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Abstract
AIM: To construct a stable expression system for 
astrocyte elevated gene-1 (AEG-1) using lentivi-
ral vector in colorectal cancer (CRC) cells and as-
sess its relationship with miR-34a and hypoxia-
inducible factor-1α (HIF-1α). 

METHODS: AEG-1 expression in CRC cells 
was examined by Western blot analysis. A len-
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结直肠癌中AEG-1 对血管生成相关因子HIF-1α和miR-
34a的影响

黄素军, 吴斌文, 李东风, 刘宝龙, 邓 罡, 张凯军

®

■背景资料
星 形 胶 质 细 胞
升 高 基 因 - 1 ( a s -
trocyte elevated 
gene-1, AEG-1 ), 
是一个2002年新
发现, 并在短期内
得到广泛研究的
基因, 目前发现其
不仅在各种类型
的肿瘤中均高表
达, 而且和肿瘤的
发生、增殖、侵
袭、转移、耐药
以及血管生成等
多个方面均有密
切关系. 

tiviral vector carrying AEG-1 was constructed, 
identified by PCR and DNA sequencing, and 
then transfected into 293FT cells using lentiviral 
packaging systems. SW1116 cells were infected 
with the virus and analyzed by qRT-PCR and 
Western blot. Expression of miR-34a and HIF-1α 
was detected using qRT-PCR and Western blot.

RESULTS: Western blot analysis showed that 
AEG-1 expression was the lowest in SW1116 
among 7 CRC cell lines (P < 0.05). AEG-1 len-
tiviral vector was constructed successfully as 
revealed by DNA sequencing. The stable expres-
sion of AEG-1 was validated by qRT-PCR and 
Western blot (0.53 ± 0.44 vs 2.02 ± 0.22, P < 0.05; 
0.71 ± 0.14 vs 2.02 ± 0.22, P < 0.05). Up-regulation 
of AEG-1 inhibited miR-34a expression (P < 0.01) 
but increased HIF-1α expression (P < 0.01). 

CONCLUSION: An AEG-1 lentiviral vector has 
been successfully constructed. AEG-1 can down-
regulate the expression of miR-34a and up-
regulate the expression of HIF-1α. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目 的 :  构 建 携 带 星 形 胶 质 细 胞 升 高 基 因
-1(astrocyte elevated gene-1, AEG-1)的慢病毒载
体并进行慢病毒包装, 感染结直肠癌SW1116
细胞建立稳定株 ,  检测A E G-1 改变后对血
管生成相关因子缺氧诱导因子-1α(hypoxia-
inducible factor-1α, HIF-1α)和miR-34a表达的
影响. 

■同行评议者
许剑民, 教授, 上海
市复旦大学附属
中山医院普外科
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■研发前沿
AEG-1在各类恶
性肿瘤的体内外
细胞生物学功能
和相关通路的研
究是本领域研究
的 重 点 ,  本 研 究
主要集中在结直
肠癌中AEG-1与
肿瘤血管生成因
子之间的关系.

方法: 采用Western b lo t方法筛选合适的结
直肠癌细胞株; 构建携带AEG-1 的慢病毒载
体, 经PCR筛选阳性克隆及测序鉴定后, 用
psPAX、pMD2.G慢病毒包装系统共转染包装
细胞293FT, 包装产生慢病毒, 用以感染筛选
出来的结肠癌细胞, 细胞提取mRNA和蛋白进
行qRT-PCR和Western blot分析验证细胞模型
建立是否成功. 分别采用qRT-PCR和Western 
blot检测miR-34a和HIF-1α在AEG-1转染前后
的表达变化情况. 

结果: 蛋白质印迹结果显示SW1116在7个结
直肠癌中的表达量最低(P <0.05); 成功构建
AEG-1 的慢病毒载体, 对结肠癌SW1116细
胞株AEG-1 表达的上调作用显著(0.53±0.44 
vs  2.02±0.22, P <0.05; 0.71±0.14 vs  2.02±
0.22, P <0.05), 上调AEG-1的表达会抑制miR-
34a(P <0.01)和促进HIF-1α(P <0.01)的表达. 

