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γ线诱发的白血病小鼠胸腺细胞 SHP-2 mRNA变化的研究
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　　提　要:目的　探讨蛋白酪氨酸磷酸酶 SHP-2 mRNA在γ射线体外诱发的白血病小鼠胸腺细胞中的变化情况 , 为进

一步从细胞信号转导途径入手研究辐射致癌的分子机制奠定一定的基础。方法　实验分为癌变组 、未癌变组及对照组 ,

应用 PCR-SSCP、DNA测序 、荧光定量 PCR法分别检测各组胸腺细胞 SHP-2 mRNA的突变及含量变化情况。结果　①PCR-

SSCP示 9/14 例癌变组胸腺细胞 SHP-2 mRNA 的第700 ～ 1 096 bp间可能发生突变 ,但 DNA 测序结果不支持;②癌变组胸腺

细胞 SHP-2 mRNA的含量与对照组及未癌变组比无明显变化。结论　在γ射线诱发的白血病小鼠胸腺细胞中存在 SHP-2

的翻译异常 ,表现为翻译增强现象。
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Changes of SHP-2 mRNA of thymus cells of mice withγray-induced leukemia
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　　Abstract:Objective　To investigate the alterations of SHP-2 mRNA of thymus cells of mice withγray-induced

leukemia.Methods　BALB/c mice were randomly divided into canceration group , non-canceration group , and con-

trol group.The gene mutation and content of SHP-2 mRNA in thymus cells were detected by PCR-SSCP , DNA se-

quencing , and real time fluorescence quantitative PCR(FQ-PCR).Results　PCR-SSCP showed there was gene mu-

tation within 700 ～ 1 096 bp of SHP-2 mRNA in thymus cells of mice in the canceration group , which was not sup-

ported by DNA sequencing.No significant difference in change of SHP-2 mRNA content was found in thymus cells in

canceration , non-canceration , and control groups.Conclusion　There is translational abnormality of SHP-2 mRNA

in thymus cells of mice with γray-induced leukemia , which is presented as translational enhancement.
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　　辐射致癌的机制为当今研究的热点 ,可能涉及癌

基因的激活与抑癌基因失活 、细胞周期调控基因改变

及信号转导途径的失控等复杂的机制[ 1] ,其具有肿瘤

发生的某些共性 ,但也有其特殊性 。对其机制的阐明 ,

将有助于人们更深层次地认识肿瘤 ,为肿瘤的预防和

治疗奠定理论基础。本课题组成功地建立了γ射线体

外诱发 BALB/c小鼠白血病模型[ 2] ,并表明:在γ射线

诱发的白血病小鼠胸腺细胞中 ,含 SH2域的酪氨酸磷

酸酶 2(Src Homology 2 Domain-Containing Tyrosine Phos-

phatase 2 , SHP-2)蛋白的表达及其功能均明显增强 ,
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SHP-2 可能与 γ射线诱发小鼠白血病的发生呈正相

关[ 3] ,本研究进一步探讨了 SHP-2 mRNA 突变及含量

的变化情况。

1　材料与方法

1.1　辐射致癌动物模型的建立 、分组及细胞的获取
　　参见文献[ 2 , 4] , 共分为癌变组 、非癌变组及对照组 , 每组

动物均为 10只。

1.2　PCR-SSCP 法筛选 SHP-2基因的突变
1.2.1　mRNA的逆转录　　参照 MmuLV RT-PCR试剂盒说明

书进行 ,得 cDNA 。

1.2.2　小鼠 SHP-2 cDNA 的 PCR-SSCP 引物的设计　　针对

小鼠SHP-2 的酪氨酸磷酸酶(PTPase)催化区域中最易发生基因

突变的区域设计 2 对引物:①上游引物 5′-GCC CCT CAA CAC

AAC TCG TAT CAA-3′, 下游引物为 5′-GAA CAC CAT CCG CCA

GAA GTC AT-3′, 退火温度56 ℃,产物全长为 397 bp , 位于SHP-2

mRNA的第 700 ～ 1 096 bp。 ②上游引物 5′-TGG GAT TGG CCG
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GAC AGG AAC-3′, 下游引物为 5′-GCA GGG TGG CAG GGG ACT

