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分化抑制因子１对结肠癌ＨＴ２９细胞增殖的影响

于　游，张才全△

（重庆医科大学附属第一医院普外科　４０００１６）

　　摘　要：目的　探讨检测分化抑制因子１（Ｉｄ１）对结肠癌 ＨＴ２９细胞增殖中的影响。方法　ＨＴ２９转染Ｉｄ１表达质粒及合成

Ｉｄ１干扰序列转染 ＨＴ２９细胞后，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＶＥＧＦｍＲＮＡ和蛋白的表达，ＭＴＴ法检测各组细胞增殖情

况。结果　Ｉｄ１过表达能显著上调ＶＥＧＦｍＲＮＡ和蛋白表达（犘＜０．０５），促进细胞的生长，Ｉｄ１抑制后能显著下调 ＶＥＧＦｍＲＮＡ

和蛋白表达（犘＜０．０５），减缓细胞的生长。结论　在结肠癌 ＨＴ２９细胞中Ｉｄ１为ＶＥＧＦ的上游基因，Ｉｄ１可通过调控ＶＥＧＦ途径

来影响结肠癌细胞增殖，在肿瘤血管生成中发挥重要作用。Ｉｄ１有望成为结肠癌治疗的一个新靶点。
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　　Ｉｄ蛋白
［１］又称为分化抑制因子（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ

