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［摘要］　目的：检测辐射诱发的胸腺瘤组织中第１０染色体ＰＴＥＮ的表达，观察外源ＰＴＥＮ 基因导入辐射诱发小鼠胸腺瘤细

胞体外增殖能力及体内成瘤作用的影响，探讨ＰＴＥＮ与辐射诱发肿瘤的可能作用机制。方法：采用ＳＰ免疫组织化学法和

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹比较辐射诱发的小鼠胸腺瘤组织和正常小鼠胸腺组织中ＰＴＥＮ、γＨ２ＡＸ和Ｒａｄ５１蛋白的表达。ＲＴＰＣＲ技术

检测胸腺瘤组织和正常胸腺组织中ＰＴＥＮ 基因的缺失情况。利用基因转染技术将外源性ＰＴＥＮ 转入小鼠胸腺瘤细胞中，观

察其对小鼠胸腺瘤组织细胞体外增殖能力和体内成瘤作用的影响。结果：辐射诱发的小鼠胸腺瘤组织中ＰＴＥＮ蛋白表达阳

性率为２２．７３％（５／２２），显著低于正常胸腺瘤组织的阳性率（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示胸腺瘤组织中ＰＴＥＮ表达水平

明显低于正常组织（Ｐ＜０．０１）；ＲＴＰＣＲ检测发现在肿瘤组织中存在高频率ＰＴＥＮ 缺失。外源性ＰＴＥＮ 表达后胸腺瘤细胞

生长速度显著降低，而且细胞致瘤能力明显下降（Ｐ＜０．０１）。辐射诱发的胸腺瘤细胞γＨ２ＡＸ水平明显高于正常组织，而

Ｒａｄ５１蛋白水平明显低于正常组织（Ｐ＜０．０１）。结论：ＰＴＥＮ 表达缺失可能通过影响Ｒａｄ５１途径的ＤＮＡ断裂修复通路，导

致辐射诱发胸腺瘤的发生；外源ＰＴＥＮ 的导入可以抑制胸腺瘤细胞的体外增殖能力及体内成瘤作用，有望成为辐射诱发肿瘤

防治的新靶点。
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　　辐射的致癌效应和其他肿瘤的发生类似，是多
因素、多阶段引起的极其复杂的过程，涉及多种相关
基因的改变和功能的异常，其中抑癌基因的突变是
主要原因之一［１］。目前，关于辐射致癌的机制尚未
完全阐明，研究特定抑癌基因在辐射诱发肿瘤发生
和发展中的作用，具有重要的理论意义和应用价值。
第１０染色体ＰＴＥＮ编码由４０３个氨基酸组成的肿
瘤抑制蛋白，该基因对ＰＩ３ＫＡｋｔ（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓ
ｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢＡｋｔ）凋亡抑制通路
具有负调控作用，其蛋白产物通过下调Ａｋｔ／ＰＫＢ通
路负性调节细胞迁徙和生存，诱导细胞周期阻滞于

Ｇ１期［２］。很多肿瘤均存在ＰＴＥＮ 基因突变、等位基
因杂合性缺失（ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ＬＯＨ）或表达
异常，其表达异常与肿瘤发生发展的生物学行为密
切相关［３６］。本研究首先利用已经建立的辐射致癌
模型［７］，检测ＰＴＥＮ在辐射诱发胸腺瘤组织中的表
达变化，并且通过基因转染技术调控ＰＴＥＮ 基因表
达变化观察其对肿瘤细胞表型的影响，以确定

ＰＴＥＮ在肿瘤发生和发展中的作用。进一步，本研
究分析了ＰＴＥＮ 基因缺失对细胞ＤＮＡ断裂修复能
力的影响，并且检测了 ＤＮＡ修复相关蛋白 Ｒａｄ５１
的表达变化，旨在探讨ＰＴＥＮ在ＤＮＡ双链断裂修
复和维持染色体稳定性中的作用。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　辐射诱发的小鼠胸腺瘤和胸腺组
织通过组织块培养法，收集胸腺瘤和胸腺细胞，在含

