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p53 缺失协同 K_rasG12D 激活对细胞成瘤性的影晌
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摘要 为研究p53缺失和 K-r，ω 突变在肺癌发生中的作用， 建立了 p53条件性敲除， K_rasG12D 

条件性激活(p531叩斤叩 . Lox-Stop-Lox-K-rasG12D)的基因嵌合小鼠，获得条件性基因嵌合小鼠胚胎成纤

维细胞(mouse embryonic fibroblasts, MEFs ) 。 体外研究发现，内源性p53缺失协同 K-rasG12D 的突变

激活可促进MEFs 的分裂、增殖和转化; 体内研究证实，该协同突变激活可快速诱发肺部肿瘤的产

生，组织病理学分析表明该肺癌类型为腺癌。 上述研究工作为进一步认识p53 年口 K-ras在肺癌发生

发展中的作用打下了基础。

关键词 p53; K-ras; 细胞转化;细胞成瘤性; 肺腺癌

据世界卫生组织最新统计，肺癌己经成为全球癌

症的第一杀手，而在我国由于吸烟人群的持续上升以

及空气污染， 肺癌正成为我国发病率和致死率最高的

癌症。 肺癌的发生往往与多种原癌基因和抑癌基因

的突变有关， 其中原癌基因 K-ras 和抑癌基因 p53 与

肺癌的发生、发展有着密切的关系[ 1 ] 0 11伍床数据统

计表明， 约 20% 肺癌患者伴有 K-ras 的突变; 50% 的

肺癌存在着p53 基因突变， 在小细胞肺癌中 p53 基因

突变甚至高达 90%[1 -3] 。 另有研究显示， K-ras 突变需

协同其他抑癌基因失活或原癌基因激活才可导致细

胞的异常增殖[4] 。 由于 p53 在肺癌中的高突变率，因

此阐明p53 与 K-ras在肺癌中的相互作用将有助于肺

癌的诊断、治疗和预后评估[5 1 。 小 鼠肺癌模型是研

究人类肺癌非常好的手段但是目前国内还没有很好

的小鼠肺癌模型可供研究，因此构建人类肺癌动物模

型是需要迫切解决的问题[6]。本研究建立内源性可

被 CRE 重组酶诱导的 p53l仰，/1仰、 Lox-Stop-Lox-K

rasGJ2D 条件性基因嵌合小鼠肺癌模型， 为肺癌研究提

供了一个良好的模型[7，飞在这一系统基础上， 通过

体外培养该转基因小 鼠的胚胎成纤维细胞(mou se

embryonic fibroblasts, MEFs)，研究p53 缺失协同 K

rasGI 2D 的突变激活对 MEFs 生长 、 转化等能力的影

响，同时通过小鼠肺脏组织特异性基因敲除实验，进

一步研究p53基因和 K-ras基因在肺癌发生过程中的

重要作用 。

1 材料与方法

1.1 动物来源

Lox-Stop-Lox-K-rasGI2D 小鼠来源于美国哈佛医

学院Tyler Jacks 实验室， p5刃31阳臼pμ/斤/呻 小鼠来源于美国哈

佛医学院 Rona叫a挝ld A. DeP凹m由1由ho 实验室， pμ53尹10叩x

S血to咿'p-Lo侃x-K-raαS俨俨GωJ2D 条件性基因嵌合小鼠由两者杂交

获得， 为 129/FVB 杂交品系 。

1.2 条件性基因嵌合小鼠及 MEFs 基因型的鉴定

剪取长约 5mm 的 10天龄小鼠尾巴或收取(3-5)

x l05 个 MEFs 细胞，采用 Puregene DNA Purification 

Kit (Gentra， 美国)抽提 DNA， 操作方法按照试剂盒说

明书进行。 对抽提的基因组 DNA 进行 PCR 反应。

反应所需 Taq 聚合酶购自 TaKaRa 公司，所用引物如

下， 由 Invitrogen 公司合成。

p5310xp上游引物序列: 5'-CACAAAAACAGGπA

AACCCAG-3', p53 {oxp下游引物序列: 5'-AGCACATA

GGAGGCAGAGAC-3'; K_rasGJ2D 上游引物序列 5'

