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正常肺上皮细胞致瘤性转化中抑癌基因的全基因组筛选及数据库验证
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　　［摘要］　目的　利用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除文库在人正常肺上皮细胞致瘤性转化过程中进行全基因
组筛选，以发现新的人肺癌抑癌基因，并利用临床非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）样
本数据库进行初步验证。方法　构建稳定表达 Ｃａｓ９蛋白的人正常肺上皮 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞系，在该细胞
中感染含有７７４４１个单链向导ＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）、靶向１９１１４个人类基因的 Ｂｒｕｎｅｌｌｏ慢病毒文库，于裸鼠
皮下移植。提取全瘤体细胞（Ｔｕｍｏｒ）及移植前细胞（Ｉｎｐｕｔ）的全基因组 ＤＮＡ，扩增 ｓｇＲＮＡ序列，建库进
行深度测序。通过分析Ｔｕｍｏｒ中ｓｇＲＮＡ读数占比及Ｔｕｍｏｒ与Ｉｎｐｕｔ中ｓｇＲＮＡ读数差异倍数的改变，筛
选功能缺失后诱导 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞致瘤性转化的抑癌基因，并利用公共数据平台进行初步验证。
结果　成功在稳定表达Ｃａｓ９蛋白的ＢＥＡＳ２Ｂ细胞中进行了文库感染及裸鼠皮下成瘤实验。只有感染
文库的细胞在部分接种位点成瘤。测序结果显示Ｔｕｍｏｒ中只检测到少数ｓｇＲＮＡ，选取ｓｇＲＮＡ的读数占
总读数的比例＞１％或有２个及以上 ｓｇＲＮＡ被显著富集的３８个基因为有效的人肺癌候选抑癌基因，包
括ＮＦ２、ＰＴＥＮ等已知抑癌基因及未在肺癌中报道过的候选抑癌基因，如 ＡＰ２Ｍ１、ＰＳＥＮＥＮ等。富集分
析发现候选抑癌基因在 Ｎｏｔｃｈ和 Ｈｉｐｐｏ信号等参与癌症发生的关键生物学通路中富集。应用临床
ＮＳＣＬＣ样本数据库证实３８个候选抑癌基因在ＮＳＣＬＣ样本中均发生了突变，其中突变率＞２％的１７个基
因中有１４个与ＫＲＡＳ或ＴＰ５３发生共突变，３个突变与预后相关；３０个基因在 ＮＳＣＬＣ样本中的表达水
平与正常癌旁组织有明显差异，１７个基因的表达水平与患者的预后密切相关。结论　利用体内全基因
组ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术筛选出３８个人肺癌候选抑癌基因，并在临床ＮＳＣＬＣ样本数据库中得到了初步验证。
　　［关键词］　致瘤性转化；ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；抑癌基因；全基因组筛选；肺癌
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（３２０７１０１４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＡＯＺｈｏｎｇｘｉａｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｙａｏｚｈｘ＠
ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　根据２０２０年全球癌症统计数据，肺癌在恶性肿瘤
中发病率居第二，病死率居第一［１］。肺癌也是我国最

常见且病死率最高的恶性肿瘤［２］，通常只有１６％的患
者能于早期诊断，大多数患者诊断即为晚期。因此，肺

癌患者的５年生存率很低［３］，亟需提高其早期诊断及

治疗效果。细胞转化是癌症发生的第一步，癌症的发

生是癌基因和抑癌基因异常表达导致正常细胞致瘤性

转化的结果。因此，正常肺上皮细胞致瘤性转化机制

的研究对肺癌早期诊断和干预治疗至关重要。

　　已知癌基因和抑癌基因遗传改变的积累促使正常
细胞向恶性肿瘤细胞转化［４］。基因组测序发现了许

多潜在的癌基因和抑癌基因［５－６］，但癌细胞中大部分

突变为“乘客”突变（ｐａｓｓｅｎｇｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓ），对癌细胞的
生物学机制并没有明显影响。只有极少部分基因的突

变可直接刺激癌细胞的生长和其他生物学行为，此即

“司机”突变（ｄｒｉｖｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｓ）［７］。目前，功能基因组
筛选技术可有效地从众多突变中识别出驱动肿瘤形成

及发展的“司机”突变，常用的主要方法为 ＲＮＡ干扰
技术，但近年来逐步被特异性更高、脱靶效率更低的

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术取代。已有研究利用体内全基因组
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术，筛选出功能缺失促进肿瘤生长及
转移的抑癌基因［８－９］。例如，文献报道利用ＣＲＩＳＰＲ全

基因组敲除文库，对具有致癌作用的Ｋｒａｓ基因伴纯合
子ｐ５３和杂合子 Ｄｉｃｅｒ１功能丧失的鼠非小细胞肺癌
（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）细胞系 ＫＰＤ
（ＫｒａｓＧ１２Ｄ／＋；ｐ５３－／－；Ｄｉｃｅｒ１＋／－）在裸鼠皮下肿瘤形成及
转移过程中的抑癌基因进行了筛选［８］；还有研究在纯

