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　　［摘要］　目的　通过沉默Ｒａｂ１８的方法探讨Ｒａｂ１８对人胶质瘤Ｕ８７细胞增殖和凋亡的影响机制，
进而初步验证Ｒａｂ１８表达水平在人胶质瘤诊断和进展的价值。方法　将不转染的 Ｕ８７细胞作为空白
对照组，转染ＮＣｓｉＲＮＡ和Ｒａｂ１８ｓｉＲＮＡ的Ｕ８７细胞分别作为阴性对照组和实验组；经手术切除获取瘤
旁正常脑组织１５例（ｎ＝１５）和人胶质瘤组织３３例（ｎ＝３３），所有患者术前未曾接受放化疗。分别采用
ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒａｂ１８和凋亡相关蛋白ｍＲＮＡ及蛋白的表达；ＣＣＫ８实验检测细胞增殖；
流式细胞术检测细胞周期和凋亡；ＨＥ染色后观察组织形态学。结果　①沉默 Ｒａｂ１８后人胶质瘤 Ｕ８７
细胞Ｒａｂ１８ｍＲＮＡ和蛋白表达显著下调（Ｐ＜０．０１），不仅能使Ｇ０／Ｇ１期细胞显著增加伴随Ｓ期细胞显著
减少（Ｐ＜０．０１），还能显著上调凋亡相关蛋白 Ｐ５３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｂａｘ及 ＢｉｍｍＲＮＡ和蛋白表达水平（Ｐ＜
０．０１）；②Ｒａｂ１８在人胶质瘤组织中ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平显著高于瘤旁正常脑组织（Ｐ＜０．０１），且
高级别胶质瘤（ＷＨＯⅢ～Ⅳ，ｎ＝１９）Ｒａｂ１８ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平显著高于低级别胶质瘤（ＷＨＯ
Ⅰ～Ⅱ，ｎ＝１４）（Ｐ＜０．０１）。结论　沉默 Ｒａｂ１８不仅能抑制人胶质瘤细胞增殖，还能诱导其凋亡。且
Ｒａｂ１８的表达水平与恶性程度有关。Ｒａｂ１８可作为人胶质瘤一个潜在的临床诊断和进展的分子标志物。
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　　胶质瘤主要来源于脑胶质细胞区，是中枢神经系
统恶性程度最高的原发性肿瘤。现阶段，治疗胶质瘤

的主要手段是通过手术及联合放化疗，但胶质瘤细胞

容易对周围正常组织浸润性侵袭，所以难以根治，容易

复发。这直接影响人脑正常的神经功能。患者会产生

较大的心理负担，严重降低了他们的生活质量［１－２］。

早期诊断是任何肿瘤防治的有力措施之一，但迄今为

止人胶质瘤仍较为缺乏诊断和进展的标志物。

　　作为 Ｒａｂ蛋白家族的成员之一，近些年国内外有
研究表明，Ｒａｂ１８表达与多种恶性肿瘤有着密切的关
系［３］。Ｒａｂ１８能造成肝癌细胞增殖，引起上皮间质转
化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），使肝癌细
胞摆脱细胞间粘附，获得浸润侵袭能力［４］。过表达

Ｒａｂ１８能促进胃癌细胞凋亡［５］。Ｒａｂ１８在非小细胞肺
癌组织的表达显著高于癌旁正常肺组织［６］。Ｒａｂ１８可
作为乳腺癌早期诊断和判断预后的理想型分子标志

物［７］。但Ｒａｂ１８对人类胶质瘤的作用并不明确，本研
究通过沉默 Ｒａｂ１８的方法探讨 Ｒａｂ１８对 Ｕ８７胶质瘤
细胞增殖和凋亡的影响机制，进而初步验证 Ｒａｂ１８表
达水平在人胶质瘤诊断和进展的价值，为胶质瘤诊断

