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α粒子诱发转化人支气管上皮细胞系 BEP2D 中 XRCC5 等基因的突变
检测①

楼铁柱 ,葛世丽 ,项晓琼 ,吴德昌
(军事医学科学院放射医学研究所放射毒理研究室 ,北京 　100850)

【摘要】目的与方法 :用聚合酶链式反应2单链构象多态性分析 (PCR2SSCP)方法观察α粒子诱发人支气管上皮细胞系 BEP2D 细胞

转化过程中相关基因的改变。结果 :细胞转化过程中 ,双链断裂修复基因 XRCC5 发生碱基突变 ,改变从转化早期过程就持续

存在 ;而 p16 基因 exon2 和 hMSH2 基因 exon12 未见变化。结论 : XRCC5 基因在α粒子照射后早期发生突变 ,使细胞丧失修复双

链断裂损伤的能力 ,是α粒子诱发支气管上皮细胞转化过程中的启动事件之一。
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DETECTING RELATED GENES MUTATION IN HUMAN BRONCHIAL EPITHELIAL CELL LINE BEP2D

TRANSFORMED BYα2PARTICLES IRRADIATION

LOU Tie2zhu , GE Shi2li , XIANG Xiao2qiong , WU De2chang

( Beijing Institute of Radiation Medicine , Beijing 100850 , China)

Abstract : Purpose and Methods : To detect related genes mutation in human bronchial epithelial (BEP2D) cells

transformed by α2particles and by using PCR amplification and single2strand conformation polymorphism ( SSCP) .

Results : The point mutation of double2strand break repair gene XRCC5 occurred at the early stage of transformation , but

no mutation was found in the exon 2 of p16 gene and exon12 of hMSH2 gene. Conclusion : Mutated XRCC5 gene can’

t repair DNA lesions induced byα2particles , and plays as one initiator in the process of transformation induced byα2
particles.
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　　辐射是已知的环境致癌因素 ,其损伤的终点是

基因组 DNA 的结构和功能 1 。辐射可引发 DNA 双

链断裂、单链断裂、碱基损伤和 DNA2蛋白质交联。

DNA 损伤修复可以对抗辐射的这种危害。若损伤修

复机制发生紊乱的细胞或机体 ,则对电离辐射和/ 或

紫外线敏感 ,有恶性转化或发展成癌症的倾向 2 。辐

射还影响细胞周期的调控、信号转导路径和细胞凋亡

等过程。双链断裂修复基因 XRCC5、碱基错配修复

基因 hMSH2 均为重要的 DNA 损伤修复基因 , p16 基

因则参与细胞周期阻滞。虽然在许多肿瘤细胞系中

发生改变 3 ,但目前这些基因在α粒子诱发转化和氡

及其子体诱发肺癌中作用的研究资料还很缺乏。为

此我们以α粒子照射诱发转化的 BEP2D 细胞为模

型 ,进行上述基因突变热点区的聚合酶链式反应2单
链构象多态性分析 ( PCR2SSCP) ,观察它们在细胞转

化过程中是否突变 ,了解辐射是否通过诱发修复基因

等突变而发挥作用 ,探讨氡及其子体诱发肺癌的机

制。
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1 　材料与方法

111 　细胞 　人支气管上皮永生化细胞系 BEP2D ,

HPV18 转染 , Prof . Harris 馈赠 4 ; R15H 细胞 ,本实验

室用 1. 5 Gyα粒子照射 (照射装置本实验室研制 ,照

射源为238 PuO2 ,能量 3. 94 MeV ,剂量率 0. 2 Gy/ min)

BEP2D 细胞建立的恶性转化细胞系 ,其恶性转化特性

已经软琼脂和裸鼠成瘤试验证实 5 ,上述细胞均为

LHC28 无血清培养液 (Biofluids Inc. )培养。

1. 2 　细胞 DNA 提取 　收集 BEP2D 和 R15H 细胞 ,按

照文献 6 , 用酚/ 氯仿/ 异戊醇 (25 :24 :1) 提取 DNA ,

重溶于 TE中 ,220 ℃保存备用。

1. 3 　PCR 扩增 　引物由 GeneMed Biotechnologies Inc.

合成。反应体积 25μl ,94 ℃预变性 2 min ;94 ℃30 s ,

Tm 1 min ,72 ℃50 s ,35 次循环 ;72 ℃延伸 10 min。扩

增产物均经琼脂糖凝胶电泳检测 ,证实与预期片段一

致。

1. 3. 1 　hMSH2 exon 12 　退火温度 (Tm) 51 ℃,产物长

度 309 bp

primer 1 　5’TTT CTG TTT TTA TTT TTA TAC

ACG　3’

primer 2 　5’AAA CGT TAC CCC CAC AAA G　3’

1. 3. 2 　XRCC5 　Tm 57 ℃,产物长度 277 bp

primer 1 　5’GTG TAT TAG TGA CGA CTT ATG

AGG G　3’

primer 2 　5’ATC ACT TCA CTG TTC TCT ACT

TGC A 　3’

1. 3. 3 　p16 exon 2 　Tm 61 ℃, 产物长度 304 bp

primer 1 　5’GTC ATG ATG ATG GGC AGC GC 　

3’

primer 2 　5’AGG GAC CTT CCG CGG CAT CT　

3’

