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MTA1通过HIF-1α上调 MTDH基因
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  [摘要] 目的 探讨异黏蛋白(MTDH)和转移相关蛋白1(MTA1)在肺癌中的表达相关性及调控机制。
方法 通过免疫组织化学、实时荧光定量PCR、Western

 

blot检测50份肺癌标本肿瘤组织与癌旁组织中 MT-
DH、MTA1的表达水平并分析二者的相关性。构建 MTA1基因过表达及干涉载体,转染A549、SBC-5细胞,
检测其对 MTDH表达及细胞活力的影响。富集乙酰化蛋白后,检测 MTA1对 MTDH乙酰化水平的影响,进

一步分析 MTA1对 MTDH的调控机制。结果 肺癌组织中 MTA1、MTDH蛋白及 mRNA表达水平均明显

高于癌旁组织,二者表达呈正相关(r2=0.809
 

3、0.774
 

1、0.551
 

9)。过表达 MTA1上调 MTDH、增殖细胞核

抗原(PCNA)蛋白的表达(P<0.05),增加肿瘤细胞的活力;而抑制 MTA1则下调 MTDH、PCNA蛋白表达

(P<0.05),抑制肿瘤细胞活力。MTA1不通过调控乙酰化修饰上调 MTDH 的表达(P>0.05)。过表达

MTA1可同时上调 MTDH和缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)的表达(P<0.05),给予 HIF-1α抑制剂CAY10585
后,MTDH的表达水平被抑制。结论 MTA1和 MTDH在肺癌中高表达并呈正相关。MTA1通过上调HIF-
1α间接促进 MTDH表达。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

correlation
 

and
 

regulatory
 

mechanism
 

of
 

mataderin
 

(MTDH)
 

and
 

metastasis
 

associated
 

protein
 

1
 

(MTA1)
 

in
 

lung
 

cancer.Methods The
 

expression
 

levels
 

of
 

MTDH
 

and
 

MTA1
 

in
 

tumor
 

tissues
 

and
 

paracancerous
 

tissues
 

of
 

50
 

lung
 

cancer
 

samples
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

immumohistochemistry,real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot.Subsequently,the
 

correla-
tion

 

between
 

MTDH
 

and
 

MTA1
 

expression
 

was
 

analyzed.The
 

overexpression
 

and
 

interference
 

vectors
 

of
 

MTA1
 

gene
 

were
 

constructed
 

and
 

transfected
 

into
 

A549
 

and
 

SBC-5
 

cells,their
 

effects
 

on
 

MTDH
 

expression
 

and
 

cell
 

viability
 

were
 

detected.After
 

enriching
 

acetylated
 

protein,the
 

effect
 

of
 

MTA1
 

on
 

the
 

acetylated
 

level
 

of
 

MTDH
 

was
 

detected,and
 

the
 

regulatory
 

mechanism
 

of
 

MTA1
 

on
 

MTDH
 

was
 

further
 

analyzed.
Results The

 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

protein
 

and
 

mRNA
 

of
 

MTA1
 

and
 

MTDH
 

in
 

lung
 

cancer
 

tissues
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

paracancerous
 

tissues,and
 

their
 

expressions
 

showed
 

the
 

positive
 

corre-
lation

 

(r2=0.809
 

3,0.774
 

1,0.551
 

9).The
 

MTA1
 

overexpression
 

up-regulated
 

the
 

MTDH
 

and
 

proliferating
 

nuclear
 

antigen
 

(PCNA)
 

expression
 

(P<0.05)
 

and
 

increased
 

the
 

viability
 

of
 

tumor
 

cells;while
 

inhibiting
 

MTA1
 

down-regulated
 

the
 

MTDH
 

and
 

PCNA
 

expression
 

(P<0.05)
 

and
 

inhibited
 

the
 

tumor
 

cell
 

viability.
MTA1

 

did
 

not
 

up-regulate
 

the
 

MTDH
 

expression
 

by
 

regulating
 

the
 

acetylation
 

modification
 

(P>0.05).The
 

MTA1
 

overexpression
 

could
 

simultaneously
 

up-regulate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

MTDH
 

and
 

hypoxia-inducible
 

factor
 

1α
 

(HIF-1α)
 

(P<0.05)
 

and
 

after
 

giving
 

HIF-1
 

α
 

inhibitor
 

CAY10585,the
 

MTDH
 

expression
 

level
 

was
 

inhibited.Conclusion MTA1
 

and
 

MTDH
 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

lung
 

cancer
 

and
 

show
 

the
 

positive
 

correla-
tion.MTA1

 

indirectly
 

promotes
 

the
 

expression
 

of
 

MTDH
 

by
 

up-regulating
 

HIF-1α.
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  肿瘤转移相关蛋白1(MTA1)
 