和进展提供一个理想的生物分子标志物。

１　材料与方法

１．１　细胞和主要试剂
　　人胶质瘤Ｕ８７细胞购自江苏泽雨；胎牛血清、ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒购自北京索莱宝；ＤＭＥＭ培养基、
ＯｐｔｉＭＥＭ培养基均购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ；ｓｉＲＮＡ质粒购
自上海维三；ＬｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００、ＴＲＩｚｏｌ均购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；兔抗人 Ｒａｂ１８、兔抗人 Ｐ５３、兔抗人 Ｃａｓｐａｓｅ
７、鼠抗人ＧＡＰＤＨ均购自武汉三鹰；兔抗人 Ｂｉｍ、兔抗
人Ｂａｘ均购自美国 ＣＳＴ；ＰＣＲ引物均购自北京擎科；
细胞计数８（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８，ＣＣＫ８）购自日本
Ｄｏｊｉｎｄｏ；细胞凋亡检测试剂盒购自美国 ＢＤ；细胞周期
检测试剂盒购自杭州联科。

１．２　细胞培养及转染
　　将人胶质瘤 Ｕ８７细胞接种于含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养基，并在 ５％ ＣＯ２，９５％湿度，３７℃的恒温
培养箱中培养。使用含２５％ＥＤＴＡ胰蛋白酶消化，以
１∶３比例进行传代培养。待人胶质瘤 Ｕ８７细胞贴壁生
长至９０％融合度时，收集细胞，将细胞浓度调整至１×
１０９／Ｌ接种于 ６孔板，每孔 ２ｍＬ。培养 ２４ｈ后，Ｕ８７
细胞分成 ３组，即空白对照组（ＷＴ）、阴性对照组
（ｓｉＮＣ）和Ｒａｂ１８沉默组（ｓｉＲａｂ１８，５′ＣＣＡＧＡＡＵＡＡＡ
ＧＧＡＧＵＣＡＡＡＴＴ３′），将 ｓｉＮＣ组和 ｓｉＲａｂ１８组分别转
染ＮＣｓｉＲＮＡ和Ｒａｂ１８ｓｉＲＮＡ，ＷＴ组不转染。
１．３　ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ表达、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋

白表达

　　转染４８ｈ后收集各组细胞，根据逆转录试剂盒说
明书，将ｍＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ后，使用实时荧光ＰＣＲ
仪ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ９６进行ｑＲＴＰＣＲ，靶基因包括Ｒａｂ１８、内参
基因ＧＡＰＤＨ及凋亡相关蛋白 Ｐ５３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｂｉｍ和
Ｂａｘ。反应条件如下：９５℃预变性 ３ｍｉｎ，两步法：在
９５℃ ３ｓ，在 ６０℃ ３０ｓ，共 ４０个循环。内参采用
ＧＡＰＤＨ，相对定量的表达的计算方法为２－ΔΔＣｔ。
　　转染４８ｈ后收集各组细胞，用细胞蛋白裂解液提
取总蛋白，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒定量蛋白浓度，以
１５％ＳＤＳＰＡＧＥ，转至硝酸纤维素（ＮＣ）膜，５％脱脂牛
奶封闭２ｈ，分别加入一抗（Ｒａｂ１８、Ｐ５３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｂａｘ
和Ｂｉｍ，均为 １∶１０００），４℃孵育过夜后，加入二抗
（１∶３０００）室温孵育 ９０ｍｉｎ，ＥＣＬ反应 ２ｍｉｎ，暗室曝
光，显影、定影处理，采用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析。
１．４　ＣＣＫ８检测细胞增殖
　　转染后分别以浓度为 ２×１０４／孔接种在 ９６孔板
中，置于 ３７℃，５％ ＣＯ２的培养箱中培养。分别在转
染第０、２４、４８ｈ和 ７２ｈ，向每个孔加入 １０μＬＣＣＫ８
溶液，再放回培养箱内孵育２ｈ，使用酶标分析仪（ＲＴ
６５００）测量每孔波长４５０ｎｍ处的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．５　流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡
　　转染４８ｈ后收集各组细胞，用含２５％ＥＴＤＡ胰蛋
白酶消化成悬浮细胞，预冷的 ＰＢＳ漂洗，收集大约１×
１０６个细胞／ｍＬ，分别进行细胞周期和细胞凋亡检测。
　　细胞周期检测：用 ７０％乙醇在 ４℃下固定过夜。
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次日１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃乙醇，加入５ｍＬ室温
的ＰＢＳ静置 １５ｍｉｎ。弃上清，加入碘化丙啶（ＰＩ）染
色，室温避光孵育３０ｍｉｎ后，上流式细胞仪检测，采用
Ｎｏｖｏｅｘｐｒｅｓｓ软件分析 Ｇ０／Ｇ１期、Ｓ期和 Ｇ２／Ｍ期细胞
所占的百分比。