结论: 成功构建AEG-1慢病毒载体, AEG-1在
结直肠癌中可以抑制血管生成相关因子miR-
34a和促进HIF-1α的表达, 我们推测AEG-1可
能通过抑制miR-34a促进HIF-1α的表达, 从而
发挥促进肿瘤血管新生的作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文展示了成功构建星形胶质细胞升

高基因-1(astrocyte elevated gene-1, AEG-1 )慢病毒

载体并转染结直肠癌细胞株的过程, 并采用qRT-
PCR和Western blot证实了AEG-1可以抑制miR-
34a和促进缺氧诱导因子-1α(hypoxia-inducible 
factor-1α, HIF-1α)的表达, 结合国外文献, 推测

AEG-1在结直肠癌中可能通过抑制miR-34a, 促进

HIF-1α, 从而发挥促进肿瘤血管新生的作用. 
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0  引言

星形胶质细胞升高基因-1(astrocyte elevated 
gene-1, AEG-1 )也称为异黏蛋白(metadherin, 
MTDH), 是人免疫缺陷病毒(human immunode-
ficiency virus-1, HIV-1)[1]感染或肿瘤坏死因子

α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)诱导胚胎星形

细胞后导致表达升高的一种基因, 最初在2002
年由Su等[2]通过快速消减杂交(rapid subtraction 
hybridization, RaSH)的方法克隆出来的, 位于人染

色体8q22, 此位点是多种恶性肿瘤高度相关地带. 
AEG-1定位于核周和类内质网结构区, 目前已被

证实与多种恶性肿瘤的发生发展有关, 包括神经

母细胞瘤、乳腺癌、肝细胞癌、非小细胞肺癌、

结直肠癌和前列腺癌等. 其中, AEG-1在结直肠癌

中高表达, 且其表达水平与其UICC分级、TNM分

期以及组织分化明显相关. AEG-1作为癌基因, 可
以调节细胞的多种生理、病理过程, 包括增殖、

侵袭、转移、血管新生和基因表达等[3,4]. 缺氧诱

导因子1α(hypoxia-inducible factor-1α, HIF-1α)是
与血管生成有关的分子, 他使细胞更容易适应低

氧的环境, 促进血管生成. 而miR-34a是一个抑癌

基因, 已知高表达miR-34a有抑制血管新生的作

用. 大量实验通过在体内、外提高或抑制AEG-1
表达以进一步探明AEG-1潜在功能和作用机制, 
慢病毒转染因其高效性和稳定性有利于细胞模

型的建立和研究的进一步开展而被广泛应用. 我
们前期研究发现, AEG-1在结直肠癌组织和结直

肠癌细胞株中均高表达, 其中在SW1116细胞株

中的表达相对较低, 本实验通过慢病毒介导提高

AEG-1在结直肠癌细胞株SW1116的表达, 旨在进

一步研究其生物学功能及相关信号通路, 探讨其

与miRNA及HIF-1α的关系, 为以AEG-1为靶点介

入肿瘤治疗及相关后续研究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 挑选了带绿色荧光蛋白(green fluores-
cent protein, GFP)报告基因的慢病毒载体pCDH-
CMV-MCS-EF1-copGFP; 采用psPAX, pMD2.G
慢病毒包装系统. QIAquick Gel Extraction Kit, 
QIAGEN, 货号: 28704; 质粒小提试剂盒, TIAN-
GEN, 目录号: DP103-02; Taq DNA Polymerase, 
美国Fermentas, 货号: EP0404; dNTP Mix, 美国

Fermentas, 货号: R0192; GeneRuler™ 100 bp 
DNA Ladder, 美国Fermentas, 货号: SM0241; 
PrimeSTAR™ HS DNA Polymerase, Takara, 货
号: DR010S; GeneRuler™ 1000 bp DNA Lad-
der, Fermentas, 货号: SM0311; T4 DNA Ligase, 
TAKARA, 货号: D2011A; Lipofectamine 2000. 
293FT细胞和结肠癌SW1116细胞株, 分别培养

于含10%FBS H-DMEM和10%FBS DMEM培养

基中. 
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■相关报道
有报道AEG-1在
鼠胚胎成纤维细
胞 中 能 通 过 影
响 缺 氧 诱 导 因
子 1α ( h y p o x i a -
inducible factor-
1α, HIF-1α)促进
肿瘤血管的生成, 
HIF-1α有促进血
管生成的作用, 而
miR-34a有抑制血
管新生的作用.

