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[摘  要]  目的：探讨含溴结构域蛋白 1（BRD1）通过调控PI3K/AKT信号通路影响非小细胞肺癌（NSCLC）进展的作用机制。

方法：利用TIMER 3.0数据库评估BRD1作为免疫治疗标志物的预测价值。利用慢病毒体系构建稳定过表达BRD1及N端截短

突变体BRD1-ΔN的人肺癌细胞A549和NCI-H1299。采用CCK-8实验、克隆形成实验、划痕愈合实验及Transwell实验检测过表

达BRD1/BRD1-ΔN对细胞增殖和迁移能力的影响；流式细胞术和Western blotting检测细胞凋亡水平及凋亡相关蛋白的变化。

RNA-seq筛选受BRD1/BRD1-ΔN影响的信号通路，Western blotting及体外激酶实验验证BRD1/BRD1-ΔN过表达对AKT磷酸化

的调控作用。采用AKT抑制剂LY294002处理过表达BRD1/BRD1-ΔN的NCI-H1299细胞，结合功能实验（CCK-8实验、划痕愈合

实验）明确过表达BRD1/BRD1-ΔN促进细胞的增殖和迁移是否依赖AKT活化。通过RNA-seq联合KEGG/GSEA分析、免疫共沉

淀（Co-IP）、RT-qPCR，鉴定整合素α2（ITGA2）是促进AKT活化的关键分子；通过Co-IP、敲低 ITGA2、Western blotting及功能实验

明确 ITGA2在BRD1调控AKT活化中的具体作用。结果：数据库分析显示，BRD1可作为NSCLC免疫治疗的中等预测标志物

（AUC = 0.625）。过表达BRD1/BRD1-ΔN显著增强了NSCLC细胞的增殖和迁移能力（P < 0.01或P < 0.001），但不影响细胞凋亡

及凋亡相关蛋白的表达（均 P > 0.05）；RNA-seq 分析表明过表达 BRD1/BRD1-ΔN 主要富集于 PI3K/AKT 信号通路。Western 

blotting及体外激酶实验显示，BRD1/BRD1-ΔN过表达不影响AKT上游激酶（PDK1）的磷酸化，也不改变AKT的乙酰化修饰水平

（均P > 0.05）；AKT抑制剂LY294002处理过表达BRD1/BRD1-ΔN细胞，发现BRD1/BRD1-ΔN促细胞增殖和迁移的作用部分依

赖AKT的活化；RT-qPCR及Western blotting证实，BRD1过表达可上调 ITGA2的mRNA和蛋白水平，敲低 ITGA2则可逆转BRD1

诱导的AKT激活及细胞增殖和迁移能力的增强。结论：BRD1是NSCLC的一种新型促癌因子，其通过上调 ITGA2表达激活

AKT信号通路，进而促进肺癌细胞的增殖和迁移。
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[Abstract]  Objective: To investigate the role of bromodomain-containing protein 1 (BRD1) in the progression of non-small cell 

lung cancer (NSCLC) and its underlying mechanism through regulation of the PI3K/AKT signaling pathway. Methods: The predictive 

value of BRD1 as an immunotherapeutic biomarker was assessed using the TIMER 3.0 database. Human NSCLC cell lines A549 and 

NCI-H1299 stably overexpressing BRD1 or the N-terminal truncated mutant BRD1- ΔN were established using a lentiviral system. 

CCK-8, colony formation, wound healing, and Transwell assays were used to assess the effects of BRD1/BRD1-ΔN overexpression on 

cell proliferation and migration. Flow cytometry and Western blotting were used to detect cell apoptosis and the expression of apoptosis-

related proteins. RNA-seq was employed to screen the signaling pathways affected by BRD1/BRD1- ΔN overexpression. Western 

blotting and in vitro kinase assays were used to detect the activation of AKT signaling pathways by overexpressing BRD1/BRD1-ΔN. 

To determine whether BRD1/BRD1- ΔN promotes cell proliferation and migration in an AKT-dependent manner, the AKT inhibitor 
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LY294002 was applied to NCI-H1299 cells overexpressing BRD1/BRD1- ΔN, followed by functional assays (CCK-8 and wound 

healing). RNA-seq combined with KEGG/GSEA analysis, co-immunoprecipitation (Co-IP), and RT-qPCR were performed to identify 

and validate integrin alpha-2 (ITGA2) as a key mediator that facilitates AKT activation. Co-IP, lentivirus-mediated ITGA2 knockdown, 

Western blotting, and functional experiments were then used to clarify the specific role of ITGA2 in BRD1-mediated AKT activation. 

