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摘 要：【目的】通过比较表达在中国仓鼠卵巢（,-.）细胞中野生型和突变型 ./0烷基鸟嘌呤 0123烷基转
移酶（345）对二氯乙基亚硝脲（6,27）细胞毒性作用的反应差异，探测 345错译突变体的功能意义。【方法】将
野生型及不同突变型 345 8123 分别转染 ,-.细胞，选择稳定表达 345的细胞株，用 6,27 作用细胞，以存活
细胞簇的数量作为判断细胞毒性标准。【结果】表达 345 9:;*’<=:和 9:;*’<=: ) >?:!’#@A? ) 9BC!D*3EF突变体的
细胞对 6,27的毒性作用抵抗力显著减弱，与此不同的是，其余突变体 >?:!’#@A?、9BC!D*3EF、G:E!*’3CH以及

>?:!’#@A? ) 9BC!D*3EF对 6,27毒性作用的抵抗性较野生型 345无明显差异。【结论】345 9:;*’<=:突变体在修
复 6,27 造成的 123损伤过程中酶活性降低。提示 345基因多态性可能与肿瘤易感性有关。
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大多数环境致癌物如亚硝胺类物质以及肿瘤

化疗药物如二氯乙基亚硝脲（*+(,）均属于烷基化
合物，其分子中一个或多个活性烷基可转移到

’()分子碱基上，使 ’()链上的鸟嘌呤第六位上
的氧原子 （$%）烷基化，形成 $%&烷基鸟嘌呤加合
物，造成 ’()损伤，导致基因突变及细胞死亡 - " .。

人 $%&烷基鸟嘌呤 &’()烷基转移酶（)/0）是存在
于生物体内的一种高度专一的 ’()修复酶，能有
效地修复 ’()分子中鸟嘌呤 $%位的烷基化损伤，

从而维持基因组的精确性和完整性，防止环境中亚

硝胺等烷化剂诱导的致癌及致突变的作用。目前

已有大量报道人群中存在多种 $%& 烷基鸟嘌呤
&’()烷基转移酶 1$%&23453672898:&’() 23453;<28=&
>:<2=: ? )/0@ 的突变体，如 )/0 /35"%A)<6-B .、

0<C%D+5=、 E:7FGHI:-! .、 J3:"G!K23、 J3:"G!K23 L
E5="MF)<6等 - G .。近年来的研究表明 )/0基因多态
性是造成不同个体间 ’()修复功能差异的主要因
素。另有文献报道，染色体畸变率升高对诱变因素

敏感性增加或修复能力下降的个体患肺癌的危险

度增加 - D .。因此，开展对 )/0基因多态性与功能变
化的研究从而揭示其与肿瘤易感性的关系具有重

要意义。本实验选用 *+(,作用于转染了野生型及
多种突变型 )/0 N’()的中国仓鼠卵巢（+O$）细
胞，在野生型及突变型 )/0转染细胞之间，比较它
们对 *+(,毒性抵抗力的差异，从而确定不同突变
型 )/0 酶活性的变化及其功能意义，旨在探索
)/0基因多态性与癌症易感性的关系。

" 材料与方法

"P " 主要试剂
二氯乙基亚硝脲（*+(,）购自 (2;9Q823 +28N:<

J8=;9;7;: 1*:;I:=R2? S’，,T)@。 $%&苄基鸟嘌呤
1$%&*/@ 由 ’<P UQV:<; +P SQ=NI:3 1 W<:R:<9N4? S’?
,T)@惠增。 W3C&J8 T5=;:X （包括 CN’()D L WU0质
粒、C$/GG 质粒和携带 WU0位点的 +O$ 细胞株）
购自 J8Y9;<Q6:8 公司 1 T28 ’9:6Q? +)，,T)@；细胞转
染试剂盒 1 E9CQ>:N;2X98: BAAA @、O2XZ= W"B细胞培
养液、小牛血清购自 /J*+$ *UE公司 1/<28R J=&
328R? ([? ,T)@；鼠抗人 )/0抗体购自 HI2<S986:8
公司 1 T28 ’9:6Q? +)，,T)@，羊抗鼠 J6/抗体购自
*9Q&U2R公司 1O:<N73:=? +)? ,T)@。细胞裂解液
（+:33 +73;7<: E5=9= D\ U:26:8;）购自 H<QX:62公司