合子ｐ５３功能丧失及具有致癌作用的Ｍｙｃ基因的小鼠
胚胎肝祖细胞中，对肿瘤生长过程中的肝癌抑癌基因

进行了全基因组筛选［９］。以上两种细胞系均可在裸

鼠皮下成瘤，具有致瘤性，但均缺乏对正常细胞致瘤性

转化过程的研究。已知癌症发生和发展是两个不同的

过程，其机制有巨大的差异，而正常细胞的致瘤性转化

是癌症发生的起始，因此，有必要对正常细胞致瘤性转

化的过程与机制进行深入研究。

　　为了在人正常肺上皮细胞致瘤性转化过程中筛选
功能缺失的抑癌基因，本文利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９全基因
组敲除文库技术，在人正常肺上皮 ＢＥＡＳ２Ｂ细胞［１０］

的致瘤性转化过程中对功能缺失的抑癌基因进行筛

选，筛选出３８个有效的人肺癌候选抑癌基因，其中包
含一些之前未见报道的人肺癌抑癌基因。在此基础

上，进一步应用临床ＮＳＣＬＣ样本数据库对候选抑癌基
因的突变和表达水平进行初步验证，并分析其与患者

预后的关系，为探讨人正常肺上皮细胞致瘤性转化机

４０５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



制及肺癌早期诊治提供新的线索。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　６～８周龄雌性ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠１６只
购自江苏集萃药康生物科技有限公司。动物实验获得

陆军军医大学实验动物福利伦理审查委员会批准

（ＡＭＵＷＥＣ２０２０５４９）。
１．１．２　实验材料　　细胞：ＢＥＡＳ２Ｂ细胞系［美国模
式菌种收集中心（ＡＴＣＣ）］；质粒：ｌｅｎｔｉＣａｓ９Ｂｌａｓｔ（Ａｄ
ｄｇｅｎｅ：＃５２９６２），ｌｅｎｔｉＧｕｉｄｅ（Ａｄｄｇｅｎｅ：＃５２９６３），
Ｂｒｕｎｅｌｌｏ文库（Ａｄｄｇｅｎｅ：＃７３１７９）［１１］；ＤＭＥＭ高糖培养
基（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；胎牛血清、胰蛋白酶、杀稻瘟菌素、嘌呤
霉素（Ｇｉｂｃｏ）；聚凝胺（Ｓｉｇｍａ）；Ｂｌｏｏｄ＆ＣｅｌｌＣｕｌｔｕｒｅ
ＭｉｎｉＫｉｔｓ试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）。
１．２　方法
１．２．１　体外ＢＥＡＳ２Ｂ细胞培养　　含有１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养基于 ３７℃的恒温细胞培养箱中培
养。当细胞密度达到８０％时使用胰酶消化并传代，每
２～３天换液。
１．２．２　建立表达 Ｃａｓ９酶的细胞　　利用慢病毒包
装，磷酸钙沉淀法转染质粒 ｌｅｎｔｉＣａｓ９Ｂｌａｓｔ，得到浓缩
表达Ｃａｓ９酶的病毒液（含杀稻瘟菌素抗性），将病毒
液与感染组ＢＥＡＳ２Ｂ细胞混匀感染，未感染组 ＢＥＡＳ
２Ｂ细胞不加病毒液作为对照。２４ｈ后，两组均加入含
有５μｇ／ｍＬ杀稻瘟菌素的１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基，挑选单克隆，ＷＢ验证单克隆细胞中高表达Ｃａｓ９
蛋白的细胞，将该细胞命名为 ＢＥＡＳ２ＢＣＡＳ９细胞用
于后续实验。

１．２．３　文库感染及筛选　　用含有 Ｂｒｕｎｅｌｌｏ文库的
慢病毒载体转染 ＢＥＡＳ２ＢＣＡＳ９细胞，ＭＯＩ＝０．５。用
嘌呤霉素（２μｇ／ｍＬ）筛选细胞２ｄ。每２天传代１次，
每次取４×１０７在筛选后２ｄ消化收集细胞，移植于裸
鼠；另取４×１０７个移植前细胞提取基因组 ＤＮＡ作为测
序对照（Ｉｎｐｕｔ）。
１．２．４　小鼠皮下成瘤实验　　分别收集感染与未感
染文库的ＢＥＡＳ２ＢＣａｓ９细胞，用ＰＢＳ＋５％胎牛血清重
悬，使浓度为１×１０８个细胞／ｍＬ。取４００μＬ细胞悬液
与４００μＬｍａｔｒｉｇｅｌ混匀，以１００μＬ（５×１０６个细胞）／点
的量移植于裸鼠两侧髂窝皮下，感染与未感染文库的

