
论著·基础研究　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１７．０５．００５

肺癌细胞系中ＫＥＡＰ１与ＮＲＦ２相互作用区域基因突变的检测
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　　［摘要］　目的　检测非小细胞肺癌细胞系中 ＫＥＡＰ１及 ＮＦＥ２相关因子２（ＮＲＦ２）相互作用结构域基因的突变情况。

方法　以６个非小细胞肺癌细胞系为材料，检测ＫＥＡＰ１基因的第２至第６外显子及ＮＲＦ２的ＤＬＧ和ＥＴＧＥ基序编码序列的碱

基序列突变情况，推测相应的氨基酸序列变异。同时检测供试细胞系的细胞内活性氧浓度，分析目标序列突变对肺癌细胞抗氧化

系统的影响。结果　在ＫＥＡＰ１基因第４外显子区域发现４个所有癌细胞系共有的突变，部分细胞系的第３外显子区域还存在错

义突变，所有ＮＲＦ２ＥＴＧＥ基序编码序列均存在多重遗传变异。活性氧检测发现供试细胞系活性氧浓度均高于肺胚细胞。

结论　ＫＥＡＰ１和ＮＲＦ２基因相互作用结构域的基因突变在供试细胞系内普遍存在，非小细胞肺癌细胞系对细胞内活性氧浓度失

去调控能力是普遍现象。
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　　ＮＦＥ２相关因子２（ＮＲＦ２）是细胞氧化应激反应中的关键

转录因子，通过与抗氧化反应元件（ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅ

ｍｅｎｔ，ＡＲＥ）相互作用，调控抗氧化蛋白和Ⅱ相解毒酶的表

达［１］。ＮＲＦ２的转录活性受胞浆蛋白（ｋｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏｃｉ

ａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＫＥＡＰ１）的负调控
［１］。ＫＥＡＰ１通过其ＢＴＢ区

结合Ｃｕｌ３、Ｋｅｌｃｈ区结合 ＮＲＦ２，将 ＮＲＦ２连接到Ｅ３复合体，

使泛素从Ｅ３转移到 ＮＲＦ２的赖氨酸残基（位于ＥＴＧＥ基序、

ＤＬＧ基序之间），泛素化的 ＮＲＦ２被迅速降解
［２３］。发生氧化

应激时，ＫＥＡＰ１特定的半胱氨酸残基被氧化修饰，导致ＤＬＧ

基序与ＫＥＡＰ１的亲和力减弱而分离，从而使ＮＲＦ２免于泛素

化降解。

研究发现，ＫＥＡＰ１和ＮＲＦ２的体细胞突变常见于肺癌患

者体内。ＫＥＡＰ１和ＮＲＦ２的表达水平影响着非小细胞肺癌患

者的化学治疗效果和无进展生存期［４５］。约１５％的肺癌患者

携带ＫＥＡＰ１基因的体细胞突变
［６］，从而使得 ＫＥＡＰ１失去了

对ＮＲＦ２活性的负调控能力。同时，约１０％的肺癌患者携带

ＮＲＦ２基因的体细胞变异
［１］，使其能避免被ＫＥＡＰ１诱导降解，

从而始终保持高度的 ＮＲＦ２转录因子活性。上述体细胞突变

的存在，使得肺癌细胞能够持续大量表达抗氧化蛋白和解毒酶

类，是导致癌细胞耐药的原因之一［７８］。本研究以肺癌研究中常

用的非小细胞肺癌细胞系为材料，对其核基因组中的ＫＥＡＰ１

Ｋｅｌｃｈ区和ＮＲＦ２ＥＴＧＥ基序、ＮＲＦ２ＤＬＧ基序的编码区段进行

了ＰＣＲ扩增和测序，以检测在这些常用肺癌研究材料中是否存

在上述基因的突变，并结合细胞内活性氧水平的检测，分析了上

述非小细胞肺癌细胞系在肺癌研究中的适用性。

１　材料与方法

１．１　肺癌细胞的准备　非小细胞肺癌细胞系ＰＣ９、ＨＣＣ８２７、

ＮＣＩＨ１９７５、ＮＣＩＨ１２９９、ＮＣＩＨ４６０、ＮＣＩＨ６６１和肺胚细胞系

ＷＩ３８均购自中国科学院细胞库。冻存的细胞在３７℃快速解

冻后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用ＲＰＭＩ１６４０基础培养基清洗
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表１　　ＰＣＲ扩增采用的正反向引物序列

