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!"# 缺失和突变对人肺癌细胞系

恶性表型影响的比较

汪惠 赖百塘 李金照 杨学惠 张春彦 岳文涛 张洪涛 李曦 湛秀萍 王

【摘要】 目的 比较研究外源正义和反义 !"# 对所转染细胞系恶性表型的影响。方法 构建正义和反

义 !"# $%&’ 真核细胞表达载体 !()*+,!"#（-.）和 !()*+,!"#（’.），用 /0!123$405 介导转染 678% 细胞。+9- 检测

外源 !"# 和 531 基因。荧光显微镜检查转染细胞绿荧光蛋白。免疫组化染色检测突变蛋白表达。比较

!()*+,!"#（’.）,678% 和 !()*+,!"#（-.）,678% 的集落形成试验和裸鼠移植试验。用流式细胞术分析细胞周

期。结果 +9- 检测出外源 !"# 和 531 基因存在于细胞，细胞可见绿色荧光。免疫组化检测示!()*+,!"#
（’.）,678% 突变蛋白呈阴性，母系为阳性，表明反义 !"# 能封闭突变 !"# 蛋白表达。!()*+,!"#（-.）,678% 和

!()*+,!"#（’.）678% 细胞集落形成率和裸鼠移植成瘤性均降低，!()*+,!"#（-.）,678% 更为明显。!()*+,!"#
（’.）,678% 细胞周期阻滞于 )8 期。结论 在同一细胞背景下，!"# 缺失比 !"# 突变对恶性增殖起更重要的作

用。外源野生型 !"# 在肿瘤细胞中可恢复重建其功能，外源反义 !"# 可封闭突变蛋白表达，阻止细胞停留于

)8 期。
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野生型 !"# 具有调节细胞增殖周期和诱导细胞程

序性死亡等抑癌功能［8］。肺癌中 !"# 基因异常发生率

较高［=，#］，异常状态为基因缺失、突变或两者兼有的改

·";=·中国肺癌杂志 =77= 年 6 月第 " 卷第 ; 期 9D05 R /A5I 9H5$3G，’AIA@4 =77=，S1K <"，&1<;

DOI: 10.3779/j.issn.1009-3419.2002.04.02

 中国肺癌杂志 
www.lungca.org



变，尤以 !"# 突变为多见。!"# 基因突变不仅丧失抑

癌功能，而且其突变蛋白可能是肿瘤特殊转录蛋白或

肿瘤抗原，具有致癌作用［$］。研究 !"# 异常状态对肿

瘤细胞恶性表型影响的报告较多，我们利用有 !"# 缺

失和突变的人肺癌细胞系 %&’( 作为模型，将构建的

!"# )(*+ 正向和反向联结的表达质粒分别转染 %&’(
细胞，建立了仅有 !"# 缺失和仅有 !"# 突变的两个细

胞系，比较了在同一细胞背景下，不同 !"# 异常状态对

细胞恶性生长的影响，对于认识 !"# 的基因异常状态

与细胞恶性表型的相关性有着重要意义，为以 !"# 为

靶点的肿瘤治疗提供思路和依据。

! 材料和方法

! ,! 人肺巨细胞癌系 "#!( %&’( 为人肺巨细胞癌

系，该细胞第 - 外显子 .$% 位氨基酸密码有杂合性基

因缺失和存在碱基由 /00!/11 颠换，有突变蛋白产

生［"］。按常规方法培养和传代。

! ,$ 构建含正向和反向联结 !"# )(*+ 表达载体 含

’ ,% 23 !"# )(*+ 质粒 4/"#56*（美国 789 /:;)<= /<;><=
提供）经 ?:@?A!消化，获 ’ ,% 23 !"# )(*+，联结于 $ ,
- 23 的 !B074。为了证明 !"# )(*+ 正向和反向联结

