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Abstract :Objective　 To investigate the expression of autophagy related Beclin1 gene in human nonsmall2
cell lung cancer tissues. Methods　Protein expression of Beclin1 was determined by immunofluorescence

staining and Western Blot , mRNA expression were analyzed by RT2PCR. Results　Immunofluorescence

staining revealed that the levels of Beclin1 expression in lung cancer were significantly lower than those in

adjacent noncancerous tissues and normal tissues ,the expression rate was 8 . 3 % ( P = 0 . 000) . The Beclin1

mRNA expression in lung cancer、adjacent noncancerous tissues、normal tissues were 1 . 302 ±0 . 074、

1 . 691±0 . 100、1 . 673 ±0 . 081 ( F = 6 . 6 , P = 0 . 002) . Beclin1 protein expression in lung cancer、around

cancer tissues、normal tissues were 3 . 489 ±0 . 293、5 . 306 ±0 . 459、6 . 329 ±0 . 580 ( F = 9 . 73 , P < 0 . 01) .

There was no dependability among the Beclin1 expression and pathology or clinic stage of lung cancer.

Conclusion　The protein and mRNA expression of Beclin1 in lung cancer were much lower than in adja2
cent noncancerous tissues and normal tissues ,those differences were statistical significance , but in adja2
cent noncancerous tissues and normal tissues ,the expression were proximal.
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摘　要 :目的　检测人非小细胞肺癌标本中自噬相关基因 Beclin1的表达并讨论其意义及与细胞病理类

型和临床分期的关系。方法　采用免疫荧光染色、RT2PCR和 Western blot 法检测 54 例非小细胞肺癌

的肺癌组织、癌旁组织、正常肺组织Beclin1蛋白、mRNA表达。结果　免疫荧光染色显示Beclin在肺癌

组织中表达较低 ,表达率为8 . 3 % ,显著低于癌旁和正常组织 ( P = 0 . 00)。Beclin1 mRNA在肺癌、癌旁及

正常组织中的相对表达量为1 . 302±0 . 074、1 . 691±0 . 100、1 . 673±0 . 081 ( F = 6 . 6 , P = 0 . 002) ,Western

blot 检测 Beclin1蛋白在肺癌、癌旁、正常组织中的相对表达量分别为3 . 489 ±0 . 293、5 . 306 ±0 . 459、

6 . 329±0 . 580 ( F = 9 . 73 , P < 0 . 01)。Beclin1蛋白和 mRNA 表达与肺癌病理组织类型和临床分期无明

显关系。结论　Beclin1蛋白和 mRNA表达在肺癌组织中明显低于癌旁和正常组织 ,表达量的差异有

统计学意义 ,在癌旁和正常肺组织中表达接近。
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0　引言

肺癌是发病率较高的恶性肿瘤 ,在其发生和发

展过程中 ,抑癌基因的失活、细胞内异常物质和内环

境的改变、受损细胞器清除障碍、癌细胞凋亡受阻等

因素都可能起到重要作用 ,这些过程都有自噬参与。

Beclin1是一种与自噬密切相关的抑癌基因 ,编码自

噬相关蛋白。Beclin1 在乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌

中表达均有缺失[ 1 ] ,在蛋白和 mRNA表达水平研究

自噬在肺癌中的表达目前鲜见报道。本研究检验了

自噬相关基因 Beclin1 在肺癌、癌旁组织、正常肺组

织临床标本中的表达情况 ,并探讨其与肺癌的关系。

1　资料与方法

1 . 1　研究对象和标本采集

选择 2006年 4月～2006 年 10月手术切除的非

小细胞肺癌标本 54例 ,所有病例经病理学确诊 ,术前

均未接受放、化疗。每例标本取肺癌组织及相应的近

癌旁组织 (距肿瘤边缘 1～3 cm)、正常组织 (距肿瘤边

缘 > 5 cm)各一个样本。54例患者中男 39例 ,女 15

例。年龄 37～75岁 ,平均 (56 . 3 ±8 . 1)岁。肿瘤组织

病理类型均为非小细胞肺癌 ,其中 :腺癌 32 例 ,鳞癌
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17 例 ,大细胞癌 3 例 ,腺鳞癌 2 例。依据 1997 年