ＢＥＡＳ２ＢＣａｓ９细胞各自分别移植４只裸鼠共８个点。
每３～４天观察 １次肿瘤生长情况，２５ｄ左右处死小
鼠，解剖肿瘤，测量瘤体体积。肿瘤体积计算公式：体

积＝０．５×长径×短径２。

１．２．５　全基因组ＤＮＡ提取、扩增、测序及统计学分析
　　采用Ｂｌｏｏｄ＆ＣｅｌｌＣｕｌｔｕｒｅＭｉｎｉＫｉｔｓ试剂盒提取移
植前细胞（Ｉｎｐｕｔ）和瘤体细胞（Ｔｕｍｏｒ）的基因组 ＤＮＡ
（ｇｅｎｅｔｉｃＤＮＡ，ｇＤＮＡ），提取的ＤＮＡ和质粒文库（Ｐｌａｓ
ｍｉｄ）按参考文献方法扩增［１２］，简述如下：对每个 ＤＮＡ
样本，使用 ＫＯＤＦＸＤＮＡ聚合酶（ＴＯＹＯＢＯ）对 ７μｇ
ｇＤＮＡ进行３０次１００μＬ的分离反应，然后将扩增得到
的扩增产物进行合并。扩增 ｓｇＲＮＡ的引物序列为
ＣＲＩＳＰＲ ｓｅｑＦ：５′ＴＴＧＴＧＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧ３′
和 ＣＲＩＳＰＲｓｅｑＲ：５′ＴＣＴＡＣＴＡＴＴＣＴＴＴＣＣＣＣＴＧＣＡＣＴ
ＧＴ３′。ＰＣＲ产物使用凝胶提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ）进行
纯化。样本由上海凌恩生物科技有限公司提供的

ＮｅｘｔＳｅｑ机器（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）进行测序。采用 ＭＡＧｅＣＫ软
件５８得到ＬＦＣ（ＬｏｇＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）值，ＬＦＣ指的是 Ｔｕｍｏｒ
相对Ｉｎｐｕｔ在正筛选检测中ｓｇＲＮＡ改变倍数的ｌｏｇ２为
底的值。以ＦＤＲ＜０．０５为差异具有统计学意义。
１．２．６　富集分析　　Ｍｅｔａｓｃａｐｅ［１３］（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅ．
ｏｒｇ）是一个基因注释和分析工具。本研究利用 Ｍｅｔａｓ
ｃａｐｅ在线分析网站，分析了有效的人肺癌候选抑癌基
因在基因本体 （ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）：生物过程（ｂｉｏ
ｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）与京都基因和基因组百科全书
（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）中
的富集情况。以 Ｐ＜０．０１，最小计数为 ３，富集因子＞
１．５为临界值。
１．２．７　候选抑癌基因在临床ＮＳＣＬＣ样本数据库中的
突变分析及临床相关性分析　　ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ［１４］（ｈｔｔｐ：／／
ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ．ｏｒｇ）是基于 ＴＣＧＡ数据库开发的一款集数
据挖掘、数据整合及可视化等多功能于一体的综合性

开放网络平台，涵盖了２８０００例临床样本的数据。本
研究利用 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ在线分析网站，分析了人肺癌候
选抑癌基因在７３３８例临床 ＮＳＣＬＣ样本中的突变率，
以及突变率与患者预后的相关性（采用 Ｌｏｇｒａｎｋ检验，
以Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义）。已知基因的共
突变诱导肿瘤的发生［１５－１７］，所以本研究进一步检测了

这些候选抑癌基因与临床 ＮＳＣＬＣ样本中高突变率基
因如ＥＧＦＲ、ＫＲＡＳ、ＴＰ５３及 ＳＴＫ１１等基因［１８－１９］的突变

相关性 （采用Ｆｉｓｈｅｒ精确概率检验，以ｑ＜０．０５为差异
具有统计学意义；ｌｏｇ２比值比＞０为共突变）。
１．２．８　候选抑癌基因在临床ＮＳＣＬＣ样本数据库中的
ｍＲＮＡ表达水平及临床相关性分析　　肺癌探索者
（ｌｕｎｇＣａｎｃｅｒＥｘｐｌｏｒｅｒ，ＬＣＥ）［２０］数据库（ｈｔｔｐ：／／ｌｃｅ．
ｂｉｏｈｐｃ．ｓｗｍｅｄ．ｅｄｕ／ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ／）包括 ５６项研究、超过
６７００名患者的表达数据和临床资料数据。利用 ＬＣＥ
对人肺癌候选抑癌基因在临床 ＮＳＣＬＣ样本和癌旁正
常肺组织中的 ｍＲＮＡ表达水平及与其与患者预后的
相关性进行Ｍｅｔａ分析。
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２　结果

２．１　抑癌基因的全基因组筛选结果及质量控制
　　为了在人正常肺上皮细胞致瘤性转化过程中筛选
功能缺失的肺癌抑癌基因，对永生化的人正常肺上皮

ＢＥＡＳ２Ｂ细胞进行了全基因组 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因敲
除筛选。第一步是构建稳定表达 Ｃａｓ９的 ＢＥＡＳ２Ｂ细
胞系（ＢＥＡＳ２ＢＣａｓ９），然后将含有 ７７４４１个 ｓｇＲＮＡ
的基因敲除文库导入ＢＥＡＳ２ＢＣＡＳ９细胞系。体外培
养４ｄ后，将未感染文库的细胞和感染文库的细胞均
以５×１０６／点移植于裸鼠两侧髂窝皮下，２５ｄ后收集瘤
体细胞用于后续测序等（图１Ａ）。
　　分别取质粒（Ｐｌａｓｍｉｄ）、Ｉｎｐｕｔ和 Ｔｕｍｏｒ的基因组

