
胶质母细胞瘤是中枢神经系统中最常见的恶

性肿瘤［1⁃2］。尽管随着手术技术的迅速发展、放疗以

及替莫唑胺等新型化疗药物的广泛应用，胶质母细

TRIM22通过PI3K/AKT信号通路调控胶质母细胞瘤增殖、侵袭
和迁移的研究
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［摘 要］ 目的：探讨基因TRIM22在人脑胶质母细胞瘤中的表达及对增殖、侵袭和迁移等生物能力的影响。方法：通过TC⁃
GA数据库分析胶质母细胞瘤组织和正常脑组织中TRIM22表达水平，采用实时定量PCR（qRT⁃PCR）和Western blot 两种方法

分别检测胶质母细胞瘤细胞系U87和U251中TRIM22 mRNA和蛋白表达水平。应用Lipofectamine 3000将2种TRIM22⁃siRNA
分别转染至U87及U251细胞中，再分别通过qRT⁃PCR和Western blot检测胶质母细胞瘤细胞中TRIM22敲低效率。 应用CCK⁃8
法、细胞平板克隆形成实验来评估TRIM22敲低后对于细胞增殖能力的影响；应用细胞划痕实验和Transwell实验检测TRIM22
敲低后细胞侵袭和迁移能力的变化。应用Western blot检测TRIM22敲低对PI3K/AKT信号通路蛋白和上皮间质化标记蛋白（N
⁃cadherin、Vimentin、E⁃cadherin）表达的影响。结果：在U87及U251细胞中敲低TRIM22后，细胞增殖、侵袭和迁移都明显减弱，

p⁃AKT（S473）、N⁃cadherin、Vimentin表达水平则明显降低，E⁃cadherin表达水平明显升高。结论：TRIM22可能通过调节PI3K/
AKT信号通路调控胶质母细胞瘤增殖、侵袭和迁移能力。
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TRIM22 promotes proliferation，invasion and migration of glioblastoma by regulating PI3K/
AKT signaling
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［Abstract］ Objective：To explore the effect of TRIM22 on proliferation，invasion and migration in glioblastoma. Methods：The
expression levels of TRIM22 were analyzed in TCGA database and were examined in two glioblastoma cell lines（U87 and U251 cells）
using qRT ⁃PCR and Western blot. Two independent TRIM22 siRNAs were transfected into U87 and U251 cells，and the effect of
TRIM22 depletion was confirmed. CCK8 assay and colony formation assay were carried out to assess the effect of TRIM22 depletion on
glioblastoma cell proliferation. Transwell assay and wound healing assay were also performed to investigate the role of TRIM22
depletion on glioblastoma cell invasion and migration. The expression of p ⁃ AKT and epithelial ⁃ mesenchymal transition（EMT）⁃
associated proteins including N⁃cadherin，Vimentin，E⁃cadherin were examined using Western blot after TRIM22 depletion. Results：
Inhibition of TRIM22 expression markedly reduced the proliferation，invasion and migration of glioblastoma cells. Correspondingly，the
expression of p ⁃AKT（S473），N⁃cadherin and Vimentin were decreased，whereas the expression of E⁃cadherin was increased after
TRIM22 depletion. Conclusion：TRIM22 is a crucial factor for regulating the proliferation，invasion and migration of glioblastoma cells
through PI3K/AKT signaling.
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胞瘤患者的预后依然不容乐观。据统计，胶质母细

