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锌转运体1基因在脑胶质瘤组织中的表达及其对U87细胞增殖、迁移和

侵袭能力的影响

王维，张路阳，张东勇，仇波，王运杰，包义君（中国医科大学附属第一医院神经外科，辽宁沈阳 110001）

[摘 要] 目的：检测锌转运体1(zinc transporter 1，ZnT1)基因在胶质瘤组织中的表达，初步探索ZnT1对U87细胞增殖、迁移和

侵袭能力的影响。方法：收集2015年10月至2017年1月中国医科大学附属第一医院神经外科收治的术前未接受过放化疗的Ⅱ

～Ⅲ期胶质瘤患者20例，采用Real-time PCR和Western blotting检测胶质瘤组织与瘤旁组织中ZnT1 mRNA和蛋白的含量。向胶

质瘤细胞系U87中分别转染 ZnT1和 si-ZnT1质粒，构建 ZnT1过表达和低表达细胞系，MTT和Transwell实验分别检测 ZnT1对

U87细胞增殖、侵袭和迁移的影响。结果：ZnT1 mRNA和蛋白在胶质瘤组织中表达显著高于瘤旁组织（均P<0.05）。成功构建

ZnT1过表达和低表达U87细胞系。与空白和空质粒对照组相比，转染12 h后，ZnT1过表达U87细胞的增殖（0.54±0.01 vs 0.45±

0.04、0.43±0.03，P<0.01）、侵袭和迁移能力（均 P<0.05）显著升高；而转染 12 h 后 ZnT1 低表达 U87 细胞的增殖（0.37±0.03 vs

0.45±0.01、0.44±0.03，P<0.01）、侵袭和迁移能力（均P<0.05）显著降低。结论：ZnT1在胶质瘤组织中呈高表达，ZnT1可以促进

胶质瘤U87细胞的增殖、迁移和侵袭。
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Expression of zinc transporter 1 gene in brain glioma tissues and its effects on pro-
liferation, migration and invasion of glioma U87 cell line

WANG Wei, ZHANG Luyang, ZHANG Dongyong, QIU Bo, WANG Yunjie, BAO Yijun (Department of Neurosurgery, First Affiliated

Hospital of China Medical University, Shenyang 110001, Liaoning, China)

[Abstract] Objective: To detect the expression of zinc transporter 1 (ZnT1) gene in glioma tissue, and to explore its effect on the prolif-

eration, migration and invasion of U87 cells. Methods: From October 2015 to January 2017, 20 patients with glioma, who received no

chemoradiotherapy before operation, were collected from Department of Neurosurgery, the First Affiliated Hospital of China Medical

University. The protein and mRNA content of ZnT1 in glioma tissues and adjacent tissues were detected by Western blotting and Real-

time PCR, respectively. ZnT1 and si-ZnT1 plasmids were transfected into glioma U87 cell line respectively to construct ZnT1 over-ex-

pression U87 cell line and ZnT1 knockdown U87 cell line. The effects of ZnT1 on proliferation, migration and invasion of U87 cells

were detected by MTT and transwell assay. Results: Both mRNA and protein expressions of ZnT1 in glioma tissues was significantly

higher than those in adjacent tissues (all P<0.05). U87 cell lines with ZnT1 over-expression and knockdown were successfully construct-

ed. Compared with the control group and empty plasmid control group, the proliferation (0.54±0.01 vs 0.45±0.04, 0.43±0.03, P<0.01),

invasion and migration (all P<0.05) of U87 cells with ZnT1 over-expression were significantly increased at 12 h after transfection; how-

ever, the proliferation (0.37±0.03 vs 0.45±0.01, 0.44±0.03, P<0.01), invasion and migration (all P<0.05) of U87 cells with ZnT1 knock-

down were decreased significantly. Conclusion: ZnT1 was highly expressed in glioma tissues, and promoted the proliferation, migra-

tion and invasion of glioma U87 cells.

