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永生化上皮细胞系及肺鳞癌细胞系基因组DNA

拷贝数变异的比较研究

路 丹 曹邦荣 冯 林 郭素平 程书钧 高燕宁 张开泰

摘要 目的：通过分析比较支气管上皮永生化细胞系与肺鳞癌细胞系的拷贝数变异探讨肿瘤早期发展的分子机制。方法：

用人类比较基因组杂交芯片（aCGH）分别测定支气管上皮细胞系Y-BE和肺鳞癌细胞系NCI-H2170的拷贝数，经数据校正，对拷

贝数变异基因进行GO（Gene Ontology）富集分析。结果：永生化上皮细胞系早代Yp21仅出现了少量的DNA拷贝数变异，而在染

色体20 q11～12区段Yp21细胞与HCI-H2170细胞出现了相似的拷贝数变异结果；永生化上皮细胞系晚代Yp113具有类神经细

胞黏附基因的拷贝数增加现象；整体来看，从永生化上皮细胞早代到晚代，再与肿瘤细胞比较，DNA拷贝数变异频率不断升高，基

因组稳定性逐渐下降。结论：通过对永生化上皮细胞拷贝数变异的研究，成功建立了肺癌癌前模型的拷贝数变异谱，部分拷贝数

变异可能代表了肿瘤发生发展早期的分子事件，预示了细胞的潜在恶性，这些发现可能为阐明肿瘤发生发展的分子机制提供了

条件。
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Abstract Objective: This study aims to explore the molecular mechanisms in the progression of early-stage tumors by compar-

ing and analyzing the copy number variation ( CNV ) in an immortalized epithelial cell line and the lung squamous cell carcinoma cell

line. Methods: Human genome array-comparative genomic hybridization was used to measure the CNVs of the immortalized cell line

Y-BE and the lung squamous cell carcinoma cell line NCI-H2170. An analysis of the Gene Ontology functional enrichment of the genes

with abnormal copy numbers was conducted after data reconciliation. Results: Only a few variations occurred in the early passage of

the Y-BE cell, Yp21. A large overlapping CNV region in 20 q11-12 between the cell Yp21 and NCI-H2170 was found. The copy-num-

ber gain of neural cadherin-like cell adhesion genes occurred in the late passage of the Y-BE cell, Yp113. Compared with NCI-H2170,

the CNV frequency of Yp113 increased, whereas the genome stability from the early passage Y-BE to the late passage one decreased.

Conclusion: After studying CNVs in the immortalized epithelial cell line, the CNV spectrum of variation of the precancerous model for

lung cancer was successfully built. Some of the CNVs represented an early molecular event of tumor progression, indicating the poten-

tial malignancy of the cells. The findings of this study may give clues clarifying the molecular mechanisms of tumorigenesis and pro-

gression.

Keywords Immortalized epithelial cell; Copy number variations; Squamous cell carcinoma of lung

肺癌是世界范围内发病率和死亡率最高的恶性

肿瘤［1］。在肺癌的多阶段演进过程中，癌前状态是恶

性肿瘤发生或发展的限速阶段，其分子层面的异质

性和特征改变影响肿瘤细胞的进化，决定恶性肿瘤

形成和发展。因此，了解癌前状态，控制癌前状态的

发展方向，对肿瘤防治具有重要意义。由于癌前组

织获取困难，而永生化细胞具有肿瘤发展早期的部

分特征，且恶性程度较低［2］，本研究利用支气管上皮

永生化细胞系Y-BE作为癌前细胞模型来研究肿瘤

发生发展过程中可能的分子机理。对Y-BE细胞的

早晚代和同样起源于支气管上皮的肺鳞癌细胞所发

生的拷贝数变化进行对比研究，以探讨肿瘤细胞获

得恶性能力的分子机制，寻找肿瘤早期分子标记物，

并为肺癌的早期诊断及治疗提供理论依据。
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1 材料与方法

1.1 材料

人支气管上皮永生化细胞系Y-BE由本实验室

前期建立，来源于女性非癌支气管上皮细胞，通过

SV40LT转染获得永生化［3］。选取人肺鳞状细胞癌细

胞系NCI-H2170（男性），Y-BE早代（简写为Yp21，表
示Y细胞第21代）和晚代（简写为Yp113，表示Y细胞

第 113代）。商品化人类基因组DNA（男性/女性）购

自Promega公司；人类全基因组CGH芯片（4×44 K）及
配套试剂盒（基因组DNA标记试剂盒及Oligo aCGH/
ChIP-on-Chip杂交试剂盒）购自Agilent公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及处理 NCI-H2170细胞以含 10%
胎牛血清的 RPMI 1640完全培养基培养，37℃、5%
CO2孵箱培养；Y-BE细胞以无血清的LHC-9完全培

养基培养，37℃、3.5%CO2孵箱培养。收集对数生长

期细胞用酚氯仿抽提法提取DNA，DNA要求OD260/
280值≥1.80，浓度≥100 ng/μL，总量≥1.5 μg。
1.2.2 DNA处理及 aCGH实验 根据细胞系来源患