１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），５％
ＣＯ２孵箱３７℃恒温培养。

１．２　主要材料及试剂　细胞总蛋白裂解液购自

ＰＩＥＣＥ公司，０．４５μｍＮＣ膜购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；

ＰＴＥＮ抗体购自北京联合博伟生物公司，γＨ２ＡＸ
抗体、Ｒａｄ５１抗体、Ａｃｔｉｎ抗体和ＥＣＬ显色检测试剂
盒购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，相应的辣根过氧化酶标记
的二抗购自上海生工公司。ＰＴＥＮ鼠源性ＳＡＢＣ免
疫组化试剂盒购于博士德生物技术公司。真核表达
载体ｐｃＤＮＡ３．１购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，细胞总ＲＮＡ
抽提试剂 ＴＲＩｚｏｌ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００均购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司。ＡＭＶ逆转录酶、ＲＮＡｓｉｎ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８
及ＴａｑＤＮＡ聚合酶均为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。

１．３　免疫组化　石蜡组织切片常规脱蜡至水，室温
孵育，消除内源性过氧化物酶活性，蒸馏水冲洗，

ＰＢＳ浸泡。石蜡切片经抗原修复后，滴加１∶１００抗

ＰＴＥＮ抗体，４℃ 过夜，次日滴加１∶１００生物素标
记的山羊抗小鼠ＩｇＧ 及１∶１００ＨＩＧＨ２ＳＡＢＣ，

ＤＡＢ显色，苏木精复染。以不加一抗的组织切片作
阴性对照，以已知阳性反应片作阳性对照。胞质中
出现明显棕黄色颗粒为ＰＴＥＮ蛋白阳性，无阳性或
阳性细胞＜１０％为（－），阳性细胞１０％～５０％为
（＋），＞５０％为（）。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹　分别抽提胸腺瘤及对照组胸
腺（各２０例）总蛋白以及培养细胞总蛋白，以βａｃｔｉｎ
为内参，进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹分析 ＰＴＥＮ、γＨ２ＡＸ 和 Ｒａｄ５１蛋白的表达
水平。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测ＰＴＥＮ 基因缺失　从ＧｅｎＢａｎｋ
上获取小鼠ＰＴＥＮＤＮＡ序列，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｅｒ
５软件设计ＰＴＥＮ 引物。上游：５′ＧＡＣＴＣＧＡＣＴ
ＧＣＡＧＡＧＴＴＧＣＡＣＡＧＴ３′，下游：５′ＣＴＡＡＧＣ
ＴＴＣＡＣＣＴＴＡＡＡＡＴＴＴＧＧＡ３′，扩增片段全长

７７８ｂｐ，包括外显子５～８序列区域。参照试剂盒说
明书建立反应体系，ＰＣＲ 反应条件：９４℃ １ｍｉｎ，

５０℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环，最后７２℃延伸

５ｍｉｎ。取扩增产物１０μｌ在１．５％的琼脂糖凝胶上
电泳，凝胶电泳成像分析系统成像。

１．６　ＰＴＥＮ 基因转染　提取胸腺细胞总ＲＮＡ，利
用上述 ＰＴＥＮ 引物，扩增 ＰＴＥＮ 相应区域片段

ｍＲＮＡ序列，通过ＸｈｏⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切与ｐｃＤ
ＮＡ３．１质粒连接，并通过Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染
胸腺瘤细胞，转染后２４ｈ收集细胞，进行细胞增殖
能力和致瘤实验。

１．７　 细胞生长曲线测定　转染ＰＴＥＮ 和空质粒
的胸腺瘤细胞以及胸腺细胞以每孔５×１０４接种于

２４孔板中，于ＣＯ２培养箱中常规培养，待细胞贴壁
后次日起，每天取３个孔，消化后用锥虫蓝染色，细
胞计数求均值，连续６ｄ，以每孔每剂量活细胞均值
绘制生长曲线。

１．８　 裸鼠致瘤实验　分别收集１×１０７胸腺瘤细
胞、转染ＰＴＥＮ 的胸腺瘤细胞，接种到裸鼠颈背部
皮下，观察裸鼠肿瘤生长情况。

１．９　 统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件。细胞蛋
白表达水平数据用珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验进行统计
学分析。率的比较采用χ