CT-3′, 退火温度 58 ℃, 产物全长为 307 bp ,位于 SHP-2 mRNA的

1 453～ 1 759 bp。

1.2.3　目的片段的 PCR扩增　　按常规方法进行 , 94 ℃变性

2 min后进入循环(94 ℃变性 30 s ,相应的退火温度退火 30 s ,

72 ℃延伸 60 s ,共进行 35 个循环), 72 ℃延伸 5 min。

1.2.4　PCR扩增后目的片段的聚丙烯酰胺凝胶电泳(在测序

电泳槽中进行)　　按常规方法进行 , 银染后找出泳动位置发

生变化的 DNA 条带。

1.3　DNA测序
　　将上述泳动位置发生变化的样品送上海生工生物公司测

序。测序仪器为ABI PRISM 377-96 ,试剂为 BigDye terninator v2.0。

1.4　实时荧光定量 PCR法检测SHP-2 mRNA含量

1.4.1　mRNA的逆转录　　同上。

1.4.2　PCR引物设计　　小鼠 SHP-2 和小鼠 β-actin 基因引物

设计根据实时荧光定量 PCR 引物原则设计 , Taqman 荧光探针

根据仪器要求选择 FAM 作为荧光报告基团 ,MGB 作为淬灭基

团。小鼠 SHP-2 基因的上游引物 5′-AAC GAC GGC AAG TCC

AAA GT-3′, 下游引物 5′-TGC TCC ACC AGG TCT GTC AG-3′, 退

火温度 58.4 ℃, 产物长 107 bp;SHP-2 基因的 Taqman 探针序列

为 FAM- CCA CGT CAT GAT CCG-MGB。小鼠 β-actin 基因的上游

引物5′-AGG CCA ACC GTG AAA AGA TG-3′, 下游引物 5′-GCC

TGG ATG GCT ACG TAC ATG-3′,退火温度 60 ℃, 产物长 75 bp;

