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Abstract: Objective　To analyze the effect of SV2B overexpression on the growth, invasion, and apoptosis
of  glioblastoma  cells,  and  to  explore  its  potential  mechanism. Methods　We transfected  glioblastoma  u87
and  u251  cells  with  lentivirus  as  SV2B  overexpression  group.  And  blank  control  group  was  set  up.  The
effects  of  SV2B  overexpression  on  the  proliferation,  migration,  and  invasion  of  u87  and  u251  cells  were
detected  by  CCK-8  assay,  cell  scratch  assay,  Transwell  invasion,  and  Transwell  migration  assay.  The
expression level of SV2B protein was detected by qRT-PCR and Western blot. Results　Compared with the
blank  control  group,  the  proliferation,  invasion,  and  migration  abilities  of  u87  and  u251  cells  in  SV2B
overexpression group were significantly reduced (P<0.05). Conclusion　SV2B overexpression significantly
inhibits the proliferation, invasion, and migration abilities of glioblastoma cells.
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摘　要：目的　探讨SV2B过表达对胶质母细胞瘤细胞生长、侵袭及凋亡的影响及其潜在机制。方法　通

过慢病毒转染胶质母细胞瘤u87、u251细胞构建SV2B过表达组，另设空白对照组。CCK-8实验、细胞

划痕实验、Transwell侵袭和迁移实验分别检测过表达SV2B对u87、u251细胞增殖、迁移和侵袭能力的

影响， qRT-PCR和Westen blot检测SV2B蛋白表达水平。结果　与空白对照组相比，过表达SV2B组胶

质母细胞瘤细胞增殖、侵袭及迁移能力显著降低（P<0.05）。结论　SV2B过表达显著抑制胶质母细

胞瘤细胞增殖、侵袭和迁移能力。
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0    引言

胶质瘤是中枢神经系统常见的原发性恶性肿

瘤，预后不良[1]。目前推荐的胶质瘤治疗方法包括

手术、新辅助治疗、放疗和化疗。然而，神经胶质

瘤具有高度侵袭性和迁移性，边界不清晰，通过手

术很难完全切除肿瘤[2]，中位生存期<14.6个月，长

期生存更是少数[2-3]。此外，放疗和化疗的不良反应

也给患者的预后及生存质量带来重大挑战。近年来

免疫疗法在恶性黑色素瘤等实体肿瘤的治疗中表现

出了较好的有效性，各种免疫相关靶点相继被开发

并取得一定的成果[4]。遗憾的是，这些免疫抑制靶

点（如PD-1和PD-L1抑制剂）在治疗神经胶质瘤时

并未表现出明显的改善，这可能与中枢神经系统特
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殊的免疫抑制微环境相关[5-6]。探索胶质瘤中能被特

异性识别的靶点或许可以改变当前现状。目前已经

开发了许多治疗胶质瘤的潜在靶点，并利用这些靶

点基因成功构建了各种预后模型，但是其中一些仍

需要进行进一步验证。

SV2B是一种膜糖蛋白，主要在神经系统中表

达，在神经传递过程中具有重要的功能[7]。近年来

的研究表明，SV2B基因在恶性肿瘤的进展中发挥

重要作用，包括促进肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭[8]。

在我们之前的研究中，发现胶质瘤患者中SV2B基
因的表达与预后密切相关[7]，但上述结论仍需要细

胞实验、动物实验进行验证。此外，我们还需要进

一步探究SV2B在胶质瘤进展过程中所发挥的作用

及相关机制。本研究利用多个数据库内容进一步分

析了SV2B与胶质瘤患者预后、病情进展、各项临

床指标的关系，然后分析SV2B富集的功能通路及

可能存在调控关系的上下游相关基因，并探讨了

SV2B及相关基因与胶质瘤免疫细胞浸润的相关

性。最后通过体外或细胞周期实验探讨SV2B对胶

质瘤细胞增殖、迁移、侵袭和活体内的影响。

1    材料与方法

1.1    材料

胶质母细胞瘤u87、u251细胞株（武汉普诺赛

生物科技有限公司）；慢病毒由广州艾基生物科技

有限公司包装；胎牛血清、DMEM培养基均购自美

国Gibco公司；胰蛋白酶、PBS、青-链霉素混合液

（Penicillin-Streptomycin Solution）均购自北京赛

文生物科技有限公司；细胞培养皿、Transwell小室

和人工基底膜基质凝胶均购自美国Coning公司；反

转录试剂盒、荧光定量试剂盒均购自日本TaKaRa
公司；4%多聚甲醛、0.1%结晶紫水溶液均购自北

京索莱宝生物科技有限公司。

1.2    方法

1.2.1     数据下载与整理　从GEO数据库（https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）中共检索到29 338个人

