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ＢＥＡＳ２Ｂ细胞恶变过程中ｐ５３的表达及意义

朱进国＃

（广西柳州市柳铁中心医院心胸血管外科　５４５０００）

　　摘　要：目的　探讨人支气管上皮细胞（ＢＥＡＳ２Ｂ细胞）恶性转化过程中生物学特性变化及ｐ５３动态表达的意义。方法　以

５００μｇ／ｍＬ的烟草特有亚硝胺４（Ｎ亚硝基甲氨基）１（３吡定基）１丁酮（ＮＮＫ）处理ＢＥＡＳ２Ｂ细胞２４ｈ后，细胞在体外连续传

代培养，在此过程中观测细胞生物学特性，以免疫组化法检测ｐ５３表达的动态变化。结果　第５代细胞显示抗血清生长，细胞在

裸鼠体内不成瘤；第１５代细胞在半固体琼脂中克隆形成率（０．３２‰）为对照细胞（０．０２３‰）的１３．９倍，细胞在裸鼠体内不成瘤。

细胞超微结构显示转化细胞特征；第２５代细胞在裸鼠体内成瘤，组织学证实为鳞癌（Ⅰ～Ⅱ级）。细胞超微结构显示具有明显的

肿瘤细胞特征，对照组各代ＢＥＡＳ２Ｂ细胞ｐ５３表达均为阴性。各代ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞均有不同程度的表达，随着传代次数增加表

达呈明显上升趋势，各代间差异有统计学意义（犘＜０．００１）。结论　浓度为５００μｇ／ｍＬ的ＮＮＫ可成功诱发ＢＥＡＳ２Ｂ细胞恶性转

化，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞生物学特性改变是一个多步骤、多阶段的发展过程，ｐ５３蛋白在ＢＥＡＳ２Ｂ细胞转化成癌细胞以前已有较明显表

达，可能有助于吸烟高危人群罹患肺癌的预警及普查。
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　　肺癌是威胁人类健康最严重的疾病之一，肺癌的发生

８０％～９０％与吸烟有关。在目前已明确的５０多种致癌物中，

烟草特有亚硝胺４（Ｎ亚硝基甲氨基）１（３吡定基）１丁酮

（ＮＮＫ）含量最多、致癌力最强，是一种有代表性的烟草特异性

致癌物。有研究表明ｐ５３基因突变为肺癌发生的早期事件，

ｐ５３在肺癌中的表达可作为诊断肺癌的一个指标得到许多学

者的支持，可能有助于吸烟高危人群罹患肺癌的预警及普查。

因此本研究以ＮＮＫ诱发人支气管上皮细胞（ＢＥＡＳ２Ｂ细胞），

建立体外细胞恶性转化模型，观测ｐ５３在此过程中的动态变

化。并探索其在肺癌发生、发展过程中的作用及意义。

１　材料与方法

１．１　细胞株及实验动物　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞系来自美国 ＡＴＣＣ

（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ），美国专利号：Ｕ．Ｓ．Ｐａｔ．

４８８５２３８。本实验所用的ＢＥＡＳ２Ｂ细胞由军事医学科学院二

所四室朱茂祥教授馈赠；ＢＡＬＢ／Ｃｎｕ／ｎｕ裸鼠６只（雄性，６周

龄，体质量２０～２７ｇ），购自成都实验动物中心；ｐ５３免疫组化

试剂盒购自北京中山公司。

１．２　细胞培养及转化处理　ＢＥＡＳ２Ｂ细胞用ＬＨＣ８无血清

培养液于３７℃、５％ＣＯ２、９５％湿度条件下培养，细胞大致按

１．０×１０４／ｃｍ２ 密度接种。处于指数生长期的ＢＥＡＳ２Ｂ细胞

在含有５００μｇ／ｍＬＮＮＫ的完全培养液中连续培养２４ｈ后，换

以完全 ＬＨＣ８培养液继续培养作为实验组细胞（ＢＥＡＳ

２ＢＮＮＫ）。并以相应ＢＥＡＳ２Ｂ平行细胞传代培养作为对照组细

胞（ＢＥＡＳ２Ｂ）。

１．３　细胞血清抗性实验　收获第５代的指数生长期的ＢＥＡＳ

２ＢＮＮＫ细胞和ＢＥＡＳ２Ｂ细胞，逐级稀释至５００个细胞／皿接种
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于６ｃｍ培养皿中，每组６皿，其中３皿用含１０％胎牛血清的

