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摘要 骨肉瘤即原发于骨的恶性肿瘤，易发生早期肺转移且预后差，恶性程度高．本研究小组前期研究发现， IEX-1在骨肉
瘤中具有重要作用．为了阐明其作用机制，本研究运用酵母双杂交技术筛选其相互作用蛋白，共鉴定出 12个 IEX-1相互作
用蛋白，包括生物氧化相关酶类、分子伴侣、信号转导相关蛋白等．并首次证实 clusterin(CLU，又名载脂蛋白 J)与 IEX-1存
在相互作用，两者在细胞中具有很好的共定位．采用 RNAi干扰减低骨肉瘤细胞中内源性 CLU表达水平，显著抑制了细胞
增殖与细胞侵袭能力．为阐明 IEX-1在骨肉瘤发生发展中的作用机制提供了重要的线索，为骨肉瘤的早期诊治及预后监测提
供了新的靶点．
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骨肉瘤恶性程度高，侵袭力强，易发生早期肺

转移，预后差，严重影响青少年身心健康．目前治

疗手段以手术为主，全身性化疗为辅的综合治疗，

病人 5年存活率有一定程度增加[1]．但这种用于化

疗的细胞毒性药物副作用大，加之肿瘤细胞具有内

在性和获得性抗肿瘤药物的多药耐药(MDR)特性，
常导致化疗效果不佳[2]，终其原因是对骨肉瘤的发

病机制缺乏深入了解，缺乏骨肉瘤靶向治疗药物．

本小组前期研究发现，早期应激基因 IEX-1在
骨肉瘤中表达水平比癌旁组织和软骨瘤组织高，

siRNA“沉默”IEX-1基因后，MG-63细胞凋亡率
增高，并且出现了细胞周期 G1期阻滞，电镜观察
细胞出现了凋亡特征性变化[3]．进一步实验发现，

IEX-1 在 1.0 mol/L 的 As2O3 作用 MG-63 细胞后，
表达水平显著下调，细胞发生明显的凋亡[4]．深入

研究发现，p53通过结合 IEX-1启动子区抑制其转
录，而 p53基因位点丢失可见于 75%的骨肉瘤患
者组织样本，突变型 p53蛋白只出现于恶性或半恶
性骨肿瘤中，而不出现于良性骨肿瘤和反应性骨病

变[5]．同时发现，As2O3干预骨肉瘤细胞系 MG-63
后，能诱导 p53蛋白表达上调，增加的 p53蛋白通
过与 IEX-1的启动子结合，抑制 IEX-1的转录，导

致 IEX-1基因的表达下调，证实了 IEX-1基因在骨
肉瘤中的重要功能及作用机制[6]．以上研究充分合

理解释为在骨肉瘤细胞中 IEX-1表达上调是由于
p53 突变后解除转录抑制作用，另外也显示出
IEX-1作为治疗靶点的前景．然而，目前关于骨肉
瘤中 IEX-1对下游靶基因及其相关信号通路的调节
并不十分清楚，寻找相互作用蛋白对阐明信号通路

是非常有效的研究策略和切入点．本研究中，我们

应用酵母双杂交筛选鉴定出 IEX-1相互作用蛋白，
进一步采用免疫共沉淀、免疫荧光共定位验证其相

互作用蛋白，并初步探讨证实的互作蛋白在骨肉瘤

中的功能．

1 材料与方法

1援1 材料

引物合成(上海生工生物工程技术服务有限公
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Primers Sequence(5'→3')