β-actin 基因的 Taqman 探针序列为 FAM-CCC AGA TCA TGT TTG

AGA C-MGB。引物及探针的设计 、合成 、标记由上海 genecore 公

司进行。

1.4.3　荧光定量 PCR反应　　反应体积为 25 μl:2×GC PCR

buffer 12.5μl , 10 mmol/ L的 dNTP混合物 0.5 μl ,Mg2+3.0 mmol/

L , 相应的上 、下游引物终浓度各 0.9 μmol/ L, 相应的 Taqman 探

针终浓度 0.25μmol/ L , Taq 酶 0.5 μl , 模板 1 μl。每个反应作 3

个复孔 ,扩增条件为 92 ℃变性 2 min 后进入循环(92 ℃变性 15

s , 60 ℃退火并延伸 60 s , 共 40个循环),最后 40 ℃延伸 5 s。 首

先以小鼠 β-actin 的质粒拷贝数(依次为 107、106 、105 、104、103、

102)的对数为横坐标 , Ct值(Threshold cycle)为纵坐标制作标准

曲线;然后对样品的 mRNA 进行定量:每一样品分为 2 份 , 1 份

在反应体系中加入SHP-2 基因的上 、下游引物及 Taqman 探针依

据标准曲线进行定量 ,另 1 份在反应体系中分别加入 β-actin 的

上 、下游引物及 Taqman 探针作为内参照。SHP-2 mRNA 含量用

β-actin mRNA 含量作为内参照进行校正 , 以消除取样误差对

SHP-2 mRNA 含量的影响。荧光定量 PCR仪为 Roche 公司的

Lightcycler。

1.5　统计学处理
　　结果以 x±s表示 , SPSS10.0统计软件行秩和检验(kruskal-

wallis H)。

2　结果

2.1　白血病小鼠胸腺细胞 SHP-2的 PTPase 催化区基

因突变的检测

　　第 1对 PCR引物扩增所得产物经 PCR-SSCP可知(图1):与

对照组(10 , 11 , 12 号样品)比较 , 癌变组中 5 , 6 , 8 , 13号样品的泳

动位置与对照组基本一致 , 而 1 ～ 4 , 7 , 14 ～ 17 号样品泳动位置

发生变化。即以 PCR-SSCP方法检测了 14 个癌变组样品 ,共有

9 个样品的 SHP-2 mRNA 的第 700 ～ 1 096 bp 间可能发生了突

变。为进一步确认突变的类型及位置 , 对其进行了测序分析 ,

但结果显示无突变的发生 ,与 PCR-SSCP提示的结果不一致。

M:Marker;1-9 , 13-17:Canceration group;10-12:Control

图 1　癌变胸腺细胞 SHP-2 mRNA 的 700～ 1 096 bp 间(位于 PT-

Pase 催化区)突变分析

Fig 1　Mutation of 700-1 096 bp(PTPase catalytic domain)of SHP-

2 mRNA of thymus cells in canceration group

　　第 2对 PCR引物扩增所得产物经PCR-SSCP结果示(图2):

共检测了 14个癌变组样品 , 其泳动位置均与正常样品(10 ～ 12

号样品)的泳动位置基本一致 , 说明 SHP-2 mRNA 的第 1 453 ～

1 759 bp间未发生突变。

M:Marker;1-9 , 13-17:Canceration group;10-12:Control

图 2　癌变组胸腺细胞 SHP-2 mRNA 的 1 453～ 1 759 bp 间(位于

PTPase催化区)突变分析(PCR-SSCP)

Fig 2　Mutation of 1 453～ 1759 bp(PTPase catalytic domain)of SHP-

2 mRNA of thymus cells of canceration group(PCR-SSCP)

2.2　SHP-2的 mRNA含量在白血病小鼠胸腺细胞中

的变化
　　标准曲线的相关系数为0.99 ,即 Ct值(纵坐标)与mRNA 含

量(横坐标)的相关性非常好 , 其回归方程为 Ct=43.07-3.261

lg[ mRNA 含量] 。以此方程为基础 , 对胸腺细胞 SHP-2 mRNA 定

量 ,结果见表 1。经内参照校正后 , 白血病小鼠胸腺细胞 SHP-2

的mRNA含量略高于未癌变组及对照组 , 未癌变组略高于对照

组 ,但差别均无显著性(P >0.05)。

表 1　γ射线诱发的白血病小鼠胸腺细胞中 SHP-2的 mRNA含量

的变化( x±s)

Tab 1　Changes of contents of SHP-2 mRNA in thymus cells of mice

withγray-induced leukaemia( x±s)

Group　　　　 SHP-2 mRNA contents corrected byβ-actin

Canceration g roup(n=10) 1.48±1.26

Non-canceration group(n=10) 0.88±0.58

Control(n=10) 0.56±0.25

χ2=2.273 , P=0.321

3　讨论

　　SHP-2在信号转导中的功能尚不清楚 ,多数学者

认为:激活细胞内磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)和促分裂
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原活性蛋白激酶(MAPK),从而通过磷脂酰肌醇途径和

