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过表达RFX1对胶质瘤细胞增殖和侵袭的影响
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[摘 要] 目的:探讨过表达调节因子X1基因（regulatory factor X1，RFX1）对神经胶质瘤细胞株F98细胞增殖和侵袭能力的影

响及其作用机制。方法：用慢病毒转染法将RFX1转染到F98细胞，构建过表达RFX1的F98细胞株（F98-RFX1组），同时设立空

质粒对照组（F98-Vector组）和正常培养组（F98组）。用计数法观察过表达RFX1对各组F98细胞增殖的影响，用AnnexinV/PI染色

法流式细胞术检测过表达RFX1对F98细胞凋亡的影响，用Transwell小室法检测过表达RFX1对F98细胞侵袭能力的影响。结

果：成功建立过表达RFX1胶质瘤F98细胞株。过表达RFX1组胶质瘤F98细胞的增殖能力显著低于F98组[48 h:（12.08±2.17）×

104/ml vs（23.67±4.51）×104/ml，P<0.05]和F98-Vector组[96 h:（8.17±0.31）×104/ml vs（18.58±1.18）×104/ml；P<0.05]；过表达RFX1组

细胞的凋亡水平明显上升[（21.89±2.33）% vs（3.38±1.39）%、（10.42±1.83）%，P<0.05]；过表达RFX1组细胞侵袭能力显著下降

[（33.3±7.99）vs（56.5±13.9）、（60.6±11.8）个，P<0.01]。结论：RFX1可以调控增殖和侵袭相关基因的表达，进而抑制胶质瘤细胞

的增殖和侵袭能力、促进细胞凋亡。
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Effects of RFX1 over-expression on proliferation and invasion of glioma cells
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[Abstract] Objective: To validate the effect and the possible mechanism of human regulatory factor X1 (RFX1) over-expression on

the proliferation and invasion of glioma F98 cells. Methods: RFX1-overexpressed F98 cells (F98-RFX1 group) were constructed by

lentivirus transfection, a control group (F98-Vector group) and normal group (F98 group) were established. The effect of RFX1 over-ex-

pression on F98 cell proliferation was observed with counting method, cell apoptosis was determined by AnnexinV-PI staining, and the

cell invasion was observed with Transwell method. Results: F98 cell line over-expressing RFX1 was successfully established. The pro-

liferation capacity of F98-RFX1 group was significantly lower than that of F98 group (48 h: [12.08±2.17]×104/ml vs [23.67±4.51]×104/

ml, P<0.05] and F98-Vector group (96 h: [8.17±0.31]×104/ml vs [18.58±1.18]×104/ml, P<0.05); The apoptosis level of cells in F98-

RFX1 group was significantly increased ([21.89±2.33]% vs [3.38±1.39]%, [10.42±1.83]%, P<0.05]; The invasiveness of cells in F98-

RFX1 group was significantly reduced ([33.3±7.99] vs [56.5±13.9], [60.6±11.8], P<0.01). Conclusion: RFX1 can regulate the expres-

sion of genes related with proliferation and invasion, thereby inhibiting the proliferation and invasion ability of glioma cells and pro-

mote cell apoptosis.
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恶性胶质瘤（malignant glioma）是临床上常见的

神经系统肿瘤，因其恶性程度高、侵袭性强，目前已

位居神经系统致死性疾病的首位[1-2]。对于恶性胶质

瘤的治疗，常规手段仍然是手术加放疗和化疗，但是

对于高级别肿瘤并不能增加患者的生存期，因此寻

找到一个治疗靶点实施靶向生物治疗应该成为未来

胶质瘤治疗的研究方向。调节因子X（regulatory fac-

tor X，RFX）是一类可以结合在顺式作用元件X盒（x-

box）、功能上保守的蛋白质家族。RFX1是其中最先

被发现，其一级结构包含76个高度保守的氨基酸，构
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象上呈翼状螺旋（winged helix）[3]。目前 RFX1 的功