UICC TNM 分期 : Ⅰ期 11 例 , Ⅱ期 27 例 , Ⅲa 期 16

例。所取组织标本手术切除后立即用生理盐水洗净

血污后装 EP管置液氮罐保存备用。

1 . 2　主要试剂

Beclin1一抗购于美国 santa cruse 公司 ,逆转

录 PCR试剂盒 ( TakaRa 公司)和 RNA 试剂盒 (包

括了 Taq酶)购置北京赛百盛基因技术有限公司 ,

Beclin1引物由上海生工生物技术有限公司合成。

1 . 3　免疫荧光染色

取各组肺癌组织 ,冰冻切片 (厚度0 . 1 mm) ,1/ 2

丙酮 + 1/ 2 酒精固定 5 min ,0 . 3 % Triton 破膜 ,加入

Beclin1一抗 4℃过夜 (1∶200) ,以 PBS代替一抗作为

空白对照 ,阴性抗体作为阴性对照。PBS漂洗后加兔

抗羊 IgG FICT荧光二抗 (1∶100) ,避光 37℃0 . 5 h。

激光共聚焦显微镜下波长为353 . 6 nm观察拍照。

1 . 4　R T - PCR方法

R T2PCR方法 :每份冻存标本取 1 mm3剪碎研

磨 ,加入 1 ml Trizol 溶液裂解 ,按 Trizol 试剂盒说

明书采用一步法提取总 RNA ,以 DNA/ RNA 测定

仪测定 RNA的纯度和浓度。按逆转录合成试剂盒

说明合成 cDNA ,待用。GA PD H作为内参照 ,目的

片段为 452 bp ,引物序列 : 5′2ACCACAGTCCATGC2
CATCAC 23′(上游) , 5′2TCCACCACCCTGTTGCTG2
TA23′(下游 )。Beclin 1 : 5′2ATCCTGGACCGTGT2
CACCATCCAGG23′(上游) , 5′2GTTGAGCTGA GT2
GTCCAGCTGG23′(下游) , 363 bp ; MAP2LC3 : 5′2
GAA GATGTCCGACTTATTCGA GAG 23′(上游 ) 5′2
ACTCTCATACACCTCTGA GATTGG 23′(下游) , 352

bp。PCR 条件 : 94℃ 1 min , 55 ℃ 1 . 5 min , 72 ℃

0 . 5 min ,共 30 个循环。结果用 Quanlityone 分析 ,

以阳性条带与 GA PD H 光密度比值作为阳性条带

的相对表达值 ,SPSS 11 . 5统计学分析。

1 . 5　Western blot 检测

RIPA buffer 200μl裂解细胞 , 考马斯亮蓝法蛋

白定量 , 常规电泳、转印和封闭后 , 加入 Beclin1 (1∶

100) 4℃孵育过夜 ; 抗人碱性磷酸酶标记二抗 (1∶3

000 , 北京中杉金桥生物技术有限公司) , 室温孵育 2

h , 碱性磷酸酶染色 5 min , 胶片曝光显影 , 结果用

Quanlityone分析 ,β2actin为内对照 , 以阳性条带与

内对照光密度比值作为阳性条带的相对表达值。

1 . 6　统计学方法

采用 SPSS11 . 5作统计学分析。

2　结果

2 . 1　免疫荧光结果

免疫荧光染色显示正常组织和癌旁组织均有Bec2
lin1表达 (表达率 100 %) ,见图 1a～c ,Beclin1在 49 例

肺癌标本中不表达 (90. 7 %)。不表达的癌细胞呈空泡

状未染色状态 ,见图 1d～f。Beclin1在肺癌和非癌组织

中的表达差异有统计学意义(χ2 = 60. 9 , P = 0. 00)。

2 . 2　R TPCR检测结果

Beclin1 mRNA表达出现在所有组织中。GAP2
DH mRNA半定量后Beclin1 mRNA在肺癌、癌旁、正

常组织的相对表达量分别为1 . 302 ±0 . 074、1 . 691 ±

0 . 100、1 . 673 ±0 . 081 ( F = 6 . 6 , P = 0 . 002)。Beclin1

在肺癌组织和其他组织中表达量差异有统计学意义 ,

在癌旁组织和正常组织中的相对表达量差异无统计

学意义 , Beclin1 mRNA在癌旁组织和正常组织中的

表达量均强于肺癌组织 ,见图 2。

图 1　Beclin1在肺癌组织未表达(箭头所示)呈空泡状 ,正常组织表达良好
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图 2　Beclin1 mRNA在正常组织、癌旁组织、肺癌组织的表达

2 . 3　Western blot 检测结果

肺癌组织中的 Beclin1 蛋白低表达 (肺癌组织 :

3 . 489 ±1 . 760 ;癌旁组织 :5 . 306 ±2 . 755 ;正常组织 :