CTAGCCACCATGGCTTGAGT-3', K_rasGJ2D下游引物

序列: 5'-TCCGAATTCAG TGACTACAGATG-3 ' 。

PCR 反应体系如下: 1 7.25 μ1 d d H 20 ; 2 . 5 μl 

10xPCR 缓冲液岛1:g2+; 2 μ1 2.5 mmol lL dNTP; 1μ110 

mmol lL上游引物; 1μ1 10 mmol lL下游引物; 1μl小

鼠基因组DNA; 0.25 μ1 1000 U Taq酶， 反应总体系为

25 μl 。

p53 的 PCR反应条件: 94 oc变性 30 s, 58 oc退火

30 s, 72 oc延伸 45 s ， 共 32 个循环， 最后 72 oc延伸
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6 min 。 野生型小鼠p53 条带大小为 288 bp，杂合子

小鼠p53/oXp/+ 条带大小分别为 288 bp 和 370 坤，纯合

子小鼠p53 阳p//OXp 条带大小为 370 bp o K_rasG12D 反应

条件: 94 "C变性 30 s, 58 "C退火 45 s, 72 "C延伸 45 s, 

共 32 个循环， 最后 72 "C延伸 6 min o K_rasG12D 小鼠

PCR 条带大小为 350 bp 。 采用正常野生型小鼠尾以

及己知杂合子和纯合子小鼠尾 DNA作为对照。 扩增

产物用 1.5% 的琼脂糖凝胶电泳观察，电泳的 marker

为 Invitrogen 公司 100 bp marker 。

1.3 条件性基因嵌合小鼠 MEFs 的获取及培养

将基因型为 p53/呻/阳P 、 Lox-Stop-Lox-K- rasG /2D

的雌、雄小 鼠在 8 周左右进行交配，次日检查雌鼠

阴栓，见阴栓的雌小鼠于 1 3 天后脱颈椎处死。 将处

死的小鼠整体放入 75% 酒精浸泡 3-5 rnin 迸行消毒，

剪开腹部上皮，换手术剪和慑子， 剪开腹膜，将胚胎

连胎盘取出置灭菌的玻璃皿中，在超净台中将胎盘剪

开，取出胚胎 。 去除头部及腹内脏器(尽量去除干净，

包括血液)，剩余胚胎组织用 l xPBS 清洗两遍， 去除

的头部和内脏可用来做基因鉴定 。 将洗过的胚胎背

部组织切碎， 之后加 2 m1 0.25% 膜蛋白酶 (Invitrogen

公司 ) 37 "C消化，随时在镜下观察， 直至组织碎片消

化为单细胞[9]。然后用 D肌伍M+lO% FBS 培养液中和，

1000 r/m 离心 5 rnin， 再加入培养液混匀后转到培养

皿中进行培养，隔天观察， 当密度适合时进行传代，细

胞稳定后取(3-5)xl05 个 MEFs 进行基因型鉴定 。

1.4 生物学功能分析

1.4 .1 Adeno-CRE 病毒诱导条件性基因嵌合小 鼠

MEFs 基因突交 通过基因型鉴定选取基因型为

p53阳p//OXp 、 Lox-Stop-Lox-K-rasG/2D 的小鼠胚胎 MEFs

进行扩大培养 。 将扩大培养的细胞进行病毒处理，

即 以 lxl06 cfu 的 Adeno-CRE 病毒对(5-6)x105 个细

胞进行感染。 取(3-5)x l 05 个感染前和感染后细胞做

基因型鉴定; 收取(3-5)xl06个感染前和感染后细胞做

Western 印迹，具体实验操作见抗体 upstate 的 Anti

Ras (clone 9Al 1.2-mouse)附带的说明书 。

1 .4.2 生长曲线分析 取第 3代小鼠胚胎MEFs在

病毒感染 48 h 后经 0.25 % 膜蛋白酶消化，以每孔

6xl05 个的密度接种于 6 孔板中，同时以没有感染的

MEFs 做对照， 每孔加入 2 ml 培养液培养， 同一细胞

做 3 个复孔， 每隔 2 天进行 1 : 3 传代并计数连续培

养，该实验重复两次， 绘制生长曲线 。

1.4 .3 细胞周期分析 取第 4 代及同代感染过

Adeno-CRE 病毒的转基因嵌合小鼠 MEFs 以每孔

研究论文

4x105 个的密度接种于 6 孔板中 ， 48 h 后用 0.25% 腆