（S2R9=Q8 ]J? ,T)）。
"P B !"#$%&’%()重组质粒的构建
野生型及带有点突变的 )/0 N’() （原实验室

经 H+U点突变得到）全长经 !"#J 和 $"%J双重酶
切后插入 CN’()D L WU0 质粒相应位点，构建成
CN’()D&)/0^;； CN’()D&)/0FG； CN’()D&)/0
"G!； CN’()D&)/0"MF； CN’()D&)/0"FG_ CN’&
()D&)/0FG L "G!_ CN’()D&)/0FG L "G! L "MF 重组
质粒。转化 ’OD!感受态大肠杆菌，!M ‘孵育 " I
后，涂抹菌液于含氨苄青霉素的 E*平板上，置 !M
‘孵育过夜，挑取单个菌落，分别接种在含氨苄青
霉素的 E*培养液中震荡培养 "F a BA I；用缄裂解
法抽提质粒 ’()并作 ’()序列分析? 确保没有额
外突变。

"P ! 细胞培养
W3C&J8 +O$ 细胞株常规培养于 O2XZ= W"B 培

养液中，其中含 "AA XE L E小牛血清，"A AAA , L E
青霉素 & 链霉素，B XXQ3 L E 谷氨酸以及抗生素
b:QN98 "AA X6 L E；筛选已经转染了 )/0的 +O$细
胞则改抗生素 b:QN98为 潮霉素 （O56<QX5N98）DAA
X6 L E 。用含体积分数为 Dc +$B，dDc 的湿度 !M
‘条件培养。
"P G 重组质粒的转染与筛选
采用脂质介导的基因转染法，按 /J*+$ 公司

操作指南进行。+O$ 细胞按 D e "AD 个细胞 L孔接
种于 %孔板，BG I后待细胞生长至覆盖率达 dAc
时开始转染。用无血清细胞培养液（’$C;9&SfS）洗
涤细胞 B次，按每孔 " XE配制转染液：)溶液：取
脂质体（E9CQ>:N;)SJ( BAAA）% "E（" "6 L "E），加入
$C;9&SfS至 "AA "E ；*溶液：取 B "6 ’() 1AP B
"6 CN’()D L WU0 L )/0 g "P F "6 C$/GG @，加至 "AA
"E $C;9&SfS中，将 )、*两溶液混匀，室温静置
BD a !A X98，按每孔 " XE轻轻覆盖于细胞表面，置
于体积分数 Dc +$B，!M ‘ 培养过夜，第 B天更换
O2XZ= W"B培养液 1含 "AA XE L E小牛血清 @，放回
培养箱过夜，第 !天经胰酶消化，将细胞移至 "AA
XX培养皿、含 DAA "6 L XE潮霉素的筛选培养液
中，经过 G a %周培养，可筛选获得稳定表达 )/0
的 +O$细胞。
"P D 免疫印迹检测及蛋白质表达水平
在潮霉素的筛选培养液中生长良好的细胞，

弃去细胞上层培养液，用 H*T洗 B 遍，加入细胞
裂解液处理 D X98，将细胞裂解物收集于离心管
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图 ! 不同突变体 "#$对 %&’(细胞毒性抗性的比较
)*+, ! &-././0*1*.- *234153 6- %&’( 7 89 ::/; < = > ?23