Results: Database analysis showed that BRD1 could serve as a moderate predictive biomarker for immunotherapy in NSCLC (AUC = 

0.625). Overexpression of BRD1/BRD1- ΔN significantly enhanced the proliferation and migration of NSCLC cells (all P < 0.01) 

without affecting apoptosis or the expression of apoptosis-related proteins (all P > 0.05). RNA-seq analysis indicated that BRD1/BRD1-

ΔN overexpression primarily resulted in enrichment of the PI3K/AKT signaling pathway. Western blotting and in vitro kinase assays 

demonstrated that BRD1/BRD1-ΔN overexpression did not affect the phosphorylation of PDK1, an upstream kinase of AKT, nor alter 

the acetylation level of AKT (all P > 0.05). Treatment with the AKT inhibitor LY294002 revealed that BRD1/BRD1-ΔN promoted cell 

proliferation and migration partially through AKT activation. RT-qPCR and Western blotting confirmed that BRD1 overexpression 

upregulated ITGA2 at both mRNA and protein levels. Silencing ITGA2 reversed BRD1-induced AKT activation and the enhanced cell 

proliferation and migration. Conclusion: BRD1 is a novel oncogenic driver in NSCLC. It activates the AKT signaling pathway by 

upregulating ITGA2, thereby promoting the proliferation and migration of lung cancer cells.

[Key words]  bromodomain-containing protein 1 (BRD1); non-small cell lung cancer (NSCLC); PI3K/AKT pathway; integrin alpha-2 

(ITGA2); oncogenesis
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肺癌是全球发病率、病死率最高的恶性肿瘤之

一。2020年全球肺癌统计数据[1]显示，新发病例约为

221万例，占所有癌症病例的11.4%；肺癌相关死亡病

例约180万例，占癌症相关死亡总数的18.4%。其中，

非 小 细 胞 肺 癌（non-small cell lung carcinoma, 

NSCLC）是原发性肺癌中最常见的亚型，约占所有肺

癌病例的85%[2]。由于缺乏早期诊断标志物，大多数

NSCLC患者在确诊时已处于晚期，错过最佳手术干

预时机。传统化疗手段疗效有限且不良反应严重[3]。

因此，寻找NSCLC诊断与治疗的新型靶点并阐明其

分子机制，具有重要的理论和临床意义。肺癌的发

生发展是一个多阶段、多步骤的复杂生物学过程，涉

及基因突变与表观修饰异常[4]。组蛋白乙酰化是最

常见的表观遗传修饰形式之一，受组蛋白乙酰转移

酶（histone acetyltransferase, HAT）和组蛋白去乙酰化

酶（histone deacetylase, HDAC）的动态调控，参与炎

症[5]、胚胎发育[6]及癌症[7]等多种病理生理过程[8]。

含溴结构域蛋白1（bromodomain-containing protein 

1, BRD1）作为含溴结构域蛋白家族成员，可以与HAT

形成复合物，影响靶基因的转录活性[5, 9]。研究[6]表明，

BRD1基因与精神分裂症和双相情感障碍相关，其编码

蛋白可作为支架蛋白与组蛋白乙酰转移酶结合蛋白1

（histone acetyltransferase binding to ORC1, HBO1）相互

作用，形成乙酰转移酶复合物，调控红细胞生成[5, 9]及T

细胞分化与发育[10]。BRD1的功能具有细胞类型特异

性，其异常表达与多种炎症性疾病的发生发展相关[8]。

目前已有多项研究发现BRD1在肿瘤中发挥促癌作用。

有研究[7]指出，BRD1可通过改变整合素αV亚基基因启

动子的乙酰化水平，上调整合素αV亚基表达，进而促

进肝癌的发生[6-7]；另一项研究[11]表明，BRD1作为原癌

基因，在肝细胞癌进展过程中调控脂质代谢。此外，在

结直肠癌中，BRD1高表达与低分化及较短的总生存期

相关，提示BRD1可能作为分化状态指标及预后生物标

志物[12]。然而，BRD1在NSCLC中的功能仍不明确。

本研究通过数据库分析评估BRD1的表达与免疫

治疗之间的关联；继而利用慢病毒系统构建稳定过表

达BRD1及其截短突变体BRD1-ΔN的细胞模型，结合

CCK-8、克隆形成、划痕愈合、Transwell及流式细胞术等

实验，检测BRD1对NSCLC细胞增殖、迁移及凋亡的影

响；通过RNA测序（RNA sequencing, RNA-seq）、免疫共

沉淀（co-immunoprecipitation, Co-IP）、Western blotting

及功能回复实验，揭示BRD1通过上调整合素α2（integrin 

alpha-2, ITGA2）激活AKT信号通路的具体机制。本研

究旨在探究BRD1在NSCLC中的功能及作用机制，以

期为NSCLC的治疗提供新的靶点。

1  材料与方法

1.1  细胞、主要试剂和仪器

HEK293T、A549和NCI-H1299细胞均购自美国

典型培养物保藏中心（ATCC），胎牛血清购自德国

PAN公司，DMEM培养基、蛋白酶抑制剂、抗 β-actin

抗体、兔抗小鼠 HRP 抗体、山羊抗兔 HRP 抗体和

Transwell小室均购自美国Sigma公司，RPMI 1640培

养基购自美国HyClone公司，RNeasy Minikit试剂盒

购自德国 QIAGEN 公司，SuperScript Ⅲ试剂盒购自

美国 Invitrogen 公司，Power SYBR Green PCR 预混

液、RNAiso Plus购自日本TaKaRa公司。抗BRD1抗

体购自美国Novus Biologicals公司，总 p38丝裂原活

化 蛋 白 激 酶（mitogen-activated protein kinase, 

MAPK）抗体、p-p38 MAPK 抗体、总 AKT 抗体、p-
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AKT（Thr308）抗体、p-AKT（Ser473）抗体、总 p44/42 