在肿瘤增殖、转移

和侵袭等方面发挥重要的调控作用,被视为肿瘤发

生、发展过程中的关键分子,其主要作用机制是通过

募集组蛋白去乙酰化酶复合物于靶基因的启动子序

列进行转录水平的调控[1]。而最早发现于乳腺癌患

者的异黏蛋白(MTDH),又名星形胶质细胞上调基因

1(AEG-1),也与肿瘤发生、侵袭、转移关系密切,并在

乳腺癌、肝癌、前列腺癌等肿瘤中呈现高表达,MTDH
表达水平与肿瘤病理分级、分期、复发呈正相关[2-4]。
然而,MTA1和 MTDH在肺癌中表达水平及二者之

间是否存在相关性,目前尚不明确,本研究围绕上述

问题展开研究。
1 资料与方法

1.1 一般资料

本研究所采用组织标本来源于2018年1月至
 

2019年12月于本院胸外科确诊肺癌并行手术切除的

Ⅰ~Ⅲ期癌组织石蜡包埋固定标本,选取50份肺癌

标本肿瘤组织与癌旁组织(距瘤体边缘大于3
 

cm),其
中腺癌32例,鳞癌16例,小细胞肺癌2例。
1.2 方法

1.2.1 细胞株及主要试剂

(1)细胞株:肺腺癌细胞系A549购自中科院上海

细胞库,小细胞肺癌细胞系SBC-5购自 ATCC细胞

库。MTA1干扰序列(siRNA)、MTA1过表达质粒由

上海吉玛基因公司设计合成。
 

(2)主要试剂:RNA组

织保存液、组织蛋白抽提试剂盒、二喹啉甲酸(BCA)
法蛋白浓度测定试剂盒、脂质体3000、蛋白质免疫沉

淀法试剂盒均购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司;
 

RNAiso试剂、PrimeScript
 

RT
 

Master
 

Mix,TB
 

Green
 

Premix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ购自日本TaKaRa公司;抗-MTDH
抗体购自英国 Abcam 公司;抗-MAT1、抗-缺氧诱导

因子-1α(HIF-1α)、抗-增殖细胞核抗原(PCNA)、抗-β-
actin抗体购自上海帛龙生物科技公司;二抗及二氨基

联苯胺(DAB)染色液购自罗氏诊断产品(上海)有限

公司;胎牛血清购自美国Gibco公司;CCK-8
 

试剂购

自碧云天生物技术公司;抑制剂CAY10585购自英国

Abcam公司。
1.2.2 免疫组织化学(IHC)检测

利用切片机制成厚度约4
 

μm的石蜡切片备用。
将石蜡切片进行二甲苯脱蜡、梯度乙醇复水处理,采
用柠檬酸盐缓冲液微波加热法进行抗原修复。3%过

氧化氢灭活处理后经羊血清封闭4
 

h后,抗体(MTA1
抗体、MTDH抗体)稀释后4

 

℃孵育过夜。漂洗后二

抗孵育2
 

h,行DAB染色,并复染细胞核,显微镜下拍

照。IHC染色评分根据染色程度给予0~5分,每张

切片由3名人员独立评分,取平均分进行统计学

分析。
1.2.3 RNA提取及实时荧光定量PCR检测

所取组织标本置于 RNA 组织保存液中,避免

RNA降解。转移至实验室后采用化学试剂法提取总

RNA,并采用逆转录试剂盒将RNA逆转录为cDNA,
具体操作参见说明书进行。采用荧光嵌合PCR法检

测目的基因的相对表达水平。
1.2.4 蛋白质提取与蛋白 Western

 

blot实验

组织蛋白抽提试剂加入1%的蛋白酶和磷酸酶抑

制剂,4
 

℃下匀浆并离心保留上清液。BCA法测定蛋

白浓度,并稀释蛋白浓度至2
 

μg/μL。蛋白煮沸进行

变性处理,然后进行蛋白电泳、转膜、封闭、抗体孵育、
漂洗后行化学发光显色。
1.2.5 细胞培养与转染

A549、SBC-5用含10%胎牛血清的DMEM-F12
培养基进行培养。当细胞密度达到80%~90%时进

行细胞转染,siRNA和过表达质粒转染条件按照脂质

体3000说明书进行处理,转染48
 

h后收集细胞进行

后续实验。
1.2.6 细胞活力测定

收集转染48
 

h后的各组细胞,接种至96孔板,调
整细胞浓度约每孔5×103 个细胞,每组设4个复孔,
将培养板置于37

 

℃,5%
 

CO2 的培养箱培养24
 

h,每
孔中加入10

 

