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Abstract: Objective  To investigate the expression of LITAF in human glioblastoma tissues and the effect 
of LITAF silence on the proliferation, apoptosis and radiosensitivity of glioblastoma U251 cells. Methods 
The expression of LITAF in glioblastoma was analyzed in The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. The 
proliferation and apoptosis of U251 cells were detected with EDU kit and flow cytometry after the expression 
of LITAF was silenced. Clonogenic assay and flow cytometry were performed to assess the radiosensitivity 
of U251 cells with LITAF RNAi. Results The expression of LITAF was increased significantly in human 
glioblastoma tissues, compared with normal brain tissues. The proliferation and apoptosis of U251 cells weren't 
interfered in U251 cells after LITAF knockdown by RNAi. After  irradiation,  the apoptosis was decreased 
remarkably and the clone formation was increased markedly in U251 cells with LITAF RNAi, compared with 
the control cells  . Conclusion  LITAF is highly expressed in human glioblastoma tissues. Knockdown of 
LITAF expression has no effect on the proliferation or apoptosis but decreases the radiosensitivity of U251 
cells.
Key words: Huma glioblastoma; LITAF; U251 cells; Proliferation; Apoptosis; Radiosensitivity
摘  要：目的  分析人脑胶质母细胞瘤组织中LITAF基因mRNA表达情况，并通过抑制人脑胶质母细

胞瘤U251细胞中LITAF基因表达，观察其对U251细胞增殖、凋亡和放疗敏感度的影响。方法  分析

TCGA数据库中人脑胶质母细胞瘤组织中LITAF基因mRNA表达；通过RNAi抑制U251细胞中LITAF基

因表达，采用胸腺嘧啶核苷类似物（EDU）检测U251细胞增殖变化，流式细胞仪分析U251细胞凋亡

的变化，克隆形成实验和流式细胞分析U251细胞放疗敏感度的变化。 结果  TCGA数据库分析结果显

示人脑胶质母细胞瘤组织LITAF表达显著高于正常脑组织；抑制LITAF表达后，U251细胞的增殖和凋

亡未见明显变化，但在电离辐射后，LITAF抑制组U251细胞凋亡显著低于对照组，克隆形成显著高于

对照组，对放疗敏感度减弱。结论  LITAF基因高表达于人脑胶质母细胞瘤组织，抑制人脑胶质母细

胞瘤U251细胞中LITAF基因表达不影响细胞的增殖和凋亡，但显著降低细胞的放疗敏感度。  
关键词：脑胶质母细胞瘤；LITAF；U251细胞；增殖；凋亡；放疗敏感度

中图分类号：R739.41 
文献标识码：A                                                      开放科学(资源服务)标识码(OSID)： 

收稿日期：2018-07-26；修回日期：2018-11-28
基金项目：国家自然科学基金（81372408）
作者单位：1. 400037 重庆，陆军军医大学新桥医院全

军肿瘤研究所；2. 400037 重庆，陆军军医大学新桥医院病
理科；3. 400030 重庆，重庆市肿瘤医院肿瘤内科

通信作者：李光辉，E-mail: liguanghui_2000@aliyun.com
作者简介：黄昌林（1988-），男，硕士在读，医师，

主要从事脑胶质瘤的研究

·基础研究·

0  引言
脑胶质瘤是最常见的中枢神经系统肿瘤，

WHO分型将其分为Ⅰ~Ⅳ级，其中WHOⅣ级脑胶

质瘤又称脑胶质母细胞瘤，恶性程度最高，预后

最差，患者的中位生存时间仅14月左右[1-2]。目前

手术联合放、化疗是人脑胶质母细胞瘤的主要治

疗方法，但脑胶质母细胞瘤高度浸润性生长的生

物学特性及对放化疗的抗拒性，使复发成为绝大

多数脑胶质母细胞瘤患者最终难以避免的临床结

局。随着近年对脑胶质母细胞瘤基因层面的深入

探索，为脑胶质母细胞瘤的分子靶向、基因及免

疫治疗等带来了新的策略[3]。
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LITAF基因作为一个多功能的转录因子，广泛

