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支气管上皮细胞系!"#$%恶性转化过程中
&’(基因甲基化改变研究

张文!孙玉鹗!蔡庆!卢光明

!摘要"!目的!研究人支气管上皮细胞系J[W&M恶性转化过程中\)C基因甲基化改变以及\)C基因

8!K.转录情况"方法!选取正常人支气管上皮细胞系J[W&M及其经+粒子照射&’周#!N&’$%&)周#!N

&)$%#*周#EN#*$和*$周#EN*$$的J[W&M细胞株作为研究对象#其中!N&’%!N&)未发生恶性转化&而EN#*%

EN*$已发生恶性转化$&采用甲基化特异性W=!#8-+,<21+46/NX\-:474:W=!&3;W$检测各细胞株中\)C基因

的甲基化改变情况&再运用半定量反转录W=!#9-+96N+91/X21+46/W=!&!ENW=!$检测\)C基因8!K.在各细

胞株中的表达情况"结果!&正常J[W&M细胞株\)C基因未发生甲基化&而!N&’%!N&)%EN#*和EN*$细胞

的\)C基因均发生了甲基化改变"’与正常 J[W&M 细胞相比&!N&’%!N&)%EN#*和 EN*$细胞\)C基因

8!K.转录水平均降低"结论!\)C基因甲基化改变发生在肺癌形成的早期阶段"\)C基因甲基化可导致

\)C基因8!K.转录水平降低"

!关键词"!肺肿瘤!!\)C!!甲基化!!甲基化特异性W=!
!中图分类号"!!*C&’̂*&#
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!!\)C基因是一种肿瘤抑制基因&它的失活能引起
细胞无限制分裂增殖&最终导致肿瘤发生"最早&人们
发现基因缺失和基因突变是导致\)C基因失活的主要
原因&近年来\)C基因甲基化导致\)C基因失活的机
制越来越引起人们的重视"国外一些学者提出&\)C
基因的甲基化发生在肺癌形成的早期阶段"本实验对
人支气管上皮细胞系J[W&M恶性转化过程中\)C基
因甲基化改变以及\)C基因 8!K.的转录情况进行
研究&以验证\)C基因甲基化是否发生在肺癌形成的
早期阶段"

!!材料与方法

作者单位+)’’?*#!北京&解放军总医院胸外科#通讯作者张文现在空
军总医院胸外科&邮编)’’’#C$

!%!!实验材料

!%!%!!细胞株!人支气管上皮细胞系J[W&M及+粒
子照射诱发恶转细胞株由军事医学科学院放射医学研

究所提供"J[W&M细胞+粒子照射诱发恶性转化具
体过程简介如下,)-+将指数生长期的J[W&M*S)’*细
胞接种于照射皿中&培养&$,&细胞贴壁后以+粒子照
射&照射剂量为细胞核剂量)%*I<&照射不均匀度"
h*H&照射时间为连续照射*$周"正常J[W&M细
胞&照射&’%&)周#!N&’%!N&)$细胞接种至裸鼠后均
未发现肿瘤形成&而照射#*周#EN#*$和*$周#EN*$$
细胞接种至裸鼠身上后长成肿瘤&经病理学鉴定为中
度分化鳞状上皮细胞癌"
本实验选取正常J[W&M细胞%!N&’%!N&)%EN#*

和EN*$细胞作为研究对象"
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!%!%"!试剂盒和试剂!MK.提取试剂盒 D̂.18\
MK.34/4Y4+购自德国 D̂.I[K公司!MK.纯化试
剂盒 @4d19AW20X34/4\9-\X购自美国W968-51公司!

!K.提取试剂盒 E!Dd62!-15-/+购自美国 IDJ=>
公司!)’’P\梯度 MK. 分子量标准参照物")’’"
)’’’P\#购自华美公司$其它试剂均为国产分析纯
试剂$

!%!%#!\)C引物!引物设计参考文献&%由上海生工
生物工程公司合成$野生型"\)CN@#扩增产物为

)$’P\%非甲基化型"\)CNf#扩增产物为)*)P\%甲基
化型"\)CN3#扩增产物为)*’P\$

!%!%$!,N肌动蛋白",N1:+4/#!引物序列
&#’由北京赛

百盛生物公司合成并纯化$

!%"!实验方法

!%"%!!细胞基因组MK.和总!K.的提取!按照试
剂盒说明书所述方法抽提MK.和总!K.$

!%"%"!甲基化特异性W=!"3;W#&&’!其原理是双链

MK.变性解链后%亚硫酸盐作用下发生=’f转化%

=若已有甲基化则无此改变!甲基化修饰只发生于*k
’#k方向=NI相联结构的=上%因此%在亚硫酸盐作
用后%MK.若无甲基化%则序列中的改变为 =’f(

=I’fI%若已有甲基化则为=’=(=I’=I%用不同
的引物做W=!%即可检测出这种差异%从而确定基因
有无=\I岛甲基化$先将提取的基因组MK."*/5#
加到’%&862)BK1>V 终浓度的*’/2碱裂解液中%

