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Ｃ１ＧＡＬＴ１在胶质母细胞瘤中的表达和生物学作用
敖　欣１，龙云峰１，张峥嵘１，张明珠１，乐　壮１，苏延停２

（湖北科技学院１药学院、２基础医学院，咸宁　 ４３７１００）

摘要　目的　探究核心１β１，３-半乳糖基转移酶１（Ｃ１ＧＡＬＴ１）在胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）中的表达及其对ＧＢＭ发生发展的影响。
方法　利用ＧＥＰＩＡ和ＣＧＧＡ数据库分析Ｃ１ＧＡＬＴ１在 ＧＢＭ中的表达水平及预后情况。选择两种代表性的 ＧＢＭ细胞（Ｕ２５１
和ＬＮ１８），构建敲低Ｃ１ＧＡＬＴ１的ＧＢＭ细胞系并进行体外实验。细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ-８）法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 Ｃ１ＧＡＬＴ１
对ＧＢＭ细胞增殖、迁移、侵袭能力的影响。转录组数据分析可能的信号通路。采用细胞衰老 β-半乳糖苷酶染色试剂盒检测
细胞β-半乳糖苷酶活性。结果　ＧＥＰＩＡ和ＣＧＧＡ数据库分析结果显示，与癌旁组织相比，Ｃ１ＧＡＬＴ１在ＧＢＭ组织中高表达（Ｐ
＜０.０５），其高表达与患者不良预后相关（Ｐ＜０.０００１）。ＣＣＫ-８实验结果显示敲低 Ｃ１ＧＡＬＴ１后，细胞的增殖能力下降（Ｐ＜
０.０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示敲低Ｃ１ＧＡＬＴ１后细胞迁移和侵袭能力降低（Ｐ＜０.００１）。转录组测序和细胞衰老β-半乳糖苷
酶染色实验结果显示Ｃ１ＧＡＬＴ１参与到细胞衰老信号通路，敲低Ｃ１ＧＡＬＴ１后细胞衰老相关的β-半乳糖苷酶活性明显增强（Ｐ
＜０.０５）。结论　Ｃ１ＧＡＬＴ１在ＧＢＭ组织中高表达，并可能通过抑制细胞衰老增强ＧＢＭ细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
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２０１４２０２０４０１３４＠ｗｈｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＧＢＭ）是成人中最
具侵袭性的原发性恶性脑肿瘤，尽管采取手术切除

联合放疗和化疗，患者总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＯＳ）约为１５个月 ［１－２］，预后依旧较差。２０２１年世
界卫生组织中枢神经系统肿瘤分类（ＷＨＯＣＮＳ５）第
５版将分子特征和组织学特征相结合对 ＧＢＭ重新
进行了分类：异柠檬酸脱氢酶突变型星形细胞瘤中

的ＣＤＫＮ２Ａ／Ｂ纯合缺失及异柠檬酸脱氢酶野生型
弥漫性星形细胞瘤中的 ＴＥＲＴ启动子突变、ＥＧＦＲ
扩增和７号染色体增加或１０号染色体完全丢失，则
被诊断为ＧＢＭ［３］。进一步研究寻找ＧＢＭ诊断和治
疗靶点具有重要意义。

　　核心１β１，３-半乳糖基转移酶１（ｃｏｒｅ１β１，３-
ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１，Ｃ１ＧＡＬＴ１），是合成黏蛋白型
Ｏ-聚糖核心 １结构的必需酶［４］，在许多生物学功能

中起着重要作用，包括血管生成、血小板生成和肾脏

发育［５］。Ｃ１ＧＡＬＴ１被报道在结直肠癌［６］、乳腺

癌［７］、胃癌［８］等多个肿瘤中高表达，并且在癌症的

发生发展中发挥重要作用，但 Ｃ１ＧＡＬＴ１在 ＧＢＭ中
的作用机制尚不清楚。该研究旨在探讨 Ｃ１ＧＡＬＴ１
在 ＧＢＭ 中的表达水平与预后相关性，探索
Ｃ１ＧＡＬＴ１的表达水平对ＧＢＭ细胞生物学功能的影
响，为ＧＢＭ的诊疗提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　ＧＢＭ细胞 Ｕ２５１、ＬＮ１８及２９３Ｔ细胞购
自武汉普诺赛生命科技有限公司。ＤＭＥＭ培养基、
青链霉素双抗、胰酶均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血
清购自长沙赛尔博克斯生物科技有限公司；