胞瘤患者的中位总生存期仅为 12~15 个月，5 年生

存率在 4.7%左右，复发率及致死率极高［3］。因此，

深入探索胶质母细胞瘤发生和发展的分子机制，研

究新型治疗靶点，对提高胶质母细胞瘤的治疗效

果，改善患者预后十分必要。

TRIM家族是一类具有RING 结构域、B 盒和回

旋卷曲区等结构的特征性蛋白［4- 5］，TRIM22作为

TRIM家族的重要成员，在人体内多种生理活动中

扮演着重要角色［6］。近些年研究发现，TRIM22在肿

瘤发生发展中发挥着重要作用［7］。但在胶质母细胞

瘤中，TRIM22的表达、功能及临床意义还没有相应

的研究。本研究通过分析TRIM22在胶质母细胞瘤

中的表达情况，并通过在胶质母细胞瘤细胞系U87
和U251中下调 TRIM22的表达，探讨 TRIM22对胶

质母细胞瘤细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响以及

和 PI3K/AKT信号通路、上皮⁃间质转化（epithelial⁃
mesenchymal transition，EMT）的关系。

1 材料和方法

1.1 材料

正常星型胶质细胞（美国ATCC细胞库）；人脑

胶质母细胞瘤细胞系：U87细胞、U251细胞（上海中

国科学院细胞库）；DMEM高糖培养基、新生胎牛血

清（Hyclone公司，美国）；转染用培养基Opti⁃MEM
（Gibco公司，美国）；RNA抽提试剂TRIzol、转染试剂

Lipofectamine 3000转染试剂盒（Invitrogen 公司，美

国）；总蛋白提取试剂盒（南京凯基公司）；BCA蛋白

浓度测定试剂盒、TRIM22引物、甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢

酶（GAPDH）引物（TaKaRa公司，日本）；TRIM22小

干扰序列（TRIM22 ⁃ siRNA）及无意义序列（GE
healthcare公司，美国）；Western blot凝胶配置试剂

盒、CCK⁃8 试剂盒（上海碧云天公司）；Transwell小室

（Corning 公司，美国）；Matrigel（BD公司，美国）。下

列一抗：TRIM22（ab224059）、N⁃cadherin（ab18203）、

E ⁃ cadherin（ab1416）、Vimentin（ab8978）、β ⁃ actin
（ab8227）（Abcam 公司，美国）；下列一抗：AKT（#
4685）、p⁃AKT（S473）（#4060）（CST公司，美国）；辣

根过氧化物酶标记羊抗鼠二抗和羊抗兔二抗（北京

中杉金桥公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和转染

胶质母细胞瘤细胞系 U87 和 U251 接种于含

10%胎牛血清和 1%青链霉素双抗的高糖DMEM培

养基中，放置于 37 ℃、5% CO2恒温恒湿的密闭培养

箱中培养。细胞贴壁生长，2 d换 1次液，传代培

养。按照GE healthcare公司和 Invitrogen公司说明

书的方法在胶质母细胞瘤细胞系U87和U251中进

行TRIM22小干扰序列和无意义序列的转染。

1.2.2 实时定量PCR（qRT⁃PCR）检测TRIM22的干

扰效率

使用TRIzol试剂从细胞中提取总RNA，取RNA
于紫外分光光度计下测D（260 nm）/D（280 nm），比

值处于1.8~2.1 之间则符合纯度要求。按miRNA 逆

转录试剂盒说明配制逆转录试剂，逆转录合成cDNA，
按照qRT⁃PCR说明书方法进行qRT⁃PCR反应，反应

条件为：50 ℃ 2 min，95 ℃ 2 min，95 ℃退火15 s，60 ℃
延伸 1 min，40个循环，最后 72 ℃ 延伸 5 min。利用

ABI 7300 System SDS Software软件进行分析，使用2-

ΔΔCT法计算TRIM22的相对表达量，每个样品均重复

实验 3次。TRIM22上游引物：5′⁃GCACGCTCATCT⁃
CAGATCTCC ⁃ 3′，TRIM22 下游引物：5′ ⁃ TTTTG⁃
GCTTCTTCAATGTCCAG⁃3′；GAPDH 上游引物 5′ ⁃
TGCACCACCAACTGCTTAGC⁃3′，GAPDH下游引物

