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【摘要】目的 : 研究α2粒子诱发人支气管上皮细胞 (BEP2D) 恶性转化中 DNA 修复基因 DNA2PK的结构和表达变化。方法 :用

Northern blot 杂交检测基因转录水平 ,聚合酶链式反应2单链构象多态性 ( PCR2SSCP)分析基因编码序列结构变化。结果 :癌变

细胞中 DNA 修复基因 Ku70 (XRCC26)的编码碱基发生突变 ,第 1 148～1 153 位点由 A GGA TC突变为 GA GTAC ,致使编码的

氨基酸由 RI 变为 EY;细胞恶性转化过程中 ,DNA 修复基因 DNA2PKcs(XRCC27) 的表达发生改变 ,在恶性转化早期即α2粒子

照射后第 21 代就已被抑制 ,但发生癌变 (第 35 代)后 ,部分细胞克隆的该基因表达又重新上调。结论 :DNA 修复基因 DNA2PK

的结构和表达的变化 ,导致细胞 DNA 修复能力缺陷 ,基因组不稳定性增加 ,是α2粒子癌变的分子机制之一。
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MUTATIONS AND EXPRESSION CHANGES OF D NA2PK GENES DETECTED IN THE MAL IGNANT

TRANSFORMED BEP2D CELLS IND UCED BYα2PARTICL ES EXPOSURE
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【Abstract】Purpose : To detect the mutations and expression changes of DNA2P K genes in the transformed hu2
man bronchial epithelial cells (BEP2D) induced byα2particles. Methods : Mutations were detected with PCR2
SSCP ; gene expression was analyzed using Northern blot hybridization. Results : Mutations in the encoding se2
quence of Ku70 (XRCC26) gene were discovered in the malignant t ransformed cells. In the process ofα2particle2
induced BEP2D transformation , the expression of DNA2P Kcs gene was depressed at the early stage of t ransfor2
mation , and was up2regulated again in some of the malignant t ransformants. Conclusion : The mutations and de2
pressed expression of DNA repair genes lead to the deficiency of DNA DSBs repair capacity , which in turn might

result in genomic instability. These events could play an important role in the malignant t ransformation of

BEP2D cells induced byα2particles exposure.

【Key words】human bronchial epithelial cell line BEP2D ;α2particles ; carcinogenesis ; DNA2P K genes ; DNA re2
pair
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　　DNA 损伤修复是生物体系中高度进化保守的生

