
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.7 MAR.2017

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2017.07.007

易洛魁家族同源盒基因 IRX1在胶质瘤中的表达研究 *
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摘要 目的：探讨易洛魁家族同源盒基因 IRX1（Iroquois homeobox gene）在胶质瘤中的表达及其临床意义。方法：收集 4位胶质瘤

患者的胶质瘤组织和癌旁 /正常组织各 1例，收集 54例胶质瘤组织（WHO I级 5例，II级 16例，III级 14例，IV 级 19例），采用
PCR方法检测 IRX1基因在胶质瘤细胞（U87、U373、LN229和 T98G）中的表达，Western Blot检测 4组同一患者来源的胶质瘤组
织中 IRX1的表达，免疫组织化学法（IHC）检测 IRX1在胶质瘤组织中的表达及临床特征。结果：PCR结果表明以正常脑组织为对

照，IRX1基因在多种胶质瘤细胞中均有表达（P＜ 0.05）；Western Blot结果显示 IRX1蛋白在胶质瘤组织中的表达显著高于癌旁组

织或正常组织（P＜ 0.05）；IHC结果显示 IRX1蛋白在良性胶质瘤组织中主要定位于胞浆，而在恶性胶质瘤组织中定位于细胞核，

且其表达量与胶质瘤的恶性程度相关，恶性程度越高，其在细胞核中的表达量越高（P＜ 0.05）。结论：IRX1可能参与调控恶性胶质

瘤的发生发展过程，IRX1的表达与胶质瘤的恶性程度有关，暗示了 IRX1可作为判断胶质瘤预后以及肿瘤靶向分子治疗的指标。
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Study on Expression of Iroquois Homeobox Gene IRX1 in Human Glioma*

To investigate the expression and clinical significance of Iroquois homeobox gene IRX1 in human glioma.

4 groups of glioma tissues and adjacent normal brain tissues form the same patient were collected, respectively. Another 54

glioma tissue samples were prepared too, of which 21 were classi覱ed as low-grade [5 pilocytic astrocytomas (WHO I) and 16 diffuse as-
trocytomas (WHO II)] and 33 were classi覱ed as high-grade gliomas [14 anaplasia astrocytomas (WHO III) and 19 primary glioblastomas

(WHO IV)]. The expression of IRX1 gene in glioma cells (U87, U373, LN229 and T98G) was detected by PCR. And the expression of

IRX1 protein in glioma tissues was verified by western blot and IHC. IRX1 gene was expressed in U373, LN229 and T98G cells,

but no expression in U87 cells and adjacent normal brain tissues. Furthermore, the results of western blot and IHC showed that the ex-

pression levels of IRX1 protein was higher in glioma tissues than in normal tissues (P＜ 0.05), and a high level of IRX1 expression was
signi覱cantly more common in glioma tissues of more advanced grade than those of lower grade (P＜ 0.05). IRX1 might in-

volve in the regulation of onset and progress of glioma, of which the expression was related to the grade of carcinoma, indicating that

IRX1 might be used as an indicator for evaluation of prognosis and malignancy level as well as targeted molecular therapy of human ma-

