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组蛋白 H2A 去泛素化酶 BAP1 对恶性胶质瘤细胞 
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摘  要：目的 探索乳腺癌 / 卵巢癌易感基因 1 相关蛋白 1（breast/ovarian cancer susceptibility gene 1 associated protein 1，
BAP1）对人源恶性胶质瘤发生、发展的作用与 BAP1 作为恶性胶质瘤临床诊断标志物的可行性。方法 基于基因表达

综合数据库（gene expression omnibus，GEO）的子数据集 GSE4290，GSE90598，分析 BAP1 在正常组织及胶质瘤组织

中的差异性表达情况；受试者工作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲线分析 BAP1 对恶性胶质瘤的早期诊

断价值；选取自主收集的非配对 28 例恶性胶质瘤患者的原发灶组织、5 例颅脑外伤患者内减压术切除的非瘤脑组织，

采用实时荧光定量 PCR（quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测 BAP1 的表达水平；利用靶向

BAP1 的特异性小干扰 RNAs（small interfering RNAs，siRNAs）瞬时转染 U251 细胞系，进一步检测其干涉效率；基

于流式细胞仪分析 BAP1 下调的 U251 细胞系，其细胞周期、凋亡的变化情况。结果 生物信息学结果显示， BAP1 在

恶性胶质瘤组织中的表达水平均低于正常脑组织（GSE4290：1 209 ± 18.49 vs 1 476 ± 53.90；GSE90598：5.19 ± 0.10 
vs 5.65 ± 0.21），差异具有统计学意义（t=5.115，2.267，均 P<0.05）。ROC 曲线显示，BAP1 可高效区分恶性胶质瘤

组织与正常脑组织（GSE4290：AUC=0.78；GSE90598：AUC=0.75，均 P<0.05）。临床标本结果显示，BAP1 在恶性

胶质瘤原发灶组织中的表达水平显著低于非瘤脑组织（0.27 ± 0.04 vs 1.06 ± 0.07），差异具有统计学意义（t=10.22，
P<0.001）。在 U251 细胞系中下调 BAP1 的表达，其细胞周期中 S 期细胞比例明显增多，由 17.59 % 分别增至 27.21%

（siBAP1-1）和 25.79%（siBAP1-2），差异具有统计学意义（t=6.576，6.642，均 P<0.01），而细胞凋亡水平则有所下降，

由 10.17 % 分别降至 2.70%（siBAP-1）和 3.00%（siBAP-2），差异具有统计学意义（t=10.31，9.428，均 P<0.01）。结

论 组蛋白 H2A 去泛素化酶 BAP1 能够通过抑制恶性胶质瘤细胞周期快速进展并促进其凋亡，进而发挥肿瘤抑癌基因

的功能，可作为潜在的恶性胶质瘤临床诊断标志物。
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occurrence and progression of human malignant glioma and the feasibility of BAP1 as a clinical diagnostic marker for malignant 
glioma. Methods The differential expression of BAP1 in normal and glioma tissue was analyzed based on the GSE4290 and 
GSE90598 sub-datasets from the gene expression omnibus（GEO） database. Receiver operating characteristic (ROC) curve 
analysis was conducted to assess the early diagnostic value of BAP1 for malignant glioma. Primary lesion tissues from 28 
nonpaired malignant glioma patients and non-tumor brain tissues removed by internal decompression surgery in 5 patients with 
traumatic brain injury collected independently were collected, and the expression levels of BAP1 were measured using 
quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR). Specific small interfering RNAs (siRNAs) targeting BAP1 were 
transiently transfected into U251 cells to further evaluate their interference efficiency. Flow cytometry was employed to analyze 
changes in the cell cycle and apoptosis of U251 cells with BAP1 knockdown. Results The results of bioinformatics showed that 
the expression of BAP1 in malignant glioma tissues was lower than that in normal brain tissues (GSE 4290: 1 209 ± 18.49 vs 1 
476 ± 53.90，GSE 90598: 5.19 ± 0.10 vs 5.65 ± 0.21), and the differences were significant (t=5.115, 2.267, all P<0.05). ROC 
curve showed that BAP1 could efficiently differentiate malignant glioma tissue from normal brain tissue (GSE4290: AUC=0.78，

