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TCAF2通过激活PI3K/AKT/mTOR信号通路促进多形性

胶质母细胞瘤进展

傅有学1，陈博伦2，周欣梅3，蒋媛静3，文晓东3，罗宁3

（1. 深圳市新华医院中医科，广东  深圳  518028； 2. 葫芦岛市第二人民医院神经内科，辽宁  葫芦岛  125003；3. 广西中医药大学第二附属医院

脑病科，南宁  530011）  

摘要  目的 探讨TRPM8通道相关因子2 （TCAF2） 在多形性胶质母细胞瘤 （GBM） 中的作用及其机制。方法  采用实时定量

PCR和Western blotting检测TCAF2在GBM细胞系中的表达水平。通过敲低和过表达TCAF2，采用CCK-8实验、集落形成实验、侵

袭和迁移实验、划痕实验，观察其对GBM细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响。采用Western blotting检测PI3K/AKT/mTOR信号通路

关键蛋白表达的变化。通过裸鼠移植瘤实验，验证TCAF2对GBM体内生长的影响。结果  TCAF2敲低会降低GBM细胞的增殖、

侵袭和迁移能力。TCAF2过表达可导致U251MG细胞中mTOR、p-PI3K/PI3K和p-AKT/AKT蛋白丰度增加，裸鼠皮下肿瘤增大。结

论  TCAF2通过激活PI3K/AKT信号通路促进GBM的临床进展，该因子可成为GBM治疗的潜在药物干预靶点。
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TCAF2 promotes the progression of glioblastoma multiforme by activating the
PI3K/AKT/mTOR signaling pathway
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Abstract  Objective To investigate the role and mechanism of TRPM8 channel-associated factor 2 （TCAF2） in glioblastoma multi-
forme （GBM）. Methods  The expression levels of TCAF2 in GBM cell lines were detected using real-time quantitative PCR and Western 

blotting. By knocking down and overexpressing TCAF2，the effects of TCAF2 on the proliferation，invasion，and migration abilities of GBM 

cells were evaluated using CCK-8 assay，colony forming assay，invasion and migration assay，and scratch wound healing assay. Western 

blotting was performed to detect changes in the expression of key proteins in the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway. The effect of TCAF2 

on the in vivo growth of GBM cells was verified using a nude mouse subcutaneous xenograft model. Results  Knockdown of TCAF2 

reduced the proliferation，invasion，and migration of GBM cells. Overexpression of TCAF2 increased the protein abundance of mTOR，

p-PI3K/PI3K，and p-AKT/AKT in U251MG cells，and promoted tumor growth in the nude mouse subcutaneous xenograft model. Con-
clusion  TCAF2 promotes the clinical progression of GBM by activating the PI3K-AKT signaling pathway，and may serve as a potential 

therapeutic target for GBM.
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胶质瘤是中枢神经系统常见的恶性肿瘤，占所

有原发性中枢神经系统肿瘤的24%［1］。其中，恶性程

度较高的多形性胶质母细胞瘤 （glioblastoma multi-

forme，GBM） 具有快速增殖和广泛侵袭的特点［2］。深

入研究GBM增殖和侵袭的分子机制，探索有效的防

治策略，具有重要临床意义。

PI3K/AKT/mTOR信号通路是一个主要的细胞

内信号传导通路，通过与其相关的上游或下游分子

通信，调节细胞增殖、代谢和血管生成［3］。研究［4］发

现，PI3K/AKT/mTOR信号通路在GBM患者中被异

常激活，影响GBM发生和发展中的广泛过程，如肿

瘤细胞的增殖、代谢和免疫调控。但是，PI3K/AKT/
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mTOR信号通路及其在GBM中的作用，目前尚不完

