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摘要：目的 旨在了解转化细胞在成瘤过程中的

ｐ１５，ｐ１６，ｐ５３和Ｋｒａｓ基因编码序列突变情况。方
法 运用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）技术和
ＤＮＡ测序技术。结果 转化各阶段细胞 ｐ１５和Ｋ
ｒａｓ基因编码序列为野生型。在转化进程中，各转化
细胞均携带与细胞永生化有关的 ｐ５３第４７密码子
ＣＣＧ→ＴＣＧ（脯氨酸→丝氨酸）转换，在此基础上无新
的错义突变发生。ｐ１６基因在 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞和
ＢＥＡＳＳＴＥ细胞中均为野生型，在 ＢＥＡＳＴＴｂ细胞中
第４密码子发生ＴＣＧ→ＴＡＧ（丝氨酸→终止密码子）
碱基转换，结果为无义突变，第 １９，５２密码子分别
发生 ＧＡＧ→ＡＡＧ（谷氨酸→赖氨酸）转换，ＧＣＧ→
ＡＣＧ（丙氨酸→苏氨酸）转换的错义突变。ＢＥＡＳＴＴｃ
细胞中第１９密码子发生ＧＡＧ→ＡＡＧ（谷氨酸→赖氨
酸）转换的错义突变，而没有可检测的 ＢＥＡＳＴＴａ细
胞的ｍＲＮＡ存在。结论 ｐ１６基因的突变或表达缺
失与恶性转化细胞的成瘤过程相关。
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化学物诱导的癌变过程是一种涉及基因改变的

多步骤过程，其包括多种癌基因的激活和抑癌基因

的失活，并需一定次数的积累。人源上皮细胞的恶

性转化和转化细胞的异体动物成瘤模型可以方便的

用来研究理化因素诱发的癌变过程。塞替派
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（ｔｈｉｏｔｅｐａ）是临床应用的一线抗癌药物，流行病学调
查已经证实塞替派可以引起多种二次肿瘤，为探讨

塞替派引起人类癌变的细胞分子机制本室已进行了

塞替派诱发永生化人支气管上皮细胞（ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ
ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙｔｈｉｏｔｅｐａ，
ＢＥＡＳＴＥ）的基因突变情况作了报道［１，２］。本研究对
ＢＥＡＳＴＴ的裸小鼠接种成瘤细胞的细胞系（ｔｕｍｏｒｉ
ｇｅｎｉｃｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙ
ｔｈｉｏｔｅｐａ，ＢＥＡＳＴＴ）进行了突变检测旨在了解转化细
胞在成瘤过程中的重要肿瘤相关基因改变，探讨塞

替派的诱癌机制。

１ 材料和方法

１．１ 试剂

总ＲＮＡ提取试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ），逆转录反应试
剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ），ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ（大连 ＴａＫａＲａ生物公
司），１００ｂｐＤＮＡ分子量梯度标记物（Ｐｒｏｍｅｇａ），
ＢＥＡＳ２Ｂ细胞第 ２２代（美国 ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｅｌｌＣｏｌ
ｌｅｃｔｉｏｎ）及 ＢＥＡＳＴＥ的琼脂糖克隆扩增细胞（ＢＥＡＳ
ＴＥｃｅｌｌｓｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍａｇａｒｏｓｅ，ＢＥＡＳＳＴＥ）第 ６代、
ＢＥＡＳＴＴ（ａ，ｂ，ｃ）第２５，２４和２４代 （本室构建 ）［３，４］。
１．２ 总ＲＮＡ的抽提及逆转录反应

按试剂盒说明进行，同时产物进行紫外定量纯

度测定。产物－２０℃保存。
１．３ 引物的设计及ＰＣＲ反应

引物序列：所用引物由软件ＤＮＡＭＡＮ４．０设计。
引物处于基因不同的外显子上以避免残存微量基因

组ＤＮＡ对扩增的影响。因 ｐ５３基因编码序列约有
１．１ｋｂ，ｐ５３基因编码序列分段扩增。所有引物均由
上海Ｂｉｏａｓｉａｎ公司合成。ＰＣＲ扩增所用引物序列及
反应条件如下：

