
　

NSCL C 的阳性表达率为 64 . 8 % ,也证明 GST2在
NSCL C 中有着高而强的阳性表达 ,提示 GST2π可

能是介导 NSCL C 固有耐药性的主要原因之一。有

关 NSCL C 中 GST2π表达与以顺铂为主的诱导化

疗疗效分析的研究表明 , GST2π高表达患者的生存

期明显低于低表达者 ,且 GST2π高表达与 p53 突变

显著相关 ,说明 GST2π通过外排顺铂抑制了由顺铂

导致的 p53 依赖的肿瘤细胞的凋亡。本研究结果也

显示 GST2л的表达与 NSCL C 对环磷酰胺、顺铂 +

52Fu 及阿霉素的化疗耐药性呈显著的正相关并与

表达程度有关 ( P < 0 . 05 ) , 说明 GST2π是介导

NSCL C 固有耐药性的重要耐药性因素之一。

通过本研究 ,我们发现非小细胞肺癌存在着固

有的化疗耐药性 ,而且 L RP 及 GST2Л的表达与

NSCL C 的耐药性呈明显的相关性并与表达程度正

相关 ,说明 L RP 及 GST2Л基因共同参与作用了

NSCL C 的固有的化疗耐药性。

(本文图见第 384 页)
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Abstract :Objective 　 The possibility of modulating the difference of CEACAM1 splicing pattern between tumor

tissues and their corresponding non2malignant lung tissue. Methods 　Detect the expression pattern of

CEACAM1 in non2small cell lung cancer (NSCLC) by Hot2PCR ,mini2gene constructs and co2transfection with

PTBs. Results　The RNA transcript from this mini2gene could be spliced in a cell2specific manner. The exon 7

was predominantly included in H1944 ,but predominantly excluded in 22B. Over2expression of PTB could ubiqui2
tously alter the ratio of CEACAM1L and CEACAM1S. The amount of CEACAM1L was decreased in a dosage2
dependent manner. Conclusion 　We identified polypyrimidine tract binding protein ( PTB) as the splicing factor
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RNA 拼接机制研究

摘 　要 :目的 　研究 CEACAM1 通过选

择性拼接而产生的两种变体在小细胞肺

癌及癌旁组织中表达比例不同的调控机

制。方法 　通过 Hot2 PCR检测小细胞
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肺癌中 CEACAM1 的两种产物的表达 ; Western blot 分析

PTB 在 小 细 胞 肺 癌 组 织 的 表 达 ; 用 PCR 方 法 获 得

CEACAM1 基因中从内含子 5 至外显子 8 长 1 ,6062bp DNA

片段插入到真核表达载体 pCMV 中 ,构建成 CEACAM1 迷

你基因模型并与 PTB 基因共转染 , PCR 法鉴定转染后的产

物变化。结果 　P TB 过表达与 CEACAML 的低表达有明显

的相关性。PTB 三种变体使 CEACAM1L 表达下降 ,其中

PTB4 对迷你基因的表达产物影响最大。仅转染迷你基因

的细胞中 CEACAM1L 在两条带中所占比例为 76 . 7 % ,而

与 PTB 三种变体共转染后 ,比例分别下降至 58 . 3 %、64 . 8 %

和 54 %。结论 　拼接因子 P TB 与 CEACAM1 的选择性拼

接有关。

关键词 :CEACAM1 ;选择性拼接 ; PTB ;迷你基因
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0 　引言