1.2 方法

1.2.1 Western blot挑选结直肠癌细胞株: 培养

Lovo、HT29、CaCO2、HCT116、SW1116、
SW620和SW480共7种结直肠癌细胞株, 分别采

用RIPA裂解细胞, 离心后收集上清, 进行蛋白质

定量, 取50 µg总蛋白进行SDS-PAGE电泳, 电泳

完毕, 采用PVDF膜进行转膜, 5%脱脂奶粉室温

下封闭1 h后, 分别加入兔抗人AEG-1抗体(Invit-
rogen)1∶1000, 4 ℃过夜, TBST洗涤3次, 每次10 
min, 加入IgG/HRP鼠抗兔二抗1∶3000, 室温孵

育1 h, TBST洗涤3次, 每次5-10 min, ECL显色试

剂盒显影, 以GAPDH为内参. 实验重复3次. 
1.2.2 慢病毒载体构建: 根据实验需要挑选了带

GFP报告基因的慢病毒载体pCDH-CMV-MCS-
EF1-copGFP, 对载体进行EcoRⅠ/BamHⅠ酶切, 
然后设计1对AEG-1的PCR引物, 并分别添加限

制性酶切位点EcoRⅠ和BamHⅠ, 采用PCR扩

增AEG-1基因, 回收片段, AEG-1产物酶切、载

体酶切、连接、转化等, PCR筛选阳性克隆, 测
序鉴定, 最后构建完成质粒pSIN-EF2-AEG-1 
-IRES-GFP-puro. 采用CsCl法超速离心分离提取

质粒. 
1.2.3 病毒包装: 转染前26 h铺293FT细胞, 转染我

们是采用psPAX, pMD2.G慢病毒包装系统. 转染

的总质粒量为40 µg质粒的比例为慢病毒载体∶ 
psPAX∶pMD2.G = 4∶3∶1. 293FT细胞转染后

在荧光显微镜下观察细胞内GFP的表达. 转染24
和36 h后收取病毒液, 过滤, 储存于-80 ℃冰箱. 
1.2.4 病毒感染结肠癌细胞株及阳性细胞筛选: 
将结肠癌细胞SW1116按40%细胞密度铺到培

养皿中, 12 h后可以开始进行慢病毒感染, 将携

带GFP基因的病毒液加入内含SW1116细胞的

培养板孔内, 感染12 h后, 用相应培养基替换感

染液, 重复感染2 d后, 可在荧光显微镜下观察

GFP的细胞阳性率, 即为病毒的感染成功率. 转
染48 h后, 用含终浓度为0.5 µg/mL嘌呤霉素的

10%FBS DMEM培养基筛选出阳性细胞. 筛选过

程一般为10 d左右. 中间出现漂浮死细胞需要经

常更换培养基(含0.5 µg/mL嘌呤霉素的10%FBS 
DMEM). 
1.2.5 miRNA微阵列杂交: 采用TRIzol试剂提取

细胞的总RNA, 采用美国昂飞公司(Affymetrix)
的微阵列芯片鉴定S W1116细胞株处理前后

miRNA表达谱的全方位的改变, 采用2倍变化作

为筛选的标准. 
1.2.6 实时荧光定量PCR检测AEG-1和miR-34a

的表达: 采用TRIzol试剂提取细胞的总RNA, 各
取2 µg RNA, 以Oligo dT为引物反转录成cDNA, 
用qPCR方法检测AEG-1基因的表达情况, 以
β-ac t in为内参. PCR扩增条件: 94 ℃预变性2 
min, 主循环94 ℃ 10 s、60 ℃ 20 s、72 ℃ 30 s, 
所用引物序列为: FP: 5'-AAATGGGCGGACT-
GTTGAAGT-3'; RP: 5'-CTGTTTTGCACTGCTT-
TAGCAT-3'. 以上述RNA为模板, 采用Fermentas
公司的RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Kit试剂盒进行cDNA第一链的合成. miR-34a的
引物由锐博公司合成, 用qPCR方法检测miR-34a
的表达情况, 以U6为内参. PCR扩增条件: 95 ℃
预变性20 s, 主循环95 ℃ 10 s、60 ℃ 20 s、
70 ℃ 10 s, miR-34a的序列为: 5'-UGGCAGUGU-
CUUAGCUGGUUGU-3'.
1.2.7 Western blot检测AEG-1和HIF-1α蛋白表

