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TK6人类淋巴母细胞 TK突变体生长慢相关基因分离和鉴定 
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(重庆医科大学公共卫生学院营养与食品卫生学教研室，重庆 400016) 

【}商 要】目的：分离TK6人类淋巴母细胞慢生长突变体中与慢生长表型相关的基因并进行初步功能鉴定。方法：根据目标基因 

与胸苷激酶(Thymicline kinase，TK)基因连锁的特性，采用人类全基因组表达芯片检测全基因的表达情况，由此确定慢生长相关 

基因的位置和表达性质，以缩小筛选范围，最后通过基因功能检索，确定目标基因，并通过 RT—PCR对 目标基因进行初步验证。 

结果：慢生长细胞整体表达水平下调，但少数染色体尤其以 17号染色体局部区域呈高表达状态。而在 TK位点到端粒这一区 

域，TK以及毗邻的染色盒同源物(Chromobox homoloy，CBX2)，CBX4，CBX8均呈高表达状态 ，功能检索发现 CBX与转录抑制有 

关，功能验证实验中CBX4表达水平与细胞倍增时间呈正向相关。结论：TK6慢生长表型与 17号染色体q臂近端粒位置的CBX 

基因相关，但仍需更多证据确认 CBX是慢生长表现最直接相关的基因。 
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Human genome expression microarray was used to measure gene 

expression at different levels，thereby narrowing candidate gene 

locations and expression properties．Target genes were identified 

by retrieving candidate gene functions and verified by RT—PCR． 

确性两方面的基础上对多种特殊实验波形加以研究和判断， 

不断完善程序设计思路，才能减少漏判误判，达到实验结果 

信息利用的最大化和最优化。 
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Results：The overall expression level of slow growth mutant was down regulated，but with several chromosomal expressions up regulated． 

In the region of TK to telomere，TK gene and adjacent CBX2，CBX4，CBX8 were overexpressed；functional retrieving found that CBXs 

were inhibitors of transcription；CBXs functional verification experiment showed that CBX4 expression was positively associated with cell’s 

doubling time．Conclusion：The target genes related to slow growth mutant are CBXs located on chromosome 1 7 q arm near the telomere， 

but still more evidence is needed to confirm that CBXs are the most directly related genes to slow growth mutant． 

