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摘要 目的：传统 Ras家族由 Kras，Hras和 Nras基因组成，这类基因的点突变经常在人类肿瘤中发现，突变热点位于 12,13,61位
密码子。ERas基因是 2003年在鼠胚胎干（ES）细胞中发现的,其 cDNA编码的蛋白与 Kras，Hras和 Nras分别有 46%，43%和 47%
的相似性，故属于新的 Ras家族成员，近几年发现 ERas基因的表达与胃癌密切相关，而传统 Ras基因在胃癌细胞中的表达及突
变情况系统报道较少，本文旨在研究传统 Ras基因 Kras，Hras，Nras及其家族新成员 ERas基因在胃癌细胞中的表达和突变情况。
方法：选用 7株不同来源不同分化程度的胃癌细胞系，利用 RT-PCR及 real-timePCR检测 Ras基因在这些胃癌细胞系中的表达，
并通过测序对传统 Ras基因突变热点 12,13,61位密码子及 ERas基因全长进行突变分析。结果：①Ras基因在这些胃癌细胞系中
均有不同程度的表达，其中 Hras和 Nras基因在各株细胞中表达水平均一，而 Kras和 ERas基因则呈差异性表达；②在这些胃癌
细胞中传统 Ras基因突变热点 12,13,61位密码子不存在突变，ERas基因全长亦未检测到突变．③发现 Kras基因一新的剪接型，
特点为第一、三外显子直接拼接，缺失第二外显子，命名为 Kras△E2。结论：与在其他肿瘤中不同，传统 Ras基因在胃癌细胞中不
存在突变热点，家族新成员 ERas基因全长亦无突变，在国际上首次报道新剪接型 Kras△E2，从而得出创新性结论：Ras基因家族
在胃癌细胞中并不是通过热点突变导致持续活化而致癌，而可能是通过 ERas基因表达量的调节或形成新的剪接型 Kras△E2而
致癌。另外，Kras基因是一被受国际关注的肿瘤基因，新剪接型的发现可能会对 Kras基因致癌机制产生新的认识，意义重大。
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Ras Gene Expression, Mutation Analysis and The Discovery of New
Alternatively Spliced Isoform Kras△E2 in Gastric Cancer Cells*

The traditional Ras family consist of Kras，Hras and Nras gene, the point mutations of these genes are often
found in tumors and mutations at hot-spot codons 12,13,61.ERas gene is found in mouse embryonic stem(ES) cells, the cDNA encodes a
protein with 43%，46% and 47% identity to Hras, Kras and Nras respectively, therefore ERas gene is a new member of the Ras protein
family. In recent years, we found that the expression of ERas gene is closely related to gastric cancer, while the expression and mutations
in gastric cancer cells of other Ras genes are reported less. The purpose of this study is to analyze the expression and mutation of
conventional Ras family members, KRas, HRas, NRas, and a novel family member, ERas, in gastric carcinoma (GC) strains. In
this experiment, the Ras expression levels and full-length ERas transcript in 7GC strains from different sources with different
differentiation degrees were determined using real-time PCR and RT-PCR. Conventional Ras gene point mutation in codon 12, 13, 61
and full-length ERas mutation were also analyzed by sequencing. ① Ras oncogenes express in all GC strains with different
levels, in which HRas and NRas express similarly, but KRas and ERas express differentially. ② In these GC strains, the point mutation of
Ras oncogenes in codon 12, 13, 61 do not exist, and no mutation is found in full-length ERas. ③ Found a new alternatively spliced
isoform of KRas named KRas△E2 characterized by the first and third exons splicing directly with the second exon losing.
Unlike Ras in other tumors, the traditional Ras genes exist no hot-spot mutations and the full length of ERas gene exist no mutations,
besides the new alternatively spliced isoform is reported originally in the world, we concluded that the Ras oncogenes family, in GC cells,
acquire activation of carcinogenesis probably through regulating expression level of ERas, a constitutively active Ras protein, or
formation the new alternatively spliced isoform KRas△E2 rather than by point mutation. Meanwhile, Kras gene is an oncogene that
attracted much attention in the internation, the found of the new alternatively spliced isoform might be bring new understanding of the
carcinogenesis of Kras gene and is of great significance.
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前言