者性别选取对照DNA，细胞系与对照DNA均经限制

性酶片段化处理，对电泳观察符合质控标准的DNA
进行荧光标记（Cy5标记细胞系DNA，Cy3标记对照

DNA），纯化浓缩后测定浓度及荧光强度，并依照公式：

荧光掺入率（pmol/μg）=1 000×荧光强度（pmol/μL）/
DNA浓度（ng/μL）计算标记效率，以Cy3和Cy5的掺

入率分别为 35～55 pmol/μg、25～40 pmol/μg为合格

标准。将合格细胞系DNA与其对照DNA等体积混

合，在65℃、20 rpm的条件下与 aCGH芯片杂交24 h，
清洗芯片除去非特异性杂交信号后，用芯片扫描仪

对芯片进行双色扫描，图像采用Agilent® Feature Ex⁃

traction软件进行探针数据提取。

1.3 数据处理和统计学分析

芯片数据处理及校正利用R软件的DNAcopy程
序包完成，利用该程序包中的循环二元分割法整合

计算可以得到 DNA 拷贝数变异片段［4］；以信号值

<-0.2和>0.2作为相应片段拷贝数减少和增加的标

准；以<-1.5为纯合缺失标准；使用DAVID网站在线

进行GO富集分析。以Benjamini校正P值显著性水

平α=0.05为标准，筛选富集基因功能类别。

2 结果

2.1 永生化上皮细胞系Y-BE的拷贝数变异情况

早代细胞 Yp21 与 NCI-H2170 细胞在染色体

20q11-12区段有较大面积的扩增重合区域（图 1）；

Yp113拷贝数增加基因通过GO富集获得细胞黏附相

关基因功能类别（表 1），其中 20个均属于原钙黏素

（PCDH）基因家族，并且所有在列的24个基因所表达

的均是与脑和神经器官发育密切相关的类神经钙黏

素类蛋白。

拷贝数增加区域； 拷贝数减少缺失区域； 纯合缺失区域

图 1 拷贝数变异在9号和20号染色体的分布情况

Figure 1 Distribution of copy number variations in No. 9 & No. 20 chro⁃
mosome

9号染色体

20号染色体

GO功能类别

GO：0016339~calcium-dependent cell-cell adhesion

GO：0007156~homophilic cell adhesion

*此类别的基因被完全包含在第二个类别中，因此这些基因是两个类别共有的

基因

*PCDHGA1，CDH22，PCDHB13，PCDHB14，FAT2，PCDHA1，PCDHB11，PCDHB12，PCDH12，PTPRT

PCDHB5，CDH4，PCDH1，PCDHB1，PCDHB6，PCDHB16，PCDHB3，PCDHB4，PCDHB15，PCDHB9，

PCDHB10，PCDHB7，CDH26，PCDHB2

Benjamini

9.10E-07

1.38E-05

表1 Yp113拷贝数增加基因的GO富集结果

Table 1 GO functional enrichment of Yp113 copy-number gain genes

2.2 肺鳞癌细胞系NCI-NCI-H2170的拷贝数变异

情况

肺鳞癌细胞系NCI-H2170在染色体区段9p21上
有3个基因纯合缺失，分别是CDKN2A（p16）、MTAP、
CDKN2B（p15）；NCI-H2170拷贝数减少基因通过GO
富集获得细胞黏附相关基因功能类别；拷贝数增加

基因通过GO富集获得转录调控相关基因功能类别

（表2）。

2.3 细胞拷贝数变异的整体情况

3组细胞均存在不同程度的染色体变异，其中

Yp21出现拷贝数减少基因340个，分布于4条染色体

的69个染色体区段；拷贝数增加基因100个，分布于

3条染色体的 26个染色体区段。Yp113出现拷贝数

减少基因270个，分布于4条染色体的51个染色体区

段；拷贝数增加基因685个，分布于7条染色体的117
个染色体区段。NCI-H2170出现拷贝数减少基因
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529个（包括纯合缺失 3个），分布于 11条染色体的

209个染色体区段；拷贝数增加基因 134个，分布于

15条染色体的221个染色体区段（图1，2）。
表2 NCI-H2170拷贝变异基因的GO富集结果

Table 2 GO functional enrichment of NCI-H2170 abnormal copy-num⁃
ber-genes

A：发生拷贝数变异的基因总数；B：变异所在染色体区段总数

图 2 发生拷贝数变异的基因总数及变异所在染色体区段总数在各

细胞系间的情况

Figure 2 Numbers of copy-number-abnormal genes and chromosome re⁃
gions in different cell lines.（a） Numbers of copy-number-abnormal
genes；（b）Numbers of chromosomal regions with copy-number-abnor⁃
mal genes