全清楚［5］。TRPM8 通道相关因子2 （TRPM8 channel-

associated factor 2，TCAF2） 是一种冷传感器，受下游

受体激活信号通路的调控［6］。研究［7］显示，TCAF2可

通过STAT3信号促进胶质细胞增殖、侵袭，并可影响

胶质瘤的肿瘤微环境。GBM为恶性程度最高的胶

质瘤亚型，GBM中TCAF2与PI3K/AKT/mTOR信号通

路的关系目前还不清楚。因此，本研究探讨了TCAF2

在GBM中的作用，发现TCAF2表达上调可通过激活

PI3K/AKT信号通路促进GBM的临床进展。

1 材料与方法

1.1 实验试剂和细胞培养

胎牛血清、DMEM培养基，购自武汉普诺赛生

命科技有限公司；逆转录试剂盒，购自日本TaKaRa

公 司；CCK-8试 剂 盒，购 自 美 国Sigma-Aldrich公 司；

TCAF2、mTOR、AKT、p-AKT、PI3K、p-PI3K、GAPDH

抗体，购自武汉三鹰生物技术有限公司。GBM细

胞系U251MG、DK-MG、U87MG，人正常胶质细胞系

HEB，均购自中国典型培养物保藏中心。将冷冻的细

胞在37 ℃解冻后，重悬到相应的完全培养基中。当

细胞生长到约80%时，进行细胞传代。

1.2 实时定量PCR

采用TRIzol试剂 （美国ThermoFisher Scientific公

司） 提取总RNA。使用SYBR Select Master Mix进行实

时定量PCR。按照以下程序扩增：95 ℃ 5 min，40个

循环，95 ℃ 30 s，60 ℃40 s，72 ℃ 1 min。将GAPDH

作为内参。采用2-∆∆Ct法计算基因相对表达量。引物

序 列：TCAF2，正 向 5’-AGCTAGGACGGCAATCACT

CT-3’，反向 5’-AGCCAGATCTTGCACCTCT-3’；

GAPDH，正向5’-GCAGCGTGATCCCTGCAAAAT-

3’，反向5’-GCCTGTAGTCAGCAACTCATCG-3’。

1.3 细胞转染

将U251MG和U87MG细胞按1×105/孔的密度，

分 别 接 种 于6孔 培 养 板，培 养24 h。采 用PCR扩 增

TCAF2基因DNA序列，经酶切后克隆到表达载体

pcDNA3.1中。转染48 h后，收集样本并保存。

1.4 集落形成实验和细胞活力测定

将U251MG和U87MG细胞分别分为对照组、

TCAF2敲低组 （si+TCAF2组）、敲低阴性对照组 （si+

NC组）、TCAF2过表达组 （OE+TCAF2组）、过表达阴

性对照组 （OE+NC组）。转染后，待细胞生长进入对

数期后制备细胞悬液。将细胞接种到6孔板 （美国

Corning公司） 中，在37 ℃、5% CO2、饱和湿度下孵育2

周。手动计数细胞，或在光学显微镜 （日本OLYMPUS

公司） 下计数包含10个以上细胞的克隆。分别在对

照组、si+TCAF2组、OE+TCAF2组细胞培养24、48、72 

h后，使用CCK-8试剂盒 （德国Sigma-Aldrich公司），检

测转染的U251MG和U87MG细胞的活力。使用微孔

板阅读器 （美国ThermoFisher Scientific公司） 测量光

密度值。每个实验独立重复3次。

1.5 侵袭和迁移实验

细胞分组同1.4。细胞转染48 h后，用预冷的4%

多聚甲醛 （北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司） 

固定30 min，苏木素 （北京索莱宝科技有限公司） 染

色5 min，倒置显微镜 （日本OLYMPUS公司） 下拍照。

1.6 细胞划痕实验

细胞分组同1.4。在3.5 cm 培养皿 （美国Corning

公司） 中加入约含3×105个细胞的悬液。用 200 μL枪

头沿培养皿底部预先标记的直线垂直划痕。用 PBS 

（美国HyClone公司） 洗涤细胞 3 次，拍照、观察。48 h

后，倒置显微镜 （日本OLYMPUS公司） 下拍照，观察

细胞迁移情况。

1.7 Western blotting

细胞分组同1.4。将处理好的细胞在含蛋白酶

抑制剂的RIPA缓冲液 （上海碧云天生物技术股份有

限公司） 中裂解30 min，然后用5%脱脂牛奶封闭。室

温下封闭60 min后，将这些膜与特异性一抗在4 ℃

孵育过夜。一抗包括TCAF2 （1 ∶ 1 000）、mTOR （1 ∶

1 000）、AKT （1 ∶ 4 000）、p-AKT （1 ∶ 1 000）、PI3K 

（1 ∶ 1 000）、p-PI3K （1 ∶ 1 000）、GAPDH （1 ∶ 5 000），

均购自美国Proteintech公司。一抗孵育结束后，加入

二抗溶液中。在膜上加入适量的ECL发光液 （美国

ThermoFisher Scientific公司），采用一体式化学发光