%# 7@99 ::/; < = > > A?B 35.5C:*253 6- ;/BB /D
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中，4" ??? 7 3 &8* =4? ??? E # D离心 " &8*，取上清，
F)67< G + 法测蛋白含量，等量蛋白上样，用 1H I
"?H JKJCL./M聚丙烯酰胺梯度胶电泳分离。然后
转移至硝酸纤维素膜上，室温下，A 9 3 &F脱脂奶粉
封闭 4 $，一抗用鼠抗人 ./#单克隆抗体 = 4N 4 ???
稀释 D孵育 4 $，#OJ #6%%*"? =#6%%*"? 4 &F 3 F #OJ
D 洗 ! 遍 （A &8* 3次），二抗用羊抗鼠 P9/ 抗体
= O8,CQ)2公司，4N " ???稀释 D孵育 4 $，然后用 MRF
显色。为使野生型及突变型 ./#蛋白质在同一表
达水平上进行比较，我们选用了 S;TCP* J<+(%&，其
中包括：! S;TCP* RUV 细胞株：在细胞染色体组内
事先插入了一个 SQ# 位点；" T:KW.A 3 SQ# 及
TV/11 质粒载体：T:KW.A 3 SQ#携带了一个 SQ#
位点，TV/11携带有 S;T连接酶，后者可使携带了
目的基因的 T:KW.A 3 SQ#重组质粒转化后经同源
交换，将目的基因 :KW.直接整合到 S;TCP* RUV细
胞株的 SQ#位点上，从而限制了多个位点的插入，
保证蛋白质表达水平一致。

4@ X 细胞毒性试验
用乙醇溶解配制 ORWY="A #&,; 3 F D 和 O/

=4"@ A #&,; 3 F D 储备液，用不含小牛血清的 U)&Z+
S4"培养液稀释成工作液。于实验前 4 2将 RUV细
胞按 A E 4?A 个细胞 3孔接种于 X孔板，待生长 "1 $
后，加入 O/=4?? #&,; 3 F D 预处理细胞 " $，然后加
入 ORWY=0? #&,; 3 F D共同作用细胞 " $。更换培养
液（含 4?? &F 3 F 小牛血清 D、4?? #&,; 3 F O/后继
续培养 4X I 40 $。 收集细胞，计数。接种 1??个细
胞于 4?? &&培养皿，常规培养液 =U<97,&<:8* A??
#9 3 &FD培养 5 I 0 2。./#对 ORWY损伤 KW.的修
复活性，反映为转染细胞对 ORWY 毒性的耐受能
力，在本实验中，以细胞存活率 3细胞簇形成数量
作为判断指标。 ?@ ??A 9 3 &F 结晶紫染色，记数细
胞簇。通过检测细胞簇形成数量，可检测表达野生

型和不同突变型 ./#蛋白质的细胞对 ORWY毒性
作用的耐受能力，进而判断不同突变型 ./#蛋白
的 KW.修复酶活性。

" 结 果

"@ 4 %#对野生型 "#$表达抑制作用
表达野生型 ./#的 S;TCP* RUV 细胞，其细胞

簇形成率在未加 ORWY及 O/处理时，为 A0H；单
独加 ORWY=0? #&,; 3 F D处理后为 !1H，ORWY =0?

#&,; 3 F D 及 O/ =4?? #&,; 3 F D同时处理为 XH。
"@ " "#$在 );FEG2 &HI 细胞中的表达

[%+(%7* B;,( 结果显示 =图 4 D，野生型 ./#和
各突变株：./#01、41!、450、401、41! 3 450、01 3
41! 3 450 的蛋白表达水平基本相同。表明，实验屏
除了因 ./#蛋白表达量不同造成的误差，在不同
转基因细胞中 ./# 蛋白表达水平一致的条件下，
比较各突变型 ./# 修复 ORWY 损伤 KW. 功能的
差异。