达: 提取总蛋白进行电泳, 然后转膜、封闭, 具
体方法同前, 分别采用兔抗人AEG-1抗体(Invit-
rogen)1∶1000和鼠抗人HIF-1α(Novus)1∶500, 
4 ℃过夜, TBST洗涤, 分别加入IgG/HRP鼠抗兔

二抗1∶3000和羊抗鼠二抗1∶5000, 室温孵育1 
h, TBST洗涤, ECL显色试剂盒显影, 以GAPDH
为内参. 实验重复3次. 

统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 符
合正态分布且方差齐者采用两个独立样本t检验

或ANOVA检验, 方差不齐采用Dunnett T3校正, 
用SPSS13.0统计软件进行统计分析, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 A E G-1在结直肠癌细胞株中的表达 采用

Western blot检测AEG-1在7个结直肠癌细胞株包

括Lovo、HT29、CaCO2、HCT116、SW1116、
SW620和SW480中的表达. 在7个细胞株中均有

AEG-1的表达, 其中, 在SW1116的表达量最低

(如图1A), 我们选择他作为我们下一步实验的 
对象. 
2.2 携带GFP 基因慢病毒载体酶切鉴定 重组慢

病毒载体用EcoRⅠ/BamHⅠ进行酶切反应, 利
用PCR进行AEG-1克隆鉴定, 电泳图如图2, 挑选

9个转化的细菌菌落, 利用PCR进行阳性菌落的

鉴定, 实验结果证明9个菌落都是AEG-1阳性的

(图3), 接着挑出阳性菌落1和2进行测序, 结果表

明1和2菌落的序列都是正确的. 质粒pSIN-EF2-
AEG-1-IRES-GFP-puro构建完成. 慢病毒载体与

病毒包装质粒共转染293FT细胞, 24 h后, 在荧光
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■创新盘点
采用慢病毒转染
制作细胞模型十
分成功, 模型制备
方法具有一定参
考 价 值 .  在 结 直
肠癌中, AEG-1能
否影响HIF-1α和
miRNA-34a的表
达在既往尚未有
报道, 具有创新性.

显微镜下可见转染效率接近100%(图4). 
2.3 慢病毒成功感染结肠癌细胞株 用携带GFP
基因的病毒上清或浓缩的病毒感染SW1116细
胞, 感染48 h后倒置荧光显微镜下观察, 可见绿

色荧光, 表明慢病毒成功感染结肠癌细胞. 此外, 
用含终浓度为0.5 µg/mL嘌呤霉素的10%DMEM
筛选出阳性细胞, 然后对同一视野自然光和荧

光下的图片进行比对(图5), 发现慢病毒高效率

感染了结肠癌细胞. 
2.4 miRNA微阵列杂交 采用miRNA微阵列芯片

鉴定SW1116细胞株处理前后miRNA表达谱的

全方位的改变, 采用2倍变化作为筛选的标准. 
SW1116转染前后对比有显著性差异的miRNA
有117个(图6A), 其中升高的有59个(红色散点), 
降低的有58个(绿色散点). miR-34a是其中一个

降低最为明显的miRNA.
2.5 AEG-1、miR-34a和HIF-1α基因的表达 qRT-
PCR和Western blot检测SW1116细胞原始组、

空载组和转染组的AEG-1表达水平, qRT-PCR检
测SW1116细胞转染前后miR-34a表达水平的差

异, Western blot检测各组HIF-1α的表达水平. 如
图1B和图1C所示, 转染AEG-1后AEG-1 mRNA
和蛋白表达水平明显升高, 可见模型建立成功. 
而miR-34a的水平明显下降, 仅为原来的0.016倍
(图6B), 同时, HIF-1α的蛋白表达水平明显升高