GSE90598: AUC=0.75, all P<0.05). The expression level of BAP1 in primary malignant glioma tissue was lower than that in 
normal brain tissue (0.27 ± 0.04 vs 1.06 ± 0.07), and the difference was significant (t=10.22, P<0.001). After down-regulating 
the expression of BAP1 in U251 cells, the proportion of S phase cells increased from 17.59% to 27.21% (siBAP1-1) and 25.79% 
(siBAP1-2), respectively, and the differences were significant (t=6.576, 6.642, all P<0.01). However, the apoptosis levels 
decreased from 10.17% to 2.70% (siBAP-1) and 3.00% (siBAP-2), respectively, and the differences were significant (t=10.31, 
9.428, all P<0.01). Conclusion Histone H2A deubiquitinase BAP1 could exert the function of tumor suppressor genes by 
inhibiting rapid cell cycle progression and promoting apoptosis in malignant glioma, and could serve as a potential clinical 
diagnostic biomarker for malignant glioma.
Keywords：malignant glioma；breast/ovarian cancer susceptibility gene 1 associated protein 1；cell cycle；apoptosis； tumor 
suppressor gene 

恶 性 胶 质 瘤（malignant glioma） 是 常 见 的 颅

内原发性恶性肿瘤，具有侵袭性强、异质性高、病

情发展迅速、易复发及预后相对较差等特点，严重

威胁着人类的生命和健康 [1-2]。研究表明，组蛋白

泛素化修饰广泛参与机体内多种重要脱氧核糖核酸

（deoxyribonucleic acid，DNA）事件，尤其是在基 
因表达调控和 DNA 损伤修复等过程中扮演着至关

重要的角色 [3]；异常的组蛋白泛素化、去泛素化修

饰与多种疾病，尤其是与恶性肿瘤的发生、发展密

切相关 [4]。乳腺癌 / 卵巢癌易感基因 1 相关蛋白 1
（breast/ovarian cancer susceptibility gene 1 associated 
protein 1，BAP1）是组蛋白去泛素化酶的一员 [5-6]，

能够通过组蛋白 H2A 去泛素化的修饰作用参与基

因转录调控、染色质重塑、DNA 损伤修复应答等

生物学过程 [7]。已有研究表明，BAP1 可加速肺腺癌、

肝癌的细胞周期，促进细胞凋亡和坏死，并抑制肺

腺癌细胞的侵袭与迁移 [8-9]。然而，BAP1 在恶性胶

质瘤中的表达情况和生物学功能目前仍鲜有报道。

因此，本研究旨在探索 BAP1 在恶性胶质瘤中的表

达水平和生物学功能，以期为临床诊断和治疗恶性

胶质瘤提供新的靶点和策略。

1 材料和方法

1.1 研究对象 公共数据库基因表达综合数据库

（gene expression omnibus，GEO）旗下 2 个恶性胶

质瘤相关子数据集 GSE4290 和 GSE90598。

空军军医大学附属唐都医院胶质瘤标本库保存

并提供的非配对 28 例恶性胶质瘤标本以及 5 例颅

脑外伤患者内减压术切除的非瘤脑组织，胶质瘤纳

入标准符合《脑胶质瘤诊疗指南（2022 年版）》[10]

相关诊断标准，并经病理检查确诊为脑胶质瘤；本

研究涉及的所有患者均已签署知情同意书，所有标

本均根据伦理和法律标准匿名处理；本研究符合《赫

尔辛基宣言》，获得空军军医大学唐都医院医学伦

理委员会批准。

人源恶性胶质瘤细胞系 U251 由空军军医大学

基础医学院免疫学教研室提供。

1.2 仪器与试剂 DMEM 细胞培养液，FBS（美国 
Gibco 公司）；PrimeScriptTM 试剂盒，SYBR Premix 
Ex TaqTM II 试剂盒（日本 TaKaRa 公司）；TRIzol，
LipofectamineTM 2000（美国 Invitrogen 公司）；异

硫氰酸荧光素标记膜联素 V/ 碘化丙啶（annexin 
V-fluorescein isothiocyanate / propidiumiodide，

Annexin V-FITC/PI）细胞凋亡检测试剂盒（美国

BD 公司）；siRNAs 由上海吉凯基因化学技术有限

公司设计并合成；qRT-PCR 引物由上海生工生物有

限公司设计合成；细胞培养孵箱，细胞培养耗材（美

国 Thermo 公司）；qRT-PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）；

流式细胞分析仪（美国 BD 公司）。

1.3 方法

1.3.1 生物信息学分析：下载获取公共数据库 GEO 
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旗 下 2 个 恶 性 胶 质 瘤 相 关 子 数 据 集 GSE4290 和