肺癌为当前世界各地最常见的恶性肿瘤之一 ,

而肺癌的病因和发病机制尚未明确。从分子生物学

角度看 ,细胞癌变是多因素、多阶段、多基因变异的

结果。这些改变与抑癌基因失活有很大的关系[ 1 ] 。

癌胚抗原相关的细胞粘附分子 1 (CEACAM1 ,C2
CAM1) ,是一种跨膜糖蛋白[2 ] ,在多种上皮细胞起源

的肿瘤中起肿瘤抑制基因作用 ,属于免疫超家族基

因。该基因长约1 . 48 kb ,共有 9 个外显子组成 ,其中

第七外显子长 53 bp ,位于 CEACAM1 的胞内端 ,在选

择性拼接中可被选择性去除 ,从而产生两种变体 ,即

CEACAM1L 和 CEACMA1S。CEACMA1L 含外显

子 7 ,因此胞内端较长 ,而在 CEACAM1S 的形成中 ,

由于外显子 7 被剪切去除产生移框 ,其胞内端少了 73

个氨基酸。有研究表明 ,CEACAM1 在多种肿瘤如肠

癌、肝癌、乳腺癌和前列腺癌中普遍下调[3 ] 。当老鼠

的 CEACAM1L 被转入鼠的肠癌或乳腺癌等细胞时 ,

细胞的生长速度明显减慢 ,恶性程度降低[426 ] 。Estr2
era 等[7 ]研究认为仅表达 CEACAM1L 的胞内部分即

能产生抑制肿瘤生长的作用 ,因此 CEACAM1L 的胞

内端对抑制肿瘤的生长是必需的。但在肺癌的发生

中 ,CEACAM1 的表达与其他肿瘤有明显的不同。根

据 RNA 原位杂交和 Northern blot 分析 ,CEACAM1L

在 75 %的肺癌旁组织高表达 ,而 CEACAM1S在 84 %

的肺癌中高表达[8 ] 。为了研究肺癌发生过程中两种

变体表达谱改变的调控机制 ,我们采用了迷你基因模

型与 PTB 共转染 ,实验证明 CEACAM1 的选择性拼

接与 PTB 有关。

1 　材料和方法

1 . 1 　菌株及试剂

大肠杆菌 D H5α由本实验室保存。限制性内切

酶、T4 DNA 连接酶购自 Ta KaRa 公司 , Com2
pleteTM protease inhibitor cocktail 购自 Roche 公

司 ,BCA 蛋白定量试剂盒购自 Pierce 公司。Hot2
star Taq DNA Polymerase 购自 Qiagen 公司。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　细胞培养

H1944、22B 由美国 M. D. 安得森癌症中心毛

力先生惠赠。细胞在 37°C、5 % CO2 、DM EM/ F12

培养基 (5 %的小牛血清 ,100U/ ml 青霉素和 100μg/

ml 链霉素)中生长。

1 . 2 . 2 　R T2“Hot”2PCR

R T2“Hot”2PCR 用末端标记32 P 的引物进行 ,

上游引物 : 5’2 GGT T GCTCT GA TA GCA GTA G2
3’,下游引物 : 5’2 A GCCT GGA GA T GCCTA T T2
A G23’,来扩增细胞中 CEACAM1 两种表达产物 ,

分 别 为 CEACAM1L ( 408bp ) 和 CEACAM1S

(355bp) 。PCR 反应体系为12 . 5μl ,含 7 %DMSO ,

1 . 5 mM dN TP , 6 . 7 mM MgCl2 , 16 . 6mM

(N H4 ) 2 SO4 , 67mM Tris , 10mM β2巯基乙醇 , 6 . 7

mM ED TA ,1 . 2mM 引物 ,0 . 625 U 的 Hot star 聚合

酶。反应条件如下 : 95 ℃变性30s ,60 ℃退火 1min ,

70 ℃延伸 1min ,25 个循环 , PCR 产物行 6 %聚丙烯

凝胶电泳 ,压 X 光片。

1 . 2 . 3 　Western blot 分析 P TB 表达

抗 P TB 的单克隆抗体由冷泉港实验室 David

Helf man 惠赠。按文献[ 9 ] 提取临床标本的核蛋白 ,

1X 上样缓冲液 ( SDS loading buffer ) 溶解 ,煮沸

5min 处理后 ,行 SDS2PA GE。100V、1 . 5 h 将蛋白

转至 PVDF 膜上 ,在含有 20 % Tween2100 的 TBS

( TBST)溶解的脱脂奶粉中封闭 1h , P TB 作为一抗

(1∶200)室温孵育 1h , TBST 清洗 8 次 ,每次 5ml ,带

有 HRP 标记的羊抗兔的二抗室温孵育 1 小时 ,

TBST 清洗 8 次 ,每次 5ml ,加入发光底物 , X 光片

感光显色观察。

1 . 2 . 4 　CEACAM1 迷你基因重组质粒的构建

用 PCR 方法获得 CEACAM1 基因中从内含子

5 至外显子 8 长 1 6062bp DNA 片段插入到真核表

达载体 pCMV 中 ,重组质粒经测序鉴定。引物序列

为 : 5’2GGGAA T TCCCA T GACAaA TAA T GCTC2
TACC23’和 5’2GGTACCCT T GT TA GGT GGGT2
CA T T GG23’。为了避免内含子 5 和外显子 6 的连

接处拼接位点核苷酸序列可能的影响 ,我们将内含

子 5 拼接位点内的“ag”突变为“aa”。

1 . 2 . 5 　迷你基因与 P TB 共转染

我们选用主要表达 CEACAM1L 的 H1944 细
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图 1 　CEACAM1L and CEACAM1S
在 NSCLC细胞株中的表达

