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能稳定表达外源抑癌基因 ＰＴＥＮ的胆管癌细胞
系 ＱＢＣ９３９的建立
文言广，汤恢焕，孙维佳

（中南大学湘雅医院 普通外科，湖南 长沙 ４１０００８）

　　摘要：目的　为研究抑癌基因 ＰＴＥＮ对胆管癌细胞生物学行为的影响，建立能稳定表达外源

ＰＴＥＮ的胆管癌细胞系。方法　将野生型、突变型 ＰＴＥＮ质粒和空载体质粒分别转化细菌，提取纯化

后，脂质体介导法转染体外培养的胆管癌细胞系 ＱＢＣ９３９；嘌呤霉素筛选抗性克隆；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

标签蛋白 ＨＡ的表达；ＲＴＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫细胞化学法分析目的基因 ＰＴＥＮ的表达。结果　野

生型、突变型 ＰＴＥＮ和空载体转染细胞株均获得嘌呤霉素抗性；野生型和突变型 ＰＴＥＮ转染细胞株均

检测到 ＨＡ的表达，而空载体转染细胞株和未转染细胞株均未检测到 ＨＡ的表达；野生型及突变型

ＰＴＥＮ转染细胞株中目的基因 ＰＴＥＮ在 ｍＲＮＡ和蛋白质表达水平上均较空载体转染细胞株和未转染细

胞株增强。结论　成功构建了分别能稳定表达外源野生型 ＰＴＥＮ，突变型 ＰＴＥＮ或空载体 ｐＢＰ的胆管

癌细胞系。
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　　 ＰＴＥＮ（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０）是 １９９７年在人类染色体 ｌ０ｑ２３发

现的一种抑癌基因［１］；在诸如神经胶质瘤、子宫内

膜癌、黑色素瘤等多种肿瘤中 ＰＴＥＮ频繁发生突变；

外源野生型 ＰＴＥＮ转染能显著抑制这些肿瘤细胞的

生长增殖［２］。本实验旨在构建能够稳定表达外源

ＰＴＥＮ的胆管癌细胞系，以研究 ＰＴＥＮ对胆管癌细胞

生物学行为的影响。

１　材料和方法

１．１　材料

编码人类野生型 ＰＴＥＮ的真核表达质粒、突变

型 ＰＴＥＮ质粒及空载体质粒 ｐＢＰ均由美国加州大学

Ｌｕｄｗｉｇ癌症研究所 Ｆｕｒｎａｒｉ教授惠赠；３种质粒均携

有氨苄和嘌呤霉素（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）抗性基因，野生型

和突变型 ＰＴＥＮ质粒携有流感血凝素标签（ＨＡ），突

变型 ＰＴＥＮ在磷酸酯酶催化活性域的 １２９位氨基酸

的点突变 Ｇ１２９Ｒ（甘氨酸→精氨酸）致其失去磷

酸酯酶活性。ＪＭ１０９为我室保存菌种，质粒小量和

中量抽提试剂盒分别购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司和 Ｏｍｅｇａ公

司；人胆管癌细胞系 ＱＢＣ９３９由第三军医大学西南

医院王曙光教授建系提供；Ｌｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅ２０００购自

美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；嘌呤霉素购自美国 Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ公

司；ＲＴＰＣＲ试剂盒、ＰＴＥＮ引物 （上游 ５′ＧＴＡＡＧ

ＧＡＣＣＡＧＡＧＡＣＡＡＡＡＡＧ３′，下 游 ５′ＣＴＴＴＴＴＴＡＧＣＡ

ＴＣＴＴＧＴＴＣＴＧ３′，ＰＣＲ产物全长 ３２９ｂｐ）和 βａｃｔｉｎ引

物（上游 ５′ＴＧＡＣＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡ

３下游 ５′ＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＧＧＧＡＧＣＧＡＧＧＧＣＡ３′，ＰＣＲ

产物全长 ２６０ｂｐ）购自大连宝生物公司；小鼠抗人

ＰＴＥＮ单克隆抗体和小鼠抗 ＨＡ单克隆抗体分别购

自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ和 Ｚｙｍｅｄ公司；ＵｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＳＰ免