pDBLeu-IEX-1-F GGACTAGTatgtgtcactctcgcagctg

pDBLeu-IEX-1-R ACGCGGCCGCgaaggcggccgggtgttgc

pcDNA 3.1-IEX-1 Myc-F GGGAATTCatgtgtcactctcgcagctg

pcDNA 3.1-IEX-1 Myc-R ACAAGCTTgaaggcggccgggtgttgctgg

pcDNA 3.1-CLU Flag-F GGAAGCTTatgatgaagactctgctgctg

pcDNA 3.1-CLU Flag-R GGACTAGT ccggtgctttttgcggtattc

CLU-RNAi-1 agaaagcgctgcaggaata

CLU-RNAi-2 caatgagctccaggaaatg

Scramble cagtcgcgtttgcgactgg

pDBLeu-IEX-1-F and pDBLeu-IEX-1-R were primers using for

construction of plasmids of IEX-1 which was used as bait of yeast

hybridization. pcDNA 3.1-IEX-1 Myc-F/R and pcDNA 3.1-CLU

Flag-F/R were primers using for construction of overexpressing

plasmid of candidate genes. CLU-RNi-1/-2 are synthesized RNAi

target sequence and Scramble served as control which can't match
with any human genomes. Restrict enzyme sites was marked by

underlined letters.

Table 1 Primers sequence

司)；DNA 聚合酶、T4 连接酶、内切酶(NEB 公
司 )； Lipofectamine 2000, Alexa Fluor 誖 488-anti-
mouse IgG, Alexa Fluor 誖 546 anti-mouse IgG，Alexa
Fluor 誖 546 anti-rabbit IgG，酵母双杂交试剂盒及
cDNA文库购自 Invitrogen公司；所用的酵母菌株
为 CLONTECH系统的 AH109.MG-63，U2OS细胞
系本实验室保存；myc、flag抗体购自 BD 公司；
IEX-1、clusterin (CLU)多克隆 / 单克隆抗体购自
Santa Cruz 公司；Tip100 质粒抽提试剂盒购自
Qiagen公司；DMEM培养基(Gibical公司)；CCK8
购自 Dojindo公司；RNAi干扰序列由上海吉玛公
司合成．

1援2 方法

1援2援1 酵母双杂交筛选 IEX-1 相互作用蛋白．用
Trizol常规方法提取MG-63细胞总 RNA；RT-PCR
扩增 IEX-1基因编码区，产物电泳回收后双酶切连
入 pDBLeu载体，酶切鉴定后测序验证(引物参考
表 1)．pDBLeu-IEX-1和 pDBLeu 空载体分别转化
AH109酵母感受态细胞，随机挑取、划线进行自
激活检测．使用诱饵质粒 pDBLeu-IEX-1，转化感
受态细胞． 同时设立阳性对照 (pGADT7-T +
pGBKT7-53)和阴性对照(pGBKT7-53+pGADT7-lam),
将菌液涂布于 SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade 平板上初步
筛选阳性克隆，初筛得到阳性克隆进一步行

X-琢-gal显色确认．此外，将筛选出 cDNA融合质
粒分别与 pDBLeu-IEX-1 共转化入 AH109 酵母进

行回转验证．提取真阳性的克隆中 cDNA融合质
粒，测序，进一步生物信息分析．

1援2援2 免疫共沉淀验证蛋白质相互作用．常规构建

pcDNA3.1-IEX-1-myc和 pcDNA3.1-CLU-flag质粒，
脂质体转染质粒按照操作说明书进行．MG-63
细胞转染 24 h后，RIPA于冰上裂解 30 min．4℃
12 000 g离心 30 min后收集上清，取 20 滋l 上清，
加入同体积 2伊SDS上样液混匀，100℃煮沸变性后
保存备用，其余上清行免疫沉淀．每 1 ml上清中
加入 50 滋l Protein A Agarose预吸附，4℃转轱 1 h，
4℃ 12 000 g离心 20 min，收集上清．1 ml经预吸
附的上清中加入 4 滋g 相应的单克隆抗体(CLU：
flag；IEX-1：myc，阴性对照为非免疫小鼠 IgG)
4℃转轱 30min，再加入 50 滋l Protein G Agarose，
4℃转轱 2 h后离心收集沉淀．用裂解液洗涤沉淀
3 次，去上清加入 SDS 上样缓冲液，100℃煮沸
10 min，离心取上清行 10 %SDS-PAGE，并将蛋白
转至 PVDF膜，将 PVDF膜封闭 1 h后加入相应的
一抗室温下孵育 1 h，洗膜后加入辣根过氧化物酶
标记的羊抗小鼠抗体室温下孵育 45 min，洗膜后用
ECL试剂显影．
1援2援3 免疫荧光共定位检测．pcDNA3.1-IEX-1-myc
和 pcDNA3.1-CLU-flag按脂质体操作说明共转染
MG-63细胞．转染 24 h后用 3.7%的多聚甲醛固定
细胞 15 min，PBS/0.1%Triton X-100 渗透 10 min，
PBS洗涤 3次，每次 5 min； 5%BSA封闭 30 min.
加一抗室温 1 h(anti-Flag，anti-c-Myc单克隆抗体)，
PBS 洗涤 5 次，每次 5 min．加二抗室温 40 min
(Alexa Fluor 誖 488- anti-mouse IgG和 Alexa Fluor 誖 546
anti-mouse IgG)，PBS洗涤 5次，每次 5 min(避光
操作)．DAPI染细胞核 1 h，PBS洗涤 2次，每次
5 min(避光操作)．封片后，用激光共聚焦显微镜扫
描和照相．

