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磷酸肌醇 4 磷酸对人脑胶质瘤 U87
细胞侵袭迁移的影响

金明卫　玄承敏　安琪　王磊

（徐州市儿童医院血液科，江苏 徐州　221002）

［摘要］　目的　了解磷酸肌醇 4 磷酸（PI4P）对人脑胶质瘤细胞侵袭迁移的影响，探索 PI4P 在人脑胶

质瘤发生过程中的作用机制。方法　包装慢病毒，构建 U87-GFP（过表达 PI4P 细胞系对照组）、U87-GFP-PI4P（过

表达 PI4P 细胞系实验组）、U87-Scramble（沉默 PI4P 细胞系对照组）、U87-shPI4P（沉默 PI4P 细胞系实验组）

细胞系。应用 Werston blot 检测各组 PI4P 的表达水平，应用细胞划痕实验和 Transwell 实验检测细胞迁移和侵袭

能力。结果　免疫印迹实验检测出 U87-GFP-PI4P 细胞系中外源性 PI4P 表达，而 U87-shPI4P 细胞系中 PI4P 表

达较对照组 U87-Scramble 细胞系减少。过表达 PI4P 的 U87-GFP-PI4P 细胞迁移能力较对照组 U87-GFP 细胞增

强（P<0.01）；沉默 PI4P 后迁移能力较对照组减弱（P<0.01）。过表达 PI4P 的 U87 细胞侵袭能力强于对照组

（P<0.05），沉默 PI4P 后侵袭能力减弱（P<0.05）。结论　PI4P 可促进脑胶质瘤细胞的侵袭迁移，为脑胶质

瘤的基础研究及临床治疗提供新的靶点。                               ［中国当代儿科杂志，2016，18（8）：775-780］
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Effect of phosphoinositide 4-phosphate on invasion and migration of human glioma 
U87 cells
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Abstract: Objective    To investigate the effect of phosphoinositide 4-phosphate (PI4P) on human glioma U87 
cells and the mechanism of action of PI4P in the development of human glioma through the overexpression or silencing 
of PI4P in human glioma U87 cells, and to provide a new target for basic research and clinical treatment of glioma. 
Methods    LV-Helper1, LV-Helper2, pWPXLd-PI4P, and pLL3.7-shPI4P were used to package pWPXLd-PI4P and 
pLL3.7-shPI4P lentiviruses. The U87-GFP (PI4P-overexpression control group), U87-GFP-PI4P (PI4P-overexpression 
experimental group), U87-Scramble (PI4P-silencing control group), and U87-shPI4P (PI4P-silencing experimental 
group) cell lines were established. Wound-healing assay and Transwell assay were used to evaluate cell migration 
and invasion, and Western blot was used to measure the expression of PI4P in each group. Results    Western blot 
detected the expression of exogenous PI4P in the U87-GFP-PI4P cell line, and the U87-shPI4P cell line showed reduced 
expression of PI4P compared with the U87-Scramble cell line in the control group. The U87-GFP-PI4P cell line with 
PI4P overexpression had a significantly stronger ability of migration than the U87-GFP cell line in the control group 
(P<0.01); the U87-shPI4P cell line with PI4P silencing had a reduced ability of migration than the U87-Scramble cell 
line in the control group (P<0.01). The U87 cell line with PI4P overexpression had a significantly stronger invasion 
ability than the control group (P<0.05); after PI4P silencing, the experimental group showed a significant reduction in 
invasion ability compared with the control group (P<0.05). Conclusions    In human glioma U87 cells, PI4P can promote 
the invasion and migration of glioma cells and may become a new target in the basic research and clinical treatment of 
glioma.                                                                                                     [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(8): 775-780]
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脑胶质瘤亦称为神经胶质细胞瘤，它起源于

