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胶质母细胞瘤 FGFR3⁃TACC3融合基因介导丙酮酸
激酶M2入核促进 DNA损伤修复基础研究

任修德 李涛 范吉康 王希森 贾晓丹 杨学军

【摘要】 目的 探讨胶质母细胞瘤 FGFR3⁃TACC3（F3⁃T3）融合基因介导丙酮酸激酶M2（PKM2）入

核激活 DNA损伤修复致替莫唑胺（TMZ）耐药的作用机制。方法 慢病毒转染构建稳定表达 F3⁃T3融合

基因和空载体的胶质母细胞瘤细胞系 U87MG和 U251MG，构建稳定表达 F3⁃T3融合基因的胶质母细胞

瘤裸鼠模型，小动物活体成像系统观察荷瘤鼠肿瘤荧光信号强度；采用生物信息学分析基因芯片转录组

数据分析 F3⁃T3融合基因的生物学功能，并分析肿瘤基因组学图谱计划（TCGA）数据库中胶质瘤患者生

存期与 PKM2基因表达的关系；瞬时转染小干扰 RNA（siRNA）敲低 PKM2基因表达；CCK⁃8细胞增殖实

验观察经梯度浓度替莫唑胺处理后、转染 siRNA后、替莫唑胺联合 PKM2抑制剂 Compound 3k处理后

U87MG和 U251MG细胞增殖活性；提取核质蛋白并观察经替莫唑胺处理后总蛋白提取物、胞质提取物

和胞核提取物 PKM2蛋白表达情况；Western blotting法检测稳定表达 F3 ⁃T3融合基因的 U87MG和

U251MG细胞 PKM2蛋白相对表达量、磷酸化组蛋白H2AX（p⁃H2AX）相对表达量、siRNA敲低 PKM2基因

p⁃H2AX相对表达量。结果 （1）CCK⁃8细胞增殖实验显示，经替莫唑胺 640、320、160、80、40 μmol/L处

理后 F3⁃T3转染组的 U87MG细胞存活率均高于空载体转染组（P = 0.000，0.000，0.000，0.004，0.010），经

替莫唑胺 640、320、160、80、40、20、5 μmol/L处理后 F3⁃T3转染组的 U251MG细胞存活率亦均高于空载体

转染组（P = 0.000，0.000，0.000，0.000，0.002，0.001，0.002）；然而，经替莫唑胺 640、320、160、80、40、20、
10、5和 2.50 μmol/L处理后 si⁃PKM2⁃1009转染组的 U87MG细胞存活率均低于 F3⁃T3转染组（P = 0.000，
0.000，0.000，0.012，0.006，0.030，0.000，0.007，0.025），经替莫唑胺 640、320、160、80、40、20、5 μmol/L处理

后 si⁃PKM2⁃1377转染组 U251MG细胞存活率亦低于 F3⁃T3转染组（P = 0.000，0.000，0.002，0.000，0.002，
0.048，0.042）；经替莫唑胺 640、320、160、80、40、20 μmol/L处理后 TMZ + Compound 3k组 U87MG细胞存

活率低于 TMZ组（P = 0.000，0.000，0.000，0.000，0.001，0.002），经高浓度（640、320、160、80、40 μmol/L）替

莫唑胺处理后 TMZ + Compound 3k组 U251MG细胞存活率亦低于 TMZ组（P = 0.000，0.000，0.000，0.000，
0.003），而经低浓度（10、5、2.50 μmol/L）替莫唑胺处理后 TMZ + Compound 3k组 U251MG细胞存活率高

于 TMZ组（P = 0.000，0.000，0.006）。（2）胶质母细胞瘤动物模型显示，荷瘤鼠存在替莫唑胺耐药。（3）生物

信息学分析，F3⁃T3融合蛋白的生物学功能显著富集于 DNA修复通路（P = 0.000）。TCGA数据库中胶质

瘤患者 PKM2基因高表达组生存率和总生存期均低于低表达组（P < 0.05）。（4）Western blotting法显示，

经替莫唑胺处理 48 h再更换培养基后 24、36和 48 h，F3⁃T3转染组 U87MG（P = 0.000，0.000，0.004）和

U251MG（P = 0.000，0.007，0.005）细胞 p⁃H2AX蛋白相对表达量均低于空载体转染组；经替莫唑胺处理后

F3⁃T3转染组 U87MG和 U251MG细胞均可见明显的 PKM2入核，而空载体转染组细胞均未见这一现象；

si⁃PKM2⁃1009和 si⁃PKM2⁃1377分别敲低 U87MG（P = 0.000，0.001，0.006）和 U251MG（P = 0.000，0.000，
0.000）细胞 PKM2基因表达的效果最显著。结论 F3⁃T3融合基因可促进 PKM2入核，激活 DNA损伤修

复相关通路，进而介导胶质母细胞瘤对替莫唑胺耐药，不同细胞株对替莫唑胺的耐药浓度不一致，PKM2
抑制剂可逆转这种耐药。
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【Abstract】 Objective To explore the mechanism of FGFR3⁃TACC3 (F3⁃T3) fusion gene mediating
DNA damage repair through promoting pyruvate kinase M2 (PKM2)′s nuclear translocation in glioblastoma.
Methods The lentiviral transfection technology was used to constructed stable transitional cell lines
U87MG cells and U251MG cells that stably expressing F3 ⁃ T3 and empty vector. In vivo glioblastoma
model was constructed by intracranial in situ tumor implantation in athymic mice, and the tumorigenic
ability of F3⁃T3 transfected cells in athymic mice of each treatment group was observed by small⁃animal in
vivo imaging system. Bioinformatics analysis was performed to analyze gene microarray data exploring the
possible biological functions of F3 ⁃ T3 mediating chemoresistance and identify the relationship between
survival expectations and PKM2 expression levels in glioblastoma patients from The Cancer Genome Atlas
(TCGA) database. Transient transfection of small interference RNA (siRNA) was used to knock down the
expression of PKM2 in the F3 ⁃ T3 transfected cells. Proliferative activity of U87MG and U251MG cells
treated with different concentrations of temozolomide (TMZ), transfected with siRNA, and TMZ in
combination with Compound 3k, a PKM2 inhibitor, was observed in CCK ⁃ 8 cell proliferation assays.
Nuclear and cytoplasmic proteins were extracted separately and PKM2 protein expression was observed in
whole cell extract, cytoplasmic extract and cytosolic extract after TMZ treatment. Relative expression of
PKM2, relative expression of cytosolic phosphorylated histone H2AX (p ⁃H2AX) and relative expression of
siRNA knockdown PKM2 gene in U87MG and U251MG cells stably expressing the F3 ⁃ T3 fusion gene,
detected by Western blotting. Results 1) CCK ⁃8 cell proliferation assay showed that the survival rate of
U87MG cells in the F3 ⁃ T3 transfected group was higher than that in the empty vector transfected group
after treatment with TMZ 640, 320, 160, 80, 40 μmol/L (P = 0.000, 0.000, 0.000, 0.000, 0.004, 0.010), and
the survival rate of U251MG cells in the F3 ⁃T3 transfected group was also higher than that in the empty
vector transfected group after TMZ 640, 320, 160, 80, 40, 20, 5 μmol/L (P = 0.000, 0.000, 0.000, 0.002,
0.001, 0.002); the survial rate of U87MG cells in the si⁃PKM2⁃1009 transfected group was lower than that
of F3 ⁃T3 transfected group after TMZ 640, 320, 160, 80, 40, 20, 10, 5, 2.50 μmol/L, the survival rate of
U251MG cells in the si⁃PKM2⁃1377 transfected group was also lower than that in F3⁃T3 transfected group
after TMZ 640, 320, 160, 80, 40, 20, 5 μmol/L (P = 0.000, 0.000, 0.002, 0.000, 0.002, 0.048, 0.042); and
the survival rate of U87MG cells in TMZ + Compound 3k group was lower than TMZ group after TMZ 640,
320, 160, 80, 40, 20 μmol/L (P = 0.000, 0.000, 0.000, 0.000, 0.001, 0.002), and the survival rate of
U251MG cells in TMZ + Compound 3k group after treatment with high concentrations of TMZ (640, 320,
160, 80 and 40 μmol/L) was also lower than TMZ group (P = 0.000, 0.000, 0.000, 0.000, 0.003), while the
survival rate of U251MG cells in TMZ + Compound 3k group after treatment with low concentrations of TMZ
(10, 5 and 2.50 μmol/L) was higher than that of TMZ group (P = 0.000, 0.000, 0.006). 2) An animal model
of glioblastoma showed the presence of TMZ resistance in homozygous mice. 3) Bioinformatic analysis
showed that the biological function of F3 ⁃ T3 was significantly enriched in the DNA repair pathway (P =
0.000). Survival and overall survival of glioblastoma patients in the TCGA database were lower in the
PKM2 high expression group than in the low expression group (P < 0.05). 4) Western blotting showed that
the relative expression of p ⁃H2AX in U87MG (P = 0.000, 0.000, 0.004) and U251MG (P = 0.000, 0.007,
0.005) cells in the F3 ⁃ T3 transfected group were lower than those in the empty vector transfected group
after TMZ treatment for 48 h and then medium change for 24, 36 and 48 h. PKM2 protein incorporation
into the nucleus was observed in both U87MG and U251MG cells in the F3⁃T3 transfected group after TMZ
treatment, whereas it was not observed in cells in the empty vector transfected group; si⁃PKM2⁃1009 and si⁃
PKM2 ⁃ 1377 knocked down the relative expression of p ⁃ H2AX in U87MG (P = 0.000, 0.001, 0.006) and
U251MG (P = 0.000, 0.000, 0.000) cells, respectively. Conclusions In the presence of TMZ, F3 ⁃ T3
promotes PKM2′s nuclear translocation and activates DNA damage repair pathways, which in the eventually
results resistance of glioblastoma cell to TMZ. PKM2 inhibitors can compromise the resistance glioblastoma
cells stably expressing F3⁃T3 fusion gene to TMZ.