MAPK（Erk1/2）抗 体 、p-p44/42 MAPK（Erk1/2）

（Thr202/Tyr204）抗体、总Flag-磷酸肌醇依赖性激酶1

（phosphoinositide-dependent kinase 1, PDK1）抗体、p-

PDK1（Ser241）抗体、Flag标签抗体、Myc标签抗体、

HA 标签抗体、乙酰化赖氨酸抗体、Kinase Buffer 和

ATP均购自美国CST公司，抗 ITGA2抗体购自武汉

爱博泰克生物科技有限公司。PierceTM抗-Flag标签

（DYKDDDDK）磁性琼脂糖珠、PierceTM抗-Myc磁性

琼脂糖珠、PierceTM Protein A/G琼脂糖珠、PierceTM抗

-HA磁性琼脂糖珠、Lipofectamine RNAiMAX转染试

剂均购自美国 Thermo Fisher 公司，ITGA2 小干扰

RNA（siRNA）、siRNA对照（Ctrl）均购自中国上海生

工科技有限公司，CCK-8试剂和PI3K/AKT通路抑制

剂LY294002购自美国Selleck公司，细胞凋亡试剂盒

购自美国BD Biosciences公司。

慢病毒载体 pLVTHM 质粒、辅助质粒 psPAX2、

pMD2. G、Flag-AKT 质粒、HA-PDK1、Flag-PDK2、

Flag-HBO1 质粒、HA-ITGA2 和 GST-AKT 纯化蛋白

均由河南大学抗体药物开发技术国家地方联合工程

实验室构建和保存。化学发光成像仪（型号5200）购

自上海天能生命科学有限公司。RNA-seq与KEGG、

GSEA分析由上海欧易生物医学科技有限公司完成。

1.2  细胞培养与转染

A549和HEK293T细胞均在含 10%胎牛血清的

DMEM培养基中，于37 ℃、5% CO₂培养箱内培养；NCI-

H1299细胞在含10%胎牛血清和1%青-链霉素的RPMI 

1640培养基中，于37 ℃、5% CO₂培养箱内培养。

1.3  慢病毒系统构建稳定过表达和敲低的细胞系

Myc-BRD1基因（全长）以及BRD1-ΔN基因[缺

失 EPL（extended PHD-like）结构域与两个植物同源

结构域（plant homeodomain, PHD）]克隆至慢病毒载

体 pLenti-pCDH-CMV；ITGA2 shRNA 序 列 插 入

pLVTHM载体。使用聚乙烯亚胺（polyethyleneimine, 

PEI）转染试剂将上述载体分别与psPAX2和pMD2.G

质粒共转至HEK293T细胞中，48 h后收集慢病毒上

清液，过滤并于−80 ℃保存。

将纯化的pCDH-BRD1或pCDH-BRD1-ΔN慢病毒

液（含10 μg/mL聚凝胺）分别感染汇合度为40%的A549

和NCI-H1299细胞，24 h后更换为含嘌呤霉素的完全培

养基进行筛选，48 h后，去除死细胞，继续培养一周，获

得过表达BRD1/BRD1-ΔN的A549和NCI-H1299细胞

系，命名为BRD1过表达（BRD1）、BRD1-ΔN过表达

（BRD1-ΔN），及空载体对照（Ctrl）细胞。

在过表达BRD1或BRD1-ΔN的NCI-H1299细胞

基础上，二次感染 ITGA2 shRNA慢病毒，筛选后获得

以 下 分 组 ：Ctrl + Scramble、BRD1/BRD1- ΔN + 

Scramble、Ctrl + shITGA2、BRD1/BRD1- ΔN + 

shITGA2。其中 Scramble为不靶向任何序列的对照

shRNA慢病毒感染NCI-H1299细胞。

1.4  RT-qPCR检测细胞中 ITGA2 mRNA表达

按照RNeasy Minikit试剂盒说明书，从细胞中提取

总RNA，取1 μg总RNA逆转录合成cDNA；采用SYBR 

Green PCR预混液进行qPCR，以GAPDH为内参基因，

通过2-ΔΔCt法计算目的基因的相对表达量。GAPDH正

向引物：5'-GGTGAAGGTCGGTGTGAACG-3'，反向引

物：5'-CTCGCTCCTGGAAGATGGTG-3'；ITGA2正向

引物：5'-CCTACAATGTTGGTCTCCCAGA-3'，反向引

物：5'-AGTAACCAGTTGCCTTTTGGATT-3'。

1.5  Western blotting 检测 BRD1、AKT 及 MAPK 等

通路相关蛋白表达水平

使用 RIPA（radio immunoprecipitation assay lysis 

buffer, RIPA）裂解缓冲液裂解细胞并提取蛋白质，BCA

法测定蛋白质含量。取50～80 μg样品进行SDS-PAGE

分离蛋白，转膜后将膜放在含5%脱脂牛奶或BSA的

TBST溶液中室温封闭2 h，随后加入相应一抗，如BRD1

抗体（1∶1 000）、p38抗体（1∶1 000）、p-p38抗体（1∶1 000）、

AKT 抗体（1∶1 000）、p-AKTThr308 抗体（1∶1 000）、

p-AKTSer473抗体（1∶1 000）、p44/42 MAPK抗体（1∶1 000）、

p-p44/42 MAPK抗体（1∶1 000）、PDK1抗体（1∶1 000）、

p-PDK1抗体（1∶1 000）、Flag 抗体（1∶1 000）、HA抗

体（1∶1 000）、Myc抗体（1∶1 000）、ITGA2抗体（1∶1 000），