lignant glioma.
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前言

恶性胶质瘤伴随着不良预后为中枢神经系统恶性肿瘤的

一种不可治愈形式，因其具有高侵袭性，在手术切除过程中肿

瘤细胞是不可能被完全切除的，导致了复发的必然性[1]。据统

计，胶质瘤患者的五年总生存率低于 30%，WHO IV级的恶性

胶质瘤患者的生存期只有半年左右[2]。因此，寻找和发现新的胶

质瘤发生、发展及预后密切相关的基因对于胶质瘤的分子干预

具有重要的意义。

IRX1 基因与无脊椎动物和脊椎动物的胚胎发育密切相

关，并编码具有转录因子组合活性的家族蛋白参与神经系统的

发育[3]，在多种肿瘤的发生发展过程中发挥着癌基因或者抑癌

基因的重要作用，并且参与了骨肉瘤肺转移、胃癌中腹膜扩张

和转移等的过程，还具有潜在的肿瘤早期诊断、治疗、转移或者

作为检测肿瘤预后标志的重要作用[4]。研究表明 IRX1在头颈

部鳞状细胞癌[5]、肺发育过程[6]及胃癌发生发展[7-9]中是抑癌基

因，在骨肉瘤中作为一种促转移基因[10]，而在原发性肝癌中发

挥着癌基因的作用[11]。但 IRX1在胶质瘤中的表达及其作用尚
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不清楚，本研究旨在探讨 IRX1在胶质瘤中的表达及其临床意义。

1 材料与方法

1.1 细胞及组织标本
胶质瘤细胞 U87、U373、LN229 和 T98G 均培养在高糖

DMEM 培养基 (Invitrogen，USA)中，含有 10% FBS (GIBCO，
USA) 和 1%双抗 (Penicillin/Streptomycin，SIGMA ALDRICH，
USA)。

本研究收集 2013-07/2015-06在我院神经外科住院手术治

疗的 4例癌旁或正常脑组织，对应胶质瘤患者来源的胶质瘤组

织 4例，以及另外 54例胶质瘤患者组织，其中：WHO I级 5例，
II级 16例，III级 14例，IV级 19例。每例组织标本均由两位病
理学专家判定WHO等级，患者临床特征见表 1。本研究经中国

人民解放军第四军医大学唐都医院研究伦理协会批准（批准

号：TDLL-2015172），所有涉及到的患者均对此研究知情同意。

表 1 54例患者临床特征

Table 1 The clinical features of 54 patients

Features
Gender n (%) Age n (%) Total

Male Female >55 ≤ 55

WHOⅠ 3 2 4 1 5

WHOⅡ 12 4 10 6 16

WHOⅢ 10 4 9 5 14

WHOⅣ 9 10 12 7 19

1.2 主要试剂及仪器
RIPA高效蛋白裂解液、BCA蛋白定量试剂盒购于西安宝

信生物技术公司；TRIzol、RNA 反转录试剂盒及 SYBR Green

PCR试剂盒购于 TaKaRa公司；兔抗人 IRX1单克隆抗体购自

美国 Bioworld生物工程公司（用于 IHC实验）和 abcam公司
（用于Western Blot实验）；鼠抗人 茁-actin单克隆抗体购自北京

迈凯生物科技公司；ECL化学发光试剂盒购自 Pierce公司；免

疫组化试剂盒（SP）购自福州迈新生物技术公司，实时定量
PCR仪为 Bio-Rad公司产品。
1.3 总 RNA提取及 cDNA合成

TRIzol法抽提胶质瘤细胞系 U87、U373、LN229、T98G 以
及正常脑组织中的总 RNA并定量；根据反转录试剂盒操作说

明书进行反转录获取 cDNA样本；以其为模板进行 PCR检测，

引物序列为：目的基因 IRX1-F：5'-CTCAGCCTCTTCTCGCA-

GAT-3'，IRX1-R：5'-TCTTCCTGGTCCTTGCTGC-3'；内参基因
GAPDH-F：5'--GCACCGTCAAGGCTG AGAAC- 3'，GAPDH-R：
5'-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3'[12]。反应条件为：95℃预变

性 5 min；95℃ 30 sec，55℃ 15 sec，68℃ 40 sec，30个循环；68℃
10 min；核酸凝胶电泳检测。
1.4 Western Blot检测胶质瘤组织中 IRX1的表达