ＤＮＡ样本扩增并进行高通量测序，检测其ｓｇＲＮＡ的分
布情况。上述实验步骤从文库感染开始各重复１次。
两次重复实验结果显示未感染文库的细胞不能成瘤，

而感染文库的细胞有５个移植点成瘤并检测了瘤体大
小（图 １Ｂ）；质粒文库和 Ｉｎｐｕｔ样本中包含 ９９．５％的
ｓｇＲＮＡ类型，读数小于 １００次的 ｓｇＲＮＡ比例小于
１０％，表明文库覆盖度和 ＤＮＡ测序深度均符合标准
（图１Ｃ）。两次 Ｉｎｐｕｔ样本与质粒文库高度相关（ｒ＝
０．８１，ｎ＝２，图１Ｄ）；Ｔｕｍｏｒ样本中检测到的 ｓｇＲＮＡ类
型仅占总 ｓｇＲＮＡ的 ４．９１％～６．１２％（图 １Ｅ），但两次
ｓｇＲＮＡ的分布总体相关性非常强（ｒ＝０．９３），具有较好
重复性（图１Ｄ）。综上所述，文库质检结果符合标准，
实验可重复性较高，测序数据有效，可用于后续分析。
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Ａ：筛选流程图；Ｂ：感染文库及未感染文库的 ＢＥＡＳ２ＢＣＡＳ９细胞（ｎ＝８）裸鼠皮下成瘤情况；Ｃ：质粒（Ｐｌａｓｍｉｄ）、移植前细胞
（Ｉｎｐｕｔ）和瘤体细胞（Ｔｕｍｏｒ）中的ｓｇＲＮＡ的累积概率分布；Ｄ：Ｐｌａｓｍｉｄ、Ｉｎｐｕｔ和Ｔｕｍｏｒ中ｓｇＲＮＡ分布情况的相关性分析；Ｅ：Ｐｌａｓ
ｍｉｄ、Ｉｎｐｕｔ和Ｔｕｍｏｒ中ｓｇＲＮＡ读数＞０的ｓｇＲＮＡ占比

图１　抑癌基因的全基因组筛选结果及质量控制

６０５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．２　人肺癌抑癌基因的筛选
　　采用 ＭＡＧｅＣＫ软件５８对测序数据进行分析，结果

显示，Ｔｕｍｏｒ样本中仅检测到少量的 ｓｇＲＮＡ类型
（Ｔｕｍｏｒ＿ｒ１中４７４１个，占６．１２％；Ｔｕｍｏｒ＿ｒ２中３７９９个，
占４．９０％）。其中，极少量 ｓｇＲＮＡ的读数占总读数的
比例大于１％（在 Ｔｕｍｏｒ＿ｒ１中共１９个，Ｔｕｍｏｒ＿ｒ２中共
１４个，图 ２Ａ），而 ９３．８８％～９５．０９％的 ｓｇＲＮＡ并没有
被检测到。因此，接下来同时使用两种方法筛选

Ｔｕｍｏｒ样本中显著富集的基因。方法一：ｓｇＲＮＡ靶向
的读数比例超过１％的基因；方法二：单个基因有２个
及以上显著富集的 ｓｇＲＮＡ（ｓｇＲＮＡＬＦＣ＞１且 ＦＤＲ＜
０．０５，图２Ｂ、Ｃ），分别得到 １９个和 ２５个候选抑癌基
因。对两组基因的比较发现，两组的共有基因是６个
（图２Ｄ），包括已知的抑癌基因 ＮＦ２、ＰＴＥＮ（靶向ＮＦ２
的４条，ｓｇＲＮＡ及靶向ＰＴＥＮ的３条，ＬＦＣ＞７）（图２Ｂ）；
特有的基因集分别包含１３个和 １９个，其中也含有已
知抑癌基因 ＴＧＦＢ３、ＣＹＬＤ和 ＴＭＥＭ１２７，提示两种方法
都有可能筛选到潜在的抑癌基因（图２Ｄ）。因此，本研

究将二者合并，共获得３８个有效的人肺癌候选抑癌基
因（图２Ｄ）。
２．３　人肺癌候选抑癌基因的功能学特性分析
　　利用ＭＥＴＡＳＣＡＰＥ对３８个人肺癌候选抑癌基因
进行ＧＯＢＰ和ＫＥＧＧ功能富集分析（图３），结果提示
这些基因参与了多种细胞转化过程中的关键生物学过