于质粒，用内切酶 AC;D"与 +EF;!双酶切质粒 !B074
和重组质粒 !B0745!"#，经电泳酶切图分析确定 !"# 正

向和反向联结。

! ,% GC!8H<)>C; 介导质粒转染细胞和建立转染细胞系

每皿接种 ’ ,. I ’&" 的 %&’( 细胞，次日细胞达 "&J
K %&J融合，按 GC!8H<)>C; 转染细胞常规方法进行，各

取 ’ @L M G !B0745!"#（+6）以及 !B0745!"#（N6）(*+ 和

空载 !B074 质粒，分别加入 O%#E 无血清培养基，各取

.#E GC!8H<)>C; 加入于 O%#E 无血清培养基，室温$" @C;。

将 GC!8H<)>C; 稀释液分别与上述含 !B074 和 !B0745!"#
（+6）、!B0745!"#（N6）(*+ 混合，室温’" @C;后，分别

加入%&&#E无血清培养基，将其加入到上述经洗涤的

%&’( 细胞上，置 /P. 暖箱 . Q 后，更换为含血清培养

基。$% Q 后，每皿培养细胞加入%&&#L 0$’% 筛选，将

形成的细胞集落接种单个细胞于 OR 孔板进行克隆。

克隆生长后，检查细胞 074 表达和外源 !"# 基因存在

和表 达，建 立 !B0745%&’(、!B0745!"#（+6）5%&’( 和

!B0745!"#（N6）5%&’( 细胞系。

! ,& 外源基因检测

! ,& ,! 绿荧光蛋白检测 !B074 上有绿色荧光蛋白

基因（074），可监测上游插入的 !"# 基因表达。将检

测细胞接种于小玻片上进行常规培养，转染 $% Q 后取

出小片，用 *C28 荧光倒置显微镜，激发光为 $%%#@、发

射光最高波长为 "&-#@ 的滤光片进行检查。转染细

胞系 !B0745%&’( 和 !B0745!"#（+6）5%&’(、!B0745!"#
（N6）5%&’( 用同样方法检查。

! ,& ,$ 外源 !"#、;<8 基因检测 用 4/N 检测母系及

转 染 细 胞 系 !B0745%&’(、!B0745!"#（ +6）5%&’(、

!B0745!"#（N6）5%&’(。!"# 引物及 ;<8 基因引物见文

献 "，!"# 引物可扩增人源 !"# )(*+ 含 ’#’% K ’-R" 基

因区域的 $R’ 3! 基因片段。用以上引物分别扩增转

染细胞系和母系细胞 (*+，行聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测外源基因。

! ,’ 免疫组织化学染色 !"# 突变蛋白的单克隆抗

体（+35. 8;)8L<;< S)C<;)<）行免疫组化染色。收集母系

及转 染 细 胞 系 !B0745!"#（N6）5%&’( 和 !B0745!"#
（+6）5%&’( 细胞悬液，制片，镜检 !"# 突变蛋白表达，

阳性细胞浆、核呈深黄色。

! ,( 细胞集落试验 行集落试验检测细胞增殖能力，

每个平皿分别接种 "&& 个 %&’(、!B0745%&’(、!B0745
!"#（+6）5%&’( 或 !B0745!"#（N6）5%&’( 细胞，每种细胞

种 # 个平皿，/P. 暖箱培养 ’ 周后，0C<@S: 染色，于镜

下计数集落，每个集落为 "& 个细胞以上，计算每种细

胞集落平均数，计算形成率和抑制率。形成率 T 平均

集落数 M "&& I ’&&J。抑制率 T（对照组集落形成率 U
试验组集落形成率）M对照组集落形成率。

! ,) 裸鼠移植试验 将对数期生长的 "#!(、!B0745
!"#（N6）5%&’( 和 !B0745!"#（+6）5%&’( 细胞制备成细

胞悬液，每组接种 . 只，每只裸鼠于后腿两侧分别接种

’ I ’&- M @E 细胞悬液，观察并记录移植瘤生长情况及体

积，于接种后两个月解剖肿瘤，称重送病理诊断。将各

组肿瘤组织作印片，于荧光镜下检查细胞有无荧光表

达。

! ," 统计学处理 采用 ! 检验和!
. 检验。

$ 结果

$ ,! !"# 正向和反向联结 !B074 表达质粒的构建

用内 切 酶 AC;D"与 +EF;!双 酶 切 质 粒 !B0745!"#
