
胶质母细胞瘤是神经系统常见的原发性肿瘤，

恶性程度很高［1］。尽管治疗方法不断改进，胶质母

细胞瘤患者的生存期及预后仍然不容乐观［2］。胶质

母细胞瘤细胞增殖和迁移能力极强导致手术治疗

难以彻底清除肿瘤，复发率很高［3］。肿瘤坏死因子

受体相关因子蛋白 7（tumor necrosis factor receptor
associated factor protein7，TRAF7）是肿瘤坏死因子受

体相关因子蛋白家族中的一员。分子量为 75 kDa。
有研究显示该家族蛋白主要在炎症反应、抗病毒免疫
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应答、凋亡调控等多个方面起重要作用［4］。最近数据

表明TRAF7参与信号转导途径，导致核因子（nucle⁃
ar factor，NF）⁃κB转录因子的活化或阻遏［5］。而且

TRAF7突变在脑膜瘤的发生过程中也起着关键作

用［6］。此外，TRAF7参与细胞应激途径激活的调

节［7］，并在泛素化事件［8］和肌肉组织的发生和分化

过程中扮演着不可或缺的角色。本研究分析

TRAF7在正常脑组织及胶质母细胞瘤中的表达差

异以及 TRAF7表达水平和胶质母细胞瘤患者预后

的关系，除此之外还进一步分析TRAF7对胶质母细

胞瘤细胞增殖和迁移的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

人胶质母细胞瘤细胞系U87、LN229细胞均购

自中科院上海细胞库。正常星型胶质细胞购自

ATCC 细胞库。Opti ⁃MEMI（Gibco 公司，美国）。

DMEM培养基和磷酸盐缓冲液（phosphate buffer sa⁃
line，PBS）（Hyclone 公司，美国）。转染试剂 Lipo⁃
fectamine3000（Invitrogen公司，美国）。TRAF7小干

扰 RNA（si ⁃ TRAF7）及无意义序列（上海吉玛公

司）。TRAF7小干扰序列：5′⁃CCUGUUCAAGAAC⁃
CUGCUUTT⁃3′，5′⁃AAGCAGGUUCUUGAACAGGTT⁃
3′。无意义序列：5′⁃UUCUCCGAACGUGUCACGUTT
⁃3′，5′⁃ACGUGACACGUUCGGAGAATT ⁃3′。总蛋白

提取试剂盒（南京凯基公司）。TRAF7引物、GAPDH
引物（北京六合华大基因科技有限公司）。CCK8试剂

盒及Western blot凝胶配置试剂盒（上海碧云天公

司）。TRAF7抗体（1∶1 000，Abcam公司，美国），β⁃
actin 抗体（1∶3 000，南京巴傲得生物科技有限公

司），辣根过氧化物酶标记羊抗鼠二抗和羊抗兔二抗

（1∶3 000，北京中杉金桥公司）。超敏发光液（Thermo
公司，美国）。

TRAF7基因芯片表达谱数据和临床随访数据

均下载自中国脑胶质母细胞瘤基因组计划（Chinese
Glioblastoma Genome Atlas，CGGA），官方网站http：//
www.cgga.org.cn/portal.php。94例样本表达数据（其

中正常脑组织5例，胶质母细胞瘤89例）；87例胶质

母细胞瘤临床预后数据，其中TRAF7高表达组43例，

低表达组44例。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养、分组和细胞转染

胶质母细胞瘤细胞系U87和LN229及正常星型

胶质细胞（normal human astrocytes，NHAs）接种于含

10%胎牛血清和 1%青链霉素双抗的DMEM培养基

中培养，放置于 37 ℃、5% CO2恒温恒湿密闭培养箱

中培养。细胞贴壁生长，2~3 d换 1次液，传代培

养。细胞分组：阴性对照组（转染无义序列 si⁃Ctrl）
和小干扰敲低组（转染 si⁃TRAF7）。然后按照 Invit⁃
rogen公司转染试剂说明书的方法在胶质母细胞瘤