蛋白酶消化制备单细胞悬液 70% 乙醇 一20 "C 固定

过夜， lxPBS 冲洗后， 1 mg/ml RNA 酶 3 7 "C消化，

lxPBS 重悬并加入腆化丙链(propidium iodide, PI)室

温避光染色列 mln ， 流式细胞仪(FACs ， Beckman 

Coulter)在488nm激发波长下，测定细胞荧光强度，使

用 FlowJo 软件对该细胞周期 DNA含量进行分析，确

定细胞周期分布 。

1 .4.4 克隆与集落形成 分别配制 2% 和 0. 8% 琼

脂糖溶液，混匀后高压灭菌， 置 50 "C 水浴;配制

2xDMEM (2x 抗生素， 20% FBS) 。 按照 1 : 1 比例

混合 2% 琼脂糖与 2xDMEM，加入 6 孔板中， 室温下

凝固 。 同时消化细胞，制备单细胞悬液井计数。 取

5xl04 个细胞混入 0.8% 琼脂糖中 (体积比 1 : 1) ， 定

量加入 6 孔板中，制成双层软琼脂培养基[ 1叭 滴加

3-5 滴 lxDMEM， 置 37 "C 、 5% CO2 培养箱中培养，

每隔 3-4 天进行补液， 培养 14 天，观察细胞克隆形成

情况 。

1.5 Adeno-CRE 病毒诱导条件性基因嵌合小鼠

产生肺部肿瘤

6 只 6 周龄p53/0Xp//oXp 、 Lox-Stop-Lox-K-rasG12D 条

件性基因嵌合小鼠，对其中 3 只小鼠通过滴鼻法吸入

2x 106 cfu Adeno-CRE 病毒至肺，诱发肺部肿瘤产生 。

病毒感染 18 周后处死小鼠，解剖后发现肺部有肿瘤

产生，切下肿瘤进行石蜡包埋、切片及 HE 染色，

Nikon 显微镜下观察 。

2 结果

2.1 条件性基因嵌合小鼠及 MEFs 基因型的鉴定

抽提条件性基因嵌合小鼠的基因组 DNA，利用

p53/叩.j{叩及 K-rasG12D 引物进行PCR扩增， 经琼脂糖凝

胶电泳检测 。 结果发现用于研究肺癌动物模型的 4

只小鼠基因型均为 p53/oXP//oXp 、 Lox-Stop-Lox-K-rasG12D

(图 lA 和 图 1B的 1-4 号泳道) 。 用同样的方法鉴定

取得的 MEFs 基因型 经筛选获得一株基因型为

p53'町，//叩、 Lox-Stop-Lox-K-rasGI2D 的 MEFs (图 lA 和

图 lB 的 5 号泳道) 。

2.2 条件性基因嵌合小鼠及其 MEFs 经 Adeno

CRE 处理后基因型及蛋白质水平鉴定

Adeno-CRE腺病毒进入细胞能够表达CRE重组

酶， CRE重组酶可识别细胞p53基因的 LoxP位点，将

p53阳p/I叩剪切成为 p53 1呻，/- 或者 p53γ一，使 p53 部分或

完全失活; 同时将 Lox-Stop-Lox K_rasG12D 基因剪切成
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(A) 
M 1 2 3 4 5 WTp53L+ p53UL 风。

a喃

国田间自由--_ r::=:l 

(B) 
M 1 2 3 4 5 阳 LSL-阳吨。

线分析发现， Adeno-C阻感染后转基因小鼠 p53'ox，帅'xp 、

Lox-Stop-Lox-K-rasGJ2D MEFs 的增殖速度明显快于没

有被感染的 MEFs， 也明显快于仅 p53 缺失的 MEFs

(图 3A ) 。 进一步细胞流式实验发现对照组分裂期

MEFs 细胞占 19% ， Adeno-CRE 处理过的 p53'oxp/loxp 囚

370 bp 倍体MEFs细胞可达到 26%，而经 Adeno-CRE处理过
288 bp 

350 bp 

Fig.ljThe result of genotyping 

A: PCR product of p53'oXP in mouse tail samples (1 -4) and MEFs (匀，
B: PCR product of K_rasG /2D in mouse tail samples (1 -4) and MEFs (5). 