μL的CCK-8试剂后孵育2
 

h,用酶标仪

记录450
 

nm波长处吸光度。
1.2.7 乙酰化蛋白的富集

采用抗乙酰化蛋白的抗体富集样本中所有乙酰

化的蛋白,然后采用 MTDH抗体进行检测,得到乙酰

化的 MTDH水平。乙酰化蛋白的免疫沉淀采用磁珠

法进行,具体操作参考说明书。
1.3 统计学处理

实验数据采用 Graphpad
 

Prism8.0统计软件进

行分析,相关性分析采用线性回归分析,两组间差异

比较采用t检验,多组间比较采用方差分析加每组间

差异分析,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组标本组织中 MTA1、MTDH表达水平比较

IHC染色结果显示,MTA1、MTDH在癌旁组织

表达水平较低,而在癌组织中高表达,且二者表达水

平存在正相关(r2=0.809
 

3),见图1。实时荧光定量

PCR检 测 结 果 显 示,癌 组 织 中 MTA1、MTDH 的

mRNA表达水平明显增高(P<0.001),且二者的

mRNA表达水平存在正相关(r2=0.774
 

1),见图2。
Western

 

blot实验显示,MTA1、MTDH 在癌组织中

高表达,且二者的表达水平正相关(r2=0.551
 

9),见
图3。
2.2 肺癌细胞系中 MTA1对 MTDH 表达水平的

影响

Western
 

blot实验结果显示,在 A549和SBC-5
中,转染 MTA1干扰序列抑制 MTA1表达的同时也

引起 MTDH、PCNA蛋白表达下降,见图4。CCK-8
实验结果显示,转染 MTA1干扰序列后的A549细胞

活力下降。相反,转染过表达 MTA1质粒的A549和

SBC-5细胞,MTA1表达上调的同时,MTDH和PC-
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NA的表达均呈现上调,见图5。CCK-8实验结果显

示,抑制 MTA1表达后 A549细胞活力受抑制,过表

达 MTA1时A549细胞活力增强,见图6。

图1  两组标本组织中 MTA1、MTDH的表达水平及肺癌组织中 MTA1、MTDH表达水平相关性分析

  a:P<0.001,与癌旁组织比较。

图2  两组标本组织中 MTA1、MTDH
 

mRNA表达水平及肺癌组织中二者表达水平相关性分析

  a:P<0.05,与癌旁组织比较。

图3  Western
 

blot检测肺癌组织中 MTA1和 MTDH的表达水平及肺癌组织中二者表达水平的相关性

2.3 MTA1通过非直接乙酰化修饰途径上调 MT-
DH的表达

在A549细胞系中过表达 MTA1后 MTDH表达

上调,但 Western
 

blot实验分析显示,过表达 MTA1
并未影响 MTDH的乙酰化水平,见图7。
2.4 MTA1通过HIF-1α上调 MTDH的表达

Western
 

blot实验结果显示,过表达 MTA1引起

A549细胞的 HIF-1α表达上调,而抑制 MTA1引起

A549细胞的HIF-1α表达下调。给予HIF-1α通路抑

制剂CAY10585(5
 

μmol/L),结果显示CAY10585可

以减弱 MTA1对 MTDH表达的促进作用,见图8。

  a:P<0.05,b:P<0.01,与si-MTA1比较。

图4  转染si-MTA1后肺癌细胞系A549、SBC-5中 MTA1及PCNA、MTDH蛋白表达水平
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  a:P<0.05,b:
 

P<0.01,与Vec-MTA1比较。

图5  肺癌细胞系A549、SBC-5转染Vec-MTA1后 MTA1、MTDH和PCNA蛋白表达水平
 

  a:P<0.05,b:
 

P<0.01,与si-MTA1比较,c:P<0.01,d:P<0.05,与Vec-MTA1比较。

图6  CCK-8方法检测干预A549细胞中 MTA1基因表达对细胞活力的影响

图7  A549细胞中 MTA1对 MTDH乙酰化水平的影响

  a:P<0.05,与Vec-MTA1比较;b:P<0.05,与si-MTA1比较;c:P<0.01,与CAY10585比较;d:P<0.05,与Vec-MTA1+CAY10585比较。