【Key words】 Glioblastoma; Receptor, fibroblast growth factor, type 3; Gene fusion; Pyruvate
kinase; DNA repair; Temozolomide; Drug resistance, neoplasm; Cell proliferation; Immunoblotting;
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脑胶质瘤是临床最常见的中枢神经系统肿瘤，

其中胶质母细胞瘤恶性程度最高，预后极差，中位

生存期仅 14 ~ 17 个月［1］。胶质母细胞瘤存在广泛

的基因组学改变，其中基因融合是常见的染色体畸

变，由染色体重排引发，导致致癌融合基因的产生。

FGFR3⁃TACC3（F3⁃T3）融合基因由定位于染色体

4p16的 FGFR3基因 150 × 103 bp长度范围内罕见染

色体重排所形成，最早在胶质母细胞瘤中被检出［2］。

F3⁃T3融合蛋白由大部分纤维母细胞生长因子受体

3（FGFR3）结构域和小部分转录相关酸性卷曲蛋白

3（TACC3）结构域组成，既保留野生型 FGFR3蛋白

的 重 要 磷 酸 化 位 点 ［3］，又 具 有 组 成 性 激 活

（constitutive activation）特点［4］。替莫唑胺（TMZ）是

胶质瘤治疗的一线烷化剂，但是由于肿瘤的异质性

进展，其治疗抵抗和治疗后复发仍是亟待解决的问

题。一方面，F3⁃T3融合基因阳性的胶质瘤患者经

替莫唑胺治疗后易复发，且复发肿瘤仍携带 F3⁃T3

融合基因［5⁃6］；另一方面，胶质瘤 FGFR3基因表达变

化显著影响烷化剂治疗敏感性［3］。本研究拟体外构

建胶质母细胞瘤模型，探究 F3⁃T3融合蛋白和 F3⁃T3

融合基因引发胶质母细胞瘤替莫唑胺耐药的作用

机制以及对抗或逆转这种耐药性的方案，以为携带

F3⁃T3融合基因的胶质母细胞瘤患者提供更精准的

治疗方案。

材料与方法

一、实验材料

1. 细胞系来源 人胶质瘤细胞系 U87MG 和

U251MG均购自中国科学院典型培养物保藏委员会

细胞库。以含体积分数为 10%胎牛血清（FBS）的

DMEM高糖培养基置于 37 ℃、含 5%二氧化碳（CO2）

的恒温培养箱培养，每 2 ~ 3天进行传代培养。

2.动物来源 无特定病原体（SPF）级 BALB/c裸
鼠共 10只，雄性和雌性各 5只，6 ~ 12周龄，体重为

17 ~ 21 g，购自北京华阜康生物科技股份有限公司。

实验动物于环境温度 24 ~ 27 ℃、12 h昼-12 h夜循环

照明环境中饲养，自由摄食、饮水。本实验经天津

医科大学总医院实验动物福利伦理委员会审查通

过（审批号：IRB2021⁃DWFL⁃076）。

3.试剂与仪器 （1）药品与试剂：胎牛血清和

DMEM高糖培养基均购自美国 Gibco公司；荧光素

酶底物（规格：100 mg）购自美国 GoldBio公司；替莫

唑胺（规格：25 mg）购自美国 Cayman公司；二甲基亚

砜（DMSO）、磷酸盐缓冲液（PBS）干粉（规格：2 L）、

BCA蛋白定量检测试剂盒均购自北京索莱宝科技

有限公司；核质蛋白提取试剂盒（含胞质提取剂Ⅰ、

Ⅱ和胞核提取剂）购自英国 Abcam公司；冻干粉形

式的小干扰 RNA（siRNA，规格：40 μg）购自上海和

元生物技术股份有限公司；CCK⁃8检测试剂盒购自

上 海 东 仁 化 学 科 技 有 限 公 司 ；丙 酮 酸 激 酶 M2
（PKM2）抑制剂 Compound 3k（规格：25 mg）购自美

国 Selleck Chemicals公司；Ⅰ抗工作液包括鼠源性

抗磷酸化组蛋白 H2AX（p⁃H2AX）单克隆抗体（1∶
1000）购自美国 Millipore公司，兔源性抗 PKM2单克

隆抗体（1∶1000）、兔源性抗 LAMIN A/C多克隆抗

体（1∶1000）为美国 Cell Signaling Technology公司

产品，鼠源性抗人 β⁃肌动蛋白（β⁃actin）单克隆抗体

（1∶ 3000）、鼠 源 性 抗 甘 油 醛 ⁃ 3 ⁃磷 酸 脱 氢 酶

（GAPDH）单克隆抗体（1∶1000）以及Ⅱ抗工作液包

括辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗鼠 IgGⅡ抗

（1∶3000）和山羊抗兔 IgGⅡ抗（1∶3000），均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。（2）设备与仪器：含