细胞系U87和LN229中进行转染。转染后将细胞置

于37 ℃、5% CO2培养箱中培养，6~8 h更换为完全培

养基。

1.2.2 稳定细胞系的建立

稳定表达 TRAF7 shRNA（shTRAF7）或者对照

shRNA（shCtrl）的U87和 LN229细胞系使用慢病毒

shRNA技术构建（上海吉凯公司）。用连续稀释的

慢病毒上清液去感染U87和LN229细胞并使用嘌呤

霉素（5 mg/mL）3~4周筛选稳定转染的细胞株。人

TRAF7 shRNA 靶序列如下：5′ ⁃TGAGTCAGACCT⁃
TGCAAGT⁃3′。
1.2.3 CCK8细胞增殖实验

两组细胞消化后重悬于培养液中，每孔1 000个
细胞接种于96孔培养板中，按转染试剂说明书进行

细胞转染。各组于转染后24、48、72、96 h检测。检

测前每孔加入 10 μL CCK8溶液，到达检测点时弃

去培养液，用酶标仪测定各孔吸光度值，波长为

450 nm，每组3个复孔。

1.2.4 平板克隆形成实验

将转染后的对照组（shCtrl）及实验组（sh⁃
TRAF7）胶质母细胞瘤细胞重悬并计数，以每孔500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8~12 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%
多聚甲醛覆盖孔底固定20 min，去除甲醛，PBS仔细

清洗 3次后用结晶紫染色液染色 20 min，回收染色

液后用PBS清洗干净，晾干后拍照。

1.2.5 细胞划痕实验

将转染后的对照组及实验组U87和LN229细胞

接种至6孔板，取3×105个细胞均匀铺入6孔板中，于

6孔板中心区域用直尺人工划1条笔直的约2 mm的

划痕伤口，通过显微镜分别在划痕后0、24 h进行拍

照。重复3次实验。

1.2.6 Western blot实验

转染 48 h后，si⁃Ctrl组、si⁃TRAF7组各 1×106个

细胞用蛋白裂解液进行裂解，收获蛋白并进行BCA
定量，蛋白上样于 10％SDS⁃PAGE凝胶电泳分离蛋

白，湿转至PVDF膜并用5％脱脂奶粉于室温条件下
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封闭2 h，一抗TRAF7（1∶1 000）4 ℃摇床过夜。次日，

TBST洗脱3遍，二抗（1∶3 000）孵育2 h，以β⁃actin作
为内参，将超敏发光液加在PVDF膜上，曝光显影。

1.2.7 实时定量PCR（qRT⁃PCR）实验

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

1.8~2.1则符合纯度要求。按逆转录试剂盒合成 cD⁃
NA，所得 cDNA 利用 Step One Plus 实时荧光定量

PCR仪（ABI公司，美国）进行 qRT⁃PCR实验，检测

TRAF7 的表达情况。循环条件：95 ℃预变性 20
min，随后40个循环，包括95 ℃变性5 s，60 ℃退火并

延伸 31 s。TRAF7上游引物：5′⁃TCCCCAAAGGG⁃
ATGAGAAG⁃3′，下游引物：5′⁃CACTTGGTGGTTT⁃
GCTACGA⁃3′；GAPDH上游引物5′⁃GTCTTCACTAC⁃
CATGGAGAAGG ⁃ 3′ ，下 游 引 物 5′ ⁃ TCATGGAT⁃
GACCTTGGCCAG⁃3′。实验独立重复3次。

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，运用Ka⁃
plan⁃Meier生存分析和 log⁃rank检验对生存随访数

