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　　多环芳烃化合物（ｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃａｒｏｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ，

ＰＡＨｓ）是全球性有机污染物，在各种环境介质如空气、水、土

壤、沉积物等中都广泛存在。ＰＡＨｓ中有相当一部分是致癌

物，其中以苯并［ａ］芘（ｂｅｎｚｏ［ａ］ｐｙｒｅｎｅ，Ｂ［ａ］Ｐ）的致癌性最

强。Ｂ［ａ］Ｐ可引起实验动物肺癌、皮肤癌等多种癌症。

Ｂ［ａ］Ｐ本身无致癌活性，必须在体内活化代谢后，生成终致癌

物如反式二羟环氧苯并芘（ａｎｔｉｂｅｎｚｏ［ａ］ｐｙｒｅｎｅｔｒａｎｓ７，８ｄｉ

ｈｙｄｒｏｄｉｏｌ９，１０ｅｐｏｘｉｄｅ，ａｎｔｉＢＰＤＥ）等才具有致癌活性。ａｎ

ｔｉＢＰＤＥＤＮＡ加合物的生成被认为是Ｂ［ａ］Ｐ致癌过程的关

键［１２］。该代谢产物不可逆地引起细胞内生物大分子的损伤

（如ＤＮＡ，蛋白和脂质）［３］，产生致突变和致癌作用。但是对

于ａｎｔｉＢＰＤＥ介导的致癌机制研究还不是很明确。为了更

好地理解ａｎｔｉＢＰＤＥ作用后的分子行为，在一定的细胞类型

中证实基因和蛋白的表达不同已经成为当今的研究兴趣所

在。ｐ５３是一个重要的肺癌变相关基因，超过一半的癌症患

者发生了ｐ５３抑癌基因的突变，这表明正常的Ｐ５３蛋白在防

御癌症的过程中起着至关重要的作用。而大约９５％致癌的

Ｐ５３蛋白突变发生在与ＤＮＡ结合的核心区域，主要分布于

Ｅｘｏｎ５～Ｅｘｏｎ８之间［４］。科学家们发现该区域对研究它的

抗癌活性起着关键的作用。黄勇等［５］研究表明ａｎｔｉＢＰＤＥ
诱发ｐ５３基因Ｅｘｏｎ８发生Ｇ→Ｔ点突变。

　　本实验用分子生物学方法研究Ｂ［ａ］Ｐ代谢产物ａｎｔｉ

ＢＰＤＥ在体外诱导人支气管上皮细胞１６ＨＢＥ恶性转化过程

中ｐ５３基因Ｅｘｏｎ５～Ｅｘｏｎ８外显子改变以及Ｐ５３蛋白的表

达改变，以 进 一 步 探 讨 Ｂ［ａ］Ｐ 诱 导 细 胞 恶 性 转 化 的

机制。　　　　

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人支气管上皮细胞１６ＨＢＥ（ｈｕｍａｎｂｒｏｎ

ｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，１６ＨＢＥ），由苯并［ａ］芘活性代谢产物

ａｎｔｉＢＰＤＥ恶性转化的１６ＨＢＥ细胞（１６ＨＢＥＣ）均由广州医

学院赠送，恶性转化的１６ＨＢＥ细胞可以在裸鼠身上成瘤。

细胞培养于５％ＣＯ２、饱和湿度为３７℃的二氧化碳孵箱中。

细胞培养于含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液中，待细胞

达到８５％融合时，用含有０．２５％胰蛋白酶／０．０２％ＥＤＴＡ的

ＰＢＳ消化，按１∶３的比例进行传代。

１．２　１６ＨＢＥ细胞和１６ＨＢＥ恶性转化细胞生长曲线的绘

制　１６ＨＢＥ细胞和１６ＨＢＥ恶性转化细胞分别以３．５×１０４／

ｍｌ的密度接种于２４孔板内，每孔１ｍｌ，每隔１２ｈ用锥虫蓝

染色法计数细胞，连续１３２ｈ，每次计数３个孔，计算平均值，

每隔１ｄ换液１次，绘制细胞生长曲线，计算两株细胞的群体

倍增时间。

１．３　ｐ５３基因测序分析　在收集细胞前３６～４８ｈ接种细

胞，在每个２５ｃｍ２的培养瓶中分别接种５×１０５个１６ＨＢＥ
和１６ＨＢＥ恶性转化细胞，用０．２５％胰蛋白酶消化单层培养

细胞，用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液配成单个细胞悬液，

