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靶向沉默c-fos基因表达对胶质瘤U87MG细胞
增殖与侵袭的影响
桂志勇 冯 军 黄俊红 白敬洋

【摘要】 目的 探讨靶向沉默 c-fos 基因表达对胶质瘤 U87MG 细胞体外增殖与侵袭的影响。方法 构建慢病毒载体

c-fos-shRNA，将其转染人脑胶质瘤U87MG细胞，同时将空载体转染细胞作为空载对照，未转染细胞作为空白对照；观察U87MG
细胞形态、c-fos mRNA 和蛋白表达变化、细胞侵袭和迁移能力、细胞生存率和细胞凋亡率。结果 c-fos-shRNA 慢病毒转染

U87MG细胞48 h后，荧光显微镜下观察发现空白对照组U87MG细胞无绿色荧光，而空载体组和转染组U87MG细胞可见绿色强

荧光和清晰的细胞轮廓。与空白对照组、空载体组相比，转染组U87MG细胞 c-fos mRNA和 c-fos蛋白表达显著降低（P<0.05）；

慢病毒转染U87MG细胞24 h后，转染组U87MG细胞存活率显著降低（P<0.05），细胞活力显著减弱（P<0.05）；细胞迁移和侵袭能

力明显减弱（P<0.05）；慢病毒转染72 h后，转染组U87MG细胞凋亡数量显著上升（P<0.05）。结论 沉默 c-fos基因表达可显著抑

制脑胶质瘤U87MG细胞增殖和侵袭能力。
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Effects of c-fos targeted silence on proliferation and invasiveness of human glioma cell U87
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【Abstract】Objective To explore the effects of lentivirus-mediated c-fos targeted silence on the proliferation and invasiveness of
human glioma cell U87 in vitro. Methods Lentiviral vector c-fos-shRNA was transfected into human glioma U87 cells. Empty
vector-transfected human glioma U87 cells served as the no-load control, and non-transfected human glioma U87 cells serve as the
blank control. The morphology of U87 cells, the expression of c-fos mRNA and c-fos protein, the invasiveness and migration ability of
U87 cells, and the survival rate of glioma cells, and the apoptosis rate of U87 cells were observed in all the groups. Results No green
fluorescence of U87 cells in the blank control group, strong green fluorescence and clear cell outline of U87 cells in the no-load group
and the transfection group were observed by the fluorescence microscope. The levels of c-fos mRNA and protein expressions were
significantly lower in the transfection group 48 hours after the transfection than those in the no-load and blank control groups (P<0.05)
The survival rate, migration and invasion ability of U87 cells were significantly lower in the transfection group 48 hours after the
transfection than thsoe in the blank control and no-load groups (P<0.05). The number of apoptotic cells was significantly more in
transfection group 72 hours after the transfection than that in the blank control and no-load groups (P<0.05). Conclusions It is
suggested that c-fos targeted silence can significantly inhibit the proliferation and invasiveness of human glioma U87 cells, and
c-fos-shRNA lentivirus-mediated gene therapy may be targeted as a new candidate for c-fos gene therapy.

【Key words】Human glioma; c-fos; shRNA; Proliferation; Invasiveness

胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤，其中多形性

胶质母细胞瘤（glioblastoma multiforme，GBM）恶性程

度最高，易复发，预后极差。GBM组织常出现多基

因异常表达。原癌基因过度表达而抑癌基因却突

变、缺失，致使肿瘤细胞不能被正常调控 [1~3]。RNA

干扰（RNA interfere，RNAi）是近年来不断成熟的基

因表达沉默技术，其中短发卡 RNA（short hairpin
RNA，shRNA）能高效抑制靶基因的表达，而慢病毒

载体可转染不同状态的细胞[4，5]。本研究通过慢病毒

载体介导RNAi技术沉默胶质瘤U87MG细胞株c-fos
的表达，观察其对胶质瘤U87MG细胞增殖和侵袭的

影响。

1 材料与方法

1.1 细胞培养和慢病毒载体构建 将液氮冻存的胶
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质瘤 U87MG 细胞株（ATCC 细胞库）取出后解冻复