4 ℃下处理过夜。次日，TBST 洗膜 3 次，加入二抗

（1∶5 000）室温反应1 h，加入ECL发光液，化学发光成像

仪显影，使用 ImageJ软件分析条带灰度值。磷酸化蛋

白相对表达水平以磷酸化蛋白与总蛋白灰度比值表示。

1.6  流式细胞术检测BRD1对细胞凋亡的影响

选取对数生长期的对照组和过表达BRD1/BRD1-

ΔN的NCI-H1299细胞，消化后制成单细胞悬液，分别

滴加7-AAD和PE染料，室温避光反应15 min，上流式

细胞仪检测。检测后用FlowJo软件进行数据分析，以

总凋亡率 = （早期凋亡细胞数 + 晚期凋亡细胞数）/总目

标细胞数 × 100%，反映细胞凋亡情况。

1.7  Transwell实验检测过表达BRD1对细胞迁移的影响

Transwell小室置于 24孔板中，下室加入 600 μL

完全培养基，随后取生长状态良好的各组细胞，胰酶

消化，无血清培养基重悬细胞后进行计数，将2.5 × 10⁴个

细胞接种在Transwell小室的上室，常规培养 30 h后

将小室取出，PBS清洗小室，随后加入4%多聚甲醛固

定细胞20 min，PBS清洗3次，0.2%结晶紫染液染色，

30 min后清洗，用棉签轻柔擦拭上室未穿过的细胞；

显微镜拍照，ImageJ软件对迁移细胞进行计数。
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1.8  体外激酶实验检测BRD1对AKT磷酸化的影响

参考文献[13]中的方法，将人BRD1和BRD1-ΔN克

隆至 pcDNA3.1-Myc-His，获得Myc-BRD1/BRD1- ΔN

过表达质粒。取实验室保存的GST-AKT纯化蛋白，

经SDS-PAGE分离，考马斯亮蓝染色后脱色并拍照，

以确定蛋白量。将 Myc-BRD1/BRD1-ΔN 过表达质

粒和HA-PDK1质粒共转染至HEK293T细胞中，48 h

后提取蛋白。取少量蛋白作为 Input，另取 400 μg蛋

白加入抗 -Myc及抗-HA磁性琼脂糖珠，4 ℃反应4 h，

免疫富集 Myc-BRD1/BRD1-ΔN 和 HA-PDK1。洗涤

磁珠后，用40 μL的激酶缓冲液重悬，加入1 μL GST-

AKT纯化蛋白及1 μL 10 mmol/L的ATP，充分混匀后

于 30 ℃反应 90 min。Western blotting 检测样本中

AKT和磷酸化AKT的含量。

1.9  Co-IP检测BRD1与HBO1、ITGA2与AKT之间

的相互作用

为分析过表达BRD1/BRD1-ΔN对AKT乙酰化的

影响，使用免疫沉淀（immunoprecipitation, IP）裂解液裂

解提取过表达BRD1/BRD1-∆N及对照NCI-H1299细胞

总蛋白[2, 13]，分别加入1 μL IgG（阴性对照）或1 μL AKT

抗体，4 ℃反应过夜后，加入Protein A/G琼脂糖珠，4 ℃

结合4 h，12 000 × g离心1 min，保留沉淀，洗涤后使用

乙酰化赖氨酸抗体，通过Western blotting检测全细胞裂

解液（whole cell lysates, WCL）和 IP的样品。

为检测 BRD1/BRD1- ∆ N 与 HBO1、ITGA2 与

AKT之间的相互作用，将 Flag-HBO1过表达质粒与

Myc-His-BRD1/BRD1-∆N质粒共转染HEK293T细胞

中，48 h后使用 IP裂解液裂解提取总蛋白，加入6 μL

抗-Myc 磁性琼脂糖珠进行反应，Western blotting 实

验检测WCL和 IP的样品中 Flag及Myc标签。另将

Flag-AKT 质粒与 HA-ITGA2 质粒共转染 HEK293T

细胞，48 h后裂解，分别用抗-Flag或抗-HA磁珠进行

IP，Western blotting检测相应标签。

1.10  在线数据库分析 BRD1 与患者总生存期、

ITGA2表达相关性及作为免疫治疗标志物的潜力

利用在线数据库TIMER 2.0分析BRD1与 ITGA2

之间的相关性（http://timer.cistrome.org/）[14-15]；并使用

TIMER 3.0评估BRD1表达与其作为免疫治疗生物标

志物潜力之间的关联（https://compbio.cn/timer3/）[16]。

1.11  CCK-8法检测过表达BRD1/BRD1-ΔN及联合

AKT抑制剂对细胞增殖的影响

将约800个各组A549/NCI-H1299细胞接种于96

孔板中，待细胞贴壁后，每孔加入10 μL CCK-8试剂，

于 37 ℃避光条件下培养 2 h，随后测定 450 nm波长

下的光密度（D）值。每隔 24 h 检测 1 次 D 值，以

“（D 实验-D 空白）/（D 对照-D 空白） × 100%”计算各组细胞的

存活率，其中空白孔仅加入培养基。

将对照组细胞、过表达 BRD1 或 BRD1-∆N 的

NCI-H1299细胞，按照每孔800个细胞接种于96孔板

中，DMSO组使用 1% DMSO处理，LY294002组加入

AKT抑制剂LY294002（20 μmol/L）处理，每天同一时

间给每个孔加入10 μL CCK-8试剂，于37 ℃避光条件

下培养 2 h，随后测定450 nm波长下的D值。每隔 24 h

检测1次D值，以“（D 实验-D 空白）/（D 对照-D 空白） × 100%”