神经上皮细胞，主要包括星形胶质细胞瘤、少突

胶质细胞瘤、室管膜细胞瘤、髓母细胞瘤等，占

儿童颅内肿瘤的 70%~86%[1]。尽管磁共振成像对

诊断脑胶质瘤有着革命性推动 [2]，但最近 20 年里

儿童脑胶质瘤的治疗并未取得明显进展。儿童脑

胶质瘤的临床治疗以手术切除为主，易复发，死

亡率高。近年来，人们逐渐接受这样的观点：即

肿瘤组织学特点有助于评估恶性肿瘤的侵袭性行

为，故脑胶质瘤患儿术后是否放疗、化疗或生物

治疗主要取决于其病理组织学诊断。随着分子生

物学技术的发展，临床上对肿瘤的特点有了进一

步认识，如何更加客观地综合评价小儿脑胶质瘤

的恶性程度已经成为小儿神经外科医师关注的焦

点。磷酸肌醇 4 磷酸（phosphatidylinositol 4-phosphate, 

PI4P）在高尔基体是含量相对丰富的磷脂酰肌醇。

目前研究发现，PI4P 和 PI4P 结合蛋白（GOLPH3）

参与丙型肝炎病毒分泌过程 [3]，而 GOLPH3 在多

种实体肿瘤中高表达 [4-7]，并对癌细胞迁移及侵袭

具有促进作用 [8]。但 PI4P 是否影响脑胶质瘤细胞

的侵袭迁移，尚未见报道。本实验旨在通过建立

过表达或沉默 PI4P 细胞系，了解 PI4P 对人脑胶质

瘤 U87 细胞侵袭迁移的影响，为脑胶质瘤的基础

研究及临床治疗提供新的研究及治疗靶点。

1　材料与方法

1.1　材料

人 脑 胶 质 瘤 U87 细 胞 及 人 胚 肾 细 胞

（HEK293T） 均 购 自 上 海 中 科 院 细 胞 库； 质

粒：LV-Helper1、LV-Helper2、pWPXLd-puro、

pWPXLd-PI4P、pLL3.7-Scramble、pLL3.7-shPI4P

购自 Addgene 公司；DMEM 培养基购自杭州吉诺

生物医药技术有限公司；胎牛血清购自杭州四季

青公司；PI4P 一抗及兔二抗均购自碧云天生物技

术研究所。

1.2　细胞培养

37℃、5% CO2、饱和湿度条件下培养 U87 细

胞及 HEK293T。待细胞处于对数生长期铺满 80%

培养瓶底时传代一次，该两种细胞每周约传 2~3 代。

1.3　慢病毒包装

慢 病 毒 包 装 系 统 包 括 有 效 序 列 载 体 质 粒

pWPXLd-PI4P、包装质粒 LV-Helper1 和包膜质粒

LV-Helper2。根据质粒抽提试剂盒说明书提取 3 种

质粒的 DNA，将 DNA 溶于灭菌后的去离子水中，

以紫外光吸收法测定其浓度及纯度，保证所提质

粒的吸光度值在 1.8~2.0 之间。转染前 24 h 用胰蛋

白酶消化对数生长期的 HEK293T 细胞，加入到 6

孔板内，细胞密度为 0.6×109/L。LV-Helper1、LV-
Helper2 及 pWPXLd-PI4P 质 粒（ 质 量 比 1 : 1 : 2）

中 加 入 opti 500 μL， 然 后 加 入 PolyJet 10 μL 立 即

混匀，室温静置 30 min，将其转移至预先处理过

的 HEK293T 细胞中，12 h 后更换培养基，72 h 后

收 集 上 清， 即 pWPXLd-PI4P 慢 病 毒。pWPXLd-
puro、pLL3.7-Scramble、pLL3.7-shPI4P 慢病毒包装

同上。

1.4　分组

用公司购买的过表达 PI4P 质粒及沉默 PI4P 质

粒， 包 装 pWPXLd-puro、pWPXLd-PI4P、pLL3.7-
Scramble、pLL3.7-shPI4P 慢 病 毒， 构 建 过 表 达

PI4P 组及沉默 PI4P 组细胞系。过表达 PI4P 组，

又分为过表达对照组（过表达 pWPXLd-puro 空载

体）、过表达实验组（过表达 pWPXLd-PI4P 质粒）；

沉 默 PI4P 组 分 为 沉 默 对 照 组（ 过 表 达 pLL3.7-
Scramble 空 载 体）、 沉 默 实 验 组（pLL3.7-shPI4P

质粒）。

1.5　细胞系构建

取 包 装 后 的 pWPXLd-puro、pWPXLd-PI4P、

pLL3.7-Scramble、pLL3.7-shPI4P 慢 病 毒 各 1 mL，

加入到 U87 细胞（U87 细胞胰酶消化后加入到 6

孔板内，密度为 70%）中，然后加入 polybrance 

5 μg，24 h 后换液，72 h 后荧光显微镜观察绿色荧

光蛋白表达情况，加入 polypuro 5 μL（质粒含有

puro 标签，具有抗 puro 性），构建成功的细胞呈

绿色荧光，筛选后扩大培养。

1.6　细胞划痕实验

将 U87-GFP、U87-GFP-PI4P、U87-Scramble、

U87-shPI4P 细胞铺于 6 孔板中，贴壁后 PBS 冲洗

3 次，加入无血清培养基，继续培养 5 h，倒置显

微镜观察。用 10 μL 微量移液头在 6 孔板内垂直划