图 4 　H1944 细胞株中与 PTB
共转染后迷你基因 L/ S2表达谱

图 2 　肺癌组织中 PTB的 western blot 分析
PTB高表达和 CEACAM1L 的低表达

图 3 　重组载体的构建

胞株作为 CEACAM1 迷你基因与 P TB 的瞬时转染

的宿主细胞 ,实验按 Lipofect AMIN ETM转染试剂盒

操作说明书进行。细胞在 1002mm 培养皿中长至

约 80 % , 加 入 DNA/ lipofect AMIN ETM 混 合 物

(10μg/ 40μl ,室温放置 40min) 和 4ml 无血清、无抗

生素的培养基混合物加入细胞中 ,37 ℃培养 6h 后 ,

更换为含有血清、抗生素的培养基。转染 72h 后收

集细胞 ,用 RNAzol 提取总 RNA ,每种载体重复转

染 3 次。用位于外显子 6 中的序列作为引物 S1 :5’2
GGT T GCTCT GA TA GCA GTA G23’和载体上的 T7

序列为引物 :5’2TAA TAC GAC TCA CTA TA G

GGA G23’,来扩增转染的 CEACAM1 迷你基因的

表达产物。PCR 反应条件如下 : 94 ℃变性 1min ,

55 ℃退火 1min ,72°C 延伸 2min ,25 个循环 ,PCR 产

物经测序鉴定。

2 　结果

2 . 1 　R T2“Hot”2PCR

R T2“Hot”2PCR 结果见图 1 , CEACAM1 两种

产物的表达有细胞特异性 ,在 H1944 及 A549 细胞

株中 ,主要以 CEACAM1L 的形式存在 ,而在大部分

其他细胞株中 ,则主要以 CEACAM1S 的形式存在。

2 . 2 　P TB 的 Western blot 分析

Western blot 分析的结果见图 2 , P TB 高表达

与 CEACAM1L 低表达有明显的相关性。在肿瘤组

织中 , P TB 明显高表达 ,而 CEACAM1L 表达水平

较癌旁组织明显下降。

2 . 3 　重组载体的构建

PCR 得到的约为 1 . 6kb 的 DNA 片段 ,经酶切

连入真核表达载体 pCMV ,构建的重组载体经测序

鉴定无误 ,阅读框不变。

2 . 4 　迷你基因的表达及与 P TB 共转染

我们选用主要表达 CEACAM1L 的 H1944 细

胞株作为迷你基因及 P TB 重组载体瞬时转染的宿

主细胞 ,用 PCR 方法检测表达产物的变化 ,见图 4。

P TB 三种变体都影响迷你基因的表达产物的比例 ,

都使 CEACAM1L 表达下降 ,其中 P TB4 对迷你基

因的表达产物影响最大。仅转染迷你基因的细胞中

CEACAM1L 占比例为 76 . 7 % ,而与 P TB 三中变体

共转染后 ,比例分别下降至 58 . 3 %、64 . 8 %和 54 %。

3 　讨论

真核生物基因由外显子与内含子组成 ,通过转

录形成的 mRNA 前体必须去除内含子 ,将外显子拼

接起来 ,才能形成成熟的 mRNA ,作为翻译的模板。

拼接有组成型拼接与选择性拼接两种 ,是基因表达

的必经阶段 ,也是转录后遗传信息扩展的重要机制。

有研究表明 ,人类因基因突变所致的疾病中 ,有

15 %是由于拼接异常引起的。尽管拼接的缺失与肿

瘤的因果关系还不十分清楚 ,但很多实验结果表明 ,
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人肿瘤中有很多基因产物的比例发生了变化。