Ｃ１ＧＡＬＴ１抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司；ｐ５３和 ｐ２１抗体以及 ＨＲＰ标记的山羊抗鼠抗兔
ＩｇＧ购自武汉三鹰生物技术有限公司；ＨｉｅｆｆＴｒａｎｓⓇ

ｓｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ体外转染试剂和脂质体转染试剂均
购自上海翌圣生物科技股份有限公司；细胞衰老 β-
半乳糖苷酶染色试剂盒、细胞计数试剂盒 ８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ-８，ＣＣＫ-８）、ＢＣＡ试剂盒购自上海碧云天
生物公司；ＥＣＬ化学发光底物试剂盒购自北京兰杰
柯科技有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司；多功能成像仪 ｉＢｒｉｇｈｔ１５００购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；多功能微孔板检测仪购自美
国Ｂｉｏ-Ｒａｄ公司。
１．２　方法
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１．２．１　生物信息学分析　ＧＥＰＩＡ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ．ｃｎ／）和 ＣＧＧＡ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｃｇｇａ．ｏｒｇ．ｃｎ／）研究 Ｃ１ＧＡＬＴ１在 ＧＢＭ组织和
正常组织中的表达情况以及患者预后相关性。

１．２．２　细胞培养与瞬时转染　按常规方法配置
１％含青链霉素的双抗和１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培
养基，在 ３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养。按照
ＨｉｅｆｆＴｒａｎｓⓇ ｓｉＲＮＡ／ｍｉＲＮＡ体外转染试剂说明书将
实验组Ｃ１ＧＡＬＴ１-ｓｉＲＮＡ和阴性对照组ｓｉＮＣ转染至
Ｕ２５１和ＬＮ１８细胞。４８ｈ后收集细胞提取蛋白，通
过蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）实验检测转染效率。
本研究所用质粒由上海擎科生物科技有限公司合