取 4组同一患者来源的组织适量置于无菌的匀浆器中，按

照质粒体积比 1 mg：100 滋L加入预冷的 RIPA裂解液，在冰上

反复研磨裂解至液体透明；4℃ 12000 rpm高速离心 15 min，转

移上清至无菌的离心管中，BCA蛋白定量后，按比例加入 5×

上样缓冲液，于 100℃水浴锅中煮沸 5 min使蛋白变性；按照每

孔 20 滋g蛋白量进行蛋白电泳；300 mA、1 h 转至 PVDF膜上；

用 10%脱脂奶粉溶液室温封闭 1 h；经 IRX1（1:1500，abcam公

司）、茁-actin（1:2000）抗体孵育 4℃过夜；TBST溶液洗涤 10 mi-

n× 3次，含 HRP标记的羊抗兔或者羊抗鼠二抗（1:2500）室温

孵育 1 h，TBST洗涤 10 min× 3次；加入 ELC发光试剂进行发

光拍照。

1.5 IHC检测胶质瘤组织中 IRX1的定位及表达情况

采用 SP免疫组织化学法检测 54 例胶质瘤组织中 IRX1

的表达。操作步骤按照试剂盒说明书，以兔抗人 IRX1单克隆

抗体（1:50，Bioworld公司）为一抗。免疫组化结果由两位病理

专家判定，蛋白染色强度可判为：不着色为阴性（-）、着浅棕色
为弱阳性（+）、着棕色为中等阳性（++）、着棕褐色为强阳性

（+++/++++）。
1.6 统计学分析

所有数据采用 SPSS 17.0进行统计分析，采用 t检验对数

据进行分析，P＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 胶质瘤细胞中 IRX1基因表达

核酸凝胶电泳结果显示，IRX1未在正常脑组织和胶质瘤

细胞 U87中检测到，在胶质瘤细胞 U373、LN229、T98G中均有

表达，以 100 bp DNA Ladder Marker指示，正常脑组织为对照，

以 H2O为阴性对照（图 1）。

2.2 胶质瘤组织中 IRX1蛋白的表达及定位
Western Blot结果显示，IRX1蛋白在癌旁或正常脑组织中

不表达或低表达，在胶质瘤组织中高表达，每组表达差异显著

（P＜ 0.05）（图 2）。
IHC结果（200× 显微镜观测）显示，IRX1蛋白主要表现为

粗糙深染的棕黄色颗粒分散于细胞核、细胞质中。在WHO I胶

质瘤组织中，IRX1着色为弱阳性主要定位于细胞质；随着胶质

图 1 PCR检测 IRX1基因在胶质瘤细胞系与正常组织中的表达差异

Fig.1 The expression of IRX1 in glioma cell lines and normal tissues

analyzed by PCR

Mr: 100 bp DNA Ladder Marker
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图 2 Western Blot检测 IRX1蛋白在胶质瘤患者组织中的表达差异

N为非癌组织(Normal)，G为癌组织(Glioma)，每组组织来自同一患者。

Fig. 2 The protein expression level of IRX1 in glioma tissues detected by

Western blot analysis

N: Normal tissue, G: Glioma tissue. Tissues in the same group are from

same patient.

瘤恶性程度的升高，IRX1染色阳性主要定位于细胞核；且随着

胶质瘤恶性程度的升高，IRX1蛋白在胶质瘤组织中的表达增
加（图 3）。

3 讨论

本研究探讨了 IRX1基因和蛋白在胶质瘤细胞和组织标本

中的表达和定位，通过 PCR 的方法检测四种胶质瘤细胞
U373、LN229、T98G 和 U87 中 IRX1 的表达情况，发现 IRX1

在胶质瘤细胞中表达并与细胞种类有关（图 1）；通过 Western
Blot检测 4例胶质瘤组织中 IRX1的表达均显著高于同一病人

来源的癌旁 /正常组织（图 2）；通过 IHC检测 54例不同恶性

程度的胶质瘤组织中 IRX1的蛋白表达情况发现随着恶性程度

的升高，IRX1的表达亦增加，并且阳性定位由细胞质转移到细

胞核（图 3），这可能与 IRX1转录因子的作用方式以及参与的

生物学过程密切相关。这些结果都暗示了 IRX1基因可能参与

图 3 IHC检测 IRX1蛋白在胶质瘤组织中的表达

GI为胶质瘤WHO I级（弱阳性），GII为胶质瘤WHO II级（中等阳性），GIII为胶质瘤WHO III级（强阳性），GIV为胶质瘤WHO IV（强阳性）。

Fig.3 The protein expression level of IRX1 in glioma tissues detected by IHC analysis

GI: Glioma WHO I (+), GII: Glioma WHO II (++), GIII: Glioma WHO III(+++), GIV: Glioma WHO IV(+++).