　　细胞凋亡检测：每管加入５００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重
悬。设置阴性对照：不加染料；单阳对照 １∶１０μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ；单阳对照 ２∶５μＬＰＩ，样本管：１０μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ５μＬＰＩ，混匀后室温避光孵育
３０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测，采用Ｎｏｖｏｅｘｐｒｅｓｓ软件分析
细胞早期凋亡（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋，ＰＩ－）和晚期凋亡（Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ＋，ＰＩ＋）细胞所占的百分比。
１．６　ＨＥ染色观察组织形态学
　　脑组织用甲醛固定后，依次按脱水、包埋、切片、脱
蜡、染色、分化、再染色、封片的步骤制作病理切片，然

后置于光学显微镜下观察瘤旁正常脑组织与不同级别

胶质瘤组织的组织学形态变化。

１．７　临床标本来源
　　选取２０１８年１月至２０１９年１月在中国人民解放
军中部战区总医院留存的胶质瘤手术患者瘤组织标本

３３例（Ｇｌｉｏｍａ组）及瘤旁组织标本１５例（Ｎｏｒｍａｌ组），
所有患者术前未接受放化疗。基于２０１６年世界卫生
组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）中枢神经系统
肿瘤分类将胶质瘤组织标本分为低级别组 １４例
（ＷＨＯⅠ～Ⅱ，ｎ＝１４）和高级别组 １９例（ＷＨＯⅢ～
Ⅳ，ｎ＝１９），切除后立即编号登记入库，置于－８０℃保
存。均获得患者书面知情同意，并得到中国人民解放

军中部战区总医院伦理委员会的批准（［２０１８］０１０１）。
１．８　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进行统计分析，计
量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立样本 ｔ检验，
多组间比较采用方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　转染后人胶质瘤 Ｕ８７细胞 Ｒａｂ１８ｍＲＮＡ和蛋白
的表达

　　成功转染合成 ｓｉＲＮＡ的人胶质瘤 Ｕ８７细胞呈亮
绿色荧光（图１Ａ）。转染成功的人胶质瘤 Ｕ８７细胞分
为３组：ｓｉＲａｂ１８组（转染 Ｒａｂ１８ｓｉＲＮＡ），ｓｉＮＣ组（转
染ＮＣｓｉＲＮＡ）和 ＷＴ组（不转染，作为空白对照）。
ｓｉＲａｂ１８组细胞 Ｒａｂ１８ｍＲＮＡ和蛋白的表达显著低于
ＷＴ组和ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０１），ＷＴ与 ｓｉＮＣ组间差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１Ｂ、Ｃ）。
２．２　沉默Ｒａｂ１８可抑制人胶质瘤Ｕ８７细胞增殖
　　为了观察沉默 Ｒａｂ１８对人胶质瘤 Ｕ８７细胞增殖
的影响，进行了 ＣＣＫ８实验。实验结果显示，ｓｉＲａｂ１８
组细胞增殖水平显著低于ＷＴ组和ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０１），
ＷＴ与ｓｉＮＣ组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２Ａ）。
　　ｓｉＲａｂ１８组 Ｇ０／Ｇ１期细胞所占百分比显著高于
ＷＴ组和ｓｉＮＣ组，伴随Ｓ期细胞所占百分比显著低于
ＷＴ组和ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０１），而ｓｉＮＣ组和ＷＴ组间各期
细胞所占百分比差异并无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图２Ｂ、
Ｃ）。说明沉默Ｒａｂ１８后，人胶质瘤Ｕ８７细胞增殖受到
抑制与周期停滞于Ｇ０／Ｇ１期有关。
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图１　沉默Ｒａｂ１８后人胶质瘤Ｕ８７细胞Ｒａｂ１８ｍＲＮＡ和蛋白的表达
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图２　沉默Ｒａｂ１８对人胶质瘤Ｕ８７细胞增殖的影响

!"

#

!"

$

!"

%

!"

$

!"

&'(

!"

$

!"

#

!"

#'#

!"

%'!

!"

$

!"

#'!

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&'#

!"

%'!

!"

$

!"

#'!

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&'#

)
*

!'&

!'"