靶序列 正向引物 反向引物

ＮＲＦ２ＥＴＧＥ ＣＣＡＡＡＡＧＧＡＧＣＡＡＧＡＧＡＡＡＧＣ ＧＣＡＧＴＣＡＴＣＡＡＡＧＴＡＣＡＡＡＧＣＡＴ

ＮＲＦ２ＤＬＧ ＧＧＡＣＡＴＧＧＡＴＴＴＧＡＴＴＧＡＣＡＴＡＣ ＣＴＣＣＴＴＴＴＧＧＡＧＴＴＧＴＴＣＴＴＧＴ

ＫＥＡＰ１ｅｘｏｎ２ ＧＣＡＡＡＴＧＧＡＴＴＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＴＡＣＴＴ ＴＣＡＡＡＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＴＡＣＡＣＣＡＣＣＡＴ

ＫＥＡＰ１ｅｘｏｎ３ ＣＡＴＣＡＣＡＡＴＧＴＡＣＧＣＧＧＴＴＣＣＴＡＴ ＴＡ ＧＧＣＡＣＡＧＡＡＴＣＡＡＡＧＧＴＣＡＣＴＧＡＣＴＡ

ＫＥＡＰ１ｅｘｏｎ４ ＧＡＴＧＡＡＣＣＴＧＴＣＴＣＴＴＴＡＡＧＧＧＧＧＡＡ ＧＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＡＧＣＴＴＧＧＡＣＴＣＴＡＴＣＡＧＡＡ

ＫＥＡＰ１ｅｘｏｎ５ ＧＴＧＡＧＡＡＧＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＧＡＧＧＡＡＡＧＧＴＣＴ ＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＣＡＡＣＡＧＡＧＣＧＡＧＡＣＣＴＴＧＴＴＴ

ＫＥＡＰ１ｅｘｏｎ６ ＡＡＧＡＧＡＣＴＡＡＧＧＴＴＴＴＧＣＴＡＴ ＧＴＴＧＣ ＡＧＣＴＧＡＡＡＣＴＧＡＡＧＧＡＣＡＡＣＴＧＴＧＴＧ

１～２次，并重悬后再离心，获得的细胞加入含１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０完全培养基，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱内培养，每天

换１次培养基，待细胞８０％粘连时收获细胞。

１．２　ＤＮＡ 提取　采用天根快速 ＤＮＡ 提取检测试剂盒，

（ＫＧ２０３）按说明书步骤进行ＤＮＡ提取。首先取约５ｍｇ细胞

于１．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管，加入１００μＬ缓冲液Ｂ１，用研磨杵（天

根目录号：ＷＬ０４６）反复研磨３０ｓ至样品与缓冲液Ｂ１ 混匀，再

加入１００μＬ缓冲液Ｂ２，振荡混匀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，吸

取其上清液直接用于ＰＣＲ。

１．３　ＰＣＲ 扩增及产物测序　采用生工 ＰＣＲ 扩增试剂盒

（Ｂ５３２４９３），按说明书进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系包括：模

板、正反向引物、ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）、ＰｆｕＤＮＡ 聚合酶、

ｄＮＴＰ。反应循环参数：９５℃２ｍｉｎ进行ＤＮＡ变性；９５℃２０

ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环４０次；最后于７２℃延伸５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳２０ｍｉｎ后，于ＢｉｏＲａｄ荧光成

