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桥接整合因子1通过 c-MYC途径抑制非小细胞肺癌A549细胞中PD-L1
的表达

李欢 1，王梦杰 1，张翔宇 1，段玉青 1，贾云泷 1，刘欣燕 2，刘丽华 1（1. 河北医科大学第四医院 肿瘤免疫治疗科，河

北石家庄 050035；2. 河北省胸科医院 肿瘤科，河北石家庄 050035）

[摘 要] 目的：研究人非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）A549细胞中桥接整合因子-1（bridging intergrator-1，

BIN1）对程序性死亡受体-配体1（programmed death-ligand 1，PD-L1）表达的影响及其机制。方法：采用qRT-PCR和Western blot-

ting方法检测A549细胞和正常人胚肺成纤维细胞2BS中BIN1与PD-L1基因和蛋白表达情况，通过基因转染技术、利用阳离子脂

质体将含有人全长BIN1基因序列的真核表达质粒CMV-MCS-GFP-SV40-Neomycin-BIN1转染到A549细胞中（BIN1+组），构建过

表达BIN1的细胞株，采用RNA干扰技术将干扰骨髓细胞瘤病毒癌基因（cellular-myelocytomatosis viral oncogene，c-MYC）的

c-MYC-siRNA转染到A549细胞中（c-MYC-siRNA组）以敲低c-MYC基因表达，通过qRT-PCR和Western blotting方法验证转染效

果及过表达BIN1基因或敲低 c-MYC基因对A549细胞中 c-MYC和 PD-L1表达的影响。结果：与 2BS细胞相比，A549细胞中

BIN1基因和蛋白均呈低表达状态，而PD-L1呈高表达状态（均P<0.05）。将携带BIN1基因的真核表达质粒转染到A549细胞后，

BIN1基因和蛋白表达水平较对照组显著升高（P<0.05），而PD-L1表达显著降低（P<0.05）。c-MYC-siRNA转染到A549细胞后，

细胞内 c-MYC表达显著降低（P < 0.01），PD-L1表达明显下调（P<0.01）。结论：BIN1过表达可以通过失活 c-MYC通路降低PD-

L1表达，从而抑制A549细胞的免疫逃逸。
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Bridging intergrator-1 inhibits the expression of PD-L1 through c-MYC pathway
in non-small cell lung cancer A549 cells
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Immunotherapy, Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050035, Hebei, China; 2. Department of Oncology, Hebei

Chest Hospital, Shijiazhuang 050035, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect and mechanism of bridging intergrator-1 (BIN1) on expression of programmed death-li-

gand 1 (PD-L1) in non-small cell lung cancer (NSCLC) A549 cells. Methods: Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-

PCR) and Western blotting were used to detect the mRNA and protein expression of BIN1 and PD-L1 in A549 cells and normal human

embryo lung fibroblast 2BS cells, respectively. Eukaryotic expression plasmid CMV-MCS-GFP-SV40-Neomycin-BIN1 containing hu-

man full length BIN1 gene sequence was transfected into A549 cells via cationic liposomes by using gene transfection technology (as

BIN1+group); c-MYC-siRNA was used to knockdown the expression of c-MYC in A549 cells through RNA interference technique (as c-

MYC-siRNA group). The transfection efficiencies were verified by qRT-PCR and Western blotting, the effects of BIN1 over-expression

and c-MYC knock-down on the expression of c-MYC and PD-L1 in A549 cells were detected as well. Results: Comparing with 2BS

cells, the expression of BIN1 was down-regulated in A549 cells at both mRNA and protein levels, while the expression of PD-L1 was

up-regulated (all P<0.05). The expression of BIN1 was increased at both mRNA and protein level in BIN1+ group, while the expression

of PD-L1 was decreased significantly after B1N1 transfection (all P<0.05). After transfection of c-MYC-siRNA into A549 cells, the ex-

pression of c-MYC and PD-L1 in c-MYC-siRNA group was down-regulated significantly (all P<0.01). Conclusion: Over-expression of

·· 762



李欢,等 .桥接整合因子1通过c-MYC途径抑制非小细胞肺癌A549细胞中PD-L1的表达

BIN1 could reduce the expression of PD-L1 by inactivating the c-MYC pathway, thereby inhibiting the immune escape of A549 cells.