ＬＨＣ８完全培养液培养，８ｄ后中止培养。ＰＢＳ洗３次，甲醛

固定３０ｍｉｎ，Ｇｉｅｍｓａ染色，显微镜下计数细胞集落数（大于１６

个细胞为一个集落）。按公式：接种率＝细胞集落数／接种细胞

数×１００％来计算接种效率。

１．４　细胞锚着独立性生长实验　用ＬＨＣ８培养液配制０．７％

琼脂糖（高压灭菌）后加入６ｃｍ培养皿中，铺制底层，待冷却凝

固后备用。收获第１５代ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞和ＢＥＡＳ２Ｂ细胞与

０．７％琼脂糖１∶１混匀，并加到制备好的底层凝胶上（细胞浓

度为２０００个细胞／皿），待上层琼脂糖凝固后，每皿加入２ｍＬ

ＬＨＣ８培养液。于３７℃、５％ＣＯ２、９５％湿度条件下培养，每３

天换液１次，３周后镜下计数多于５０个细胞的克隆数。按公

式：克隆形成率＝克隆数／接种细胞数×１０００‰来计算接种效

率。

１．５　裸鼠成瘤实验　收获第２５代ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞和ＢＥ

ＡＳ２Ｂ细胞，以ＬＨＣ８培养液离心洗涤２次，计数活细胞，调

整细胞数，将细胞悬浮于ＰＢＳ液中备用。６只裸鼠随机分为２

组，每组３只。用带６号针头的注射器分别在裸鼠左、右腹侧

皮下各接种２个点。按１×１０７ 个细胞／点，观察裸鼠的成瘤

性，并对生长的肿块进行常规病理组织学检查。

１．６　细胞超微结构观察　收集并切取第５、１５、２５代ＢＥＡＳ

２Ｂ和ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞，经４％戊二醛及１％四氧化锇（磷酸盐

配制）作预固定和后固定（ｐＨ７．２～７．４）各２ｈ，乙醇及丙酮逐

级脱水，采用环氧树脂６１８＃包埋，用 ＲｅｉｃｈｅｒｔＪｔｍｇ超薄切片

机作０．５ｍｍ厚半薄切片，经１％甲苯胺蓝天青Ⅱ染色以后在

光镜下定位，制备超薄切片，用醋酸双氧铀及枸橼酸铅染色，应

用 Ｈ６００透射电镜观察。

１．７　ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ和ＢＥＡＳ２Ｂ细胞ｐ５３蛋白表达免疫组化法

检测　以免疫组化法检测ｐ５３蛋白表达，按说明书步骤操作．

光镜观察，在光镜下（×４００）计数，各代随机观测和计算１０个

高倍视野的阳性标记细胞率，取平均值。结果判断：以细胞核

呈棕黄色或胞浆同时呈棕黄色的细胞为阳性，单纯胞浆着色而

无胞核着色或胞核胞浆均无着色的细胞为阴性。

１．８　统计学处理　实验数据以狓±狊表示，狋检验分析组间差

异。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＢＥＡＳ２Ｂ及ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞对血清促分化作用的抗性