"@ ! %&’(对 "#$转基因 &HI细胞的毒性
ORWY因其强烈的 KW. VX 烷化作用，导致无

./#酶的 RUV 细胞 4??H死亡。而稳定表达野生
型及上述 X种突变型 ./#蛋白质的 RUV细胞，均
显示对 ORWY 细胞毒性的抗性。不同的突变体
./#蛋白，其 KW.损伤修复酶活性存在着一定的
差异 。存活细胞簇计数结果显示 =图 " D，表达突变
型 ./#F%’01L$% 及 F%’01L$% 3 P;%41!\); 3 F<+450
.79的 RUV细胞对 ORWY毒性作用的抵抗力下降，

图 @ J5B.5C2E6;/. 检测 &HI 细胞中 "#$ 蛋白表达

)*+, @ "2?;-B*B /D "#$ FC/.5*2 50FC5BB*2+ *2 &HI 15;; 6-
J5B.5C2 6;/.,

4] 68;2 (<T% =6( D ./#^ "] ./#01^ !] ./#41!^ 1] ./#450^

A] ./# 41! 3 450^ X] ./#01 3 41! 3 450^ 5] ./#401^ 0] *%9)(8_% :,*C

(7,; = ’*(7)*+-%:(%2 RUV :%;; D ^ ‘] ./# T7,(%8* )+ ) &)7a%7
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与野生型 (*+相比较有显著性差异 , !" -. -/ 0；
与此相反，其他突变体：1234)!562、7894:;(<=、
73>4;)?@3、1234)!562 A 7894:;(<=的酶活性与野生
型 (*+之间无明显差异。

! 讨 论

&’( 分子鸟嘌呤 #$ 位上的烷基化是导致

&’(突变性损伤的主要方式。由环境中致癌物和
烷基类化疗药物如亚硝胺、亚硝基脲及相关的一些

化合物引起的 &’(严重损伤是在 &’( #$ 位置上

形成 #$烷基加合物，这些加合物可使 &’( 复制时
的突变频率升高。目前的研究也支持这样一种假

说，即突变是癌变的早期表现，因此检测 &’(的修
复能力，可以视为对多数肿瘤风险因子的预测 B $ C。

人 #$%烷基鸟嘌呤 %&’(烷基转移酶（(*+）是
体内重要的 &’(修复蛋白，主要修复因烷基化合
物造成的 &’(损伤。目前已知 (*+在保护细胞抵
抗烷基化合物的致癌及致毒作用中扮演了非常重

要的角色，同时它也是一个决定烷化剂化疗药物对

细胞毒性及疗效的主要因子。人 (*+蛋白活性在
不同个体存在很大差异，约 4-到 4:;倍 B : C。然而这

些个体差异的分子学基础以及对环境中烷基化合

物致癌及致突变作用的易感性如何却了解不多。自

4DD/年 1E6F等 B G C人发现在 (*+基因第 /外显 4$-
位密码子的第一个碱基 *被 (取代，导致错译突
变（**(’(*(）、氨基酸由甘氨酸（*28）变成了精
氨酸 ,(<= 0 以来，目前已在人群中发现了多种突变
体，如 $/位点上的突变（+<H$/I89）、;)位点上的突
变（73>;)?@3 0 B! C、4)!位点上的突变 （1234)!562）、
4)! A 4:; 位 点 上 的 双 重 突 变 （1234)!562 A
7894:;(<=）B ) C . 本实验室近期在 D$! 例中国河南林
县胃癌高发人群 (*+ 基因多态性研究中又发现了
新的 J3<4;)(9K突变体 ,尚未报道 0。在不同的种群
中 (*+基因突变的频率分布亦有不同，例如，约
G-L 健康白种人携带 4)! A 4:;双重突变，而这种
突变在健康中国人和日本人中却十分稀少 B ! C。在

(*+基因表达与肿瘤相关性研究方面近来已有报
道，如 #>3等 B ; C人对 G$例胃癌患者和 ;个胃癌细
胞株的 (*+基因表达研究表明，其中 !4L的胃癌
患者同时伴有 (*+蛋白表达减少。M6><等 B D C报道