5′⁃GGCATGGACTGTGGTCATGAG⁃3′。
1.2.3 CCK⁃8法检测细胞活力

将U87和U251细胞以每孔1 000个的数量接种

至96 孔板中，于培养箱中培养48 h 后取出，每孔分

别加入 10 μL CCK⁃8 试剂，充分混匀后放入培养箱

中继续培养，通过在不同时间点测量450 nm 波长下

每孔的吸光度值来比较观察各组的细胞活力变化

情况。

1.2.4 平板克隆形成实验

将对照组或转染后的胶质母细胞瘤细胞重悬

并计数，以每孔 100 个的数量接种于 6孔板中，轻

轻吹打，确保细胞均匀分布于板底。在培养箱中

连续培养 10 d 后取出，用移液器去除培养液，用

PBS 仔细洗涤 3次后使用 4% 甲醛覆盖孔底用以固

定 20 min，去除甲醛，PBS仔细清洗 3次后用结晶

紫染色液染色 2 h，回收染色液后用PBS清洗干净，

晾干后拍照。

1.2.5 侵袭实验

提前 1 d，基质胶于 4 ℃冰箱过夜解冻，稀释后

均匀铺入 Transwell小室上室，将小室放入 24孔板

后，每孔上室加入混有 2×104个细胞的 200 μL无血

清 DMEM 培养基，另在每孔下室中加入 500 μL
DMEM培养基，其中混有 10%胎牛血清用以诱导细

胞侵袭。在培养箱中恒温恒湿的条件下培养 24 h
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A：TCGA数据库中分析TRIM22在胶质母细胞瘤和正常脑组织表达水平，两组比较，*P < 0.05；B：qRT⁃PCR检测TRIM22在U87和U251中
mRNA表达水平，与NHA比较，*P < 0.001（n=3）；C：Western blot检测TRIM22 在U87和U251中蛋白表达水平，与NHA比较，*P < 0.001（n=3）；

D：qRT⁃PCR检测两种TRIM22⁃siRNA在U87和U251细胞中的敲低效率，与对照组比较，*P < 0.001（n=3）；E：Western blot检测2种TRIM22⁃siR⁃
NA在U87和U251细胞中的敲低效率，与对照组比较，*P < 0.001（n=3）。

图1 TRIM22在胶质母细胞瘤以及细胞系中表达情况及两种TRIM22⁃siRNA的转染效率

Figure 1 The expression of TRIM22 in glioblastoma and examination of the transfection efficacy of two TRIM22⁃siRNA
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后，将Transwell小室从 24孔板中取出，用PBS仔细