类脑肿瘤芯片。选取三个包含胶质母细胞瘤和正常

脑组织信息的基因数据芯片GSE2223、GSE4290和
GSE50161。GSE2223基于GPL1833平台（SHFK），

而GSE4290和GSE50161来自GPL570平台（ [HG-
U133 Plus 2] Affymetrix人类基因组U133 Plus 2.0阵
列）。从中国胶质瘤基因组图谱数据库（CGGA，

http://www.cgga.org.cn/download.jsp）下载了mRNA-
seq 693和mRNAseq 325数据集。对全部神经胶质瘤

样本的mRNA表达数据和临床特征进行筛选与整

理，选出信息完善的749例作为样本主体[9-10]。对表

达数据使用log2处理（rt=log2(rt+1)），以校正批次

效应，并与相应的临床数据合并。

1.2.2      细胞培养　将胶质u251、u87细胞株置于

DMEM+10%FBS+1%青-链霉素混合液（武汉普诺

赛，PB180120）培养基中，在37℃、5%CO2的培

养箱中培养。构建稳定的细胞系：用包装好的慢病

毒pCDH-CMV-Homo-SV2B-EF1-copGFP-T2A-Puro
感染u251和u87细胞，并用2 mg/ml稀释的嘌呤霉素

筛选，得到稳定的细胞株。

1.2.3    Western blot和qRT-PCR　分别收集两组细

胞沉淀于1.5 ml的离心管中，加入含苯基甲基磺酰

氟的放射免疫沉淀测定缓冲液中溶解30 min，温度

4℃，标准BCA蛋白标准液测定蛋白浓度，等量蛋

白质通过SDS-PAGE分离并转移到聚偏二氟乙烯膜

上。5%的脱脂奶粉对PVDF膜进行封闭，孵育指定

的一抗，在4℃摇床上过夜孵育，随后PVDF膜在对

应二抗存在条件下室温摇晃孵育2 h。以GAPDH作

为内参进行对照，ECL-plus试剂盒显色，Image-
J软件进行分析。取对数生长期的u87、u251细胞进

行传代培养，将细胞分为SV2B过表达组（u87oe、
u251oe）和空白对照组（u87nc、u251nc），SV2B
过表达组加入包装好的过表达SV2B病毒，转染72 h
后用嘌呤霉素筛选进行筛选转染SV2B慢病毒的细

胞，一周后得到稳定过表达SV2B的细胞株，并收

集稳定过表达SV2B的细胞沉淀进行Western blot和
qRT-PCR验证SV2B表达效率。

1.2.4    CCK-8检测细胞增殖能力　CCK-8试剂盒分

别检测u87oe、u25oe和u87nc、u251nc细胞在0、24、
48和72 h的增殖活性，在酶标仪450 nm波长下检测

各孔OD值大小；同时采用划痕实验检测两组细胞

的迁移能力，将生长状态良好的两组细胞分别铺到

六孔板内，使其密度达到80%~90%后取0、24 、48 h
的照片，根据细胞划痕伤口愈合的面积来分析结果。

1.2.5    荧光定量PCR检测两组细胞的mRNA表达量

取适量对数生长期两组细胞沉淀，RNAiso Plus Kit
从两组细胞中提取RNA，并测量其浓度。将RNA
转化为cDNA后放于−80℃冰箱内保存以备用；Light-
Cycler系统和扩增试剂盒进行PCR扩增，扩增周期

为95℃ 5  min，95℃ 30  s，57℃ 30  s，72℃ 45  s，
共40个周期， 2−ΔΔCt方法对数据进行分析。SV2B引
物序列正向：5′-CCACCAACCAGAGAGCAACAG
C-3′；反向：5′-GAGAAGCAGCAGCCAGAAGGA
TG-3′。GAPDH引物序列正向： 5′-AATCCCATCA
CCATCTTC-3′；反向：5′-AGGCTGTTGTCATACT
TC-3′。
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1.2.6    Transwell实验检测胶质母细胞瘤细胞u87、
u251细胞迁移及侵袭能力变化　首先消化转染了