痕，PBS 冲洗 3 次后加入无血清培养基，于 0 h（细

胞划痕即为 0 h）、24 h（细胞划痕后 24 h）随机

选择 5 个视野（100×），计算迁移到划痕空隙中

的细胞。实验重复 3 次。
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1.7　细胞体外侵袭试验

将 无 菌 Transwell 小 室 置 于 24 孔 板 中，

Transwell 小室内为上室，24 孔板内为下室，取稀

释的 Martrigel 胶加入上室中，50 μL/ 孔，37℃培

养 1 h。用 200 μL/ 孔的无血清培养基水化基质胶， 

37℃，培养 3 h。细胞计数，用无血清培养基将细

胞最终稀释为 3×104/mL。将上室水化的培养基洗

净后加入 200 μL 细胞悬液，下室加入 500 μL 含

10% 胎牛血清（FCS）的培养基（注意：操作过程

中不能出现气泡），将 24 孔板放入 37℃培养箱培

养 40 h。取出 24 孔板，将小室内细胞悬液洗净，

用棉签轻轻拭去上室的非侵袭细胞，将 Transwell

小室倒置晾干，用 4% 甲醛固定 30 min。取一废

用 24 孔板，每孔加入 500 μL、0.1% 结晶紫染液，

将 Transwell 小室置于其中，室温或 37℃ 10 min，

PBS 洗涤小室，风干，显微镜下观察拍照（拍带孔

的层面）。

1.8　Western blot 检测 PI4P 蛋白表达

用 RIPA 裂解液裂解细胞提取总蛋白，BCA

试剂盒检测蛋白浓度。12% SDS-PAGE 电泳，恒流

转膜，加入 PI4P 一抗（1 : 2 000）封闭、4℃过夜，

室温孵育 2 h，TBST 洗膜后加入 HRP 标记的羊抗

兔 二 抗（1 : 6 000）， 室 温 1 h，TBST/PBS 洗 膜，

化学法曝光显影，冲洗胶片。Image J 软件分析条

带灰度值，目的蛋白表达量以目的蛋白 /β-actin 的

比值表示。

1.9　统计学分析

用 Image J、IP 6.0、SPSS 13.0、Photoshop 软

件进行统计分析及作图。数据以均数 ± 标准差

（x±s）表示，两组之间比较采用 t 检验。P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　包装慢病毒

用 pWPXLd-puro、pWPXLd-PI4P、pLL3.7-
Scramble、pLL3.7-shPI4P 质 粒 及 LV-Helper1，LV-

图 1  荧光显微镜观察转染情况（100×）　　A：荧光

显微镜明场下观察 HEK293T 细胞；B：暗场（绿色荧光）下观察

HEK293T 细胞绿色荧光蛋白表达，提示病毒构建成功。

Helper2 质粒转染 HEK293T 细胞，包装 pWPXLd-
puro 及 pWPXLd-PI4P、pLL3.7-Scramble、pLL3.7-
shPI4P 慢病毒，荧光显微镜下观察暗场（绿色荧光）

与明场下细胞比值达占 80% 以上，提示转染成功

（图 1）。

2.2　细胞系构建，并检测细胞中 PI4P 蛋白表达

用包装好的慢病毒侵染 U87 细胞，免疫荧光

观察转染效率在 80% 以上，构建 U87-GFP、U87-
GFP-PI4P、U87-Scramble、U87-shPI4P 细胞系成功

（图 2A~B）。Western blot 检测出过表达 PI4P 的

U87-GFP-PI4P 细胞系中 PI4P 表达较对照组 U87-
GFP 细胞系增高；而沉默 PI4P 的 U87-shPI4P 细胞

系中 PI4P 表达较对照组 U87-Scramble 细胞系减少

（图 2C~D）。

2.3　细胞迁移能力改变

过表达 PI4P 的 U87-GFP-PI4P 细胞系较对照

组 U87-GFP 细胞系迁移能力增强，差异有统计学

意 义（t=33.15、P=0.001）， 见 图 3A、3C； 沉 默

PI4P 的 U87-shPI4P 细胞系较对照组 U87-Scramble

细胞系迁移能力减弱，差异有统计学意义（t=18.34，

P=0.002），见 3B、3D。

2.4　细胞侵袭能力的改变

过表达 PI4P 的 U87 细胞侵袭能力较对照组

强，差异有统计学意义（t=15.35，P=0.01），见

图 4A、4C；沉默 PI4P 的 U87-shPI4P 细胞系较对

照组 U87-Scramble 侵袭能力减弱，差异有统计学

意义（t=13.26，P=0.01），见图 4B、4D。

A B
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图 2　 慢病毒侵染 U87 细胞，构建细胞系　　A：用包装成功的 pWPXLd-puro 及 pWPXLd-PI4P 慢病毒侵染 U87 细