"'+

"',

"'$

"'&

"

-. /012

/0345!+

4 4 4 4

-. /012 /0345!+

)#% 24/64/7 ( 849 80:

)#%!

（
#%!!"

%）

24/64/7 (!

（
%#!!"

%）
849!

（
&"!!"

%）

80:!

（
&$!!"

%）

;<)=>!

（
%,!!"

%）

-. /012 /0345!+

!'&

!'"

"'+

"',

"'$

"'&

"

-. /012

/0345!+

4

4

4

4

)#% 24/64/7 ( 849 80:

<

8 2 =

<??790? @"A*.2

凋
亡
相
关
蛋
白

:
3
1
<

相
对
表
达
量

蛋
白
相
对
表
达
量

,"

$"

&"

"

-. /012 /0345!+

4

早
期
凋
亡
率
（
B

）

组别

Ａ：沉默Ｒａｂ１８后人胶质瘤Ｕ８７细胞凋亡率；Ｂ：沉默Ｒａｂ１８后人胶质瘤Ｕ８７细胞凋亡相关蛋白Ｐ５３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｂａｘ和ＢｉｍｍＲ
ＮＡ表达水平；Ｃ，Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｍｂｌｏｔ检测沉默Ｒａｂ１８后人胶质瘤Ｕ８７细胞凋亡相关蛋白Ｐ５３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｂａｘ和Ｂｉｍ蛋白表达水平
　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＷＴ组和ｓｉＮＣ组比较

图３　沉默Ｒａｂ１８对人胶质瘤Ｕ８７细胞凋亡的影响

２．３　沉默Ｒａｂ１８可诱导人胶质瘤Ｕ８７细胞凋亡
　　ｓｉＲａｂ１８组细胞凋亡率显著高于ＷＴ组和 ｓｉＮＣ组
（Ｐ＜０．０１，图３Ａ），ＷＴ组与ｓｉＮＣ组间差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），表明沉默Ｒａｂ１８对人胶质瘤细胞有促凋

亡的作用。另外，ｓｉＲａｂ１８组细胞凋亡相关蛋白 Ｐ５３、
Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｂａｘ及ＢｉｍｍＲＮＡ和蛋白表达显著高于ＷＴ
组和ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０１，图３Ｂ～Ｄ），而ＷＴ组和ｓｉＮＣ组
间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。这可能是促进胶质
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瘤细胞凋亡的重要作用机制。

２．４　Ｒａｂ１８在人胶质瘤组织的表达
　　共纳入３３例胶质瘤组织和１５例瘤旁正常脑组织
其中将１４例ＷＨＯⅠ～Ⅱ级胶质瘤组织作为低级别组，
１９例ＷＨＯⅢ～Ⅳ级胶质瘤组织作为高级别组，患者基
本信息如表１所示。ＨＥ染色结果显示，瘤旁正常脑组
织结构清晰，形态未见明显异常；低级别胶质瘤中，细胞

排列稍密集，核大，核仁明显发育不良，轻度异型改变；

高级别胶质瘤组织中，细胞密度高，分化差，形态呈梭

形，核分裂象多见，可见大片肿瘤性坏死，瘤周细胞呈栅

栏状排列（图４Ａ）。ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果
显示，Ｒａｂ１８ｍＲＮＡ和蛋白均表达于人胶质瘤组织（ｎ＝
３３）和瘤旁正常脑组织（ｎ＝１５）中，但在人胶质瘤组织
中高表达（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｂ、Ｃ）。并且高级别胶质瘤
（ＷＨＯⅢ～Ⅳ，ｎ＝１９）比低级别胶质瘤（ＷＨＯⅠ～Ⅱ，
ｎ＝１４）Ｒａｂ１８的高表达更为显著（Ｐ＜０．０１，图４Ｄ、Ｅ）。