GSE90598 的 RNA-seq 数 据； 分 别 获 取 BAP1 在

GSE4290 与 GSE90598 数 据 集 中 的 探 针 号， 即

201419_at 和 16954770_at；根据探针号信息寻找对

应正常组织及胶质瘤组织 BAP1 的表达水平，进一

步分析其表达差异情况。

1.3.2 组织匀浆提取总 RNA：将恶性胶质瘤原发

灶和正常脑组织从液氮中取出后迅速置于冰上，用

解剖刀切取 50 ～ 100 mg 临床标本组织；用玻璃匀

浆器对组织样品进行低温匀浆处理；依据每 100mg
组织样品加入 1ml TRIzol 裂解液的原则，在对应样

品中加入 TRIzol 裂解液；采用 TRIzol 裂解法提取

组织样品总 RNA。

1.3.3 细 胞 复 苏 及 培 养： 恒 温 水 浴 锅 预 先 调 至

37℃；将液氮中保存的 U251 细胞系妥善取出，迅

速置于恒温水浴锅中解冻。待结冰细胞完全融化

后快速转移至细胞超净台，使用滴管将冻存管内全

部细胞悬液转移至质量分数为 10ml/dl 胎牛血清的 
DMEM（高糖）培养液的 15 ml 离心管中，800 r/
min 离心 5 min，弃上清，再加入 10 ml DMEM 完

全培养液缓慢、均匀地吹打细胞沉淀；混匀至均一

细胞悬液后转移至 25 cm2 的无菌细胞培养瓶中；最

后，置于 37℃，5.0ml/dl CO2 的细胞孵箱中常规培养。

1.3.4 细胞瞬时转染：恶性胶质瘤细胞系 U251 置

于质量分数为 10ml/dl 胎牛血清的 DMEM（高糖）

培养液，于 37℃中进行常规培养。取 5 × 105 处

于对数生长期且生长状态良好的细胞在转染前 24h
接 种 于 6 孔 板； 待 细 胞 融 合 率 达 到 70.0 % 时，

根 据 LipofectamineTM 2000 脂 质 体 说 明， 分 别 将

siBAP1-1，siBAP1-2，siNC 瞬时转染入 U251 细胞

系中；转染 6h 后，更换完全培养液继续常规培养；

转染 48 h 后的细胞用于后续实验。

1.3.5 qRT-PCR 检 测 BAP1 的 mRNA 表 达 水 平：

分别收集转染后的细胞，利用 Trizol 裂解法提取细

胞总 RNA；根据反转录试剂盒的操作说明，将细

胞总 RNA 反转录为 cDNA，作为后续 qRT-PCR 实

验的模板。通过 2-ΔΔCt 计算 BAP1 在恶性胶质瘤及

颅脑外伤患者内减压术切除的非瘤脑组织的相对表

达量。相关引物序列：BAP1：上游引物：5’-GAC 
CCAGGCCTCTTCACC-3’，下游引物：5’-AGTCCTT 
CATGCGACTCAGG-3’；GAPDH：上游引物：5’-TG 
CACCACCAACTGCTT AGC-3’，下游引物：5’-GG 
CATGGACTGTGGTCATGAG-3’。反应条件：预变

性 95℃，3 min；变性 95℃ 10 s；退火 58℃ 30 s；

共 40 个循环；每对引物设置 3 个平行复孔；每组

实验至少重复 3 次。

1.3.6 PI 单染色法检测细胞周期：收集转染 48h 后

的细胞，1× PBS 洗涤 3 遍后，弃 1× PBS；加入

酒精溶液将细胞充分重悬混匀；置于 4℃固定过夜

后离心，弃固定液，1× PBS 重悬细胞，洗涤 3 遍；

加 入 500µl 1× PBS，5.0 g/L PI 染 色 液 和 0.2 g/L 
RNase，4℃避光静置 30 min；流式细胞仪分析细胞

周期变化情况。

1.3.7 Annexin V/PI 双染色法检测细胞凋亡：转染

48h 后，用不含 EDTA 的胰蛋白酶消化、收集细

胞；4℃预冷 1× PBS 洗涤 3 遍后，弃去 1× PBS；

用 100 µl Annexin V 结合缓冲液重悬细胞并调整细

胞 密 度， 在 1×106 细 胞 中 加 入 Annexin V-FITC 5 
µl 和 PI 10 µl，反复吹打混匀，室温避光孵育 20 
min；流式细胞仪检测前，加入 400 µl 结合缓冲液；