(图1C). 表明成功构建过表达AEG-1的结肠癌细

胞株, 且miR-34a和HIF-1α的表达受AEG-1的影

响, 可能是其下游的靶基因. 
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图  1  AEG-1和HIF-1α在结直肠癌细胞株中的表达. A: AEG-1

在7个结直肠癌细胞株中的表达. 1: SW1116; 2: HCT116; 3: 

SW480; 4: SW620; 5: Lovo; 6: HT29; 7: CaCO2; B: AEG-1在

SW1116各组的表达. aP<0.05 vs  SW1116组; cP<0.05 vs  Vector组; 

C: AEG-1和HIF-1α在SW1116各组的表达. AEG-1: 星形胶

质细胞升高基因-1; HIF-1α: 缺氧诱导因子1α.
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图  2  AEG-1扩增片段电泳图. AEG-1: 星形胶质细胞升高基

因-1.

2000

800

bp Marker        1     2     3    4     5     6     7     8     9

图  3  菌落克隆鉴定电泳图. 挑选9个转化的细菌菌落, 利用

PCR进行阳性菌落的鉴定, 编号1-9分别代表9个菌落.

图  4  293FT转染荧光图片(×100).
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3  讨论

AEG-1在多种肿瘤中都高表达, 包括乳腺癌、

非小细胞肺癌、食管鳞癌、肝细胞癌、结直肠

癌、神经胶质瘤、前列腺癌、宫颈癌等[5-12]. 大
量研究证实, AEG-1在很多器官癌变的过程中

起着致癌基因的作用, 如肝癌[13], 且在肿瘤发生

发展中起着促进生长、转移, 增强肿瘤侵袭能

力, 迁移能力, 逃避凋亡[14], 耐药以及促进肿瘤血

管生成等的作用. 在结直肠癌中, 无论在mRNA
水平还是在蛋白质水平, AEG-1在正常黏膜、

原始肿瘤到淋巴结转移和肝转移的表达水平呈

明显上升趋势[9]. AEG-1的表达水平与结直肠癌

肿瘤患者的UICC分级、T、N、M分期和组织

分化都是明显相关的, 此外, 高表达AEG-1的患

者存活时间越短[15]. 有结直肠癌肝转移的患者

相对于没有肝转移的患者AEG-1的表达水平更

高, AEG-1的表达水平还和患者的年龄、Duke
分期和远处转移均有关[16]. Zhang等[17]也证明了

AEG-1在结直肠癌中担当着促进肿瘤转移和侵

袭的重要作用, 这些都表明AEG-1与结直肠癌的

发展和转移是密切相关的. 
A E G-1有促进肿瘤血管新生的作用 ,  与

AEG-1介导血管生成有关的因子包括磷脂酰肌

醇3激酶(phosphatidylinositol-3-kinase, PI3K)/蛋

白激酶B(protein kinase B, Akt)、血管生成素

-1(angiopoietin-1, Ang1)/Tie2、H-ras、HIF-1α和
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)等[18-21]. Emdad等[22]发现在鼠胚胎

成纤维细胞中, AEG-1的过度表达能提高瘤组

织的微血管密度, 且可增加与血管生成有关的

分子标志物的表达, 如血管生成素1、基质金属

蛋白酶2和HIF-1α. 体外实验也证实AEG-1通过

PI3K/Akt信号途径诱导Tie2和HIF-1α表达, 可
促进脉管形成. 但是在结直肠癌中, AEG-1是
否通过HIF-1α发挥促进血管生成的作用, 其与

miRNA有什么关系, 还有待进一步验证. 我们通

过miRNA阵列杂交, 筛选出在转染前后变化明

显的miRNA, miR-34a是其中一个变化最明显的

miRNA, 且已知miR-34a是一个抑癌基因, 高表

达miR-34a有抑制血管新生的作用. 因此, 我们

选取miR-34a和HIF-1α作为其中研究目标, 采用

慢病毒介导过表达AEG-1后, 采用qRT-PCR验

证miR-34a和蛋白质印迹验证HIF-1α的表达情

况, 结果发现转染AEG-1后miR-34a的表达明显

下降, 而HIF-1α的表达明显上升. 研究报道高表

达的miR-34a可抑制沉默信息调节因子1(silent 
information regulator 1, SIRT1)损害内皮组细胞, 
从而抑制血管新生[23]; 在头颈部鳞癌, miR-34a通

■应用要点
了 解 A E G - 1 与
HIF-1a和miR-34a
的关系, 有利于下
一步对血管生成
相关通路深入研
究, 抑制肿瘤血管
生成有望成为肿
瘤治疗的新靶点.

