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LDHB调控PDK1/Akt/GSK3β信号通路促进

脑胶质瘤细胞生长的研究
韩 秀  陈 曦  唐 宇  程 洁  刘 菲  许 婧  彭琬昕  杜凤移  龚爱华*

(江苏大学医学院基础医学研究所, 镇江 212013)

摘要      该研究旨在探讨乳酸脱氢酶B(lactate dehydrogenase B, LDHB)基因对胶质瘤细胞生长

的影响。用sh-LDHB或sh-EGFP质粒转染胶质瘤细胞, qRT-PCR和Western blot分别检测mRNA和蛋

白质水平, CCK-8法和克隆形成实验分析细胞增殖能力, 流式细胞术检测细胞周期和凋亡情况。结

果表明, 转染sh-LDHB质粒后, 脑胶质瘤细胞中LDHB的mRNA和蛋白质水平显著降低。敲低LDHB
基因后, 脑胶质瘤细胞的增殖能力明显降低, 出现细胞凋亡峰(sub-G1), 细胞增殖相关基因c-Myc和
CylinD1表达水平降低, 同时, PDK1、Akt和GSK3β的磷酸化水平降低。研究结果表明, LDHB基因

可以通过激活PDK1/Akt/GSK3β信号通路促进脑胶质瘤细胞的生长。

关键词       脑胶质瘤; 乳酸脱氢酶B; PDK1/Akt/GSK3β; 肿瘤代谢

LDHB Promotes the Growth of Glioma Cells via PDK1/Akt/GSK3β Pathway

Han Xiu, Chen Xi, Tang Yu, Cheng Jie, Liu Fei, Xu Jing, Peng Wanxin, Du Fengyi, Gong Aihua*
(Department of Basic Medical Sciences, School of Medicine, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China)

Abstract       The aim of the study is to investigate the effects of LDHB on the growth of human glioma cells in 
vivo. After transfecting the sh-LDHB or sh-EGFP plasmids into glioma cells, qRT-PCR and Western blot were used to 
detect the mRNA and protein levels of indicated genes. CCK-8 assay and colony formation assay were conducted to 
examine the proliferation of glioma cells, flow cytometry was performed to invest the cycle and apoptosis. The results 
revealed that the protein and mRNA levels were decreased after transfecting sh-LDHB plasmid in glioma cells. LDHB 
knockdown reduced the proliferation of cells and resulted in sub-G1 DNA content, as well as decreased the proliferation 
related genes c-Myc and CylinD1 expression. Also, it inhibited the phosphorylation of PDK1, Akt and GSK3β. Taken 
together, LDHB played an important role in the growth of glioma cells via the PDK1/Akt/GSK3β signaling pathway. 
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细胞代谢的改变是肿瘤包括多形性神经母细

胞瘤(glioblastoma multiforme, GBM)的重要特征之

一, 其与肿瘤的发生、发展互为因果[1-3]。肿瘤代谢

的共同特征包括葡萄糖、谷氨酰胺和线粒体代谢中

的变化。其中, 异常糖代谢途径导致即使在氧气充

足的情况下依然有大量乳酸产生, 造成肿瘤微环境

pH值降低以及诱导肿瘤的转移和线粒体氧化磷酸

化抑制等, 从而进一步促进了肿瘤的进程[4-5]。乳酸

脱氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)是肿瘤糖代谢

途径中一个重要的催化酶, 参与丙酮酸和乳酸之间
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的相互转换。LDH是由LDHA和LDHB两种亚基组

成的四聚体, 其中已经证实LDHA在多种肿瘤中表

达异常增高, 在肿瘤转移复发、放化疗抵抗、病人

预后方面扮演着重要角色[6-7]。Lucie等[8]研究证明, 
LDHB调控了依赖V-ATPase活性的溶酶体酸化过程, 
影响细胞自噬, 维持肿瘤细胞的增殖; 他们同时发