了胶质瘤的发生发展过程，与对照组相比，IRX1在胶质瘤细胞

和组织中的表达量升高。表明 IRX1可能在胶质瘤发展过程中

发挥着重要作用，具有作为判断胶质瘤预后、恶性程度以及分

子治疗的靶标的潜能。

最近研究发现，IRX1通过抑制 BDKRB2依赖的下游分子
PAK1影响胃癌新血管形成的扩散和转移[8]。PAK1是一个哺乳

动物 Ser/Thr蛋白激酶的同族体和血管舒缓激肽受体途径的效

应分子，参与细胞增殖、细胞迁移、细胞骨架重排、细胞周期和

凋亡等多个细胞内信号分子传导事件[13,14]；PAK1激活或过表达
参与肿瘤的发生过程[15,16]。此外，在骨肉瘤中 IRX1去甲基化可

以激活 CXCL14/NF-资B信号通路促进骨肉瘤肺转移 [13]，其中

CXCL14是趋化因子 CXC家族的一个新成员，与免疫细胞趋

化、肿瘤迁移密切相关，并参与调控肿瘤相关的血管生成、肿瘤

生长的自分泌调节、炎症免疫反应以及宿主对肿瘤特异免疫的

激活等生物学过程，肿瘤中 CXCL14蛋白的表达缺失与肿瘤的

发生发展有关[17]。核转录因子 NF-资B参与到免疫反应、胸腺发

育、胚胎发生、炎症和急性反应、细胞增殖、细胞凋亡、病毒感染

等多种病理过程[18]。另外在白血病的发生发展过程中，IRX1可

通过直接靶向 HOXB4基因及间接靶向 EGR基因，激活两者

的转录活性并从功能上抑制MLL-AF4阳性的急性淋巴细胞白

血病，其中 HOXB4通常作为 c-KIT、WNT和 TPO信号通路的
下游靶基因，并对造血干细胞的维持和扩张是必不可少的；而

EGR蛋白可控制 p21蛋白依赖的沉默程序影响造血干细胞[19]。

PAK1是参与胶质瘤细胞增殖和凋亡过程的 MAPK通路

中的关键分子[20]，且 NF-资B通过介导肿瘤相关基因的异常表达

来抑制胶质瘤细胞凋亡，促进胶质瘤血管形成和转移等，直接

影响胶质瘤的发生和发展[21]。WNT信号通路可以调节胶质瘤

细胞的形态变化、增殖、迁移、黏附和组织塑形[22]。因此，我们推

测 IRX1 可能是通过作用于 MAPK 信号通路、NF-资B 通路、
WNT通路中的某个关键分子或其他的信号途径来参与胶质瘤
的发生发展过程。

胶质瘤的发生是受到多因素、多阶段、多基因的共同影响

的结果[23]，通过对肿瘤基因表达谱的深入研究，探索影响肿瘤

发生发展的关键因子，对肿瘤的诊断、治疗、监测复发和预测预

后具有重要的意义。IRX1在胶质瘤组织的细胞核中的高表达
表明，IRX1可能参与了胶质瘤的增殖、转移及发生发展过程，

尽管其调控机制尚不明确。关于 MAPK 通路、NF-资B 通路、
WNT通路以及其他通路中的某个关键分子的激活是否影响了
IRX1在胶质瘤形成过程中表达的增加还有待进一步研究。
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