仪 （美国ThermoFisher Scientific公司） 拍照。

1.8 裸鼠移植瘤实验

15只4~6周龄雄性BALB/c-nu裸鼠，购自湖南斯

莱克景达实验动物有限公司，生产许可证号为SCXK 

（湘） 2019-0004，于广西中医药大学实验动物中心

饲养。接种后，裸鼠在无菌环境中饲养。将小鼠分

为对照组、TCAF2敲低组 （si+TCAF2组）、敲低阴性对

照 组 （si+NC组）、TCAF2过表达组 （OE+TCAF2组）、
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过表达阴性对照组 （OE+NC组），每组3只。第6周末

处死所有小鼠，收集皮下肿瘤并称重。本研究经广

西中医药大学实验动物福利伦理委员会审核批准 

（DW20230830-182）。

1.9 统计学分析

使用SPSS 27.0软件和GraphPad Prism 7.0软件进

行统计分析。计量资料用x-±s表示，2组间比较采用t

检验，多组间比较采用方差分析。P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 TCAF2在GBM细胞中高表达

实时定量PCR和Western blotting结果显示，GBM

细胞 （U251MG、DK-MG、U87MG细胞） 中，TCAF2 mRNA

和蛋白表达水平均高于人正常胶质细胞 （HEB细胞），

见图1。本研究选择TCAF2表达水平较高的U251MG

和U87MG细胞进行后续实验。

2.2 TCAF2促进GBM细胞增殖、侵袭和迁移

A，TCAF2 mRNA expression；B，TCAF2 protein expression. * P < 0.05 vs. HEB cells.

图1  GBM细胞中TCAF2 mRNA和蛋白表达情况

Fig.1  Expression of TCAF2 mRNA and protein in GBM cells

A，U251MG cells；B，U87MG cells. * P < 0.05 vs. control group.

图2  CCK-8实验检测TCAF2对GBM细胞增殖的影响

Fig.2  Effects of TCAF2 on the proliferation of GBM cells as detected by CCK-8 assay

CCK-8和集落形成实验结果显示，在U251MG和

U87MG细胞中敲低TCAF2可导致细胞在48 h和72 h

时的存活率降低、集落形成减少，而过表达TCAF2可

致细胞的存活率升高 （图2）、集落形成增加 （图3）。

此外，侵袭、迁移和划痕实验结果显示，敲低TCAF2

可 降 低U251MG和U87MG细 胞 的 迁 移 （图4）、侵 袭 

（图5） 和划痕愈合 （图6） 能力，过表达TCAF2则出现

相反的细胞表型变化。

2.3 TCAF2激活PI3K/AKT/mTOR信号通路

在通路蛋白表达实验中，TCAF2过表达可导致

U251MG和U87MG细胞中mTOR、p-PI3K/PI3K和p-AKT/

AKT蛋白丰度增加，敲低TCAF2后细胞中蛋白丰度

降低 （图7）。

2.4 TCAF2促进裸鼠移植瘤形成
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图4  迁移实验检测TCAF2对GBM细胞迁移能力的影响  ×200  

Fig.4  Effects of TCAF2 on the migration of GBM cells as detected by migration assay  ×200

图5  侵袭实验检测TCAF2对细胞侵袭能力的影响  ×200

Fig.5  Effects of TCAF2 on the invasion of GBM cells as detected by invasion assay  ×200

图3  集落形成实验检测TCAF2对GBM细胞克隆形成能力的影响  ×20

Fig.3  Effects of TCAF2 on the colony formation of GBM cells as detected by colony forming assay  ×20

在裸鼠移植瘤实验中，选择转染稳定的U251MG

细胞进行裸鼠皮下接种。结果显示，si+TCAF2组皮下

肿瘤直径明显小于对照组 （P < 0.01），OE+TCAF2组皮

下肿瘤直径明显大于对照组 （P < 0.05），而si+NC组、

OE+NC组与对照组比较，差异无统计学意义 （P  > 

0.05） （图8）。
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A，U251MG cells；B，U87MG cells. 