像系统检测，目标产物条带切胶回收，获得３０～４０μＬ的纯化

产物。ＰＣＲ纯化产物送生工生物工程（上海）股份有限公司测

序，得到测序图谱及序列。ＰＣＲ扩增采用的正反向引物序列

见表１。

１．４　基因突变的检测　核酸序列位置编码参考报道在美国国

家生物技术信息中心网站（ＮＣＢＩ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ）的人类基因参考序列：ＫＥＡＰ１（ＮＭ＿０１２２８９．３）、ＮＲＦ２

（ＮＭ＿００６１６４．４）。根据与参考序列比对结果，确定检测序列

是否发生碱基突变，并用ｌａｓｅｒｇｅｎｅ软件的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ程序预测

其对应的蛋白质氨基酸序列改变。

１．５　活性氧浓度检测　采用碧云天活性氧检测试剂盒

（Ｓ００３３），按照说明书步骤处理供试的肺癌细胞。细胞的准备

如１．１所述，待细胞长满后调整细胞浓度为５×１０４／ｍＬ，按实

验分组接种于４８孔培养板，每孔３００μＬ，３７℃，５％ ＣＯ２ 培养

箱内培养２４ｈ。观察细胞８０％粘连时，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）

清洗每孔细胞，加入ＤＨＥ荧光染料，３７℃下孵育３０ｍｉｎ后，

分别于荧光显微镜和荧光发光分析仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）下拍

照及检测。

２　结　　果

２．１　ＫＥＡＰ１的Ｋｅｌｃｈ结构域对应外显子基因突变分析　测

序分析了ＫＥＡＰ１基因第２到第６外显子区域的ＤＮＡ序列，

发现第３和第４外显子区域存在错义突变和同义突变（表２）。

从错义突变导致的氨基酸改变可以发现，所有供试细胞系在

ＫＥＡＰ１第４外显子区域的４个相同位点存在相同突变，推测

可能显著减弱ＫＥＡＰ１与 ＮＲＦ２的亲和力。其中３个位点的

氨基酸残基电荷性质发生了显著改变：第４４６位由酸性谷氨酸

（Ｅ）变为碱性赖氨酸（Ｋ），第４５９位碱性精氨酸（Ｒ）变为近中性

的谷氨酰胺（Ｑ），第４９３位酸性谷氨酸（Ｅ）变为碱性赖氨酸

（Ｋ），上述氨基酸的变异可导致蛋白质构象的显著改变，从而

减弱甚至丧失 ＫＥＡＰ１结合 ＮＲＦ２的能力。第４７５位缬氨酸

（Ｖ）变为甘氨酸则可能导致蛋白质折叠能力的显著改变。同

时，部分细胞系的第３外显子区域也存在错义突变：第３３３位

甘氨酸（Ｇ）变为半胱氨酸（Ｃ），第２３６位的酸性天冬氨酸（Ｄ）变

