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【摘 要】目的：探讨人支气管上皮细胞(BEP一2D)恶性转化过程中sun，ivin基因及蛋白表达的变化。方法：选取正常 BEP一2D细 

胞及经烟草悬凝物处理后的第 15代(P一15)、25代(P一25)、38代(P一38)BEP一2D细胞共 4组细胞株作为研究对象，采用半定量 

反转录 PCR(Retm一|ranslation PCR，RT—PcR)检测各组细胞株 中 survivin基因变化，免疫组织化检测各组中 sunrivin蛋白的表 

达。 结果：1．sun，ivin mRNA在正常细胞 BEP一2D中的表达强度为 0．08，在转化的肺癌细胞 P一15、P一25和 P一38中分别为 0．56、 

0．80和0．81。2．suⅣivin蛋白在正常 BEP一2D细胞株中表达阴性，在转化的 3组细胞中表达阳性，且 survivin蛋白在正常细胞与 

转化细胞株中的表达存在明显差异，其中在 P一15具有明显差异(尸<0．05)。结论：sunrivin基因及蛋白的表达水平可作为早期肺 

癌的一个检测指标。 
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Study On SurViVin mRNA and prOtein Of BEP一2D celIs du rlng itS maIignant 

tranSfOrmatiOn bV cigarette SmOke COndenSate 
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【Abstract J 0龟 ∞￡切e：rr0 study the change 0f the sun『ivin mRNA and pmtein 0f BEP一2D cells during its mal唔nant transf0rn1ation． 

￡ ds：N0Ⅱnal BEP一2D cel1 and BEP一2D cells treated bv cigarette smoke condensate(CSC)fnr 15 weeks(P一15)，25 weeks(P一25) 

aJ1d 38 weeks(P一38)were respectively chosen to study the survivin gene and protein by RT—PCR(retm—translation PCR，RT—PCR)and 

immun0histochemical meth0d．R ￡括：The survivin mRNA was f0und in BEP一2D cells 0f P一15，P一25 and P一38，respectively wim 

O．56，0．80，and 0．8l，but not in the norrnal BEP一2D cel1．The sun vin pr0tein was f0und in the norrnal BEP一2D cell，but not in BEP一2D 

cells 0fP一15，P一25 and P一38．The levels of survivin pmtein expressian were di自 rent befween BEP一2D cells 0fP一15，P一25 and P一38 

and n0Hnal BEP一2D ceU，with significant diflference between P一15 BEP一2D ceU and nomlal BEP一2D cell(|Pl<0．05)．170僦Z 0竹：The 

survivin mRNA and pI_‘】tein may be consider of a kind of biology—marker f0r the early diagnosis 0f lung cancer because the sun，ivin mRNA 

and pr_0tein occur in tlle earlier period of lung cancer． 

【Key words】cigarette sm0ke c0ndensate(csc)；Imm0rtalized human bmnchial epithelial cells(BEP一2D)；survivin mRNA and pr0tein； 

Immun0 stochemical：Retm—tmnslati0n PCR(RT—PCR) 

细胞凋亡是机体维持正常组织、器官细胞数量稳定的重 

要机制．凋亡不足与肿瘤的发生发展密切相关。凋亡抑制蛋 

白(Inhibitorofapoptosispr0tein，IAP)是 抑制 细胞凋 亡 的一组 

蛋 白，而 survivin是 IAP家族 中作 用最强 的一 种【”，其抑 制凋 

亡的作用远大于 bcl一2家族的作用。研究表明survivin表达 

于大多数常见的肿瘤组织 ．但其在肺癌发生发展中的早期诊 

断作用的相关报道较少 ．为了寻找较形态学更为敏感的肺癌 

早期诊断的分子生物学指标，我们用 RT—PCR和免疫组化检 
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测永生化人支气管上皮细胞的正常细胞株和恶性转化的细 

胞株中suⅣivin蛋白及mRNA的表达．探讨其在 NSCLC的早 

期诊断中的意义。 

1 材料与方法 

1．1 试剂、仪器与细胞 

人乳头状瘤病毒HPV—l8诱导的永生化人支气管上皮 

细胞系(BEP一2D)，由军事医学科学院放射与辐射医学研究所 

朱茂祥教授馈赠。LHc一8无血清培养为 Invotrigi0n公司产 

品，小牛血清为杭州四季青公司产品，胰蛋白酶及EDTA—Na 

为 Gibc0公司产品，1O0 bp梯度 DNA分子量标准参照物为 
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T I A N G E N 公 司 。 s u r v i v i n 蛋 白一 抗 ( 为兔抗 人 多 克 隆抗 体浓缩