图6  划痕实验检测TCAF2对细胞划痕愈合能力的影响  ×200

Fig.6  Effects of TCAF2 on the scratch wound healing of GBM cells as detected by scratch wound assay  ×200

A，U251MG cells；B，U87MG cells. 

图7  过表达和敲低TCAF2对GBM细胞中mTOR、p-PI3K/PI3K和p-AKT/ AKT蛋白丰度的影响

Fig.7  Effects of overexpression and knockdown of TCAF2 on mTOR，p-PI3K/PI3K，and p-AKT/AKT protein abundance in GBM cells
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A，subcutaneous tumor formation in nude mice；B，isolated tumor tissues from each group；C，comparison of tumor volume in each group.* P < 0.05 vs. 

control group.

图8  过表达和敲低TCAF2对裸鼠皮下移植瘤生长的影响

Fig.8  Effects of overexpression and knockdown of TCAF2 on subcutaneous tumorigenesis in nude mice

3 讨论

本研究探讨了TCAF2在GBM中的作用，发现

TCAF2在GBM中表达水平升高；功能实验表明，敲低

TCAF2可抑制GBM细胞的增殖、侵袭和迁移能力，而

过表达TCAF2则促进这些恶性行为；机制研究证实，

TCAF2可通过激活PI3K/AKT/mTOR信号通路促进

GBM进展；裸鼠移植瘤实验进一步验证了TCAF2对

GBM体内生长的促进作用。 

TCAF2是瞬时受体电位通道超家族的成员，基

因位于7号染色体长臂3区5带。TCAF2基因包含3个结

构域，其亚细胞定位于细胞质膜上。TCAF2参与包

括胶质瘤［7］、胰腺癌［8］和直肠癌［9］在内的多种肿瘤

的发病。本研究的CCK-8实验、集落形成实验以及侵

袭、迁移和划痕实验中，TCAF2过表达促进U251MG

和U87MG细胞的增殖、侵袭和迁移；敲低TCAF2则

可明显抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭和迁移。上述

结果表明，TCAF2与胶质瘤的进展密切相关，提示

TCAF2可 能 通 过 激 活GBM中PI3K/AKT/mTOR信 号

通路发挥作用。

已知PI3K/AKT/mTOR信号级联在GBM中处于

过 度 激 活 状 态［10］，PI3K/AKT/mTOR信 号 通 路 的 激

活与GBM的生长、血管生成和化疗耐药均密切相

关［5］。PI3K/AKT/mTOR信号通路中AKT被磷酸化后，

被激活的mTOR会导致细胞周期蛋白D1与细胞周期

蛋白依赖性激酶结合，并启动细胞分裂，促进GBM

生长［4］。在肿瘤血管生成方面，PI3K/AKT/mTOR信

号传导已被确定为GBM血管生成的关键因素［11］。

雷帕霉素和mTOR siRNA介导的缺氧诱导因子-1α

和mTOR信号通路抑制，能降低GBM细胞获得内皮

细胞遗传和 （或） 表型特征并形成微血管通道的能

力，从而增加肿瘤的血液供应。在GBM的靶向治疗
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方面，抑制RTK/PI3K/AKT信号通路可显著增强放射

治疗的辐射效应和化疗药物替莫唑胺对GBM细胞

的细胞毒性，克服肿瘤的治疗耐药［12］。在免疫方面，

PI3K/AKT/mTOR信号通路活化可促进巨噬细胞向

M2型极化，并通过形成免疫抑制微环境促进GBM生

长［13］。

本研究通过过表达和敲低TCAF2并检测PI3K/

AKT/mTOR信号通路中关键蛋白的表达变化，证实

了TCAF2可激活PI3K/AKT/mTOR信号通路。本研究

通过裸鼠移植瘤实验，证实了过表达TCAF2 可促

进GBM进展。本研究结果表明，TCAF2可通过激活

PI3K/AKT/mTOR信 号 通 路 促 进GBM的 进 展，PI3K/

AKT/mTOR信号通路在促进GBM中发挥重要作用，

TCAF2可成为GBM治疗的潜在药物干预靶点。

综上所述，TCAF2在GBM中高表达，TCAF2可通

过激活PI3K/AKT/mTOR信号通路促进GBM进展。
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