成，其序列分别为：ｓｉＮＣ序列，５′-ＣＡＡＣＣＵＣＡＧＣ-
ＣＡＵＧＵＣＧＡＣＵＧＧＵＵＵ-３′；Ｃ１ＧＡＬＴ１-ｓｉＲＮＡ１序列，
５′-ＵＵＡＧＵＡＵＡＣＧＵＵＣＡＧＧＵＡＡＧＧＵＡＧＧ-３′；Ｃ１ＧＡ-
ＬＴ１-ｓｉＲＮＡ２序列，５′-ＵＵＡＵＧＵＵＧＧＣＵＡＧＡＡＵＣＵＧ-
ＣＡＵＵＧＡ-３′。
１．２．３　慢病毒包装与稳定细胞株的筛选　为了构
建Ｃ１ＧＡＬＴ１稳定敲低的细胞系，将２９３Ｔ细胞接种
至１０ｃｍ培养皿，待细胞汇合度至７０％左右进行慢
病毒包装。实验中转染细胞分为对照组（ｓｈＮＣ组）
和ｓｈＲＮＡ干扰组，所用质粒由上海擎科生物科技有
限公司合成，包括：ｓｈＮＣ序列，ＧＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴ-
ＧＴＣＡＣＧＴ；ｓｈＲＮＡ１-Ｃ１ＧＡＬＴ１序列，ＧＣＣＴＴＡＴＧＴＡ-
ＡＡＧＣＡＧＧＧＣＴＡ；ｓｈＲＮＡ２-Ｃ１ＧＡＬＴ１序列，ＣＣＣＡＧＣ-
ＣＴＡＡＴＧＴＴＣＴＴＣＡＴＡ。将 ｓｈＮＣ／ｓｈＲＮＡ-Ｃ１ＧＡＬＴ１、
ｐｓＰＡＸ２和ｐＭＤ２Ｇ按照２∶２∶１比例用 Ｏｐｔｉ-ＭＥＭ
混合，放置５ｍｉｎ，按１∶１比例用 Ｏｐｔｉ-ＭＥＭ稀释脂
质体转染试剂，５ｍｉｎ结束后二者混合室温孵育２０
ｍｉｎ，加入到２９３Ｔ细胞，１２ｈ后更换新鲜培养基。继
续培养４８ｈ收集病毒上清液感染Ｕ２５１细胞。感染
４８ｈ后用 ２.５μｇ／ｍｌ嘌呤霉素进行筛选，７ｄ后
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｈＲＮＡ敲低效果。
１．２．４　ＣＣＫ-８细胞增殖实验　将转染 ４８ｈ后的
Ｕ２５１和ＬＮ１８细胞，以５×１０３个／孔细胞密度接种
于９６孔板中。分别在０、２４、４８和７２ｈ加入１０μｌ
的ＣＣＫ-８试剂并在３７℃培养箱中孵育２ｈ后，用多
功能微孔板检测仪测定４５０ｎｍ处的吸光度值。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　细胞转染４８ｈ后用胰酶消
化并吹打成单个细胞，细胞悬液转移至离心管中，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清液，用 ＰＢＳ清洗 １
次，重复离心操作，弃去 ＰＢＳ，加入无血清培养基重
悬细胞。进行计数以每小室１００μｌ含５×１０４个细
胞接种到上室中，同时向下室内添加７００μｌ含１０％

胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，侵袭组则用包被 ｍａｔｒｉ-
ｇｅｌ的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室进行。细胞培养４８ｈ后用ＰＢＳ
清洗小室，４％多聚甲醛固定细胞２０ｍｉｎ，０.１％结晶
紫染液染色１５ｍｉｎ，用棉签轻轻擦拭上室细胞，在显
微镜下每孔随机选取３个视野成像进行计数和拍
照。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　消化收集细胞，加入ＲＩ-
ＰＡ裂解液 ４℃裂解 ３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ，收集上清液用ＢＣＡ法检测蛋白浓度，样品变性
后进行上样，通过十二烷基磺酸钠 －聚丙烯酰胺凝
胶（ＳＤＳ-ＰＡＧＥ）电泳，然后转移至 ＰＶＤＦ膜，用５％
的脱脂牛奶室温封闭１ｈ。０.１％ ＴＢＳＴ洗膜后，孵
育一抗（包括ＧＡＰＤＨ、Ｃ１ＧＡＬＴ１、ｐ５３和ｐ２１抗体），
４℃孵育过夜。次日０.１％ ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０
ｍｉｎ，二抗孵育１ｈ，用０.１％ ＴＢＳＴ洗涤后，用多功能
成像仪进行检测，ＥＣＬ试剂化学发光显影。
１．２．７　转录组测序分析　收集 ｓｉＮＣ和 Ｃ１ＧＡＬＴ１
ｓｉＲＮＡ处理的两组Ｕ２５１细胞样本进行测序，各３个
生物学重复，每组样品约含５×１０６个细胞，提取总
ＲＮＡ并检测所提 ＲＮＡ完整性及纯度和浓度。将
ＲＮＡ用干冰保存运送至迈维生物有限公司进行后
续ｍＲＮＡ-ｓｅｑ文库构建和利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台进行高
通量测序等操作以及基本数据分析。

１．２．８　细胞衰老 β-半乳糖苷酶染色　选取 Ｕ２５１
对照细胞 ｓｈＮＣ和用 ｓｈＲＮＡ１-Ｃ１ＧＡＬＴ１构建的
Ｕ２５１细胞系进行染色。细胞接种于２４孔板，待细
胞密度达到７０％左右进行染色。遵循试剂盒的步
骤进行，ＰＢＳ清洗和细胞固定后，进行染色并３７℃
孵育过夜，期间用保鲜膜盖住防止挥发。第２天在
光学显微镜下观察、拍照、分析。