【Key words】TK6；Slow growth mutant；CBX 

TK6人类淋巴母细胞(Lyphomblast)是胸苷激酶(Thymi— 

dine kinase，TK)基因的杂合体(tkVtk一)，广泛用于致突变物质 

的检测。致突变物如果导致tk十基因失活，则可以通过三氟胸 

苷(Trifuorothymidine，TfTr)选择得到突变体。值得注意的是突 

变体有两种明显不同的生长表型，即正常生长(Normal growth 

TK mutant，NT)和慢生长表型(Slow growth TK mutant，ST)。正 

常生长表型的倍增时间与未突变细胞一致，为 16—18 h。慢生 

长表型的倍增时间明显增加，为40 h左右I】J。慢生长表型接 

种效率正常，与受试物的迟发毒性无关；与选择剂TFT无关， 

在常规培养基中仍呈慢生长状态；慢生长表型表型稳定，连 

续培养40代仍保留慢生长特，是可遗传的突变性状_1】。 

目前对 TK6细胞慢生长表型的研究主要在慢生长表型 

在遗传毒性检测中的意义，遗传物质损伤和修复机制等日。关 

于 sT的成因，一致看法是 tk+损伤时殃及毗邻的某一与细胞 

生长相关基因所致，但是迄今为止，国内外均未见慢生长相 

关基因分离的报道。 

细胞生长和增殖是一个复杂的生命过程，tk突变体正 

常和慢生长两种表型为研究细胞生长调控相关机制提供有 

价值线索和便利条件。同时，基因芯片技术为这一复杂过程 

中基因表达谱的分析提供了有效的手段。本文通过对tk突 

变体不同生长速度的细胞基因的表达谱的差异进行初步分 

析，明确 ST、NT在不同水平的表达强度差别 ，进而明确 目标 

基因的在表达水平上的性质和范围，分离出慢生长相关基 

因，并为后续该生长相关基因功能和作用通路研究提供必要 

基础资料。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

TK6细胞由日本国立卫生研究所提供。37~C，5％CO ，10％ 

马血清(Hyclone)的 RPMI1640(Hyclone)培养液为常规培养条 

件。tk突变体选择方法参见文献[3]。细胞经甲磺酸~ [(Methyl 

methanesulfonate，MMS)Sigma公司]处理 4 h后表达培养 3 d， 

加选择剂TfTr，终浓度为 3 LLg／ml，接种于96孔板。培养 12 d， 

采集正常生长突变集落，再向96孔板追加含TF'T的培养基； 

继续培养 8 d，采集慢生长突变集落。共获得 10个 NT和 10 

个ST。 

1．2 RNA制备 

每个突变集落取 1×106个细胞，混合制备成正常生长的 

细胞和慢生长细胞 ，用 Trizol(Invitrogen)法提取总 RNA，紫外 

吸收测定法和变性琼脂糖凝胶电泳法检测 RNA纯度和完 

整度。 

1．3 基因表达芯片检测 

基因芯片选用 Phalanx human onearray，其中 RNA合成， 

标记，基因芯片杂交，数据处理以及相应的质量控制均按照 

Phalanx human onearray产品说明手册进行，以上工作在上海 

康城生物技术服务公司完成。 

1．4 RT—PCR验证芯片的结果 

对总 RNA进行逆转录[RT reagent Kit(TAKARA)1，条件 

为 37℃15 min，85 oC 5 S。所得终产物 cDNA稀释至 10倍。定 

量PCR使用SYBR Premix Ex Taq(TAKARA)试剂盒，反应体 

系为25 LLl，引物序列见表 1，每个反应3个重复。反应在荧光 

定量 PCR仪(BIO—RAD，iCycler iQ)完成，反应程序依次为 

95oC3 min 1次；95oC 10 S，55 oC 30 s 40次 ；72oC3 min 30 s， 

95℃1 min，55℃1 min 1次；55 oC10 s，每 10 s递增 0．5℃，直到 

95"C结束。定量的结果用 CT(Cycle threshold)法进行处理，每 

一 个基因的cT值用GAPDH的cT值进行标准化，计算 ACT 

值，△cT等于 cT目标 目一cT㈣ ，再以处理对照组为参考计算 

△△cT值 ，△△cT等于 △△cT处理一△△CT对照[41，目标基因 

mRNA的表达水平相对于对照的改变均采用公式 目标基因 

的 2-aacT_对照基因的 2-a,~CT表示。 

1．5 统计处理 

本文中基因芯片结果表达差异分析采用配对 检验 ， 

RT—PCR结果组间差别的比较采用 ANOVA统计分析 ，所采 

表 1 引物列表 
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：重复现状数据。 

功能进行了检索和注释，结果见表 2。 

通过 tk至 17qter片段上高表达基因功能的检索，加上 

与 TK位置远近(与连锁强度有关 ，越近的基因连锁强度越 

高)的关系，我们推测染色盒同源物(Chromoboxhomoloy，CBX) 

基因，包括 CBX2，CBX4，CBX8与 sT相关的可能性最大。 

2．5 TK和CBX基因芯片结果的验证 

为了进一步验证基因芯片的结果，使用 sT和 NT多集 

落各自混合RNA，通过RT—PCR实验，对 TK基因，3个CBX 

基因的表达情况做了进一步验证，结果见图4，tiT—PCR的结 

果与芯片结果各个基因的表达变化趋势一致。 

2．6 CBX4表达与细胞的倍增时间的关系 

为了进一步明确 CBX基因与细胞生长快慢的关系，我 

们观察了已经筛选出的 10个 sT突变体的生长速度与 CBX4 

表达水平的关系，结果如图。NT细胞的倍增时间(细胞数量 

增加 1倍所需要的培养时间)通常为 16个小时，sT的倍增时 

间并不相同，随着倍增时间增加 ，意味着生长更慢，与之伴 

随，CBX4的表达量有进一步增加的趋势。 

辍 

g 
是 

TK CBX2 CB)OI CBXB 

基因名称 

图 4 NT和 ST中 TK基因和目标基因表达水平的比较 

3 讨 论 

通过表型差异研究相关生物机制或者是基因功能是重 

要的一个非常有效的途径，其中很关键的工作就是分离表型 

相关基因。如果能够通过性状连锁确定基因的位置，则会大 

大减少基因筛选的工作量和提高分离的有效性。 

在 TK6细胞 tk突变体的选择中，同时选择出了慢生长 
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譬 

1b n) 2 ) b 40 

倍增时间(h) 