２和精确概率法进行分析，
以Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结　果

２．１　ＰＴＥＮ蛋白在辐射诱发的小鼠胸腺瘤和胸腺
组织中的表达　免疫组化结果表明：ＰＴＥＮ蛋白在
小鼠胸腺瘤和胸腺组织中的表达阳性率分别为

２２．７３％（５／２２）和９５．４５％（２１／２２），差异有统计学
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意义（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＰＴＥＮ蛋白表达水平的变化　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
结果表明：与正常对照组相比，２０例胸腺瘤样本中

ＰＴＥＮ蛋白含量明显下降或检测不到的为１５例，即

７５％的胸腺瘤模型中ＰＴＥＮ蛋白含量表达下降，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。

图１　辐射诱发的小鼠胸腺瘤和

胸腺组织中ＰＴＥＮ的表达水平

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮｉｎｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｍｉｃｅｔｈｙｍｏｍａａｎｄｎｏｒｍａｌｔｈｙｍｕｓｔｉｓｓｕｅｓ
Ｔ：Ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｔｈｙｍｏｍａｔｉｓｓｕｅ；Ｃ：Ｎｏｒｍａｌｔｈｙｍｕｓｔｉｓｓｕｅｓ

２．３　辐射诱发小鼠胸腺瘤组织中ＰＴＥＮ 基因的缺
失　ＲＴＰＣＲ检测结果表明：小鼠正常胸腺组织样
本中，均扩增到外显子５～８的７７８ｂｐ特异条带，无

１例发生缺失；而照射诱发的胸腺瘤组织样本中共
有８／２０例外显子５～８发生缺失（图２）。

图２　胸腺瘤组织中ＰＴＥＮ基因外显子５～８的缺失

Ｆｉｇ２　Ｅｘｔｒｏｎ５８ｌｏｓｓｏｆＰＴＥＮｉｎｍｉｃｅｔｈｙｍｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ

Ｍ：１００ｂｐＭａｒｋｅｒ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｔｈｙｍｕｓｓａｍｐｌｅ；Ｔ：Ｔｈｙｍｏｍａｓａｍｐｌｅ

２．４　ＰＴＥＮ 基因转染后胸腺瘤细胞的增殖活性　
细胞生长曲线结果显示，ＰＴＥＮ 基因转染后，胸腺
瘤细胞生长速度明显减慢，与对照组胸腺细胞和转
染空质粒的胸腺瘤细胞相比其Ｄ 值都显著降低，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图３）。说明外源性

ＰＴＥＮ 的表达可以抑制胸腺瘤细胞的增殖。

２．５　ＰＴＥＮ 基因转染后对胸腺瘤细胞致瘤作用的
影响　选取ＰＴＥＮ蛋白表达阴性的胸腺瘤细胞转
染ＰＴＥＮ 基因ｃＤＮＡ后，进行裸鼠致瘤试验，结果
显示，未转染的胸腺瘤细胞致瘤率达１００％（８／８），而
转染ＰＴＥＮ后的胸腺瘤细胞致瘤率仅有１２．５％（１／

８），而且在未转染组４０ｄ后裸鼠生长的肿瘤明显大于
转染ＰＴＥＮ基因组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

２．６　辐射诱发小鼠胸腺瘤组织中 γＨ２ＡＸ 和

Ｒａｄ５１的表达　辐射诱发胸腺瘤组织中可以检测到

γＨ２ＡＸ蛋白水平升高（图４），而γＨ２ＡＸ是ＤＮＡ

双链断裂的指示剂，说明胸腺瘤细胞会出现自发性

ＤＮＡ断裂。同时，胸腺瘤组织中Ｒａｄ５１的表达水平
明显降低，说明Ｒａｄ５１相关的ＤＮＡ损伤修复通路
存在缺陷（图４）。

图３　ＰＴＥＮ基因外源性表达对细胞生长速度的影响

Ｆｉｇ３　Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ
ｅｘｏｇｅｎｏｕｓＰＴＥＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｙｍｏｍａ

Ｃｏｎｔｒｏｌ：Ｎｏｒｍａｌｔｈｙｍｕｓｃｅｌｌｓ；ＮＳ＋ＴＣ：Ｔｈｙｍｏｍａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｂｌａｎｋｐｌａｓｍｉｄ；ＰＴＥＮ＋ＴＣ：Ｔｈｙｍｏｍａｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｅｘｏｇｅｎｏｕｓＰＴＥＮ；Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｏｒＮＳ＋ＴＣｇｒｏｕｐ；ｎ＝４，