（+6）、!B0745!"#（N6），电泳酶切图证明 !"# 基因正或

反向联结质粒。由于 !"# 基因 "V端 #&& 多 3! 处有 +E5
F;!酶切位点，!B074 载体也有一个 +EF;!酶切位

点，!"# "V端方向有 AC;D"酶切点，因此用 AC;D"与

+EF;!双酶切，!"# 正向插入应得到包括有 #&& 3! 在

内的 # 个片段，反向插入则无 #&& 3! 的小片段出现。

$ ,$ 转 染 细 胞 系 的 建 立 经 GC!8H<)>C; 分 别 介 导

!B074和 !B0745!"#（+6）、!B0745!"#（N6）到 %&’( 细

胞，经 0$’% 筛选，获耐受集落。经单细胞克隆建立了
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转染 细 胞 系 !"#$%&!’(（)*）&+,-.、!"#$%&!’(（/*）&
+,-. 和 !"#$%&+,-.，用荧光显微镜检查证明转染细

胞胞浆有绿色荧光产生（图 -），而母系 +,-. 无荧光产

生，证明转染细胞中有 #$% 表达。经 %0/ 检测转染细

胞 .1) 外源基因、!’( 2.1) 和 345 基因，结果显示母

系 +,-. 细胞无 67- 8! !’( 基因片段和 -9, 8! 345 基因

片段，!"#$%&+,-. 仅 有 -9, 8! 片 段 的 345 基 因，

!"#$%&!’(（)*）&+,-. 和 !"#$%&!’(（/*）&+,-. 有 67-
8! !’( 基因片段，证明外源基因存在于转染细胞。检

测 6: 代细胞仍有外源基因稳定存在（图 :）。用抗 !’(
突变 蛋 白 单 克 隆 抗 体 免 疫 组 化 染 色，+,-.、!"#$%&
+,-.和 !"#$%&!’(（/*）&+,-. 核和胞浆呈深黄色，有

突变蛋白产生（图 (）；!"#$%&!’(（)*）&+,-. 免疫组化

染色呈阴性，证明外源 ;3<=>43>4 !’( 2.1) 在转染细胞

中稳定存在，封闭了 !’( ?/1)表达，阻止突变蛋白产

生（图 6）。

图 ! 绿色荧光蛋白在转染细胞系中表达（7 @ :,）

"#$ ! #A443 BCD5A4>24324 !A5<4=3 E;> 58>4AF4G =3 <H4 2I<5!C;>? 5B
<A;3>B4AA=3J 24CC C=34 8I <H4 BCD5A4>243< ?=2A5>25!I（7 @ :,）

图 % 检测母系细胞和转染细胞中外源 !’( 基因的表达

"#$ % .4<42<=53 5B !’( J434 =3 <H4 !;A43< ;3G <A;3>B4AA=3J 24CC C=34
-：K;AL4A；:：!"#$%&!’(（/*）&+,-.；(：!"#$%&!’(（)*）&+,-.；6：!"#$%&
+,-.；’：+,-.

图 & ’(!. 细胞中 !’( 突变蛋白阳性染色（7 @ :,）

"#$ & %5>=<=F4 4M!A4>>=53 5B ?D<;3< !’( !A5<4=3

=3 <H4 +,-. 24CC>（7 @ :,）

图 ) !"#$%&!’(（)*）&+,-. 中 !’( 蛋白阴性染色（7 @ -,）

"#$ ) 14J;<=F4 4M!A4>>=53 5B ?D<;3< !’( !A5<4=3

=3 <H4 !"#$%&!’(（)*）&+,-. 24CC C=34（7 @ -,）

% N& 细胞集落形成率 ’(!. 平均生长集落数为 :9:
（:+((,:）个，集落形成率为 ’+ N 6O；!"#$%&+,-. 集落

数为 (’6（(67 P (7:）个，形成率为 Q, N +O；!"#$%&!’(
（)*）&+,-. 集落数为 ---（-,’ P --’）个，形成率为 :: N
:O；!"#$%&!’(（/*）&+,-. 集落数为 ’7（6’ P 77）个，形

成率为 -- N :O。与 +,-. 比较，!"#$%&!’(（)*）&+,-.
和 !"#$%&!’(（/*）&+,-. 的集落形成率均明显降低（!
均 R ,N ,-）；!"#$%&!’(（/*）&+,-. 的集落形成率亦明