分别取１×１０６个细胞。试剂盒法提取ＤＮＡ然后进行ＰＣＲ
扩增（ＰＣＲ试剂盒均购自 Ｇｉｂｃｏ公司），引物设计参照Ｆｒｅ

ｂｏｕｒｇ等［６］的研究，ＰＣＲ条件为：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变

性３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３３个循环，然后７２℃１０ｍｉｎ；

通过ＤＮＡ测序仪进行检测。

１．４　免疫细胞化学检测Ｐ５３蛋白在两株细胞中的表达量　
将盖玻片灭菌后放入２４孔培养板内。将细胞悬液以１×１０４

个接种在玻片上，每孔１ｍｌ。细胞贴壁后用４℃预冷的丙酮

进行固定，０．１％Ｔｒｉｔｏｎ１００进行打孔１０ｍｉｎ，１０％ＦＢＳ进行

封闭１ｈ，抗Ｐ５３抗体孵育过夜，根据ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒

说明书完成操作步骤。光学显微镜下观测染色变化。

１．５　免疫印迹　在每个培养瓶中分别接种５ × １０５个

１６ＨＢＥ细胞和１６ＨＢＥ恶性转化细胞；在３７℃、５％ＣＯ２及饱

和湿度条件下培养细胞至对数生长期；提取细胞蛋白，取适

量蛋白与５×ＳＤＳ上样缓冲液及１００ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ 煮沸５

ｍｉｎ，取等量蛋白经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离；将蛋白经湿式电

转法转移至硝酸纤维素膜 （３００ｍＡ，恒流２ｈ），将硝酸纤维

素膜置于适量封闭液中，４℃，过夜，将硝酸纤维素膜用ＴＢＳ

Ｔ清洗３次，１０ｍｉｎ／次；根据蛋白分子量标记剪取硝酸纤维

素膜上所需的部分，在杂交袋中加适量滴度的一抗，即抗
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Ｐ５３抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），１∶２５０稀释，４℃，杂交过夜，βａｃｔｉｎ
作为内参照；硝酸纤维素膜用 ＴＢＳＴ液漂洗３次，１０ｍｉｎ／

次，在杂交袋中加入适量滴度的二抗（中杉金桥生物技术公

司），室温轻摇１ｈ；ＴＢＳＴ漂洗３次，１０ｍｉｎ／次，采用免疫印

迹ＥＣＬ化学发光法，暗室曝光显影。

１．６　二维凝胶电泳及免疫印迹　测定对数生长期１６ＨＢＥ
细胞蛋白、对数生长期１６ＨＢＥ恶性转化细胞蛋白浓度，取７

ｃｍｐＨ３～１０的ＩＰＧ胶条，２００μｇ上样进行等电聚焦。等电

聚焦后进行ＳＤＳＰＡＧＥ，考马斯亮蓝染色。ＰＤＱｕｅｓｔ软件进

行匹配分析。同时将对数生长期１６ＨＢＥ恶性转化细胞蛋白

２ＤＥ的平行胶进行硝酸纤维素膜转膜，分别用βａｃｔｉｎ、Ｐ５３
抗体进行杂交，ＥＣＬ发光显色。

２　结　果

２．１　１６ＨＢＥ细胞和１６ＨＢＥ恶性转化细胞的生长特性　为

了了解１６ＨＢＥ细胞和１６ＨＢＥ恶性转化细胞的体外细胞增

殖情况，阐明２株细胞的生长速度是有否不同，并确定２株

细胞的倍增时间，我们对这２株细胞的生长速度分别进行了

检测，采用锥虫蓝染色计数法，每隔１２ｈ进行活细胞计数１
次，绘制这２株细胞的生长曲线（图１）。在整个观测时间内对

比２株细胞的增殖情况，可以看出，１６ＨＢＥＣ恶性转化细胞生

长速度要快于１６ＨＢＥ细胞。２株细胞的群体倍增时间计算根

据依据Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ公式ｔＤ＝ｔ×ｌｇ２／（ｌｇｎｔ－ｌｇｎ０）计算［７］（ｔＤ：细胞

