
胶质瘤是中枢神经系统中最常见的一种原发

性肿瘤，病理恶性特点主要表现为肿瘤组织过度增

殖并向周围脑组织侵袭，呈浸润性生长，目前认为

其发病机制是多基因异常调控所致。环磷酸腺苷

应答元件结合蛋白（cAMP⁃responsive element bind⁃
ing protein1，CREB1）是真核细胞转录因子，分子量

为 43 kDa，属于ATF/CREB家族，主要通过 cAMP依

赖的细胞信号转导途径调控基因的表达，其转录活

性的激活由自身磷酸化所决定，在生命过程中发挥
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［摘 要］ 目的：探讨CREB1在胶质瘤中的表达及其对人脑胶质瘤细胞增殖和侵袭的影响。方法：采用中国脑胶质瘤基因组

计划（CGGA）数据库中CREB1在不同级别胶质瘤组织中的表达数据，分析CREB1的表达水平与胶质细胞瘤患者临床预后的

相关性。采用CREB1小干扰RNA（si⁃CREB1）转染胶质瘤U251及U87细胞，通过CCK8试验及Transwell试验观察下调CREB1
表达后胶质瘤细胞增殖和侵袭能力的变化。结果：CREB1在人脑高级别胶质瘤组织中的表达高于低级别组，胶质瘤患者中高

表达CREB1提示预后不良。下调CREB1表达可以抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭能力。结论：CREB1与胶质瘤的病理级别和

临床预后相关，si⁃CREB1可以抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭能力。
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［Abstract］ Objective：To study the expression of CREB1 in glioma and its effect on the proliferation and invasion of human glioma
cells. Methods：The expressions of CREB1 in different grades of glioma tissues were analyzed within the Chinese Glioma Genome
Atlas expression Dataset（CGGA）. The correlation between CREB1 expression and clinical prognosis in glioma patients was analyzed
by using CGGA Dataset. The small interfering RNA of CREB1（si⁃CREB1）were transfected into U251 and U87 glioma cells, the effect
of down ⁃ regulation of CREB1 on cell proliferation and invasion were tested by CCK8 assay and Transwell assay. Results：The
expression of CREB1 in higher grade glioma tissues was higher than that in lower grade tissues. High⁃expression of CREB1 associated
with unfavourable prognosis in glioma patients. Down ⁃ regulation of CREB1 suppressed proliferation and invasion in glioma cells.
Conclusion：The expression level of CREB1 relates with tumor pathological grade and clinical prognosis in glioma. si⁃CREB1 inhibits
proliferation and invasion in glioma cells.
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重要作用［1］。对于CREB1基因的研究一方面集中

于神经系统高级生理活动过程中，如抑郁症［2］、帕金

森病［3］、神经元缺氧损伤修复［4］等。另一方面，

CREB1在人体恶性肿瘤中作为一种重要的原癌基因

愈发受到重视，已有证据表明CREB1在人类肺癌［5］、

乳腺癌［6］、白血病［7］等多种肿瘤组织中高表达。本

研究检测分析CREB1在脑胶质瘤中的表达情况及

与临床预后的关系，并探讨其对胶质瘤细胞增殖和

侵袭能力的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

人胶质瘤细胞系U87、U251细胞均购自中科院

上海细胞库。Opti⁃MEMI、DMEM 培养基和新生胎

牛血清均购自美国 GIBCO 公司。 Lipofectamine
2000购自美国 Invitrogen公司。CREB1小干扰RNA
购自上海吉玛公司，序列：5′⁃GUCUCCACAAGUCCA
AACATT ⁃ 3′，5′ ⁃ GGCCUGCAAACAUUAACCATT ⁃
3′。CCK8试剂盒购自上海碧云天公司。Matrigel基
质胶购自美国 BD Biosciences 公司。CREB1 抗体

（1∶400）购自美国 Santa Cruz公司，GAPDH抗体（1∶
5 000）购自美国Bioworld公司，二抗（1∶2 000）购于

美国 Santa Cruz公司。Pierce ECL发光液购自美国

Pierce公司。

CREB1基因芯片表达谱数据和临床随访数据均

下载自中国脑胶质瘤基因组计划（Chinese Glioma Ge⁃
nome Atlas，CGGA）官方网站 http：//www.cgga.org.cn/
portal.php。325例不同级别胶质瘤样本表达数据（其

中低级别WHO Ⅱ级 109例；高级别WHO Ⅲ级 72
例+ WHO Ⅳ级144例）；310例胶质瘤临床预后数据，

其中CREB1高表达组102例，低表达组208例。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养、分组和细胞转染