1援2援4 MG-63细胞增殖及细胞划痕实验．骨肉瘤
细胞系MG-63和 U2OS细胞接种于 60 mm培养皿，
常规进行培养，实验前 24 h换培养基．寡核苷酸
细胞转染根据 Lipofectamine2000试剂操作指南进
行，按照实验设计需要设空白对照组，ctr-scramble
对照(ctr-scramble)和干扰组．转染体系如下：脂质
体 5 滋l，待检或对照 25 nmol/L，Opti-DMEM培养
液 250 滋l．每个质粒至少单独转染 3次．脂质体转
染 48 h后，细胞消化按 5伊103细胞浓度接种于 96
孔板，每组 4个复孔，继续培养 24 h检测．于检
测前 2 h 加入 CCK8 试剂(10 滋l/100 滋l 培养液)，
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10 滋l 1%(w/v) SDS终止，于 450 nm处检测，测定
温度为 25℃，重复测 3次，计算平均值．细胞划
痕实验转染操作同增殖实验，转染后细胞接种于 6
孔板，加样器枪头比着直尺，尽量垂直于背后的横

线划痕，不能倾斜．用 PBS洗细胞 3次，去除划
下的细胞，加入无血清培养基．放入 37℃ 5% CO2

培养箱培养．分别于 0、6、12、24 h拍照备用.
1援2援5 数据处理及分析．计量资料以 x 依 s 表示，
SPSS11.0软件进行统计学分析． 组间比较采
One-way ANOVA 方差分析．各组均数间两两比

较，方差齐，用 LSD 法分析，方差不齐，用
Dunnett'T3法分析．

2 结 果

2援1 酵母双杂交文库筛选

首先进行 pDBLeu-IEX-1 的毒性和自激活检
测，没有发现自激活存在后进行转化效率检测，

10-7倍稀释的培养基平板上共有 44个单克隆，转
化效率为 4.4伊106(图 1a)．以 IEX-1(IER3)作为诱饵
筛选成人肝脏 cDNA文库，酵母双杂交共筛选出

12个阳性克隆(图 1b, c)．提取 12个克隆中 cDNA
融合质粒，与 pDBLeu-IEX-1共转化入酵母株回转
验证，结果表明 12个克隆为真阳性克隆(图 1d～ f).
将真阳性克隆扩大培养、提质粒后测序，查出该

cDNA融合质粒对应的基因(表 2)．
2援2 免疫共沉淀验证 IEX鄄1与 CLU相互作用
带有 Flag标签 CLU与Myc标签的 IEX-1过表

达质粒共转染 MG-63 骨肉瘤细胞系，无论是用
IEX-1-Myc免疫沉淀，CLU-Flag检测(图 2a)，还是
CLU-Flag免疫沉淀，IEX-1-Myc 检测(图 2b)，都

Fig. 1 Interacting protein screening via yeast two hybridization system
(a) Transformation efficiency test: a total of 44 clone glowed in 10 -7 fold dilution medium plates which means that the efficiency is 4.4 伊106.

