0.05），在培养第 96、120 小时，转染 siRNA
SOX5 组 的细 胞 的增殖活性明显下降（ F=340.21、
553.62，均 P＜0.05），见图 3。
2.4 Transwell检测敲低 SOX5 基因表达对胶质瘤
细胞株 U87侵袭能力的影响 与对 照 组 和无 义 序

列 组 相比，siRNA SOX5 转染组 穿过 Transwell 小室

膜 U87 胶 质 瘤 细 胞 数明显降低 ，差异具有统计学意

义（F=89.36，P＜0.01），见图 4。
2.5 Western印迹检测敲低 SOX5后对肿瘤细胞侵
袭相关 MMP-2、MMP-9及 CyclinD1的表达的影响
siRNA SOX5 转染 48 h 后，如图 5 所示，与对 照 组 和

无 义 序 列 组 相比，MMP-2、MMP-9 及 CyclinD1 在

siRNA SOX5 转染组 表达明显降低 （F =853.21、
602.30、311.46，均 P＜0.01）。

注：A：RT-PCR 检测各实验组 SOX5 基 因在 mRNA 水平的表达
（与对 照 组 和无 义 序 列 组 相比，*P＜0.01）；B：Western印迹检测各实验组
SOX5蛋白水平的表达；与对 照 组 和无义序列 组 相比，*P＜0.01
图 2 检测 siRNA SOX5对 SOX5基因和蛋白表达的干扰情况
Fig2 Detection of interference of siRNA SOX5 on SOX5 gene and

protein expression
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图 1 胶质瘤组织及其正常脑组织中 SOX5蛋白及mRNA的表达
Fig 1 Expression of SOX5 protein and mRNA in glioma tissue and

normal brain tissue
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3 讨论

胶 质 瘤 是颅内最常 见的原发性肿 瘤 之一，具有

难治 性，并且及其容易复发的特点[1]。胶 质 瘤 的发

生、发展往往伴随着多种基 因的异常 表达。Sun 等[3]

研究指出 FoxQ1 基 因在胶 质 瘤 中表达明显升高 ，并

发挥促癌基 因的作用。Xu 等[8]研究发现，Cullin-7 基

因在胶 质 瘤 中表达异常 升高 ，并与胶 质 瘤 患者不良

预后相关。另外，TAGLN2 基 因及白细 胞 介素-13 受

体（ IL-13R）基 因等在胶 质 瘤 中的异常 表达亦有相

关报道[9-10]。因此，在基 因水平探究新的发病机制，寻

找新的治 疗 策略势在必行。

SOX5 基 因位于 12 号染色体，其编码的蛋白质

与其他蛋白形成复合物，发挥转录调节因子的作用，

并且与肿 瘤 的发生关系极为密切 [4-7]。在肝癌中，

SOX5 通过调控 Twist1 基 因的表达，发挥促进上

皮间质 转化和增加肝癌细 胞 侵袭力的作用 [7]。

Huang 等[5]研究指出，SOX5 作为转录因子能够通过

下调 SPARC 基 因表达，发挥促进鼻咽癌进展的作用。

Chuntao 等[6]研究发现，SOX5 在正 常 乳腺组 织 低 表

达，而在乳腺癌细 胞 中表达异常 增高 ，并且其增高

水平与患者不良预后密切相关。SOX5 与肝癌、乳腺

癌等多种肿 瘤 的发生、发展密切相关，本实验组 进

一步研究 SOX5 对 胶 质 瘤 的影响。

本实验首先发现与正 常 脑 组 织 相比，SOX5 在

胶 质 瘤 组 织 中的表达异常 升高 ，异常 表达的 SOX5
可促进多种肿 瘤 的增殖、侵袭和转移，发挥促癌基

因的作用[4-7]。由此推测 SOX5 在胶 质 瘤 中亦有可能

发挥促癌基 因的作用。为一进步研究 SOX5 对 胶 质

瘤 发生、发展的影响，本实验在胶 质 瘤 细 胞 株 U87
中有效敲低 SOX5 表达，为后续实验的可靠性提供

了基 础。利用 CCK8 实验和 Transwell 研究发现，降

低 SOX5 基 因表达后胶 质 瘤 细 胞 的存活能力和侵袭

能力明显下降，由此证实 SOX5 在胶 质 瘤 中发挥促

癌基 因的作用。MMP 家族是经典的促进肿 瘤 细 胞 侵

袭相关的基 因，如 MMP-2、MMP-9[11]。CyclinD1 是细

胞 周期的重要调节剂 ，在肿 瘤 细 胞 中异常 高 表达

的 CyclinD1 与肿 瘤 细 胞 的增殖密切相关[12]。为探究

SOX5 在胶 质 瘤 中发挥促癌作用的机制，本实验进

一步检测敲低 SOX5 基 因的表达，对 MMP-2、MMP-9
以及 CyclinD1 表达的影响，其结果如图 5 所示，在

胶 质 瘤 细 胞 株 U87 中敲低 SOX5 基 因的表达后

MMP-2、MMP-9 以及 CyclinD1 表达亦明显降低 。由

此推测在胶 质 瘤 细 胞 中 SOX5 有可能是通过调控

MMP-2、MMP-9 以及 CyclinD1 的表达，发挥促癌基

因的作用。

综上所述，本实验研究发现 SOX5 基 因在胶 质

瘤 中表达异常 升高 ，敲低 SOX5 基 因表达后能够明

显降低 胶 质 瘤 细 胞 的存活能力和侵袭能力。并且

MMP-2、MMP-9 以及 CyclinD1 的表达亦明显下降，

由此推测 SOX5 基 因有可能通过调节MMP-2、MMP-
9 以及 CyclinD1 的表达发挥促癌基 因的作用，但具

体机制尚待进一步研究。
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