苏，接种于含 10%胎牛血清DMEM高糖完全培养液

（均购自美国 Gibco 公司）中，并放置在 37 ℃恒温、

5%浓度CO2的培养箱中培养成单层贴壁细胞。通过

查阅文献找到 3条 c-fos的 siRNA靶点序列，筛选出

靶向 c-fos沉默效果最好序列 5'-CTT CAT TCC CAC
GGT CAC T-3'（177-195）[6，7]，合成靶向 c-fos干扰序

列的单链DNA（5'-正义-环-反义-3'），退火形成互

补双链，用特定限制酶酶切后，用T4 DNA连接酶连

接到线性化慢病毒载体 GV248 上，转化 DH5α感受

态，对PCR鉴定为阳性的载体进行测序，测序结果正

确的病毒用HEK293T细胞包装。

1.2 细胞转染并观察脑胶质瘤细胞形态 取对数生

长期U87MG细胞，按每孔5万个细胞接种于6孔板，

加入DMEM高糖培养液（不含抗生素）培养 24 h，待
细胞增殖至瓶底 70%~80%时开始转染。操作步骤

参照Lipofectamine RNAiMAX转染试剂盒（北京博迈

斯生物公司）说明书转染后，弃掉培养液，向每个孔

中滴加1 μl Trizol，利用qRT-PCR技术检测 siRNA慢

病毒的干涉效率，并利用倒置荧光显微镜观察转染

组和对照组细胞的形态差异。同时把空载体转染细

胞作为对照，分空白对照组（Control）、空载体组

（NC-shRNA）和转染组（c-fos-shRNA）。
1.3 qRT-PCR 检测胶质瘤细胞 c-fos mRNA 表达变

化 收集各组传代 U87MG 细胞，利用 Trizol 法提取

RNA，经琼脂糖凝胶电泳检测其完整性，并用紫外分

光光度计检测其纯度及浓度。采用 2-ΔΔ CT 法分析

qRT-PCR 结果，以 GAPDH 作为内参基因，用 NCBI
Primer Blast设计定量引物序列。PCR引物（上海生

工公司合成）序列：c-fos上游引物 5'-GTC TTC CTT
TGT CTT CAC CTA CCC-3'，下游引物 5'-CCC TGC
CTT CTC TGA CTG CT-3'；GAPDH 上 游 引 物

5'-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3'，下游引物

5'-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3'。
1.4 Western blot检测 c-fos蛋白表达变化 收集各组

传代U87MG细胞，加入适量蛋白缓冲液，按常规方

法提取蛋白，BCA法进行蛋白定量，调好蛋白浓度。

每组取50 μg蛋白样品，与上样缓冲液混合后于沸水

中煮5~7 min使蛋白变性；80 V恒压SDS-PAGE电泳

30 min，100 V恒压电泳至溴酚蓝刚出玻璃板底部时

停止；转至PVDF膜，将膜置于含 5%脱脂奶粉TBST
溶液，避光封闭1 h；用TBST溶液漂洗5 min后，将膜

置于一抗稀释液（c-fos 兔抗鼠 IgG 溶液，1:4 000 稀

释）中，4 ℃孵育过夜；次晨将膜用TBST溶液漂洗 3

次后，置于二抗稀释液（山羊抗兔 IgG 溶液，1:2 000
稀释）中，在摇床上室温孵育1 h，用TBST溶液漂洗3
次；将发光液均匀加在湿润的膜上，反应 5 min后吸

去多余溶液，置于暗盒中曝光、显影和定影。使用

GIS-2020 数码图像分析系统扫描胶片并分析净吸

光度值。以β-actin作为内参基因。

1.5 MTT法检测细胞增殖 转染后24 h，将U87MG细

胞按每孔 100 μl（约 2千个细胞）接种至 96孔板，每

组设置5个重复，接种后1、2、3、4、5 d分别进行MTT
检测，每孔加入 20 μl MTT 磷酸缓冲液（5 g/L），于

37 ℃孵箱中继续培养 4 h后，小心弃去上清并加入

二甲基亚砜，振荡 20 min溶解结晶。采用酶标分析

仪在 450 nm 波长处检测各孔的吸光度（A）。设

U87MG 空白对照组的存活率是 100%，据此计算各

组细胞的存活率。

1.6 Transwell检测细胞侵袭和迁移能力 转染后 48
h，在Transwell（美国CorningCostar公司）上室中加入

DMEM 稀释后的基质胶制成凝胶，在下室中加入

DMEM培养液。用不含血清DMEM培养液将待检细

胞制成单细胞悬液，将约 10万个细胞加入上室中，

培养 24 h后，倒掉上室液体，除去上室未穿膜细胞，

用甲醇固定并风干，最后用0.1%结晶紫染色。显微

镜下统计 5个视野（上下左右中）黏附细胞数，求取

平均值。每组设置 4个技术重复，3次生物学重复。

细胞迁移实验Transwell上室面不铺基质胶，其他操

作同侵袭实验。

1.7 流式细胞仪检测细胞凋亡 转染后 48 h，收集

U87MG细胞，用磷酸缓冲盐溶液漂洗并加入结合缓

冲液重悬细胞，接着加入Annexin V、碘化丙啶培养，

用EPICSXL流式细胞仪（美国Beckman Couhe公司）

进行数据采集及分析，用CellQuest软件分析凋亡细

胞百分比。

1.8 统计学方法 利用SPSS 20.0软件进行处理，计量

资料采用 x±s表示，采用 t检验；计数资料用χ2检验；

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 慢病毒转染 U87MG 细胞 c-fos-shRNA 慢病毒