１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２３.０统计、Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ９.５软件对实验结果进行统计分析和作图。
统计结果使用均数 ±标准差表示，运用 ｔ检验或单
因素方差分析进行组间比较，以 Ｐ＜０.０５为差异有
统计学意义。所有实验重复３次。

２　结果

２．１　Ｃ１ＧＡＬＴ１在 ＧＢＭ中的表达及预后　　ＧＥ-
ＰＩＡ数据库分析显示，Ｃ１ＧＡＬＴ１在多种肿瘤中高表
达，其中包括 ＧＢＭ（图 １Ａ）。与癌旁组织相比，
Ｃ１ＧＡＬＴ１ｍＲＮＡ的表达水平在ＧＢＭ组织中上调（Ｐ
＜０.０５，图１Ｂ）。ＣＧＧＡ数据库对ＷＨＯ认定的不同
等级神经胶质瘤进行Ｃ１ＧＡＬＴ１表达差异的对比，结
果显示，随着神经胶质瘤等级的升高，Ｃ１ＧＡＬＴ１的
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表达水平也上升，在最高级别 ＧＢＭ中 Ｃ１ＧＡＬＴ１的
表达水平最高（Ｐ＝０.００２３；图１Ｃ）。ＣＧＧＡ数据库
对Ｃ１ＧＡＬＴ１的表达与胶质瘤患者的预后进行相关
性分析，结果显示，Ｃ１ＧＡＬＴ１低表达组的胶质瘤病
人的生存率高于高表达组（Ｐ＜０.０００１，图１Ｄ）。这
些结果说明Ｃ１ＧＡＬＴ１在ＧＢＭ中高表达并与患者预
后不良相关。

２．２　敲低 Ｃ１ＧＡＬＴ１对 ＧＢＭ细胞增殖能力的影
响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃ１ＧＡＬＴ１在５种 ＧＢＭ细胞
中（包括Ａ１７２、Ｔ９８Ｇ、Ｕ２５１、ＬＮ１８和 Ｕ８７）的表达水
平（图２Ａ）。选取２种代表性的 ＧＢＭ细胞 Ｕ２５１和
ＬＮ１８进行小分子干扰敲低 Ｃ１ＧＡＬＴ１，并通过 Ｗｅｓｔ-
ｅｒｎｂｌｏｔ验证敲低效率（图２Ｂ）。ＣＣＫ-８实验结果显
示，与ｓｉＮＣ组相比，ｓｉＲＮＡ１和 ｓｉＲＮＡ２组在２４ｈ和
４８ｈ细胞相对增殖能力减弱，７２ｈ（ｔＵ２５１ｓｉＲＮＡ２ ＝
１９.３７，ｔＬＮ１８ｓｉＲＮＡ２＝１５.８５；Ｐ＜０.０５）细胞相对增殖
能力最弱（图２Ｃ）。说明敲低 Ｃ１ＧＡＬＴ１后 ＧＢＭ细
胞的增殖能力下降，Ｃ１ＧＡＬＴ１促进了 ＧＢＭ细胞的
增殖。