Ras途径把外来信号传入胞内 ,SHP-2在此信号转导过

程中可能起正向调节作用 ,增强外来信号(外来信号可

能刺激细胞增殖 ,也可能抑制细胞增殖)对细胞的作

用[ 5 ,6] 。但 SHP-2 与肿瘤的关系尚不十分清楚 ,与辐

射致癌的关系更少见报道 。

　　本课题组此前已证实:γ射线诱发的白血病小鼠

胸腺细胞中 ,SHP-2蛋白的表达及其功能均明显增强 ,

SHP-2 可能与 γ射线诱发小鼠白血病的发生呈正相

关。但SHP-2 mRNA如何变化 ?是否与其蛋白及功能

变化一致等问题尚不清楚
[ 3]
。

　　聚合酶链反应-单链构象多态(PCR-single strand

conformational polymorphism , PCR-SSCP)是一种 DNA单

链凝胶电泳技术 ,可探测到单个碱基的变化 ,适用于大

样本基因变异情况的筛查 。可用于检测单个碱基置

换 、数个碱基插入或缺失等基因变异。小鼠 SHP-2

mRNA全长 2 229 bp ,编码 597个氨基酸 ,其蛋白共分

为3个功能域 ,其中第 246 ～ 527位氨基酸为酪氨酸磷

酸酶域(PTPase域),本实验针对该催化域中最易发生

基因突变的部位设计了 2对引物 ,以 PCR-SSCP法检测

到了癌变组胸腺细胞 SHP-2 的 PTPase 域中第 700 ～

1 096 bp(对应的氨基酸位于 214 ～ 346位)发生了突

变 ,突变率为 9/14 ,但进一步 DNA测序却未发现突变 ,

二者提示的结果不一致 ,其原因尚有待进一步深入研

究。

　　原位杂交 、Northern blot等半定量方法不能精确地

描述基因的表达水平 ,本研究应用实时荧光定量 PCR

法进一步分析白血病小鼠胸腺细胞 SHP-2 mRNA的含

量变化情况 ,发现癌变组胸腺细胞中 SHP-2 mRNA 含

量(以 β-actin内参照校正后)与对照组及未癌变组比

无明显变化 ,而此前已证实其 SHP-2蛋白的表达及功

能明显增强 ,明显高于对照组及未癌变组 ,SHP-2 mR-

NA含量的变化与其蛋白及功能的变化不一致 。即在

γ射线诱发的白血病小鼠胸腺细胞中 ,存在 SHP-2 mR-

NA的翻译异常 ,表现为翻译增强现象 。即γ射线可能

通过调控 SHP-2 mRNA的翻译水平来调控 SHP-2蛋白

的表达及功能 ,从而对辐射致癌起一定的促进作用 ,但

此现象的具体机制有待进一步研究 。
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　　(上接 1808页)
术者检查光行有无能量释放 ,定位及固定满意后 ,即打开激光。

在治疗过程中可看到淡淡烟雾冒出针管及焦味。穿刺时随时

注意观察病人有无突然发生或加重的疼痛以及突然的肌肉收

缩 ,这时应立即提醒术者改变进针的角度和方向 , 以避免损伤

血管和神经。病人胀痛明显可用注射器经三通管抽取气体 , 以

减低椎间盘内压力。手术结束后 , 撤出光纤和穿刺针 , 包扎伤

口。本组 80例均成功 , 有两例复发 , 再次行 PLDD 后缓解。 无

严重并发症发生。

2.2　术后护理
　　术后严密观察病人生命体征及下肢感觉和运动情况 ,注意

穿刺部位有无渗血。静脉给止血药常规应用抗菌素 3 d , 术后

患者应睡硬板床 1～ 2 周 , 并进行直腿抬高训练 , 1 周后可在腰

围保护下逐渐下地活动。3 ～ 6个月后复查 CT或 MRI。

3　讨论

　　通过 82例手术观察分析 , 本手术是安全可靠的 , 并且具有

损伤小 、恢复快 、费用低的优点 , 但是要进一步提高手术成功

率 ,降低并发症 , 则手术中及手术后的护理配合及观察非常重

要;我们初步体会到 , 只有手术各操作步骤准确无误 , 医护配合

默契熟练 ,激光能量释放合适 , 术中观察细致 ,才可能顺利的完

成手术操作 ,保证手术的成功。
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