表１　纳入的不同分级的３３例患者基本信息

级别 例数 年龄／岁 女性比例 诊断

ＷＨＯⅠ～Ⅱ级 １４ ３１～６７ ３５．７０％ 节细胞胶质瘤、星形胶质细胞瘤、少突胶质细胞瘤

ＷＨＯⅢ～Ⅳ级 １９ ３１～７２ ４７．４０％ 间变性少突胶质细胞瘤、间变性星形细胞瘤、胶质母细胞瘤
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Ａ：瘤旁正常脑组织与不同级别胶质瘤组织形态学变化（ＨＥ×２００）；Ｂ：人胶质瘤组织和瘤旁正常脑组织 Ｒａｂ１８ｍＲＮＡ表达水
平；Ｃ：人胶质瘤组织和瘤旁正常脑组织Ｒａｂ１８蛋白表达水平；Ｄ：不同级别胶质瘤 Ｒａｂ１８ｍＲＮＡ表达水平；Ｅ：不同级别胶质瘤
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图４　人胶质瘤和瘤旁正常脑组织形态学变化及Ｒａｂ１８的表达水平
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３　讨论

　　根据 ＷＨＯ中枢神经系统肿瘤分类，可将胶质瘤
分为低级别胶质瘤（ＷＨＯⅠ～Ⅱ）和高级别胶质瘤
（ＷＨＯⅢ～Ⅳ），其中胶质母细胞瘤恶性程度最高，患
者生存率最低［８］。探索出更多的胶质瘤生物学分子

标志物，对胶质瘤的诊断和治疗提供更有效的帮助，是

目前胶质瘤科学研究领域研究热点。

　　本研究为了验证 Ｒａｂ１８与胶质瘤的相关性，通过
ｓｉＲＮＡ转染技术特异性沉默人胶质瘤 Ｕ８７细胞 Ｒａｂ１８
的表达，发现沉默Ｒａｂ１８能显著抑制胶质瘤细胞的增
殖，同时诱导细胞凋亡。本研究发现，沉默 Ｒａｂ１８能
使胶质瘤Ｕ８７细胞停滞于Ｇ０／Ｇ１期，从而导致细胞的
生长增殖受到抑制。有研究表明 Ｒａｂ１８不仅能促进
周期蛋白Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）的表达，还能抑制细胞周期蛋
白依赖激酶抑制剂（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，
ＣＫＩ）的表达［４］，证实了本研究观点。另外，了解肿瘤

细胞凋亡不仅能深入了解肿瘤的发病机制，还能为肿

瘤的治疗提供线索。在此，我们探讨了沉默 Ｒａｂ１８如
何促进胶质瘤 Ｕ８７细胞凋亡的潜在机制。Ｃａｓｐａｓｅ７
是依赖Ｐ５３的下游关键效应物之一［９］，沉默 Ｒａｂ１８能
使Ｐ５３活化，导致下游Ｃａｓｐａｓｅ７活化引起胶质瘤细胞
凋亡。而Ｂｉｍ和Ｂａｘ是两种促凋亡蛋白，Ｂｉｍ通过构
象变化激活Ｂａｋ和 Ｂａｘ，导致细胞线粒体通透性转换
孔开放从而诱导细胞凋亡［１０］。本研究发现，在沉默了

Ｒａｂ１８的人胶质瘤细胞中，Ｐ５３、Ｃａｓｐａｓｅ７、Ｂｉｍ和 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ和蛋白的表达显著增加，说明沉默 Ｒａｂ１８能通
过促进胶质瘤细胞凋亡相关蛋白 Ｐ５３／Ｃａｓｐａｓｅ７和
Ｂａｘ／Ｂｉｍ的表达而发挥抗肿瘤作用。还有部分研究证
明，多种 Ｒａｂ蛋白的表达与恶性肿瘤有着密切的关
系，其中包括调控胶质瘤的发生、发展［１１］，本研究发

现，Ｒａｂ１８的表达与胶质瘤的分级和进展密切相关，恶
性程度越高，Ｒａｂ１８表达水平越高，说明Ｒａｂ１８表达水
平对人类胶质瘤的诊断和进展具有重要作用。

　　本研究通过沉默 Ｒａｂ１８的方法探讨 Ｒａｂ１８对人
类胶质瘤Ｕ８７细胞增殖和凋亡影响机制，结果显示沉
默Ｒａｂ１８不仅能使细胞周期停滞于 Ｇ０／Ｇ１期，抑制肿
瘤的增殖，还能促进凋亡蛋白的表达诱导细胞凋亡。

本研究还发现Ｒａｂ１８能高表达于人胶质瘤组织中，且
表达水平与恶性程度呈正比。目前的研究发现，

Ｒａｂ１８可作为人类胶质瘤一个潜在的临床诊断和病程
进展及预后判断的生物标志物。
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