２．３　敲低 Ｃ１ＧＡＬＴ１对 ＧＢＭ细胞迁移和侵袭能
力的影响　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示，敲低 Ｃ１ＧＡＬＴ１后
Ｕ２５１和ＬＮ１８细胞穿过小室的数目低于对照组，说
明下调 Ｃ１ＧＡＬＴ１的表达能够抑制 ＧＢＭ细胞 Ｕ２５１
和ＬＮ１８迁移（ｔＵ２５１ｓｉＲＮＡ２＝５２.９８；ｔＬＮ１８ｓｉＲＮＡ２＝５０.２２；
Ｐ＜０.０５）和侵袭（ｔＵ２５１ｓｉＲＮＡ２ ＝３２.３８；ｔＬＮ１８ｓｉＲＮＡ２ ＝
７６.１６；Ｐ＜０.０５）能力（图３）。
２．４　高通量测序结果分析　选取人胶质瘤 Ｕ２５１
细胞进行Ｃ１ＧＡＬＴ１ｓｉＲＮＡ干扰实验，实验设置阴性
对照组（ｓｉＮＣ组）和 Ｃ１ＧＡＬＴ１-ｓｉＲＮＡ干扰组，每组
包含３个生物学重复（ｓｉＮＣ组：ＮＣ-１、ＮＣ-２、ＮＣ-３；
Ｃ１ＧＡＬＴ１-ｓｉＲＮＡ组：ｓｉ１-１、ｓｉ１-２、ｓｉ１-３）。通过 Ｗｅｓｔ-
ｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃ１ＧＡＬＴ１蛋白表达水平以验证基因干
扰效率（图４Ａ），同时提取各组细胞总 ＲＮＡ进行转
录组高通量测序分析。结果显示，与 ｓｉＮＣ组相比，
Ｃ１ＧＡＬＴ１-ｓｉＲＮＡ１组细胞有１０６８个基因发生显著
差异性表达，其中上调基因数有５６９个、下调基因数
有４９９个（图４Ｂ）。其差异基因热图见图４Ｃ。
２．５　差异基因的ＧＯ分析　对５６９个上调基因和

图１　Ｃ１ＧＡＬＴ１在ＧＢＭ中的表达及预后

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＣ１ＧＡＬＴ１ｉｎＧＢＭ
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ｅｌｓｉｎＧＢＭａｎｄｐａｒａ-ｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｂａｓｅｄｏｎＧＥＰＩＡｄａｔａｂａｓｅ；*Ｐ＜０.０５ｖｓＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣ１ＧＡＬＴ１ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｇｌｉｏｍａ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒａｄｅｓｉｎｔｈｅＣＧＧＡｄａｔａｂａｓｅｗａｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔ；Ｄ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣ１ＧＡＬＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｔｈｅＣＧＧＡｄａｔａｂａｓｅ．
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图２　敲低Ｃ１ＧＡＬＴ１对ＧＢＭ细胞增殖能力的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣ１ＧＡＬＴ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＧＢＭｃｅｌｌｓ
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ｓｉｓ；Ｃ：ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣ１ＧＡＬＴ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＵ２５１ａｎｄＬＮ１８ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ-８；ａ：ｓｉＮＣ；ｂ：ｓｉＲＮＡ１；ｃ：ｓｉＲＮＡ２；*Ｐ＜

０.０５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图３　敲低Ｃ１ＧＡＬＴ１对ＧＢＭ细胞迁移和侵袭能力的影响 ×２００

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣ１ＧＡＬＴ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＧＢＭｃｅｌｌｓ×２００

　　Ａ：ＴｈｅＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔＣ１ＧＡＬＴ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｍａｒｋｅｄｌｙｉｍｐａｉｒｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅｃａｐａｃｉｔｉｅｓｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＴｈｅＴｒ-

ａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔＣ１ＧＡＬＴ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｍａｒｋｅｄｌｙｉｍｐａｉｒｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅｃａｐａｃｉｔｉｅｓｏｆＬＮ１８ｃｅｌｌｓ；ａ：ｓｉＮＣ；ｂ：ｓｉＲＮＡ１；ｃ：

ｓｉＲＮＡ２；*Ｐ＜０.０５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

４９９个下调基因分别从生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，
ＢＰ）、细胞组成（ｃｅｌｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）和分子功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）这３个层面进行 ＧＯ注释，
筛选出基因富集的显著性ＧＯ。可见上调基因在ＢＰ
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层面主要富集在“先天免疫反应”、“免疫反应正向