CEACAM1 基因通过其外显子 7 的选择性拼

接产生两种变体 ,即 CEACAM1L 和 CEACAM1S 。

CEACAM1L 的胞内部分是其具有肿瘤抑制活性所

必需的 ,当去除第七外显子后成为 CEACAM1S ,则

失去其肿瘤抑制活性。有文献报道 ,在 84 %的小细

胞肺癌组织中及大多数非小细胞肺癌细胞和小细胞

中 ,CEACAM1L 的表达水平均下降[ 10 ] 。为了研究

CEACAM1 外显子 7 的选择性拼接机制 ,我们将

CEACAM1 基因中从内含子 5 至外显子 8 长 1 6062
bp 的 DNA 序列插入到真核表达载体 pCMV 中 ,并

转染 H1944 ,以此检测从 CEACAM1 同一个 mR2
NA 前体是否能产生两种变体。为了避免内含子 5

和外显子 6 的连接处拼接位点核苷酸序列可能的影

响 ,我们将内含子 5 拼接位点内的“ag”突变为“aa”。

实验结果表明 ,迷你基因的表达产物 CEACAM1L

和 CEACAM1S 是从同一 mRNA 前体经选择性拼

接而产生的。

P TB 是 hnRN P 家族的一员 ,识别富含嘧啶的

的核苷酸序列 ,能与 U2A F 竞争结合位点 ,在一些

外显子选择剪切过程中起负调控作用 ,能抑制外显

子的剪切。文献报道的 P TB 调控的基因有 F GFR2
1 , GABAA receptorγ2 ,c2src ,fibronectin ,andα2 or

β2t ropomyosin。Western blot 分析的结果表明 ,

P TB 高表达与 CEACAM1L 低表达有明显的相关

性。为了研究可能参与 CEACAM1 外显子 7 的选

择性拼接的拼接因子 ,我们将 CEACAM1 迷你基因

模型与三种 P TB2pCDNA 共转染细胞株 ,实验结果

表明 ,P TB 三种变体都影响迷你基因的表达产物的

比例 , CEACAM1L 所占比例分别下降至 58 . 3 %、

64 . 8 %和 54 %。

至此我们建立了研究 CEACAM1 选择性拼接

的细胞模型 ,初步探讨了 P TB 与 CEACAM1 外显

子 7 的选择性拼接的相关性 ,为进一步研究 P TB 对

CEACAM1 外显子 7 选择性拼接的调控及在肿瘤

发生过程的作用研究奠定基础。

参考文献 :
[ 1 ] 　李奇志 ,张胜名 ,毛永荣 ,等. 非小细胞肺癌中 p65 和 C2myc 的

表达及意义[J ] . 肿瘤防治研究 ,2003 ,30 (5) :3592363 .

[ 2 ] 　Abou2Rjaily GA ,Lee SJ , May D ,et al . CEACAM1 modulates

epidermal growt h factor receptor22mediated cell proliferation

[J ] . J Clin Invest ,2004 ,114 (7) :9442952 .

[ 3 ] 　Kammerer R , Riesenberg R , Weilerc , et al . The tumour sup2
pressor gene CEACAM1 is completely but reversibly downreg2
ulated in renal cell carcinoma[J ] . J Pat hol . 2004 ,204 (3) :2582
267 .

[ 4 ] 　Kunat h T ,Ordonez2Garcia C , Turbide C ,et al . Inhibition of co2
lonic t umor cell growt h by biliary glycoprotein [J ] . Oncogene ,

1995 ,11 :237522382 .

[ 5 ] 　Luo W ,Wood CG ,Earley K. et al . Suppression of tumorigenici2
ty of breast cancer cells by an epit helial cell adhesion molecule

(C2CAM 1) : t he adhesion and growt h suppression are media2
ted by different domains[J ] . Oncogene ,1997 ,14 : 169721704 .

[ 6 ] 　Sienel W ,Dango S ,Woelfle U ,et al . Elevated expression of car2
cinoembryonic antigen2related cell adhesion molecule 1 pro2
motes progression of non2small cell lung cancer[J ] . Clin Cancer

Res ,2003 ,9 (6) :226022266 .

[ 7 ] 　Est rera V T ,Phan D ,Luo W ,et al . The cytoplasmic domain of

C2CAM1cell adhesion molecule is necessary and sufficient to

suppress t he tumorigenicity of prostate cancer cells [ J ] . Bio2
chem Biophys Res Commun ,1999 ,263 : 7972803 .

[ 8 ] 　Wang L ,Lin SH , Wu WG ,et al . C2CAM1 ,a Candidate Tumor

Suppressor Gene , is Abnormally Expressed in Primary Lung

Cancers[J ] . Clinical Cancer Res ,2000 ,6 :298822993 .

[ 9 ] 　Tran H T ,Bridges D ,Ulke A ,et al . Detection of multiple splice

variant s of t he nuclear protein phosphatase 1 regulator sds22 in

rat liver nuclei [J ] . Biochem Cell Biol ,2002 ,80 (6) :8112815 .

[ 10 ] Soria J C ,Lee H Y ,Lee Ji ,et al . Lack of P TEN expression in

non2small cell lung cancer could be related to promoter met hyl2
ation[J ] . Clin Cancer Res ,2002 ,8 (5) :117821184 .

[编辑 :周永红 ]

·323·肿瘤防治研究 2006 年第 33 卷第 5 期