(b) Reporter gene staining: AH109 cells transformed with pDBLeu-IEX-1and Liver cDNA library were coated in growth medium. pGADT7-T+pGBKT7-53

and pGBKT7-53 served as positive and negative control respectively. (c) Image of X-gal staining. (d～ f) Positive clone verification. (d) Schematic

diagram of verification study. (e) SD-Leu-Trp medium. (f) X-Gal staining shows LacZ positive clones. pGADT7-T+pGBKT7-53 and pGBKT7-53+
pGADT7-lam served as positive and negative control respectively. CLU gene clone was indicated by a red box.

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Positive
control

Negative
control

12 12 12
11 10 9

8 7 6
5 4 1

23 1

Positive controlNegative control

Table 2 Sequencing results of positive clones
Positive clone

genes NM number Growth medium Number of
verification clones

CRP NM_000567 LacZ-/His-/Ade- 1
SLC39A14 NM_015359 LacZ+/His+/Ade+ 2

CLU NM_203339 LacZ+/His+/Ade+ 3
PRRC1 NM_130809 LacZ+/His+/Ade+ 4

TNKS1BP1 NM_033396 LacZ+/His+/Ade+ 5
CTSB NM_147780 LacZ+/His+/Ade+ 6

HSPH1 NM_006644 LacZ+/His+/Ade+ 7
ALB NM_000477 LacZ+/His+/Ade+ 8
LRG1 NM_052972 LacZ+/His+/Ade+ 9

DNAJB9 NM_012328 LacZ+/His+/Ade+ 10
TNFAIP3 NM_006290 LacZ+/His+/Ade+ 11

FGA NM_021871 LacZ+/His+/Ade+ 12
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显示 IEX-1与 CLU能相互作用． Input为全细胞裂
解液．

2援3 IEX鄄1与 CLU显示很好的共定位
带有 Flag标签 CLU与Myc标签的 IEX-1过表

达质粒共转染 MG-63骨肉瘤细胞系，免疫荧光染
色显示两者在胞浆具有很好的共定位．进一步提示

两者在细胞内可能存在相互作用 (图 3)．

2援4 CCK8检测 clusterin RNA干扰对骨肉瘤细胞
系增殖的影响

首先对RNA的敲减效率进行验证，如图 4a和 b
所示，所选用的两条 RNAi干扰序列，RNAi-2的抑
制效果相当好，在后续试验中都采用该序列进行功能

研究．运用 RNAi干扰敲减内源性MG-63和 U2OS
细胞 CLU基因表达水平，导致骨肉瘤细胞生长增殖
缓慢．MG-63细胞 RNAi干扰 CLU后，细胞增殖能
力(0.442依0.120)相当于正常细胞(1.000依0)的 44.2%和
Scramble对照组(0.942 依 0.091)的 46.9%；U2OS细胞
RNAi干扰 CLU后，细胞增殖能力(0.512 依 0.107)相
当于正常细胞(1.000依 0)的 51.2%和 Scramble对照组
(0.929 依 0.110)的 55.1% (图 4)．

Fig. 2 Verification of interaction between CLU and IEX鄄1
Cells were transfected with control empty vector, pcDNA3.1 CLU-flg,

pcDNA3.1 IEX-1-Myc and control vectors as shown on top of the panel.

IEX-1 was immunoprecipitated (IP) followed by immunoblotting (IB)

with an anti-Myc antibody and immunoprecipitated CLU were shown(a).

CLU was immunoprecipitated(IP) followed by immunoblotting (IB) with

an anti-Myc antibody and immunoprecipitated IEX-1 were shown (b).