5% CO2的 37 ℃恒温培养箱和低温高速离心机购自

德国 Heraeus公司，IX73倒置相差荧光显微镜（×
600）购自日本 Olympus株式会社，IVIS Spectrum小

动 物 活 体 成 像 系 统（精 密 度 ：20 μm）购 自 美 国

Xenogen 公司，Synergy 2多功能酶标仪（精密度：

0.001 OD）购自美国 BioTek公司，PowerPac HC电泳

仪（电流 1 mA、电压 1 V、功率 1 W）为美国 Bio⁃Rad
公司产品，G：BOX Chemi XT4化学发光/荧光/凝胶

成像系统（分辨率：420万像素）为英国 Syngene公司

产品。

二、实验方法

1.慢病毒转染与细胞分组 F3⁃T3质粒载体构
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建和慢病毒包装由上海吉凯基因医学科技股份有

限公司完成，载体携带嘌呤霉素抗性基因、不携带

GFP基因。将生长良好、处于对数生长期的细胞实

验用 U87MG和 U251MG细胞分别接种于 2 个 6孔

板，每孔细胞数 100 × 103 个，分为 F3⁃T3转染组、空

载体转染组和空白对照组（每种细胞各 2孔）；恒温

培养箱培养 24 h后更换新鲜的 DMEM完全培养基

（2 ml/孔），向转染组（F3⁃T3转染组和空载体转染

组）加入配制好的含慢病毒和感染增强液的转染复

合物，空白对照组不转染病毒；恒温培养箱培养 24 h
后再更换培养基，继续培养 24 h，各组同时加入嘌呤

霉素 2 μg/ml，倒置相差荧光显微镜观察细胞存活情

况，空白对照组细胞完全死亡且转染组细胞未见明

显死亡提示转染成功，再将转染组细胞进一步扩大

培养。动物实验用稳定表达 F3 ⁃ T3 融合基因的

U251MG细胞另转染荧光素酶慢病毒，F3⁃T3质粒载

体构建、慢病毒包装和转染流程同上述方法，无需

设置转染组，转染后无需嘌呤霉素筛选细胞，小动

物活体成像系统观察到细胞发出荧光信号提示转

染成功，再进一步扩大培养。

2.胶质母细胞瘤动物模型制备与分组 取处于

对数生长期、转染荧光素酶慢病毒、稳定表达 F3⁃T3

融合基因的 U251MG细胞，制备含细胞（细胞数为

0.50 × 106 个/5 μl）的磷酸盐缓冲液。腹腔注射 5%
水合氯醛（0.10 ml/10 g）麻醉裸鼠，切开头皮，于前

囟前 1 mm、中线右 2 mm 处钻孔，注射制备的含

U251MG细胞的磷酸盐缓冲液 5 μl，缝合头皮。细

胞接种后第 7和 14天，于腹腔注射荧光素酶底物

（50 μl/10 g）麻醉小鼠，以小动物活体成像系统观察

荷瘤鼠颅内肿瘤生长情况，肿瘤发生荧光信号为模

型制备成功。10只裸鼠均建模成功，随机分为替莫

唑胺组和对照组，替莫唑胺组将药物溶解于二甲基

亚砜溶液，磷酸盐缓冲液稀释（稀释比 1∶100），于

注射第 15 ~ 19和 22 ~ 26天灌胃给药 5 mg/（kg·d），

对照组予以与替莫唑胺相同体积的二甲基亚砜溶

液，均于细胞接种后第 21、28、35和 42天采用小动

物活体成像系统观察荷瘤鼠肿瘤荧光信号强度。

3.生物信息学分析 差异基因分析和基因富集

分析（GSEA）所用 E ⁃MTAB ⁃6037基因芯片数据从

ArrayExpress 数 据 库 （https://www. ebi. ac. uk/
biostudies/arrayexpress）中下载，该基因芯片数据共

包括 4组转录组数据，即 F3⁃T3组（稳定表达 F3⁃T3

融合基因的人星形胶质细胞）、F3⁃T3 PD173074组

（以 FGFR抑制剂 PD173074处理稳定表达 F3⁃T3融

合基因的人星形胶质细胞）、F3⁃T3 KD组（稳定表达

F3⁃T3融合基因的激酶失活形式人星形胶质细胞）

和空载体组（稳定表达空载体的人星形胶质细胞）。

采用 R语言软件包 DESeq2分析 F3⁃T3组与空载体

组的差异基因，软件包 org.Hs.eg.db、clusterProfiler、
GSEABase和 msigdbr对差异基因行通路富集分析，

软件包 ggplot2将分析结果可视化。肿瘤基因组学

图 谱 计 划（TCGA）数 据 从 其 官 网（https://www.
cancergenome.nih.gov/）下载，包含 639例胶质瘤患者

的临床信息及其中 173例患者的基因转录组测序数

据，采用 R语言软件包 survival和 survminer分析胶

质瘤患者预后与 PKM2基因表达变化的相关性，软

件包 ggplot2和 ggpubr将分析结果可视化。

4.核质蛋白分离提取 将 F3⁃T3转染组和空载

体转染组细胞（U87MG和 U251MG）接种于培养皿

（规格：100 mm），加入替莫唑胺 100 μmol/L，48 h后
提取核质蛋白。重悬细胞，细胞悬液收集至 1.50 ml
EP管中，离心半径为 13.50 cm、转速 800 r/min离心

5 min，弃上清液，加入 200 μl冰冷胞质提取剂Ⅰ，冰

浴 10 min后，再加入 11 μl冰冷胞质提取剂Ⅱ，冰浴

1 min后，于 4 ℃预冷下离心半径为 13.50 cm、转速

12 000 r/min离心 5 min，取上清液，即为胞质提取

物；再向沉淀中加入 100 μl冰冷胞核提取剂，冰浴

40 min，于 4 ℃预冷下离心 10 min，取上清液，即为胞

核提取物。胞质和胞核提取物用于Western blotting
检测。

5.瞬时转染小干扰 RNA敲低 PKM2基因表达

敲低 PKM2基因的 siRNA冻干粉以超净水配制成

10 μmol/L溶液，上海和元生物技术股份有限公司合

成 siRNA序列，无义对照序列（si⁃PKM2⁃control组）：

5’⁃UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ⁃ 3’，PKM2干扰

序 列 分 别 为 si ⁃ PKM2 ⁃ 819 转 染 组 ：5’⁃
GCAAGAUCUACGUGGAUGAUGTT ⁃ 3’、 si ⁃
PKM2 ⁃ 1009 转 染 组 ： 5’ ⁃
GGAUGUUGAUAUGGUGUUUGCTT ⁃ 3’、si ⁃ PKM2 ⁃
1377转染组：5’⁃GCAUGAUGCUGUCUGGAGAAATT⁃
3’。一 EP管加入 10 μl siRNA和 250 μl高糖 DMEM
培养基，另一 EP管加入 5 μl Lipofectamine 2000和
250 μl高糖 DMEM培养基，两管混匀后于室温静置

25 min，配制转染复合物；将稳定表达 F3⁃T3融合基

因的 U87MG和 U251MG细胞以密度 50 × 103 个/ml
接种于 6孔板，恒温培养箱培养 48 h，加入转染复合
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物，转染 72 ~ 96 h，提取各 siRNA转染组总蛋白，用

