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肿瘤细胞中 ASPP2 mRNA的表达及意义
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　　提　要:目的 　建立 p53 凋亡刺激蛋白基因(ASPP2)mRNA 表达水平的 RT-PCR 测定方法;并应用该方法测定

ASPP2mRNA 在正常人血液单核细胞与人淋巴瘤细胞株 jurkat及成纤维细胞和结肠癌细胞株 HT-29的表达水平。方法　应

用单核细胞分离液分离正常人血液单核细胞 , 用 DMEM 培养液培养细胞株 jurkat、成纤维细胞和结肠癌细胞株 HT-29 ,所得

细胞用Tripure分离试剂提取总 RNA。最后用 RT-PCR检测 ASPP2mRNA的表达水平。结果　ASPP2 mRNA在正常人血液单

核细胞中的表达水平比人淋巴瘤细胞株 jurkat的表达水平高 , 而正常人成纤维细胞中 ASPP2 的表达水平比结肠癌细胞株

HT-29低。结论　ASPP2 的 mRAN 表达量是在 p53 野生型的肿瘤细胞中降低而不是在 p53 突变型的肿瘤细胞中 , 说明

ASPP2 调节着 p53的肿瘤抑制功能。
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ASSP2 mRNA expression in tumor cells and its significance
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　　Abstract:Objective　To establish a reverse transcription-PCR(RT-PCR)assay to measure the expression

levels of apoptosis stimulating protein of p53(ASPP2)mRNA in normal blood monocytes , Jurkat cell line , fibrob-

lasts , colon cancer HT-29 cell line.Methods　Monocytes in normal blood were isolated using monocyte isolation

reagent.Jurkat cells , fibroblasts and HT-29 cell line were cultured using DMEM culture medium.Total RNA was ex-

tracted from the harvested cells using Tripure TM isolation reagent.ASPP2 mRNA expression level was determined by

RT-PCR.Results　ASPP2 mRNA expression level was higher in normal blood monocytes than that in Jurkat cell

line but lower in human fibroblasts than that in HT-29 cell line.Conclusion　The mRNA expression of ASPP2 is

down-regulated in human tumor cell expressing wild-type p53 but not mutant p53 , suggesting that ASPP2 can regulate

the tumor suppression of p53.
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　　p53 凋亡刺激蛋白(Apoptosis stimulation protein of

p53 , ASPP)[ 1]家族是最近新发现的一个蛋白家族 ,成

员包括 ASPP1 、ASPP2、iASPP
[ 2](Inhibitory member of the

ASPP family)等 。2001年卢欣等[ 3]发现了ASPP 这一蛋

白家族 ,该家族的共同特点是:都有 SH3结构域 、大量
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的锚蛋白 、丰富的谷氨基结构域。在肿瘤的发生 、发展

中与 p53共同作用 ,促进 p53的细胞凋亡功能。p53抑

制肿瘤功能的最重要方面是其可诱导凋亡 ,而它诱导

凋亡的机制目前仍不清楚。目前 ,尚未发现有白血病

细胞株和结肠癌细胞株的 ASPP2 表达的研究报道 ,因

此我们建立了非竞争 RT-PCR法检测正常人淋巴细胞

和急性 T 淋巴细胞白血病细胞株(Jurkat)及成纤维细

胞和结肠癌细胞株(HT-29)的 ASPP2 的表达 , 并探讨

ASPP2基因表达水平与 p53促细胞凋亡的关系。

1　材料与方法

1.1　实验材料
1.1.1　细胞培养　　Jurkat细胞株及成纤维细胞和 HT-29细胞
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株在加有 100 U 青霉素 , 100 U 链霉素 , 10%小牛血清的高糖

DMEM培养基 , 5%CO2 条件下 37 ℃培养。

1.1.2　引物设计及合成　　ASPP2、β-actin 基因引物由 primer

premier 5.0软件合成 , 引物序列如下:

　　ASPP2 基因(391 bp)

　　Sense primer:5′-TATCTAATCCTTACCGAAACC-3′

　　Antisense primer:5′-AACTAATACTCGGACTCCC-3′

　　β-actin 基因(540 bp)