显低于 !"#$%&!’(（)*）&+,-.（! R ,N ,-）。与 +,-. 比

较，!"#$%&!’(（)*）&+,-. 集落形成抑制率为 7: N ,O。

!"#$%&!’(（/*）&+,-. 集落形成抑制率为 +, N +O。研

究结果显示，外源正义和反义 !’( 基因均可降低 +,-.
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细胞集落形成，可抑制细胞恶性增殖。

! !" 裸鼠移植试验 接种 #$%" 群体细胞，每只裸鼠

均生长肿瘤，瘤重平均 # !$ %。&’()*+&,-（./）+01$" 细

胞接种的 2 个 移 植 瘤，仅 $ 个 部 位 生 长 肿 瘤，瘤 重

1 !$ %。&’()*+&,-（3/）+01$" 细胞接种的 2 个部位均

生长肿瘤，平均瘤重 1 !0, %（图 ,）。检查肿瘤组织细胞

荧光，&’()*+&,-（./）+01$" 肿 瘤 细 胞 和 &’()*+&,-
（3/）+01$" 肿瘤细胞均可见绿色荧光（图 4），01$" 肿

瘤细胞无荧光。结果显 示，&’()*+&,-（./）+01$" 和

&’()*+&,-（3/）+01$" 肿瘤原性均有降低，但 &’()*+
&,-（./）+01$" 细胞受到更明显的抑制。

图 & 外源性 &,- 基因转染细胞系及母系裸鼠移植瘤结果

’() & 567 67879:&;<=8>? 89<@=&;<@8= :A 7B89<@7:C= &,- 89<@=A799>@% ?7;;

<@D 01$" ?7;; :@ @CD7 E:C=7

图 * &’()*+&,-（3/）+01$" 移植瘤组织中荧光蛋白表达

’() * (977@ A;C:97=?7@?7 &9:87>@ 7B&97==>:@ >@ 8CE:9 8>==C7

:A 89<@=&;<@8 FG &’()*+&,-（3/）+01$"

! !& 细胞周期分析（表 $） 母系和转染细胞系细胞

周期分析，01$" 母系和空载 &’()*+01$" 细胞 ($ 期细

胞数均各占细胞总数的 -4H，&’()*+&,-（./）+01$" 为

-IH，而 &’()*+&,-（3/）+01$" 为 ,,H，并出现大量死

亡细胞，说明外源反义 &,- 可阻滞 01$" 细胞周期，明

显抑制细胞恶性增殖。

表 % 各组细胞 )JK 分析

+,- % );:L ?G8:E789G <@<;G=>= :A D>AA797@8 ?7;; ;>@7=

J7;; ;>@7
.<8>: :A ?7;; ?G?;7

($ (# /
01$" -4H $4H 20H
&’()*+01$" -4H $IH 2,H
&’()*+&,-（3/）+01$" ,,H $-H --H
&’()*+&,-（./）+01$" -IH $-H 2MH

. 讨论

本文报告了不同异常状态的 &,- 基因对人肺癌细

胞系 01$" 恶性增殖的影响。01$" 细胞有 #20 位氨基

酸密码等位基因缺失和碱基由 J((!J55 颠换，有 &,-
突变蛋白表达。该细胞系体内外恶性增殖明显。我们

构建了 &,- ?"N3 正向和反向联结的质粒，经 O>&:A7?8>@
介导转染 01$" 细胞，建立了 &’()*+&,-（./）+01$" 和

&’()*+&,-（3/）+01$" 两个细胞系。由于 01$" 细胞存

在 &,- 基因 #20 位密码缺失和另一等位基因突变，转

染外源正义 &,- 的细胞系&’()*+&,-（./）+01$" 可视

为仅有 &,- 突变的细胞，转染外源反义 &,- 的细胞系

&’()*+&,-（3/）+01$" 可视为仅有 &,- 缺失的细 胞。

在同一细胞背景下，我们比较了 - 种 &,- 异常状态对

细胞恶性表型的影响。01$" 集落形成率为 ,0 ! 2H，

&’()*+&,-（./）+01$" 为$$ !#H，&’()*+&,-（3/）+01$"
为 ## !#H。裸鼠移植瘤试验中，母系 01$" 瘤重 # !$ %，
&’()*+&,-（./）+01$" 为 1 ! $ %，&’()*+&,-（3/）+01$"
为 1 !0, %。结果显示 &,- 缺失和突变均可不同程度抑