Ras基因最初在 Harvery和 Kirsten 鼠肉瘤病毒子代基因

中发现。1982年 Der CJ和 Krontiris TG[1]首先从人膀胱癌细胞

系中分离出一种可使小鼠成纤维细胞（NIH3T3)发生恶性转化
的基因，为 Harvery鼠肉瘤病毒 ras基因的人类同源基因，命名

为 H-ras, 同时在人肺癌细胞中发现 Kirsten鼠肉瘤病毒基因的

同系物，命名为 K-ras。N-ras基因是 1984年 Rabin M[2]在人神

经母细胞瘤 DNA 感染 NIH3T3 细胞时发现的与 Ras 类似的

基因。传统 Ras家族是由 H-ras，K-ras和 N-ras基因组成[3]，分

别定位于 11号(11p15.5)[4]，12号(12p12.1)[5]和 1号(1p22～ p32)[6]

染色体，它们的编码产物为相对分子质量 2.1万的蛋白质，称为
P21蛋白[7，8]，具有信号转导 G蛋白的作用，与细胞生长有关[9]。

胚胎干细胞（ES细胞）表达的 ERas基因是 2003年 Taka-

hashi K [10] 在小鼠 ES细胞中发现的，定位于 X染色体短臂

（Xp11.23)，具有支持 ES细胞瘤样生长的作用。经查询基因组

数据库发现 ERas 基因与同样定位于 X 染色体的 HRasp

(Ha-Ras2)最相似。因其与 Hras，Kras和 Nras基因分别有 43%，
46%和 47%的相似性，故为新的 ras 家族成员。1984 年 Jun

Miyoshi[11]报道该基因是存在缺失或无意义突变的假基因，此后对

该基因研究甚少。Takahashi K重新确定了HRasp的核苷酸序列，

发现之前报道的突变并不存在。由于序列的相似性以及相同的

染色体定位，得出结论为 HRasp是人 ERas的同源基因。
H-ras，K-ras和 N-ras基因的点突变经常在人类肿瘤中发

现[12-14]，突变热点位于 12,13和 61位密码子[15]，在与 GTP结合

的构象中，这些突变锁定 P21蛋白，使得蛋白活跃和致癌。近几

年发现 ERas基因在胃癌中表达活跃[16，17],而 Hras，Kras和 Nras

基因在胃癌中的表达以及突变情况的系统报道较少。本文运用

RT-PCR 及 real-timePCR 的方法检测了 ERas，Kras，Hras 和
Nras基因在 7株胃癌细胞和 1株正常胃黏膜细胞 GES-1中的

表达情况，并对 Kras，Hras和 Nras基因的突变热点及 ERas基

因的全长进行测序，观察是否存在突变，从而推测出 Ras基因

在胃癌细胞中的致癌机理，更深入的认识 Ras家族在胃癌细胞

中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

人胃癌细胞株 MKN-28，MKN-45，BGC-823，NCL-N87，
SGC-7901，AGS购自上海中科院细胞生物学研究所细胞库，
SNU-16 和永生化胃黏膜上皮细胞株 GES-1 购自美国 ATCC

(America Type Culture Collection)，8株细胞背景见表 1。胎牛血

清、RPMI-1640细胞培养液和胰蛋白酶（Hyclone)，Trizol试剂
(Invitrogen），反转录试剂盒(Promega)购自美国，SYBR Premix

Ex TaqTMII 试剂盒和 Premix PrimeSTAR HS DNA 聚合酶试

剂盒购自日本(Takara)，胶回收试剂盒购自中国（华舜）。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 上述 8 株细胞均用含 10%胎牛血清的 RP-

MI-1640 细胞培养液，在 37℃，5% CO2，饱和湿度的培养箱中

培养，0.25%胰蛋白酶消化传代。
1.2.2 RT-PCR 细胞及组织总 RNA用 Trizol试剂按说明书要

求提取。应用反转录试剂盒将 2 滋g 细胞总 RNA 反转录成
cDNA，再以 cDNA应用 Premix PrimeSTAR HS DNA聚合酶试
剂盒为模板进行 PCR 反应。 ERas 基因全长引物序列为：F

5'-atggagctgccaacaaagcctggca-3' 和 R 5'-ttcaggccacagagcagc-

cacagt-3'，反应产物为 702bp；Kras基因引物序列为：F 5'-gact-
gaatataaacttgtggtagttgg-3'和 R 5'-ttcacacagccaggagtcttt-3'，反应产