于Western blotting检测。

6. CCK ⁃ 8 法 检 测 肿 瘤 细 胞 增 殖 活 性 将

U87MG和 U251MG细胞接种于 96孔板，每孔细胞数

1500 个，分为替莫唑胺孔、对照孔和空白对照孔，替

莫唑胺孔依次加入梯度浓度（640、320、160、80、40、
20、10、5和 2.50 μmol/L）替莫唑胺（每个浓度 5 个复

孔），对照孔接种细胞但不加入替莫唑胺（5 个复

孔），空白对照孔不接种细胞（3 个复孔）。96孔板恒

温培养箱培养 72 h，吸掉各孔培养基，每孔加入含

100 μl完全培养基和 10 μl CCK⁃8溶液的检测体系

混合物，恒温培养箱培养 30 min、1 h、1.50 h和 2 h
后，以酶标仪于 450 nm处测定光密度（OD）值，并计

算细胞存活率，公式为细胞存活率（%）=（替莫唑胺

孔 OD450 nm -空白对照孔 OD450 nm）/（对照孔 OD450 nm -
空白对照孔 OD450 nm）× 100%。采用 CCK⁃8法分别检

测稳定表达 F3⁃T3融合基因和空载体（F3⁃T3转染组

和空载体转染组）、稳定表达 F3⁃T3融合基因和转染

siRNA的稳定表达 F3⁃T3融合基因（F3⁃T3转染组和

siRNA转染组）、替莫唑胺和替莫唑胺联合 PKM2抑
制 剂 Compound 3k（1 μmol/L）处 理 后（TMZ 组 和

TMZ + Compound 3k组）U87MG和 U251MG细胞增

殖活性。再采用 GraphPad Prism 8软件绘制 U87MG
和 U251MG细胞增殖活性与替莫唑胺浓度的标准曲

线，并计算替莫唑胺半数抑制浓度（IC50）。

7. Western blotting 法 检 测 目 的 蛋 白 表 达 量

（1）PKM2蛋白的核质定位：将 F3⁃T3转染组和空

载体转染组细胞（U87MG和 U251MG）各接种于 2个
培养皿（规格：100 mm），加入替莫唑胺 100 μmol/L，
48 h后一皿提取核质蛋白、另一皿提取总蛋白，BCA
法检测总蛋白提取物、胞质提取物、胞核提取物蛋

白含量；并行十二烷基磺酸钠⁃聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS⁃PAGE），聚偏二氟乙烯（PVDF）转膜，以质量分

数为 5%胎牛血清白蛋白 V的封闭液封闭 2 h，加入

Ⅰ抗工作液包括兔源性抗 PKM2单克隆抗体、兔源

性抗 LAMIN A/C多克隆抗体和鼠源性抗 GAPDH单

克隆抗体（均 1∶1000），再加入辣根过氧化物酶标

记的山羊抗鼠 IgGⅡ抗和山羊抗兔 IgGⅡ抗（均 1∶
3000），凝胶成像系统采集目的条带，以 GAPDH作

为胞质提取物的内参照物、LAMIN A/C作为胞核提

取物的内参照物，观察总蛋白提取物、胞质提取物

和胞核提取物 PKM2蛋白表达情况。（2）转染 siRNA
后 PKM2蛋白相对表达量：瞬时转染 siRNA 敲低

PKM2基因表达后，行 SDS⁃PAGE、转膜、封闭，加入

Ⅰ抗工作液包括兔源性抗 PKM2单克隆抗体（1∶
1000）和鼠源性抗人 β⁃actin单克隆抗体（1∶3000），

再加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 IgGⅡ抗和

山羊抗兔 IgGⅡ抗（均 1∶3000），凝胶成像系统采集

目的条带，采用 Image J软件分析目的条带的灰度

值，以 β⁃actin作为内参照物，计算 PKM2蛋白相对表

达量并筛选出 PKM2基因敲低效果最佳的 siRNA。
（3）p⁃H2AX蛋白相对表达量：将 F3⁃T3转染组和空

载体转染组细胞（U87MG和 U251MG）接种于培养

皿（规格：100 mm），加入替莫唑胺 100 μmol/L，48 h
后更换为不含替莫唑胺的新鲜 DMEM完全培养基，

于更换培养基后即刻、24、36和 48 h提取总蛋白，

BCA法检测总蛋白含量；并行 SDS⁃PAGE、PVDF转

膜、封闭，加入Ⅰ抗工作液包括鼠源性抗 p⁃H2AX单

克隆抗体（1∶1000）、鼠源性抗人 β⁃actin单克隆抗

体（1∶3000），再加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗

鼠 IgGⅡ抗（1∶3000），凝胶成像系统采集目的条带，

Image J软件分析目的条带灰度值，以 β⁃actin作为内

参照物，计算 p ⁃H2AX蛋白相对表达量。（4）转染

siRNA后 p⁃H2AX蛋白相对表达量：将 F3⁃T3转染组

和空载体转染组细胞（U87MG和 U251MG）接种于

培养皿（规格：100 mm），实验组转染筛选出的敲低

PKM2基因效果最佳的 siRNA、对照组不转染，24 h
后均加入替莫唑胺 100 μmol/L，48 h后更换为不含

替莫唑胺的新鲜 DMEM完全培养基，分别于更换培

养基后 24和 48 h提取总蛋白，BCA法检测总蛋白含

量；并行 SDS⁃PAGE、转膜、封闭，加入Ⅰ抗工作液包

括鼠源性抗 p⁃H2AX单克隆抗体（1∶1000）和鼠源

性抗人 β⁃actin单克隆抗体（1∶3000），再加入辣根

过氧化物酶标记的山羊抗鼠 IgGⅡ抗和山羊抗兔

IgGⅡ抗（均 1∶3000），凝胶成像系统采集目的条带，

Image J软件分析目的条带灰度值，以 β⁃actin作为内

参照物，计算 p⁃H2AX蛋白相对表达量。

8.统计分析方法 采用 GarphPad Prism8软件

进行数据处理与分析。呈正态分布的计量资料以

均数 ±标准差（x ± s）表示，采用单因素方差分析，两

两比较行 LSD⁃t检验。以 P ≤ 0.05为差异具有统计

学意义。

结 果

CCK⁃8细胞增殖实验显示，经替莫唑胺 640、
320、160、80、40 μmol/L处理 72 h后，F3⁃T3转染组
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U87MG 细 胞 存 活 率 均 高 于 空 载 体 转 染 组（P =
0.000，0.000，0.000，0.004，0.010）；经替莫唑胺 640、
320、160、80、40、20、5 μmol/L处理 72 h后，F3⁃T3转
染组 U251MG细胞存活率亦高于空载体转染组（P =
0.000，0.000，0.000，0.000，0.002，0.001，0.002；表 1）。

进一步计算两组细胞替莫唑胺半数抑制浓度，空载

体转染组 U87MG细胞 IC50值 236.80 μmol/L、F3⁃T3
转染组为 2827 μmol/L，空载体转染组 U251MG细胞

IC50值 259.20 μmol/L、F3⁃T3转染组为 4207 μmol/L。
胶质母细胞瘤动物模型显示，不同时间点替莫

唑胺组与对照组荷瘤鼠肿瘤荧光信号强度变化趋

势无显著差异，两组荧光信号强度亦无显著差异，

表明替莫唑胺组荷瘤鼠的肿瘤生长未受明显抑制

（图 1）。

基因富集分析显示，F3⁃T3融合蛋白的生物学

功能显著富集于 DNA修复等通路（P = 0.000，图 2）。

基于 TCGA数据库的生物信息学分析显示，胶质瘤

患者 PKM2基因高表达组生存率和总生存期均低于

PKM2基因低表达组（P < 0.05，图 3）。

Western blotting法显示，经替莫唑胺处理 48 h
再更换培养基后 24、36和 48 h，F3⁃T3转染组 U87MG
（P = 0.000，0.000，0.004）和 U251MG（P = 0.000，
0.007，0.005）细胞 p⁃H2AX蛋白相对表达量低于空