转染U87MG细胞48 h后，荧光显微镜下观察发现空

白对照组U87MG没有绿色荧光，而空载体组和转染

组绝大部分U87MG细胞绿色荧光很强，与背景形成

明显反差，可观察到清晰的细胞轮廓。详见图1。
2.2 U87MG 细胞 c-fos mRNA 表达 c-fos-shRNA 慢

病毒转染U87MG细胞 48 h后，与空白对照组、空载
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体组相比，转染组 U87MG 细胞 c-fos mRNA 表达水

平明显降低（P<0.05）。详见图2。
2.3 U87MG细胞 c-fos蛋白表达 c-fos-shRNA 慢病

毒转染U87MG细胞 48 h后，与空白对照组、空载体

组相比，转染组 U87MG 细胞 c-fos 蛋白表达显著降

低（P<0.05）。详见图3。
2.4 沉默 c-fos基因表达对U87MG细胞增殖的影响

c-fos-shRNA慢病毒转染U87MG细胞 24 h后，与空

白对照组、空载体组相比，转染组U87MG细胞存活

率显著降低（P<0.05），且U87MG细胞活力显著减弱

（P<0.05）。详见图4。
2.5 沉默 c-fos基因表达对U87MG细胞迁移、侵袭能

力的影响 c-fos-shRNA慢病毒转染U87MG细胞 24
h后，与空白对照组、空载体组相比，转染组U87MG
细胞迁移和侵袭能力明显减弱（P<0.05）。详见图5。
2.6 沉默 c-fos基因表达对U87MG细胞凋亡的影响

c-fos-shRNA 慢病毒转染 72 h 后，空白对照组

[（16.64±2.25）%]、空载体组[（17.55±1.52）%]相比，转

染组 U87MG 细胞凋亡率[（37.71±3.14）%]显著上升

（P<0.05）。详见图6。

3 讨 论

在生理情况下，c-fos基因对细胞的生长、增殖、

分化起着重要调节作用 [8]。研究表明，c-fos基因与

瘤细胞的恶性增殖有密切关系，胶质瘤恶性程度越

高，c-fos 基因表达就越高 [9]。GBM 属于高恶性

（WHO Ⅳ级）的胶质瘤，其 c-fos 基因高度过表达。

c-fos常被用来作为胶质瘤的增值性指标，而且，有

研究应用 c-fos启动子驱动自杀基因来诱导癌细胞

死亡 [10，11]。c-fos是与肿瘤发生、发展密切相关的原

癌基因，抑制其表达对肿瘤治疗很有价值。

RNAi技术作用机制是异源基因片段进入机体

细胞后，激发机体的自身免疫作用，同时引发与

siRNA 序列同源的 mRNA 降解，是生物体防御外来

基因的固有方式，具有很好的安全性、可行性[12]。慢

病毒载体没有复制能力，不包含致病基因，可转染不

同类型的细胞，产生突变的几率很小，能在转染细胞

中稳定又持久地表达，能被拆分为 3~4个质粒系统

而显著提高它的生物安全性[13，14]。慢病毒是一个有

效的靶基因 siRNA 转移工具。因此，本研究通过

图1 荧光显微镜下观察慢病毒转染48 h后U87MG细胞的形态

Control. 空 白 对 照 组 ；NC-shRNA. 空 载 体 组 ；c-fos-shRNA.
c-fos-shRNA转染组

图2 慢病毒转染U87MG细胞c-fos mRNA表达水平

Control. 空白对照组；NC-shRNA. 空载体组；c-fos-shRNA.
c-fos-shRNA转染组；与c-fos-shRNA组相比，** P<0.05

图3 慢病毒转染U87MG细胞c-fos蛋白表达水平

Control. 空白对照组；NC-shRNA. 空载体组；c-fos-shRNA. c-fos-shRNA转染组；与c-fos-shRNA组相比，* P<0.05，** P<0.05
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c-fos-shRNA 慢病毒介导的方式沉默 U87MG c-fos
的表达，结果发现转染 U87MG 细胞 c-fos mRNA 和

蛋 白 表 达 水 平 明 显 下 降 ，这 说 明 筛 选 的

c-fos-shRNA基因靶点既高效又特异。另外，MTT、
Transwell 和 流 式 细 胞 仪 结 果 显 示 ，转 染

c-fos-shRNA 慢病毒组 U87MG 细胞存活率显著下

降，细胞凋亡率显著上升，细胞的增殖侵袭能力明显

受到抑制，说明抑制 c-fos基因表达，U87MG细胞增

殖、侵袭受限且出现明显凋亡。这进一步证实抑制

c-fos基因的表达能够控制癌细胞的增殖、侵袭并诱

导癌细胞的凋亡，同时说明胶质瘤靶向 c-fos基因治

疗有望通过 c-fos-shRNA 慢病毒介导的方式来实

现。

综上所述，转染靶向 c-fos 基因的 siRNA 慢病

毒，不仅有效下调U87MG细胞 c-fos基因表达，同时

进一步证实沉默 c-fos基因的表达可抑制肿瘤细胞

的体外增殖和侵袭，并促进肿瘤细胞的凋亡。
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