计算各组细胞的存活率。

1.12  划痕愈合实验检测过表达BRD1/BRD1-ΔN及

联合AKT抑制剂、shITGA2对细胞迁移的影响

将各组细胞接种至 12孔板中，至细胞汇合度达

到 100% 后，使用 10 μL 移液器吸头尖端垂直划痕，

PBS轻柔洗去细胞，更换完全培养基为仅含1%胎牛

血清的DMEM，继续培养，LY294002组加入AKT抑

制剂LY294002（20 μmol/L）处理。于显微镜下采集图

像，采用 ImageJ软件测量划痕面积，按照公式计算对

应时间的划痕愈合率。以培养 24 h为例，划痕愈合

率 = （0 h划痕面积 − 24 h划痕面积）/0 h划痕面积 × 

100%。

1.13  克隆形成实验检测过表达BRD1/BRD1-ΔN及

联合 shITGA2对细胞增殖能力的影响

将 BRD1/BRD1-ΔN 组细胞接种到 6 孔板中，常

规培养约 10～14 d后取出，显微镜下观察细胞克隆

形成情况。当出现单个克隆时停止培养，弃去培养

基，用 PBS洗涤孔板 2次，加入 4%多聚甲醛固定 20 

min；固定后加入 0.2%结晶紫染色 30 min，弃去结晶

紫染色液，用流水轻柔冲洗孔板，自然风干后拍照，

采用 ImageJ软件对单个克隆进行计数，以“克隆的总

面积/孔的总面积”评价克隆形成能力。

1.14  统计学处理

统计分析及绘图采用GraphPad Prism 8.0软件完

成。两组间比较采用 t检验，多组间比较则采用单因

素方差分析。以P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统

计学意义。

2  结  果

2.1  BRD1可能参与NSCLC的恶性进程

本研究首先采用TIMER 3.0数据库中的ROC曲

线分析BRD1表达与免疫治疗预测之间的关系，结果

（图1）显示，BRD1可以作为NSCLC免疫治疗的中等

预测标志物（AUC = 0.625）[16]；这一结果提示 BRD1

可能在NSCLC中发挥功能。

2.2  过表达BRD1促进NSCLC细胞的增殖与迁移

Western blotting结果显示成功构建稳定过表达

BRD1/BRD1-ΔN的NCI-H1299（图2A）和A549（图2B）
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细胞；克隆形成实验与CCK-8实验结果显示，过表达

BRD1或BRD1-ΔN均能促进NCI-H1299细胞（图2C～

E，均P < 0.001）和A549细胞（图2F、G，P < 0.01或P < 0.001）

的增殖。此外，划痕愈合实验和Transwell实验表明，过

表达BRD1或BRD1-ΔN可增强NCI-H1299细胞的迁移

能力（图2H～K，P < 0.01或P < 0.001）。流式细胞术分析

结果显示，过表达BRD1不影响NCI-H1299细胞（图2L～

M，均P > 0.05）和A549细胞的凋亡（图2N～O，均P > 

0.05）。Western blotting结果（图2P）显示，过表达BRD1

或BRD1-ΔN不影响NCI-H1299细胞中凋亡相关蛋白

的表达。上述结果提示，过表达BRD1及其截短突变体

BRD1-ΔN均可以促进NSCLC细胞的增殖和迁移，但不

影响细胞凋亡。

通过ROC曲线分析BRD1对NSCLC患者免疫治疗的预测价值。

图1  BRD1表达与NSCLC免疫治疗疗效的ROC分析

A、B：Western blotting验证NCI-H1299细胞（A）和A549细胞（B）中BRD1/BRD1-ΔN的过表达；C、D：克隆形成实验检测BRD1组

（C）和BRD1-ΔN组（D）NCI-H1299细胞的增殖能力；E：CCK-8实验检测BRD1组和BRD1-ΔN组NCI-H1299细胞的增殖能力；

F、G：克隆形成实验检测BRD1组（F）和BRD1-ΔN组（G）A549细胞的增殖能力；H、I：划痕愈合实验检测BRD1组（H）和BRD1-ΔN

组（I）NCI-H1299细胞的横向迁移能力（划痕愈合图片，× 100）；J、K：Transwell实验检测BRD1组（J）和BRD1-ΔN组（K）NCI-

H1299细胞的纵向迁移能力，标尺 = 200 μm；L～O：流式细胞术检测BRD1组（L）和BRD1-ΔN组（M）NCI-H1299细胞及BRD1组

（N）和BRD1-ΔN组（O）A549细胞的凋亡能力；P：Western blotting检测BRD1及凋亡相关蛋白Bcl-2、PARP和cleaved-PARP的表