珚ｘ±ｓ

图４　辐射诱发小鼠胸腺瘤组织中γＨ２ＡＸ和Ｒａｄ５１的表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆγＨ２ＡＸａｎｄＲａｄ５１ｉｎｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ

ｍｉｃｅｔｈｙｍｏｍａａｎｄｎｏｒｍａｌｔｈｙｍｕｓｔｉｓｓｕｅｓ
Ｃ：Ｎｏｒｍａｌｔｈｙｍｕｓｔｉｓｓｕｅｓ；Ｔ：Ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｔｈｙｍｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ

３　讨　论

　　ＰＴＥＮ 基因是迄今发现的第一个具有双特异
性磷酸酶活性的抑癌基因，定位在染色体１０ｑ２３．３
上，全长２１ｋｂ，由９个外显子和８个内含子组成。

ＰＴＥＮ与肿瘤的恶性增殖、侵袭和转移等生物学特
性密切相关，在生物机体内起广泛的作用，包括调控
细胞周期、诱导细胞凋亡和调节细胞粘连、迁移和分
化等。其在辐射诱发肿瘤发生过程中的作用和作用
机制还有待阐明。多种肿瘤如恶性胶质瘤、前列腺
癌、乳腺癌中ＰＴＥＮ表达异常或频繁突变［５，８９］。肿
瘤组织中ＰＴＥＮ 基因突变可导致其磷酸酶活性剧
降，细胞恶性增殖能力增强；也可导致细胞游走性增
加并抑制细胞凋亡［１０１１］。

　　辐射诱发肿瘤的发生过程中涉及多种肿瘤相关
基因的改变。本研究室前期研究中发现癌基因



第８期．李百龙，等．ＰＴＥＮ 基因表达对辐射诱发小鼠胸腺瘤细胞生物学行为的影响 ·８９１　　 ·

ＭＤＭ２、抑癌基因Ｐ１６、信号转导相关基因ＳＴＡＴ３
等在辐射致癌过程中都有明显的表达异常［１２１５］。利
用生物学手段调控相关基因的表达可以有效改变肿

瘤的相关生物学行为改变，从而为肿瘤的生物学治
疗手段提供分子靶标。本研究结果显示ＰＴＥＮ蛋
白在辐射诱发的小鼠胸腺瘤组织中的表达阳性率和

蛋白表达水平与正常胸腺组织相比显著降低。进一
步分析还发现，在胸腺瘤组织中ＰＴＥＮ 基因存在高
频率的基因缺失。而且在转染ＰＴＥＮ 基因使胸腺
瘤细胞中外源性表达ＰＴＥＮ后，肿瘤细胞生长速度
和致瘤活性都受到明显的抑制，说明ＰＴＥＮ在辐射
诱发小鼠胸腺瘤发生过程中起到重要的作用。通过

γＨ２ＡＸ检测发现，辐射诱发胸腺瘤组织中 γ
Ｈ２ＡＸ蛋白水平升高，提示ＰＴＥＮ 缺失可以诱发细
胞出现自发性ＤＮＡ断裂，如果细胞缺乏相应的有
效修复机制将导致细胞无法维持染色体稳定性。

　　Ｒａｄ５１是真核细胞中重要的同源重组修复蛋
白，在体内可以识别损伤的ＤＮＡ位点，并与其他修
复蛋白形成复合体，促进同源重组修复的进行。在
多种肿瘤组织中都存在Ｒａｄ５１的表达异常，Ｒａｄ５１
缺陷可以导致肿瘤的发生率明显升高［１６１７］。本研究
中发现的Ｒａｄ５１的表达水平明显降低，说明在辐射
诱发的小鼠胸腺瘤中存在Ｒａｄ５１相关的ＤＮＡ损伤
修复通路存在缺陷，这可能是肿瘤的发生和发展的
原因之一。本研究结果有助于对辐射诱发的肿瘤发
生的理解，对ＰＴＥＮ和Ｒａｄ５１的深入研究将有望为
辐射诱发肿瘤的防治提供实验依据和新的治疗策

略。
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