程及分子信号通路，包括与细胞增殖、分化和凋亡相关

的Ｎｏｔｃｈ、ＭＡＰＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和 Ｈｉｐｐｏ信号通路；参与
了肿瘤侵袭和转移的网格蛋白依赖的内吞（ｃｌａｔｈｒｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ）、囊泡组织（ｖｅｓｉｃｌｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ）
和细胞骨架结构调控（ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎｏｒｇａｎｉ
ｚａｔｉｏｎ）等生物学过程；参与了免疫逃逸密切相关的免
疫效应过程调节（ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｍｍｕｎｅｅｆｆｅｃｔｏｒｐｒｏｃｅｓｓ）
和ＲＩＧＩ样受体信号通路（ＲＩＧＩｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ）；参与了血管生成诱导的 ＰＤＧＦＲ信号通路
（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈ
ｗａｙ）等。此外，还与钙吸收调节相关的生物学过程密
切相关，提示其也可能参与肿瘤的发生过程。
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Ａ：瘤体细胞（Ｔｕｍｏｒ）中ｓｇＲＮＡ读数占比　每个 ｓｇＲＮＡ的面积对应于 ｓｇＲＮＡ的读数占总读数的比例，比例＞１％的被标出；
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数量≥２的基因在方框中列出；Ｄ：方法一和方法二的筛选结果

图２　人肺癌候选抑癌基因的筛选结果
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Ａ：ＧＯＢＰ功能富集分析；Ｂ：ＫＥＧＧ功能富集分析

图３　人肺癌候选抑癌基因的功能富集分析

表１　与临床ＮＳＣＬＣ样本的其他高突变基因存在共突变的人肺癌候选抑癌基因

Ａ Ｂ
Ａ与Ｂ均
未突变

Ａ突变但
Ｂ未突变

Ｂ突变但
Ａ未突变

Ａ与Ｂ
均突变

ｌｏｇ２比值比ａ ｑ值

ＣＬＴＣ ＫＲＡＳ ３０６２ ８９ ８２２ ４０ ０．７４３ ０．０４１
ＦＲＭＤ６ ＫＲＡＳ ３０５７ ９４ ８１６ ４６ ０．８７４ ０．００９
ＳＡＶ１ ＫＲＡＳ ３１０１ ５０ ８３５ ２７ １．００４ ０．０２７
ＡＰ２Ｍ１ ＴＰ５３ １４４４ ８７ １９４６ ５３６ ２．１９３ ＜０．００１
ＢＣＲ ＴＰ５３ １５０６ ２５ ２３７７ １０５ １．４１２ ＜０．００１
ＣＹＬＤ ＴＰ５３ ２０９３ ３６ ２８００ １３０ １．４３３ ＜０．００１
ＮＦ２ ＴＰ５３ ２８３２ ３２ ３５８９ ９３ １．１９７ ＜０．００１
ＰＤＣＤ１０ ＴＰ５３ １４５４ ７７ ２０１４ ４６８ ２．１３４ ＜０．００１
ＰＧＣ ＴＰ５３ １５０７ ２４ ２３９３ ８９ １．２２４ ０．００１
ＰＳＥＮＥＮ ＴＰ５３ １４７９ ５２ ２３５２ １３０ ０．６５３ ０．０２５
ＰＴＥＮ ＴＰ５３ ２７８８ ７６ ３３６７ ３１５ １．７７９ ＜０．００１
ＲＩＮＬ ＴＰ５３ １４８６ ４５ ２３６２ １２０ ０．７４６ ０．０１５
ＴＲＡＦ３ ＴＰ５３ １５０７ ２４ ２３９５ ８７ １．１９ ０．００２
ＵＢＡＰ１ ＴＰ５３ １５００ ３１ ２３８９ ９３ ０．９１４ ０．０１

ａ：比值比＝（Ａ与Ｂ均未突变Ａ与Ｂ均突变）／（Ａ突变但Ｂ未突变Ｂ突变但Ａ未突变）；共突变：ｌｏｇ２比值比＞０，ｑ＜０．０５

２．４　人肺癌候选抑癌基因在临床ＮＳＣＬＣ样本中的突变
情况及其与常见ＮＳＣＬＣ高突变基因的相关性分析

　　抑癌基因突变是促进正常细胞致瘤性转化的重要
因素，为进一步了解人肺癌候选抑癌基因在临床

ＮＳＣＬＣ样本中的突变情况，接下来利用 Ｃｉｂｉｏｐｏｒｔａｌ数
据库分析了人肺癌候选抑癌基因在临床 ＮＳＣＬＣ样本
（７３３８例）中的突变情况。结果显示，３８个候选抑癌
基因均发生了不同程度的突变，ＡＰ２Ｍ１、ＰＤＣＤ１０、
ＰＴＥＮ、ＳＹＢＵ、ＰＳＥＮＥＮ、ＲＩＮＬ、ＦＲＭＤ６、ＦＥＲ、ＣＹＬＤ、
ＰＧＣ、ＰＣＤＨＧＢ４、ＣＬＴＣ、ＴＲＡＦ３、ＢＣＲ、ＵＢＡＰ１、ＳＡＶ１及
ＮＦ２共 １７个基因突变率大于 ２％，其中 ＰＤＣＤ１０、
ＡＰ２Ｍ１的突变率大于１５％，提示这些基因可能通过突