１．３．１ ｐ５３基因编码序列的扩增
ｐ５３Ａ１Ａ ５′ＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＧＡＣＧＧＴＧＡＣＡＣＧ３′
ｐ５３Ａ２Ｂ ５′ＣＧＡＡＡＡＧＴＧＴＴＴＣＴＧＴＣＡＴＣＣ３′
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃变性 ４５
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ｓ，６２℃退火６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ３２循环，最后７２℃７
ｍｉｎ，产物６８６ｂｐ。

ｐ５３ＢＩＡ ５′ＴＣＴＧＴＣＣＣＴＴＣＣＣＡＧＡＡＡＡＣＣ３′
ｐ５３Ｂ２Ｂ ５′ＴＴＧＧＧＣＡＧＴＧＣＴＣＧＣＴＴＡＧＴＧＣＴＣＣ３′
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃变性 ４５

ｓ，６４℃退火６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ３２循环，最后７２℃７
ｍｉｎ，产物 ６４４ｂｐ。

Ｃ１Ａ ５′ＴＡＧＴＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＣＴＡＴＧＡＧＣＣＧ３′
Ｃ２Ｂ ５′ＧＧＡＡＴＴＣＡＡＡＡＴＧＧＣＡＧＧＧＧＡＧＧＧ３′
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃变性 ４５

ｓ，６９℃退火及延伸 ９０ｓ，３２循环，最后 ７２℃ ７ｍｉｎ，
产物 ６１３ｂｐ。
１．３．２ ｐ１６基因编码序列的扩增

ｐ１６引物
ｐ１６１５ ５′ＡＧＡＧＧＧＧＧＡＧＡＧＣＡＧＧＣＡＧ３′
ｐ１６１４ ５′ＣＣＴＧＴＡＧＧＡＣＣＴＴＣＧＧＴＧＡＣ３′
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃变性 ４５

ｓ，６０℃退火６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ３２循环，最后７２℃７
ｍｉｎ，产物５８０ｂｐ。
１．３．３ ｐ１５基因编码序列的扩增

ｐ１５引物
ｐ５２７１ ５′ＴＡＡＧＴＴＴＡＣＧＧＣＣＡＡＣＧＧＴＧ３′
ｐ５８２１ ５′ＣＴＴＣＡＴＣＧＡＡＴＴＡＧＧＴＧＧＧＴＧ３′
ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃变性 ４５

ｓ，６０℃退火６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ３２循环，最后７２℃７
ｍｉｎ，产物 ５５０ｂｐ。

１．３．４ Ｋｒａｓ基因编码序列的扩增
Ｋｒａｓ引物
ｒａｓ９４ ５′ＧＣＣＡＴＴＴＣＧＧＡＣＴＧＧＧＡＧ３′
ｒａｓ６４６ ５′ＣＡＣＣＣＴＧＴＣＴＴＧＴＣＴＴＴＧＣＴＧ３′

１．４ ＰＣＲ产物的序列分析
将细胞的 ｐ５３，ｐ１５，ｐ１６和Ｋｒａｓ基因编码序

列的ＰＣＲ产物利用设计的引物经纯化后直接进行
测序。测序工作由上海 Ｂｉｏａｓｉａｎ生物技术公司完
成。

２ 结果

２．１ ｐ５３，ｐ１５，ｐ１６和Ｋｒａｓ基因的ＰＣＲ扩增
取ＢＥＡＳ２Ｂ，ＢＥＡＳＳＴＥ和３种 ＢＥＡＳＴＴ细胞的

ＲＮＡ经逆转录后，取逆转录产物 ｃＤＮＡ为模板，分别
扩增 ｐ５３，ｐ１５，ｐ１６和Ｋｒａｓ基因的全部编码序列。
扩增产物经２．０％琼脂糖凝胶电泳证实为设计目标
产物，如图１。
２．２ ｐ５３，ｐ１５，ｐ１６和Ｋｒａｓ基因的测序结果

ＢＥＡＳ２Ｂ，ＢＥＡＳＳＴＥ和３种ＢＥＡＳＴＴ细胞的 ｐ５３
和 Ｋｒａｓ基因ｃＤＮＡ扩增产物经测序，结果表明 Ｋｒａｓ
基因在５株细胞中没有发生突变为野生型。五株细
胞的 ｐ５３基因均在第４７位密码子上有ＣＣＧ→ＴＣＧ（脯
氨酸→色氨酸）转换而发生错义突变，在ＢＥＡＳＴＴｂ细
胞的 ｐ５３基因３５６密码子上发生了 ＧＧＧ→ＧＧＴ转换
的同义突变。测序结果见表１。