SV2B病毒的对数生长期u87、u251细胞并计数，使

用无血清培养基清洗两次后制成细胞悬液。微量移

液器取200 µl细胞悬液于细胞培养小室的上室中，

调整细胞数为3×104，下室加入500 µl含血清的培养

基，以提供化学诱导剂。37℃，4%CO2培养箱条件

下培养24 h，用棉签擦去上室中未迁移的细胞，4%
多聚甲醛固定液中固定30 min，0.1%结晶紫水溶液

中染色30 min，光学显微镜（放大×200）下拍照计数。

基质胶在4℃冷藏过夜，用DMEM培养基稀释

基质胶，以6∶1比例取100 µl稀释后的基质胶置于细

胞培养小室的上室，在37℃的培养箱水化4 h后，

取200 µl无血清细胞悬液均匀铺于水化的基质胶

上，调整细胞密度为3×104，下室加入500 µl含血清

的培养基，以提供化学诱导剂。在37℃，4%CO2

培养箱条件下培养24 h，用棉签擦去上室中未侵袭

的细胞，在4%的多聚甲醛固定液中固定30 min，
0.1%的结晶紫水溶液中染色30 min，光学显微镜

（放大×200）下拍照计数。

1.2.7    细胞集落形成实验　将两组细胞铺于六孔板

中，以每组每孔600个细胞为宜，培养到14天（期

间每间隔三天换一次液），用4%的多聚甲醛固定

15 min，0.5%的结晶紫染色15 min，PBS洗掉多余

的结晶紫染液，干燥后拍照留存，以每个集落大于

50个细胞计数集落统计成图。

1.2.8    裸鼠皮下成瘤实验　雌性BALB/C裸鼠（n=
7），4~6周龄，体重16~20 g，购自北京华阜康生

物科技有限公司。饲养在环境温度为26℃~28℃，

湿度为40%~60%的带有密封空气过滤装置的无菌

塑料笼中。对水、食物和垫料进行消毒，每周至少

更换一次垫料。将对照组、过表达组的u87细胞按

每只小鼠1×108细胞皮下植入。从皮下接种后2周开

始，每隔3天记录裸鼠肿瘤体积和重量。肿瘤体积

计算为V=（长径×短径2）/2。30天后，裸鼠腹腔注

射戊巴比妥溶液，剂量为每只150 mg/kg。完全麻

醉后，以脱位法处死小鼠，取出肿瘤并称重供后续

分析。所有动物实验均经山西医科大学第一医院动

物使用与护理委员会批准。遵守所有适用的国际、

国家和（或）机构的动物护理和使用准则。伦理委

员会批号为DWLL-2024-002。
1.2.9    免疫组织化学染色　通过免疫组织化学实验

验证在u87细胞中过表达SV2B基因和u87阴性对照

组中的差异表达。并获得山西医科大学第一医院伦

理委员会对本实验进行充分审查后已发布批准文

书，认定实验符合赫尔辛基宣言。两组无毛小鼠，

每组7只，皮下成瘤的瘤体取出后进行常规石蜡包

埋，取组织切片，放在载玻片上，脱蜡，再水化。

抗原修复和内源性过氧化物酶阻断后，将它们暴露

于单基因多克隆抗体（SV2B、SYT1，Bioss）和酶

标记的IgG聚合物。使用二氨基联苯胺显色溶液和

苏木精作为复染剂观察抗体的存在。Image J软件

进行免疫组织化学图像分析，结合阳性神经元的面

积百分比和染色灰度的相对强度进行定量分析。

1.3    统计学方法

所有实验数据均采用Graphpad prism 8.0.1统计

学软件进行分析。Image J软件处理实验图片，数

据以均数±标准差表示。单因素方差分析和Bonfer-
roni检验比较组间差异。P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    SV2B在胶质母细胞瘤中表达下调且与不良预

后相关

分析所选GEO数据库中的40个正常样品和142
个来自胶质母细胞瘤患者的总样品中的表达差异基

因，结果显示肿瘤组织中SV2B的表达显著低于正

常样本中的表达（图1A）。我们通过UALCAN数

据库进一步从蛋白水平分析了SV2B在正常脑与胶

质母细胞瘤组织中的表达，同样提示SV2B在胶质

母细胞瘤组织中表达下调（图1B）。CGGA的生存

分析表明，SV2B高表达组的生存期长于低表达

组。这表明SV2B的低表达是神经胶质瘤预后不良

的危险因素（图1C）。

2.2    SV2B过表达细胞系的构建检测

qRT-PCR和Western blot实验结果均显示，空白

对照组SV2B表达量显著低于SV2B过表达组，见图2。
2.3    SV2B过表达对胶质母细胞瘤细胞增殖能力的

影响

通过集落形成和CCK-8实验发现，空白对照组细

胞增殖活性较SV2B过表达组细胞显著增加，见图3。
2.4    SV2B过表达对胶质母细胞瘤细胞迁移及侵袭

能力的影响

Transwell迁移及侵袭实验结果提示空白对照组

细胞的迁移及侵袭能力较SV2B过表达组细胞显著

增加。说明过表达SV2B可以抑制u87、u251细胞的

迁移及侵袭能力，见图4。
2.5    SV2B对胶质母细胞瘤细胞u87、u251迁移能

力的影响

通过划痕实验检测发现，SV2B过表达组细胞
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伤口愈合速度明显低于空白对照组，即提示SV2B
过表达可以抑制胶质母细胞瘤的迁移能力，见图5。