[Key words] zinc transporter 1 gene; glioma; U87 cell; proliferation; migration; invasion
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胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤，占原发性脑

肿瘤的 30%，目前的临床数据指出，手术切除和放化

疗可以部分延长胶质瘤患者的生存期，但是预后不

佳，恶性成胶质细胞瘤患者的平均生存期通常仅 1

年[1-2]。探索胶质瘤中异常表达的蛋白质有利于寻找

到治疗胶质瘤的潜在靶点。锌作为机体内一种必需

的微量元素，是细胞生长、发育、分化的必须元素，其

参与调控基因的表达、核酸的合成、DNA的复制和修

复和蛋白质的合成等多种生理功能[3-6]。锌与细胞的

生长、迁移等密切相关，肿瘤中通常会出现锌离子表

达异常的现象，这与锌转运体（zine transporter，ZnT）

密切相关。ZnT家族控制细胞内锌的供应，其成员的

特点是包含6个膜覆盖的区域，一个大的组织内丰富

的胞内循环，以及C末端的尾巴。ZnT1是细胞增殖

和分化所需的必需因子，它在多种细胞功能中起着

重要作用，包括作为多种酶和转录因子的辅助因子。

ZnT1在胰腺癌、乳腺癌和膀胱癌中均被证明存在异

常表达的现象，但是在胶质瘤中的作用目前尚无明

确报道[7]。本研究探讨探讨ZnT1如何调节胶质瘤的

恶性生物学行为，为胶质瘤的治疗提供新的线索。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人胶质瘤细胞系U87由本实验室冻存，在 25 ml

