Cigarette smoke-induced evasion of apoptosis and enhanced transformation in human bronchial epithelial cells
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简介


吸烟被认为是造成肺癌患者死亡的主要原因，全世界80-90%的男性和19.3-40%的女性肺癌患者都因其死亡。大约有5000种化学、物理毒素存在于烟雾中，它们中的大多数可造成细胞的损坏。最新的体外实验研究表面烟雾中的尼古丁可以导致DNA的重组与突变，并能诱发细胞癌变。为了阐明香烟烟雾的肺癌诱发机制，我们建立了体外转化机制，将40组人体永生性支气管上皮细胞BEAS-2B直接长时间暴露在香烟烟雾中。通过检测细胞转化过程中细胞生长显性与凋亡的变化来测定香烟烟雾在细胞恶化中所起的作用。
结果

 建立了香烟烟雾诱发支气管上皮细胞癌变的体外实验模型。BEAS-2B细胞暴露在不同浓度的烟雾如1%、5%、20%和不同的暴露时间如10、20、30分钟内，以得到理想的实验条件。表1显示，对于CCK-8系统，20%烟雾浓度和10分钟的暴露间隔是理想的毒理测试条件。因此，我们以后的实验将选择此条件。
表1：不同浓度与时间下BEAS-2B细胞烟雾暴露情况。

	烟雾浓度（%）

	暴露时间（分）

	
	10
	20
	30

	0
	0d
	0d
	0d

	1
	3.7±1.72c
	4.1±1.48c
	9.2±2.08c*#

	5
	16.7±1.82b
	24.1±2.82b*
	30.3±1.79b*#

	20
	28.6±1.83a
	37.1±2.18a*
	47.8±1.41a*#


相同烟雾浓度下，*  p<0.05对照10分钟，#  P<0.05对照20分钟。字母表示同等暴露时间内P<0.05。
我们将暴露在烟雾中的BEAS-2B细胞分至40组。在5、10、15、20、25、30、35、40组（S5、S10、S15、S20、S25、S30、S35、S40）将检测不同组细胞的活性、血清诱导末端分化抗性以及锚着独立性生长能力，所得结果与参照组做对比。
图1:烟雾造成BEAS-2B细胞形态上的变化。参照组保持上皮组织亲本细胞的典型形状。而经过烟雾染毒的S5-S40组都出现了细胞形态变化。

图2：持续添加烟雾可提高BEAS-2B细胞的血清诱导末端分化抗性能力和自主凝集生长能力。（A）参照组和烟雾染毒组BEAS-2B细胞在无血清培养液LHC-8和血清培养液中的凝集生长效率。显示数据是6组独立实验的平均数据（有血清培养基偏离参照组*P<0.05，无血清培养基LHC-8参照组#P<0.05）。（B）参照物和经烟雾染毒的BEAS-2B细胞锚着独立性生长能力。显示数据是6组独立实验的平均数据（有血清培养基偏离参照组*P<0.05，无血清培养基LHC-8霹雳参照组#P<0.05）。
烟雾对细胞凋亡率的影响


使用Annexin V-FIFC/二碘化丙啶对细胞染色，并用流式细胞仪分析仪检测。烟雾染毒后的细胞凋亡率（1%）与参照组（10%）相比呈现出明显的下调（图3）。
图3：BEAS-2B细胞参照组与烟雾染毒组S5、S10、S15、S20、S25、S30、S35、S40的凋亡率。结果显示为三组独立实验的平均值（*P<0.05 对照组）
烟雾诱发Δψm变化

细胞内的线粒体有Δψm、JC-1橘红色荧光膜J-aggregates，而去极化或损坏的线粒体，染色后呈现出绿色荧光单体rs（FL-1）。大多数的参照组细胞时健康的并呈现红色荧光单体（FL-2），而那些经过烟雾染毒后的细胞荧光性由R1向R2偏转，表明了Δψm的流失。与参照组相比，烟雾染毒组FL-1与FL-2的比值出现明显下降（或者说FL-2比FL-1出现明显增加）。
图4：BEAS-2B细胞参照组与烟雾染毒组S5、S10、S15、S20、S25、S30、S35、S40的线粒体薄膜Δψm。数据为每组三次取样的平均值。*P<0.05 对照组。

烟雾染毒后BEAS-2B细胞内一些基因mRNA表达的测定
使用RT-PCR测定烟雾染毒后BEAS-2B细胞内一些基因的表达，如P16、存活蛋白、MGMT、RASSF1A、Bcl-2（图5）。
图5：RT-PCR对烟雾染毒后的BEAS-2B细胞典型基因分析显示出再表达（存活蛋白）或下调（MGMT、RASSF1A）。GRAPH用作内在参照组（* P<0.05对照组）。
染毒后BEAS-2B细胞内一些基因的启动子甲基化异常

甲基化特定仪PCR用于分析p16、MGMT和RASSF1A 、P16基因组的启动区DNA甲基化。图6显示参照组和S5、S10、S15、S20、S25、S30、S35、S40的测定结果。
图6：BEAS-2B细胞参照组与烟雾染毒组S5、S10、S15、S20、S25、S30、S35、S40的p16、MGMT、RASSF1A的MSP。（A）甲基化基因的PCR产物，在所有细胞组内都没有p16基因。参照组中，没有MGMT和RASSF1A基因的产物，S5-S40细胞组内出现甲基化。（B）无甲基化基因的PCR产物。阴性对照组（N）为水空白。
结论

我们的观测表明：（i）在长时间暴露染毒后，香烟烟雾诱发的BEAS-2B细胞损坏是非致命的。（ii）抑制细胞凋亡可能造成大量非正常细胞存活并引起恶化。（iii）香烟作为潜在的致癌物可能是它能诱发畸变基因的表达和造成活性细胞凋亡机制触发失败，并加强了克隆机制和随后的肿瘤转化。