反应　第５代ＢＥＡＳ２Ｂ细胞在无血清的培养液中生长良好，

而在含血清的培养液中生长受到明显抑制。第５代ＢＥＡＳ

２ＢＮＮＫ细胞在含血清的培养液中生长良好，其接种效率显著高

于相应的ＢＥＡＳ２Ｂ细胞，两者比较差异有统计学意义（犘＜

０．００１），表明细胞生物学特性已发生变化，细胞增殖能力增强，

对环境的选择性和依赖性降低，见表１。

２．２　ＢＥＡＳ２Ｂ及ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ锚着独立性生长能力　１５代时

ＢＥＡＳ２Ｂ细胞几乎不能在半固体琼脂中生长，而ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ

细胞生长良好，克隆形成率比ＢＥＡＳ２Ｂ高１３．９倍，两组间比

较，差异有统计学意义（犘＜０．００１），表明１５代ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细

胞锚着独立性生长能力明显增强，已具有转化细胞的特性，见

表２。

２．３　裸鼠成瘤性　第２５代ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞和ＢＥＡＳ２Ｂ细

胞接种裸鼠，７周后，接种ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ的一只裸鼠观察到皮下

结节；１１周时皮下结节约０．３ｃｍ×０．４ｃｍ；１５周时皮下结节

约０．５ｃｍ×０．７ｃｍ；２０周时皮下结节约１．０ｃｍ×１．２ｃｍ。在

２０周时取肿块组织病理学检查，可见癌组织呈巢状排列，癌细

胞呈多边形，核呈椭圆形，核大深染，可见少量角化珠，病理诊

断为鳞形细胞癌（Ⅰ～Ⅱ级）（封２图１）。ＢＥＡＳ２Ｂ组裸鼠一

直未见结节形成。

表１　　第５代细胞对血清促分化的抗性反应

组别 细胞 培养液中含１０％血清 接种效率（％）

１ ＢＥＡＳ２Ｂ － １４．３３±１．３３

２ ＢＥＡＳ２Ｂ ＋ １．８３±０．４９＃

３ ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ － ９．２０±１．９０

４ ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ ＋ １２．４０±１．２０

　　与２组比较，犘＜０．００１；＃与４组比较，犘＜０．００１；＋：表示加血

清；－：表示未加血清。

表２　　第１５代细胞在半固体琼脂中克隆形成率

组别 皿数 克隆形成率（‰）

ＢＥＡＳ２Ｂ细胞 ５ ０．０２３±０．０１０３７

ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞 ５ ０．３２０±０．０４９８７

　　：与ＢＥＡＳ２Ｂ细胞比较，犘＜０．００１。

２．４　各代细胞的超微结构变化　ＢＥＡＳ２Ｂ各代细胞形态无

明显变化。ＢＥＡＳ２Ｂ与ＢＥＡＳ２Ｂ。细胞在第５代时细胞及胞

核形态、细胞器形成及数量亦无显著差别；第１５代 ＢＥＡＳ

２ＢＮＮＫ细胞与ＢＥＡＳ２Ｂ细胞相比，ＢＥＡＳ２ＢＨＮＮＮＫ细胞具转化

细胞特征，表现为细胞出现肿胀，并逐渐变形，出现核畸形，核

仁明显增大、边集，细胞器肿胀、数量明显增多，功能活跃；第

２５代ＢＥＡＳ２Ｂ细胞及胞核明显畸变，出现明显的核碎裂及多

个核仁，具明显的癌细胞特征，见图２、３。

图２　　第２５代ＢＥＡＳ２Ｂ细胞超微结构（×１００００）

图３　　第２５代ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞超微结构（×１００００）

２．５　各代细胞ｐ５３蛋白表达（封２图４、５）　各代ＢＥＡＳ２Ｂ细

胞ｐ５３蛋白表达为阴性。ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞的ｐ５３蛋白阳性表

达随着传代数增加ｐ５３蛋白表达呈明显上升趋势。在第２～
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１０代ｐ５３表达迅速上升，在第１５、２０代时相对平缓，在２５代