疫组化试剂盒购自福建迈新公司。

１．２　方法

１．２．１　质粒的制备和酶切鉴定　根据质粒类型，

质粒的制备实验分为 ３组：野生型 ＰＴＥＮ质粒组、突

变型 ＰＴＥＮ质粒组、空载体 ｐＢＰ质粒组。质粒转化

和酶切鉴定参照姜泊等推荐的方法进行［３］；质粒小

量和中量抽提分别按试剂盒说明操作。

１．２．２　基因转染和转染克隆的筛选　根据转染

质粒类型，实验分为 ４组：野生型 ＰＴＥＮ转染细胞

组、突变型 ＰＴＥＮ转染细胞组、空载体转染细胞组、

未转染细胞组。

（１）细胞培养　ＱＢＣ９３９细胞用含 １００Ｕ／ｍＬ

青霉素、链霉素及 １０％新生牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０

完全培养基于 ３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度的培养箱中

培养，０．２５％胰蛋白酶消化传代。

（２）确定嘌呤霉素筛选浓度　按 ５×１０５／孔接

种 ＱＢＣ９３９细胞于 ６孔板中，待细胞接近融合时，

分别加入含嘌呤霉素浓度为 ０，０．５，１．０，２．０，

３．０，４．０／ｍＬ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，每种浓度 ３个

复孔，２ｄ换液 １次，以 ７ｄ内 ３孔细胞全部死亡的

最低浓度为嘌呤霉素筛选浓度。

（３）脂质体介导的基因转染　按 １×１０６／孔接

种 ＱＢＣ９３９细胞于 ６孔板中，在无双抗无血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养，待细胞汇率达到 ９０％左

右开始转染。转染方法参照 Ｌｉｐｏｆａｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂

说明的方法进行。

（４）稳定转染克隆的筛选
!

转移和扩增　换

用含 ２．０μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的选择性培养基培养，以

未加转染液的 ＱＢＣ９３９细胞为对照，每 ２～３ｄ换

液。待对照组细胞完全死亡，嘌呤霉素浓度减半为

１．０μｇ／ｍＬ。抗性克隆增大后滤纸片法转移和扩增

培养细胞。

１．２．３　稳定转染细胞系的鉴定

（１）嘌呤霉素抗性实验　取各克隆扩增后细

胞，以未转染的 ＱＢＣ９３９细胞为对照，按 ５×１０５／孔

接种 ６孔板，待细胞接近融合时，提高嘌呤霉素浓

度为 ２．０μｇ／ｍＬ，观察细胞对嘌呤霉素的抵抗性。

（２）逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测

ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ表达 ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。以 βａｃｔｉｎ

为内对照，按 ＲＴＰＣＲ试剂盒说明进行 ＲＴ反应和

ＰＣＲ反应。ＲＴ反应条件和步骤：４２℃ ３０ｍｉｎ，９９℃

５ｍｉｎ，５℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ反应条件和步骤：９４℃ ２ｍｉｎ，

９４℃ ３０ｓ，５３℃ ３０ｓ，７２℃ ６０ｓ，共 ３５个循环。

（３）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＡ和 ＰＴＥＮ蛋白的表达

　提 取 细 胞 总 蛋 白 质，１０％ ＳＤＳ聚 丙 烯 酰 胺 凝

（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳，再电转膜、免疫印迹与显色。一

抗（抗 －ＰＴＥＮ或抗 －ＨＡ）稀释度为 １∶１０００。

（４）免疫细胞化学检测 ＰＴＥＮ蛋白的表达　采

用超 敏 ＳＰ法，按 试 剂 盒 说 明 操 作。一 抗 （抗 －

８５７
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ＰＴＥＮ）工作浓度为 １∶５０。结果判断：ＰＴＥＮ蛋白阳