现, LDHB抑制剂具有更强的靶向性, 并有望替代溶

酶体抑制剂氯喹作为靶向自噬的抗肿瘤药物。然而, 
LDHB基因在肿瘤中的作用机制还有待进一步研究。

Akt通路是影响细胞存活的关键信号通路, 参与许多

重要生物学功能的调控, 特别是在肿瘤发生、发展

及转归中发挥关键作用[8]。目前, 关于LDHB在胶质

瘤发生、发展中的生物学功能和分子调控机制还不

完全清楚。因此, 本研究旨在探讨LDHB对胶质瘤

细胞生长的影响, 为LDHB作为胶质瘤治疗靶点提

供实验依据。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞和质粒      实验用人脑胶质瘤细胞系

U251MG和SW1783购自中国科学院上海细胞库。

pLKO.1-puro载体由江苏大学医学院细胞生物学研

究室保存。

1.1.2   主要试剂      胎牛血清购自Gibco公司; DMEM
培养基购自Wisent公司 ; 转染试剂Lipofectamine® 
2000购自Life Technologies公司; 限制性内切核酸酶

EcoR I和Age I购自NEB公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人胶质瘤细胞U251MG和SW1783
培养于含10%胎牛血清的DMEM培养液中, 37 °C、5% 
CO2及饱和湿度的培养箱中培养至对数生长期, 用
于后续实验。

1.2.2   LDHB干扰质粒的构建      在Sigma公司官网

搜索已在293T细胞中证实的sh-LDHB的序列。sh-
LDHB上游引物序列: 5′-CCG GCG TGA TTG GAA 
GTG GAT GTA ACT CGA GTT ACA TCC ACT TCC 
AAT CAC GTT TTT G-3′, 下游引物序列 : 5′-AAT 
TCA AAA ACG TGA TTG GAA GTG GAT GTA ACT 
CGA GTT ACA TCC ACT TCC AAT CAC G-3′。对

照组sh-EGFP上游引物序列: 5′-CCG GTA CAACAG 
CCA CAA CGT CTA TCT CGA GAT AGA CGTTGT 
GGC TGT TGT ATT TTT G-3′, 下游引物序列: 5′-AAT 

TCA AAA ATA CAA CAG CCA CAA CGT CTATCT 
CGA GAT AGA CGT TGT GGC TGT TGT A-3′, 引物

退火形成带黏性末端的双链。EcoR I及Age I双酶切

pLKO.1-puro载体并与双链DNA连接后转化感受态

细胞, 挑取单克隆做菌液PCR进行鉴定, 所构建质粒

经测序正确后用于细胞转染实验。

1.2.3   稳转细胞株构建      用pLKO.1-sh-EGFP和
pLKO.1-sh-LDHB质粒包装病毒, 并感染细胞, 48 h
后更换为浓度是1 μg/mL的嘌呤霉素筛选培养基, 将
同步培养但没有感染的U251MG和SW1783细胞作

为阴性对照。3天后阴性对照组细胞全部死亡, 而病

毒感染过的细胞只有一部分死亡, 存活下来的细胞

即为感染成功的细胞。

1.2.4   定量实时荧光PCR(qRT-PCR)      细胞接种48 h
后且达到约90%汇合时, 用TRizol法提取转染细胞的

总RNA并逆转录生成cDNA, 定量实时荧光PCR检
测LDHB的表达。LDHB的上游引物为: 5′-CCA ACA 
TGG CAG CCT TTT CC-3′, 下游引物为: 5′-TCA CGT 
TAC GCT GGA CCA AA -3′; c-Myc的上游引物为: 5′-
GGT CTT CCC CTA CCC TCT CA-3′, 下游引物为: 
5′-CTC CAG CAG AAG GTG ATC CA-3′; CylinD1的
上游引物为 : 5′-AAC ACG GCT ACA GCT TAC-3′, 
下游引物为 : 5′-CCA GAC CCT CAG ACT TGC -3′; 
GAPDH的上游引物为 : 5′-CTC TGC TCC TCC TGT 
TCG AC-3′, 下游引物为: 5′-GCG CCC AAT ACG ACC 
AAA TC-3′。
1.2.5   Western blot检测脑胶质瘤细胞中相关蛋白

