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摘 要:目的 探讨eEF2K对胶质瘤细胞增殖及迁移能力的影响。方法 采用 Westernblot法和实时荧光定量PCR检

测eEF2K在胶质瘤细胞U87和正常星形胶质细胞 HA1800中蛋白及 mRNA的表达。在胶质瘤 U87细胞上进行慢病

毒转染,以下调eEF2K的表达,用 Westernblot法验证转染效率。实验分为两组:转染阴性对照空病毒载体的为阴性对

照组,转染eEF2K-shRNA低表达载体的为实验组。稳转细胞株构建成功后,采用CCK-8细胞增殖实验、细胞划痕实验

检测胶质瘤U87细胞的增殖能力和迁移能力。结果 与正常星形胶质细胞相比,胶质瘤细胞中eEF2K的蛋白表达量明

显升高(P<0.001),mRNA的表达水平有所升高(P<0.01)。与阴性对照组相比,下调eEF2K的表达后可以抑制胶

质瘤细胞的增殖能力(P<0.001)和迁移能力(P<0.01)。结论 eEF2K在胶质瘤细胞中呈高表达,下调eEF2K的表

达能够抑制胶质瘤U87细胞的增殖能力和迁移能力。
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheeffectofeEF2Kontheproliferationandmigrationofglioma
cells. Methods TheproteinandmRNAexpressionofeEF2KingliomacellsU87andnormalastrocytes
HA1800weredetectedbyWesternblotandreal-timePCR.WithlentivirustransfectionongliomaU87cells,

theexpressionofeEF2Kwasdown-regulatedandthetransfectionefficiencywasverifiedbyWesternblot.The
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experimentwasdividedintotwogroups:thenegativecontrolgroupwastransfectedbynegativecontrolvirus,

andtheexperimentgroupwastransfectedbyeEF2K-shRNAlowexpressionvector.Afterthestablytransfect-
edcelllinesweresuccessfullyconstructed,theproliferationandmigrationofgliomaU87cellsweredetectedby
CCK-8cellproliferationtestandcellscratchtest. Results Comparedwithnormalastrocytes,theproteinex-
pressionofeEF2Kingliomacellssignificantlyincreased(P <0.001),andthemRNAexpressionlevelin-
creased(P<0.01).Comparedwiththenegativecontrolgroup,thedown-regulationofeEF2Kcouldinhibit
theproliferation(P<0.001)andmigration(P <0.01)ofgliomacells. Conclusion eEF2Kishighlyex-
pressedingliomacells.Anddown-regulationoftheexpressionofeEF2Kcaninhibittheproliferationandmi-
grationabilityofgliomaU87cells.
  Keywords: eEF2K;glioma;cellproliferation;cellmigration