倍增时间；ｔ：培养时间；ｎ０：接种时的细胞数；ｎｔ：培养一定时间

后的细胞数）。结果表明，１６ＨＢＥ恶性转化细胞的倍增时间为

２６．７７ｈ，而１６ＨＢＥ的倍增时间为３０．７０ｈ。

图１　１６ＨＢＥ和１６ＨＢＥＣ细胞增殖情况

２．２　１６ＨＢＥ细胞和１６ＨＢＥ恶性转化细胞的ｐ５３基因序列

测定　为了了解ｐ５３基因在１６ＨＢＥ恶性转化细胞中是否发

生突变，旨在找出其编码的氨基酸是否发生变化，我们对

１６ＨＢＥ和１６ＨＢＥ恶性转化细胞的ｐ５３基因组进行了序列

的测定。本次研究在２株细胞中均未检测到 ｐ５３基因

突变。　　　　　
２．３　Ｐ５３蛋白在１６ＨＢＥ 恶性转化细胞中表达水平升

高　Ｐ５３的单克隆抗体来源于鼠，可以特异性地与Ｐ５３相结

合，用于检测Ｐ５３，在细胞和蛋白水平均无非特异性染色。

由图２可见，Ｐ５３在１６ＨＢＥ恶性转化细胞中表达要高于

１６ＨＢＥ细胞（选择每个样品中１０个非重叠视野，计算每个

视野中的阳性细胞与总细胞数的百分比，取平均数）。

图２　１６ＨＢＥ和１６ＨＢＥＣ细胞的免疫细胞化学染色

２．４　免疫印迹提示 Ｐ５３蛋白在恶性转化细胞中表达增

高　我们用免疫印迹的方法，以βａｃｔｉｎ为内参直接检测了

Ｐ５３蛋白的表达，Ｐ５３蛋白在恶性转化细胞中表达要高于

１６ＨＢＥ细胞（图３）。

图３　１６ＨＢＥ和１６ＨＢＥＣ细胞中

Ｐ５３蛋白水平的检测

２．５　二维凝聚电泳Ｐ５３在恶性转化细胞的蛋白质表达水平

表达增高　对数生长期１６ＨＢＥ和１６ＨＢＥ恶性转化细胞蛋

白进行二维凝胶电泳的研究。用７ｃｍｐＨ３～１０胶条进行

等电聚焦和ＳＤＳＰＡＧＥ进行２ＤＥＰＡＧＥ，上样量为２００μｇ
蛋白，考马斯亮蓝进行染色，染色后的凝胶用ＧｅｌＤｏｃ２０００进

行扫描，用ＢＩＯＲＡＤ提供的ＰＤＱｕｅｓｔ７．０１分析软件对图谱

进行分析。在１６ＨＢＥ细胞中可以检测到３１３个蛋白点，而

在１６ＨＢＥ恶性转化细胞中可以检测出３３３个蛋白点，匹配

率为８６％。另将２块平行样的１６ＨＢＥ和１６ＨＢＥ恶性转化

细胞的２Ｄ胶进行转膜，ＥＣＬ发光法进行检测，以βａｃｔｉｎ作

为定量内参照，结果提示Ｐ５３蛋白在１６ＨＢＥ恶性转化细胞

中表达增高，等电点约在６．５～７．２左右，相对分子质量约为

５３０００（图４）。

３　讨　论

　　支气管肺癌对人类的危害众所周知，正成为我国威胁最

严重的恶性肿瘤及我国居民的主要死亡原因。肺癌也是一

种基因遗传病，其发生的根本原因在于细胞基因组ＤＮＡ的

损伤，导致细胞癌基因的激活或过度表达，抑癌基因（ｔｕｍｏｒ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ，ＴＳＧ）的丢失或其产物的失活，或两者兼而