达，β-actin作为内参。n.s.为P > 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图2  过表达BRD1促进细胞的增殖与迁移
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2.3  过表达BRD1可以激活AKT

RNA-seq比较BRD1过表达组与Ctrl组、BRD1-

ΔN过表达组与Ctrl组的NCI-H1299细胞，分别鉴定

出666个和749个差异表达基因（FC > 1.5，P < 0.05）。

KEGG通路富集分析结果（图 3A、B）表明，差异基因

显著富集于 PI3K/AKT 和丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase, MAPK）等肿瘤相

关经典信号通路。Western blotting验证结果（图 3C）

表明，在A549和NCI-H1299细胞中过表达BRD1或

BRD1-ΔN均可以上调AKT的磷酸化水平，而 p38和

细胞外信号调节激酶（extracellular signal-regulated 

kinase, ERK）的磷酸化水平未受到明显影响。鉴于

AKTThr308和AKTSer473的磷酸化主要受上游激酶3-磷酸

肌醇依赖性蛋白激酶 1（3-phosphoinositide-dependent 

protein kinase 1, PDK1）和 PDK2的调控[17, 18]，Western 

blotting检测过表达BRD1对AKT上游激酶活性的影

响，结果（图 3D～G）表明，过表达 BRD1 并不影响

AKT上游激酶PDK1的磷酸化水平。体外激酶实验

结果（图3H～K）进一步表明，过表达BRD1及其截短

突变体BRD1-ΔN显著提高了AKTThr308和AKTSer473的

磷酸化水平。总之，BRD1可以通过不依赖于AKT上

游激酶的方式激活AKT。

A、B：BRD1组（A）、BRD1-ΔN组（B）与Ctrl组间差异表达基因的KEGG通路富集分析；C：Western blotting检测BRD1组及BRD1-ΔN

组的A549和NCI-H1299细胞中BRD1、AKT、p-AKT、ERK、p-ERK、p38及p-p38的表达，GAPDH或β-actin作为内参；D、E：Western 

blotting检测BRD1组及BRD1-ΔN组NCI-H1299细胞中BRD1、PDK1及p-PDK1的表达（D）及p-PDK1占总PDK1的比例（E）；

F、G：Western blotting检测BRD1组及BRD1-ΔN组A549细胞中BRD1、PDK1及p-PDK1的表达（F）及p-PDK1占总PDK1的比例（G）；

H、I：体外激酶实验检测过表达BRD1对AKT磷酸化的影响，其中（H）为AKTThr308，（I）为AKTSer473；J、K：体外激酶检测过表达BRD1-

ΔN对AKT磷酸化的影响，其中（J）为AKTThr308，（K）为AKTSer473。

图3  过表达BRD1激活AKT
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2.4  BRD1 促进 NSCLC 细胞增殖与迁移依赖于

AKT的活化

为明确BRD1的促增殖与迁移作用是否依赖于

AKT活化，使用AKT的抑制剂LY294002干预对照组

（Ctrl）、过表达 BRD1/BRD1-ΔN 组的 NCI-H1299 细

胞。CCK-8实验结果（图4A）显示，与Ctrl组相比，过

表达 BRD1/BRD1- ΔN 组细胞增殖能力显著增强

（P < 0.01 或 P < 0.05），加入 AKT 抑制剂 LY294002

后，该促增殖作用明显减弱。划痕愈合实验结果（图

4B、C）进一步显示，过表达BRD1/BRD1-ΔN组细胞

在 24和 36 h的迁移距离均显著大于Ctrl组（P < 0.05或

P < 0.01），LY294002处理 24 h后过表达组细胞的迁

移能力仍高于Ctrl组（均P < 0.05），但处理36 h后，两

组间已无统计学差异（均 P > 0.05）。综上，BRD1/

BRD1-ΔN促进细胞增殖与迁移的作用部分依赖于

AKT活化。

A：CCK-8法检测NCI-H1299细胞的增殖能力；B、C：划痕愈合实验检测LY294002干预前后NCI-H1299细胞的迁移能力变化，其中

（B）为代表性图像（× 100），（C）为划痕愈合率统计数据。n.s. P > 0.05，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图4  BRD1促进NSCLC细胞的增殖和迁移部分依赖于AKT的活化

2.5  BRD1不影响AKT的乙酰化

Co-IP 实验检测 BRD1 的乙酰化功能是否参与

AKT的激活，结果（图5A、B）显示，BRD1与HBO1存

在相互作用，而缺失N端的BRD1-ΔN不能与HBO1

结合。通过 Co-IP 富集内源性 AKT，检测过表达

BRD1或BRD1-ΔN对AKT乙酰化水平的影响，结果

（图 5C）显示，过表达 BRD1 或 BRD1-ΔN 均不影响

AKT的乙酰化水平。

对RNA-seq鉴定到的差异基因进行GSEA分析，

结果（图 5D～G）显示，过表达BRD1与PI3K/AKT信

号通路激活、细胞增殖、AKT活化及伤口愈合等基因

集均呈正相关。进一步将KEGG富集的差异基因和

GSEA 基因集进行 Venn 图分析，鉴定出交集基因

ITGA2可能在BRD1调控AKT活化中发挥作用（图

5H）。RT-qPCR 和 Western blotting 结果（图 5I、J）显

示，BRD1过表达显著上调 ITGA2 mRNA和蛋白水平

（均P < 0.01）。另外TIMER 2.0数据分析的结果（图

5K）显示，BRD1与 ITGA2表达呈正相关。综上结果

表明，ITGA2可能是BRD1调控AKT活化的下游靶

基因。

2.6  BRD1通过上调 ITGA2促进AKT激活

Co-IP分析结果（图 6A）表明，ITGA2和AKT并
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不存在直接相互作用。RT-qPCR结果（图 6B）显示，