调节”上，在ＣＣ层面主要富集在“ＭＨＣ-Ｉ类蛋白复
合物”、“核小体”上，在 ＭＦ层面主要富集在“染色
质的结构成分”、“蛋白质异源二聚化活性”上（图

５Ａ）；下调基因在 ＢＰ层面主要富集在“细胞摄入”、

“细胞间黏附”上，在ＣＣ层面主要富集在“突触后区
域”、“肌动蛋白细胞骨架”上，在 ＭＦ层面主要富集
在“肌动蛋白结合”、“有机阴离子跨膜转运活性”上

（图５Ｂ）。
２．６　差异基因的ＫＥＧＧ分析　对筛选出来的共

图４　高通量测序结果分析

Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＨｉｇｈ-ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｕｔｃｏｍｅｓ
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Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｖｏｌｃａｎｏｍａｐ；Ｃ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｈｅａｔｍａｐ．

图５　差异基因的ＧＯ分析
Ｆｉｇ．５　ＧＯａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ
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１０６８个差异基因进行 ＫＥＧＧ分析，通过筛选上调
基因中富集最显著的２０个ＫＥＧＧ通路，分析显示这
些基因主要集中于“细胞因子 －细胞因子受体相互
作用”及“系统性红斑狼疮”等通路。其中，细胞衰

老信号通路也有富集（图６Ａ）。下调基因共富集到
１１个 ＫＥＧＧ通路，主要富集在“谷氨酸能突触”、
“流体剪切应力与动脉粥样硬化”、“多巴胺能神经

突触”等通路（图６Ｂ）。
２．７　Ｃ１ＧＡＬＴ１下调后参与细胞衰老信号通路　
选取 Ｕ２５１细胞进行稳定敲低 Ｃ１ＧＡＬＴ１细胞系构
建，后续实验用 ｓｈＲＮＡ１-Ｃ１ＧＡＬＴ１序列构建的细胞
系进行。培养过程中拍摄ｓｈＮＣ组以及ｓｈＲＮＡ组细
胞的形态，相比于ｓｈＮＣ组，ｓｈＲＮＡ组的细胞形态上

出现扁平、增大和空泡化，这些变化与细胞衰老特征

十分相符（图７Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞衰老相关
蛋白 ｐ５３和 ｐ２１蛋白水平的变化，结果显示，
Ｃ１ＧＡＬＴ１表达下调后，ｐ５３蛋白水平无明显变化，
ｐ２１蛋白水平上调（ｔ＝２.８２７，Ｐ＜０.０５；图７Ｂ）。细
胞衰老β-半乳糖苷酶染色实验结果显示，与 ｓｈＮＣ
组相比，ｓｈＲＮＡ组 β-Ｇａｌ染色阳性细胞数增加（ｔ＝
３.３６，Ｐ＜０.０５；图７Ｃ）。这 些 结 果 说 明 下 调
Ｃ１ＧＡＬＴ１表达后，ＧＢＭ细胞出现衰老生物学改变。

３　讨论

　　胶质瘤是成人最常见的颅内原发性恶性肿瘤，
其中多形性ＧＢＭ恶性程度最高，因其具有高度侵袭

图６　差异基因的ＫＥＧＧ分析

Ｆｉｇ．６　ＫＥＧＧａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓ

Ａ：ＫＥＧＧａｎａｌｙｓｉｓｏｆｕｐ-ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ；Ｂ：ＫＥＧＧａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｏｗｎ-ｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ．

图７　Ｃ１ＧＡＬＴ１下调后参与细胞衰老信号通路
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性和神经系统的独特性，接受最大手术切除加放化