2.6    SV2B过表达可抑制人胶质母细胞u87移植无

毛小鼠的致瘤性
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图 1　SV2B在胶质母细胞瘤组织中表达下调

Figure 1　Downregulation of SV2B expression in glioblastoma tissue
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在小鼠模型中，与SV2B过表达组相比，空白

对照组的肿瘤体积和重量更大。这表明SV2B影响

胶质母细胞瘤细胞的增殖和生长，见图6A~C。具

体而言，SV2B的高表达在一定程度上抑制了胶质

母细胞瘤细胞的增殖和生长。免疫组织化学染色实

验发现过表达SV2B组的SV2B蛋白表达量明显高于

空白对照组，见图6。

3    讨论

癌症是现代社会危害最大的疾病之一，给患

者、家庭和社会带来了极高的负担。尽管三级预防

体系不断完善，但目前仍缺乏多样化、个体化的肿

瘤治疗方案[11]。

本研究发现SV2B在胶质母细胞瘤细胞中具有

抗肿瘤作用。SV2是一类广泛分布于动物神经元和

内分泌细胞的跨膜细胞表面蛋白，在细胞中起着神

经递质释放、内分泌囊泡增胞、突触囊泡稳态的维

持、神经肌肉连接的形成和肾上腺素能受体的定位

等重要作用[12]。只有SV2蛋白家族的少数成员，如

SV2B和SV2C，被发现在Ⅱ级胶质瘤中有差异表达[13]。

多项研究发现，在胃肠道间质肿瘤中，SV2常
与神经内分泌相关[14]。此外，SV2的各种亚型在乳

腺癌细胞系中大量分泌，提示其潜在的神经内分泌

特性[15]。具体而言，过度表达SV2B与胶质母细胞

瘤患者的预后相关，而SV2B的过表达则与较好的

预后相关。为了解其中的机制，我们这次进行了更

深入的研究并完善了细胞及动物实验验证，即

SV2B高表达可能与胶质瘤患者较好的预后相关。

Zhang等证实了SV2B在促进肿瘤方面的潜在作用，

而MMP9、COL3A1和SV2B被确定为与ECM-受体

相互作用相关的重要基因[7,16]。Wang等同样也通过

富集分析证实了SV2B参与ECM-受体相互作用调控

胶质母细胞瘤的恶性生物学行为[17]。SV2B已被证

实在许多消化道肿瘤中过表达，特别是在胰腺和胃

肠道肿瘤中。有人认为该蛋白可能是肿瘤中神经内

分泌分泌的指示物[18]。microRNA也参与了SV2B的
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调控，例如，在前列腺癌中，miR-106a-5p被发现

可以调节SV2B的表达，并调节囊泡易位和细胞增

生[19]。SV2B调节转运蛋白和跨膜转运蛋白的活

性，然后将葡萄糖诱导的颗粒引入质膜，已被证明

在为肿瘤细胞提供营养物质方面是必不可少的。其他

一些疾病，如白血病错义突变、阿尔茨海默病、视

网膜神经病变和肾脏疾病，已被发现与SV2B密切

相关，表明该蛋白参与了人类疾病的许多方面[20-22]。

多种生物信息学分析显示SV2B与胶质母细胞

瘤患者预后相关，体外和体内实验也证实了其抗肿

瘤作用。生物信息学结果也表明SV2B与胶质母细

胞瘤免疫浸润有关[23]。这些发现可能为治疗胶质母

细胞瘤提供新的治疗靶点。胶质瘤是人类中枢神经

系统高度恶性的致死性肿瘤，目前的治疗策略均未

达到令人满意的临床疗效。肿瘤微环境（ tumor
micro-environment, TME）在肿瘤行为中起重要作

用，影响肿瘤对治疗的反应。因此，鉴定与TME相
关的基因对于提供潜在的治疗靶点以制定有效的治

疗胶质瘤的策略是有价值的[24]。SV2B在多种肿瘤

中的重要作用已被报道；然而，SV2B在胶质瘤中

的研究仍然缺乏。SV2B是否作为肿瘤进展的调节

因子并影响胶质瘤免疫微环境尚未报道。
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所有作者均声明不存在利益冲突。
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图 5　SV2B过表达抑制胶质母细胞瘤细胞的迁移(scale bar=0.1 mm)
Figure 5　Overexpression of SV2B inhibited glioblastoma cell migration (scale bar=0.1 mm)
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