能尚未明了。有研究[4]证实，RFX1在正常哺乳动物

从胚胎期到成年期脑内持续高表达，但是在胶质瘤

中低表达。通过化疗药物5-氮杂胞苷和曲古抑菌素

A（trichostatinA，TSA）联合治疗后，胶质瘤细胞中

RFX1表达水平明显上调。上述现象说明，RFX1的

表达下调有可能是恶性胶质瘤发病的重要原因之

一。本课题组前期已经成功构建了RFX1慢病毒载

体[5]，因此本研究拟通过过表达RFX1来观察对胶质

瘤细胞增殖、侵袭能力的影响，旨在探讨RFXI是否可

以作为治疗恶性胶质瘤的一个新靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂及仪器

大鼠胶质瘤细胞株F98和人胚肾细胞株293T购

于ATCC公司。DMEM高糖培养基购自Hyclone公

司，胎牛血清购自Gibco公司，AnnexinV-FITC试剂盒

购自上海碧云天生物技术有限公司，Transwell小室

购自美国Corning公司，限制性核酸内切酶Bam HI、

Not I和T4连接酶购自Thermo公司，Matrigel购自美

国BD公司，RFX1抗体购自美国Sigma公司，荧光二

抗购自北京中杉金桥公司，慢病毒质粒 pITA及包装

质粒 pSPAX2和 pMD2.G由北京大学医学部生化系

惠赠。细胞培养箱购自美国Thermo公司，流式细胞

仪购自美国BD公司，倒置荧光显微镜和激光共聚焦

显微镜购自日本奥林巴斯公司。

1.2 细胞培养

复苏大鼠胶质瘤细胞株 F98，用含 10% 胎牛血

清、100 U/ml的青霉素和100 μg/ml链霉素的DMEM

高糖培养基培养，每 2 d细胞换液一次，长满培养皿

后传代，以1×106细胞/孔密度接种于6孔板，于37 ℃、

5%CO2、饱和湿度的培养箱中过夜。

1.3 慢病毒包装过表达RFX1的胶质瘤细胞株

构建 RFX1 慢病毒质粒，接种 293T 细胞，按

pITA∶pSPAX2∶pMD2.G=1∶3∶2的比例将慢病毒质粒

和包装质粒与转染试剂混匀制备工作液，逐滴加入

培养皿，培养6~8 h后换液，36和72 h收取病毒上清，

以 1 200×g 离心 10 min，过 0.45 μm 滤器，直接感染

F98细胞，每皿细胞感染2次，感染48 h后观察荧光情

况，72 h后用嘌呤霉素筛选稳定株，同时感染空质粒

（F98-Vector）和正常培养F98细胞作对照。通过荧光

显微镜观察转染效率。

1.4 激光共聚焦显微镜检测胶质瘤 F98细胞RFX1

的表达

取 F98-RFX1、F98-Vector和 F98三组细胞爬片，

用PBS温和洗3次×3 min，4%多聚甲醛固定30 min，

PBS温和洗 3次×3 min，0.3% triton破膜 20 min，PBS

洗3次×3 min，10%脱脂奶粉封闭1 h，RFX1一抗4 ℃

孵育过夜，PBS洗 3次×3 min，FITC荧光标记二抗及

荧光染料Hoechst33342孵育 1 h，PBS洗 3次×3 min，

石蜡封片，激光共聚焦显微镜下观察并照相。

1.5 计数法观察胶质瘤F98细胞的增殖

将F98-RFX1、F98-Vector和F98三组细胞分别按

1×103个细胞/孔接种于96孔板，于37 ℃、5%CO2恒湿

培养箱中常规培养。计数前，用无水乙醇擦拭细胞

计数板和盖玻片，消化细胞制备单细胞悬液，从边缘

缓缓加入，按规则统计 0、24、48、72、96、120、144 h不

同时间点四角大方格内细胞数，每个时间点做6个复

孔，每个时间点取均数做统计分析。

1.6 AnnexinV/PI 染色流式细胞术检测胶质瘤 F98

细胞的凋亡

调整3组细胞密度为1×106/ml，胰酶消化，200×g

离心5 min，195 μl结合缓冲液重悬，加5 μl AnnexinV-

FITC 液，混匀后加入 10 μl PI，混匀、室温下避光 15

min，上流式细胞仪检测。实验重复3次。

1.7 Transwell小室法检测胶质瘤F98细胞的迁移

参考文献[6-7]的方法，用 Matrigel 胶稀释包被

Transwell小室底部膜上部，4 ℃风干，下室铺纤维黏

连蛋白（fibronectin，FN），水化基底膜 30 min。小室

置于 24孔板，小室外加 400 μl培养基，小室内加 100

μl细胞悬液（细胞密度1×105/小室），每组4个重复，培

养48 h后取出，棉签擦去上层细胞，95% 乙醇固定，

入 4 g/L 锥虫蓝染色，光镜下（×40）观察、计数，每

个样本计数10个视野，统计穿膜细胞数。实验重复3