性表达红色颗粒定位于胞浆。按胞浆显色深度分

为：强阳性反应（＋＋），胞浆呈深红色；弱阳性反

应（＋），胞浆呈淡红色；阴性反应（－），胞浆无红

色染色。

２　结　果

２．１　质粒的制备和酶切鉴定

小量抽提３种质粒后以限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ和

ＮｃｏＩ分别酶切。酶切产物经凝胶电泳，显示产物

片段与预期相符合（图 １），即为本实验所需之质

粒。

　　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡ分子量标准
１：ＥｃｏＲＩ酶切野生型 ＰＴＥＮ质粒　产物 １２０９ｂｐ５．１ｋｂ
２：ＥｃｏＲＩ酶切突变型 ＰＴＥＮ质粒　产物 １２０９ｂｐ５．１ｋｂ
３：ＥｃｏＲＩ酶切空载体 ｐＢＰ质粒　 产物 ５．１ｋｐ
４：ＮｃｏＩ酶切野生型 ＰＴＥＮ质粒　 产物 ６．０ｋｂ３８９ｂｐ
５：ＮｃｏＩ酶切突变型 ＰＴＥＮ质粒　 产物 ６．０ｋｂ３８９ｂｐ
６：ＮｃｏＩ酶切空载体 ｐＢＰ质粒　　产物 ５．１ｋｐ

图 １　野生型 ＰＴＥＮ、突变型 ＰＴＥＮ和空载体 ｐＢＰ质粒 ＥｃｏＲＩ
和 ＮｃｏＩ酶切图

２．２　基因转染和转染克隆的筛选

ＱＢＣ９３９对嘌呤霉素敏感。７ｄ内 ２．０μｇ／ｍＬ及

以上浓度培养孔中均未见存活细胞，１．０μｇ／ｍＬ浓

度的孔中尚有 ２孔中有存活细胞，１．０μｇ／ｍＬ以下

浓度的孔中均见较多的活细胞。据此确定嘌呤霉

素浓度 ２．０μｇ／ｍＬ作为细胞稳定转染的筛选浓度。

未加转染液的对照组细胞，在含 ２．０μｇ／ｍＬ的嘌呤

霉素的选择性培养基培养下，约 ７ｄ左右细胞完全

死亡。此时换用含 １．０μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的选择性

培养基继续培养，可见转染组约于 ２周左右出现抗

性克隆。观察克隆生长，发现野生型 ＰＴＥＮ转染细

胞克隆较突变型 ＰＴＥＮ转染克隆和空载体转染克隆

生长缓慢，而克隆细胞的形态无明显差别。

２．３　稳定转染细胞系的鉴定

嘌呤霉素抗性实验显示未转染组细胞在 ２μｇ／

ｍＬ浓度的嘌呤霉素作用下，第 ２天大量细胞死亡，

而各转染组细胞均生长良好。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到

野生型 ＰＴＥＮ转染细胞、突变型 ＰＴＥＮ转染细胞均有

ＨＡ标签蛋白的表达，而空载体转染细胞和未转染

细胞未检测到 ＨＡ蛋白的表达（图 ２）。ＲＴＰＣＲ检

测到野生型 ＰＴＥＮ转染细胞、突变型 ＰＴＥＮ转染组细

胞中目的基因 ＰＴＥＮ在 ｍＲＮＡ水平表达明显上调

（图 ３）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到野生型 ＰＴＥＮ转染细胞、

突变型 ＰＴＥＮ转染细胞中 ＰＴＥＮ蛋白表达水平较空

载体转染和未转染细胞明显上调（图 ２）。免疫细

胞化学也检测到野生型 ＰＴＥＮ和突变型 ＰＴＥＮ转染

细胞中 ＰＴＥＮ蛋白表达明显增强，呈强阳性表达；而

空载体转染细胞和未转染细胞染色呈弱阳性表达

（图 ４）。

　　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｋｅｒ；１：野生型 ＰＴＥＮ转染细胞；２：突变型 ＰＴＥＮ转染细胞；３：空载体转染细胞；４：未转染

ＱＢＣ９３９细胞

图 ２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ４种胆管癌细胞中 ＨＡ，ＰＴＥＮ蛋白的

表达

图 ３　ＲＴＰＣＲ检测 ４种胆管癌细胞中 ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达

９５７
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　 ａ：野生型 ＰＴＥＮ转染细胞表达强阳性；ｂ：突变型 ＰＴＥＮ转染细胞表达强阳性；ｃ：空载体转染细胞表达强阳性；ｄ：未转染