3 讨论

Yp21与NCI-H2170的拷贝数增加区域出现了较

大程度的重合，这可能是值得注意的肿瘤细胞发展

早期分子事件。有报道［5］提出，发生在染色体20 q的
扩增可能与经病毒转导的基因组不稳定性相关联，

从而导致细胞永生化，而基因组的不稳定性是导致

肿瘤最终发生的原因之一；20 q的扩增发生在细胞致

瘤转化的早期阶段，并可能具有恶性肿瘤起始的作

用［6］。在卵巢癌、结直肠癌和宫颈癌中均发现20 q扩

增的现象［7-9］，但针对此区域的染色体变异鲜有关于

肺癌的报道。在GO富集中得到的转录调控功能类

别基因，如细胞周期调控基因E2F1和凋亡调控基因

BCL2L1也出现在这一区域中（20 q 11.2），E2F1可以

诱导休眠细胞进入细胞周期并合成DNA，而BCL2L1
通过控制潜在凋亡诱导剂的释放调节细胞凋亡，因

此其拷贝数增加可能引起细胞的异常增殖。该区域

的扩增对肺癌的意义仍需进一步研究，而这可能对

肺癌的早诊具有重要意义。

组织浸润或远端转移是肿瘤细胞进展重要标志［10］。

而细胞黏附分子出现异常表达，会导致其参与调节

的分子网络失常，细胞形态改变并失去同相邻细胞

或细胞外基质的接触，从而引起肿瘤发生和组织浸

润等恶性事件［11］。本研究中NCI-H2170拷贝数减少

基因显著富集于细胞黏附功能类别中，暗示了其转

移恶性。但细胞黏附相关基因在恶性肿瘤细胞中并

不总是表达下调的，细胞迁移若发生在胚胎形成或

炎症反应期间，与其相关的黏附基因往往会在浸润

性癌细胞中表达上调。如在器官形成过程中神经元

和间充质细胞中经常表达的神经钙黏素（N-cad⁃
herin）就在多种肿瘤细胞中表达上调［12］。本研究中

Yp113的拷贝数增加基因同样富集于细胞黏附功能

类别中，该类别的大部分基因都表达可能在恶性肿

瘤中获得上调的神经钙黏素，且与NCI-H2170拷贝

数减少基因的富集结果并未重合，因此这样的结果

也许预示了细胞获得浸润侵袭能力的潜能。

另一个值得注意的问题是，本研究中永生化上

皮细胞早晚代之间并无太多相似之处，而对于同一

细胞系来说，这样的差异也许是因为两株细胞来源

于同一细胞株中两个不同的亚克隆。有关胰腺癌的

报道指出，原发肿瘤和转移灶之间存在较大的遗传

异质性，并且造成转移的突变也不包含于原发灶的

突变中［13-14］。这说明，即使原始肿瘤细胞只有一个克

隆，在后期的发展中也会出现不同的亚型，因此，即

使是同一肿瘤组织，不同细胞的基因差异仍然可能

悬殊［15］。而从同一细胞分离的永生化早代和晚代细

胞间的差异，可能说明了肿瘤发展过程中存在不同

变异的现象。

肺鳞癌有其相对特异的拷贝数特征，抑癌基因

p16在肺鳞癌中存在较高的缺失频率［16］，而MTAP和

p15因为处于距 p16较近区域内，通常被发现与 p16
共同缺失。本研究中这 3个基因在NCI-H2170细胞

中的纯合缺失验证了这一点。基因组的不稳定性是

肿瘤细胞的重要特征之一［10］，基因拷贝数出现变异

以及变异所分布的区域，从永生化上皮早代到晚代，

再到肿瘤，呈现了不断增多的趋势。这说明随着肿

项目

拷贝数减少

拷贝数增加

GO功能类别

GO：0007155～cell adhesion

GO：0022610～biological adhesion

GO：0006350～transcription

GO：0045449～regulation of transcription

基因数（个）
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213

244

Benjamini

0.000 182 1
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瘤细胞的进展，细胞的基因组也变得更加不稳定。

综上所述，通过对永生化上皮细胞拷贝数变异

的研究，本研究成功建立肺癌癌前模型的拷贝数变

异谱，并发现部分拷贝数变异特征可能代表了肿瘤

发生发展早期的分子特征，为阐明肿瘤发生发展的

分子机制提供了条件。
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《中国肿瘤临床》“新药临床研究”栏目介绍

《中国肿瘤临床》在“求精、求实、求快”办刊原则的指导下，重点建设具有临床特色与实用性的栏目，不断增强期刊学术影响

力与吸引力。“新药临床研究”是本刊特色栏目之一，重点跟踪报道抗肿瘤新药的临床研究成果，以促进抗肿瘤药物临床评价规范

化，推动肿瘤治疗新方案的临床应用。

本栏目欢迎临床肿瘤学科、药物临床试验和新药研发相关专业人员踊跃投稿，报道对现有标准（或最佳）治疗方法具有一定

改善前景，或对临床实践有指导意义的研究内容，试验方案应符合《赫尔辛基宣言》的要求并获得相关医学伦理委员会批准，所有

受试者均签署知情同意书；临床试验样本量应符合统计学要求；注册临床试验样本量符合《新药注册管理办法》。要求文章以论

著格式撰写。
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