物为 543bp；Hras基因引物序列为：F 5'-acggaatataagctggtggtg-3'

和 R 5'-ttggccgaggtctcgatgtag-3'，反应产物为 437bp；Nras基因引

物序列为：F 5'-gtacaaactggtggtggttgg-3' 和 R 5'-cattcggtactggcg-

tatttc-3'，反应产物为 496bp． 反应条件：94℃ 15s，62℃

45s，72℃ 30s，共 35个循环。GAPDH序列为：F 5'-ggacctgacct-
gccgtctag-3'和 R 5'-gtagcccaggatgcccttga-3'，反应产物为 100bp。

反应条件：94℃ 15s，58℃ 45s，72℃ 20s，共 35个循环．扩增的

产物用 0.9％琼脂糖凝胶电泳分离，溴化乙锭（EB）染色后拍照。
1.2.3 Real-time PCR 以上述提取的 cDNA 为模板，应用
SYBR Premix Ex TaqTMII 试剂盒进行 Real-time PCR 反应。

ERas 基 因 引 物 序 列 为 ：F 5'-cacatggagcccttccttc-3' 和 R
5'-tgtccagggtcaactccttc -3'，反应产物为 212bp。反应条件：94℃

15s，58℃ 45s，72℃ 20s，共 35个循环。计算△Ct值并绘制柱状

图。

1.2.4 基因突变热点测序 将凝胶电泳的目的条带利用胶回收

试剂盒按说明书切胶回收，并送生工生物工程有限公司（上海）

进行测序。

2 结果

2.1 Ras基因家族在胃癌细胞中的表达
Ras基因在胃癌细胞中均有不同程度的表达，其中 Hras和

Nras基因在各株胃癌细胞中表达水平几乎一致（图 1A，B），而
Kras 和 ERas 基因则成差异性表达，ERas 基因在 BGC-823，
MKN-28,SNU-16 和 SGC-7901 细胞中表达水平较高（图 1C,

D)，Kras基因在 MKN-28，NCL-N87，SGC-7901 胃癌细胞中高
表达，且在 MKN-28,BGC-823，SNU-16和 SGC-7901细胞中除

