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摘要 目的:研究 Id 基因在肺癌和永生化支气管上皮细胞中的表达, 探讨其在肺癌细胞中表达的意义。方法: 利用半定量

RT- PCR和Western blot方法检测多种肺癌和永生化支气管上皮细胞中 Id1- Id4mRNA和 Id1- Id4 蛋白的表达。结果: A549、NCI

- H460、NCI- H446、SK- MES- 1、Anip973 中 Id1- Id3mRNA均高表达, Id1 相对表达较强;而 AGZY 和 MP- 184 中未表达 Id1-

Id3mRNA; 腺癌细胞均表达了 Id4mRNA, 而 NCI- H446、SK- MES- 1 未表达 Id4mRNA。A549, NCI- H460, NCI- H446, SK- MES-

1,Anip 973中 Id1, Id2, Id3 蛋白均高表达, A549, NCI- H446, Anip 973 中 Id2 的表达高于 NCI- H460, SK- MES- 1; A549, NCI-

H460, Anip 973 有 Id4的高表达 ,NCI- H446, SK- MES- 1 无 Id4 的表达, Id1- Id4在 AGZY和 MP- 184中均未表达。结论: 4 种 Id

基因均作为癌基因在肺癌的发生发展中发挥作用, Id1, Id2, Id3 与肺癌细胞的恶性程度以及增殖和转移密切相关, Id4 可做为肺腺

癌的检测标志物。
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ABSTACT Objective: To investigate the expression and significance of Id gene in lung cancer and immortalization bronchial epithelial

cells. Methods: The expressions of Id1- Id4 mRNA and their proteins were examined by semiquantitative RT- PCR and Western blot assay.

Results: Id1 to Id3 mRNA were high expressed in A549, NCI- H460, NCI- H446, SK- MES- 1and Anip973 cells but not in AGZY andMP

- 184 cells. The expression of Id1 was much higher than others. Id4 mRNA was expressed in adenocarcinoma cells but not in NCI- H446 and

SK- MES- 1 cells. The proteins of Id1 to Id3 were high expressed in A549, NCI- H460, NCI- H446, SK- MES- 1 and Anip973 cells. The

expression of Id2 in A549, NCI- H446 and Anip973 was higher than that in NCI- H460 and SK- MES- 1. Id4 was high expressed in A549,

NCI- H460 and Anip973 cells but not in NCI- H446 and SK- MES- 1 cells. There were no expressions from Id1 to Id4 in AGZY and MP-

184 cells. Conclusion: The four kinds of Id gene took a part in the progression and metastasis of lung cancer as an oncogene. Id1, Id2 and Id3

were closely related to the malignant degree, proliferation and metastasis of lung cancer . Id4 may be a mark of lung adenocarcinoma.
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1 引言

Id( Inhibitor of DNA binding and/ or differentiation)蛋白是1990

年 Robert Benezra 等首先从 MEL( murine erythroleukemia) 细胞

cDNA文库中克隆出来的, 属于HLH 蛋白中的一类; 对细胞的

分化、增殖、凋亡具有重要的作用。目前,在高等生物中发现 4

种 Id 因子,即 Id1Id4。大量研究结果表明, Id 在不同的肿瘤中

具有不同的特性。Id1 在人体肿瘤标本及体外培养的肿瘤细

胞中均呈高表达趋势[ 1, 2] , 特别是 Id1在肿瘤发生、发展中的作

用已得到广泛认可。用原位杂交和免疫组化技术在多种肿瘤

(神经胶质瘤、神经母细胞瘤、胰腺癌、甲状腺髓质癌、乳腺癌、

子宫内膜癌、宫颈癌、黑色素瘤、前列腺癌、肝细胞癌等)中发

现 Id1 均有高异常表达[ 2- 3]。而 Id2 在侵袭、转移的乳腺癌细

胞中的表达低于已分化的乳腺癌细胞[ 5] ,在胃癌中也有相似

的趋势; Id3与 Id1 高度同源,功能相近; Id4在某些肿瘤表现出

抑癌基因的特性。但目前在肺癌中的表达及作用如何, 尚未

见报道。因此,本实验对组织类型不同、侵袭转移能力不同的

肺癌细胞进行 4种 IdmRNA和 Id蛋白表达的检测及分析,研究

Id1~ Id4在肺癌的表达及可能的作用。

2 材料和方法

2. 1 材料

2. 1. 1 主要试剂

标准胎牛血清为 Hyclone公司产品, RPMI1640 培养基和

DMEM 培养基购自 GIBCOBRL公司,无血清培养基 LHC- 8 购

自 BIOSOURCE公司。TRIZOL( Reagent, DNase I, Taq DNA Poly-

merase和 SUPERSCRIPT ( Preamplification System for First Strand

cDNA Synthesis 均购自 Invitrogen 公司; 鼠抗人 Id 单克隆抗体:

Id1, Id2, Id3, Id4 一抗购自 Santa Cruz 公司; 动植物组织蛋白

裂解液购自博大泰克公司; 其他为进口或国产分析纯试剂。

本实验引物均由上海博亚公司合成。引物序列详见表 1。

2. 1. 2 细胞株与细胞培养
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肺腺癌细胞株 A549, 人肺鳞状细胞癌细胞株 SK- MES-

1,大细胞肺癌细胞株 NCI- H460, 小细胞肺癌细胞株 NCI-

H446购自中科院上海细胞所; 高转移肺腺癌细胞株 Anip973,

低转移肺腺癌细胞株 AGZY由黑龙江省肿瘤研究所惠赠;永生

化支气管上皮细胞MP- 184 由中科院肿瘤研究所程书钧所长

惠赠。A549, NCI- H460, NCI- H446, Anip973, AGZY 用含

10%胎牛血清, 200mM 谷氨酰胺, 1% 双抗的 RPMI 1640 培养

基, SK- MES- 1用含 10%胎牛血清的DMEM培养基, MP- 184

用无血清培养基 LHC- 8,均在37 、5% CO2 细胞培养箱中培

养。每 2- 3 日更换培养基。

表 1 扩增基因 cDNA引物序列

基因 扩增片段( bp) 引物序列 退火温度( ) 片段位置

Id1/F: CAAGAATCATGAAAGTCGCCAGTG

Id1 700 Id1/R: CAGCTCCAACTGAAGGTCCCTG 62 92- 796

Id2/F: GGGACGAAGGGAAGCTCC

Id2 510 Id2/R: CCGCTTATTCAGCCACACAG 60 85- 595

Id3/ F: TCCTACAGCGCGTCATCGACTAC

Id3 460 Id3/ R: TCACAGTCCTTCGCTCCTGAGC 61 537- 997

Id4/F: GAAAGTCAGCAAAGTGGAGATC

Id4 180 Id4/R: CTCTCTCTCTCTTGGAATGAC 59 627- 826

- actin/ F: CTGGGACGAATGGCGAAA

- actin 520 - actin/ R: AAGGAAGGCTGGAGGGAGTGC 60 305- 827

2. 2 方法

2. 2. 1 RT- PCR检测 Id mRNA水平的表达

收获培养细胞汇合率达到 90%的肺癌细胞和永生化支气

管上皮细胞, 加入 Trizol RNA Isolation 试剂,采用 Trizol一步法

提取待分析样品的总 RNA, 加入 1ml 75%的乙醇悬洗 2 次沉

淀,最终溶解于 100ul RNAase- free H2O中; 各取 5ul于 2% 的

甲醛变性琼脂糖凝胶中电泳, 检测总 RNA 的完整性及片段大

小。采用 Reverse Transcription System 以 OligoT 为引物, 反转录

总 RNA 生成第一条 cDNA单链; 采用 Takara PCR试剂盒, 依据

设计的 Id1- Id4和 - actin 的引物 RT- PCR 扩增各标本内对

照 - actin 及 Id 片段, 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测。

2. 2. 2 Western Blot检测 Id 蛋白水平的表达

将生长至70% ~ 80%融合的 7种细胞用 PBS 冲洗 3次, 再

加入适量 PBS,以细胞刮子收集细胞并转移至离心管中, 5 000

g 离心 10min 后尽量弃上清。根据细胞量加入适量的动植

物组织蛋白裂解液(博大泰克)约 1ml, 振荡后于冰浴中放置

30min。4 , 5000rpm 离心后, 上清液转入新的 eppendorf管中,

经 DU640 核酸/蛋白分析仪测定蛋白质浓度, 后加入等体积的

异丙醇,于室温下放置 10min, 10 000rpm 离心 10min 收集沉淀。

加入 100ul蛋白样品缓冲液。按转膜装置说明书将蛋白转移

至PVDF膜, 30V恒压 , 4 过夜。TBS- T 洗膜 3次后, 以5%脱

脂奶粉室温封闭 PVDF膜 2h。加入 20ml含抗 Id1~ Id4的抗体

( 100ul/ 20ml) , 室温下杂交 2h, TBS- T 洗膜 3 次, 每次 5min, 加

入1: 1000 的相应的辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温下杂交

2h,TBS- T 洗膜 3 次; 将冼净的膜置于干净的平皿中, 加入

DAB 显色底物溶液, 于 37 保温至深红色条带显色完全, 用

ddH2O冲洗,终止显色; 采用打扫仪扫描然后结果。

3 结果与分析

3. 1 总RNA 完整性检测结果

各细胞系总 RNA的 2%甲醛变性琼脂糖凝胶的检测结果