U87 及 U251 细胞培养于 10%新生牛血清的

DMEM培养基，置于37℃、5% CO2培养箱中培养，取

对数生长期细胞实验。将细胞分为 2组：阴性对照

组（转染无义序列 NC）和 si ⁃ CREB1 组（转染 si ⁃
CREB1）。按照 Lipofectamine 2000 说明书将 si ⁃
CREB1和Lipofectamine 2000混合于Opti⁃MEMI中，

得到转染混合液，静置20 min后将转染混合液加入

细胞中，放入 37℃、5% CO2培养箱中，8 h之后更换

为完全培养基。

1.2.2 Western blot实验

转染 96 h后，NC组、si⁃CREB1组各 1×106个细

胞用RIPA裂解液裂解，收获蛋白并行BCA定量，30
μg蛋白上样于12％ SDS⁃PAGE凝胶电泳分离蛋白，

湿转至PVDF膜并用5％脱脂奶粉于37 ℃条件下封

闭1 h，一抗（CREB1 1∶400稀释）4℃孵育过夜，HRP
标记的二抗孵育 90 min，以GAPDH作为内参，将超

敏发光液加在PVDF膜上，曝光显影，验证 si⁃CREB1
的转染效果。

1.2.3 细胞增殖试验

各组细胞消化后重悬于培养液中，每孔 1×104

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和 96 h检

测。检测前4 h每孔加入5 μL CCK8溶液，到达检测

点时弃去培养液，用酶标仪测定各孔的吸光度值，

波长为450 nm，每组3个复孔。

1.2.4 细胞侵袭试验

应用24孔预铺Matrigel的Transwell膜行细胞体

外侵袭试验。将各组细胞种植于Transwell小室内，

每组 3个复孔，每孔上室含 3×104个细胞和无血清

DMEM培养基 200 μL，下室为含 20％胎牛血清的

DMEM培养基500 μL。培养48 h后，将上室未侵袭

细胞用湿棉签擦去，以95％酒精固定，以0.1％结晶

紫染色，拍照（×200），计数。

1.3 统计学方法

应用SPSS 11.5软件进行统计学分析，实验数据

以均数±标准差（x ± s）表示，生存随访数据运用Ka⁃
plan⁃Meier 生存分析和 log⁃rank检验进行分析，其他

数据运用单因素方差分析，各组实验均独立重复

3次，P≤0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 CREB1在不同级别人脑胶质瘤组织中的表达

CREB1在 325 例不同级别胶质瘤中的表达数

据（CGGA）分析显示：高级别胶质瘤（WHO Ⅲ~Ⅳ
级）组织中CREB1的表达水平明显高于低级别胶质

瘤（WHO Ⅱ级）组织（图 1A，P＜0.01）。CGGA 中

310例胶质瘤患者临床随访数据分析显示：CREB1
高表达组胶质瘤患者预后较低表达患者差，log⁃rank
检验P=0.003，提示在胶质瘤中CREB1高表达可作

为一个独立的预后不良因素（图1B）。
2.2 si⁃CREB1可抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭能力

由于CREB1在胶质瘤中高表达，文献亦报道其

作为原癌基因在多种肿瘤中有重要调控作用，我们

运用CREB1小干扰RNA（si⁃CREB1）敲低CREB1的
表达来观测其癌基因作用是否得到抑制。Western
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A：单因素方差分析CREB1在不同级别胶质瘤中的表达数据（P < 0.01）；B：Kaplan⁃Meier生存分析胶质瘤临床预后数据（P=0.003）。
图1 CREB1在不同级别胶质瘤组织中的表达及其与临床预后的关系

Figure 1 The expression of CREB1 in different grades of glioma tissues and its correlation to prognosis
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blot验证转染 si⁃CREB1后U251及U87两组细胞的