分布于人体的不同组织[4]。近年来有报道指出，LIT-
AF可能是一个潜在的抑癌基因，其表达水平的降低

可能与前列腺癌[5]、胰腺癌[6]、B细胞淋巴瘤[7]、急

性白血病[8]等肿瘤的发生、发展和放化疗敏感度相

关。关于脑胶质母细胞瘤中LITAF基因的表达水平

及其功能尚不清楚。本文通过分析LITAF基因在人

脑胶质母细胞瘤组织中的表达，抑制人脑胶质母

细胞瘤U251细胞（以下简称U251细胞）中LITAF
基因表达，观察其对U251细胞增殖、凋亡以及放

疗敏感度的影响。

1  材料与方法
1.1  主要试剂及仪器

反转录试剂盒和实时荧光定量聚合酶链式反

应（qPCR）试剂盒（日本，TaKaRa公司）；荧光

定量PCR仪（美国，贝克曼库尔特有限公司）；

LITAF基因PCR上游引物：5′-ATGTCGGTTCCAG-
GACCTTAC-3′,下游引物：5′-TACGAAGGAG-
GATTCATGCCC-3′（美国，赛默飞世尔科技有

限公司）；β肌动蛋白（β-actin）基因PCR上游引

物：5′-GAGCTACGAGCTGC CTGACG-3′，下游

引物：5′-GTAGTTTCGTGGATGCCACAG-3′（美

国，赛默飞世尔科技有限公司）；LITAF基因干

扰病毒Target序列：5′-CCAUUUUCUGUAAU-
CAAAUGA-3′（中国上海，吉凯基因科技有限公

司）；Western blot凝胶试剂盒（中国上海，碧云

天生物技术有限公司）；LITAF-单抗（中国武

汉，三鹰生物技术有限公司）；鼠和兔二抗（中

国武汉，博士德生物工程有限公司）；聚偏二氟

乙烯膜（PVDF膜）（瑞士，罗氏公司）；湿转仪

（美国，BioRad公司）；5-乙炔基-2脱氧尿嘧啶核

苷（EDU）试剂盒（美国，GeneCopoeia公司）；

PE-7AAD凋亡试剂盒（美国，BD公司）。 
1.2  方法

1.2.1  TCGA数据库分析  利用UALCAN（http://
ualcan.path.uab.edu/）网站分析TCGA数据库中脑

胶质瘤组织的LITAF mRNA表达情况。

1.2.2  细胞培养  U251细胞由本实验室保存，加

入含1%双抗和10%胎牛血清的Gibco DMEM培养

液，在37℃、5%CO2的细胞培养箱中常规培养。

1.2.3  LITAF基因干扰载体反转录病毒感染U251
细胞   取对数生长期U251细胞制备成单细胞悬

液，计数，接种至25 cm2培养瓶中。按病毒感染比

率值10:1取对照病毒和LITAF基因干扰病毒分别感

染靶细胞，观察细胞绿色荧光产生。感染72 h后，

去除含病毒载体的培养液，洗涤后加入含6 μg/ml
嘌呤毒素的新鲜培养液进行细胞筛选，2~3天更换

一次培养液，筛选7~10天获得稳定转染细胞后，

更换正常培养基培养。稳定转染细胞分别用qPCR
和Western blot检测干扰结果。

1.2.4  qPCR测定U251细胞LITAF mRNA表达   按
照TRIzol试剂盒说明书提取细胞总RNA，反转

录，重复2次；将3次实验获得的各组cDNA进行

qPCR检测；PCR引物见前述，采用SYBR Premix 
PCR试剂盒，于荧光实时定量PCR仪测定LITAF基

因的mRNA水平。 
1.2.5  Western  blot检测U251细胞LITAF蛋白表

达  蛋白提取试剂盒提取细胞总蛋白，测定浓度后

按常规方法进行凝胶电泳，转印至PVDF膜，小兔

抗LITAF单抗标记，加入辣根过氧化物酶标记的相

应二抗，增强化学发光显影，以β-actin为参照。

1.2.6  干扰组、阴性对照组和空白组U251细胞增

殖测定  干扰组为LITAF抑制病毒感染后的U251细

胞，阴性对照组为转染阴性对照病毒的U251细胞，

空白组为未转染病毒的U251细胞。每组按照3个孔

重复。EDU检测：各组细胞制备成单细胞悬液，计

数后调整细胞浓度，按照1.5×105个/孔接种于6孔板

内，加培养液，37℃孵育过夜后，每孔分别加入2 ml
混合培养液，37℃孵育6 h，按照EDU检测试剂盒说

明处理细胞，流式细胞仪分析各组细胞增殖比例。

1.2.7  细胞照射  分别取对数生长期细胞制备成

单细胞悬液，计数后按2×105个/瓶接种至25 cm2培

养瓶中，加入10  ml含1%双抗和10%胎牛血清的

DMEM培养液，细胞贴壁，封口膜封住培养瓶瓶

盖及透气孔，75%酒精擦拭培养瓶， 6 MeV-电子

线照射细胞后，75%酒精再次擦拭培养瓶消毒并撕

去封口膜，放入37℃含5%CO2培养箱孵育。每组

细胞设置3个重复。照射设备：美国Varian直线加

速器；照射条件：28℃室温，照射前治疗室紫外

线空气消毒30 min，6 MeV-电子线照射细胞，剂量

率为300 Mu/min，源皮距100 cm，照射野限光筒

为25 cm×25 cm。培养液深度5 mm，培养瓶下方垫

1 cm厚组织等效补偿块，照射剂量计划由物理师

在Eclipse放疗计划系统计算得出。

1.2.8  流式细胞凋亡分析   放疗前细胞凋亡检

测：分别取对数生长期干扰组、阴性对照组和空

白组U251细胞制备成单细胞悬液，计数后按2×105

个/瓶接种至25 cm2培养瓶中，加入4 ml含1%双抗

和10%胎牛血清的DMEM培养液，37℃培养箱孵
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育24 h，收集培养瓶内所有细胞，PE-7AAD凋亡试