的水平      裂解细胞时加入2×蛋白质上样缓冲液, 
100 °C加热5 min, 12 000 ×g离心5 min。用10% SDS-
PAGE分离样品, 湿转法转至PVDF膜。5%脱脂奶粉

室温封闭1 h, 加入一抗4 °C孵育过夜, 加入辣根过氧

化物酶(horseradish peroxidase, HRP)标记的二抗室温

孵育1 h, ECL化学发光检测显影, 在凝胶成像系统上

拍照并分析。一抗: LDHB(Santa Cruze, sc-100775)、
c-Myc(CST, sc-40)、CylinD1(CST, 2978L)、p-PDK1(CST, 
3438)、p-Akt(CST, 4060)、p-GSK3β(CST, 9323)、
PDK1(CST, 5662)、Akt(CST, 4691)、GSK3β(CST, 
12456); 二抗: 羊抗兔二抗(Santa Cruz, sc-2004)、羊抗

鼠二抗(Santa Cruz, sc-2005)。
1.2.6   CCK-8法检测细胞的增殖能力      0.25%胰蛋

白酶消化细胞, 10% FBS的培养基重悬细胞沉淀得到

单细胞悬液并计数, 以1 000个/孔接种于96孔板, 同
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时设空白对照组(不加细胞), 分别于1、2、3、4、5、
6天加入10 μL CCK-8试剂, 避光孵育2 h后, 在酶联

免疫检测仪450 nm处读取各孔吸光度值。重复3次
取平均值, 以时间为横轴、相对增殖率为纵轴绘制

生长曲线。

1.2.7   克隆形成实验      按上述细胞传代的方法将

细胞沉淀重悬为单细胞悬液后计数, 将细胞分别以

500、1 000、2 000个/孔接种到6孔板中, 轻轻摇晃, 
使细胞分布均匀, 常规培养。每3天更换一次培养基。

约2周后, 肉眼即可看到细胞克隆时, 吸弃培养基, 用
PBS溶液轻轻漂洗2次, 4%多聚甲醛固定30 min, 再
用PBS溶液漂洗2次, 每孔加入1 mL 0.5%结晶紫染

液染色20 min, 再用PBS洗去多余染液。计倒置显微

镜下对大于50个细胞的克隆数进行计数。每组实验

独立进行3次。 
1.2.8   细胞周期实验      采用PI单染流式细胞术检测

U251MG和SW1783细胞周期情况。在U251MG和

SW1783细胞中下调LDHB的表达水平, 以sh-LDHB
作为实验组, sh-EGFP作为对照组, 细胞种板48 h后
用不含EDTA的胰酶消化细胞, PBS洗2次, 1 mL PBS
制成单细胞悬液, 70%乙醇4 °C固定过夜。提前按

说明书配置好PI染色液。离心弃上清, 计数取10万
~100万个细胞, 加入400 μL PI染色液, 缓慢并充分重

悬细胞沉淀, 37 °C避光温浴30 min, 轻轻混匀后转移

至流式管, 待上机检测。

1.2.9   生物信息学分析      下载美国癌症基因组图

谱计划(The Cancer Genome Atlas, TCGA)和中国人

脑胶质瘤基因组学数据库(Chinese Glioma Genome 
Atlas, CGGA)中的病人临床相关数据, 分析LDHB在
胶质瘤各级和各亚型中mRNA的水平。将病人按

LDHB表达水平分为LDHB低表达和LDHB高表达组, 
分析比较两组病人的生存期情况。

1.3   统计学处理

采用SPSS 17.0统计软件进行方差分析, 实验数

据用均数±标准差表示, 两样本均数比较采用t检验, 
P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   LDHB在胶质瘤中的表达及病例分析