次。

1.8 统计学处理

采用SPSS 22.0软件对数据进行分析，计量资料

用 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组间比较采用

卡方检验。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意

义。

2 结 果

2.1 成功构建过表达RFX1的胶质瘤F98细胞株

课题组前期研究[5]构建慢病毒载体成功并顺利

转染。慢病毒载体可以将RFX1携带进入F98细胞，

并在细胞内持续表达，观察到通过载体上携带的绿

色荧光蛋白。在荧光倒置显微镜下大部分细胞在都

发出绿色荧光（图1A、B）。同时，激光共聚焦显微镜

下也可以观察到在 F98-RFX1组细胞核内有明显的

RFX1表达（图 1C），基本上表达在细胞核内，与之相

反的F98细胞组没有荧光（图 1D）。实验结果表明，

成功建立过表达RFX1胶质瘤F98细胞株。
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2.2 过表达RFX1显著降低F98细胞的增殖能力

计数法统计结果（图 2）显示，F98-RFX1细胞增

殖曲线平滑，从 48 h开始与 F98组比较差异有统计

学意义[（8.17±0.31）×104/ml vs（18.58±1.18）×104/ml，

t=8.801，P<0.05]；96 h时 F98-RFX1增殖速度明显慢

于 F98-Vector 细胞[（12.08±2.17）×104/ml vs（23.67±

4.51）×104/ml，t=14.615，P<0.05]。实验结果表明，过

表达 RFX1可以明显降低胶质瘤 F98细胞的增殖能

力；在细胞培养过程中也发现，F98-RFX1组细胞的传

代时间明显长于另外两组细胞。

A: Expressing of GFP in cells of F98-RFX1 group；B: Cells in bright field in the same view of F98-RFX1 group；

C，D：Co-localization of RFX1（green）and Hoechst33342（blue）in F98-RFX1 group（C）and F98 group（D）

图1 荧光显微镜和激光共聚焦显微镜示F98细胞过表达RFX1（（×200））

Fig. 1 Over-expression of RFX1 in F98 cells observed with fluorescence and laser confocal microscopy（（×200））

*P<0.05 vs F98 or F98-Vector group

图2 计数法示3组胶质瘤细胞的增殖

Fig. 2 Proliferation of glioma cells in three groups by cell

counting

2.3 过表达RFX1促进F98细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（图 3）显示，胶质瘤 F98-

RFX1组细胞的凋亡率明显高于F98组和F98-Vector

组细胞 [（21.89 ± 2.33）% vs（3.38 ± 1.39）%、（10.42 ±

1.83）%，χ2=16.79，P<0.05]。实验结果说明，RFX1表

达水平上调有可能影响胶质瘤细胞凋亡信号通路，

使细胞的凋亡率增加。

2.4 过表达RFX1降低F98细胞的侵袭能力

Transwell 小室法检测结果（图 4）表明，过表达

RFX1后，F98-RFX1组细胞穿膜细胞数明显少于F98

和 F98-Vector组[（33.3±7.99）vs（56.5±13.9）、（60.6±

11.8）个，t=4.089，6.104；均P<0.01]。结果说明，过表

达RFX1使胶质瘤F98细胞的侵袭能力降低。

图3 流式细胞术示3组胶质瘤细胞的凋亡

Fig. 3 Apoptosis of glioma cells in three groups by flow cytometry

3 讨 论

恶性胶质瘤是最常见的神经系统恶性肿瘤，其

致死率居神经系统首位[1,8]。根据WHO的建议，胶质

瘤一般分为4型，其中Ⅰ~Ⅱ型预后较好，但是Ⅲ型以

上经手术和放化疗等联合治疗后病死率仍然很高，
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患者半年生存率不足 1/3[2]。能否找到一种靶向性