载体转染组，表明稳定表达 F3⁃T3融合基因的肿瘤

细胞可修复替莫唑胺造成的 DNA损伤（图 4，表 2）。

Western blotting法显示，F3⁃T3转染组 U87MG
和 U251MG细胞均可见明显的 PKM2入核，而空载

体转染组细胞未见这一现象（图 5）。各 siRNA转染

组 U87MG（F = 26.182，P = 0.002）和 U251MG（F =
176.623，P = 0.004）细胞 PKM2蛋白相对表达量差异

均有统计学意义（表 3），其中，si⁃PKM2⁃1009转染组

U87MG 细 胞 PKM2 蛋 白 相 对 表 达 量 降 低 最 显 著

（P = 0.000，0.001，0.006；表 4，图 6a），si⁃PKM2⁃1377
转染组 U251MG细胞 PKM2蛋白相对表达量降低最

显著（P = 0.000，0.000，0.000；表 4，图 6b）。因此，后

续实验选用 si⁃PKM2⁃1009敲低 U87MG细胞 PKM2

基因表达、si⁃PKM2⁃1377敲低 U251MG细胞 PKM2

基因表达。

CCK ⁃8细胞增殖实验结果显示，经替莫唑胺

640、320、160、80、40、20、10、5和 2.50 μmol/L处理

后，si⁃PKM2⁃1009转染组 U87MG细胞存活率均低于

F3⁃T3转染组（P = 0.000，0.000，0.000，0.012，0.006，
0.030，0.000，0.007，0.025）；经替莫唑胺 640、320、
160、80、40、20、5 μmol/L处理后，si⁃PKM2⁃1377转染

组 U251MG细胞存活率亦低于 F3 ⁃T3转染组（P =
0.000，0.000，0.002，0.000，0.002，0.048，0.042；表 5），

表明敲低 PKM2基因表达可使稳定表达 F3⁃T3融合

基因的肿瘤细胞对替莫唑胺耐药性下降。进一步

计算两组细胞替莫唑胺半数抑制浓度，F3⁃T3转染

组 U87MG细胞 IC50值为 2938 μmol/L、si⁃PKM2⁃1009

组别

U87MG
空载体转染组

F3⁃T3转染组

t值

P值

组别

U251MG
空载体转染组

F3⁃T3转染组

t值

P值

样本数*

5
5

样本数*

5
5

替莫唑胺（μmol/L）
640

53.96 ± 4.52
88.70 ± 4.40
11.021
0.000

替莫唑胺（μmol/L）
640

42.09 ± 1.53
89.66 ± 3.32
34.440
0.000

320

65.96 ± 1.89
90.46 ± 4.73
9.617
0.000

320

51.75 ± 1.03
92.72 ± 2.51
16.961
0.000

160

67.66 ± 2.57
90.97 ± 4.56
8.913
0.000

160

54.71 ± 4.06
96.68 ± 5.20
10.863
0.000

80

70.67 ± 5.57
84.22 ± 3.99
3.953
0.004

80

59.34 ± 2.20
91.95 ± 5.52
13.351
0.000

40

75.15 ± 3.06
85.45 ± 5.26
3.385
0.010

40

73.95 ± 3.97
97.05 ± 5.20
4.526
0.002

20

79.48 ± 2.27
83.78 ± 4.97
1.574
0.154

20

83.78 ± 2.21
93.02 ± 3.23
4.723
0.001

10

85.19 ± 3.02
82.26 ± 5.73
0.906
0.391

10

88.28 ± 4.05
92.95 ± 4.85
1.479
0.177

5

89.83 ± 3.67
85.24 ± 10.82

0.803
0.445

5

85.37 ± 3.78
95.40 ± 2.24

4.572
0.002

2.50

94.09 ± 3.39
93.43 ± 6.02
0.758
0.476

2.50

91.52 ± 3.39
96.70 ± 4.66
0.410
0.693

表 1 梯度浓度替莫唑胺处理后 F3⁃T3转染组与空载体转染组 U87MG和 U251MG细胞存活率的比较（x ± s，%）
Table 1. Comparison of the survival rates of U87MG and U251MG cells between F3⁃T3 transfected group and empty vectortransfected group under different concentrations of TMZ (x ± s, %)

*1500 cells per well at inoculation，接种细胞数为 1500 个/孔
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转染组为 272.30 μmol/L，F3⁃T3转染组 U251MG细

胞 IC50 值为 1252 μmol/L、si ⁃ PKM2 ⁃ 1377转染组为

192.80 μmol/L。
Western blotting法结果显示，经替莫唑胺处理

后 siRNA转染组 U87MG和 U251MG细胞 DNA损伤

程度均明显高于 F3⁃T3转染组（图 7）。经替莫唑胺

处 理 48 h 并 换 液 后 24 和 48 h，siRNA 转 染 组 的

U87MG（P = 0.000，0.000）和 U251MG（P = 0.000，
0.000）细胞 p⁃H2AX蛋白相对表达量均高于 F3⁃T3
转染组（表 6）。

CCK ⁃8细胞增殖实验结果显示，经替莫唑胺

640、320、160、80、40、20 μmol/L处理 72 h后，TMZ +

对照组 替莫唑胺组

第 14天

第 21天

第 28天

第 35天

第 42天

10

8

6

4

2

荧光信号强度
（× 10 6）

1
✕，已死亡

图 1 小动物活体成像系统显示，细胞接种后第 14、21、28、35和 42天，替莫唑胺组与对照组荷瘤鼠肿瘤荧光信号强度变
化趋势无明显差异，两组荧光信号强度亦无明显差异

Figure 1 Small animal in vivo imaging showed that there was no significant difference in the trend of tumor fluorescence
signal intensity change between TMZ group and control group of homozygous mice on the 14th, 21st, 28th, 35th and 42nd
day after cell injection, and there was also no significant difference in the fluorescence signal intensity between the 2 groups.

图 2 基因富集分析所见 2a DNA修复通路差异基因表达显著
上调（P = 0.000） 2b 差异表达基因显著富集于 DNA修复通路
（P = 0.000）
Figure 2 GSEA analysis showed that differently expressed genes
DNA repair pathway significantly upregulated (P = 0.000, Panel 2a),
and differently expressed genes significantly enriched in DNA repair
pathway (P = 0.000, Panel 2b).

0.00
0.20
0.40
0.60

富
集

得
分

基因集

DNA修复
校正 P = 0.000
P = 0.000

2b

MYC靶向基因 V1
E2F靶向

G2M检查点

氧化磷酸化

DNA修复

MYC靶向基因 V2
蛋白分泌

有丝分裂纺锤体

mTORC1通路

干扰素⁃α反应

差异基因表达（> 0为上调，< 0为下调）

⁃ 3 ⁃ 2 ⁃ 1 0 1 2

校正 P值

2a

0.000
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Compound 3k 组 U87MG 细 胞 存 活 率 低 于 TMZ 组

（P = 0.000，0.000，0.000，0.000，0.001，0.002）；且经高

浓度（640、320、160、80和 40 μmol/L）替莫唑胺处理

72 h后，TMZ + Compound 3k组 U251MG细胞存活率

亦 低 于 TMZ 组（P = 0.000，0.000，0.000，0.000，
0.003），而经低浓度（10、5和 2.50 μmol/L）替莫唑胺

处理后，TMZ + Compound 3k组 U251MG细胞存活率

高于 TMZ组（P = 0.000，0.000，0.006；表 7），并认为

这一现象与细胞生长活性的差异有关，而与药物作

用无关。进一步计算两组细胞替莫唑胺半数抑制

浓度，TMZ 组 U87MG 细胞 IC50 值为 3684 μmol/L、
TMZ + Compound 3k 组 为 211.10 μmol/L，TMZ 组

U251MG 细 胞 IC50 值 为 1039 μmol/L、TMZ +
Compound 3k组为 197.90 μmol/L。

图 3 基于 TCGA数据库的生存分析显示，胶
质瘤患者 PKM2基因高表达组生存率和总生存
期均低于 PKM2基因低表达组（P < 0.05）
Figure 3 Survival analysis curves based on
the TCGA database showed that the survival
rate and overall survival of glioma patients in
the PKM2 gene high ⁃ expression group were
lower than those in the PKM2 gene low ⁃
expression group (P < 0.05).
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3

p⁃H2AX，磷酸化组蛋白H2AX；β⁃actin，β⁃肌动蛋白

图 4 Western blotting法所见 4a 替莫唑胺处理 24、36和 48 h时 F3⁃T3转染组 U87MG细胞 p⁃H2AX蛋白相对表达量均低于空载体
转染组 4b 替莫唑胺处理 24、36和 48 h时 F3⁃T3转染组 U251MG细胞 p⁃H2AX蛋白相对表达量均低于空载体转染组