对TCGA数据库分析的结果显示, LDHB在4种
胶质母细胞亚型中表达存在差异, 并且预后最好的

proneural型中LDHB表达水平最高, 而其他亚型中

LDHB表达水平较低(图1A)。病人生存预后分析结

果显示, LDHB高表达组病人的总体生存期较长(图
1B)。同时, CGGA数据库数据的分析结果显示相似

的结果: LDHB的表达随胶质瘤病理等级的升高而下

降(图1C), proneural型中LDHB表达水平最高(图1D)。
数据库分析结果提示, 高表达的LDHB预示着胶质瘤

良好的预后并有一定的诊断价值。

2.2   检测4种胶质瘤细胞中LDHA/LDHB水平和

干扰LDHB的效率 
Western blot结果显示, LDHA/LDHB的表达模式

在4种胶质瘤细胞中的表达模式存在差异, LDHA在

U87MG和LN229细胞中表达量很高, 而在SW1783
和U251MG细胞的表达量很低, 同时LDHB在4种
胶质瘤细胞中表达量相当(图2A)。由于LDHA和

LDHB以不同排列组合的形式组成了四聚体乳酸脱

氢酶, 催化丙酮酸和乳酸之间的转换反应, 故而选

取LDHA表达量低而LDHB表达量高的U251MG和

SW1783脑胶质瘤细胞进行基因沉默实验。转染72 h
后, 运用qRT-PCR和Western blot分别检测脑胶质瘤

细胞系U251MG和SW1783中LDHB的mRNA和蛋白

质水平。qRT-PCR结果表明, 与sh-EGFP对照组相比, 
sh-LDHB实验组中LDHB的水平明显降低, 且差异有

统计学意义(P<0.05, 图2B)。Western blot检测结果

显示, 实验组中LDHB的蛋白质水平也明显降低(图
2C), 灰度分析结果显示差异有统计学意义(P<0.05, 
图2D)。结果表明, 本研究所用的sh-LDHB能够有效

地抑制胶质瘤U251MG和SW1783细胞中LDHB的表

达水平。

2.3   干扰LDHB抑制胶质瘤细胞的增殖能力

为了分析下调 LDHB表达水平对U251MG和

SW1783细胞增殖能力的影响, 我们分别在细胞种板

后的6个时间点(1、2、3、4、5、6天)检测96孔板中

两组细胞的增殖情况。实验结果显示, 与对照组相比, 
实验组细胞的相对增殖速率降低, 并且差异具有统计

学意义(P<0.05)(图3A和图3B)。此外, 克隆形成实验

结果显示, 2周后实验组克隆形成数明显少于对照组

(P<0.05)(图3C)。上述实验结果说明, 下调LDHB表达

可以抑制U251MG和SW1783细胞的增殖能力。

2.4   降低LDHB基因表达水平促进脑胶质瘤细胞

发生凋亡

为了分析下调LDHB基因对胶质瘤细胞周期的

影响, 在胶质瘤细胞中干扰LDHB后检测细胞周期
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变化情况。转染sh-EFGP、sh-LDHB质粒48 h后, 收
集上清中的贴壁细胞, PI单染流式细胞术检测细胞

周期。结果发现, 在U251MG和SW1783细胞中, 与
对照组相比, sh-LDHB组细胞sub-G1比例明显调高, 
其中SW1783-sh-LDHB细胞中出现明显的sub-G1峰