#"l 保 温 )’ 84/!然 后 将 # 862)B 亚 硫 酸 氢 钠
"\V*%’#*&’/2与)’8862)B氢醌#’/2轻轻混合%立
即加入碱变性后的MK.%上面覆盖一层矿物油%*’l
保温)C,%对基因组MK.的碱基进行亚硫酸氢钠修
饰$再用MK.纯化试剂盒 @4d19AW20X34/4\9-\X脱
盐%将MK.洗脱进*’/2水中$最后将含有磺化尿嘧
啶的MK.在碱性条件下"K1>V 终浓度’%#862)B#
室温处理*84/%再用乙醇沉淀$MK.重新溶于*’/2
水中%取少部分定量%其余g&’l冻存$按文献&所述
方法进行 3;NW=!扩增%反应体积均为*’/2%W=!循
环在W[(C’’扩增仪上完成$预变性(*l&84/%主循
环#*次&变性(*l#’X%退火温度"\)CN@(\)CN3(

\)CNf分别为C"l(C*l和C&l#$’X’%末次延伸

"&l$84/$反应完成后%将W=!产物与上样液按C
‘)混合后%于&H琼脂糖凝胶上电泳%于凝胶成像系
统下检测(照相$

!%"%#!半定量!ENW=!进行\)C基因 8!K.转录
分析!取总!K.*/5%在C*l变性*84/后%依次加
入*S反转录缓冲液$/2%AKEW’%*8862)B%随机引

物’%*/5%3N3BQ 反转录酶"美国 W968-51公司#

#’’f%总反应体积&’/2$在#"l反应(’84/后%

"’l加热)’84/终止反应$取)*/2",N1:+4/&/2#反
转录反应液作模板进行W=!反应%选用,N1:+4/作为
内参照&#’$用凝胶成像系统扫描\)C和,N1:+4/电泳
条带%以\)C),N1:+4/的比值来计算\)C基因 8!K.
转录水平$

"!结果

"%!!J[W&M及恶转细胞株中\)C基因的甲基化改变
情况!正常J[W&M细胞未发生\)C基因甲基化%而

!N&’(!N&)(EN#*和EN*$细胞均已发生了\)C基因甲
基化"图)#$

图!!J[W&M(!N&’(!N&)(EN#*(EN*$细胞\)C3;W电泳图

3*)’’P\MK.梯度

K1>!!\)C3;W-2-:+96\,69-+6591867J[W&M%!N&’%!N&)%EN#*%EN

*$:-22X

3*)’’P\MK.819Z-9

"%"!\)C基因在J[W&M及恶转细胞株中的转录情况

!表)(&为各细胞\)C基因 8!K.的!ENW=!分析
结果$从表中可以看出%与J[W&M细胞相比%!N&’(

!N&)(EN#*(EN*$细胞\)C基因8!K.转录量均降低
"图&#$

表!!J[W&M(!N&’(!N&)细胞\)C基因

8!K.!ENW=!分析结果

+4B!!!ENW=!9-X02+X67\)C8!K.67J[W&M%

!N&’%!N&):-22X

!=-22
\)C9-21+4G-+91/X:94\+46/2-G-2

"\)C),N1:+4/#
!1+46+6J[W&M

J[W&M ’%C&((?"&(*(C)$C("(# )
!N&’ ’%&C*&#")&#"")$CCCC# ’%$&)’)
!N&) ’%$#CC*"&’)$&)$C)&?# ’%C(#)&
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表"!J[W&M!EN#*!EN*$细胞\)C基因
8!K.!ENW=!分析结果

+4B"!!ENW=!9-X02+X67\)C8!K.67J[W&M"
EN#*"EN*$:-22X

!=-22
\)C9-21+4G-+91/X:94\+46/2-G-2

#\)C$,N1:+4/%
!1+46+6J[W&M

J[W&M ’%C’C?##&?#"C$$C"C)% )
EN#* ’%&(#&*#)#C"*$$CC#&% ’%$?#&*
EN*$ ’%##’’##)*#C($$C*C?% ’%*$#?C

#!讨论

\)C基因是一种肿瘤抑制基因"它位于人染色体

(\&)区"全长?%*ZP"由三个外显子和两个内含子组

成"它们共同编码)$?个氨基酸组成的)*%?Z0的\)C
蛋白&$"*’(\)C基因的失活会导致细胞无限制分裂增
殖&C’(研究表明"在许多肿瘤细胞系和原发性肿瘤中
都有\)C基因的改变(最早受到重视的是\)C基因的
缺失和突变"但研究中发现不带有上述改变的样品也
会出现表达下调"后来证实基因甲基化也是表达下调
的重要机制之一(\)C基因第一外显子和第二外显子
部分区域富含=和I"形成=\I岛"是\)C基因甲基
化的重要结构基础(从实验结果来看"J[W&M细胞至
少在受照射&’周时就已发生了\)C基因的甲基化"而
此时将它们接种在裸鼠身上并不能长成肿瘤"说 明 此