ｔｉｏｎ，Ｉｄ），是新的准原癌基因
［２］，在多种肿瘤中有异常的表达，

参与了肿瘤细胞增殖、凋亡、浸润、迁移以及肿瘤血管生成等多

方面相关行为的调控［３８］。Ｉｄ１在结肠癌组织中表达明显高于

正常组织及结肠癌旁组织［９］，故研究Ｉｄ１与结肠癌的关系，对

于进一步阐明结肠癌的生物学行为以及治疗将会有积极意义。

本研究在体外过表达及抑表达Ｉｄ１情况下检测结肠癌 ＨＴ２９

细胞血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况以及肿瘤细胞增殖情况，以

探讨Ｉｄ１在结肠癌细胞增殖中的作用。

１　材料与方法

１．１　试剂　Ｉｄ１一抗购于 Ｍｉｌｉｉｐｏｒｅ公司；山羊抗兔二抗购于

北京中杉生物有限公司；ＲＮＡ提取试剂盒购于Ｔａｋａｒａ公司；

ＲＴＰＣＲ试剂盒购自Ｔｉａｎｇｅｎ公司；Ｔｒｉｓｂａｓｅ购于上海生工生

物工程有限公司；ＥＸＴａｑ酶购于 Ｔａｋａｒａ公司；ｄＮＴＰ 购于

Ｔａｋａｒａ公司；ＶＥＧＦ一抗购于 Ｍｉｌｉｉｐｏｒｅ公司；脂质体ｉｐｏｆｅｃｔ

ａｍｉｎｅ２０００购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｉｄ１基因的特异性小干扰

ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）ＳｉＩｄ１００１（１９ｂｐ）
［１０］由

广州锐博生物公司设计与合成，各自的正义和反义序列分别

为：正义链５′ＵＧＡＧＣＡＡＧＧＵＧＧＡＧＡＵＵＣＵｄＴｄＴ３′，

反义链３′ｄＴｄＴＡＣＵＣＧＵＵＣＣＡＣＣＵＣＵＡＡＧＡ５′。

１．２　细胞培养与Ｉｄ１过表达及抑表达质粒构建及转染　人结

肠癌细胞（ｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ＨＴ２９）株由中科院上海

细胞库提供；ＨＴ２９经复苏后，常规培养于含１０％新生小牛血

清，青霉素（１００Ｕ／ｍＬ），链霉素（１００μｇ／ｍＬ）的１６４０培养基

中。Ｉｄ１全长基因扩增Ｉｄ１：上游引物：５′ＴＡＡＣＴＧＴＴＣＣＡＴ

ＴＴＴＣＣＧＴＡ３′，下游引物：５′ＴＴＡＣＣＡＣＣＡＴＣＴＡＡＡ

ＴＴＡＴＴＴＧ３′，扩增长度：９７５ｂｐ，退火温度：６０℃，采用Ｐｆｕ

保真酶扩增。ＰＣＲ扩增Ｉｄ１片段，利用限制性内切酶ＥｃｏＲＩ

和ＮｏｔＩ将其连接至载体ｐＧＥｘ４Ｔ１，将连接产物转化大肠杆

菌，挑取单菌落，提取质粒，经ＰＣＲ和双酶切鉴定后测序。转

染前１ｄ，将２．５×１０５ 个细胞／孔接种于６孔培养板。过表达

分为３组：空白组：仅加培养血清；对照组：空载体，转染无义序

列；过表达组：转染Ｉｄ１过表达质粒。抑表达分为３组：空白

组：仅加培养血清；对照组：空载体，转染无义序列；抑表达组：

转染Ｉｄ１ｓｉＲＮＡ。各组均在３７℃，１％Ｏ２，９９％Ｎ２，５％ＣＯ２ 恒

温培养箱培养１２ｈ后进行转染，实验参照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００

产品说明书进行操作。待细胞转染４８ｈ后，分别用ＴＲｌｚｏｌ和

ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总ＲＮＡ和细胞总蛋白。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测ＶＥＧＦｍＲＮＡ　参照Ｔｒｌｚｏ试剂盒说明书

提取各组细胞总的 ＲＮＡ。ＶＥＧＦ上游引物：５′ＧＧＧＣＡＧ

ＡＡＴＣＡＴＣＡＣＧＡＡＧＴ３′，下游引物：５′ＧＡＴＧＴＡＣＴＣ

ＧＡＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＧＴ３′，扩增长度：１１７ｂｐ，退火温度：６０

℃。反应体系：１×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，ｄＮＴＰ０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ｃＤＮＡ模

板２００ｎｇ，引物浓度０．４μｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶１．２５Ｕ，反应总体积

２５μＬ。按照ＲＴＰＣＲ试剂盒进行ＰＣＲ扩增：１μＬＤＮＡ样本

作为ＰＣＲ扩增模板，阴性对照扩增模板为去离子水；扩增条件

为９５℃预变性２ｍｉｎ；随后９５℃１０ｓ，退火温度１５ｓ，７２℃ 延

伸４５ｓ，共４０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。实验重复３次，

取其平均值。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ检测Ｉｄ１、ＶＥＧＦ蛋白　用ＲＩＰＡ裂解液提取各

组细胞总蛋白后，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ检测Ｉｄ１、ＶＥＧＦ蛋白。每１０６ 个
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细胞加入５００Ｌ细胞裂解液，冰上放置３０ｍｉｎ裂解细胞，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液，测定提取的总蛋白浓

度。取等量蛋白样品５０ｇ进行８％十二烷基磺酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳。然后将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜上，经５％脱脂奶粉