变失活诱导了正常细胞的致瘤性转化。

　　在癌症样本中发生显著共突变的基因配对一般倾
向于分布在不同生物学分子信号通路，它们的共突变

导致了这些通路的共同扰动，从而诱导肿瘤发生。因

此，进一步分析突变率＞２％的１７个人肺癌候选抑癌基
因与临床 ＮＳＣＬＣ样本中发生高突变的其他基因如
ＥＧＦＲ、ＫＲＡＳ、ＴＰ５３、ＳＴＫ１１之间的相关性。结果显示，
有１４个候选抑癌基因与这些高突变基因存在共突变
（ｌｏｇ２比值比＞０，ｑ＜０．０５），其中 ＡＰ２Ｍ１、ＢＣＲ、ＣＹＬＤ、
ＮＦ２、ＰＤＣＤ１０、ＰＧＣ、ＰＳＥＮＥＮ、ＰＴＥＮ、ＲＩＮＬ、ＴＲＡＦ３及
ＵＢＡＰ１等基因与 ＴＰ５３存在共突变；ＣＬＴＣ、ＦＲＭＤ６及
ＳＡＶ１等基因与ＫＲＡＳ存在共突变（表１）。

８０５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．５　人肺癌候选抑癌基因在临床ＮＳＣＬＣ和癌旁正常
肺组织样本中表达水平的Ｍｅｔａ分析

　　利用ＬＣＥ在线分析网站中 Ｍｅｔａ分析模块，比较
了３８个人肺癌候选抑癌基因在临床ＮＳＣＬＣ和癌旁正
常肺组织样本中的ｍＲＮＡ表达水平，具体分析肺腺癌
（ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＵＡＤ）与肺鳞癌（ｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＵＳＣ）两种ＮＳＣＬＣ类型。结果显示，在
ＬＵＡＤ中，ＦＥＲ、ＰＴＥＮ、ＳＡＶ１、ＨＭＧＢ１、ＭＰＰ５、ＳＮＸ５、
ＫＣＮＫ３、ＴＭＥＭ１２７、ＤＴＸ４、ＣＹＬＤ、ＰＧＣ及 ＰＰＰ６Ｃ等基
因的表达水平明显低于癌旁正常肺组织；在 ＬＵＳＣ中，
ＦＥＲ、ＰＴＥＮ、ＳＡＶ１、ＨＭＧＢ１、ＭＰＰ５、ＳＮＸ５、ＫＣＮＫ３、
ＴＭＥＭ１２７、ＤＴＸ４、ＣＹＬＤ、ＰＧＣ、ＰＣＤＨＧＢ４、ＡＢＬ１及
ＣＣＤＣ２８Ａ等基因的表达水平明显低于癌旁正常肺组
织。它们均与癌症发生呈负相关（图４）。
２．６　人肺癌候选抑癌基因在临床ＮＳＣＬＣ样本中的突

变及表达水平与患者预后的关系

　　为了探究人肺癌候选抑癌基因是否与参与了肺癌
发展的调控，进一步分析３８个人肺癌候选抑癌基因的
突变（ｃｉｂｉｏｐｏｒｔａｌ数据库）及表达水平（ＬＣＥ数据库）与
患者预后的相关性。结果显示，１１个肺癌候选抑癌基
因与患者预后密切相关，其中ＡＰ２Ｍ１及ＰＳＥＮＥ等基因
的突变预示着不良预后，且突变率大于２％（图５Ａ、Ｂ）。
１７个肺癌候选抑癌基因与患者预后密切相关，其中
ＫＣＮＫ３、ＣＹＬＤ、ＰＧＣ、ＣＣＤＣ２８Ａ、ＮＢＰＦ３、ＳＹＢＵ、ＧＯＬ
ＧＡ６Ｌ９及ＤＴＸ４等基因的高表达与ＬＵＡＤ患者预后呈

正相关，ＡＰ２Ｍ１的高表达与ＬＵＳＣ患者预后呈正相关，
提示这些基因的高表达可能抑制癌症的发展。ＰＣＤＨ
ＧＢ４、ＲＡＰ２Ｃ、ＡＰ２Ｓ１、ＦＲＭＤ６、ＡＦＡＰ１及ＡＰ２Ｍ１等基因
的高表达与 ＬＵＡＤ患者预后呈负相关，ＦＥＲ、ＤＴＸ４及
ＰＣＤＨＧＢ４等基因的高表达与 ＬＵＳＣ患者预后呈负相
关，提示这些基因的高表达可能促进癌症的发展

（图５Ｃ）。

负相关

正相关

无差异

图４　人肺癌候选抑癌基因在临床ＮＳＣＬＣ和癌旁正常肺
组织样本中ｍＲＮＡ表达水平的Ｍｅｔａ分析
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图５　人肺癌候选抑癌基因突变或表达水平与ＮＳＣＬＣ患者预后的关系
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３　讨论