　　Sense primer:5′-GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3′

　　Antisense primer:5′-CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3′

1.1.3　主要试剂和仪器　　PCR Markers 购自上海复华生物医

学工程有限公司;扩增仪为 Hybazd Omn-E27-1;RT-PCR试剂盒

购自宝生物生物试剂公司;Vilber Lourmat 型凝胶成像仪购自

Bio-Pkofil公司(法国)。

1.2　实验方法
1.2.1　细胞分离与 RNA提取　　正常人的单核细胞从血站得

到的新鲜血中用单个核细胞分离液分离得到 ,将得到的单核细

胞和培养所得的细胞株稀释后在显微镜下计数 , 取 106 个细胞

提取 RNA , 总 RNA 提取用 Tripure 分离试剂提取 , 所有操作步骤

按说明书进行 ,最后用吸光度 A260/ A280定量。

1.2.2　逆转录反应　　反应体系 20 μl , 总 RNA5 μg , 其它成分

按试剂盒操作说明书进行。反应温度 30 ℃预热 5 min , 48 ℃逆

转录反应 70 min。

1.2.3　PCR反应　　反应体系 50 μl , ASPP2基因扩增时取逆转

录产物 5 μl ,β-actin 基因取逆转录产物 2 μl。 寡核苷酸引物各

25 pmol , 10 ×PCR buffer 5 μl , 2.0 mmol/ L MgCl2 , 200 μmol/ L

dNTPs , Taq DNA聚合酶(上海申友公司)5 U。反应条件:ASPP2

基因 95 ℃变性 3 min;94 ℃变性 45 s , 56 ℃退火45 s , 72 ℃延伸

60 s ,共 35 个循环;72 ℃延伸 8 s。β-actin 基因的反应条件同上。

1.2.4　PCR产物分析　　取 ASPP2 基因和 β-actin 基因的扩增

产物各 10 μl , 用 EB(溴钇锭)染色 , 在 1.5%琼脂糖凝胶上进行

电泳(100 V , 45 min)。用 Vilber Lourmat凝胶成像仪照相 , 并在

紫外检测仪上切下目的片段 ,做胶回收实验并送申友生物试剂

公司测序(胶回收实验步骤按试剂盒操作说明书进行)。

1.2.5　凝胶图像分析　　将电泳的琼脂糖凝胶用 Vilber Lour-

mat型凝胶成像仪拍照 , 并用 Gel-Pro 3.1 凝胶图像扫描分析软

件进行密度扫描 ,然后对 ASPP2基因表达量与 β-actin 表达量的

比值进行比较 ,从而计算 ASPP2在各细胞株的表达量。

2　结果

2.1　ASPP2基因的 RT-PCR扩增结果
　　在正常人单核细胞和淋巴瘤细胞株均有ASPP2 基因的mR-

NA表达 , 正常人单核细胞中 ASPP2 基因的 mRNA 表达量比 ju-

rkat细胞株的 ASPP2 基因的mRNA表达量高 ,见图 1。正常人成

纤维细胞和 HT-29 细胞株也均有 ASPP2基因的 mRNA表达 , 但

正常人成纤维细胞ASPP2 基因的mRNA表达量比HT-29 细胞株

ASPP2基因的mRNA表达量低 ,见图 2。

1 , 2:β-actin;3 , 4:ht-29 cell line;5 , 6:normal fibroblasts;M:Marker

图 1　单核细胞和 Jurkat细胞株 ASPP2 基因的 mRNA表达

Fig 1　mRNA expression of ASPP2 gene in monocytes and Jurkat cell line

1 , 2:β-act in;3 , 4:Jurkat cell line;5, 6:normal monocytes;M:Marker

图 2　成纤维细胞和 HT-29 ASPP2 细胞株基因的 mRNA表达

Fig 2　mRNA expression of ASPP2 gene in fibroblasts and HT-29 cell line

2.2　胶回收及测序结果
　　胶回收结果:目的基因 ASPP2 的 cDNA回收浓度为 271 μg/

μl , A260/ A280为 1.9257。

　　测序结果:

5′-CGAAAGAAACTGTCTAACGCACCAAGGCCTCTAAAGAAACGTAG

TTCTATTACAGAGCCAGAGGGTCCTAATGGGCCAAATATTCAGAAGC

TTTTATATCAGAGGACCACCATAGCGGCCATGGAGACCATCTCTGTC

CCATCATACCCATCCAAGTCAGCTTCTGTGACTGCCAGCTCAGAAAG

CCCAGTAGAAATCCAGAATCCATATTTACATGTGGAGCCCGAAAAG

GAGGTGGTCTCTCTGGTTCCTGAATCATTGTCCCCAGAGGATGTGGG

GAATGCC-3′

　　该测序结果所得的 285 个碱基与 ASPP2 基因序列 2 419 至

2 703的 285 个碱基完全相同 ,在 PCR扩增的目的片段内。

2.3　图像扫描分析结果
　　用Gel-Pro 3.1 凝胶图像扫描分析软件分别分析图 1 和图 2

中的各条的 IOD值 ,并计算各种细胞的 IOD值与 β-actin IOD 值

的比值。初步结果为图 1中单核细胞 ASPP2的平均值比 β-actin

平均值为8795/9887=0.89 , Jurkat细胞ASPP2 的平均值比β-actin

平均值为 5677/9887=0.57 , 图 2 中成纤维细胞 ASPP2 的平均值

比 β-actin 平均值为 9361/ 11528=0.81 ,HT-29细胞 ASPP2的平均
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值比 β-actin平均值为 30647/11528=2.66。

3　讨论

　　自 p53作为重要的抑癌基因之一被报道以来 ,人

们发现许多人正常组织的癌变都与 p53的突变有关 ,

如肺癌病人的 p53变异率为 70%,结肠癌为 60%,乳

腺癌为30%,白血病为 5%等 。p53抑制肿瘤功能的最

重要的方面是其可诱导细胞凋亡。目前对 p53诱导细

胞凋亡的机制有很多种学说 ,但都不能对野生型 p53

发生肿瘤的机制有很好的解释 ,而 ASPP 蛋白家族的

发现有助于解决这一难题 。

　　ASPP蛋白家族是 Samuels[ 1]的研究小组在 2001年

发现的 ,至今少见国内外有用普通的 RT-PCR法检测

ASPP基因mRNA表达量的报道 。本实验从引物设计

开始建立了普通 RT-PCR法检测 ASPP2 基因 mRNA表

达量的方法 ,从测序结果可知 ,该方法对检测 ASPP2基

因是非常准确的 ,且该方法简单 、便宜 ,易掌握 。

　　ASPP 家族促进 p53细胞凋亡功能的机制是 ASPP

与p53结合形成 ASPP-p53 复合物作用于原凋亡基因

启动子 ,当 ASPP 有微小的变化则引起 p53结合 DNA

的能力发生改变 ,从而影响 p53诱导细胞凋亡的能力。

细胞根据 p53蛋白与停滞基因结合或与凋亡基因结合

的活力大小做出细胞停滞还是细胞凋亡的决定[ 4] 。在

本次实验中 , Jurkat细胞株的 ASPP2 的mRNA的相对表

达量比正常人单核细胞的 ASPP2 的相对表达量低 ,而

HT-29细胞株的ASPP2 的 mRNA的相对表达量比正常

人成纤维细胞的 ASPP2的相对表达量高。 Jurkat细胞

株的 p53基因座的突变是可遗传突变 ,它在γ-射线作

用出现的细胞生长停滞与细胞凋亡同野生型 p53 的细

胞相似[ 5] 。HT-29细胞株 p53 的基因座突变主要是发

生在密码子 273 处 , 它主要是单个碱基的突变(CGT

CAT)[ 6] 。这说明ASPP2 mRNA的表达量在不同的细胞

株中的表达量不同 ,可能与 p53是否变异及突变是否

导致 p53功能丧失有关。因为 p53的突变率在白血病

中较低 ,而在其它的肿瘤中 p53的突变率较高。本实

验结果说明 ,肿瘤的发生与发展可能与 ASPP2的表达

量的改变有关 ,提示 ASPP2 在正常细胞转变为恶性细

胞的过程中有重要的作用 ,它在体内调节着 p53的肿

瘤抑制功能。

　　Lossos等
[ 7]
用荧光定量 RT-PCR和免疫组化等方

法对弥漫性大 B淋巴细胞瘤(DLBCL)和滤泡性淋巴瘤

(FCL)的ASPP2 研究。发现 ASPP2 表达高的患者存活

时间长 , 而 ASPP2 表达低的患者存活时间短 ,提示

ASPP2表达量的高低可能与肿瘤的预后亦有关。
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