剂盒染色，流式细胞分析仪检测凋亡细胞比例。

放疗后细胞凋亡检测：干扰组和阴性对照组U251
细胞给予单次13  Gy（6MeV-电子线）照射后，

37℃含5%CO2培养箱孵育72 h，收集培养瓶内悬浮

和贴壁的所有细胞，PE-7AAD凋亡试剂盒染色，

流式细胞分析仪检测凋亡细胞比例。

1.2.9  克隆形成实验  干扰组和阴性对照组U251细

胞给予单次7 Gy（6MeV-电子线）照射后，37℃含

5% CO2培养箱孵育24 h，制备成单细胞悬液，计

数后按2×103个/孔接种至6孔板中，每孔加入2 ml
含1%双抗和10%胎牛血清的DMEM培养液，十字

形轻轻晃动6孔板，使细胞分散均匀。每组细胞设

3个重复。放入37℃培养箱中孵育，3~4天更换一

次培养液，培养10~14天，进行苏木精染色并计数

大于50个细胞的克隆数。最后计算克隆形成率，

克隆形成率=（克隆数/接种细胞数）×100%。

1.3  统计学方法 
所有实验图表及数据使用GraphPad Prism 5软

件进行制作及统计学分析，P<0.05为差异有统计

学意义。

2  结果
2.1  LITAF基因高表达于人脑胶质母细胞瘤组织

对TCGA数据库156例人脑胶质母细胞瘤组织和

5例正常脑组织中LITAF mRNA表达情况分析，结果

显示，与正常脑组织相比，LITAF mRNA显著高表

达于人脑胶质母细胞瘤组织中（P<0.0001），见图1。

2.2  抑制U251细胞中LITAF表达不影响细胞的增

殖和凋亡

用RNAi抑制U251细胞LITAF表达，建立稳

定转染细胞株。采用qPCR、Western  blot方法

检测干扰效果，结果显示干扰组与阴性对照组

细胞相比，LITAF  mRNA和蛋白表达显著降低

（P=0.0013），见图2。该结果提示LITAF RNAi显
著抑制了干扰组U251细胞内LITAF基因的表达。

EDU标记、流式细胞术分析空白组、阴性对照

组、干扰组细胞增殖情况。结果显示空白染组、

阴性对照组和干扰组增殖比例分别为57.03%、

56.26%和57.69%，三组细胞增殖比例差异无统计

学意义（P=0.4665），见图3，提示U251细胞内

LITAF基因表达抑制后，U251细胞的增殖未受到

明显影响，在缺乏其他因素作用下，LITAF基因未

参与细胞的增殖调控。

流式细胞术检测三组细胞凋亡，结果显示凋亡

率发生比例为空白组4.64%、阴性对照组5.37%、干

扰组细胞4.85%，三组细胞凋亡比例差异无统计学意

图1 分析TCGA数据库人脑胶质母细胞瘤组织及正常脑组
织中LITAF mRNA的表达
Figure1  Express ion of  LITAF mRNA in  human 
glioblastoma and normal brain tissues from TCGA

**: P=0.0013, RNAi group vs. NC group; NC: negative control; RNAi: 

LITAF RNAi-transfected cells

图2 qPCR和Western blot检测U251细胞LITAF RNAi的表
达
Figure2 Expression of LITAF RNAi in U251 cells 
measured by qPCR and Western blot