(a) (b)
pcDNA3.1 CLU-flag
pcDNA3.1 IEX-1-Myc
pcDNA3.1 - ++ -+ +

WB flag
IP Myc
WB Myc

WB flag
IP Myc

Input

pcDNA3.1 CLU-flag
pcDNA3.1 IEX-1-Myc

pcDNA3.1 - ++ -+ +

WB Myc
IP flag

WB Myc

WB flag
IP flag

Input

Fig. 3 Co鄄localization of IEX鄄1 and CLU
MG-63 cells over expressing Myc-tagged IEX-1 and Flag-tagged CLU

were immunostained with anti-Myc (green) and anti-Flag antibodies

(Red). IEX-1 was found to co-localize with CLU protein in cytoplasmic.

Nuclei were stained with DAPI (blue).

IEX-1-Myc CLU-flag Merge

10 滋m

RNAi-1 RNAi-2Scramble

Actin

CLU

(a) (b)

0.5

0

1.0

1.5

*

(c) (d)

0.5

0

1.0

1.5
*

0.5

0

1.0

1.5
*

Fig. 4 Cell proliferation test
(a, b) Representative blots showing the knockdown of CLU in MG-63 cell lines. Quantitative results are average based on three independent

experiments (x 依 s, *P < 0.05). Knock down of endogenous clusterin (CLU) expression level suppressed the proliferation of MG-63 (c) and U2OS (d)

cells. The scramble sequence which does not match to any human genome was used as control. *P < 0.05. (b) : Control-scramble; : RNAi-1; :

RNAi-2. (c) : MG-63; : Control-scramble; : Clusterin-RNAi. (d) : U2OS; : Control-scramble; : Clusterin-RNAi.
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Fig. 5 Scratches invasion assay
Knock down of endogenous Clusterin (CLU) expression level

suppressed the proliferation of MG-63 (a) and U2OS (b) cells. The

scramble sequence which does not match to any human genome was

used as control. *P < 0.05. 1: U2OS-NS; 2: Control-scramble; 3: CLU-

RNAi.

(a) (b)

(c) (d)

100
0

*

200
300
400
500

*

1 2 3

2援5 Clusterin抑制 U2OS细胞侵袭能力
运用 RNAi干扰减低骨肉瘤细胞系 U2OS内源

性 CLU表达水平，通过细胞刮痕实验评价其对肿
瘤细胞迁移侵袭能力的影响．结果发现 clusterin干
扰后相比正常细胞和 Scramble对照组，U2OS细胞
侵袭能力下降显著(图 5)．

3 讨 论

IEX-1首次发现于人类 X射线照射引起的肿瘤
细胞中，广泛表达于人体各组织细胞中[7]．已有研

究表明 IEX-1功能具有组织细胞特异性，可正性或
负性影响细胞生物学功能[8]． IEX-1过表达可抑制
细胞生长，促进细胞凋亡[9]．亦有研究表明 IEX-1
具有抗凋亡作用 [10]， IEX-1 转基因鼠研究表明
IEX-1可抑制细胞凋亡[11]．另有研究表明 IEX-1基
因在很多肿瘤细胞系中高表达 [12-13]．目前研究证

实，IEX-1与肿瘤的发生、发展有密切关系．
IEX-1在骨肉瘤中作用研究较少，本小组首次

建立 IEX-1与骨肉瘤的联系．As2O3可诱导骨肉瘤

细胞系MG-63凋亡[4]．As2O3处理MG-63细胞 48 h,
出现明显的细胞增殖抑制，电镜观察细胞出现典型

的凋亡特征．基因芯片分析发现，早期应答基因

IEX-1表达明显下调[3]．进一步通过萤光素酶分析、

EMSA、Western blot等实验，发现 As2O3干预骨肉

瘤细胞系 MG-63后能诱导 p53蛋白表达上调，增
加的 p53蛋白通过与 IEX-1的启动子结合，转录抑
制 IEX-1基因，导致 IEX-1基因表达下调[6]．为更

深入研究 IEX-1在骨肉瘤中的作用，本研究运用酵
母双杂交技术筛选 IEX-1相互作用蛋白．共筛选出
12个阳性克隆．选择 CLU作为候选蛋白进行相互
作用验证及部分功能研究．进一步的免疫共沉淀证