6 . 329 ±3 . 483 ) ,癌旁或正常组织中高表达 ( F =

9 . 73 , P < 0 . 001) ,相对表达量差异有统计学意义 ( P

= 0 . 000) (图 3) 。

图 3　Beclin1蛋白在正常组织、癌旁组织、肺癌组织的表达

2 . 4　Beclin1在不同病理类型和临床分期中表达

在本研究中 ,NSCL C的不同细胞病理类型以及

临床分期之间 ,Beclin1 的 mRNA 表达以及蛋白表

达差异无统计学意义 ,见表 1。

3　讨论

Beclin1 位于人类染色体 17q21 上 ,大约有 150

kb ,被认为是一种双等位抑癌基因 ( haploinsuffi2
cient tumor suppressor) ,其杂合性缺失是细胞发生

恶性转化的原因之一 [ 2 ]。据报道 75 %的人类卵巢

癌 [ 3 ,4 ]、50 %乳腺癌 [ 5 ]和 40 %前列腺癌 [ 6 ]细胞存在

Beclin1 单等位基因缺失突变 ,其表达量不同程度

下降 [ 7 ]。恶性肿瘤中 Beclin1 的双等位基因突变则

较为罕见。关于肺癌的 Beclin1 基因突变少见报

道。本研究发现 Beclin1 蛋白在正常肺组织中表达

的相对量显著高于肺癌样本 ,和癌旁组织差异无

统计学意义 ;肺癌组织的免疫组化染色普遍呈阴

性 ,照片显示和正常组织形成鲜明对比的空泡状

无染色区 ; R TPCR 结果也提示肺癌组织 Beclin1

基因转录的减少。同时我们也观察到 ,Beclin1 的

表达情况与肺癌的病理组织类型和临床分期没有

明显的相关性 ,尚难对其与癌细胞生物学特性的

关联作出推断。

Beclin1是哺乳动物参与自噬的特异性基因 ,主

要通过调节自噬水平而对肿瘤的发生、发展起着重

要作用[ 2 ]。自噬现象是一种高度保守的细胞行为 ,

几乎存在于所有的物种 ,构成了从简单的单细胞生

物、植物到哺乳动物细胞中广泛存在着的降解/再循

环系统的重要组成部分[ 7 ] ,并且是完整细胞器和大

分子蛋白降解的主要途径[ 8 ]。自噬的失调和肿瘤的

发生、发展、转归关系密切[ 9 ,10 ]。Beclin1 通过调节

自噬水平参与细胞内大分子物质的循环及再利用、

受损细胞器的清除 ,并维护细胞内环境稳态[ 11 ] ,自

噬体的形成与 A T G ( Au Top ha Gy2related gene)系

列基因有关 ,Beclin1 是酵母 A T G6 的同系物 ,也是

哺乳动物参与自噬的特异性基因 ,Beclin1 基因主要

与Ⅲ型 PI3 K(p hosp hatidylinositol 32kinase)形成复

合体来调节其他的 A T G蛋白在自噬前体结构中定

位 ,来调节自噬活性[ 12 ]。已经证实上调 Beclin1 在

哺乳动物细胞中的表达能够刺激自噬的发生[ 13 ]。

和传统的抑癌基因不同 , Beclin1 基因是一类

新的抑癌基因 , 只有在双等位染色体都表达时才能

够发挥抑癌作用。Beclin1 等位基因敲除的小鼠发

生自发性恶性变 (包括乳腺肿瘤、肺癌、肝癌等)几率

增加 ,且易受 HBV 诱导的前恶变性损伤。Beclin1

蛋白在人类乳腺癌中表达较正常乳腺细胞低 ,将

表 1　不同病理类型和临床分期肺癌组织的 Beclin1 mRNA和蛋白表达

类别 例数 mRNA (相对量) P 蛋白 (相对量) P

病理

　腺癌 32 1 . 421±0 . 461 t = 1 . 28 31 3 . 404±0 . 431 t = 0 . 395 0 . 696

　鳞癌 17 1 . 220±0 . 333 3 . 672±0 . 425

　腺鳞癌 2

　大细胞癌 3

临床分期

　Ⅰ期 11 1 . 329±0 . 362 F = 0 . 138 0 . 871 3 . 312±0 . 303 F = 0 . 334 0 . 718

　Ⅱ期 27 1 . 327±0 . 500 3 . 318±0 . 494

　Ⅲa 期 16 1 . 241±0 . 433 1 . 611±0 . 293
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Beclin1转染人乳腺癌细胞株 MCF7 后抑制 MCF7

细胞在体外增殖 ,并降低 MCF7 细胞的成瘤性[ 13 ] ,

这些发现都提示了 Beclin1 的抑制肿瘤作用。Bec2
lin1基因还和一些肿瘤相关信号传导通道关系密

切 , 例如 : P TEN 通道[ 14 ]和 Rb信号传导通道[ 15 ,16 ]

都与 Beclin1不同程度相关。Beclin1也能够协同其

他药物的抗肿瘤作用 ,上调 Beclin1 的表达能够增

强顺铂诱导的胃癌细胞系 M KN28 凋亡 ,抑制 Bec2
lin1则削弱了顺铂的细胞毒作用[ 17 ]。

关于 Beclin1对于肺癌的早期诊断和预防的价

值 ,调控 Beclin1 的表达对于不同时期肺癌细胞发

展的影响 ,以及协同其它抗肿瘤手段对于肺癌的治

疗效果 ,目前仍然缺少相关资料。进一步的研究将

对阐明肺癌的发生、发展机制并为最终开发新的治

疗手段提供理论依据。
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