化代谢系统 ,在维系生物体的遗传或基因组稳定性中

发挥重要作用。DNA 分子既是遗传的物质基础 ,又是

多种环境因子直接作用的靶分子 ,DNA 损伤修复反应

是环境因子与机体交互作用的中心环节之一。针对不

同的损伤类型 ,细胞有多种 DNA 修复反应机制 ,其中

有两条通路修复包括α2粒子在内的电离辐射所致的

DNA 断裂损伤 ,即同源重组修复 (HR)和非同源末端连

接 (NHEJ) 1 ,2 。目前认为 ,酵母细胞中是以同源重组

修复反应为主 ,而哺乳类细胞是非同源末端连接修复

反应途径在发挥主导作用 ,此修复途径中首先由 DNA2
PK蛋白复合物 (由 Ku80/ Ku70 异源二聚体和催化亚

单位 DNA2PKcs 构成) 识别和结合损伤 DNA 末端 ,启

动相应的信号转导和 DNA 修复反应。

近年来一系列的研究表明 ,DNA 修复机制异常

是人类恶性肿瘤发生的重要易感因素 ,如大肠癌尤其

是遗传性非息肉结肠癌 ( HNPCC) 的发病与 DNA 错

配修复缺陷相关 3 ,乳腺癌的易感基因 BRCA1 和

BRCA2 就是细胞 DNA 损伤修复信号反应通路中的

关键分子 4 。肺癌是人类常见的恶性肿瘤之一 ,流

行病学调查分析表明 ,除与吸烟有关外 ,居室内氡的

暴露也是人支气管肺癌的一个重要的环境诱因。我

国云南的云锡矿矿工因在高氡暴露环境下作业 ,肺癌

发病率和死亡率显著增加 5 。为深入探讨氡暴露下

肺癌发病的分子机制 ,我们实验室建立了α2粒子照射

诱发 HPV218 永生化的人支气管上皮细胞 BEP2D 恶

性转化的实验模型 6 ,7 。

本研究对BEP2D 恶性转化过程中 DNA 非同源末

端连接修复蛋白 Ku70 (XRCC26)基因的全编码区的序

列结构和 DNA2PKcs ( XRCC27) 基因的表达进行了分

析 ,以探讨 DNA 修复机制在辐射致癌中的作用。

1 　材料与方法

1. 1 　细胞培养

BEP2D 细胞是经过 HPV218 永生化的人支气管

上皮细胞 8 ,出 N IH 的 Harry CC 博士赠送。α2粒子

照射诱发的恶性转化细胞系 BERP35 T21、BERP35 T2
4 由本实验室建立 6 ,7 。细胞在 L HC28 无血清培养

液 (美国 Biofluids Inc. )中于二氧化碳孵箱内 37 ℃培

养。

1. 2 　细胞 RNA 提取

采用 Wizard 基因组 DNA 纯化试剂盒 ( Promega

公司)提取细胞基因组 DNA , Trizol 试剂 ( GibicoBRL)
提取细胞总 RNA ,具体操作按试剂盒说明进行。

1. 3 　PCR - SSCP

1. 3. 1 　cDNA 第一链的合成 　以 oligo2dT (36) 为引

物 ,分别合成 BEP2D、BERP35 T21、BERP35 T24 细胞

cDNA 第一链。反应体系 : 总 RNA 5 μg , oligo2dT

(36) 1μg ,RT buffer 6. 0μl ,dN TP(250μmol/ L) 6. 0

μl ,D TT 1. 5μl ,MMLV 逆转录酶 1. 5μl (100 U/μl) 。

37 ℃60 min。

1.3. 2 　PCR 反应 　根据在 Genbank 注册的 Ku70

(XRCC26)基因 mRNA 序列 ( GI :14249923) ,共设计

了 8 对 PCR 引物 ,位置相邻的 PCR 产物有部分序列

重叠。引物序列和 PCR 反应条件见表 1。PCR 反应

体系 :上述 cDNA 第一链反应产物 1μl , PCRmix 48

μl (含引物、buffer、dN TP、dH2O) ,高保真 Taq 酶 1μl

(5 U/μl) 。扩增 30～35 个循环后 ,将 PCR 产物进行

2. 0 %的琼脂糖凝胶电泳 ,确认 PCR 产物为单一片

段并分子大小正确后再进行 SSCP 电泳分析。

表 1. Ku基因编码区的扩增引物和 PCR反应条件
Table 1. The primer pairs and PCR conditions for Ku70 gene mRNA coding sequence amplif ications

primers PCR conditions product size
1 F :5’ACATGTCAGGGTGGGAGTC 3’ 94 ℃for 30 s , 57 ℃for 60 s , 72 ℃for 60 s 253 bp

R :5’GCCAAGAGATCTCGATCACTGC 3’
2 F :5’CCAAAGTGTGTACATCAGTAA 3’ 94 ℃for 30 s , 60 ℃for 30 s , 72 ℃for 60 s 305 bp

R :5’AACAGCATGATCCTCTTATGAC 3’
3 F :5’GTGATGTCCAATTCAAGATG 3’ 94 ℃for 30 s , 63 ℃for 50 s , 72 ℃for 60 s 270 bp

R :5’GGTCTCCTTGGCGCGAACCT 3’
4 F :5’TCCAGCAAGCTAGAAGACCTG 3’ 94 ℃for 30s , 63 ℃or 30 s , 72 ℃for 60 s 249 bp

R :5’CTCCAGTATAATCTGACGACTCC 3’
5 F :5’CTGCCTAGCGATACCAAGAG 3’ 94 ℃for 30 s , 60 ℃for 30 s , 72 ℃for 60 s 273 bp

R :5’TAAGGAGGGATGTTCCTGCG 3’
6 F :5’CAGCATTGTGCAGATACACACC 3’ 94 ℃for 30 s , 59 ℃for 60 s , 72 ℃for 60 s 242 bp

R :5’GGGGTTCTCAAAGCTGTCACTT 3’
7 F :5’CAAGATGAAGGCTATCGTTGA 3’ 94 ℃for 30 s , 63 ℃for 30 s , 72 ℃for 60 s 243 bp

R :5’GCTTCCAGAACCTTCATTATCGT 3’
8 F :5’CAATCCTGAAGGGAAAGTTACC 3’ 94 ℃for 30 s , 62 ℃for 50 s , 72 ℃for 60 s 300 bp

R :5’TTTAACTGGCTGAGGACAAGG 3’
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1. 3. 3 　SSCP 电泳分析 　配制 6 %聚丙烯酰胺凝胶