1. 4 　SSCP 电泳分析 　基因突变检测采用 PCR2SSCP

方法。配制 8 %非变性聚丙烯酰胺凝胶液 ,灌胶 ,聚

合。取 PCR 产物与等量变性液混合 ,沸水变性后加

样 ,1 ×TBE 电泳缓冲液 ,60 V 电泳 6～8 h ,结束后

SYBR Gold 凝胶染色 30 min ,紫外透射仪上观察电泳

结果。

2 　结 　果

对BEP2D 和 R15H 细胞 DNA ,用 XRCC5 引物进

行 PCR 扩增 ,扩展产物为 XRCC5 基因核心编码区 ,

控制其重要的结构功能。琼脂糖凝胶电泳检测 ,均扩

增出所期望的片段。SSCP 结果发现 XRCC5 基因在

照后第 5 代转化细胞 R15Hp5 的电泳带型与正常细

胞相比发生变异 ,表明发生了碱基突变 ,而且在照后

10、20 和 30 代细胞中一直都能观察到 (图 1) ,显示在

细胞转化早期 XRCC5 基因核心编码区就发生突变 ,

并且在转化细胞中得到保持。

图 11 XRCC5 基因 SSCP电泳结果

Figure 11SSCP electrophoresis analysis of XRCC5 gene

N : BEP2D cells ; R : R15H cells ; p and Arabic numerals : passage number of

cells.

p16 基因 exon 2 和 hMSH2 基因 exon 12 是上述基

因在肿瘤中的突变热点区。本研究选择它们作为检

测对象 ,但 PCR2SSCP 电泳检测均未发现上述 2 个外

显子发生泳动变位 ,表明它们在细胞转化过程中没有

发生碱基突变。

3 　讨 　论

在辐射作用下 ,DNA 损伤造成了基因的突变、丢

失或表达的改变 ,引起了细胞的突变或癌变。本研究

发现双链断裂修复基因 XRCC5 核心编码区发生突

变。XRCC5 产物是 Ku80 蛋白 ( Ku 家族) ,在双链断裂

(DSB)修复和 V(D)J 重组中起重要作用 ,促进双链断

裂的重接和重组 ,它的作用是 DNA 双链断裂修复中

所必需的 7 。更重要的是 Ku 蛋白还是 DNA 依赖性

蛋白激酶 DNA2PK 的组分 ,起 DNA 结合作用 ,活化

DNA2PK的另一催化组分 p350。DNA2PK能使多种核

内调节蛋白 (如 p53、RB、FOS 等) 磷酸化 ,对转录、复

制、重组和 DNA 修复起调节作用。当 Ku80 突变时将

减少 DNA 末端形成的 Ku70/ Ku80 二聚体 ,使动员

p350 的能力下降 ,DNA2PK不能发挥正常的作用 8 。

α辐射首先诱发 DNA 发生双链断裂 ( double2strand

breaks, DSB) ,还能诱导 Ku80 蛋白突变 ,不能形成

DNA2PK复合物 ,不仅使细胞无法修复 DSB ,而且不能

磷酸化激活许多重要的下游基因产物 ,进一步阻止细
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胞对损伤的修复、细胞周期阻滞和诱导凋亡等反应。

人错配修复基因 hMSH2 主要修复 DNA 双链中

的 G2A、A2C 错配 ,它的突变与 60 %的人类遗传性非

息肉结肠直肠癌 (HNPCC)有关 ,主要为移码和缺失突

变 9 。我们对外显子 12 进行 SSCP 分析 ,未发现突变

的发生 ,说明α辐射诱发的 DNA 损伤并不是以碱基

错配为主 ,细胞转化可能不需要 hMSH2 基因功能的

改变。在许多癌症包括绝大部分肺癌中发现 p162
cyclin D12CDK42Rb 路径中至少有 1 个发生突变或功

能改变。Rb 和 p16 基因主要发生等位基因丢失和突

变 ,两者同时突变的情况很少 ,但均可伴随有 cyclin

D1 的过度表达 10 。Hei 等人发现在体外氡诱发恶转

BEP2D 细胞中 Cyclin D1 表达水平增高 ,RB 蛋白以过

磷酸化状态存在 ,失去抑癌活性 ,另外 Rb 基因发生

杂合性丢失 (LOH) 11 ,但文献中未见 p16 基因与氡

及α粒于照射相关的报道。本实验未观察到 p16 基

因外显子 2 发生突变 ,参照 Hei 等人的结果 11 ,说明

在α粒子致癌和转化过程中 ,可能主要通过诱导 RB

失活和 cyclin D1 过度表达 ,而非 p16 基因突变来影

响 pl62cyclinDl2CDK42Rb 细胞周期调控路径。

根据上述结果 ,我们初步推论α粒子照后早期发

生 XRCC5 基因的突变 ,可能对后续的细胞转化发挥

启动作用 ,阻止细胞对辐射损伤的修复和下游基因的

表达 ,扼杀细胞的损伤调控机制 ,使损伤细胞逃脱细

胞周期检查点 ,突变被固定后获得恶性增殖能力 ,最

后转化为肿瘤细胞。而 p16 基因和 hMSH2 基因则可

能不发挥作用。
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