  胶质瘤(glioblastoma,GBM)是中枢神经系统最

常见的肿瘤之一,发病率约为45%,占脑癌相关死亡

的大部分[1],具有发病率高、复发率高、死亡率高以及

治愈率低的特点[2]。由于胶质瘤和正常脑组织并无特

别显著的界限,手术很难完全切除。临床上治疗胶质

瘤以替莫唑胺作为基础的化疗药物,由于相较于其他

癌种,胶质瘤对放疗、化疗不敏感,容易复发,现有的治

疗方法只能适度延长患者的生存期[3]。因此,探究脑

胶质瘤发生及发展的分子机制、寻找新的生物治疗靶

点,对于提高胶质瘤患者的生存率和改善预后具有十

分重要的意义[4]。真核延伸因子2激酶(eukaryotice-
longationfactor2kinase,eEF2K)是α激酶家族的非

典型成员,它能够负向调节蛋白质合成的延伸步骤[5]。
在缺氧和代谢窘迫等压力条件下,eEF2K能够减缓蛋

白质合成,帮助细胞节省能量,从而促进细胞增殖导致

肿瘤生长和进展[6]。近年来国内外的许多学者在研究

中发现eEF2K与肿瘤的发病机制关系密切,并且在多

种实体瘤中高表达,包括胰腺癌、乳腺癌、食管癌、肺癌

和脑肿瘤[7-10],并且高水平的eEF2K表达与浸润性肿

瘤和转移性肿瘤相关,同时eEF2K在肿瘤细胞的生存

和迁移的进展中也发挥着重要的作用[11],抑制eEF2K
可诱导多种癌症类型的细胞死亡。此外,在癫痫患者

中eEF2K还可以通过调节突触可触性来影响患者的

学习和记忆能力,这种改变主要体现在突触可塑性的

活性、形态及从头蛋白的合成[12]。然而,当前eEF2K
在胶质瘤细胞中的生物学作用研究尚少,本研究旨在

探讨胶质瘤细胞中eEF2K 的表达,观察分析下调

eEF2K的表达对胶质瘤 U87细胞增殖和迁移能力的

影响,为癌症治疗提供一个新的靶点。

1 材料与方法

1.1 试剂及抗体 胎牛血清购自上海吉泰依科赛生

物科技有限公司,MEM 培养基购自武汉博士德生物

工程有限公司,胶质细胞培养基购自上海盈湾生物科

技有限公司。eEF2K、GAPDH抗体购自美国CST公

司,10%PAGE凝胶快速制备试剂盒购自上海雅酶生

物医药科技有限公司,PCR引物由上海生工生物工程

有限公司合成,荧光定量PCR试剂盒购自上海普洛麦

格生物产品有限公司,CCK-8试剂盒购自美国 MCE
公司,上海吉凯基因医学科技股份有限 公 司 构 建

eEF2K低表达慢病毒载体。

1.2 细胞培养 胶质瘤细胞U87细胞株购自武汉普

诺赛生命科技有限公司,正常星形胶质细胞 HA1800
购自上海盈湾生物科技有限公司,常规方法复苏细胞

后用含有10%胎牛血清的 MEM 培养基和胶质细胞

培养基分别重悬U87及HA1800细胞至培养瓶中,并
置于37℃、5%CO2 培养箱中培养。待细胞贴壁繁殖

至80%~90%时用0.25%的胰酶进行消化传代。

1.3 蛋白免疫印迹(Westernblot)法检测eEF2K蛋

白的表达 收集对数生长期的U87及 HA1800细胞,
用PBS清洗两次后加入裂解液,并置于冰上进行裂解

半小时。上样至10%的SDS-PAGE 凝胶,每个加样

孔加入30μg/30μL的蛋白样品,上样后上层胶电泳

80v,下层胶电泳120v,使用恒压100v进行转膜并依

据蛋白分子量大小设置不同的转膜时间。转膜结束后

将硝酸纤维素膜置于5%的脱脂牛奶中室温孵育1h,
一抗 稀 释 比 例:eEF2K(1∶1000)、GAPDH(1∶
1000),将封闭后的硝酸纤维素膜置于一抗中4℃过夜