(图4A和图4B), 即细胞凋亡峰。

2.5   敲低LDHB抑制胶质瘤细胞中增殖相关蛋白

质水平

为进一步研究下调LDHB对胶质瘤细胞生长情

况的影响, 在胶质瘤细胞中干扰LDHB后检测细胞

中增殖相关蛋白质水平的变化情况。转染48 h后, 
qRT-PCR结果显示, 降低LDHB基因表达量, 胶质瘤

细胞中增殖相关蛋白c-Myc和CylinD1的mRNA水平

降低(图5A)。同时, Western blot结果也显示, 降低

LDHB表达量, 胶质瘤细胞中增殖相关蛋白c-Myc和
CylinD1的蛋白质水平降低(图5B和图5C)。此结果

说明, 在脑胶质瘤细胞中敲低LDHB基因后, 细胞的

增殖能力受到抑制。

2.6   下调LDHB脑胶质瘤细胞中抑制PDK1/Akt/
GSK3β信号通路的激活 

为了研究下调LDHB基因对PDK1/Akt/GSK3β
信号通路的影响, 我们在U251MG和SW1783细胞中

下调LDHB的表达量, 接着检测PDK1/Akt/GSK3β信
号通路相关蛋白质的水平变化。结果显示, LDHB
蛋白质水平降低, PDK1、Akt和GSK3β总蛋白质水

平不变, 但是PDK1、Akt和GSK3β的磷酸化水平降

低(图6), 说明降低LDHB表达量抑制了PDK1/Akt/
GSK3β信号通路的激活。
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A: TCGA数据库分析LDHB基因在胶质瘤各亚型中的表达水平; B: TCGA数据库分析LDHB对胶质瘤病人生存期的影响; C: CGGA数据库分析

LDHB在胶质瘤各级中的表达水平; D: CGGA数据库分析LDHB在胶质瘤各亚型中的表达量。

A: the mRNA levels of LDHB in 4 subtypes of glioblastoma by TCGA database; B: Kaplan-Meier curves comparing samples with high vs low levels of 
LDHB in glioma; C: the mRNA levels of LDHB in 3 stage of glioma by CGGA database; D: the mRNA levels of LDHB in 4 subtypes of glioblastoma 
by CGGA database.

图1   LDHB在胶质瘤中的表达及病例分析

Fig.1    The expression pattern and clinical significance of LDHB in glioma 
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3   讨论
脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的原发性颅内

恶性肿瘤[11]。当前脑胶质瘤的主要治疗方案是手术

治疗辅以放疗和替莫唑胺(TMZ)化疗的标准化方案, 
但目前胶质瘤的预后仍不理想[9,11-14]。近年来, 随着胶

质瘤细胞增殖、迁移、放化疗抵抗等恶性细胞生物

学行为研究的不断深入以及分子分型的研究和多种

分子标志物的确定, 针对明确位点设计的特异性靶向

药物有望成为脑胶质瘤临床治疗的新突破点[15-16]。

LDHB作为糖酵解途径中一个重要的催化亚基, 
在多种肿瘤发生、发展中扮演重要且复杂的作用。

在肺腺癌细胞中, KRAS基因异常扩增时, LDHB以及

糖酵解相关基因表达也异常增高, 应用siRNA技术

干扰KRAS突变的肺腺癌细胞中LDHB的表达后, 肿

瘤细胞的生长受到显著抑制, 因此, KRAS突变的肺

腺癌细胞依赖LDHB维持细胞的增殖和生长[17]。在

肝癌细胞中, 敲低LDHB的表达可以增强糖酵解效率

和扰乱线粒体功能, 从而促进侵袭相关蛋白质Cln-1
的表达, 最终诱导肝癌细胞侵袭能力增强。这些都

提示, LDHB在肿瘤中扮演着双重作用, 针对LDHB
的靶向治疗手段需要考虑肿瘤来源、肿瘤分型、肿

瘤遗传背景等方面。本研究首先通过生物信息学手

段, 对TCGA和CGGA两种国际和国内胶质瘤数据库

进行分析, 结果显示, LDHB是判断胶质瘤生物学行

为的重要指标, 其与胶质瘤的发生、发展密切相关, 
LDHB可能成为胶质瘤分型以及预示病人预后的一

种分子指标。LDHB表达占优势的胶质瘤细胞更依

赖于其生物学作用, 提示在该类细胞中以LDHB为该
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图2   检测4种胶质瘤细胞中LDHA/LDHB水平和干扰LDHB的效率

Fig.2   Verification the levels of LDHA/LDHB in glioma cells and the rate of LDHB knockdown
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治疗靶点, 干扰LHDB表达, 从而影响细胞周期增殖, 
达到治疗肿瘤的效果。此外, 研究证明, 尽管LDHB
在广泛存在于各种组织中, 遗传性LDHB完全缺失的