测序结果表明，ＢＥＡＳ２Ｂ，ＢＥＡＳＳＴＥ，ＢＥＡＳ

Ｆｉｇ１． ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｎａ１．８％ ａｇａｒｏｓｅ．ＢＥＡＳＴＴ：ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｅｄｂｙｔｈｉｏｔｅｐａ．ＢＥＡＳＳＴＥ：ＢＥＡＳＴＥｃｅｌｌｓｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍａｇａｒｏｓｅ．Ｌａｎｅｓ１，２，８，９，１０：ｐ５３ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＣ（６１３ｂｐ）；ｌａｎｅｓ３，
４，５，６，７：ｐ５３ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＢ（６４４ｂｐ）ｏｆｃｅｌｌＢＥＡＳ２Ｂ，ＢＥＡＳＳＴＥ，ＢＥＡＳＴＴａ，ＢＥＡＳＴＴｂ，ＢＥＡＳＴＴｃ；ｌａｎｅｓ１１，１２，１３，２４，
２５：ｐ１５ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（５５０ｂｐ）；ｌａｎｅｓ１４，１５，１６，１７，１８：ｐ５３ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔＡ（６８６ｂｐ）；ｌａｎｅｓ１９，２０，２１，２２，２３：Ｋｒａｓｇｅｎｅ
ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（５５２ｂｐ）ｏｆｃｅｌｌＢＥＡＳ２Ｂ，ＢＥＡＳＳＴＥ，ＢＥＡＳＴＴａ，ＢＥＡＳＴＴｂ，ＢＥＡＳＴＴｃ；ｌａｎｅｓ２８，２９，３０，３２，３３：ｐ１６ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄ
ｕｃｔ（５８０ｂｐ）ｏｆＢＥＡＳ２Ｂ，ＢＥＡＳＳＴＥ，ＢＥＡＳＴＴｃ，ＢＥＡＳＴＴｂ，ＢＥＡＳＴＴａ；ｌａｎｅ３１：ｐ５３ｂｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（６１３ｂｐ）ｏｆＢＥＡＳＴＴａ；ｌａｎｅ
Ｍ：ｍａｒｋｅｒ．
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Ｔａｂ１． Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｐ５３ａｎｄｐ１６ｇｅｎｅｃＤＮＡｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆＢＥＡＳ２Ｂ，ＢＥＡＳＳＴＥ，ＢＥＡＳＴＴａ，
ＢＥＡＳＴＴｂａｎｄＢＥＡＳＴＴｃ

Ｃｅｌｌ Ｐａｓｓａｇｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｐ５３ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｐ１６ｇｅｎｅ

ＢＥＡＳ２Ｂ ２２ ４７ＣｏｄｏｎＣＣＧ→ＴＣＧ Ｗｉｌｄｔｙｐｅ
ＢＥＡＳＳＴＥ ６ ４７ＣｏｄｏｎＣＣＧ→ＴＣＧ Ｗｉｌｄｔｙｐｅ
ＢＥＡＳＴＴａ ２５ ４７ＣｏｄｏｎＣＣＧ→ＴＣＧ Ｎｏｄｅｔｅｃｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＢＥＡＳＴＴｂ ２４ ４７ＣｏｄｏｎＣＣＧ→ＴＣＧ Ｃｏｄｏｎ４ＴＣＧ→ＴＡＧ

３５６ＣｏｄｏｎＧＧＧ→ＧＧＴ Ｃｏｄｏｎ１９ＧＡＧ→ＡＡＧ
Ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｍｕｔａｔｉｏｎ Ｃｏｄｏｎ５２ＧＣＧ→ＡＣＧ

ＢＥＡＳＴＴｃ ２４ ４７ＣｏｄｏｎＣＣＧ→ＴＧＧ Ｃｏｄｏｎ５２ＧＣＧ→ＡＣＧ

ＴＴａ，ＢＥＡＳＴＴｂ和ＢＥＡＳＴＴｃ５株细胞中 ｐ１５基因均
未发生突变。ｐ１６基因测序表明 ＢＥＡＳ２Ｂ和 ＢＥＡＳ
ＳＴＥ细胞的编码序列为野生型，在 ＢＥＡＳＴＴｂ细胞中
第４密码子发生ＴＣＧ→ＴＡＧ（丝氨酸→终止密码子）
碱基转换结果为无义突变，第１９，５２密码子分别发
生ＧＡＧ→ＡＡＧ（谷氨酸→赖氨酸）转换，ＧＣＧ→ＡＣＧ
（ＡＬＡ→苏氨酸）转换的错义突变。ＢＥＡＳＴＴｃ细胞中
第１９密码子发生 ＧＡＧ→ＡＡＧ（谷氨酸→赖氨酸）转
换发生错义突变，在同等条件下可扩增表达较低的