流式细胞仪分析细胞凋亡变化情况。

1.4 统计学分析 所有数据均采用 SPSS 25.0 分析

软件进行统计学分析。每组实验至少重复 3 次；实

验结果通过均数 ± 标准差（x±s）表示；两样本

均数比较采用 Student’s t 检验分析；ROC 曲线评估

潜在临床诊断标志物的特异度、敏感度，表示为曲

线 下 面 积（area under curve，AUC），P < 0.05 为

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 BAP1 在恶性胶质瘤组织中的表达 在两个恶

性胶质瘤相关 GEO 子数据集 GSE4290，GSE90598
中，分别评估了 153 例与 23 例、16 例与 9 例恶性

胶质瘤组织与正常脑组织中 BAP1 的表达分布情况。

结果显示，BAP1 在胶质瘤组织中的表达水平显著低

于正常脑组织（GSE4290：1 209±18.49 vs 1 476± 
53.90，GSE90598：5.19 ± 0.10 vs 5.65 ± 0.21），

差异具有统计学意义（ t = 5.115，2.267，均 P < 0.05）。

2.2 BAP1 诊断恶性胶质瘤临床价值 见 图 1。

ROC 曲 线 分 析 发 现，BAP1 能 够 高 效 区 分 恶 性

胶 质 瘤 组 织 与 正 常 脑 组 织（ 图 1A：GSE4290，

AUC=0.78，P<0.001； 图 1B：GSE90598，

AUC=0.75，P<0.05），提示 BAP1 具备成为恶性胶

质瘤潜在临床诊断标志物的条件。

2.3 临床恶性胶质瘤标本中 BAP1 表达 见图 2。

在 28 例恶性胶质瘤原发灶和 5 例颅脑外伤患者内

减压术切除的非瘤脑组织，检测 BAP1 的表达情况，

发现与非瘤脑组织（1.06 ± 0.07）相比，BAP1 在

恶性胶质瘤原发灶中的表达水平（0.27 ± 0.04）明

显降低，差异具有统计学意义（图 2B， t = 10.22，

P < 0.001）。

2.4 下调 BAP1 对恶性胶质瘤细胞周期的影响 见

图 3。 转 染 siBAP1-1 和 siBAP1-2 使 U251 细 胞 系

BAP1 的表达水平分别为 0.41 ± 0.07 和 0.37 ± 0.08，

较 siNC 组（1.05±0.06）降低，差异具有统计学意
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义（t =6.630，6.490，均 P < 0.01）。细胞周期实验

显示（图 3A），与 siNC 比较，siBAP1-1 组细胞周

期中 S 期细胞比例由 17.59% ± 1.18% 上升至 27.21% 
± 0.87% ， 而 G2/M 期 的 细 胞 比 例 由 37.13%± 
1.53% 下降至 28.41%± 2.16%，差异具有统计学意

义（S 期：t = 6.576，P < 0.01；G2/M 期：t =3.258，

P<0.05）；siBAP1-2 组细胞周期中 S 期细胞比例上

升至 25.79%± 0.37%，而 G2/M 期细胞比例下降至

30.57%± 1.42%，差异具有统计学意义（S 期：t= 
6.642，P < 0.01；G2/M 期：t = 3.038，P<0.05），提

示 BAP1 可显著抑制 U251 细胞周期快速进展（图

3B）。

图 1 BAP1 可作为恶性胶质瘤潜在的临床诊断标志物

图 2 BAP1 在自主收集非配对恶性胶质瘤组织中的表达情况

图 3 BAP1 对 U251 细胞周期的影响

2.5 下调 BAP1 对恶性胶质瘤细胞凋亡的影响 细

胞 凋 亡 实 验 显 示，与 siNC 相 比，siBAP1-1 组 细

胞 凋 亡 比 率 由 10.17% ± 2.64% 下 降 至 2.70% ± 
0.35%；而 siBAP1-2 组细胞凋亡比率下降至 3.00%± 
0.42%，差异具有统计学意义（t=10.31，9.428，均