清洗小室底层3次，后用棉签擦除上室未侵袭的胶质

母细胞瘤细胞，清洗完毕后用 4%甲醇固定 20 min，
PBS 仔细清洗3次后用结晶紫染色液染色2 h，染色

完成后清洗干净，在显微镜下随机选取 3个独立视

野计数并拍照，重复3次计算平均值。

1.2.6 细胞划痕实验

将对照组或转染后的U87和U251细胞接种至

6孔板，取3×105个细胞均匀铺入6孔板中，于6孔板

中心区域人工划一条笔直的、约5 mm的划痕伤口，

通过显微镜分别在划痕后 0、24 h两个时间点进行

拍照。重复3次实验。

1.2.7 Western blot实验

按照总蛋白提取试剂盒说明书提取 U87 和

U251细胞的总蛋白，通过BCA法测定调整蛋白浓度

后加入上样缓冲液并煮沸 10 min。配制 10% SDS⁃
PAGE凝胶，每个孔统一上样蛋白量 15 μg，80 V 电

泳分离蛋白，恒流280 mA、120 min湿转至PVDF膜，

室温下用 5%脱脂奶粉封闭 2 h，孵育相应的一抗在

4 ℃过夜，常温孵育二抗 2 h，最后曝光显影。以β⁃
actin作为内参。

1.3 统计学方法

采用SPSS 13.0统计软件进行数据统计分析，各

实验计量数据用均数± 标准差（x ± s）表示，组间比

较使用单因素方差分析（one⁃way ANOVA）。P ≤
0.05为差异有统计学意义，实验均独立重复3次。

2 结 果

2.1 TRIM22在胶质母细胞瘤细胞系中表达情况及

TRIM22⁃siRNA转染效率

通过TCGA数据库（gepia.cancer⁃pku.cn）分析发

现，胶质细胞瘤的 TRIM22表达水平明显高于正常

脑组织（P < 0.05，图 1A）。在胶质母细胞瘤细胞系

U87、U251及正常星型胶质细胞（NHA）中分别检测

TRIM22 的 mRNA 和蛋白表达水平，结果发现与

NHA相比，U87和U251中TRIM22的mRNA和蛋白

表达显著提高（P < 0.001，图1B、C）。在胶质母细胞

瘤U87和U251细胞系中转染两种TRIM22⁃siRNA ，

并以无意义序列作为对照组，应用 qRT⁃PCR 和

Western blot 证实转染TRIM22⁃siRNA后，TRIM22 的

mRNA和蛋白表达水平与对照组相比均显著降低

（图1D、E）。
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A、B：CCK8实验检测下调TRIM22后胶质母细胞瘤细胞系U87（A）和U251（B）活力的变化，与对照组比较，*P < 0.001（n=3）；C：细胞平板克

隆实验检测下调TRIM22后胶质母细胞瘤细胞系增殖能力的变化，与对照组比较，*P < 0.001（n=3）。
图2 敲低TRIM22抑制胶质母细胞瘤细胞系的增殖能力