了他们最近的发现，即 (*+4)!位点的突变与肺癌
的发生有一定关联。王立东等 B 4- C发现有 GL的食管

癌患者中存在 1234)!562 A 7894:;(<= 的双重改变。
最近还有报道指出，通过大肠杆菌 N. OP2F体外构建
(*+ 1234)!562 和 (*+ 1234)!562 A 7894:;(<= 突变
体以进行功能分析，结果显示其 &’(修复活性与
野生型 (*+相比无明显降低 B 44 C。这个结果，也为我

们的 IQ#细胞都毒性实验所证实。由此可见，(*+
基因多态性与环境致癌及致毒物质以及个体 A人
群癌症易感性的关系已日渐成为环境毒理学与分

子流行病学中一个十分活跃的领域，同时与临床关

系极其密切的 (*+突变对烷化剂化疗药物疗效影
响的研究也成为热点研究。

实验所涉及的大多为自然界存在的突变体，对

它们的功能进行研究更具有临床意义，这也是本实

验研究的目的所在。在被检测的多个错译突变体，

包括对 (*+;)、4)!、4:;、4;)、双重突变体 4)! A 4:;
和三重突变体 ;) A 4)! A 4:;（(*+ ;) A 4)! A 4:; 为
人为设计的三重突变体，目的在于根据突变体的功

能改变与否，结合 (*+分子模型研究，探索 (*+
酶的结构与功能的关系以及分子内部氨基酸之间

的相互作用）在内的 $个突变体，其所分别转染的
IQ# 细胞对 RI’S 毒性作用反应测定的结果显
示：表达突变型 (*+ 73>;)?@3 及 73>;)?@3 A
1234)!562 A 7894:;(<=的 IQ#细胞对 RI’S毒性作
用的抵抗力较弱，与野生型 (*+相比较有显著性
差异 , !" -. -/ 0，而其余突变体如 1234)!562、
7894:;(<=、73>4;)?@3、1234)!562 A 7894:;(<=细胞
对 RI’S毒性作用的抵抗性与野生型 (*+之间无
明显差异。这一结果提示：(*+;) 突变体在修复
RI’S 造成的 &’(损伤过程中酶活性降低。由于
(*+;) 及 (*+4)! 与野生型 (*+ 比较无明显差
别，故考虑 73>;)?@3 A 1234)!562 A 7894:;(<=三重突
变体酶功能的改变很大一部分原因是 73>;)?@3所
致。人 (*+的活性位点处于第 4)/位的半胱氨酶
残基，1234)!56位置最靠近酶活性中心，照此推理，
此突变体本应造成较大酶功能活性的改变，但事实

并未如此。这一结果也说明，除基因突变造成酶功

能发生变化外，蛋白质的空间结构是影响酶活性的

另一重要因素。

虽然 (*+在正常机体及肿瘤患者体内的分布
有很强的个体差异，但 (*+在正常组织中的缺乏
将导致肿瘤易感性上升已有报道 B 4! C，基因多态性

导致的酶功能活性改变以及与癌症患病危险性提
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高相关也已经得到证实，本实验结果也为 IW\基
因多态性成为未来探测肿瘤易感性的标记物提供

了重要依据。

参考文献：

\=4BF=: Q I7 L=55G3; 87 /0?=;X=:< 8 I7 !" #$@ V3;B=:R
M:4;B4M5=? 3;D M:3B94B= 02 0;B050<E $>% @ ,9F =D@
KF453D=5MF43R S4MM4;B099N/3H=;7 )((&@ "*,N)’@
cG34 b，[D3 L7 A3Y39?1:1 b，!" #$@ I M05EG0:MF4?G 39
B0D0; )#* 02 F1G3; [#NG=9FE5<13;4;=NJAI G=9FE59:3;?N
2=:3?= <=;= 4; E01;< M394=;9? O49F 3D159 9EM= B3;B=:? 3;D
21;B940;35 3??3E $ P % @ V3:B4;0<=;=?4?，)((,，)# -)* . R
+"")N,@
[9?1Y3 >，IX= >7 A3Y3X=MM1 b，!" #$@ K05EG0:MF4?G 4;
9F= F1G3; [#NG=9FE5<13;4;=NJAI G=9FE59:3;?2=:3?= <=;=
D=9=B9=D XE KV/N88VK 3;35E?4? $ P % @ KF3:G3B0<=;=94B?，