K-ras G/2D 表达组成性激活的 K_ras G12D 突变体[7] 。

AdenoαE处理后，条件性基因嵌合小鼠肺部肿瘤组

织的 p53 部分失活， K_rasGJ2D 表达被激活(图 2A 和图

2B 的 1-3 号泳道) ; Adeno-CRE 处理后， 条件性基因

嵌合小鼠 MEFs 的 p53 完全失活， K_rasG /2D 表达被激

活(图 2A 和图 2B 的 4 号泳道) 0 p53'呻iloxp 、 Lox-Stop

Lox-K-rasG/2D MEFs在Adeno-CRE处理后， 利用 West

ern 印迹检测发现其 Ras 蛋白表达水平确有显著意义

的提高 。

2.3 p53 缺失协同 K-rasGm j敷活可促进 MEFs 分

裂和增殖

细胞异常增殖是肿瘤发生的重要一步 。 生长曲

(A) 

370 bp 

280 bp 

的 p53'叩/阳p 、 Lox-Stop-Lox-K-rasGJ 2D 四倍体 MEFs 细

胞可达到 34%，与对照组相比， 其四倍体细胞增加了

近一倍，与单独的 p53 缺失相比，也提高近 10% (图

3B)。结果表明 ， p53 缺失协同 K-rasG12D 激活可能通

过增强细胞分裂来促进细胞增殖，即p53缺失协同 K

rasG/2D 激活在细胞的异常增殖过程中具有重要的作

用 r 11 - 13] 0 

2.4 p53 缺失协同 K_rasG12D 激活可促进 MEFs 转化

单细胞克隆成集落能力和非锚定依赖性生长能

力是肿瘤更进一步的发生发展特征。克隆与集落形

成实验表明， Adeno-CRE 感染后的 p53'oxp/loxp 、 Lox

Stop-Lox-K-rasG12D MEFs可以在软琼脂中增殖并长成

克隆团(图 4Ag、图 4Ah、图 4A i)，而对照组 MEFs

不能形成可见的克隆团(图 4A a 、 图 4A b、图 4A

c) ， 单独的p53lo明10xp在感染Adeno-CRE后可以形成克

隆， 但是数目较少，且克隆也较小(图 4A d、图 4A

e 、 图 4A f) 。 对可见的克隆数量进行统计分析， 结

果显示p53缺失协同 K_rasGJ2D 激活在促进小鼠MEFs

转化上具有显著性意义(图 4B) 。

2.5 p53 缺失协同 K_rasG12D 激活可诱发肺部腺癌

产生

Adeno-CRE 感染 18 周的 3 只小鼠经处死、解

剖后， 其肺部均见多个淡黄色半透明的小结节， 直径

约为 2-3 ffiffi o 将该小结节经石蜡切片并 HE 染色，

镜下观察发现该组织呈腺腔样结构，细胞呈圆形及梭

形，细胞质丰富，核大呈圆形，核仁明显，核分裂象多

。比4阳也
T W 

、，
，/
A
饨
'

口
u

气，
&

M (C) 

•• Ras2 1 kDa 

mouse ß-actin 
43 kDa 

ddd 
bp μ(;" . -F~" 
宁宁飞，.J \ .i 

可0'v鸣、寸、
γγ 

Fig.2 The result of genotyping after Adeno.CRE treatment 

A: PCR product of p53/oXP in lung tumor samples ( 1- 3) and MEFs (4); B: PCR product of K-ras'oxp in lung tumor samples (1 - 3) and MEFs (4); 

C: Western blot analys is for Ras express ion in p53'oXP//o币， Lox-Stop-Lox-K-rasG/2D cell line with or without Adeno-CRE 
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见， 鉴定为腺癌(图 5B); 同批作为对照的小鼠肺部组