Figure 4 Western blotting showed significantly lower p⁃H2AX expression in U87MG cells (Panel 4a) and U251MG cells (Panel 4b) in
F3⁃T3 transfected group than those in empty vector transfected group at 24, 36 and 48 h.

空载体转染组

0 h 24 h 36 h 48 h
F3⁃T3转染组

0 h 24 h 36 h 48 h
17

相对分子
质量（× 10 3）

42
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β⁃actin 4a
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F3⁃T3转染组

0 h 24 h 36 h 48 h
17

相对分子
质量（× 10 3）

42

p⁃H2AX

β⁃actin
4b

组别

U87MG
空载体转染组

F3⁃T3转染组

t值

P值

组别

U251MG
空载体转染组

F3⁃T3转染组

t值

P值

样本数*

3
3

样本数*

3
3

0 h

1.79 ± 0.17
1.72 ± 0.20
0.357
0.739
0 h

1.50 ± 0.14
1.20 ± 0.07
2.679
0.055

24 h

1.85 ± 0.18
0.33 ± 0.11
10.261
0.000
24 h

1.64 ± 0.04
0.47 ± 0.08
20.020
0.000

36 h

2.02 ± 0.11
0.23 ± 0.00
22.570
0.000
36 h

0.89 ± 0.18
0.21 ± 0.02
5.077
0.007

48 h

0.28 ± 0.05
0.05 ± 0.02
5.848
0.004
48 h

0.33 ± 0.06
0.10 ± 0.01
5.560
0.005

表 2 替莫唑胺处理后不同时间点 F3⁃T3转染组与空载体转染组 U87MG和 U251MG细胞 p⁃H2AX蛋白相对表达
量的比较（x ± s）
Table 2. Relative expression of p ⁃H2AX in U87MG and U251MG cells between F3 ⁃ T3 transfected group andempty vector transfected group at different time points after TMZ treatment (x ± s)

*1 × 10 6 cells per dish at inoculation，细胞接种数为 1 × 10 6 个/皿
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讨 论

F3⁃T3是罕见的染色体重排形成的融合基因，

最早见于胶质母细胞瘤，是其相对少见的基因组遗

传性改变，F3⁃T3融合基因在胶质母细胞中发生率

为 3.1%~12.0%［2，5］。Di Stefano等［7］认为，F3⁃T3融

合基因仅表达于胶质母细胞瘤，IDH野生型（3.5%），

而不表达于胶质母细胞瘤，IDH突变型。F3⁃T3融

合基因与其他致癌性受体酪氨酸激酶（RTK）通路如

表皮生长因子受体（EGFR）通路、血小板源性生长

因子受体 ⁃α（PDGFR⁃α）通路和间质上皮细胞转化

因子（MET）通路变异相互排斥，而且，F3⁃T3基因融

WCL，总蛋白提取物；C，胞质提取物；N，胞核提取物；PKM2，丙酮酸激酶M2；GAPDH，甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶

图 5 Western blotting法所见 5a F3⁃T3转染组 U87MG细胞核部分发生明显 PKM2蛋白富集 5b F3⁃T3转染组 U251MG
细胞核部分发生明显 PKM2蛋白富集

Figure 5 Western blotting showed that significant enrichment of PKM2 in the nuclear fraction of U87MG cells (Panel 5a) and
U251MG cells (Panel 5b) in F3⁃T3 transfected group compared to empty vector transfected group.

组别

si⁃PKM2⁃control组（1）
si⁃PKM2⁃819转染组（2）
si⁃PKM2⁃1377转染组（3）
si⁃PKM2⁃1009转染组（4）
F值

P值

样本数*
3
3
3
3

U87MG
1.00 ± 0.00
0.87 ± 0.13
0.75 ± 0.16
0.37 ± 0.06
26.182
0.002

U251MG
1.00 ± 0.00
1.19 ± 0.11
0.39 ± 0.01
1.49 ± 0.06
176.623
0.004

表 3 不同 siRNA转染组 U87MG和 U251MG细胞 PKM2
蛋白相对表达量的比较（x ± s）
Table 3. Comparison of relative expression of PKM2 ofU87MG and U251MG cells in different siRNA transfectiongroups (x ± s)

*50 × 10 3 cells per well at inoculation，接种细胞数 50 × 10 3 个/孔

组间两两比

（1）∶（2）
（1）∶（3）
（1）∶（4）
（2）∶（3）
（2）∶（4）
（3）∶（4）

U87MG
t值

1.776
2.693
13.021
1.154
7.020
3.987

P值

0.150
0.055
0.000
0.313
0.001
0.006

U251MG
t值

3.587
18.441
14.472
20.574
7.893

108.012

P值

0.023
0.000
0.000
0.000
0.001
0.000

表 4 不同 siRNA转染组 U87MG和 U251MG细胞 PKM2
蛋白相对表达量的两两比较

Table 4. Pairwise comparison of relative expression ofPKM2 of U87MG and U251MG cells in different siRNAtransfection groups

1，si⁃PKM2⁃control组；2，si⁃PKM2⁃819转染组；3，si⁃PKM2⁃1377转染组；4，si⁃PKM2⁃1009转染组
PKM2，丙酮酸激酶M2；β⁃actin，β⁃肌动蛋白

图 6 Western blotting法所见 6a si⁃PKM2⁃1009敲低 F3⁃T3转染组 U87MG细胞 PKM2基因的效果最佳 6b si⁃PKM2⁃1377
敲低 F3⁃T3转染组 U251MG细胞 PKM2基因的效果最佳

Figure 6 Western blotting showed that si⁃PKM2⁃1009 had the best effect of knocking down PKM2 gene in U87MG cells of F3⁃T3
transfected group (Panel 6a) and si ⁃ PKM2 ⁃ 1377 had the best effect of knocking down PKM2 gene in U251MG cells of F3 ⁃ T3
transfected group (Panel 6b).
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合较少与 EGFR基因扩增同时发生，表达 F3⁃T3融合