培养瓶中培养，并加入适量含 10%胎牛血清的无抗

生素的DMEM培养液于5%CO2、37 ℃的孵箱条件下

培养，取对数生长期细胞用于实验。DMEM培养基

购自美国HyClone公司，胎牛血清购自天津灏洋生物

制品科技有限责任公司，ZnT1质粒、si-ZnT1均购自

上海吉玛制药技术有限公司，ZnT1和GAPDH抗体

均购自美国 Santa Cruz 公司，实时定量 PCR 试剂盒

(SYBR Green qPCR Master Mix)购自美国Promega公

司，Lipo2000购自上海碧云天生物技术有限公司。

收集 2015年 10月至 2017年 1月中国医科大学

附属第一医院神经外科收治的术前未接受过放化疗

的胶质瘤患者 20例，其中男性 12例，55~70岁，平均

（62.17±6.98）岁；女性 8 例，56~82 岁，平均（68.94±

12.74）岁；TNM[4]分期：II期 7例，III期 13例。取其肿

瘤组织及瘤旁组织（手术过程中切除的半影区组织，

距肿瘤组织约0.5 cm）。所有胶质瘤组织及正常组织

均经病理学检查证实，采集前均经由中国医科大学

附属第一医院伦理委员会批准。组织取下后置于液

氮中备用。患者纳入标准：肿瘤部位局限于脑叶的

低级别胶质瘤和原发性高级别胶质瘤，患者没有其

他（糖尿病，高血压，心脏病等）基础性疾病，术前神

经功能状态较好，术前未接受过放化疗等针对胶质

瘤的其他治疗。排除标准：胶质瘤组织优势半球弥

漫浸润性生长，病灶侵袭及双侧半球，术前神经功能

状态较差，脑内深部或脑干部位的恶性胶质瘤。

1.2 Western blotting 检测转染 ZnT1 质粒或 si-ZnT1

对U87细胞中ZnT1蛋白表达的影响

对数生长期的 U87 细胞分别转染 2 μg ZnT1 质

粒/si-ZnT1（空白对照组仅转染 Lipo2000，载体组转

染空载体）后，培养 24 h 收集细胞通过裂解得到蛋

白。取30 μg蛋白煮沸，瞬时离心后进行SDS-PAGE，

电泳后100 V转膜1 h，室温下5%脱脂牛奶封闭1 h，

封闭后丽春红染色并切膜，加入一抗（ZnT1 抗体

1∶1 000稀释，GAPDH抗体 1∶1 000）4 ℃孵育过夜。

TBST洗膜3次（10 min/次），加入二抗(HRP标记山羊

抗兔抗体 1∶5 000稀释)，室温杂交 2 h。TBST洗膜 3

次（10 min/次），ECL发光仪检测，使用 Image J软件分

析，以ZnT1与GAPDH灰度值的比值表示ZnT1的相

对表达量。实验重复3次。

1.3 Real-time PCR检测胶质瘤组织及转染 ZnT1质

粒或 si-ZnT1的U87细胞中ZnT1 mRNA的表达

取1 cm3胶质瘤组织标本或对数生长期的U87细

胞，向细胞内分别转染 2 μg ZnT1质粒/si-ZnT1（空白

对照组仅转染Lipo2000，载体组转染空白载体）后，

培养 24 h后的细胞，加入 1 ml TRIzol裂解液进行裂

解。使用氯仿、异丙醇抽提。DEPC水溶解，反转录

后将样品稀释10倍，作为Real-time PCR的模板。使

用 SYBR 试剂盒进行反应，反应进行 40 个循环。

ZnT1 引 物 为 F (5' - 3')：TGATGGCTATTATGGAC-

GAG，R (5' -3')：GGAGCGTTTCCCAAGC；GAPDH，

F (5' - 3')：CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC，R (5' - 3')：

GCGCCCAATACGACCAAATC。

1.4 MTT实验检测ZnT1表达对U87细胞增殖的影响

以 1×104每孔的密度将U87细胞接种于 96孔板

中，12 h后分别使用Lipo2000进行转染，将培养基换

成无血清培养基后，将混有 Lipo2000 和载体/2 μg

ZnT1质粒/si-ZnT1的培养基加入，4 h后更换为含血

清培养基，实验开始计时（空白对照组仅转染 Li-

po2000，载体组转染空白载体）。转染后0 、12、24、36

和 48 h加入MTT，孵育 4 h，加入 100 μl DMSO溶解

MTT-甲臜结晶，15 min后，测量 490 nm处各孔光密

度（D）值。

1.5 Transwell实验检测 ZnT1表达对U87细胞迁移

和侵袭的影响

对数生长期的U87细胞分别转染 2 μg ZnT1质

粒/si-ZnT1（空白对照组仅转染 Lipo2000，载体组转

染空白载体）后培养 24 h，细胞以 1×105/孔的密度接

种于Transwell小室中（侵袭实验在铺细胞前4 h先在
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小室上铺20 μl基质胶），终体积200 μl，下室加入600