转染 ITGA2 siRNA 后，NCI-H1299 细胞中 ITGA2 

mRNA 水平显著降低（P < 0.001）。Western blotting

结果（图6C～E）显示，单独过表达BRD1可上调AKT

的磷酸化，但转染 ITGA2 siRNA后，该促进作用被显

著逆转。在NCI-H1299细胞中敲低 ITGA2显著下调

AKT的磷酸化，且 3个靶向 ITGA2的 shRNA敲低效

果相当，后续选取 shITGA2-1进行实验。利用慢病毒

系统成功构建过表达 BRD1/BRD1-ΔN 且稳定敲低

ITGA2的NCI-H1299细胞系（图6F）。CCK-8实验和

克隆形成实验结果（图 6G～I）显示，与 Scramble + 

Ctrl 组 相 比 ，稳 定 过 表 达 BRD1/BRD1- ΔN 的

Scramble + BRD1和 Scramble + BRD1-ΔN组细胞增

殖能力显著提高（P < 0.001）；在此基础上稳定敲低

ITGA2后，该促增殖作用被明显消除（P > 0.05）。同

样，划痕愈合实验结果（图 6J、K）显示，单独过表达

BRD1可增强细胞迁移能力（P < 0.001），但这一效应

在敲低 ITGA2后消失。Western blotting结果（图 6L）

显示，在稳定过表达BRD1的细胞中敲低 ITGA2，能

够逆转由BRD1过表达诱导的AKT磷酸化。综上所

述，BRD1通过上调 ITGA2来促进AKT磷酸化及细

胞的增殖和迁移。

A、B：Co-IP检测BRD1（A）、BRD1-ΔN（B）与HBO1的相互作用；C：Co-IP检测过表达BRD1和BRD1-ΔN对AKT的乙酰化水平的影

响；D～G：GSEA富集分析显示差异基因显著富集于PI3K/AKT信号通路（D）、细胞增殖（E）、AKT激活（F）和伤口愈合（G）；H：KEGG

和GSEA交集基因的Venn图；I：RT-qPCR检测 ITGA2 mRNA的表达水平；J：Western blotting检测 ITGA2的蛋白表达，β-actin作为内

参；K：TIMER 2.0数据库分析NSCLC中 ITGA2与BRD1的相关性。**P < 0.01。

图5  BRD1不影响AKT的乙酰化

3  讨  论

肺癌是全球最常见且致死率最高的恶性肿瘤之

一，其中NSCLC占绝大多数。尽管治疗手段不断进

步，但患者预后仍不理想，因此亟须寻找新的关键致

癌分子，以期为临床提供有效治疗靶点。BRD1作为

组蛋白乙酰化的“阅读器”，可优先与HBO1等形成乙

酰转移酶复合物，影响基因转录活性，在基因调控与

细胞稳态中起着至关重要的作用[19]。近年来，BRD1

在结肠癌和肝癌中的促癌功能已有报道，但其在
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NSCLC 中的作用及机制尚不明确。本研究发现，

BRD1是NSCLC的一个重要的致癌因子。突破其传

统“乙酰化依赖”的作用模式，BRD1可以通过促进中

间分子 ITGA2的表达，间接促进PI3K/AKT信号通路

的活化，最终驱动NSCLC细胞增殖与迁移。同时，本

研究明确了BRD1-ITGA2-AKT轴在NSCLC中的核

心调控作用，为揭示驱动肺癌进展的分子通路提供

了新的见解。

A：Co-IP检测 ITGA2和AKT的相互作用；B：RT-qPCR检测转染 ITGA2 siRNA后，NCI-H1299细胞中 ITGA2 mRNA的水平；

C、D：Western blotting检测转染 ITGA2 siRNA后，BRD1组（C）和 BRD1-ΔN 组（D）NCI-H1299细胞中AKT、p-AKT的表达，其中

β-actin作为内参；E：Western blotting检测利用3种不同 ITGA2 shRNA慢病毒构建的稳定NCI-H1299细胞中AKT、p-AKT的表达；

F：Western blotting检测稳定过表达BRD1/BRD1-ΔN且敲低 ITGA2的NCI-H1299细胞中BRD1、ITGA2的表达；G：CCK-8实验检