(50 %聚丙烯酰胺 2. 4 ml、5 ×TBE 缓冲液 4 ml、甘油

1 ml ,加双蒸馏水至 20 ml 体积) ,加入 10 %过硫酸

氨 100μl、TEMED 15μl ( GibcoBRL) ,混匀后灌胶、

聚合。取 PCR 产物 2μl ,加入上样缓冲液 8μl ,98 ℃

加热变性 10 min ,冰浴 10 min ,快速离心后上样。1

×TBE 电泳缓冲液 6/ cm V 电压电泳 4～6 h。结束

后用 SYBR Green Ⅱ单链核酸胶染剂 ( Roche) 染色 ,

紫外灯下观察结果。

1. 3. 4 　测序 　对 SSCP 有变化的 PCR 产物进行克

隆 ,送上海基康生物技术有限公司测序。

1. 4 　Northern blot 杂交

每个样品取 10μg 总 RNA ,用含甲醛的 1 %琼

脂糖凝胶电泳分离 ,将 RNA 转移至 Duralon2UV 尼

龙膜 ( Stratagene) ,与α232 P 标记的 DNA2P Kcs ( XR2
CC27)基因 cDNA 探针杂交。同一张膜再与甘油醛2
32磷酸脱氢酶 ( GAPDH)探针杂交 ,以排除 RNA 样品

上样量不同而引起的分析误差。通过 X 光胶片显影

及磷屏 ( Phosphorimager ,Molecular Dynamics) 检测分

析杂交信号。

2 　结 　果

2. 1 　Ku70 (XRCC26)基因编码序列的突变检测

本实验共设计合成了 8 对 PCR 引物 ,对 Ku70 基

因的全编码序列 (mRNA) 进行了扩增和单链构象多

态性 (SSCP)分析 ,结果发现癌变细胞中第 3 对引物

及第 8 对引物 (见表 1) 的扩增产物的 SSCP 电泳图

谱 ,与正常 BEP2D 细胞相比发生改变 (图 1) ,表明

DNA 碱基发生了突变。

图 1. Ku70( XRCC26) 基因单链构象多态性电泳结果

(A) 、(B)分别为第 3 对和第 8 对引物 (见表 1)的 PCR 产物。箭头所指

系差异带。

Figure 1. Screening mutations located in the coding sequence of Ku70

( XRCC26) gene with PCR2SSCP

(A) 、(B) : The PCR products produced by the primer pairs 3 and 8 from table

1 respectively. B : BEP2D cells ; T1 : BERP35T21 ; T4 : BERP35T24.

对上述 PCR 产物进行克隆并做序列分析 ,发现

第 3 对引物的 PCR 产物中 ,癌变细胞 BERP35 T24 的

Ku70 基因序列 ( GI : 14249923)的 1 148～1 153 位点

碱基由 A GGA TC 突变为 GA GTAC ,这将导致编码的

氨基酸残基由精氨酸、异亮氨酸突变为谷氨酸和酪氨

酸。从第 8 对引物的 PCR 产物中只发现癌变细胞中

Ku70 基因的 2 434 位点由 G变为 T ,但不影响编码

氨基酸 (密码子 GGG和 GGT 都是编码甘氨酸) 。

2. 2 　DNA2P Kcs(XRCC27)基因的表达分析

DNA2P Kcs 基因的全长编码序列长达 12 kb ,做

突变分析难度较大。本实验采用 Northern 杂交分析

该基因在 BEP2D 细胞恶性转化过程中的表达变化。

结果显示细胞发生转化的早期阶段 ,即细胞经α2粒子

照射后的第 21、25 代 ,DNA2P Kcs 基因的 mRNA 表

达就明显受到抑制 (图 2) ,但恶性转化后有的癌变细

胞克隆 (BERP35 T24) 的 DNA2P Kcs 基因表达又重新

上调甚至超过 BEP2D 细胞。

图 2. DNA2PKcs 基因 mRNA表达分析

(A) :Northern 杂交图谱 ; (B) :磷屏 ( Phophorimager) 定量分析结果 ,即

每个样品中 DNA2PKcs 基因 mRNA 杂交信号强度与 GAPDH 杂交信

号强度比值。

Figure 2. mRNA expression analysis

Panel ( A) : Northern hybridization pattern ; Panel (B) : Densitometric

quantification of mRNA levels measured by Phosphorimager. The relative

mRNA level was calculated by the ratio of the hybridization signal densi2

ties of DNA2PKcs to GAPDH control for each sample.