液 ， 按 1 ： 1 0 0 稀 释 ， 武 汉 博 士 德 公 司 ) ， s u r v i v i n 蛋 白荧 光 二

抗 ( 为 F I T C 标 记 的 山 羊抗 兔 I g G ， 按 1 ： 1 0 0 稀 释 ， 北 京 鼎 国

公 司 ) s u r v i v i n 上 游 弓l 物 5
’

一 G G c A T F F F T F c c C C G A C G T T 一 3
’

，

下 游 引物 5
’

一 A G A G G C C T C A A T C C A T G G C A 一 3
’

， 扩 增 产 物 大

小 为 4 3 9 b p 。 内参照 B — a c t i n 引 物 由北 京赛百 盛 公 司设 计合

成 ， 序列 为 ：上 游 5
’

一 G G c G G c A c c A c c T G T A c c c T 一 3
’

， 下 游

5
'

- A G G G G C c G G A C T C G T C A T A c T 一 3
’

，击附曾产：爿勿大，J、为 2 0 2 b p ，

低熔 点琼 脂糖 粉 为 S i m g a 公 司产 品 ， P C R 反 应 试 剂 盒 购买 于

t a q k a l a 。 重 庆市某 品牌香 烟 。 电泳 仪 为 B i o
— R a d ， 美 国 ， 图像分

析仪为 北 航 C M 2 0 0 0 B 型 生 物 医 学 图像 分 析 系统 ， 紫外透 射

反射 仪 为上 海 W F H 一 2 1 0 B ， P C R 仪 为 T h e m o h y b a i d ， 高速 低 温

离 心 机 为 S I G M A l — 1 5 k ， 微 量 加 样 器 ：( 1 0 肛 1 、 2 0 0 斗 l 、 1 0 0 0

¨ 1 ) 。 实 验 细 胞 为 正 常 B E P 一 2 D 细 胞 、 烟 草 悬 凝 物 处 理 后

P 一 1 5 、 P 一 2 5 、 P 一 3 8 细 胞 。

1 ． 2 s u r v i v i n 蛋 白 的 表 达

采用 免 疫 荧光 细胞 化 学 染 色技术 ：L H C 一 8 无 血 清 培 养基

在 3 7 cC 、 5 ％ C O ：、 饱 和 湿 度 的 培 养 箱 中培 养 ， 待 细 胞 长 满 后

传代至 6 0 m m 细 胞 培养皿 中 ， 并放 人 无 菌盖 玻 片 。 待盖 玻 片

上 细 胞 生 长 融 合 至 8 0 ％ 时 ， 终 止 培 养 。 常规 冰丙 酮 固定后 ，

P B S 冲洗 ， 滴 加 一 抗 ， 3 7 ℃ 孵 育 4 0 m i n ， P B S 冲洗 ， 滴 加 荧 光

二 抗 ， 3 7 ℃ 孵 育 4 0 m i n ， P B S 冲洗 ， 待 其 自然 干燥 后 用 缓 冲甘

油 封 片 ， 荧 光 显 微镜 观 察并 摄 片 。

1 ． 3 R N A 提 取 及 P C R 反 应

1 ． 3 ． 1 R N A 提 取 取 B E P 一 2 D 、 P 一 1 5 、 P 一 2 5 、 P 一 3 8 组 细 胞 各

3 × 1 0
‘

个 ， 离 心 ， 吸净培养 液 ， 加 T r i z o l 细胞 裂解 液 1 5 0 0 斗 l ，

充分 吹 打 ， 室 温 静 置 5 m i n 。 加 入 氯仿 2 0 0 ¨ l ， 用 力颠倒混 匀

2 m i n ， 室 温 静 置 1 0 ra i n 后 ， 1 2 0 0 0 r ／m i n 4
~

C 低 温 离 心 1 5 ra i n 。

将上 层 水 相 转 移 至 新 离心 管 ， 加 人 异 丙 醇 等体 积 2 0 0 ¨ l ， 上

下 颠 倒 混 匀 ， 静 置 5 m i n ， 4 ℃ ， 1 2 0 0 0 r ／m i n 低 温 离 心 5 ra i n ；

弃 上 清 ， 加 人 7 0 ％ 乙 醇 1 m l ， 摇 动 以 清 洗 R N A 沉 淀 ， 混 匀 片

刻 ， 沉 淀 浮起 ， 低 温离 心 ， 4 ℃ ， 1 0 0 0 0 r ／m i n 瞬时 离 心 ；吸 弃上

清 ， 静 置 5 m i n ， 使 R N A 沉 淀恰 好 干 燥 ， 加 入 5 0 斗 l 灭 菌 D E —

P C 水 ，
一 2 0 ℃ 保存 。

1 ． 3 ． 2 逆 转 录 反 应 反 应 体 系 为 1 0 X R T B u ff e r 2 ¨ l 、 R n a s e

f r e e H 2 0 2 ． 5 “ l 、 d N T P 2 肛 l 、 R n a s e i n h i b i t o r 0 ． 5 斗 l 、 A M V 逆