)((#，# -" . R !#)N!@
J=;< V，d4= J，V3M3??0 L，!" #$@ W=;=94B M05EG0:MF4?G
02 F1G3; [#N35YE5<13;4;=NJAI 35YE59:3;?2=:3?=R 4D=;94N
24B3940; 02 3 G4??=;?= H3:43940; 4; 9F= 3B94H= ?49= :=N
<40; $ P % @ KF3:G3B0<=;=94B?，)(((，( -) . R ’)N&@
_=4 e，8M49U > /@ \F= :05= 02 JAI :=M34: B3M3B49E 4;
?1?B=M94X4549E 90 51;< B3;B=: $ P % @ V3;B=: >=93?93?4? /=H，

)((&，)# -!N" . R +(,N!*&@
b30 d，Q1=:G=E=: I Q，A3:3E3;3; S， !" #$@ J422=:=;9

G19390: MF=;09EM=? 4; >5F)N H=:?1? KG?+ND=24B4=;9 G4B=
$ P % @ K:0B A395 IB3D 8B4 ‘ 8 I，)(((，(# -)+ . R #’,*N,@
>3<== KA@ \F= =CM=:4G=;935 X3?4? 20: 9F= :05= 02 ;49:0?0
B0GM01;D? 4; F1G3; B3;B=: $ P % @ V3;B=: 81:H，)(’(，’
-+ . R +*&N!(@
[1= A7 8F4<=4?F4 L7 Z1;4E3?1 L， !" #$@ K:0G09=: FEN
M=:G=9FE53940; 02 >W>\ 4? 3??0B439=D O49F M:09=4; 50?? 4;
<3?9:4B B3:B4;0G3 $ P % @ c;9 P V3;B=:，+**)，(! -# . R ’*,N(@
Z31: \ Q，\:3H354;= P >，W31<F3; P K， !" #$@ /05= 02
M05EG0:MF4?G? 4; B0D0;? )"! 3;D )#* 02 9F=
[#N35YE5<13;4;= JAI 35YE59:3;?2=:3?= <=;= 4; 51;< B3;B=:
:4?Y $ P % @ V3;B=: 6M4D=G405 Q40G3:Y=:? K:=H，+***，( -! . R
!!(N"+@
王立东、邹建湘、洪钧言，等 @ 食管癌患者 [#N烷基鸟
嘌呤 NJAI烷基转移酶基因多态性研究 $ P % @ 世界华
人消化杂志，)((’，#（&）：,#*N!f
>3 8，6<EF3U4 8，‘=;0 \， !" #$@ [#NG=9FE5<13;4;=N
JAING=9FE59:3;?2=:3?= =CM:=??40; 3;D <=;= M05EG0:N
MF4?G? 4; :=53940; 90 BF=G09F=:3M=194B :=?M0;?= 4;
G=93?9394B G=53;0G3 $ P % @ Q: P V3;B=:，+**!，’( -’ . R
),)&N+!@
d4;< J，\3; _，S4; J@ W=;=94B M05EG0:MF4?G? 3;D ?1?N
B=M94X4549E 90 =?0MF3<=35 B3;B=: 3G0;< VF4;=?= M0M153940;
- :=H4=O . $ P % @ [;B05 /=M，+**!，)* -, . R )#),N+!@

（编辑 张恩健）