有之，引起细胞无限制生长而形成恶性肿瘤。在肺癌中，激

活的癌基因组为ｍｙｃ和ｒａｓ癌基因家族，抗癌基因为Ｒｂ和

ｐ５３基因［８］。ＴＳＧ 对防止细胞癌变有着重要作用，Ｍｉｎｎａ
等［９］从分子病理学角度研究出发，提出了肺癌的演变是一系
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列分子变异的模式，其中ｐ５３基因突变是肺癌发生的重要关

键基因之一，深入研究ｐ５３基因突变对于了解肺癌的发生发

展具有重要的意义。

图４　二维凝胶电泳检测１６ＨＢＥ和

１６ＨＢＥＣ细胞中Ｐ５３蛋白的水平

　　ｐ５３定位于人类１７ｐ１３．１染色体上，全长约１６～２０ｋｂ，

由１１个外显子和１０个内含子组成，其编码蛋白由３９３个氨

基酸组成，相对分子质量５３０００，是与核 ＤＮＡ结合的磷蛋

白。ｐ５３基因的一级结构已基本清楚，含有３个结构区：一个

酸性的氨基末端区、碱性Ｃ末端区和一个中部区。其中部区

能直接与ＤＮＡ结合，绝大多数肿瘤中检测到的ｐ５３点突变

即发生在该区域中。ｐ５３基因具有转录因子的特性，参与细

胞内众多的生理和病理过程。ｐ５３的不同功能取决于与ｐ５３
作用的细胞或病毒蛋白。ｐ５３生理功能主要有２种：一是抑

制细胞分裂，让其停留在细胞周期的Ｇ１期；另一种是使细胞

凋亡。在人类肿瘤发生过程中，ｐ５３基因监控功能的丧失是

目前最常检测到的变化之一。在大约２００多种不同的恶性

肿瘤中，有６０％以上的肿瘤带有ｐ５３基因突变，大约５０％的

肺癌存在着ｐ５３基因的突变。Ｔａｋａｈａｓｈｉ等［１０］研究发现，肺

癌中ｐ５３遗传异常包括纯合子缺失及伴随点突变所致 ｍＲ

ＮＡ大小的改变，这些突变位于ｐ５３基因的阅读框上，并在

高度保守区改变了ｐ５３蛋白的氨基酸顺序（Ｇ→Ｔ），ｐ５３基因

的突变集中于密码子１３２～２８５之间，因此ｐ５３基因突变是

肺癌中发生频率最高的遗传改变，ｐ５３失活对肺癌的产生起

重要作用。研究认为９５％～９８％的ｐ５３基因位于５、６、７、８
四个外显子的相对保守区域内［１１］。

　　本研究选用人支气管上皮细胞１６ＨＢＥ及由Ｂ［ａ］Ｐ代谢

活化产物ａｎｔｉＢＰＤＥ诱导的１６ＨＢＥ恶性转化细胞作为研究

模型，其研究优势在于１６ＨＢＥ恶性转化的原因明确，即由

ａｎｔｉＢＰＤＥ所致，这为研究Ｂ［ａ］Ｐ致癌机制研究提供了一个

良好的研究模型。关于１６ＨＢＥ细胞和１６ＨＢＥ恶性转化细

胞的研究已有一些相关报道，纪卫东等［１２］研究表明，ｐ５３基

因点突变可能是Ｂ［ａ］Ｐ诱发肺癌的早期分子事件。

　　本研究结果表明，ａｎｔｉＢＰＤＥ诱导１６ＨＢＥ恶性转化过程

中未检测到ｐ５３基因点突变，更没有引起ｐ５３氨基酸序列的

改变。但在蛋白水平，恶性转化细胞中Ｐ５３蛋白表达明显高

于１６ＨＢＥ细胞，引起蛋白表达增高的原因还有待于进一步

证实。虽然ｐ５３基因没有向突变型转变，而１６ＨＢＥ恶性转

化细胞生长速度较１６ＨＢＥ快，说明ａｎｔｉＢＰＤＥ诱导１６ＨＢＥ
恶性转化过程中可能存在其他与细胞增生相关的基因或蛋

白表达增高，值得我们深入研究。
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