B : BEP2D cells ; R21 : Passage 21 cells of irradiated BEP2D cells ; R25 :

Passage 25 cells of irradiated BEP2D cells ; T1 , T2 , T4 : Malignant

transformed cell lines BERP35 T21 , BERP35 T22 and BERP35 T24 respec2

tively.

3 　讨 　论

肺癌是严重危害人类健康的恶性肿瘤之一 ,我国

肺癌的死亡率还在呈现上升趋势。尽管氡暴露与肺

—731—

癌变·畸变·突变　　2002 年 7 月第 14 卷第 3 期　　　　　　　　　　Carcinogenesis , Teratogenesis and Mutagenesis Vol 14 No 3 J uly , 2002



癌发生的密切关系已经明确 5 ,9 ,10 ,但其诱发肺癌的

机制尚不清楚 ,α粒子照射诱发人支气管上皮细胞恶

性转化的细胞模型为其提供了很好的研究材料。

氡暴露致癌的分子学基础与氡及其子体发射的

α粒子能诱发支气管上皮细胞的 DNA 损伤直接相

关。DNA 双链断裂是由包括α粒子在内的电离辐射

引起的最重要的损伤 ,它是细胞内多种类型的 DNA

损伤中最危险的一种 ;活性氧以及 DNA 代谢、修复

过程中产生的间接效应也可能导致 DNA 双链断裂。

尽管细胞能耐受低水平的损伤 ,但是如果累及关键基

因 ,即使细胞内存在单个 DNA 双链断裂也足以杀死

一个细胞或导致突变表型。细胞 DNA 修复缺陷会

引起基因组不稳定 ,在一些遗传和散发性的人类肿瘤

中 ,DNA 修复缺陷与肿瘤发生的关系已经得到证实 ,

DNA 修复机制的异常已成为评价人类某些癌症发生

危险性的遗传标志物之一。

我们先前报道了α粒子诱发的 BEP2D 恶性转化

细胞的 DNA 双链断裂重接修复能力明显降低 7 ,本

文进一步表明癌变细胞 BERP35 T24 的修复基因

Ku70 (XRCC26)发生突变 ,编码区中 1 148～1 153 位

点的碱基由 A GG A TC 突变为 GA G TAC ,进而导致

编码的氨基酸残基由精氨酸、异亮氨酸突变为谷氨酸

和酪氨酸 ,其结果将可能影响所编码蛋白质的生理功

能。此外 ,还发现在细胞转化早期阶段 ,即α粒子照

射后的 21 代细胞修复基因 DNA2P Kcs ( XRCC27) 的

mRNA 转录水平降低 ;琼脂克隆形成和裸鼠体内成

瘤等实验表明照射后的 20 代细胞形态已发生改变 ;

琼脂克隆形成率提高 ,但接种裸鼠不成瘤 ,直到 35 代

细胞才在裸鼠体内成瘤 6 。本实验结果提示在细胞

转化早期阶段 DNA 修复机制就已发生改变 ,其后果

将加重细胞的基因组不稳定性。最近有文献报道 ,石

棉诱发 BEP2D 恶性转化细胞中 DNA 链断裂修复基

因 Ku70 的表达明显受到抑制 11 。本实验室也曾报

道了另一个 DNA 链断裂修复基因 Ku80 (XRCC25)发

生了碱基突变 12 ,随后的序列鉴定表明是在 Ku80

基因 ( Genbank 注册号 : gi 10863944) 的 3 073 与 3

074 位点间插入了一个核苷酸 G ,由于该位点是位于

3’端的非翻译区 ,不影响编码的蛋白质序列 ,但是否

影响 mRNA 的稳定性就值得注意。

Ku70、Ku80 和催化亚单位 (DNA2P Kcs) 是组成

DNA依赖蛋白激酶 (DNA2P K) 复合物的三个亚单

位 ,在 DNA 双链断裂的非同源末端连接 (N HEJ ) 修

复和 V (D) J 重组中发挥重要作用。在 N HEJ 途径

中 ,由 Ku70 和 Ku80 蛋白形成异源二聚体识别 DNA

断裂末端并与之相结合 ,随后使 DNA2P Kcs 聚集在

DNA 分子末端并被其磷酸化 ,从而启动 DNA 双链断

裂修复 2 。近来研究表明 DNA2P K复合物在维护端

粒结构的稳定性中也起着重要作用 13 。DNA2P K基

因突变或表达变化 ,至少是造成细胞 DNA 修复机制

异常和基因组不稳定性的部分原因 ,其后果将推动细

胞恶性转化。
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