据进行分析，两组间均数比较采用 t检验，多组间均数

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。

2 结 果

2.1 TRAF7在正常脑组织和胶质母细胞瘤中的表

达水平及其与胶质母细胞瘤患者临床预后的关系

CGGA数据库分析显示，TRAF7在胶质母细胞

瘤中的表达水平远高于正常脑组织（P < 0.001，图
1A）。CGGA中87例胶质母细胞瘤患者临床随访数

据分析显示，胶质母细胞瘤患者中TRAF7高表达组

较低表达组预后差，log⁃rank检验P=0.004（图 1B），

该分析显示TRAF7可以作为评估胶质母细胞瘤患者

预后的一个重要指标。应用qRT⁃PCR和Western blot
检测NHAs、U87及 LN229细胞中 TRAF7的表达水

平。结果显示胶质母细胞瘤细胞U87和 LN229中

TRAF7的表达水平明显高于NHAs（P < 0.01，图1C、
D）。
2.2 在胶质母细胞瘤细胞系中敲低TRAF7的表达

能够明显抑制其增殖能力

因为TRAF7在胶质母细胞瘤中表达水平很高，

降低胶质母细胞瘤细胞系中 TRAF7的表达后观察

细胞增殖和侵袭能力的变化。Western blot显示转

染 TRAF7小干扰 RNA后，U87和 LN229两组细胞

TRAF7表达水平都明显降低（图2A）。CCK8增殖实

验结果显示，和 si⁃Ctrl组相比较，转染了TRAF7小干

扰RNA的U87和 LN229细胞增殖在 48、72、96 h明

显下降，差异有统计学意义（P < 0.01，图2B、C）。细

胞平板克隆结果也表明，和对照组相比较，TRAF7
稳定敲低组胶质母细胞瘤细胞的增殖受到明显抑

制（P < 0.001，图2D）。
2.3 敲低TRAF7抑制胶质母细胞瘤细胞的迁移

进一步研究 TRAF7对于胶质母细胞瘤迁移能

力的影响，应用划痕实验评估了U87和LN229细胞

系在转染 si⁃TRAF7后迁移能力的变化，结果表明下

调TRAF7表达后，U87和LN229在 24 h后的迁移距

离较对照组明显缩短，差异有统计学意义（P < 0.01，
图 3A、B）。该结果显示下调 TRAF7的表达能够有

效抑制胶质母细胞瘤细胞的迁移能力。

3 讨 论

TRAF7基因位于人类染色体 16P13.3，是肿瘤

坏死因子受体相关因子家族（TRAFs）的重要成员。

TRAF7最初是在针对围绕 TNF⁃α/NF⁃κB途径的已
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图1 TRAF7在正常脑组织和胶质母细胞瘤中的表达及其与胶质母细胞瘤预后的关系

Figure 1 The expression of TRAF7 in normal brain tissue and glioblastoma and its relationship with prognosis
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图2 TRAF7对胶质母细胞瘤细胞增殖能力的影响

Figure 2 The effect of TRAF7 on proliferation of glioblastoma cells
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知和候选的蛋白质⁃蛋白质相互作用网络筛选中发

现的。在 TRAF7的氨基末端，包含一个环状结构

域和一个相邻的锌指结构域。与其他家族成员结

构所不同的是，TRAF7的羧基末端并不包含特有

的 TRAF 区域而是含有 7 个 WD40 重复序列。

TRAF7可以作为MyoD1的靶向基因，通过调节核

因子NF⁃κB的活性进而影响肌肉组织的发生和分

化。TRAF7在 TNFα刺激后激活 JNK中起着重要

作用，并参与调节 c⁃FLIP的转换并因此导致细胞

死亡。

同样，TRAF7也被多次报道在肿瘤的发生发

展中起着很重要的作用［9- 10］。Wang 等［11］曾报道

TRAF7可以作为泛素⁃蛋白连接酶通过调节P53的

降解从而在乳腺癌的发生发展中发挥关键作用。

TRAF7还可以作为microRNA⁃126的靶标，并且证明

了 TRAF7可以促进人脐静脉内皮细胞凋亡。本研

究首次运用 CGGA 大数据分析了TRAF在正常脑组

织及脑胶质母细胞瘤中的表达情况及与临床预后

的关系，数据分析结果显示，在胶质母细胞瘤中

TRAF7表达量远远高于正常脑组织，并且患者生存

数据随访也证实 TRAF7的表达水平和患者生存期

明显相关，TRAF7高表达患者生存期较TRAF低表

达者明显缩短，差异具有统计学意义。在此基础上

进一步探讨了 TRAF7在细胞水平是否影响胶质母

细胞瘤细胞的增殖及迁移能力，用TRAF7的小干扰

RNA下调TRAF7 的表达，运用CCK8实验和平板克

隆实验对胶质母细胞瘤的增殖能力进行检测，结果

发现敲低 TRAF7后能明显抑制胶质母细胞瘤细胞

的增殖能力。其次采用划痕实验对胶质母细胞瘤

细胞的迁移能力进行检测，结果再一次表明，

TRAF7的表达水平降低以后，胶质母细胞瘤细胞

的迁移能力明显下降。TRAF7在胶质母细胞瘤中

的表达水平和临床预后有较强的相关性，具有一

定的临床分子标志评估价值，TRAF7对胶质母细

胞瘤细胞的增殖和迁移具有很强的促进作用，这

在胶质母细胞瘤的恶性进展过程中具有重要意

义。下一步将进一步体内验证TRAF7对胶质母细胞

瘤细胞恶性进展的影响。同时也会进行TRAF7相关

通路的研究，争取为胶质母细胞瘤的治疗提供更多更

直接的实验依据。
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