孵育。配置二抗,并在室温孵育2h。ECL显影,A液

和B液按1∶1的比例配置,滴加至膜上进行曝光显

影,以GAPDH为内参。

1.4 实 时 荧 光 定 量 PCR(quantitativereal-time
PCR,qPCR) TotalRNA试剂盒(上海普洛麦格生

物产品有限公司)提取总RNA,反转录为cDNA。并

配置反应体系,进行定量PCR反应。以β-actin为内

参,采用2-ΔΔCt方法分析eEF2K的相对表达水平。引

物序列,见表1。
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表1 引物序列

基因名称 上游引物 下游引物

eEF2K ′AGAGGTCATTGGGTCTGGTAAGGTC′ ′GAGGTTGTAGTGAGCCGAGATTGTG′
ACTIN ′TCTCCCAAGTCCACACAGG′ ′GGCACGAAGGCTCATCA′

1.5 细胞转染 将 U87细胞置于37℃、5%CO2 培

养箱中培养。实验分为两组:将阴性对照空病毒载体

和eEF2K-shRNA低表达载体转染至 U87细胞,作为

阴性对照组和eEF2K低表达组。并将U87细胞悬液

调整为5×104/mL的浓度以每孔2mL接种于6孔板

中,待细胞融合至40%~50%时,更换培养基,每孔1
mL,并添加50μL滴度为5×107TU/mL的病毒悬液

进行转染,将两组细胞放入培养箱中继续培养,16h后

更换新鲜培养基,24h镜下可见绿色荧光,72h荧光

丰度最高。使用荧光显微镜观察慢病毒转染的效率,
然后用嘌呤霉素进行稳转细胞株的筛选,以开展后续

相关实验。

1.6 CCK-8细胞增殖实验 收集对数生长期的阴性

对照组和实验组细胞,以10000个/孔接种于96孔板

每孔100μL,设置5个复孔,置于37℃、5%CO2 培养

箱中分别培养0h、24h、48h、72h、96h。每孔加入10

μLCCK-8试剂,避免在孔中产生气泡,避光孵育2h
后使用酶标仪在450nm波长测定吸光度值,并绘制

U87细胞的生长曲线。

1.7 细胞划痕实验 收集对数生长期的阴性对照组

和实验组细胞,使用无血清的 MEM 培养基调整细胞

浓度为1×106/mL的细胞悬液,每孔2mL加入6孔

板中,待细胞贴壁长满后使用10μL枪头于6孔板底

部垂直划痕,每次使用倒置显微镜观察及拍照前用无

菌PBS清洗2次,以洗去不贴壁的细胞,然后更换新

鲜的无血清培养基,将6孔板放入37℃、5%CO2 培养

箱中培养,然后在适当的时间点0h、48h测量划痕的

宽度并拍照。

1.8 统计学方法 采用SPSS25.0统计学软件进行

数据分析,图片制作采用Graphpad8.0版本。计量资

料采用(췍x±s)表示,组间比较采用t检验。以 P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 eEF2K在各细胞中蛋白相对表达情况 通过

Westernblot法在正常星形胶质细胞 HA1800及胶质

瘤细胞 U87中检测eEF2K的表达水平,结果发现与

HA1800相比,eEF2K的表达量在 U87中呈高表达,
且差异具有统计学意义(P<0.001),如图1所示。

2.2 eEF2K的 mRNA表达结果 通过实时荧光定

量PCR检测eEF2K的表达情况,与正常星形胶质细

胞相比胶质瘤细胞中eEF2K的mRNA表达水平有所

升高(P<0.01),如图2所示。

注:与 HA1800相比,***P<0.001。

图1 Westernblot法检测 HA1800、U87
细胞中eEF2K蛋白的表达

注:与 HA1800相比,*P<0.01。

图2 RT-qPCR检测 HA1800、U87细胞中

eEF2KmRNA相对表达水平

2.3 构建敲低eEF2K的胶质瘤 U87稳转细胞株 
待U87细胞融合至40%~50%时,使用慢病毒进行转

染,感染条件为 MOI=50,转染24h后可见绿色荧光,
培养至72h时荧光强度达到最高。通过 Westernblot
法检测慢病毒转染后各组eEF2K的表达情况,结果显

示:与阴性对照组相比,eEF2K低表达组中的eEF2K
蛋白表达量下降,灰度分析显示具有统计学意义(P
<0.001),表明eEF2K-shRNA低表达载体成功抑制

胶质瘤细胞中eEF2K的蛋白表达水平,如图3所示。

2.4 下调eEF2K的表达对胶质瘤细胞增殖能力的影

响 CCK-8细胞增殖实验结果显示与阴性对照组相比

转染eEF2K-shRNA低表达载体的eEF2K低表达组

从48h之后胶质瘤U87细胞的增殖能力均显著下降,
差异具有统计学意义(P <0.001),提示敲低eEF2K
可明显抑制胶质瘤细胞的增殖能力,如图4所示。

2.5 下调eEF2K的表达对胶质瘤细胞迁移能力的影

响 通过划痕实验检测阴性对照组和eEF2K低表达

组细胞的迁移能力。实验结果显示,48h后eEF2K低

表达组的细胞迁移至空白处距离小于阴性对照组,差
异显示统计学意义(P<0.01),如图5A、5B所示。
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A:胶质瘤 U87细胞(×100);B:Westernblot法检测转染后