[Key words] non-small cell lung cancer (NSCLC) ；A549 cell；bridging intergrator-1 (BIN1)；cellular-myelocytomatosis viral onco-

gene (c-MYC) ；programmed death-ligand 1 (PD-L1) ；immune escape

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(8): 762-766. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.08.002]

肺癌是全世界发病率和病死率最高的恶性肿瘤，

严重威胁人类健康，其中非小细胞肺癌（non-small cell

lung cancer，NSCLC）约占所有病理类型的85%[1-2]。虽

然临床上用于治疗NSCLC的手术、化疗、放疗、靶向治

疗等方法不断进步，但患者的整体生存率并未明显

提高 [3]。近年来，免疫检查点阻断治疗法已取得突

破性进展，特别是程序性死亡受体 -1（programmed

death-1，PD-1）/程序性死亡受体-配体 1（programmed

death-ligand 1，PD-L1）抑制剂于 2016 年 10 月被美国

FDA 批准作为单药应用于转移性NSCLC 的一线治

疗，但是只有约 20%的患者在治疗中获益[4]。因此，

探索 PD-1/PD-L1 的相关调控机制对于提高免疫检

查点阻断治疗效果至关重要。桥接整合因子 -1

（bridging intergrator-1，BIN1）是具有抑癌作用的配体蛋

白，在许多恶性肿瘤如食管癌、乳腺癌、黑色素瘤中表

现为低表达甚至表达缺失[5-7]。BIN1通过与骨髓细胞瘤

病毒癌基因（cellular-myelocytomatosis viral oncogene，

c-MYC）编码蛋白的N端结合发挥抑癌功能，抑制肿瘤

细胞的恶性生物学行为[7]。但其在NSCLC发生发展中

的作用鲜有研究。本研究旨在分析NSCLC A549细胞

中BIN1对PD-L1表达的影响，并探讨其机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株、主要试剂和仪器