Figure 2 TRIM22 depletion inhibited the proliferation in U87 and U251 cells

2.2 下调TRIM22明显抑制胶质母细胞瘤细胞增殖

能力

在胶质母细胞瘤U87和U251细胞系中转染两

种 TRIM22⁃siRNA后，通过 CCK8实验来评估下调

TRIM22对于细胞活力的影响。与对照组相比，两

种TRIM22⁃siRNA转染后的胶质母细胞瘤细胞系在

第5天的活力有明显下降（P < 0.001，图2A、B）。细

胞平板克隆实验进一步表明，在U87和U251细胞系

中敲低 TRIM22后，细胞克隆形成数明显下降（P <
0.001，图 2C）。上述实验证明了 TRIM22与胶质母

细胞瘤细胞增殖能力密切相关。

2.3 下调TRIM22明显抑制胶质母细胞瘤细胞侵袭

和迁移能力

进一步研究TRIM22对胶质母细胞瘤侵袭和迁

移能力的影响，应用 Transwell 实验评估了 U87和

U251细胞系在转染两种TRIM22⁃siRNA前后穿透基

质胶能力的变化，结果表明下调TRIM22后，U87和
U251穿透基质胶的细胞数量明显减少，提示细胞的

侵袭能力显著下降（P < 0.001，图 3A）。此外，划痕

实验结果亦表明，转染 TRIM22⁃siRNA后能够显著

抑制胶质母细胞瘤细胞 U87 和 U251 的迁移能力

（P < 0.001，图3B）。
2.4 TRIM22影响 PI3K/AKT及EMT相关信号通路

蛋白

此外，应用Western blot检测了敲低 TRIM22对

PI3K/AKT及 EMT相关信号通路蛋白（N⁃cadherin、
Vimentin、E ⁃ cadherin）的影响。 结果显示，敲低

TRIM22后，AKT总蛋白表达水平不变，但 AKT的

S473 位点的磷酸化水平显著低于对照组（P <
0.001，图4A）。 间质标志蛋白N⁃cadherin 和Vimen⁃

tin亦下降明显（P < 0.001，图 4B），而上皮标志蛋白

E⁃cadherin表达明显上升（P < 0.001，图4B），上述实

验说明下调 TRIM22能够抑制 PI3K/AKT信号通路

以及EMT相关信号通路蛋白。

3 讨 论

TRIM22作为TRIM家族的重要一员，具有典型

的RING结构域，作为一种转录因子和核蛋白受体

在人体内稳定发挥其作用，调节细胞内其他蛋白的

表达和功能。先前研究发现TRIM22在乳腺癌中的

表达量比正常乳腺组织中明显降低，表明 TRIM22
可能扮演着抑癌基因的作用［8］。但是在非小细胞肺

癌中，TRIM22则明显高表达，并促进肺癌的发展和

进展［9-10］，这些结果表明TRIM22在不同组织的表达

状况和具体功能有所差异。本研究发现，与正常脑

组织相比，胶质母细胞瘤细胞系中 TRIM22表达明
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A：敲低TRIM22后检测AKT磷酸化水平变化，与对照组比较，*P < 0.001（n=3）；B：敲低TRIM22后检测EMT相关蛋白的变化，与对照组比

较，*P < 0.001（n=3）。
图4 敲低TRIM22后检测AKT磷酸化水平以及EMT相关蛋白的表达变化

Figure 4 The expression of p⁃AKT（S473）and EMT⁃associated proteins after TRIM22 depletion in U87 and U251 cells
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A：Transwell实验检测下调 TRIM22后胶质母细胞瘤细胞系侵袭能力的变化，与对照组比较，*P < 0.001（n=3）；B：划痕实验检测下调

TRIM22后胶质母细胞瘤细胞系迁移能力的变化，与对照组比较，*P < 0.001（n=3）。
图3 敲低TRIM22抑制胶质母细胞瘤细胞系的侵袭和迁移能力

Figure 3 TRIM22 depletion suppressed the invasion and migration in U87 and U251 cells
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中具有重要意义。

PI3K/AKT 作为一经典的信号转导通路，已被

广泛报道，在人体多种肿瘤中具有调节肿瘤细胞增

殖、分化和凋亡的能力［11］，在胶质母细胞瘤中，PI3K/
AKT也具有促进肿瘤增殖等功能［12-15］。EMT是胚胎

发育和恶性肿瘤侵袭迁移中的重要过程［16］，其过程

的主要特征除了细胞在形态上会向间质细胞转变

外，细胞中的EMT 标志蛋白也会发生相应变化，如

E⁃cadherin等黏附分子开始减少并逐渐转变为以Vi⁃
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mentin 等为主要细胞骨架的间充质细胞［17］。 E⁃cad⁃
herin是一种经典的上皮黏附分子，对肿瘤侵袭和迁

移具有抑制作用，先前的研究表明，E⁃cadherin 蛋白

的表达缺失与肺癌［18］、胃癌［19］、前列腺癌［20］�、乳腺

癌［21］等肿瘤的发生和发展以及不良预后有着密切

联系。而在胶质母细胞瘤中，E⁃cadherin的异常低

表达也会导致细胞间黏附力下降和细胞运动能力

增强，从而导致细胞侵袭力增加，这也是胶质母细

胞瘤预后情况不佳的原因之一。

此外，本实验表明，敲低 TRIM22后，AKT磷酸

化水平及N⁃cadherin、Vimentin表达水平较对照组均

明显下降，而E⁃cadherin的表达则明显升高。这些

结果进一步证实了 TRIM22通过影响 PI3K/AKT以

及EMT相关信号通路蛋白，参与胶质母细胞瘤的增

殖、侵袭和迁移。但是 TRIM22具体通过何种方式

影响PI3K/AKT和EMT信号通路尚不清楚，TRIM22
本身作为转录因子，能否直接结合这些蛋白启动子

调节其表达有待进一步研究。此外，TRIM22是否

能够影响EMT过程中的相关蛋白，如 Snail1、ZEB1
和Twist1等，也是将来研究的方向。

综上所述，TRIM22可作为胶质母细胞瘤治疗

的新靶点，本研究为胶质母细胞瘤的靶向治疗提供

一条新的思路和方向。
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