　　正常细胞的致瘤性转化是癌症发生的起始，了解
细胞致瘤性转化过程对研究癌症发病机制至关重要，

而寻找诱导细胞致瘤性转化的新驱动基因可以为临床

癌症早期筛查及诊断提供新思路。在肺癌的组织发生

学上，大多数起源于上皮细胞，尤其是支气管上皮细

胞。ＢＳＡＥ２Ｂ细胞是ＳＶ４０病毒转染的人支气管上皮
细胞，体外容易培养和传代，具有无限生长能力，保留

了正常人支气管上皮细胞的特性和生理功能；体外连

续传代１００次以上不会发生衰老和死亡，而且不具有
锚定独立生长能力和裸鼠成瘤性等恶性转化特征，表

明它们是恶性前而非恶性细胞，但具有在外来致癌因

素作用时获得完全恶性表型的能力［２１］，是研究正常细

胞致瘤性转化的理想细胞模型［２２］。

　　识别抑制肿瘤发生的基因（抑癌基因）已被证明
是特别具有挑战性的，因为它们具有隐性的本质。简

而言之，失活的抑癌基因的等位基因在细胞中起隐性

作用，即一个拷贝失活，另一个拷贝仍以野生型存在，

使细胞呈正常表型。例如，Ｒｂ基因只有当野生型拷贝
失活后才导致肿瘤发生［２３］，抑癌基因的失活机制（包

括基因拷贝数和结构改变、点突变和表观遗传学改变

等［２４］）使抑癌基因更难发现且更加复杂化。因此，本

文的目的聚焦于发现在肺正常上皮细胞致瘤性转化过

程中的关键抑癌基因。

　　本研究通过 ＣＲＩＳＰＲ全基因组敲除文库感染 ＢＥ
ＡＳ２ＢＣａｓ９细胞，将其移植于裸鼠皮下，以获得致瘤
性转化的细胞。与传统的 ＲＮＡｉ技术相比，本文所使
用的ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术主要具有以下优势 ：①ＲＮＡｉ
技术是在 ＲＮＡ水平进行抑制，而 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术
是在 ＤＮＡ水平抑制基因表达，因此，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技
术可以研究需要基因敲除才能显现的表型，也可以用

于研究非转录区和非编码 ＲＮＡ，这是 ＲＮＡｉ技术难以
实现的；②通过设计ｓｇＲＮＡ混合文库，ＣＲＩＳＰＲ切割的
靶点可以覆盖全基因组，而且其特异性更高，比 ＲＮＡｉ
技术具有更低的脱靶率与更高的性价比［１１，２５］。由此

可见，使用ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术极大地提高了在正常人
肺上皮细胞的致瘤性转化过程中识别肺癌抑癌基因的

可能性。

　　虽然使用全基因组测序及功能基因组筛选已发现
了大量的、与肿瘤发生相关的基因变异，并对其功能进

行了注释［５］，但由于肿瘤基因组突变的复杂性、不同

类型肿瘤间的异质性及肿瘤本身的异质性，例如，每一

个肿瘤细胞群体内还有许多亚群，导致许多具有促进

正常细胞致瘤性转化的关键调控基因并未被发现。本

研究筛选出的人肺癌候选抑癌基因，既包括了 ＮＦ２、
ＰＴＥＮ等已知的肺癌抑癌基因，也发现了一些未见报
道的人肺癌候选抑癌基因，包括 ＰＳＥＮＥＮ、ＡＰ２Ｍ１等。
ＮＳＣＬＣ发病率占肺癌总发病率的约８５％［２６］，因此，本
研究进一步分析了这些肺癌候选抑癌基因在临床

ＮＳＣＬＣ样本的变化情况及其与患者预后的相关性。
结果发现，ＡＰ２Ｍ１在 ＮＳＣＬＣ中的突变率高达１８％，且
其突变与患者的不良预后密切相关；ＫＣＮＫ３、ＤＴＸ４、
ＣＹＬＤ及 ＰＧＣ在 ＮＳＣＬＣ中的 ｍＲＮＡ表达水平明显低
于正常组织，且其高表达与患者的良好预后密切相关。

以上结果表明了本研究进行的功能基因筛选的有效

性，为正常肺上皮细胞的致瘤性转化机制研究提供新

的线索及依据。

　　基因的表达水平涉及转录、翻译及翻译后修饰，它
们参与了许多癌基因或抑癌基因的表达调控，从而影

响癌症的发生发展。本研究在 ｍＲＮＡ表达水平的分
析中，发现包括 ＮＦ２［２７］和 ＴＲＡＦ３等在内的部分候选
抑癌基因在ＮＳＣＬＣ中的表达水平高于癌旁正常肺组
织或无明显差异，提示这些候选基因可能是通过蛋白