人NSCLC细胞株A549（BIN1低表达）和正常人

胚肺成纤维细胞 2BS由中国医学科学院基础医学研

究所提供，于本实验室冻存。2BS细胞和A549细胞

分别用含10%胎牛血清、青霉素（100 U/ml）及链霉素

（100 μg/ml）的DMEM培养基和RPMI 1640培养基常

规培养。RPMI 1640培养基和DMEM培养基及胰蛋

白酶均购自美国Gibco公司，胎牛血清购自杭州四季

青公司，TRIzol及转染试剂LipofectamineTM2000购自

美国 Invitrogen公司。qRT-PCR中所需试剂均购自北

京全式金生物公司，引物由上海生工合成。质粒提

取试剂盒购自天根生化试剂公司，真核表达重组质

粒 CMV-MCS-GFP-SV40-Neomycin-BIN1和空白对

照质粒CMV-MCS-GFP-SV40-Neomycin均购自上海

吉凯基因生物公司。c-MYC-siRNA购自上海吉玛生

物公司，ECL化学发光试剂盒购自碧云天公司。兔

抗人BIN1单克隆抗体购自Merck Millipore公司，山

羊抗兔二抗购自Abcam公司。实时荧光定量PCR仪

（Mastercycler ep realplex）购自德国Eppendorf公司。

1.2 BIN1真核表达重组质粒转染A549细胞

待A549细胞生长至 70%~80%汇合时，用胰蛋

白酶消化并收集细胞，用 6 ml 1640培养基重悬，铺 6

孔板，继续培养24 h。待细胞汇合至80%左右时分为

BIN1 转染组（BIN1+组，转染真核表达质粒 CMV-

MCS-GFP-SV40-Neomycin-BIN1）、空白质粒转染组

（pCDH 组，转染空白对照质粒 CMV- MCS - GFP -

SV40-Neomycin）及空白对照组（Con组，不转染任何

质粒），转染步骤均按照 Invitrogen 公司的 Lipo-

fectamineTM2000转染试剂说明书进行操作。

1.3 qRT-PCR和Western blotting法鉴定BIN1基因转

染效果

转染48 h后，分别提取BIN1+组、pCDH组和Con

组细胞内RNA，以GAPDH为内参照，用 qRT-PCR和

Western blotting分别检测 3组细胞内BIN1 mRNA和

蛋白的表达情况。

BIN1（296 bp）上游引物：5'-CAAGTCCCCATCT

CAGCCAG-3'、下游引物：5' - GGATCACCAGCAC-

CACATCA-3'；GAPDH（154 bp）上游引物：5' - GT-

CACCTTCACCGTTCCAGTTTT-3'，下游引物：5'-CT-

TAGTTGCGTTACACCCTTTCTT-3'。将 RNA 反转

录为 cDNA，反转录反应条件：40 ℃ 60 min，25 ℃ 5

min，70 ℃ 5 min，所得 cDNA 保存于－20 ℃冰箱备

用。cDNA扩增反应条件：95 ℃预变性10 min；95 ℃

变性 15 s，59 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，进行 35个

循环；72 ℃延伸7 min。根据每孔荧光信号达到阈值

时经历的循环数作为 Ct 值，以 2-∆∆Ct 法计算 BIN1

mRNA 的相对表达量，∆∆Ct= [Ct（实验组目的基

因）－Ct（实验组内参基因）]－[Ct（对照组目的基

因）－Ct（对照组内参基因）]。实验重复3次。

BCA法定量后各组细胞总蛋白，各取 30 μg的

样品煮沸10 min后置于冰上冷却，用10% SDS-PAGE

分离蛋白后电转移至 PVDF膜，5%脱脂中封闭 2 h。

TBST洗膜 3次后加入兔抗人BIN1一抗 4 ℃孵育过

夜，TBST洗膜 3次后，加入HRP标记山羊抗兔二抗

室温孵2 h，TBST洗膜3次，采用ECL行放射自显影。

用Quantity One4.6软件分析图像，以GAPDH为内参

照，与各个检测蛋白条带的灰度值之比表示蛋白的

相对表达量。实验重复3次。

1.4 qRT-PCR和Western blotting法检测A549和2BS

细胞中c-MYC和PD-L1表达

分别提取BIN1+组、pCDH组、Con组A549细胞
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和 2BS 细胞内的 RNA 和总蛋白，按 1.3 中方法，用

qRT-PCR法检测各细胞中PD-L1、c-MYC mRNA表达

情况，Western blotting检测相关蛋白表达水平，一抗

为兔抗人 PD-L1、c-MYC 抗体，二抗为山羊抗兔抗

体。实验重复3次。

1.5 RNA干扰技术敲低A549细胞c-MYC基因的表达

取对数生长的A549细胞，接种于6孔板中，培养

24 h后分为转染 c-MYC-siRNA（c-MYC-siRNA）组及

空白对照Con（Con-siRNA）组。干扰片段分别为：c-

MYC - siRNA: 5' - AACGUUAGCUUCACCAACAUU-

3'；Control-siRNA:5'-AAUUCUCCGAACGUGUCAC-

GU-3'。预实验筛选出有效的转染片段序列用于本实

验。具体转染步骤同 1.2，转染完成后将细胞培养板

置于37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，6 h后将含转染

复合物的培养基弃去，重新加入新鲜培养基置于培

养箱中培养 48 h。转染 48 h 后，抽提 2 组细胞内的

RNA和总蛋白，按1.3中方法用qRT-PCR检测各组细

胞中c-MYC mRNA表达水平，Western blotting检测相

关蛋白表达水平。

1.6 qRT-PCR和Western blotting法鉴定敲低 c-MYC

对A549细胞中PD-L1表达的影响

以 c-MYC-siRNA沉默A549细胞中的 c-MYC基

因后，采用qRT-PCR和Western blotting法检测PD-L1

表达，方法同1.4部分，实验重复3次。

1.7 统计学处理

采用 SPSS21.0统计软件对所有数据进行分析，

计量资料以 x̄±s表示，组间均数比较采用单因素方差

分析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 2BS、A549细胞中BIN1和PD-L1的表达状态

qRT-PCR 和 Western blotting 检测结果（图 1）发

现，与正常人胚肺成纤维细胞2BS对比，肺腺癌A549

细胞中BIN1基因和蛋白均呈低表达状态，而PD-L1

呈高表达状态（P<0.05）。

*P<0.05 vs 2BS cells

A：Statistical histograms of mRNA；B：The bands of proteins in Western blotting image and statistical histograms of protein

图1 2BS和A549细胞中BIN1和PD-L1的表达

Fig.1 Expression of BIN1 and PD-L1 in 2BS and A549 cells

2.2 成功构建BIN1过表达的A549细胞株

采用 qRT-PCR 和 Western blotting 法验证携带

BIN1基因质粒转染A549细胞的效果，检测结果（图

2）发现，BIN1+组BIN1基因和蛋白表达水平较pCDH

组、Con组显著上调（均 P<0.05），pCDH组和Con组

在基因和蛋白表达上的差异无统计学意义（P>0.05）。

*P<0.05 vs pCDH or Con group

A：Statistical histograms of mRNA；B：Bands of proteins in Western blotting image and the statistical histograms of proteins

图2 转染BIN1基因的A549细胞中BIN1的表达

Fig.2 Expression of BIN1 in A549 cells after B1N1 transfection
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2.3 BIN1过表达抑制A549细胞中PD-L1的表达