胞，荧光显微镜（100×）暗场观察绿色荧光表达情况，GFP 即为表达目的蛋白 PI4P 的细胞，DAPI 为单个视野内所有细胞，

Merge 后观察到总细胞中表达 PI4P 的细胞数目（≥ 80% 的细胞都有绿色荧光蛋白表达），提示细胞系构建成功；B：用包装

成功的 pLL3.7-Scramble、pLL3.7-shPI4P 慢病毒侵染 U87 细胞，荧光显微镜（100×）暗场观察表达绿色荧光，提示细胞系构

建成功；C~D：Western blot 检测过表达和沉默 PI4P 后的 PI4P 蛋白表达情况。

图 3　划痕实验检测 PI4P 对胶质瘤细胞迁移的影响（n=6）　　A、C：荧光显微镜下（100×）观察过表达 PI4P

的 U87-GFP-PI4P 细胞系垂直划痕 24 h 后划痕愈合能力较对照组 U87-GFP 强；a 示与对照组 U87-GFP 细胞系比较，P<0.05。B、D：

荧光显微镜下（100×）观察沉默 PI4P 的细胞垂直划痕 24 h 后划痕愈合能力较对照组 U87-Scramble 细胞系差；a 示与对照组

U87-Scramble 细胞系比较，P<0.05。

CA

A B

C D

B D

GFP

GFP

DAPI

DAPI

Merge

U87-GFP

U87-Scramble

U87
-S

cr
am

bl
e

U87-shPI4P

U87
-sh

PI
4P

IB: PI4P

IB: PI4P

IB: β-Actin

IB: β-Actin

U87
-G

FP

U87-GFP-PI4P

U87
-G

FP
-P

I4
P

Merge

0 
h

0 
h

24
 h

24
 h

U87-GFP U87-ScrambleU87-GFP-PI4P U87-shPI4P

迁
移

细
胞

数
（

个
）

迁
移

细
胞

数
（

个
）

45

40

35

30

25

20

15

10

5

0

35

30

25

20

15

10

5

0
U87-GFP U87-Scramble U87-shPI4PU87-GFP-PI4P

a

a



 第 18 卷 第 8 期

  2016 年 8 月

中国当代儿科杂志 
Chin J Contemp Pediatr

Vol.18 No.8

Aug. 2016

·779·

3　讨论

脑胶质瘤在颅内恶性肿瘤中占首位，脑胶质

瘤细胞具有增殖能力强，凋亡率低，高侵袭迁移

能力等特点，手术反而可能导致脑胶质瘤恶性程

度提高、短期内再发，因此其难以通过手术治愈，

死亡率极高 [9-10]。

肿瘤细胞的侵袭与迁移是决定肿瘤细胞转移

能力的两个重要因素。局部侵袭性生长的特性往

往是胶质瘤难以根治和复发的根本原因，也是直

接导致肿瘤难以全切、术后复发率高、预后差的

主要原因。因此，有关胶质瘤的抗侵袭迁移治疗

具有重要的研究意义。PI4P 是广泛存在于细胞膜

中带负电荷的一种磷脂，虽然含量较低，却是生

物膜中重要的组成部分，在膜的通透性、囊泡运输、

膜的转移、细胞骨架调整及信号传导通路中均发

挥着重要作用。PI4P 在高尔基体含量相对丰富。

在肝炎中 PI4P 与 PI4P 结合蛋白（GOLPH3）相互

作用 [3]，而 GOLPH3 在多种实体肿瘤中高表达，

并对癌细胞增殖、侵袭迁移具有促进作用 [8,11-14]，

而 GOLPH3 在人脑胶质瘤中通过调节 RhoA 调节胶

质瘤细胞的侵袭迁移 [15]。PI4P 下调可以诱导细胞

凋亡 [16]；另有报道指出，PI4P 能够调节乳腺癌细

胞的粘附与迁移，促进肿瘤的进展 [17]。而 PI4P 是

否可以调节胶质瘤细胞侵袭迁移尚未见相关报道。

基于以上研究，我们通过慢病毒侵染 U87 细

胞，建立了过表达和沉默 PI4P 的细胞系，通过

Western blolt 检测到各细胞系中 PI4P 表达，提示

细胞系构建成功，我们分别通过细胞侵袭实验和

划痕实验来了解 PI4P 对 U87 细胞的侵袭迁移能力

的影响，得知 PI4P 可以促进人脑胶质瘤 U87 细胞

的侵袭迁移，然而其相关机制尚需我们将进一步

研究。

总之，本研究发现 PI4P 可以促进人脑胶质瘤

U87 细胞的侵袭迁移，为研究人类脑胶质瘤的发生

机制提供了又一个基础平台，为进一步治疗脑胶

质瘤提供了新的治疗靶点。
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