好、创伤性小的生物治疗手段已经成为神经外科和

肿瘤科医生及科研工作者的研究重点。

图4 3组胶质瘤细胞侵袭能力的比较（锥虫蓝染色，×40））

Fig. 4 Comparison of invasiveness of glioma cells in three groups（（Trypan blue staining, ×40））

RFX是广泛存在于生物体内的一大类保守的蛋

白质[9]，目前已经发现有7种，分别命名RFX1~7，它们

共同特征是结构包含 76个高度保守的氨基酸，构象

上呈翼状螺旋，可以结合在DNA上的X-box，调控某

些基因的表达[10-12]。RFX1是其中最早发现的，功能

尚不明确。但是有研究表明，RFX1在秀丽隐杆线虫

（C. Elegans）胚胎神经系统发育中起着重要的作用，

敲除RFX1后可以引起神经系统发育障碍和感觉缺

失[13]。而果蝇的RFX基因与感觉神经元的分化密切

相关[14]。RFX1在人脑胶质细胞中持续表达，而且表

达量从胚胎到成年期均非常高。RFX1主要在脑的

浦肯野细胞和脑皮质中表达[3]，也在小胶质细胞中表

达[14]。以上研究表明，RFX1在从线虫、果蝇到人的神

经系统发育和成熟过程中都起着非常重要的作用。

综上所述，RFX1在脑内高表达，而且胶质细胞表达

量也很高。

有研究[4]发现，RFX1在恶性胶质瘤几乎不表达，

但是在临床上经 5-氮杂胞苷和TSA联合治疗后，胶

质瘤细胞的RFX1表达水平明显上调。5-氮杂胞苷是

甲基转移酶的抑制剂，TSA是脱乙酰化的抑制剂，说

明某些位点DNA的甲基化和组蛋白的去乙酰化恰恰

有可能是RFX1不表达的原因之一。过表达RFX1可

以引起胶质瘤细胞增殖下降，同时会引起 CD44 下

调[15]，从而影响胶质瘤细胞的侵袭性。RFX1可以下

调胶质瘤中 FGF1的表达[16]，对原癌基因 c-myc的表

达也有下调作用[17]。CD44是重要的细胞黏附分子，

主要参与肿瘤细胞与宿主细胞的黏附，与肿瘤细胞

恶性程度相关。在胶质瘤细胞中，CD44与肿瘤细胞

的侵袭能力密切相关，过表达RFX1可以降低CD44

分子的表达使胶质瘤细胞恶性程度下降，侵袭能力

丧失[15,18]。最近研究[19-20]表明，RFX1的表达与乳腺癌

的预后有直接关系同时也与乙肝病毒的激活密切相

关。上述研究充分说明，RFX1本身就是肿瘤发病和

治疗的一个关键靶点，如果能从此方面着手对胶质

瘤进行生物治疗，有可能收到手术、放疗、化疗都不

能比拟的治疗效果。

从本实验结果可以看出，在过表达RFX1后F98

细胞增殖曲线平缓，明显区别于正常组和空载体组，

说明 RFX1 可以引起胶质瘤细胞增殖速度变慢，而

RFX1作为一个DNA结合蛋白，主要在细胞核内表

达，可能通过与DNA的结合作用对胶质瘤细胞的增

殖产生明显的抑制作用。这种抑制作用有可能是通

过抑制与增殖密切相关相关的蛋白质 c-myc[17]、PC-

NA[21]、FGF1等有关。F98-RFX1细胞凋亡水平也比

正常培养的F98细胞高很多，同时侵袭能力也明显下

降，这些结果表明上调RFX1的表达水平能够明显降

低胶质瘤细胞的恶性程度，使肿瘤细胞增殖活力丧

失、凋亡增多、侵袭能力下降，说明RFX1有可能是治

疗胶质瘤的一个新的靶点。下一步，课题组将对

RFX1对胶质瘤细胞作用的分子机制进行深入探讨。
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