图5 ST突变体的倍增时间和 CBX表达水平的比较 

的 TK突变体 ，说明与生长调控相关的某基因在一定程度上 

和 17号染色体上的 tk基因连锁存在f5l6】。现在关于 ST的研 

究发现sT细胞 17q杂合性丢失是普遍现象，多由于染色体 

断裂／缺失后同源重组造成，绝大多数 sT的杂合性丢失从端 

粒开始，至少抵达到 Ik位点，而对于 NT，杂合性丢失局限在 

tk和中心粒之间 。因此有理由认为 sT慢生长与 tk到端粒 

之间的某个基因的异常表达有关。 

通过全基因表达芯片，我们发现 NT细胞基因的整体表 

达水平高于 sT，这与 NT和 sT生长表型相一致，即生长慢的 

细胞整体表达水平相对低。如果缩小观察视野，以染色体为 

观察对象时发现 NT和 sT细胞不同的染色体上的基因总体 

表达水平并不一致，NT细胞中部分染色体的整体表达水平 

竟然比sT要低，包括 17号染色体。据此推测可能是这些染 

色体上分布有生长抑制的相关基因，其相对低表达使生长速 

度相对加快；高表达则使生长相对抑制。 

在对 17q的不同区段的表达水平进行了比较发现，tk到 

端粒这个区段是 sT细胞 17染色体 q臂上唯一高表达的片 

段，这进一步证实了前面的分析 ：即慢生长表型与部分基因 

高表达有关，且位于tk到端粒之间。通过对上述 目标片段 sT 

中25个高表达基因的功能进行检索，慢生长相关基因最终 

锁定在 CBX2，CBX4，CBX8 3个基因上。 

CBX是 PcG(Polycomb group)蛋白家族中的一个重要成 

员，PcG是在染色质水平调节基因表达的一组蛋白，是基因转 

录抑制因子 。CBX也参与对多种蛋白的小类泛素修饰(Sum 

oylation)过程⋯I。在本次研究发现 ST细胞 CBX表达较 NT升 

高 ，sT的基因的表达水平整体受到抑制 ，细胞的生长速度 

减慢可能与此有关 ，同时还发现不同的 sT突变体的倍增时 

间和 CBX4的表达水平呈正相关关系。 

另外，鼠15178Y细胞tk基因(11号染色体，117 676 840 bp) 

和CBX基因的相对位置关系与人一致(CBX2：118 884343bp， 

CBX8：118 902 227 bp，CBX4：118 941 469 bp)。鼠I5178Y细 

胞 TK基因突变体亦有两种不同的生长类型，进一步支持 

CBX是慢生长相关基因。 

但sT与CBX的关系还有待更多的证据加以确认，sT是 

否与其它基因，尤其是 Y染色体上的基因，有直接关系也待 

进一步明确。 

参 考 文 献 

⋯ 张 勇，张立实，WI—L2家族人类淋巴母细胞 TK基因突变研究 

[J1_癌变·畸变 ·突变，2006，18(4)：331—333． 

[2] 张 勇，张立实．人类淋巴母细胞 TK和 HPRT基因突变比较研 

究l JI．癌变·畸变·突变，2007，19(1)：36—39． 

[3] Masamitsu H，Toshio S．The mouse lymphoma assay(MLA)using the 

microwellmethod[M]．NewYork：MarcelDekkerInc，2001．141—161． 

I4] Livak K J，Sehmittgen S T．Analysis of relative gene expression data 

using real—time quantitative PCR and the 2(一Delta Delta C(T))method． 

1 J1．Methods，2001，25(4)：402—408． 

[5】 PongsaensookP，SmithLE，GrosovskyA J，eta1．IsolationdanAPRT 

heterozygote from TK6 human lymphoblasts[J]．Mutat Res，1997．377(1)： 

27—36． 

[6] Morimoto S，Honma M，Yatagai F．Effect of p53 eodon 237 mutation 

on X—ray induced HPRT mutations[Jl_Environ．Mutagen Res，2002，24 

(1)：17—21． 

[7] Morimoto S，Honma M，Yatagai F Sensitive detection of LOH events 

in ahuman cellline afterC-ionbeamexpose[J]．Radiat．Res，2002，43：163— 

167． 

[8] Morimoto S，Kato T，Honma M，et a1．Detection of genetic alternations 

inducedbylow—doseX raysO]．RadiatRes，2002，157(5)：533—558． 

[9] Umebayashi Y，Honma M，Suzuki M，et a1．Mutation induction in cul— 

tured human cells after low—-dose and low——dose——rate gamma-ray irradia—— 

tion detection by LOH analysis[J]．Radiat Res．2007．48(1)：7—1 1． 

[1 0] Dietrich N，Bracken AP，Tfinh E，et a1．Bypass of senescence by 

the polycomb group protein CBX8 through direct binding to the INK4A— 

ARFl~us[J]．EMBO J，2007，26(6)：1637—1648． 

[11] Merrill J C，MelhuishTA，KageyMH，et a1．ARolefi)rNan—Cova— 

lent SUMO Interaction Motifs in Pc2 CBX4 E3 Activity[J]．PLOS One， 

2010，5(1)：879． 

(责任编辑：关蕴良) 

z 莨口*t，)(∞rJ乎LI_∽ 