P=0.4665, RNAi group vs. the other two groups

图3 EDU检测抑制LITAF后U251细胞的増殖情况
Figure3 Effect of LITAF on proliferation of glioblastoma U251 cells detected by EDU
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义（P=0.4619），见图4。该结果显示仅抑制LITAF基
因表达，不会影响U251细胞的凋亡调控机制。
2.3  抑制U251细胞LITAF基因后放疗敏感度减弱

阴性对照组与干扰组细胞在单次13 Gy 6MeV-
电子线照射后72  h，流式细胞分析，结果显示
阴性对照组凋亡比例为22.24%、干扰组细胞为
13.20%，干扰组细胞凋亡比例显著低于阴性对照组
（P=0.0016），见图5。说明抑制U251细胞LITAF基
因表达后，细胞在接受电离辐射后凋亡显著减少，
提示LITAF基因参与了U251细胞电离辐射后细胞损
伤修复或凋亡机制的调控，抑制LITAF基因表达可
导致U251细胞放疗敏感度减弱。

阴性对照组与干扰组细胞经单次7 Gy 6MeV-电
子线照射后，细胞克隆形成实验结果显示干扰组细
胞克隆大小、形态与对照组相似，但克隆形成率显
著高于阴性对照组细胞（P=0.0142），见图6。结果提
示抑制LITAF基因可显著增加电离辐射后U251细胞
的存活和增殖能力，进一步证实了抑制LITAF基因表
达可明显减弱U251细胞的放疗敏感度。

3  讨论
人LITAF基因（LPS-induced TNF-α factor）被

称作p53诱导的基因7（PIG7），位于16号染色体
上，其mRNA大小为1.8  kb ，编码蛋白质大小为
23.9 kDa，包含228个氨基酸。LITAF广泛表达于
人体各组织细胞中，其中脾脏、淋巴结和外周血
白细胞表达最高，其次为骨髓、胸腺、阑尾、肾脏
和胎盘，表达最低的是心脏、大脑和胎儿肝脏[4]。

LITAF可在脂多糖（LPS）的刺激下，与STAT6B形

成复合物，共同调控TNF-α、IL-6和CCL-18等炎性

因子的表达，在正常的炎性反应过程中起着重要的

作用[9]。异常表达的LITAF与炎性反应性肠病[10]和

骨关节炎[11]的发生发展相关。除此之外，LITAF的

突变还与乳腺佩吉特病[12]和腓骨肌萎缩症[13]有关。

近年来多篇报道指出，LITAF基因可能是一个

潜在的抑癌基因，抑制肿瘤细胞的增殖，并促进其

凋亡。Zhou等[5]指出LITAF通过调控TNFSF15来抑制

前列腺癌细胞的增殖。Wang等[8]分析了138例急性白

血病患者和21例健康者骨髓标本中LITAF mRNA表

达情况，发现在急性白血病患者骨髓中LITAF的表

达跟健康者相比显著下降；且难治复发白血病患者

跟初治白血病患者相比，LITAF的表达更低，同时对

化疗也表现出更明显的抗拒性。王金洁等[14]检测了

P=0.4619, RNAi group vs. the other two groups

图4 流式细胞术检测干扰LITAF对U251细胞凋亡的影响
Figure4  Apoptosis of glioblastoma U251 cells measured by flow cytometry