eEF2K的蛋白表达水平;C:转染后eEF2K蛋白表达水平的统

计分析,与阴性对照组相比,***P<0.001。

图3 显微镜下慢病毒转染成功时的细胞

形态及eEF2K的表达情况

注:与阴性对照组相比,***P<0.001。

图4 CCK-8法检测干扰后胶质瘤U87细胞的增殖能力

3 讨论

胶质瘤是最恶性和最具侵袭性的脑肿瘤,目前对

胶质瘤的发生、发展的机制了解尚十分的有限,因此,
寻找新的治疗靶点极其重要。eEF2K是不同于传统

蛋白激酶的非典型α激酶家族的新成员,可以磷酸化

和灭活eEF2,人类eEF2K含有725个氨基酸残基,其
催化结构域位于 N端[5]。eEF2K在多种恶性肿瘤呈

高表达,并参与调节肿瘤细胞周期、增殖、自噬、凋亡、
血管生成、侵袭和转移等过程[13],从而促进肿瘤发生

发展的进程。
在前期的研究中发现eEF2K在胶质瘤细胞的表

达明显高于正常星形胶质细胞,因此,本研究通过利用

shRNA沉默胶质瘤细胞中eEF2K 的表达,以探究

eEF2K与胶质瘤细胞增殖和迁移能力的关系。CCK-8

A:胶质瘤U87细胞48h划痕实验(×100);B:胶质瘤 U87细

胞48h划 痕 结 果 统 计 学 分 析,与 阴 性 对 照 组 相 比,**P <

0.01。

图5 低表达eEF2K对胶质瘤U87细胞迁移的影响

细胞实验结果显示从48h开始抑制eEF2K后U87细

胞的增殖能力明显下降;细胞划痕实验的结果显示下

调eEF2K的表达后和阴性对照组相比实验组细胞的

迁移率明显降低,以上实验结果均表明了沉默eEF2K
能够抑制胶质瘤细胞的增殖和迁移能力。以往的研究

发现在结肠癌中的eEF2K的表达水平较低,过表达

eEF2K能够降低结肠癌细胞的活力,并增强化疗药物

奥沙利铂的抗肿瘤功效[14]。一些学者的研究也发现

穿心 莲 内 酯 (andrographolide,AND)通 过 JAK2/

STAT3信号通路可以抑制胶质瘤细胞的生长、诱导细

胞的凋亡,也能起到一定的抗肿瘤效果[15]。在肝癌中

eEF2K通过SP1/klf5介导VEGF的表达,能促进细

胞中血管生长因子的合成和分泌,并刺激PI3K/Akt
和STAT3信号,进而加速血管生成和肿瘤进展[16],下
调eEF2K的表达可以抑制肿瘤细胞的增殖并促进细

胞的凋亡。这些结果均和本实验结论一致,说明了干

扰eEF2K的表达,能够对肿瘤细胞的恶性程度起到一

定的抑制作用。此外,eEF2K的活性也会随着肿瘤微

环境的条件而改变,eEF2K的高表达使肿瘤细胞在营

养匮乏的情况下得以存活,而eEF2K低表达的肿瘤细

胞则被证明会死亡[13]。eEF2K的过表达也已被证明

其能够促进多种类型肿瘤的血管生成、侵袭和转移[9],
而siRNA介导的eEF2K敲低则能够减缓肿瘤的生
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长。近年来有研究表明,eEF2K不但可以指导临床治

疗而且还可作为癌症患者的预后指标[17]。胶质瘤是

一种高度异质性的肿瘤,难以治疗,现有的靶向和单一

治疗方法未能对疾病进展和患者生存产生强有力的影

响。尽管关于eEF2K在肿瘤的增殖及转移等方面取

得了很大的进展,但eEF2K通过何种机制参与脑胶质

瘤发生的过程并不清楚,这也是未来应当解决的重要

问题,此外,将eEF2K作为靶点的临床研究也是未来

重要的发展方向。
综上所述,本研究结果提示eEF2K在胶质瘤细胞

中表达上调,抑制eEF2K的表达可以显著抑制胶质瘤

细胞的增殖能力和迁移能力,为胶质瘤的治疗提供一

个新的靶点。在未来,明确eEF2K对胶质瘤影响的机

制还需要进行更深入的探索。
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