图"!J[W&M!!N&’!!N&)!EN#*!EN*$细胞\)C基因8!K.!ENW=!电泳图

3))’’P\MK.梯度

K1>"!\)C8!K.!ENW=!-2-:+96\,69-+6591867J[W&M"!N&’"!N&)"EN#*"EN*$:-22X

3))’’P\MK.819Z-9

时细胞还没有发生恶变(随着照射继续进行"至受照
射#*周时"细胞发生恶性转化"裸鼠成瘤实验阳性"而
此时细胞仍保持\)C基因的甲基化改变"并且此后直
到受照射*$周时细胞还继续保持这种状况(这说明"

\)C基因甲基化发生在肺癌形成的早期阶段"并且这
种改变可以遗传给子代细胞(J-24/XZ<等&"’对肺癌中

\)C基因甲基化的改变作了较为系统的研究"他们从
肺癌患者的痰样品中检出$#H##$"%有\)C基因甲基
化"而在没有肺癌的吸烟者痰样品中只检出)(%&H
#*$&C%有\)C基因甲基化(他们发现"用香烟中的致
癌成分诱导的大鼠肺腺癌中"($H的样品发生了\)C
基因甲基化改变(更为重要的是"在腺瘤和重度!生
这样的癌前阶段也经常可以检测到\)C基因的甲基
化"说明它是致癌过程中的早期改变(在对鳞癌的研
究中他们也发现"肺鳞癌在从基底细胞增生到原位癌
的发展过程中"\)C基因甲基化亦有明显增高的趋势)

基底细胞增生!鳞状化生和原位癌中\)C基因甲基化
的检出率分别是)"H!&$H和*’H"因此认为\)C基
因甲基化在人的肺癌发生中是一个早期事件"它有可
能成为肺癌早期检测和评价预防措施效果的新的标志

物(
实验发现"\)C基因在受照射&’周以后的各代细

胞中转录水平均降低"这一现象说明\)C基因甲基化
确实是导致\)C蛋白表达降低的一个重要机制"但还
不能简单地认为\)C蛋白表达降低完全是由于\)C基
因的甲基化所致"因为军事医学科学院放射医学研究
所在对转化过程中的J[W&M细胞进行染色体研究
时"发现部分J[W&M细胞发生了染色体的丢失!错位
等变化"其中也包括\)C基因所在的第(号染色体(
另外"I1dd-94等&C’在对肺癌标本及细胞系进行研究时
发现"部分\)C蛋白表达降低的肺癌有\)C基因的丢
失!突变(那么"\)C基因的甲基化与\)C基因的丢
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失!突变之间是什么关系呢？目前已经知道"基因甲基
化以后易于突变#?$"基因甲基化的异常会引起基因组
的不稳定"基因甲基化能促进染色体潴留#($导致基因
丢失"还有研究表明基因甲基化在神经系统肿瘤中先
于等位基因的缺失#)’$%通过以上几个事实可以推测"

\)C基因的甲基化与\)C基因的丢失!突变有内在联
系"而且\)C基因的甲基化比\)C基因的丢失!突变发
生得更早%
总之"本实验结果显示"\)C基因甲基化改变发生

在肺癌形成的早期阶段"并且在肺癌形成后仍继续保
持%它提示\)C基因甲基化检测有希望成为肺癌早期
诊断的新的标志物%
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第一届中国西部暨第五届四川省肺癌学术会议简报

由中国抗癌协会肺癌专委会中国西部肺癌研究协作中心和四川省抗癌协会肺癌专委会共同主办"四川大学
华西医院肿瘤中心承办的第一届中国西部暨第五届四川省肺癌学术会议"于&’’#年(月&?日"(月#’日在四
川省成都市金牛宾馆召开%虽然这是四川省!西部地区的一次肺癌学术会议"但同时也有来自美国!台湾以及国
内其它省!市!自治区的知名专家的积极参与%大会收到论文&*’多篇")C’余人参会%孙燕院士!黄国俊教授!
周清华教授!吴一龙教授等)#位著名专家作了专题发言"近#’篇论文在大会上进行了交流"内容涉及肺癌分子
水平的基础研究"肺癌外科治疗"局部晚期肺癌扩大切除"电视胸腔镜!纵隔镜!W[E在肺癌诊治中的应用"肺癌
影像学诊断"肺癌流行病学研究"以及肺癌化疗!放疗!多学科综合治疗等%
此次大会期间正式成立了中国抗癌协会肺癌专委会中国西部肺癌研究协作中心"选举产生了协作中心指导

委员会!执委会"孙燕院士当选为指导委员会荣誉主任委员"张明和!黄国俊教授为指导委员会主任委员"刘锟!吴
一龙教授为指导委员会副主任委员"周清华教授当选为执委会主任委员%中心将本着+团结!协作!求实!创新,的
精神"积极开展肺癌临床和基础的多中心协作研究"肺癌防治知识普及教育"肺癌诊治规范的普及和统一-加强西
部地区的学术交流!学术争鸣"以及与国内外的学术交流-加强西部地区肺癌防治人才培养"尤其是中青年骨干的
培养%协作中心在会议期间协商了近期将要开展的临床多中心协作研究项目"并决定下一届西部肺癌学术会议
将于#年后在新疆召开%

中国抗癌协会肺癌专委会中国西部肺癌研究协作中心

四川省抗癌协会肺癌专委会
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