为碱性组氨酸（Ｈ）。

表２　　ＫＥＡＰ１第２６外显子基因突变分析

基因突变 氨基酸改变 突变类型 细胞系

ｅｘｏｎ３

　１０３８Ｇ＞Ｔ Ｇ３３３Ｃ 错义突变 ８２７，１２９９，１９７５，ｐｃ９

　７４７Ｇ＞Ｃ Ｄ２３６Ｈ 错义突变 ４６０

ｅｘｏｎ４

　１３７７Ｇ＞Ａ Ｅ４４６Ｋ 错义突变 ８２７，１２９９，１９７５，ｐｃ９，６６１，４６０

　１４１７Ｇ＞Ａ Ｒ４５９Ｑ 错义突变 ８２７，１２９９，１９７５，ｐｃ９，６６１，４６０

　１４６５Ｔ＞Ｇ Ｖ４７５Ｇ 错义突变 ８２７，１２９９，１９７５，ｐｃ９，６６１，４６０

　１５１８Ｇ＞Ａ Ｅ４９３Ｋ 错义突变 ８２７，１２９９，１９７５，ｐｃ９，６６１，４６０

　１５２０Ｇ＞Ａ 同义突变 ８２７，１９７５，ｐｃ９

　１４５４Ｃ＞Ｇ 同义突变 ４６０

２．２　ＮＲＦ２ＤＬＧ和 ＮＲＦ２ＥＴＧＥ基因序列编码基因突变分

析　对 ＤＬＧ及ＥＴＧＥ基因序列的基因突变检测结果显示，

ＮＲＦ２ＤＬＧ基因序列的碱基序列无突变，ＮＲＦ２ＥＴＧＥ基序对

应碱基序列存在多重遗传变异（表３）。所有供试细胞系的

ＥＴＧＥ基因序列对应碱基序列均存在大量的点突变，同时在

３４７和３５２位点还存在缺失突变，推测其编码的氨基酸序列发

生了极大改变，几乎所有位点的氨基酸均发生了改变，供试６

个细胞系中不存在可供ＫＥＡＰ１蛋白结合的ＥＴＧＥ基因序列。

表３　　ＮＲＦ２ＥＴＧＥ基因序列编码基因突变分析

缺失突变 点突变 改变的氨基酸序列ａ 细胞系

３４７ｄｅｌＡ，３５２ｄｅｌＣ
３４２Ｇ＞Ｔ，３４３Ａ＞Ｔ，３４６Ａ＞Ｇ，３５０Ｇ＞Ｔ，

３５３Ａ＞Ｔ，３５４Ｇ＞Ｔ，３５７Ｇ＞Ｔ，３５８Ａ＞Ｔ，３５９Ａ＞Ｃ
７７ＦＧＩＬＦ８１ ８２７

３４７ｄｅｌＡ，３５２ｄｅｌＣ ３４２Ｇ＞Ｔ，３４３Ａ＞Ｔ，３４６Ａ＞Ｇ，３５０Ｇ＞Ｔ，３５３Ａ＞Ｔ，３５４Ｇ＞Ｔ ７７ＦＧＩＬ８０ １２９９

３４７ｄｅｌＡ，３５２ｄｅｌＣ
３４３Ａ＞Ｔ，３４６Ａ＞Ｇ，３５０Ｇ＞Ｔ，３５３Ａ＞Ｔ，

３５４Ｇ＞Ｔ，３５７Ｇ＞Ｔ，３５８Ａ＞Ｔ，３５９Ａ＞Ｃ
７７ＶＧＩＬＦ８１ １９７５

３４７ｄｅｌＡ，３５２ｄｅｌＣ，３５５ｄｅｌＧ
３４２Ｇ＞Ｔ，３４３Ａ＞Ｔ，３４６Ａ＞Ｇ，３５０Ｇ＞Ｔ，３５３Ａ＞Ｔ，

３５４Ｇ＞Ｔ，３５６Ｔ＞Ｃ，３５７Ｇ＞Ｃ，３５８Ａ＞Ｔ，３５９Ａ＞Ｃ
７７ＦＧＩＦＬ８１ ｐｃ９
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续表３　　ＮＲＦ２ＥＴＧＥ基因序列编码基因突变分析