水平的变化导致基因功能缺失，进而促使正常细胞发

生致瘤性转化。研究表明，ＡＰ２Ｍ１通过与 ＥＧＦＲ胞内
段的ＹＸＸΦ共有序列结合诱导 ＥＧＦＲ内化，从而使信
号猝灭，已知ＡＰ２Ｍ１蛋白的功能与翻译后修饰有关，
只有在 Ｔｈｒ１５６位磷酸化的 ＡＰ２Ｍ１才可发挥诱导
ＥＧＦＲ内化的生物学功能，ＢＭＰ２Ｋ通过磷酸化
ＡＰ２Ｍ１Ｔｈｒ１５６从而在体内和体外抑制胆囊癌细胞的
增殖和迁移［２８］。因此，后续研究将进一步分析在蛋白

水平的改变并进行功能实验验证。

　　在筛选出的候选抑癌基因与患者临床预后相关性
分析结果显示，部分候选抑癌基因如 ＰＤＣＤ１０、ＡＰ２Ｍ１
等基因的高表达与 ＬＵＳＣ患者的预后呈负相关，这似
乎与抑癌基因的功能矛盾。结合文献分析其可能原因

如下：一方面，本研究分析的是全基因组转录本，因此，

这里面可能包含了同一条基因的功能是完全相反的两

条不同转录本（即正义链和反义链），如基因ＡＳＣＣ３的
两条ＲＮＡ功能完全相反［２９］；另外，在基因突变和非突

变的情况下，同一基因的转录本功能也可能是完全相

反的，如野生型 Ｐ５３和突变型 Ｐ５３［３０］，但是在转录组
测序时，检测的是 Ｐ５３的总和，而在大部分肿瘤中高
表达的是突变型 Ｐ５３，利用 ＫＭｐｌｏｔｔｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｋｍｐｌｏｔ．
ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ／）在线生存分析的网站对 Ｐ５３进行分析
发现［３１］，在肺癌、卵巢癌及胃癌中，高表达Ｐ５３的患者
预后更差（总生存期更短）。所以，下一步要检测候选

０１５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



抑癌基因是否发生了突变及是否存在功能不同的转录

本，以排除前述因素的影响。另一方面，癌症的发生及

发展是两个不同的过程，而癌症患者的临床预后主要

与癌症的深入发展相关，同样的基因在癌症的不同发

展阶段的作用完全可能是相反的。例如，ＴＧＦβ３在健
康组织和早期肿瘤中限制细胞增殖并诱导细胞凋亡，

从而起到肿瘤抑制作用；但是，已经恶变的肿瘤细胞却

丧失对ＴＧＦβ３的反应，反而通过促进ＴＧＦβ３的分泌而
促进肿瘤细胞的增殖和侵袭，加速肿瘤的进展［３２］。

本研究是在正常细胞致瘤性转化即癌症发生起始阶

段中进行筛选，因此，筛选到的候选抑癌基因完全可

能在癌症的深入发展阶段发挥其他作用。

　　筛选功能性基因的常用策略主要分为功能获得型
（ｇａｉｎｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎ）和功能缺失型（ｌｏｓｓｏｆｆｕｎｃｔｉｏｎ）筛
选。功能获得型筛选策略通常利用ｃＤＮＡ文库使基因
过表达来筛选功能性基因；功能缺失型（ｌｏｓｓｏｆｆｕｎｃ
ｔｉｏｎ）筛选策略是通过抑制基因表达或通过基因敲除
来筛选功能性基因［３３］。ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９文库高通量筛
选常用模式可以分为阳性筛选（ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
ｓｃｒｅｅｎ）和阴性筛选（ｎｅｇａｔｉｖｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎｓｃｒｅｅｎ）［３４］。阳
性筛选是对已成功整合 ｓｇＲＮＡ的细胞文库施加一定
的筛选压力，仅使少数目的表型的细胞能够存活，达到

富集关键基因的目的；阴性筛选与之相反，存活的细胞

并不是目的表型细胞，因此需要比较不同时间点

ｓｇＲＮＡ的丰度，找出差异 ｓｇＲＮＡ来确定关键基因［３４］。

已有报道利用 Ｃａｓ９通过功能获得型筛选来发现调节
癌症转移的癌基因［３５］。本研究对已整合 Ｂｒｕｎｅｌｌｏ敲
除文库的 ＢＥＡＳ２ＢＣＡＳ９细胞施加一定的筛选压力，
即将其移植到裸鼠皮下，使少数获得致瘤性的细胞能

够存活，从而富集关键的抑癌基因。

　　综上，本研究成功地利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９全基因组
敲除文库技术，筛选出了促使人正常肺上皮细胞致瘤

性转化的３８个人肺癌候选抑癌基因，这些抑癌基因主
要富集在与细胞增殖、分化和凋亡相关的 Ｎｏｔｃｈ、
ＭＡＰＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和 Ｈｉｐｐｏ等信号通路；进一步在临
床ＮＳＣＬＣ样本数据中初步验证了它们均发生了不同
程度的突变，并与其他高突变基因存在共突变；还证明

了其中部分基因的突变及表达水平变化与患者预后密

切相关。这为进一步研究人肺癌的发生机制及临床肺

癌早期筛查诊断与治疗提供新的依据和靶标。
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