ｐ５３基因产物却无法扩增出 ＢＥＡＳＴＴａ细胞的 ｐ１６
基因产物，说明在ＢＥＡＳＴＴａ细胞中无可检测的 ｐ１６
基因ｍＲＮＡ表达图（１Ｅ）。

３ 讨论

癌基因尤其是抑癌基因是多种致癌原攻击的重

要靶点。国内外对理化因素诱导细胞转化的分子水

平改变的研究已有较多报道，其中包括本室戴向国

等［５］对环磷酰胺诱导的叙利亚地鼠胚胎细胞的

ｐ５３，Ｈｒａｓ和Ｋｒａｓ基因的突变和ｃｍｙｃ基因的表达
水平改变研究；葛世丽等［６］对α粒子诱发 ＢＥＰ２Ｄ恶
性转化细胞的 ｐ５３基因突变特点和细胞基因表达研
究。Ｈｅｉ等对石棉诱发的ＢＥＰ２Ｄ恶性转化和成瘤细
胞的 ｒａｓ基因进行了突变研究，还利用ｃＤＮＡ表达芯
片对其进行基因表达差异研究［７，８］。利用本室已建

立的人支气管上皮细胞转化模型对药物诱导的人支

气管上皮恶性转化成瘤细胞进行分子水平改变研

究，按细胞的不同转化阶段，观察了 Ｋｒａｓ，ｐ５３，
ｐ１５和ｐ１６基因的突变情况。ｒａｓ癌基因产物是信
号转导的中间分子，在多种恶性肿瘤中都发现 ｒａｓ
基因的高频率突变，而活化的 ｒａｓ基因也能引起正
常细胞的转化表型。在本试验中未观察到 Ｋｒａｓ基
因的突变，可能说明塞替派的细胞转化和转化细胞

的成瘤过程没有涉及 Ｋｒａｓ基因的突变激活，而是
通过其他途径诱导细胞发生恶性转化。

ｐ５３是各种癌症中较易发生突变的基因，肺癌
中 ｐ５３基因突变十分常见。ｐ５３基因缺失、突变已
被证明是许多肿瘤发生的始因之一。据 Ｌｅｈｍａｎ
等［９］报道 ＢＥＡＳ２Ｂ在 ｐ５３基因４７密码子有基因突
变存在并认为该位点突变与上皮细胞的永生化有

关。在本试验中观察到转化细胞及转化成瘤细胞均

携带ＢＥＡＳ２Ｂ细胞 ｐ５３基因４７密码子的本底突变，
但没有新的错义突变发生，说明 ｐ５３基因４７密码子
的突变在细胞的永生化和恶性转化过程中均发挥重

要作用。细胞由永生化至恶性转化之间的跨越尚需

其他因素的参与。

ｐ１５基因（ＭＴＳ２）与 ｐ１６基因（ＭＴＳ１）均定位于
９ｐ２１，在细胞周期的调控中起着关键性的作用［１０］。
目前较为公认的 ｐ１５，ｐ１６基因的失活机制是纯合
性缺失、突变和高甲基化。本研究结果表明，在转化

进程中，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞和ＢＥＡＳＳＴＥ细胞 ｐ１６基因全
部编码序列未观察到基因突变，而在 ３种肿瘤细胞
中，ＢＥＡＳＴＴａ没有可检测的 ｍＲＮＡ表达，ＢＥＡＳＴＴｃ
和ＢＥＡＳＴＴｂ各有不同位点和数量的错义突变存
在，说明 ｐ１６基因因突变而失活或表达缺失与塞替
派诱导人支气管上皮细胞恶性演进相关。

综合上述结果，本研究认为在与永生化有关的

ｐ５３基因第４７密码子的突变基础上的 ｐ１６基因的
错义突变或表达缺失与转化细胞进一步获得致瘤性

相关，此过程是否涉及其他癌基因和抑癌基因的异

常改变尚需进一步研究。
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