图8  CAY10585
 

及 MTA1对 MTDH表达的影响

3 讨  论

  MTA1、MTDH 作为“促癌蛋白”在多种恶性肿

瘤,如肺癌、结肠癌、乳腺癌、胶质瘤和头颈鳞状细胞

癌中被充分证明。肿瘤中 MTA1、MTDH 表达水平

的异常可能介导了肿瘤的增殖、进展和对放化疗的敏

感性[5-7]。
本研究收集了50份手术切除的肺癌组织标本,

经IHC染色、实时荧光定量PCR和 Western
 

blot实

验证实了肺癌组织中 MTA1、MTDH表达上调,且二

者的表达呈正相关。细胞学实验证实 MTA1正向调

控 MTDH在肺癌细胞系中的表达,然而这种调控作

用并非通过直接乙酰化调节实现的,而是可能通过增

强HIF-1α的表达,间接上调了 MTDH的表达。本研

究证实了 MTA1、MTDH在肺癌中的调控关系,发现

MTA1通过HIF-1α-MTDH 通路促进肺癌细胞增殖

的作用,可为后续肺癌的靶点特异性治疗打下基础。
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基因表达调控是通过募集大分子调控复合物到

特定的基因位点修饰DNA和组蛋白的表观调控位

点,进而影响染色质结构实现。MTA1是核小体重构

和去乙酰酶复合物(NuRD)的一个重要组成部分[8]。
MTA1包括4个特征性的结构域、一系列相互作用的

模体和部分无序的区域。ELM2-SANT域是 MTA1
的最具特征性的区域之一,招募组蛋白去乙酰酶1
(HDAC1)并磷酸肌醇存在的情况下激活该酶[9]。
MTA蛋白调节一系列癌症促进过程,包括侵袭、上皮

间质转化、DNA损伤反应、血管生成、转移和耐药[6]。
从机制上讲,MTA蛋白在癌细胞中的这些不同作用

主要是通过调控靶基因表达和(或)调控 MTA相互

作用蛋白的活性而实现。如 MTA1的上调通过刺激

转化生长因子β(TGF-β)、ErbB2和转录激活因子3
(STAT3)信号通路,或者作为核内原癌基因(c-Myc)
介导转化的下游效应因子及拮抗肿瘤抑制因子p53
等途径促进肿瘤发生过程[10-11]。本研究结果发现,
MTA1在肺癌中高表达,也提示 MTA1可能是肺癌

发生的关键调控分子,并且体外实验也证实抑制

MTA1可明显抑制肺癌细胞的增殖和活力。
MTDH是肿瘤研究中的热点分子,因为其在多

种肿瘤中高表达而在正常组织中表达量很低,提示

MTDH参与肿瘤的发生并且具有成为肿瘤生物标志

物的潜能[12]。另外,有研究对比分析了不同临床分期

的肿瘤中MTDH的表达水平,结果提示MTDH的高

表达与增殖、转移和预后不良密切相关[13]。功能分析

研究发现,MTDH的表达受多种信号通路调控,其中

较为关键的是磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)-蛋白激酶β
(Akt)和糖原合成酶激酶3β(GSK-3β)通过ras信号

通路激活经典的原癌基因c-Myc,随后导致 MTDH
的高表达[14]。另有研究发现,MTDH 的高表达还与

肿瘤的化疗药物耐药有关,人为抑制 MTDH 的表达

能增强肿瘤细胞对顺铂、培美曲塞等化疗药物的敏

感性[15-16]。
MTA1与MTDH相关性的研究多集中于下游共

有的多个靶基因调控,二者具有相同的下游信号通

路,到目前为止,MTA1直接调控MTDH基因表达的

证据尚无报道。本研究分别通过抑制和过表达肺癌

细胞系A549和SBC-5中 MTA1的表达,检测 MT-
DH、PCNA表达水平,结果显示 MTA1对 MTDH、
PCNA的表达具有正向调控作用。本研究进一步验

证这种调控作用是否通过直接乙酰化修饰实现,实验

结果显示,MTA1对MTDH的乙酰化水平没有影响。
有研究发现,MTA1可通过 HDAC1去乙酰化 HIF-
1α,从而增强HIF-1α的稳定性和活性[17]。本研究在

A549细胞内调控 MTA1的表达后,发现 HIF-1α也

出现相应的变化,提示在A549肺癌细胞系中 MTA1
也能调控HIF-1α的表达。有研究证实,MTDH的表

达受HIF-1α的调控,MTDH 介导了 HIF-1α引起的

肿瘤对缺氧的适应性改变[18]。因此,本研究在 A549

细胞系中进行验证,结果发现阻断 HIF-1α,消除了

MTA1对 MTDH的上调作用,提示 MTA1可能通过

HIF-1α间接调控 MTDH的表达,解释了在不同肺癌

标本中 MTA1和 MTDH 的表达增加且存在正相

关性。
综上所述,MTA1和 MTDH 在肺癌组织表达上

调且存在正相关,而内在的调控通路可 能 是 通 过

HIF-1α介导的。MTA1-HIF-1α-MTDH通路可能在

肺癌的发生中起关键的调控作用,可能成为未来肿瘤

治疗的靶点。
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