时达到高峰（图６）。５代、１５代间差异有统计学意义（犘＜０．

００１）；２０代、２５代间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

图６　　各代ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞ｐ５３蛋白表达情况

３　讨　　论

吸烟与人类肺癌的关系密切相关。ＮＮＫ是７种烟草特有

性亚硝胺中最具代表性的一种。大量的实验研究表明，它能诱

发多种动物肿瘤形成和人类细胞恶性转化，ＢＥＡＳ２Ｂ细胞是

ＮＮＫ代谢活化的主要场所，又是肺癌发生的主要来源
［１２］。

在烟草致癌物等各种环境致癌因素作用下，ＢＥＡＳ２Ｂ细

胞增殖／鳞状分化过程的控制异常被认为是肺癌发生过程中的

重要步骤。ＮＮＫ致癌的机制主要有：（１）ＮＮＫ使体内产生氧

自由基，使细胞内遗传物质氧化损伤；（２）ＮＮＫ的代谢产物与

细胞中大分子物质相互作用形成加合物，产生基因突变或缺

失；（３）ＮＮＫ可抑制人体的免疫系统，使转化细胞逃脱免疫监

视，发展为肿瘤［３５］。

众多资料表明ｐ５３基因突变为肺癌发生的早期事件，Ｌｉｌｏ

ｇｌｏｕ等
［６］研究４６例非小细胞肺癌发现ｐ５３基因突变与肿瘤分

期无关，同时他们应用选择性紫外线辐射分离法（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｕｌ

ｔｒａｖｉｏｌｅｔｒａｄｉａｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ，ＳＵＲＦ）对支气管肺癌ｐ５３突变

的解剖分布进行了研究，发现ｐ５３基因突变是同质和均匀分布

的，故认为肿瘤的扩张是由一个癌细胞发展而来的，亦表明

ｐ５３基因突变是肺癌发生的早期事件。Ｍｉｔｓｕｄｏｍｉ等
［７］应用聚

合酶链反应单链构象多态技术（ＰＣＲＳＳＣＰ），对纤支镜取材支

气管组织进行ｐ５３基因分析，提出用纤支镜结合基因诊断是肺

癌早期诊断的一个发展方向。Ｂｅｎｎｅｔ等
［８］应用免疫组化的方

法对３４例癌前浸润的肺组织进行ｐ５３蛋白表达研究，同时与

病理形态学进行对照得出以下结论：（１）正常肺组织ｐ５３蛋白

表达为０，早期变异组织有微量表达；（２）约有３０％以上肺最早

期的癌前浸润病变轻度不典型增生病变中有高表达的ｐ５３蛋

白；（３）随不典型程度的增加，ｐ５３蛋白的积累频率也有所增

加。致癌前病变后期，ｐ５３蛋白过量表达２／３以上
［９１０］。Ｒａｂ

ｂｉｔｔｓ
［１１］应用聚合酶链反应限制性片段长度多态技术（ＰＣＲ

ＲＦＬＰ）法检测，发现支气管癌前浸润损害中有ｐ５３等位基因丢

失和ｐ５３突变。Ｓｏｚｚｉ等
［１２］综合细胞遗传学、分子生物学、免

疫学及免疫组化法研究了一组肺组织的不典型增生（癌边缘组

织），发现上述病变有１７Ｐ染色体缺失、ｐ５３基因突变和ｐ５３蛋

白过量表达。这些资料表明ｐ５３蛋白表达是肺癌发生的早期

事件。本研究在肺癌的发生、发展中，从分子生物学的角度出

发，对ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ细胞各代ｐ５３蛋白进行检测，其第１代即有

阳性表达（６％），并随转化代数的增加而增高。其中在细胞生

物学特性发生变化时表达率达４７．３％；细胞锚着独立性生长

能力明显增强时表达率进一步增强达８０．３％；裸鼠成瘤时表

达率达９１．６％。表明ｐ５３蛋白在细胞恶性转化的早期阶段即

开始表达，其表达率随恶性转化的程度增加而呈现逐渐增强的

趋势。这与上述资料报道的结论是一致的。本研究ｐ５３蛋白

在ＢＥＡＳ２ＢＮＮＫ第１代即有少量表达；在生物学特性发生变化

（细胞对血清促分化作用的抗性反应阳性），而细胞形态学尚无

明显变化时，表达即明显增强；在细胞锚着独立性生长能力明

显增强已具有转化细胞的特性（半固体琼脂中的集落形成），细

胞形态学变化明显，但仍无明显的癌细胞特征时，其表达进一

步增强。这种ｐ５３蛋白在细胞转化成癌细胞以前已有较明显

表达的特点，可能有助于吸烟高危人群罹患肺癌的预警及普

查。
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