 **: P=0.0016, RNAi group vs. NC group

图5 流式细胞术检测抑制LITAF
基因对放疗后U251细胞凋亡的影响
Figure5 Apoptosis of glioblastoma 
U251 cells treated with 13 Gray 
irradiation measured by flow 
cytometry

P=0.0142, RNAi group vs. NC group

图6 克隆形成实验检测抑制LITAF对放疗后U251细胞克
隆形成率的影响
Figure6 Clone formation rate of glioblastoma U251 cells 
treated with 7 Gray irradiation measured with Clonogenic assay
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105例B细胞淋巴瘤石蜡标本中LITAF基因启动子区

CpG岛的甲基化情况，发现89.5%的标本中存在LIT-
AF基因启动子CpG岛的甲基化，由其所致的LITAF
表达沉默或降低可能会引起B细胞淋巴瘤的发生发

展。Zhou等[6]发现在胰腺癌组织中也存在LITAF启

动子的甲基化并使其表达降低，LITAF基因的去甲

基化恢复表达会抑制胰腺癌细胞的增殖和凋亡。

我们分别对TCGA数据库中156例人脑胶质母细

胞瘤组织和5例正常脑组织进行了分析。与其他肿瘤

组织相反的是，人脑胶质母细胞瘤组织中LITAF的

mRNA表达高于正常脑组织。该结果提示LITAF基因

在人脑胶质母细胞瘤中的作用可能异于前列腺癌、

急性白血病等恶性肿瘤。为此，我们通过RNAi技术

抑制了人脑胶质母细胞瘤细胞系U251中LITAF的表

达，观察抑制LITAF基因后是否会影响U251细胞的增

殖和凋亡。EDU和流式细胞分析结果显示抑制LITAF
表达后细胞的增殖比率和凋亡发生无显著性差异，

说明单纯抑制LITAF表达并未对U251细胞的增殖和

凋亡产生显著影响。该结果提示LITAF可能不直接参

与U251细胞的增殖和凋亡信号通路调节，脑胶质母

细胞瘤较正常脑组织细胞高表达LITAF可能在于其

上游基因突变或过表达，例如TP53[4]、AMPK[5]等，导

致LITAF基因表达上调。

尽管抑制U251细胞LITAF表达不影响细胞增

殖和凋亡，但其与正常脑组织表达的差异仍提示

其可能在脑胶质母细胞瘤中承担某种调节功能。

放射治疗作为脑胶质母细胞瘤的主要治疗手段，

LITAF基因是否在U251细胞放疗后的细胞生物学

功能改变中发挥作用？由此我们继续观察到通过

给予单次电离辐射后，流式细胞分析显示，LITAF
抑制组U251细胞在接受放射治疗后的凋亡显著低

于对照组，而细胞克隆形成试验结果显示LITAF抑

制组细胞克隆数显著高于对照组。通过抑制LITAF
基因U251细胞在电离辐射后细胞凋亡减少和克

隆形成增强结果，提示高表达LITAF基因会增强

U251细胞的放疗敏感度。Hoey等[15]在前列腺癌细

胞中也发现低表达LITAF的前列腺癌细胞表现出对

放疗的抵抗。从LITAF抑制组U251细胞在电离辐

射后细胞凋亡较少、克隆数增加，但细胞克隆的

大小形态与对照组无明显差异，说明LITAF基因可

能影响了细胞放疗后的凋亡发生。该结果结合单

纯抑制LITAF表达对U251细胞凋亡无明显影响结

果，提示LITAF基因可能主要参与了放疗后细胞的

DNA损伤修复调节，抑制LITAF基因后，细胞在

放疗后DNA损伤修复能力增强，导致细胞凋亡减

少。其具体机制还有待进一步研究。

通过本研究，我们发现LITAF mRNA高表达于

人脑胶质母细胞瘤组织中，抑制人脑胶质母细胞

瘤U251细胞LITAF表达虽未对细胞的增殖和凋亡

产生影响，但可使U251细胞的放疗敏感度降低，

其具体机制尚待深入研究。
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