织没有发现任何异常(图 5A) 。 体内组织病理学分析

表明p53缺失协同K_rasG12D激活突变可诱发肺部腺癌

产生。

3 讨论

肺癌的发病机制非常复杂，涉及很多因素，包括

多种环境因素和遗传因素的改变 。 遗传因素中各类

相关基因并非各自独立地发生作用，而是相互配合 、

相互调控，构成错综复杂的网络，可以说肺癌的发生

是累积性基因损伤在转化表型方面达到-定程度的
表现[州， 1 5 ] 。 而以往的研究往往只关注某一个基因对

肺癌产生的影响，忽略了生物体内细胞增殖、分
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CRE- CRE+ 

Fig.5jThe result of HE (200x) 

A: HE staining of lung in p53JoxplJoxp , Lox-Stop-Lox-K-rasGJ20 mice without Adeno-CRE treatment; B: HE staining of lung in the p53 JoxplJoxp , Lox-

Stop-Lox-K-rasG12D mice after 18 weeks of Adeno-CRE treatment. 

化、 调亡等生命过程受抑癌基因与原癌基因两种

正、负调控及其协同作用 。

p53 基因是人们非常熟悉的一个抑癌基因，大约

50% 的人类癌症与它有关在肝癌、乳腺癌 、 膀脱

癌 、 胃癌 、 食道癌、肺癌等均检测到 p53 基因 的

突变[3， 1 6- 1 8 1 0 有研究还发现p53 参与细胞对 DNA 损

伤的应答，比如介导人胚肺成纤维细胞停滞在 G1-S

期 [1 7 ， 1 8 1 0 K-ras 是 Ras 基因家族重要成员，其突变与

肺癌关系非常密切， 常常发生于 12 、 13 和 61 位密

码子处， 其中以第 12 位密码子处突变率最高[ 1 9 1 。 临

床数据统计发现， 大部分肺癌病人既有 p53 基因的突

变， 又有 K-ras 基因突变。 此外有实验发现， K-ras 突

变需协同其他抑癌基因失活或原癌基因激活才可导

致细胞的异常增殖， 单独的 K-ras 激活则会加速成纤

维细的衰老和凋亡， 有研究报道单独的 p53 缺失可造

成小鼠肿瘤的易感性， 因此猜测肺癌的发生可能需要

p53 失活和 K-ras 激活二者的协同作用 [20-22 1 。

为研究 p53 和 K-ras 两者之间的协同作用，我们

构建p53阳p/I仰 、 Lox-Stop-Lox- K_rasGJ2D 条件性基因

嵌合小鼠模型。 通过体外培养条件性基因嵌合小 鼠

MEFs，发现内源性p53缺失协同K_rasGJ2D基因激活可

促进 MEFs 的分裂、增殖而细胞异常增殖是肿瘤

发生早期的重要一步;进一步研究发现， p53 缺失协

同K_rasGJ2D基因激活可使MEFs获得单细胞克隆成集

落能力和非锚定依赖性生长能力 ， 而具备这两种能力

是肿瘤细胞恶化的又一表现-小鼠体内进一步的实验

证实， p53 缺失协同 K_rasGJ2D 突变激活可诱发肺部腺

癌的产生， 表明 p53 基因和 K-ras 基因二者的协同对

动物的成瘤性具有重要作用 。 上述研究工作，将在

很大程度上提高人们对p53基因和 K-ras基因在肺癌

发生发展中的认识，为以后的研究提供了一个好的动

物模型， 对深入研究肺癌的发生发展机制打下了基

础 。
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The Impact of K_ras G12D Activation and p53 Loss upon Tumorigenesis 
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('Xin Yuan lnstitute of Medicine and Biotechnology, College of L扩e Science, Zhejiang Sci-Tech University, Hangzhou 310018, China; 

2lnstitute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai lnstitutes for Biological Sciences, 

Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031 , China) 

Abstract To study the function of p53 loss and K_ras GI2D activation on lung tumorigenesis , we have 

constructed the hybrid mouse with a conditional knockout p53allele and condiuonal knockin k-rasGlm allele， ob「

tained the hybrid mouse embryonic fibroblasts (MEFs). In vitro studies have showed that activation of K-rasG12D 

together with p53 loss in MEFs promoted the increased cell division, proliferation and transformation. In vivo 

studies have demonstrated that simultaneous activation of K_rasG12D and p53 loss induced lung adenocarcinoma 

formation in mice. 
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