缺失突变 点突变 改变的氨基酸序列ａ 细胞系

３４７ｄｅｌＡ
３４３Ａ＞Ｔ，３４９Ａ＞Ｔ，３５０Ｇ＞Ｔ，３５１Ａ＞Ｃ，３５３Ａ＞Ｔ，

３５４Ｇ＞Ｔ，３５７Ｇ＞Ｔ，３５８Ａ＞Ｔ，３５９Ａ＞Ｃ
７７ＶＥＦＬＶＳ８２ ６６１

３４７ｄｅｌＡ ３５０Ｇ＞Ｔ，３５２Ｃ＞Ｇ，３５３Ａ＞Ｃ，３５９Ａ＞Ｃ ７７ＤＥＩＡＶＴ８２ ４６０

　　ａ：ＮＲＦ２ＥＴＧＥ基因序列的氨基酸序列为：７７ＤＥＥＴＧＥ８２。

２．３　肺癌细胞内活性氧浓度检测　采用２′，７′二氧荧光黄双

乙酸盐（ＤＣＦＨＤＡ）法检测供试细胞系的相对活性氧浓度发

现，供试肺癌细胞内活性氧水平均显著高于肺胚细胞 ＷＩ３８，

其中ＮＣＩＨ１９７５细胞内活性氧浓度最高，其余细胞系的活性

氧浓度相当。见图１。

图１　　细胞内活性氧相对浓度比较

３　讨　　论

　　ＫＥＡＰ１／ＮＲＦ２相互作用结构域基因突变在非小细胞肺癌

细胞系内普遍存在，提示ＮＲＦ２的转录因子活性的组成型表达

是肺癌细胞增殖和存活的关键因素。ＫＥＡＰ１ＮＲＦ２调控系统

在人类细胞的抗氧化和解毒调控中发挥着核心作用，非应激条

件下，ＮＲＦ２蛋白通过与ＫＥＡＰ１泛素连接酶Ｅ３复合体结合，

不断被泛素化降解［９］。在氧化应激状态下，ＫＥＡＰ１蛋白中的

活性半胱氨酸残基被氧化修饰，造成其与Ｅ３连接酶亲和力下

降，使得 ＮＲＦ２能够在细胞内稳定存在，从而具有转录因子活

性，能够进入细胞核内诱导一系列抗氧化和解毒基因的表

达［１０］。本次检测到肺癌细胞系内普遍存在着 ＫＥＡＰ１Ｋｅｌｃｈ

结构域和ＮＲＦ２ＤＬＧ／ＥＴＧＥ基因序列基因的突变，且都可能

导致蛋白质一级系列的变异，导致蛋白质功能的异常，ＫＥＡＰ１

蛋白不能与 ＮＲＦ２蛋白进行正确识别和结合。这意味着在供

试肺癌细胞内的ＫＥＡＰ１Ｅ３复合体均对ＮＲＦ２失去了抑制作

用，ＮＲＦ２因子可在癌细胞内稳定存在，使得癌细胞内抗氧化

蛋白和解毒酶类变为组成型表达，使癌细胞的抗氧化能力最强

化，以适应和拮抗癌细胞内高浓度的活性氧累积。

组成型表达的ＮＲＦ２转录活性对肺癌细胞的存活是必需

的［１１］，但是对于肿瘤治疗和肿瘤研究而言，这一变化意味着不

好的结果：ＮＲＦ２诱导大量解毒酶类的表达，极大地增强了癌

细胞对抗癌药物的耐受性，有助于促进肺癌细胞耐药［１２１４］。

研究发现，通过破坏肺癌细胞 ＮＲＦ２蛋白的稳定性，可以有效

提高肺癌细胞对抗癌药物的敏感性［１３，１５］。这意味着许多肺癌

细胞对抗癌药物的耐药可能是 ＮＲＦ２或 ＫＥＡＰ１基因突变导

致的，使用具有不同遗传背景的癌细胞系进行药物测试可能得

出不同的结论。因此，对于肿瘤药物研发而言，选择具有恰当

遗传背景的细胞系是药物细胞测试能否成功的关键。
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３４３２．

［１４］莫享阳，乔洪源，欧阳学农，等．Ｋｅａｐ１／ＮＲＦ２／ＡＲＥ信号

通路介导非小细胞肺癌耐药机制的研究进展［Ｊ］．现代肿

瘤医学，２０１５，２３（９）：１３２２１３２４．

［１５］ＺｈｏｕＳ，ＹｅＷ，ＳｈａｏＱ，ｅｔａｌ．ＮＲＦ２ｉｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｈｅｒａ

ｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｈｕｍａｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｒｉｔ

ＲｅｖＯｎｃｏｌＨｅｍａｔｏｌ，２０１３，８８（３）：７０６７１５．

（收稿日期：２０１６０６３０　修回日期：２０１６０８２８）

２９５ 重庆医学２０１７年２月第４６卷第５期