测稳定过表达BRD1/BRD1-ΔN且敲低 ITGA2的NCI-H1299细胞的增殖能力；H、I：克隆形成实验检测稳定过表达BRD1/BRD1-

ΔN且敲低 ITGA2的NCI-H1299细胞的增殖能力，其中H为代表性图像，I为定量分析结果；J、K：划痕愈合实验检测稳定过表达

BRD1/BRD1-ΔN且敲低 ITGA2的NCI-H1299细胞的迁移能力，其中 J为定量分析结果，K为代表性图像（× 100）；L：Western 

blotting检测稳定过表达BRD1/BRD1-ΔN且敲低 ITGA2的NCI-H1299细胞中AKT、p-AKT的表达。

图6  敲低 ITGA2逆转BRD1诱导的AKT磷酸化及细胞增殖与迁移
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基于生物信息学和体外功能实验，本研究发现

BRD1可作为NSCLC的预后和免疫治疗的标志物；

且 BRD1 过表达可以促进 NSCLC 细胞的增殖和迁

移，但不影响细胞凋亡，进而促进肺癌进展，说明

BRD1 所引起的促癌功能主要依赖其促增殖功能。

既往研究[12]支持BRD1与临床不良结局相关，BRD1

在结肠癌患者肿瘤组织中表达高于正常组织，且可

以作为独立的预测标志物，既可以补充BRD1在肺癌

中的功能研究缺失，也可以进一步强化其作为肺癌

潜在治疗靶点的重要意义。

机制分析层面，本研究通过RNA-seq联合KEGG

富集分析，将 BRD1 与 PI3K/AKT 信号通路关联起

来。既往研究报道[20]显示，PI3K/AKT信号通路在多

方面起着至关重要的作用，如细胞存活、增殖、血管

生成、转录、翻译和代谢。为进一步证明BRD1通过

PI3K/AKT 信号通路发挥作用，本研究借助 PI3K/

AKT信号通路抑制剂干预[21]信号通路中关键蛋白的

活性，进一步证实BRD1通过激活AKT促进细胞的

增殖。既往研究[22]表明AKT的活化可以受上游激酶

级联反应的影响。然而本研究发现，BRD1上调AKT

的磷酸化但不依赖其上游激酶的活化，暗示BRD1在

NSCLC中促进AKT 活化的关键作用不依赖其上游

信号的活化，这种独特的AKT激活机制绕过了传统

的上游信号通路级联反应，凸显了BRD1在调控AKT

活化中的独特功能。

BRD1 作为支架蛋白充当 MYST（MOZ，Ybf2/

Sas3，Sas2，Tip60）乙酰转移酶家族的辅助亚基，优先

与HBO1结合催化调节乙酰转移酶活性，并在转录过

程中促进组蛋白赖氨酸的乙酰化。本研究发现，与

经典的表观修饰调控激酶磷酸化的机制不同[23]，

BRD1促进AKT活化不依赖其与HBO1结合的乙酰

化功能。测序分析鉴定发现，ITGA2可能是BRD1调

控 AKT 活化的中间分子，并通过体外实验发现，

BRD1可以上调 ITGA2的表达，ITGA2的表达上调对

BRD1介导的AKT激活至关重要，与先前研究[24]表明

ITGA2可促进AKT激活的结论一致。

尽管本研究探讨了BRD1在NSCLC中的功能及

其机制，但仍有若干局限性。首先，本研究主要采用

体外模型；虽然这些模型具有参考价值，但可能无法

完全模拟体内复杂的肿瘤环境，未来研究应纳入动

物模型，以验证BRD1在NSCLC进展中的作用，并在

更符合生理学背景的条件下评估靶向 BRD1 治疗

NSCLC的疗效，如使用异种移植模型或基因工程小

鼠，为深入理解BRD1在NSCLC发生和转移中的作

用提供重要见解。此外，必须通过体内实验验证靶

向BRD1治疗NSCLC的潜在疗效，阐明BRD1与其

他组蛋白乙酰转移酶之间的相互作用，以及其在不

同癌症类型中的功能，将有助于进一步优化治疗策

略。其次，尽管明确了BRD1与 ITGA2表达之间的关

联，但BRD1调控 ITGA2转录的具体机制仍知之甚

少。本研究仅证实了BRD1在调控 ITGA2中的功能，

仍需进一步研究以阐明BRD1调控 ITGA2的作用机

制，以及该过程中是否存在其他潜在的辅助因子和

调控元件。深入理解这些分子间的相互作用将有助

于更全面地揭示 ITGA2的调控机制，并发现新的治

疗靶点，例如，鉴定在 ITGA2启动子区域与BRD1相

互作用的转录因子，或鉴定与H3K14乙酰化协同作

用的其他组蛋白修饰酶，将有助于阐明BRD1调控

ITGA2的完整分子机制网络。

综上所述，本研究揭示了BRD1 通过激活 AKT

通路在NSCLC进展中发挥关键作用，BRD1可以通

过上调 ITGA2促进NSCLC细胞的增殖和迁移，这些

发现为BRD1作为NSCLC的预后标志物和治疗靶点

提供了有力依据。克服上述研究局限并深化对

BRD1分子机制的理解，对于开发有效的BRD1靶向

疗法至关重要，有望改善NSCLC患者的预后，尤其是

BRD1高表达且预后不良的患者，该领域的持续研究

有望催生新型治疗策略，为NSCLC的治疗带来新的

希望。

利益冲突声明：所有作者均声明不存在利益冲突。
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