基因的胶质母细胞瘤细胞也很少发生 TP53基因变

异。F3⁃T3融合基因独特的分子特征使表达 F3⁃T3

融合基因的胶质母细胞瘤，IDH野生型患者具有更

长的生存预期，靶向 F3⁃T3融合基因可发挥出更理

想的治疗效果［8⁃11］。因此认为，针对 F3⁃T3融合基因

组别

U87MG
F3⁃T3转染组

si⁃PKM2⁃1009转染组

t值

P值

组别

U251MG
F3⁃T3转染组

si⁃PKM2⁃1377转染组

t值

P值

样本数*

5
5

样本数*

5
5

替莫唑胺（μmol/L）
640

84.80 ± 2.15
43.67 ± 5.38
14.581
0.000

替莫唑胺（μmol/L）
640

81.91 ± 4.37
49.38 ± 4.91

0.896
0.000

320

88.22 ± 5.97
64.60 ± 5.97
8.922
0.000

320

83.62 ± 7.20
56.03 ± 1.66
7.463
0.000

160

82.19 ± 3.10
69.58 ± 4.43
7.705
0.000

160

80.19 ± 7.09
60.24 ± 4.88
4.636
0.002

80

80.64 ± 5.44
68.39 ± 5.32
3.917
0.012

80

84.16 ± 5.14
61.04 ± 5.38
6.217
0.000

40

85.56 ± 4.14
74.97 ± 3.93
3.709
0.006

40

91.03 ± 1.96
62.24 ± 2.70
4.699
0.002

20

90.14 ± 3.05
78.78 ± 8.06
2.636
0.030

20

89.56 ± 8.70
79.05 ± 2.37
2.331
0.048

10

95.63 ± 4.04
77.47 ± 4.05
6.348
0.000

10

100.74 ± 1.18
88.58 ± 5.11
1.978
0.083

5

97.05 ± 3.51
82.47 ± 7.18
3.648
0.007

5

95.61 ± 6.11
83.65 ± 6.30
2.727
0.042

2.50

95.91 ± 2.42
85.06 ± 7.51
2.751
0.025

2.50

92.07 ± 5.90
88.80 ± 4.75
0.864
0.413

表 5 梯度浓度替莫唑胺处理后 F3⁃T3转染组与 siRNA转染组 U87MG和 U251MG细胞存活率的比较（x ± s，%）
Table 5. Comparison of the survival rates of U87MG and U251MG cells between F3 ⁃ T3 transfected group and siRNAtransfected group under different concentrations of TMZ (x ± s, %)

*1500 cells per well at inoculation，接种细胞数为 1500 个/孔

DMSO，二甲基亚砜；TMZ，替莫唑胺；PKM2，丙酮酸激酶M2；p⁃H2AX，磷酸化组蛋白H2AX；β⁃actin，β⁃肌动蛋白

图 7 Western blotting法所见 7a 稳定表达 F3⁃T3融合基因的 U87MG细胞敲低 PKM2基因后 DNA损伤显著加重 7b 稳
定表达 F3⁃T3融合基因的 U251MG细胞敲低 PKM2基因后 DNA损伤显著加重

Figure 7 Western blotting showed that U87MG (Panel 7a) and U251MG (Panel 7b) cells stably expressing F3 ⁃ T3 had
worsening DNA damage after PKM2 gene knockdown.

组别

U87MG
F3⁃T3转染组

si⁃PKM2⁃1009转染组

t值

P值

样本数*

3
3

24 h

0.49 ± 0.02
1.09 ± 0.06
12.711
0.000

48 h

0.52 ± 0.05
1.59 ± 0.04
24.052
0.000

组别

U251MG
F3⁃T3转染组

si⁃PKM2⁃1377转染组

t值

P值

样本数*

3
3

24 h

0.35 ± 0.01
0.86 ± 0.02
40.820
0.000

48 h

0.44 ± 0.02
1.33 ± 0.03
36.840
0.000

表 6 替莫唑胺处理后不同时间点 F3⁃T3转染组与 siRNA转染组 U87MG和 U251MG细胞 p⁃H2AX蛋白相对表达量的比较
（x ± s）
Table 6. Comparison of relative expression of p ⁃H2AX in U87MG and U251MG cells between F3⁃T3 transfected group andsiRNA transfected group at different time points after TMZ treatment (x ± s)

*1 × 10 6 cells per dish at inoculation，接种时细胞数为 1 × 10 6 个/皿

si⁃PKM2⁃1009转染组

DMSO TMZ
24 h 48 h

F3⁃T3转染组

DMSO TMZ
24 h 48 h

60

相对分子
质量（× 10 3）

17

37

PKM2

β⁃actin

p⁃H2AX

7a

si⁃PKM2⁃1377转染组

DMSO TMZ
24 h 48 h

F3⁃T3转染组

DMSO TMZ
24 h 48 h

60

相对分子
质量（× 10 3）

17

37

PKM2

β⁃actin

p⁃H2AX

7b
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的研究可能为携带该融合基因患者的个体化治疗

和生存期改善提供良好前景。

F3⁃T3融合蛋白由大部分 FGFR3蛋白结构域和

小部分 TACC3蛋白结构域组成，这一特殊结构使其

具有组成性激酶活性，最终导致 FGFR信号转导通

路持续激活。FGFR信号转导通路常通过基因组改

变（如点突变、融合、扩增、异常剪接）实现自身异常

激活，引起多个下游通路过度激活，进而促进肿瘤

细胞增殖、存活、分化和迁移。对尿路上皮癌患者

的血浆标本行第二代测序，发现 20%发生 FGFR2和

FGFR3基因变异，其中 14%的变异可引起 FGFR信

号转导通路异常激活［12］。FGFR信号转导通路异常

激活被认为与胶质瘤基因毒性治疗（放射治疗和药

物化疗）抵抗相关，例如，FGFR2信号转导通路异常

激活可诱导胶质瘤细胞对放射治疗产生抵抗，

FGFR2磷酸化激活其下游底物同源性磷酸酶 ⁃张力

蛋白（PTEN），促进 DNA损伤修复，最终介导放射治

疗抵抗［13］。本研究构建稳定表达 F3⁃T3融合基因的

胶质母细胞瘤细胞系（U87MG和 U251MG），CCK⁃8
细胞增殖实验显示，经替莫唑胺（640、320、160、80、
40 μmol/L）处理后 F3⁃T3转染组 U87MG细胞存活率

均高于空载体转染组，经替莫唑胺（640、320、160、
80、40、20、5 μmol/L）处理后 F3⁃T3转染组 U251MG
细胞存活率亦高于空载体转染组，并且在替莫唑胺