图  5  同一视野下对比观察细胞转染效率(×100). A: 普通显微镜 B: 荧光显微镜.
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过阻断VEGF的产物和直接抑制内皮细胞的功

能来抑制肿瘤血管生成[24]; 在骨肉瘤中, miR-34a
和miR-200b在调控Notch-1、VEGF、基质金属

蛋白酶-2(matrix metalloproteinase 2, MMP-2)和
MMP-9的表达发挥重要作用[25]. HIF-1α是促进

癌细胞表达VEGF和促进血管生成的主要途径, 
HIF-1α在缺氧时高表达, 且转录活性增强, 是细

胞对缺氧反应的最重要调节者, 是促进VEGF
表达的根本因素. Long等[12]发现在宫颈癌中, 下
调AEG-1的表达会明显降低血管生成相关因子

HIF-1α、Tie2、VEGF和TEM1/CD248的表达. 
这与我们在结直肠癌中发现上调AEG-1的表达

会上调HIF-1α是一致的. 在恶性胶质瘤中, 缺氧

可以诱导AEG-1的表达, 且诱导AEG-1的表达

依赖于HIF-1α的稳定性, PI3K的抑制可以通过

HIF-1α稳定性的丢失从而抑制AEG-1的表达[10]. 
我们的实验结果显示过表达AEG-1的SW1116, 
miR-34a明显下降同时HIF-1α的表达也明显提

高, 结合国外研究发现miR-34a可抑制VEGF, 
HIF-1α可促进VEGF表达, 我们猜想AEG-1在结

直肠癌中通过抑制miR-34a, 促进HIF-1α的表达, 
从而促进VEGF的表达, 发挥促进肿瘤血管新生

的作用. 
AEG-1参与很多传统的致癌信号通路, 包括

Ha-Ras、myc、核因子-κB(nuclear factor-kappa 
B, NF-κB)[26]和PI3K/Akt等, 这些信号通路与肿

瘤的增殖、转移、凋亡和药物敏感等都是密切

相关的. Yang等[27]在小鼠模型通过阻塞胆管诱导

胆管癌中发现, 阻塞胆管会抑制miR-34a和Let-
7a的表达, 会上调HIF-1α、HIF-2α和miR-210
的表达, 这个发现与我们在结直肠癌中的发现

有相似之处, 上调AEG-1会抑制miR-34a及促进

HIF-1α表达, 当中miR-34a与HIF-1α可能存在

上下游基因或互相调控的关系, 这还有待进一

步研究. 有报道AEG-1为RNA结合蛋白, 提示

AEG-1有可能为药物敏感或耐药基因[28]. AEG-1
调控药物抗性是通过增加多抗药性基因1(mul-
tidrug resistance gene-1, MDR1)的mRNA载入多

聚核糖体, 从而促进MDR1蛋白的翻译. 而miR-
34a与药物敏感性也有关, 有报道miR-34a与结

肠癌细胞株DLD-1抗5-氟尿嘧啶(5-fluorouraeil, 
5-FU)药性有关[29], miR-34a在实体肿瘤中可调控

酪氨酸蛋白激酶受体Axl的表达可考虑用作抗

转移的药物治疗[30]. 而AEG-1在结直肠癌中是否

与化疗药物抗药性有关, AEG-1能否用于临床应

用上, 如作为结直肠癌筛查、转移和复发的标

志物, 作为基因治疗的靶点等, 值得我们进一步

研究. 
总之, AEG-1是一个重要的致癌基因, 在结

直肠癌等多种恶性肿瘤中高表达, 是肿瘤恶性

转化的一个生物学标记. 通过AEG-1过表达或敲

低的方法, 详细了解AEG-l的生物学特性、分子

机制和调控通路将有助于明确其在结直肠癌进

展中的作用, 为结直肠癌的诊治提供更新、更

有效和更全面的方法. 
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