ＱＢＣ９３９细胞表达强阳性

图 ４　免疫细胞化学检测 ４种胆管瘤细胞中 ＰＴＥＮ蛋白的表达（×１００）

３　讨　论

胆管癌预后很差，５年生存率仅约 １０％，中位
生存时间仅 １．５年［４］。由于其所处的特殊解剖位

置及其具有易向周围组织侵润等特点，仅有不到

１０％的早期病例适宜根治性手术，放疗和 ／或化疗
对延长生命改善预后的作用十分有限［５］。因此，

急需探索新的治疗方法以提高疗效。基因治疗为

胆管癌的治疗开辟了新的前景。由于大部分胆管

癌可通过内镜或经皮经肝途径触及；而且，由于胆

道系统是一个相对封闭隔离的腔道，有利于基因

载体的弥散，并有利于减轻可 能 的 毒 性 反 应［５］。

因此胆管癌适合施行局部基因治疗。抑癌基因治

疗是基因治疗肿瘤的一个重要策略。ＰＴＥＮ是一种
具有双特异性磷酸酶活性的强有力的抑癌基因。

已发现 ＰＴＥＮ在多种肿瘤中频繁发生突变，Ｍｕｔｔｅｒ［６］

统计约有 １７％ ～７０％的脑胶质瘤，３４％ ～８４％的
子宫内膜癌，６％ ～４５％的卵巢癌，１５％ ～１８％的
乳腺 癌，３２％ ～３３％ 的 恶 性 黑 色 素 瘤，１７％ ～
４１％的前列腺癌，３７％的甲状腺癌存在 ＰＴＥＮ的突
变或缺失。ＰＴＥＮ蛋白在许多肿瘤中表达也降低，
而且往往比基因的改变更为频繁。文献报道［１］有

６６％的胶质母细胞瘤，６１％的子宫内膜癌，２４％
的非 小 细 胞 癌，３８％ 的 乳 腺 癌，２７％ 的 卵 巢 癌，
２０％的 前 列 腺 癌，１７％ ～４１％ 的 结 直 肠 癌 发 现
ＰＴＥＮ蛋白表达降低。笔者在前期的研究中，应用
免疫组化法检测发现 ＰＴＥＮ在胆管癌中的表达明
显低于正常胆管组织和胆管癌旁组织，并且其表

达与胆管癌的分化程度及有无转移相关。谷化平

等也有类似的发现［８］。这些事实说明 ＰＴＥＮ可能
在胆管癌的发生发展中起着重要作用，有可能成

为胆管癌基因治疗的新靶点。本实验采用目前常

用且转染效率较高的脂质体介导法转染 ＱＢＣ９３９
细胞，发现野生型 ＰＴＥＮ转染克隆较突变型 ＰＴＥＮ
转染克隆和空载体 ｐＢＰ转染克隆生长缓慢，提示

野生型 ＰＴＥＮ的转染可能抑制胆管癌细胞的生长。
嘌呤霉素抗性实验证实 ３种转染细胞株均已获得
嘌呤霉素抗性，间接证明转染细胞已获得外源基

因的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示在野生型和
突变型 ＰＴＥＮ转染细胞株中均有 ＨＡ蛋白的表达，
而在空载体 ｐＢＰ转染细胞株和未转染细胞株则未
检测到 ＨＡ蛋白的表达，进一步说明外源基因已得
到成功转染。本实验还应用 ＲＴＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
和免疫细胞化学法分别从 ｍＲＮＡ和蛋白质表达水
平直接证明了外源目的基因 ＰＴＥＮ在野生型和突
变型 ＰＴＥＮ转染细胞株中成功得以表达。综合以
上结果证明本实验已成功建立能稳定表达外源野

生型 ＰＴＥＮ、突变型 ＰＴＥＮ或空载体 ｐＢＰ的胆管癌
细胞株，为研究抑癌基因 ＰＴＥＮ及其磷酸酯酶活性
对胆管癌细胞生物学行为的影响及其机制提供了

实验模型，也为胆管癌的抑癌基因治疗奠定了基

础。
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