最 大 浓 度（640 μmol/L）处 理 下 ，F3 ⁃ T3 转 染 组

U87MG 细 胞 存 活 率 达 88.70%、U251MG 细 胞 达

89.66%，表明 F3⁃T3融合基因可以诱导胶质母细胞

瘤细胞对替莫唑胺耐药；进一步构建胶质母细胞瘤

裸鼠模型，发现荷载表达 F3⁃T3融合基因的胶质母

细胞瘤小鼠对替莫唑胺无明显效果，证实稳定表达

F3⁃T3融合基因的荷瘤鼠对替莫唑胺耐药。

胶质瘤细胞基因组暴露于基因毒性因素时，基

因组完整性破坏，肿瘤细胞可通过多种机制启动对

基因毒性治疗的耐药，如 DNA损伤修复、肿瘤干细

胞 激 活 、细 胞 凋 亡 逃 逸 和 代 谢 重 编 程（metabolic
reprogramming）等［14］，其中，DNA损伤修复是肿瘤细

胞维持基因组完整性的主要方式。替莫唑胺是胶

质瘤临床治疗的一线烷化剂，可造成肿瘤细胞包括

碱基错配、单链和双链断裂在内的多种基因组损

伤，尤以双链断裂是最严重、最致死的损伤类型，也

是基因毒性治疗发挥抗癌作用的主要作用机制［15］。

本研究采用基因芯片转录组数据进行基因富集分

析，发现 F3⁃T3融合蛋白的生物学功能显著富集于

DNA损伤修复通路，而用于富集分析的基因芯片数

据未经替莫唑胺处理［16］，故不排除 F3⁃T3融合基因

还可能通过其他机制如肿瘤细胞凋亡逃逸以实现

替莫唑胺耐药。p⁃H2AX是一种检测 DNA损伤的敏

感指标，DNA损伤如双链断裂时 p⁃H2AX可以被招

募至 DNA损伤部位［17］，本研究Western blotting法结

果显示，经替莫唑胺处理后 24、36和 48小时，稳定

组别

U87MG
TMZ组
TMZ + Compound 3k组
t值

P值

组别

U251MG
TMZ组
TMZ + Compound 3k组
t值

P值

样本数*

5
5

样本数*

5
5

替莫唑胺（μmol/L）
640

88.20 ± 2.12
31.55 ± 6.21
27.271
0.000

替莫唑胺（μmol/L）
640

85.36 ± 4.72
51.59 ± 1.81
13.350
0.000

320

99.07 ± 6.67
48.61 ± 3.05
13.772
0.000

320

81.80 ± 2.36
56.44 ± 3.85
11.231
0.000

160

100.58 ± 11.19
61.91 ± 2.98

6.677
0.000

160

83.29 ± 2.20
53.83 ± 3.87
13.230
0.000

80

97.16 ± 4.74
71.01 ± 5.47
7.224
0.000

80

77.40 ± 8.66
56.95 ± 3.48
4.385
0.000

40

97.86 ± 6.46
74.99 ± 5.54
5.371
0.001

40

82.00 ± 3.66
69.90 ± 4.41
4.222
0.003

20

98.70 ± 6.60
83.24 ± 6.67
4.148
0.002

20

80.60 ± 6.12
83.09 ± 4.75
0.642
0.539

10

99.01 ± 7.67
95.49 ± 4.50

2.140
0.065

10

75.38 ± 1.74
92.81 ± 2.70
10.850
0.000

5

101.92 ± 6.24
98.54 ± 7.60
0.688
0.511

5

81.65 ± 4.74
93.07 ± 3.08
4.040
0.000

2.50

102.40 ± 7.45
101.06 ± 8.39

0.818
0.237

2.50

86.92 ± 4.92
99.11 ± 4.41
3.688
0.006

表 7 梯度浓度替莫唑胺处理后 TMZ组与 TMZ + Compound 3k组 U87MG和 U251MG细胞存活率的比较（x ± s，%）
Table 7. Comparison of the survival rates of U87MG and U251MG cells between TMZ group and TMZ + Compound 3k groupunder different concentrations of TMZ (x ± s, %)

*1500 cells per well at inoculation，细胞接种数为 1500 个/孔。TMZ，temozolomide，替莫唑胺
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表达 F3⁃T3融合基因的胶质母细胞瘤细胞（U87MG
和 U251MG）DNA双链断裂标志物 p⁃H2AX相对表

达量均降低，提示稳定表达 F3⁃T3融合基因的肿瘤

细胞可修复替莫唑胺造成的 DNA损伤。

F3⁃T3融合蛋白是一种酪氨酸激酶受体，其信

号传导需相应的下游底物承担。胰腺癌细胞中

PKM2蛋白与肾上腺素受体（EphR）家族和 FGFR家

族（FGFR1、FGFR3、FGFR4）等受体酪氨酸激酶家族

存在较强的结合能力［18］，此外，在 F3⁃T3相互作用蛋

白中［16］仅 PKM2蛋白与 DNA修复过程相关［19⁃21］。

PKM2蛋白是细胞糖酵解过程中关键酶丙酮酸激酶

同工酶M2亚型，肿瘤细胞 PKM2蛋白可促进有氧糖

酵解，为肿瘤细胞获得生长优势［22］。近年来，PKM2
蛋白在肿瘤发生发展过程中的非代谢功能亦受到

关注，PKM2蛋白可促进肿瘤细胞增殖，并进入胞核

内发挥转录调控作用 ［23］；胰腺导管腺癌细胞中

PKM2蛋白发生核易位，介导肿瘤相关巨噬细胞

（TAMs）诱导的细胞程序性死亡蛋白配体 1（PDL1）
过表达和免疫抑制［24］。本研究 Western blotting法
显示，经替莫唑胺处理后，稳定表达 F3⁃T3融合基因

的胶质母细胞瘤细胞（U87MG和 U251MG）PKM2蛋
白发生明显的核内富集，而未表达 F3⁃T3融合基因

的细胞则无此现象；通过 siRNA敲低 PKM2基因表

达，CCK⁃8细胞增殖实验显示，稳定表达 F3⁃T3融合

基因的胶质母细胞瘤细胞（U87MG和 U251MG）存

活率明显降低，表明敲低 PKM2基因表达可以减弱

F3⁃T3融合基因介导的胶质母细胞瘤细胞对替莫唑

胺的耐药作用；再行 Western blotting法显示，敲低

PKM2基因表达后，p⁃H2AX蛋白相对表达量明显升

高，表明敲低 PKM2基因表达阻碍稳定表达 F3⁃T3

融合基因的胶质母细胞瘤细胞的 DNA损伤修复，上

述研究结果均表明 F3⁃T3融合基因通过促进 PKM2
入核介导 DNA损伤修复，最终引发胶质母细胞瘤细

胞的替莫唑胺耐药。

PKM2蛋白是肿瘤治疗的理想靶点，靶向 PKM2
蛋白可减弱细胞代谢，进而抑制肿瘤生长，并抑制

PKM2蛋白相关致癌机制。研究显示，联合应用

PKM2抑制剂可增强卵巢癌细胞对化疗药物奥拉帕

尼的敏感性，并能干扰 DNA损伤修复过程［25］。相较

紫草素、二甲双胍和维生素 K等传统 PKM2抑制剂，

Compound 3k具有更强的 PKM2抑制作用和更高的

选择性［26］。本研究 CCK⁃8细胞增殖实验显示，联合

应用 PKM2抑制剂 Compound 3k后，稳定表达 F3⁃T3

融 合 基 因 的 胶 质 母 细 胞 瘤 细 胞（U87MG 和

U251MG）存活率明显降低，表明 PKM2抑制剂可阻

碍 F3⁃T3融合基因介导的替莫唑胺耐药，提示对于

稳定表达 F3⁃T3融合基因的胶质母细胞瘤，PKM2蛋
白可能成为治疗靶点。此外，近期一项关于选择性

FGFR1 ~ 3抑制剂英菲替尼（Infigratinib/BGJ398）治

疗携带 FGFR基因变异的胶质瘤的多中心Ⅱ期临床

试验显示，4例患者疾病控制持续时间超过 1年，其

中 1例为 F3⁃T3融合基因携带者［27］，提示靶向 F3⁃T3

融合基因有可能成为可供选择的治疗方案。

本研究初步探讨 F3⁃T3融合基因及 F3⁃T3融合

蛋白引发胶质瘤替莫唑胺耐药的作用机制，确认

PKM2蛋白是连接 F3⁃T3融合蛋白与替莫唑胺耐药

的重要节点蛋白，并发现 PKM2抑制剂可在体外逆

转稳定表达 F3⁃T3融合基因的胶质母细胞瘤细胞对

替莫唑胺的耐药。然而，本研究亦存在不足之处，

F3⁃T3融合蛋白与 PKM2蛋白之间的相互作用关系

以及 PKM2入核后参与 DNA损伤修复的具体机制

尚待进一步探索，替莫唑胺 + PKM2抑制剂的联合

用药方案仅进行体外研究，尚待动物实验进一步验

证。后续将深入探究 F3⁃T3融合蛋白与 PKM2蛋白

的相互作用关系，明确 PKM2入核后的核内机制，同

时建立动物模型以验证替莫唑胺联合 PKM2抑制剂

方案的可行性和有效性。
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