封闭，分别与Ｉｄ１、ＶＥＧＦ多克隆抗体（浓度为１∶１５００）４℃反

应过夜及相应的羊抗兔二抗（浓度为１∶３０００）反应，加入化学

发光剂ＥＣＬ反应，显色，密度扫描分析。实验重复３次，取其

平均值。

１．５　ＭＴＴ实验　取各组对数生长期的 ＨＴ２９细胞，以每孔

１０３ 接种于９６孔板内，加入条件培养基。在第１～８天，每天每

种条件培养基的细胞各取出３孔加入 ＭＴＴ溶液（５ｇ／Ｌ）２０

μＬ，继续３７℃孵育４ｈ后，吸弃培养上清液，加入ＤＭＳＯ１５０

μＬ，振荡１０ｍｉｎ。在ＥＬＩＳＡ检测仪上测定各孔的 Ａ４９０ｎｍ值。

以时间为横坐标，３复孔的平均光吸收值为纵坐标，绘制 ＨＴ

２９细胞生长曲线。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学处

理，计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

两组Ｉｄ１过表达与抑表达ＶＥＦＧｍＲＮＡ和ＶＥＧＦ蛋白的

结果见表１及图１。干扰后两组 ＭＴＴ结果见图２～３。

　　Ａ：过表达；Ｂ：抑表达。

图１　　Ｉｄ１对ＶＥＧＦ蛋白的表达电泳图

表１　　Ｉｄ１过表达与抑表达ＶＥＧＦｍＲＮＡ和ＶＥＧＦ蛋白表达结果比较（狓±狊）

组别
过表达

ＶＥＧＦｍＲＮＡ ＶＥＧＦ蛋白

抑表达

ＶＥＧＦｍＲＮＡ ＶＥＧＦ蛋白

空白组 ０．００２９９±０．０００６９ ０．１３２００±０．０３５１０ ０．００６１６±０．０００８３ ０．４５０００±０．０３９３０

对照组 ０．００３４９±０．００１３４ ０．１３１００±０．０５３００ ０．００６２６±０．０００４５ ０．４６４００±０．０２３１０

过表达组 ０．０３１３０±０．００６０５▲ ０．２４５００±０．０３２６０▲ ０．００２３０±０．０００３１▲ ０．２３１００±０．０２７３０▲

　　▲：犘＜０．０５，与各自对照组比较。

图２　　过表达３组生长曲线

图３　　抑表达３组生长曲线

３　讨　　论

结肠癌发生不仅是癌细胞不断增殖的过程，也是癌细胞分

化不断抑制的过程，结肠癌细胞的恶性程度与分化程度密切相

关。细胞的分化程度提示肿瘤的良、恶性，并直接影响其预后。

Ｉｄ１负性调节转录因子的活性，抑制细胞分化，从而促进细胞

增殖［１１］。目前确定在２０多种人类肿瘤中均有Ｉｄ１过表达，提

示Ｉｄ１在肿瘤的发生过程中可能起重要作用，可将其作为这些

肿瘤的一个新标志物［１２］。敲除Ｉｄ１基因的荷瘤小鼠身上发现

肿瘤不能生长和转移，显示出广泛坏死和少血管，血管缺乏分

枝出芽。在胰腺肿瘤组织中，Ｉｄｌ的表达水平越高，肿瘤中的血

管密度指数也就越高，都提示Ｉｄｌ的表达和肿瘤的血管发生密

切相关［１３］。对前列腺肿瘤进行的研究也发现同类现象［１４］。

在消化系统的肿瘤中，Ｉｄ１在结肠癌、胰腺癌中的表达也异常

增高，Ｉｄ１蛋白在结肠黏膜的正常组织中没有表达，而在结肠

癌组织中的表达明显高于正常组织及癌旁组织。这些均提示

Ｉｄｌ蛋白在肿瘤新生血管形成中可能起重要作用。在４个已发

现的Ｉｄ分子中，Ｉｄ１在肿瘤中的异常表达更为普遍。但Ｉｄ１蛋

白与其他蛋白相互作用机制及调控Ｉｄ１基因表达上游因子和

Ｉｄ１蛋白的下游效应因子还不清楚。

本研究显示，上调Ｉｄ１表达后，结肠癌 ＨＴ２９细胞 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ及蛋白均显著提高，这种提高出现在转录水平上，同时

肿瘤细胞增殖明显加快；下调Ｉｄ１表达后 ＨＴ２９细胞 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ及蛋白均显著降低，也出现在转录水平上，而肿瘤细胞

增殖明显减慢。以上结果证实了在结肠癌 ＨＴ２９细胞中Ｉｄ１

通过下游因子ＶＥＧＦ来产生新生血管网，从而影响肿瘤细胞

的增殖。

本研究证实，在结肠癌 ＨＴ２９细胞中Ｉｄ１为 ＶＥＧＦ的上

游因子，其在结肠癌细胞增殖中发挥重要作用，Ｉｄ１有望成为

结肠癌治疗的一个新靶点［１５］。但Ｉｄ１通过何种信号途径来调

控ＶＥＧＦ，以及调控Ｉｄ１基因的上游因子有待今后实验中进一

步明确。
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ＩＤＯ表达的细胞内信号通路，为其在鼻咽癌治疗的应用中提供

了实验依据，为以ＩＤＯ为靶点的鼻咽癌的免疫治疗提供一种

新的策略。
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ｖａｒｉｏｕｓａｓｐｅｃｔｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌ

Ｒｅｐ，２０１２，３９（３）：３００９３０１５．

［１２］ＰｅｒｋＪ，ＩａｖａｒｏｎｅＡ，ＢｅｎｅｚｒａＲ．Ｉｄｆａｍｉｌｙｏｆｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣａｎｃｅｒ，２００５，５（８）：６０３６１４．

［１３］ＨｕａＨ，ＳａｒｖｅｔｎｉｃｋＮ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩｄ１ｉｎａｄｕｌｔ，ｒｅｇｅｎｅｒ

ａｔｉｎｇａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｐａｎｃｒｅａｓ［Ｊ］．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｅ，２００７，３２

（３）：２８０２８６．

［１４］ＬｉｎｇＭＴ，ＷａｎｇＸ，ＯｕｙａｎｇＸＳ，ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＭＡＰＫ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒＩｄ１ｉｎｄｕｃｅｄｓｅｒｕｍｉｎｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００２，２１

（５５）：８４９８８５０９．

［１５］ＮｉｓｈｉｙａｍａＫ，ＴａｋａｊｉＫ，ＫａｔａｏｋａＫ，ｅｔａｌ．Ｉｄ１ｇｅｎｅｔｒａｎｓ

ｆｅｒｃｏｎｆｅｒｓａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｐｒｏｐｅｒｔｙｏｎｆｕｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｅｎ

ｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００５，１１２（１８）：２８４０２８５０．

（收稿日期：２０１２１０２１　修回日期：２０１２１１１５）

２５８ 重庆医学２０１３年３月第４２卷第８期