病人却没有表现出异常症状, 靶向LDHB的分子抑制

剂有望成为治疗肿瘤的又一种药物[19-20]。

PI3K/Akt通路中关键分子PDK1的激活, 能够使

Akt第308位的苏氨酸发生磷酸化并活化, 从而调节

细胞内多种增殖相关基因的表达, 如mTOR、c-Myc、
P21cipl和CREB等[10,21]。c-Myc是一种细胞周期促进因

子, 使细胞逃离G0期, 引起肿瘤细胞增殖, Akt通过增

加抑癌基因c-Myc的转录、上调该基因的表达而影

响细胞周期。CyclinD1的含量高低对细胞周期G1/S
的转换至关重要, Akt通过直接磷酸化抑制GSK3β活
性从而阻止CyclinD1的降解[22]。已有研究证实, Akt
通路在脑胶质瘤中处于激活状态, 并且活化程度与

胶质瘤的恶性程度密切相关, 被认为是预示脑胶质

瘤患者预后的又一重要的生物学指标[9]。Zha等[23]

的研究表明, LDHB作为糖酵解途径中重要的催化

酶, 在RTK-PI3K-Akt-mTOR通路高度激活的MEF细
胞中也异常高表达, 针对LDHB可以特异性地靶向

该类肿瘤从而达到治疗目的。同时, 也有研究证明, 
miR-21通过PI3K/Akt/mTOR通路抑制糖酵解途径相

关蛋白包括LDHB的表达, 影响代谢过程[24]。LDHB
参与的糖酵解过程受到HIF-1α/PDK1的调控, 在乳

腺癌的发生、发展中起重要作用[25]。大量研究结

果都预示LDHB能够调控Akt信号通路, 但是其间的

相互作用的具体机制还不清楚。因此, 本研究在脑

胶质瘤细胞中敲低LDHB后, 探索其是否影响PDK1/
Akt/GSK3β信号通路, 结果表明, LDHB确实能够影

响能PDK1/Akt/GSK3β信号通路的激活。
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A,B: knockdown of LDHB inhibited the proliferative rates in U251MG and SW1783 cells; C,D: knockdown of LDHB inhibited the clonogenic capacity 
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图3   降低LDHB表达水平抑制脑胶质瘤细胞的增殖能力

Fig.3   Knockdown of LDHB inhibits the proliferation of glioma cells
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本研究通过构建LDHB干扰质粒转染细胞, 采
用qRT-PCR、Western blot、CCK-8以及克隆形成实

验验证了LDHB对人脑胶质瘤细胞增殖的作用, 并
通过Western blot探索了LDHB对PDK1/Akt/GSK3β
信号通路中相关蛋白的影响。实验结果均表明, 在
LDHB表达水平占优势的胶质瘤细胞中, LDHB通过

调控PDK1/Akt/GSK3β信号通路影响胶质瘤细胞的

增殖, 对于指导治疗从而提高胶质瘤患者的生存率

具有重要意义, 但尚需进一步的体内实验证实上述

结果。此外, LDHA/LDHB表达模式在胶质瘤中起

何种作用以及LDHB影响PDK1/Akt/GSK3β信号通

路的具体作用机制也需要进一步探讨。
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图5   下调LDHB抑制了脑胶质瘤细胞中增殖相关基因的表达水平

Fig.5   Knockdown of LDHB reduces the proliferation related genes expression in glioma cells
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在U251MG和SW1783细胞中干扰LDHB后, 检测LDHB及PDK1/Akt/GSK3β信号通路相关蛋白质水平。

Western blot was performed to detect the PDK1/Akt/GSK3β related proteins expression after knocking down the expression of LDHB in U251MG and 
U87MG cells.

图6   下调LDHB基因抑制PDK1/Akt/GSK3β信号通路的激活

Fig.6   Knockdown of LDHB inactivates the PDK1/Akt/GSK3β pathway
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