P < 0.01），提示下调 U251 细胞内源性 BAP1 表达

水平，可降低细胞凋亡数量。

3 讨论

恶性胶质瘤是最常见的原发性脑肿瘤之一，占

恶性脑肿瘤病例的 70% 以上 [11]。在我国，胶质瘤

年发病率约为 5/10 万～ 8/10 万 [12]，严重威胁着人

类的生命健康 [13]。恶性胶质瘤的临床诊断主要依靠

CT，MRI 等影像学技术 [14]，此外，正电子发射体

层 成 像（positron emission tomography, PET） 等 对
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恶性胶质瘤的鉴别诊断及治疗效果评价也具有重要

意义 [15]。目前，对于恶性胶质瘤患者，常采取手术

切除为主，联合放化疗的综合治疗模式 [13]，近年来，

分子靶向治疗逐渐成为恶性胶质瘤研究的热点，因

此寻找可靠、有效的生物学靶点，为恶性胶质瘤提

供个性化治疗及其关键 [16]。

表观遗传修饰是指在 DNA 序列不发生改变的

情况下，基因表达却发生可遗传改变，从而导致特

定基因的活化或抑制 [17]，其中主要包括 DNA 甲基

化、组蛋白修饰、染色质重塑、非编码 RNA 等 [18]。

组蛋白泛素化是组蛋白修饰的一种表现形式，由组

蛋白泛素化、去泛素化等 2 个可逆过程组成 [3]，其

在基因表达调控、细胞增殖和 DNA 损伤修复等过

程中扮演着关键角色 [19]，从而影响各种恶性肿瘤的

发生发展 [3]。因此，揭示和理解组蛋白泛素化、去

泛素化修饰在恶性肿瘤中的作用和机制，对于解析

恶性肿瘤的发病机理、临床诊疗和防治具有重要意

义 [20]。

已有研究表明，BAP1 是组蛋白去泛素化酶家

族一员，可发挥组蛋白 H2A 去泛素化作用 [21]，广

泛参与基因表达调控、染色质重塑、DNA 损伤修

复应答等生物学过程。其基因突变或功能缺失可导

致机体罹患皮肤黑色素瘤、葡萄膜黑色素瘤、间

皮瘤、肾癌等恶性肿瘤的风险显著升高 [22]。本研

究通过分析 GEO 数据库及检测临床标本 BAP1 的

表达水平，发现 BAP1 在恶性胶质瘤组织中的表达

水平均低于正常脑组织，这提示 BAP1 在恶性胶质

瘤中扮演着抑癌基因的角色。经 ROC 曲线分析，

BAP1 可高效区分恶性胶质瘤组织与正常脑组织，

推测 BAP1 对恶性胶质瘤有一定的诊断价值，检测

BAP1 的水平有利于恶性胶质瘤的早期筛选。

相关报道显示，在黑色素细胞中靶向敲除 BAP1， 
可显著激活鼠类肉瘤滤过性毒菌致癌同源体 B（mu-
rine sarcoma viral infection oncogenic homolog B，

BRAF），并在紫外线照射下，能够诱导黑色素瘤的 
发生 [23]；同时，在黑色素瘤细胞中靶向敲除 BAP1， 
能够促使黑色素瘤细胞的增殖和远处转移能力明

显加强 [24]。已有研究证实 BAP1 在肺癌、胰腺癌

和乳腺癌中，通过影响细胞 DNA 损伤，从而改变

细胞周期，增强其对肿瘤的抑制作用 [25-26]。此外，

BAP1 还可以保护细胞抵抗 DNA 损伤，减少组蛋

白 H2A 泛素化水平，从而抑制黑色素瘤的恶性进

展 [27]。但是，关于 BAP1 在恶性胶质瘤中的生物学

作用和分子机制研究尚不明确。因此，本文利用靶

向 BAP1 的 特 异 性 小 干 扰 RNAs（small interfering 
RNA, siRNA）在恶性胶质瘤细胞系 U251 中下调

BAP1 的表达水平，并通过体外细胞功能学实验，

证实了 BAP1 能够抑制恶性胶质瘤细胞周期的快速

进展，并促进其凋亡。

综上，BAP1 能高效区分恶性胶质瘤原发灶组

织与正常脑组织，并且在恶性胶质瘤患者中发挥抑

癌基因的功能，能够抑制恶性胶质瘤细胞周期，促

进细胞的凋亡，更重要的是，ROC 曲线评估结果显

示，BAP1 具备成为恶性胶质瘤潜在临床诊断标志

物的条件，这为恶性胶质瘤的临床诊断和治疗提供

了新的靶点和策略。
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