为了明确BIN1对PD-L1表达的影响，采用 qRT-

PCR和Western blotting方法检测BIN1转染前后PD-

L1表达水平变化，结果（图3）发现，BIN1+组PD-L1基

因和蛋白表达较 pCDH 组和Con组均显著下调（P<

0.05），pCDH组和Con组在基因表达差异无统计学意

义（P>0.05）。

*P<0.05 vs pCDH and Con group

A：Statistical histograms of mRNA；

B：The bands of proteins in Western blotting image

图3 转染BIN1基因的A549细胞中PD-L1的表达升高

Fig.3 Expression of PD-L1 was increased in A549 cells after

B1N1 transfection

2.4 敲低c-MYC基因抑制A549细胞PD-L1的表达

为了明确 c-MYC 与 PD-L1 表达的关系，以 c-

MYC-siRNA沉默A549细胞中的 c-MYC基因，采用

qRT-PCR和Western blotting方法检测PD-L1表达，结

果（图 4）发现，与Con组相比，c-MYC-siRNA组细胞

中 c-MYC表达显著降低（P<0.01），说明A549细胞中

c-MYC被成功敲低；与Con组相比，c-MYC-siRNA组

细胞中PD-L1表达显著下调（P<0.01）。

3 讨 论

近年来，免疫检查点PD-1/PD-L1阻断治疗成为

免疫治疗的焦点。研究[8]证实，PD-1/PD-L1信号通路

的激活可促使免疫抑制性肿瘤微环境形成，使肿瘤

细胞逃避机体免疫监视，而阻断PD-1/PD-L1信号通

路可以逆转肿瘤免疫微环境，增强内源性抗肿瘤免

疫效应。PD-L1 蛋白在腺癌中表达高于鳞癌，在

NSCLC 原发肿瘤部位的表达阳性率约为 27.0%~

57.5%[9-12]。其主要生物学功能是通过与T细胞表面

的PD-1受体结合，抑制T细胞的活化、增殖及对肿瘤

的杀伤能力，增加抗原特异性T细胞凋亡，并维持调

节性T细胞的抑制功能。

*P<0.05 vs pCDH and Con group

A：Statistical histograms of mRNA；

B：The bands of proteins in Western blotting image

图4 沉默A549细胞中的c-MYC基因后PD-L1的表达下调

Fig.4 Expression of PD-L1 in A549 cells was

decreased after c-MYC gene silencing

BIN1是一种具有抑癌功能的配体蛋白，c-MYC

结合域（c-MYC-binding domain，MBD）是其特异性结

构。BIN1通过与 c-MYC结合发挥抑癌功能，从而控

制细胞周期的转运、增殖和凋亡[13]。在一些常见的恶

性肿瘤中BIN1呈低表达甚至表达缺失状态[11,14]。本

课题组在前期研究[15-16]中发现，BIN1可以通过NF-κB

途径抑制NSCLC细胞的迁移和侵袭能力，通过AKT-

mTOM通路诱导NSCLC细胞周期阻滞，BIN1表达缺

失对于驱动恶性肿瘤的进展有很重要的意义[5-6, 17-18]。

近年来，已有学者[19]证实BIN1可以通过抑制 IDO的

表达抑制肿瘤免疫逃逸，这表明BIN1对免疫系统也

具有调控作用。研究[20]表明，BIN1能够与 c-MYC蛋

白结合以抑制其致癌作用，同时 c-MYC可以在转录

水平调控 PD-L1的表达[21]。因此，本研究旨在明确

NSCLC（A549细胞）中BIN1对PD-L1表达的影响及

其调控机制。结果发现与正常人胚肺成纤维细胞

2BS对比，BIN1在NSCLC A549细胞中呈低表达状

态而PD-L1呈高表达状态。本研究还通过构建携带

BIN1 基因的质粒，利用基因转染技术将其转染到

A549 细胞中使 BIN1 高表达后，发现与 pCDH 组和

Con组相比，BIN1+组中PD-L1表达下调，而在 pCDH

组和Con组的表达差异无统计学意义，说明BIN1可
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以抑制PD-L1表达。c-MYC是 c-MYC家族的一员，

可促进细胞增殖、转化和去分化，在肿瘤的形成

中起着重要的作用。本研究通过RNA干扰技术，将

c-MYC-siRNA转染到A549细胞中以沉默 c-MYC表

达后 PD-L1表达下降，说明 c-MYC可以调控PD-L1

表达。已有研究[22]表明，BIN1能够与 c-MYC的N端

结合，通过诱导非半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶依赖式

的细胞凋亡，抑制细胞的恶性转化。由此推测，在

NSCLC中，BIN1是 PD-L1潜在的蛋白调控因子，并

且可以通过失活 c-MYC通路降低PD-L1表达，由此

抑制肿瘤细胞的免疫逃逸。

本研究通过基因转染和RNA干扰技术从正反两

个方面论证在NSCLC A549细胞中BIN1对PD-L1表

达状态的影响及相关机制，结果发现BIN1可以通过

失活 c - MYC 途径抑制 PD - L1 表达，为深入探讨

NSCLC中PD-L1的调控机制和提高免疫治疗效果奠

定了实验基础。
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