制人肺癌细胞系体内外恶性增殖和生长。&,- 缺失的

细胞［&’()*+&,-（3/）+01$"］恶性增殖和生长更为明

显，说明 &,- 功能缺失与细胞恶性增殖和生长极为相

关。这是利用外源野生型 &,- 基因治疗肿瘤的理论基

础。

外源正义 &,- 抑制人肺癌细胞系 01$" 恶性生长，

说明外源正义 &,- 可在 01$" 细胞重建 &,- 抑癌功能。

许多作者有类似报告［4，M］。外源反义 &,- 抑制人肺癌

细胞系 01$" 恶性生长是由于封闭突变蛋白表达，抑制

或降低突变 &,- 致癌作用的结果。国内作者也有相同

报告［0］。由于肿瘤中 &,- 突变发生率很高（是最主要

的异常类型），从治疗观点出发以 &,- 突变为靶点设计

新的药物或基因治疗已成为治疗肿瘤的重要思路。近

年研究表明在有 &,- 突变的肿瘤细胞中野生型 &,- 功

能可以得到恢复［I P $$］，功能的恢复与突变位点和蛋白

构象有关［I］。本研究细胞周期分析发现，01$" 母系和
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空载 !"#$%&’()* 细胞 #) 期细胞数均各占细胞总数的

+,-，!"#$%&!.+（/0）&’()* 占 +1-，而 !"#$%&!.+
（20）&’()* 为 ..-，并出现大量死亡细胞，显示 !.+ 突

变蛋白对 #) 期阻滞起负面影响，而外源反义 !.+ 封闭

了突变蛋白，可使 ’()* 细胞停滞于 #) 期。是否说明

野生型 !.+ 功能也得到部分恢复，尚待进一步研究。

人肺癌细胞系 ’()* 有 !.+ 基因 34’ 密码突变和

缺失，经外源正义和反义 !.+ 转染，可抑制细胞恶性增

殖。!.+ 基因 34’ 密码异常是人类最常见的突变热点

区，因此，本研究结果为 !.+ 基因合并药物治疗提供了

依据。在同一细胞背景比较外源正义和反义 !.+ 对细

胞恶性表型的影响，具有理论和实际应用的价值。
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·启事·

《中国肿瘤》杂志、《肿瘤学杂志》联合征订启事!

《中国肿瘤》杂志系卫生部主管，全国肿瘤防治研究办公室主办的综合类科技月刊，大 ), 开，,4 页，邮发代

号：+3 ] )((。该刊以交流肿瘤防治经验、推广肿瘤科技成果，促进肿瘤防治事业的发展为宗旨，是社会各方了解

我国肿瘤防治研究工作进展动态的重要途径，也是肿瘤防治研究理论与实践活动的重要论坛。主要刊载国家癌

症控制动态和工作研究报告，肿瘤学术研究成果及进展等。好稿一个月内刊出。

《肿瘤学杂志》是面向全国的学术类科技双月刊，大 ), 开，,4 页，邮发代号：+3 ] +K。该刊由浙江省肿瘤医院

和中国癌症研究基金会、全国肿瘤防治研究办公室共同主办，将及时反映我国肿瘤学术研究新领域的新技术、新

成果和新进展，以指导科研和临床实践。该刊公平公正，择优录用稿件，力求高质量，好稿快发，) ^ 3 个月内见

刊。

以上两刊均为国内外公开发行，均已加入“中国期刊网”、“万方数据库”、“中文生物医学期刊文献数据库”，并

专递中国肿瘤网站。

读者可在当地邮局订阅，漏订者可直接向本刊编辑部订阅。

联系地址：浙江省杭州市半山桥广济路 +’ 号浙江省肿瘤医院内

《中国肿瘤》编辑部 《肿瘤学杂志》编辑部
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