实 IEX-1与 clusterin存在直接相互作用，免疫荧光
共定位实验显示两者存在很好的共定位．采用

RNA干扰降低骨肉瘤细胞系 U2OS和 MG-63的内
源性 CLU表达水平，抑制细胞增殖．此外，细胞
刮痕实验证实骨肉瘤细胞的迁移能力也下降，表明

CLU在骨肉瘤中具有重要的功能．
目前研究认为 clusterin 参与肿瘤的发生、发

展[14]．Clusterin(CLU，又名载脂蛋白 J)，是一个分
泌型硫化异二聚体糖蛋白，因其可介导支持细胞聚

集故名，蛋白序列在进化中高度保守．大量研究表

明，CLU参与体内许多生理过程：介导细胞聚集、
稳定细胞膜、促进生殖功能、细胞凋亡和细胞周期

调节、DNA损伤修复、细胞黏附及组织重塑中起
重要作用[15]．进一步的研究发现，CLU在多种病变
组织中异常表达，CLU 上调表达可见于卵巢癌、
膀胱癌、结肠癌、前列腺癌、乳腺癌、肾癌和肺癌

等恶性肿瘤组织内，提示 CLU可能在各种恶性肿
瘤的发生、发展过程中起重要作用[16-18]．有研究报

道，高水平表达的 CLU降低骨肉瘤细胞对化疗药
物的敏感性诱导耐药[19]，具体机制认为是 CLU通
过直接结合聚合的促凋亡蛋白 Bax，抑制其诱导的
细胞色素 C释放，导致细胞凋亡通路不能激活而
促进细胞存活增殖 [20]． 更引人瞩目的是，

Oncogenex 公司已经被批准针对 clusterin 的干扰
RNA核酸(OGX-011)玉期和域临床试验取得很好的
效果，OGX-011可提高前列腺癌化疗、辐射和雄
激素撤销的治疗效果，在治疗局部晚期或转移性非

小细胞肺癌中，与吉西他滨或者顺铂联合使用，可

以显著延长病人的生存期．与多西紫杉醇联合治疗

晚期乳腺癌患者，可改善病人生活质量，延长生存

时间，通过诱导细胞凋亡导致肿瘤体积缩小 30%
以上[21-22]．以上研究充分说明，clusterin作为靶点
在骨肉瘤基因治疗中具有非常光明的前景．

本研究发现 IEX-1与 CLU存在相互作用，且
它们均可调节骨肉瘤细胞的增殖．在已有文献和研

究基础上，我们推测，骨肉瘤细胞面临外界刺激情

况下，IEX-1 快速响应、稳定 CLU-Bax 复合物，

100 滋m

512· ·



刘立宏, 等：IEX鄄1相互作用蛋白的筛选与鉴定2014; 41 (5)

拮抗细胞凋亡，从而促进肿瘤细胞存活、增殖，导

致骨肉瘤的发生、发展．我们还在进行更深入的研

究，探讨其具体的作用机制．
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Characterization of Interaction Protein for
Osteosarcoma Related Protein IEX鄄1*
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Abstract Primary osteosarcoma is the most frequent malignant tumor in bone with early pulmonary metastasis
and poor prognosis. Our previous study found that overexpression of IEX-1 in osteosarcoma plays an important
role in initiation and development of osteosarcoma. In order to elucidate the mechanism of IEX-1 in osteosarcoma,
we have screened its interaction proteins by using yeast two hybrid system.Twelve IEX-1 interacting proteins were
identified, including biological oxidation related enzymes, chaperones, signal transduction related protein, etc. The
interaction between IEX-1 and CLU was confirmed in vitro through co-immunoprecipiation in combination with
Western blotting and immunostaining. Knock down of endogenous CLU expression in osteosarcoma cells
significantly inhibit cell proliferation and cell invasion ability in vitro. This preliminary study on the molecular
mechanisms that how IEX-1 promote the occurrence and development of osteosarcoma provides novel clues for
early-stage diagnosis and target gene therapy of this malignant bone tumor.
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