转 录酶 1 斗 l 、 R a n d o m P r i m e r 2 ¨ h R N A 2 斗 l ， 总 体积 1 0 斗 1。

反 应 参 数 3 0 ℃ ， 10 m i n ， 1 循 环 ；4 2
~

C
， 3 0 m i n ，

1 循 环 ；9 9 ℃ ， 5

m i n ， 1 循 环 ；5 ℃ ， 5 m i n
， 1 循 环 。

1 ． 3 ． 3 P C R 反 应 参数 9 4 ℃ 预 变 性 ， 5 m i n ， 1 循 环 ；9 4 ℃ 变性

4 0 s ， 5 4 ℃ 退 火 4 0 s ， 7 2 ℃ 延 伸 l m i n ， 共 3 0 个 循 环 ；7 2 ℃ 下 充

分延 伸 5 m i n 后 终 止 反 应 。 以 目的条带 和 内参 条带 的浓 度 比

值 ( 灰 比度 )反 应 表 达 强 度 。 反 应 总体 积 为 5 0 “ l ， 体 系 为 ：

1 0 X R T B u ff e r 2 ． 5 “ l ， M g c l 2 2 ． 5 斗 l ， d N T P 2 ， 5 斗 l ，P J 1 ． 2 5 肛 l ，

P 2 1．2 5 斗 I , T A P 酶 0 ．2 5 斗 1, c D N A 模板 10 斗 l , d d H 2 0 2 9 ．7 5 斗 l 。

1 ． 3 ． 4 凝 胶 电泳 分析 取 5 ¨ l P C R 扩增 产 物 ， 用 1 ％ 的琼 脂

糖凝 胶 进 行 电泳 ， g | o d v i e w 染 色 ， 8 0 ～ 1 0 0 V ， 4 5 ra i n 。 用 凝 胶

成像分析 系统 对 电泳 条带 进 行 密度扫描 分析 ， s u r v i v i n m R N A

表达 的相对 强 度 为 s u r v i v i n ／13 一 a c t i n 条带灰 度值 。

1 ． 4 统 计 学分 析

采 用 国 际 通 用 S P S S l l ． 1 统计 软 件分 析 ， 以 配 对 样 本 t 检

验 计 算 s u r v i v i n 蛋 白在各组 细 胞 中表 达 差 异 ， 检 验 标 准 d =

0 ． 0 5 ， P < 0 ． 0 5 为差 异性 明显 ， P < 0 ． 0 l 为差 异性 显 著 。

2 结 果

2 ． 1 s u r v i v i n 蛋 白表 达 情 况

s u r v i v i n 蛋 白颗 粒 主要 位 于 细 胞 浆 ， 少 量 位 于 细胞 核 ( 见

图 1 。 4 ) ， s u r v i v i n 蛋 白表达 强 度 (光 密度值 ) ：正 常 D E P 一 2 D 细

胞 株 为 0 ． 2 9 ， P 一 1 5 为 2 ． 7 1 ， P 一 2 5 为 6 ． 0 7 ， P 一 3 8 为 4 ． 9 3 。 正 常

组 细 胞 与 各 转 化 组 细 胞 s u r v i v i n 蛋 白 表 达 有 明 显 差 异

( P < 0 ． 0 5 ) ， 其 中正 常组 与 P 一 15 组 细 胞 s u r v i v i n 蛋 白表达 比较

P < O． 0 5 ， 差 异 有 统计 学 意义 。

2 ． 2 s u r v i v i n m R N A 表 达

P C R 产 物 在 凝 胶 成 像 分 析 系 统 中 ， 可 见 4 3 9 b p 处 的 目

的 条 带 和 2 0 2 b p 处 的 内参 条 带 ；s u r v i v i n m R N A 在 B E P 一 2 D

中的表 达 强 度 为 0 ． 0 8 ， 在转 化 的肺 癌 细胞 P 一 1 5 、 P 一 2 5 、 P 一 3 8

中分别 为 0 ． 5 6 、 0 ． 8 0 和 0 ． 8 1 。 s u r v i v i n m R N A 在 正 常细胞 中的

表 达 明显 低 于 转化 细胞 ( 见 表 1 ) 。
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图 1 正 常细 胞 中 s u 。 i v i n 蛋 白表 达 弱 阳 性 ( 苏 木 素 复染 x 2 0 0 )

图 2 P 一 1 5 细 胞 中 s u 。 i ， i n 蛋 白表 达 弱 阳 性 ( 苏 木 素 复染 x 2 0 0 )
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图 3 P 一 2 5 细 胞 中 s u v i v i n 蛋 白表达 弱 阳性 ( 苏木素 复染 x 2 0 0 )