μl无血清培养基，12 h后更换培养基，每组设 3个复

孔。转染 24 h后，棉签擦去上层细胞，5%乙醇固定

20 min，0.4%锥虫蓝染色 20 min。显微镜下观察，计

数穿膜细胞。

1.6 统计学处理

采用SPSS 17.0软件进行统计学分析，所有数据

采用 x̄±s表示，数据间差异比较使用非配对 t检验分

析，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 ZnT1在胶质瘤组织中高表达

Western blotting检测 20例胶质瘤组织及瘤旁组

织的ZnT1表达量，结果（图1）显示，胶质瘤中ZnT1的

表达量明显高于瘤旁组织（0.95±0.16 vs 0.42±0.03，P

<0.05）。Real-time PCR检测结果显示，ZnT1 mRNA

的表达量在胶质瘤组织中明显高于瘤旁组织（0.73±

0.01 vs 0.48±0.01，P<0.05）。

P: Paracancerous tissue; T:Tumor tissue

图1 胶质瘤组织中ZnT1表达水平较高

Fig.1 The high expression of ZnT1 in glioma

2.2 成功构建ZnT1过表达和低表达的U87细胞系

Western blotting检测结果（图 2）显示，与空白对

照和空载体组相比，U87 细胞中转染 ZnT1 质粒后，

ZnT1 表达显著上调（0.56±0.03 vs 0.37±0.01、0.38±

0.01，P<0.05），转染 si-ZnT1 后 ZnT1 表达受到抑制

（0.17±0.01 vs 0.35±0.04、0.32±0.01，P<0.05）。Re-

al-time PCR 实验结果显示，U87 细胞中转染 ZnT1

质粒后，ZnT1 mRNA 表达上调（0.76±0.03 vs 0.45±

0.01、0.44±0.03，P<0.05），转染 si-ZnT1后ZnT1表达

受到抑制（0.25 ± 0.04 vs 0.47 ± 0.02、0.46 ± 0.01，P<

0.05）。

图2 成功在U87细胞中过表达（（A））或沉默（（B））ZnT1

Fig.2 Over-expressed (A) or silenced (B) expression of

ZnT1 in U87 cells

2.3 ZnT1过表达促进U87细胞的增殖

MTT检测结果（图 3）显示，转染 ZnT1过表达载

体12 h后，实验组D值显著高于空白对照和空载体组

（0.54±0.01 vs 0.45±0.04、0.43±0.03，P<0.01）；转染 si-

ZnT1 12 h后，实验组D值显著低于空白对照和空载

体组（0.37±0.03 vs 0.45±0.01、0.44±0.03，P<0.01）。

**P<0.01 vs Control or Vector group

图3 过表达（（A））或沉默（（B））ZnT1对U87细胞增殖的影响

Fig.3 Effect of ZnT1 overexpression (A) or scilencing (B) on proliferation of U87 cells

2.4 ZnT1过表达促进U87细胞的迁移和侵袭

Transwell迁移和侵袭实验检测结果（图4）显示，

ZnT1过表达实验组U87细胞的穿膜细胞数显著高于

空白对照和空载体组（均P<0.05），反之，当ZnT1表达

下调后，U87细胞的穿膜细胞数显著低于空白对照和

空载体组（均P<0.05）。

3 讨 论

胶质瘤通常呈浸润性生长，无明显界限，具有发

病率、复发率、病死率高，治愈率低等特点，手术很难

完全切除，放化疗也很难高度特异性地杀死胶质瘤

细胞，而且很容易产生中枢神经系统及全身不耐受

的不良反应，因此有必要寻找新型安全高效的治疗
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手段[8-9]。

锌是一种重要的微量元素，直接参与核酸和蛋

白质的合成，细胞的分化、增殖和迁移等功能也与锌

离子密切相关，锌离子在人体生长发育、生殖遗传、

免疫分泌等重要的生理过程中起着必不可少的作

用[10]。在大脑中，锌离子的分布一般有两种方式，第

一是形成膜结合蛋白参与代谢反应或者转化为细胞

膜的构成成分；第二，在神经末梢突触小泡的囊泡或

者细胞质内发挥神经信号传递作用。因此锌对于神

经系统中细胞的生长发育有重要调节作用，母体缺

锌可以导致婴儿中枢神经系统功能不全。锌转运体

家族在锌离子的跨膜转运过程中起重要作用，ZnT1

与脑内锌离子代谢密切相关[11]。ZnT1 已经被证

明[12-14]在多种肿瘤中存在异常表达的现象，在乳腺癌

中ZnT1过度表达，可以调节雌激素水平并且可以影

响肿瘤细胞的增殖及侵袭能力，具体可以通过调节

CDK2来影响G1/S期的转化，也可以通过影响基质

金属蛋白酶来调节细胞的侵袭能力；在胰腺癌中，

ZnT1也可以通过促进细胞的生长和细胞的迁移来促

进胰腺癌的进程。但是目前ZnT1在胶质瘤中发挥的

作用尚不明确。

*P<0.05 vs Control or Vector group

图4 ZnT1对U87细胞迁移（（A、、B)和侵袭（（C、、D)的影响（（×400））

Fig.4 Effect of ZnT1 on migration（A, B) and invasion (C, D) of U87 cells (×400)

本研究首先检测了20例胶质瘤患者肿瘤组织中

ZnT1的表达情况，发现ZnT1 mRNA和蛋白水平在胶

质瘤中均有一定程度的上调，由此推断ZnT1可能在

胶质瘤中发挥重要作用。胶质瘤的过度增殖可能会

对周围组织产生压迫，侵袭转移又是胶质瘤威胁人

类生命健康的重要方式，因此本研究主要从这两个

方面检测ZnT1对胶质瘤细胞生物学功能的影响。本

课题组利用胶质瘤细胞系构建了ZnT1过表达和低表

达细胞系，发现ZnT1可以促进U87细胞的增殖、迁移

和侵袭。由此可见，抑制ZnT1在体内的表达可以对
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胶质瘤的增殖及侵袭转移功能起到抑制作用，这一

现象与其他肿瘤类似[11-14]。

综上，ZnT1可以促进胶质瘤细胞的增殖、迁移和

侵袭，这一发现为胶质瘤的治疗提供了新的方向。

但ZnT1在胶质瘤中的生物学功还有必要进行深入的

研究，其具体的作用机制，也需要通过体内实验对体

外实验的结果进行印证。
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