CREB1表达降低（图2A）。CCK8细胞增殖实验结果

表明U87细胞在转染 si⁃CREB1后，和阴性对照（NC）
组相比，si⁃CREB1组在72 h和96 h处细胞增殖显著

下降，且差异有统计学意义（P < 0.01）。在U251细
胞中，转染 si⁃CREB1产生的抑癌效果与U87细胞相

似，在 72 h和 96 h处 si⁃CREB1组细胞增殖较NC组

显著降低，差异具有统计学意义（P < 0.05，图 2B）。

体外 Transwell实验检测其对胶质瘤细胞侵袭能力

的影响，结果发现 si⁃CREB1组U87细胞穿过人工基

底膜数为（28.3 ± 4.5）个，而NC组为（57.6 ± 5.0）个，

差异具有统计学意义（P < 0.01）。U251细胞转染 si⁃
CREB1后，si⁃CREB1组及NC组穿过的细胞数分别

为（22.0 ± 2.6）个和（46.0 ± 4.4）个，差异具有统计学

意义（P < 0.01，图 2C）。该结果显示敲低CREB1表
达能够有效抑制胶质瘤细胞的增殖和侵袭能力。

3 讨 论

CREB1基因组位于人类染色体2q34，是转录因

子中的激活转录因子（ATF）/CREB家族中的一员，

是调节转录的核蛋白因子，主要通过 cAMP依赖的

细胞信号转导途径调节基因的表达。在静息期细

胞中，CREB1以去磷酸酸化状态存在，无转录活性，

当细胞内 cAMP或Ca2+水平升高时，CREB1的133位
丝氨酸被蛋白激酶 A 磷酸化后被激活，活化的

CREB1识别保守的 cAMP反应元件，从而调节其下

游靶基因的表达［8］。CREB1调控的靶基因涵盖了从

神经传导、生长因子和激素、细胞结构、细胞生存、离

子通道、细胞代谢、信号通路到基因转录调节等诸多

方面，在众多细胞生理活动中发挥重要作用［9-10］。目

前CREB1与肿瘤发生发展的关系日益受到重视，成

为近年来研究热点。Dimitrova等［11］运用全新的生

物基因信息网络分析软件 inflo寻找有效的生物基因

标记物和靶点时发现cAMP⁃CREB1线轴通路在卵巢

癌中发挥着重要的分子调控作用。Chhabra等［12］研究

发现CREB1在乳腺癌中高表达，恶性较高的浸润性

导管癌中表达显著升高，乳腺癌患者生存期亦和

CREB1的表达相关，高表达的 CREB1与预后负相

关。Li等［13］研究发现CREB1在肾癌组织和细胞系

中高表达，下调CREB1表达可以影响细胞的增殖、

迁移、凋亡等功能从而抑制肾癌肿瘤发生，在肾癌

中CREB1还可以被miR⁃10b⁃5p和miR⁃363⁃3p靶向

调控影响肿瘤发生。

在胶质瘤的分子生物研究当中，CREB1多被报

道为重要的转录因子参与miRNA的调控网络当中，

并形成多条反馈环行通路［14］。Peng等［15］发现miR⁃
200 b可以靶向CREB1抑制胶质瘤的生长。Tan等［16］

发现在胶质瘤细胞中CREB1可以通过靶向miR⁃23a
的表达进而调控 PTEN来促进胶质瘤的生长，提出

CREB1⁃miR⁃23a⁃PTEN的非编码RNA介导多基因路

径在胶质瘤中的调控方式。Hutter等［17］在研究分子

磷酸化在胶质母细胞瘤组织的调控作用时，挑选了

12条最重要的磷酸化通路，在60例组织标本中运用

反相蛋白质阵列（RPPA）技术结合随访资料发现

pCREB1/CREB1、NOTCH ⁃ ICD/NOTCH1、pGSK3β/
GSK3β磷酸化在肿瘤患者中发挥重要作用并与预后

生存相关。本研究首次运用 CGGA大数据分析了

CREB1在不同级别胶质瘤中的表达情况及与临床

预后的关系，与 CREB1在其他肿瘤中表达情况相

似，在胶质瘤中亦作为癌基因高表达且与级别相

关，高级别胶质瘤中的表达高于低级别胶质瘤。患

者生存数据随访也证实CREB1的表达水平和患者

生存期相关，高表达的CREB1提示预后不良。我们

进一步探讨了CREB1在细胞水平如何影响胶质瘤
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A：转染 si⁃CREB1后，在U251和U87细胞中，Western blot检测均提示CREB1的表达降低；B、C：U87（B）和U251（C）胶质瘤细胞转染 si⁃
CREB1后与对照组相比，其增殖能力被抑制；D：转染 si⁃CREB1组较对照组相比，胶质瘤细胞侵袭能力明显抑制（×200），穿过人工基底膜细胞

计数明显降低；与NC组比较，*P < 0.05，**P < 0.01（n=3）。
图2 si⁃CREB1对胶质瘤细胞增殖和侵袭能力的影响

Figure 2 The effect of si⁃CREB1 on proliferation and invasion in glioma cells
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的恶性生物学功能，体外试验中用 si⁃CREB1下调

CERB1的表达，运用CCK8试验和 Transwell试验对

胶质瘤的增殖及侵袭能力进行检测，结果发现 si⁃
CREB1转染后能明显抑制胶质瘤细胞的增殖和侵

袭能力。

这些结果表明，CREB1与胶质瘤的级别和临床

预后相关，具有一定的临床分子标记评估价值，

CREB1对胶质瘤细胞的增殖和侵袭具有调控作用，

在胶质瘤的恶性进展过程中具有重要意义。下一

步我们将着力于CREB1与其他重要信号通路和胶

质瘤临床重要分子标志物的相关性研究，为胶质瘤

疾病的发病机制和基因治疗策略提供更多的实验

依据。
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