疗的 ＧＢＭ 患者的 ５年总生存率 为 ０.０１％ ～
２９.１％，其预后并未取得显著进展［９－１１］。因此，探

索ＧＢＭ发生发展的机制，寻找早期诊断和复查的分
子靶点对于ＧＢＭ患者的治疗作用和预后结果至关
重要。

　　蛋白质糖基化整个过程需要不同的糖基转移
酶、糖苷酶、核苷酸糖转运蛋白和适当底物的协调。

在恶性肿瘤等疾病中具有重要的意义，糖基化通过

多种复杂的信号通路决定肿瘤性质。肿瘤细胞的凋

亡、迁移、血管生成和肿瘤细胞外基质的黏附等均与

糖基化有关。

　　异常糖基化是恶性肿瘤发生发展的标志物，在
调节关键致癌过程（包括恶性转化、侵袭、转移、血

管生成和免疫逃逸）中起重要作用［１２］。Ｃ１ＧＡＬＴ１
作为合成黏蛋白型 Ｏ-糖基化的核心结构所必需的
一种糖基转移酶，已有研究证明Ｃ１ＧＡＬＴ１参与了多
种癌症的发生及细胞增殖，并且在一些泛癌组织中

高表达，但其在ＧＢＭ中的作用和机制尚未见报道。
　　本研究首先通过 ＧＥＰＩＡ和 ＣＧＧＡ数据库分析
发现 Ｃ１ＧＡＬＴ１在 ＧＢＭ 组织中呈高表达，且
Ｃ１ＧＡＬＴ１的高表达与患者的总生存率低相关。为
了进一步研究Ｃ１ＧＡＬＴ１对ＧＢＭ细胞恶性表型的影
响以及潜在发展机制，选取ＧＢＭ细胞Ｕ２５１和ＬＮ１８
中进行小分子干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）下调 Ｃ１ＧＡＬＴ１表
达，ＣＣＫ-８和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示 Ｃ１ＧＡＬＴ１敲
低后，细胞的增殖能力降低以及迁移和侵袭能力下

降。转录组测序结果表明 Ｃ１ＧＡＬＴ１调控细胞衰老
信号通路。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示 Ｃ１ＧＡＬＴ１敲
低后ｐ５３蛋白水平不变，ｐ２１蛋白水平上调，推测是
Ｃ１ＧＡＬＴ１表达下调后ｐ５３通过翻译后修饰被激活，
不影响ｐ５３蛋白水平，但活化修饰会增强其对 ｐ２１
基因的转录调控活性，从而导致 ｐ２１表达上调［１３］。

细胞衰老 β-半乳糖苷酶染色实验结果显示
Ｃ１ＧＡＬＴ１下调后衰老生物标志物 β-半乳糖苷酶的
活性增强。

　　有研究通过生物信息学分析手段发现启动黏蛋
白型 Ｏ-糖基化的关键酶 ＧＡＬＮＴｓ在调控骨关节炎
软骨细胞衰老过程中发挥重要作用［１４］。然而，目前

针对黏蛋白型 Ｏ-糖基化与细胞衰老的关系的实验
性研究仍较为匮乏，本研究通过实验数据证明了黏

蛋白型 Ｏ-糖基化的关键酶 Ｃ１ＧＡＬＴ１参与 ＧＢＭ细
胞衰老的调控过程。

　　综上所述，通过生物信息学数据库初步证实

Ｃ１ＧＡＬＴ１在ＧＢＭ中高表达且与胶质瘤患者的不良
预后有关，下调Ｃ１ＧＡＬＴ１能够通过诱导细胞衰老抑
制ＧＢＭ细胞的增殖、迁移和侵袭的能力。这些研究
表明Ｃ１ＧＡＬＴ１可作为评估 ＧＢＭ患者预后的新指
标，有望成为ＧＢＭ诊断治疗的新靶点。
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ｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＣ１ＧＡＬＴ１ｗａｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
β-ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒＣ１ＧＡＬＴ１ｗａｓｋｎｏｃｋｅｄｄｏｗｎ（Ｐ＜
０.０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃ１ＧＡＬＴ１ｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＧＢＭｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＧＢＭｃｅｌｌｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｃ１ＧＡＬＴ１；ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ；ｃｅｌｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．３２０００９０６）；ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆ
ＨｕｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．２０２４ＡＦＢ１０２４）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ　ＳｕＹａｎｔｉｎｇ，Ｅ-ｍａｉｌ：２０１４２０２０４０１３４＠ｗｈｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
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