如图1。从图中可以看到, 总 RNA 为弥散的带型, 28SRNA 的

含量约为 18SRNA含量的 2 倍, 说明总 RNA 完整性良好, 无降

解。

3. 2 肺癌及永生化支气管上皮细胞 IdmRNA 的表达

RT- PCR扩增各细胞系内对照 - actin 及 Id1- Id4 基因

片段,结果见表 2, 图 2, 可见在 5 株肺癌细胞系( A549、NCI-

H460、NCI- H446、SK- MES- 1、Anip973)中 Id1- Id3mRNA 均

高表达, Id1 表达较强; 而 AGZY 和 MP- 184 中未表达 Id1-

Id3mRNA; NCI- H446、SK- MES- 1 未表达 Id4mRNA,腺癌细胞

均表达了 Id4mRNA。

表 2 RT- PCR扩增细胞系 4种 Id基因的结果

细胞株 Id1 Id2 Id3 Id4

A549 + + + + + + + +

NCI- H460 + + + + + + +

NCI- H446 + + + + +

SK- MES- 1 + + + + + + + + +

Anip973 + + + + + + + + + +

AGZY +

MP- 184

附注: - :表达未检测出 + :表达强度低于对照 - act in

+ + :表达强度与对照 - actin相当 + + + :表达强度高于对

照 - act in

3. 3 肺癌及永生化支气管上皮细胞 Id蛋白的表达

如图 3可见 A549, NCI- H460, NCI- H446, SK- MES- 1,

Anip 973均有 Id1, Id2, Id3 蛋白的高表达, A549, NCI- H446, A-

nip 973 Id2的表达高于 NCI- H460, SK- MES- 1; A549, NCI-

H460, Anip 973 有 Id4 的高表达, NCI- H446, SK- MES- 1 无

Id4的表达, Id1, Id2, Id3, Id4 在AGZY和 MP- 184 中均未表达。
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图 3 Western Blot结果

4 讨论

肺癌对人类健康的危害日益严重, 其发病率和死亡率在

大多数国家和地区居恶性肿瘤之首, 是治疗效果相对较差的

恶性肿瘤, 总的 5 年生存率仅为 13%。大部分病人确诊时已

属晚期,丧失了早期手术治疗的时机。现代肿瘤分子生物学

研究揭示了:肺癌是基因疾病, 肺癌的发生发展与多种癌基因

的激活,抑癌基因的失活密切相关。通过基因进行早期诊断,

监测疗效,评估预后以及开展基因治疗、靶向治疗成为肺癌治

疗领域基础和临床研究的方向。

自 1990年第一个 Id 基因被克隆以来, Id 的研究越来越受

到重视,已在多种肿瘤中开展了 Id 基因和蛋白表达的研究, 目

前,就 Id1、Id2、Id3和 Id4 这四种基因来说, Id1 的作用已经比较

明确, 无论在何种肿瘤中,它都是肿瘤增殖的正性调控基因,

Id1 的表达水平与肿瘤侵袭程度和不良的临床预后有关[ 6- 10]。

Id3 和 Id1有高度的序列同源性,因此作用也很相似 ,可以促进

肿瘤细胞增殖, 但也有例外, 比如在骨肉瘤 MG- 63 细胞系,

Id3 表达反倒可以促进细胞凋亡[11]。Id2 和 Id4 多充当肿瘤增

殖的负性调控基因。因此, 针对分化抑制基因的肿瘤基因治

疗将有很大的优势, 我们可以在转录或翻译水平上阻止或促

进 Id 基因的表达, 由此, 我们可以应用某些方法( RNA i等)使

Id1 基因沉默。这样就可以抑制 Id1 基因对肿瘤增殖的正性调

控作用,而对于某些肿瘤同时又有 Id2 作为肿瘤负性调控基因

表达的, 我们还可以人为地促进 Id2 表达, 甚至可以将两种方

法结合起来。那么 4 种 Id 基因在肺癌起到什么样的作用呢?

本研究者在前期进行了 4种 Id 蛋白和基因在肺癌组织表达情

况的研究,已对 4 种 Id在肺癌组织的表达有初步认识。

本实验通过RT- PCR和Westen blot进一步研究了 Id 在各

类型肺癌细胞中的表达, 发现 Id1、Id2、Id3在恶性程度高的, 增

殖快及高转移的细胞中, 无论在转录水平 ( mRNA) , 还是在蛋

白水平均高表达,而 Id4只在腺癌中表达, 正常细胞- - 永生

化支气管上皮细胞均不表达 Id1- Id4。说明 Id1- Id4 在肺癌

均做为癌基因而发挥作用, Id1、Id2、Id3 可帮助我们判断肺癌

的恶性程度,判断预后。肺癌如果有 Id4 表达时,腺癌的可能

性大,因此, 可以用来评估肺癌的病理类型, 指导治疗。并且

为进一步开展针对 Id 基因的基因治疗提供理论依据奠定基

础。
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