了 543bp的目的条带外还检测到一条约 400bp的条带（图 1E)。
2.2 Ras基因家族在胃癌细胞中的突变分析

我们对 Kras，Hras和 Nras基因的突变热点 12，13，61位密

码子进行分析并检测 ERas基因全长，观察是否存在突变。结果

发现 Kras基因在正常胃黏膜细胞株 GES-1 中第 12位密码子

由 GGU变成 AGU，即由甘氨酸变为丝氨酸,该基因在其他细

胞株中未发现突变（图 2）。Hras基因的突变热点在各胃癌细胞

株中未发生突变，但 SNU-16细胞第 27位密码子第三个碱基

发生 C/T杂合突变（图 3），两种密码子均编码组氨酸，故属于

杂合无意义突变。Nras基因在我们选定的胃癌细胞株中未发生

突变（图 4）。ERas基因全长在各胃癌细胞中均未发生突变。
2.3 Kras△E2新剪接型的发现

检测 Kras基因表达时，在部分胃癌细胞株及胃癌组织中

除了 543bp的目的条带外还检测到一条约 400bp的条带，将该

条带切胶回收测序(图 5A,5B），结果显示是一个第二外显子缺

失的剪接型，大小为 390bp（图 5C），查找 gene bank 数据库未

见报道，因此确定为一新发现的 Kras剪接型，命名为 Kras

△E2。
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表 1 8株细胞的背景

Table 1 The background of 8 cells

Cell lines ATCC code Differentiation Source

GES-1

MKN-28

MKN-45

BGC-823

NCL-N87

SNU-16

SGC-7901

AGS

一

一

一

一

CRL-5822

CRL-5974

一

CRL-1739

Immortalized

Well

Poorly

Poorly

Poorly

Poorly

Moderately

Poorly

Fetal gastric mucosal cells

Gastric cancer tissue

Gastric cancer tissue

Gastric cancer tissue

Liver metastasis of gastric cancer

Gastric cancer ascites

Lymph node metastasis of gastric cancer

Gastric cancer tissue

表 2 Kras基因外显子拼接位点

Table 2 The exon splice sites of Kras gene

The exon splice sites Sequence

Exon 1-2

Exon 2-3

Exon 3-4

Exon 1-3

图 1 PCR方法检测 Ras基因在胃癌细胞中的表达情况：A.运用 RT-PCR检测 Hras基因在胃癌细胞中的表达情况。B.运用 RT-PCR检测 Nras

基因在胃癌细胞中的表达情况。C. RT-PCR检测 ERas基因全长转录本在胃癌细胞中的表达情况。D.实时定量 PCR检测 ERas基因在胃癌细胞

中的表达水平。E.运用 RT-PCR检测 Kras基因在胃癌细胞中的表达情况

Fig. 1 The expression of Ras gene in gastric cancer cells by PCR. A. The expression of Hras gene in gastric cancer cells by RT-PCR. B. The expression of

Nras gene in gastric cancer cells by RT-PCR. C. The full-length ERas transcript was examined by RT- PCR. D. The quantitative expression of ERas gene

was examined by real-time PCR. E. The expression of Kras gene in gastric cancer cells by RT-PCR
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图 2 Kras基因的突变热点分析

Fig.2 Mutation hot spot analysis of Kras gene

图 3 Hras基因的突变热点分析

Fig.3 Mutation hot spot analysis of Hras gene
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3 讨论

传统 Ras家族成员 Kras，Nras和 Hras基因的点突变经常
在结肠癌[18]，胰腺癌[19]，肺癌[20]，肝癌[12]等肿瘤中检测到，突变热

点主要集中在 12,13,61位密码子。ERas基因是 2003年 Taka-
hashi K [10] 在鼠胚胎干细胞中发现的 ras家族新成员，2005年
Takashi Kameda[21]通过 RT-PCR 分析了 ERas基因在人 ES 细

胞中的表达, 未能检测到 ERas 基因全长编码转录本，认为
ERas基因是作为沉默的假基因存在于人 ES细胞中。2009年
Ryoji Kaizaki[16]发现 ERas基因在胃癌组织中表达活跃并与其

成瘤性密切相关。2010年 Eiji Kubota[17]发现 ERas基因具有促

进胃癌细胞迁移及克隆形成的能力。

我们通过测序分析胃癌细胞系中 Ras基因突变热点（除
GES-1 细胞 Kras 基因第 12 位密码子由甘氨酸变为丝氨酸

外），在胃癌细胞系中未发现 Ras基因 12,13,61位密码子突变，

且首次通过测序证实 Ras家族新成员 ERas基因在胃癌细胞系

中全长不存在突变，ERas基因非常活跃但不存在突变，这是与

传统 ras家族不同之处[10]。

本次实验我们选用了不同来源不同分化程度的胃癌细胞

系(表 1)。实验结果显示，Hras和 Nras基因在这些胃癌细胞系

中的表达水平较为一致，无明显差异；而 ERas和 Kras基因则

存在明显的差异表达，其中 ERas基因在 BGC-823，MKN-28，
SNU-16，SGC-7901 细胞中高表达，Kras 基因在 MKN-28，
NCL-N87，SGC-7901细胞中高表达，但 ras基因家族各成员之

间表达程度并无明显关联． 有趣的是本研究新发现的 Kras

△E2剪接型恰存在于 ERas基因高表达的四株细胞中，因此我

们推测 Kras△E2的出现可能与 ERas基因的表达水平有关。这

四株细胞包括：来自胃癌组织的低分化 BGC-823 与高分化
MKN-28细胞，来自胃癌腹水的低分化 SNU-16细胞和来自胃
癌淋巴结转移灶的中分化 SGC-7901细胞，由此可以看出 Kras

△E2的出现与细胞的来源和分化程度无明显关系。

图 6 Kras基因剪接形式的框架图

Fig. 6 The schematic diagram of kras gene splice form

图 5 Kras基因新的剪接形式

Fig. 5 The new splice form of Kras gene

图 4 Nras基因的突变热点分析

Fig. 4 Mutation hot spot analysis of Nras gene
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目前已知 Kras基因有 4A，4B 两种剪接形式[22]，主要区别

在于第 4外显子的选择上． 由于 Kras△ E2的发现，Kras基因
的剪接形式应该有 4 种：Kras-4A，Kras-4B，Kras-4A△E2，
Kras-4B△E2（图 6）。

Kras基因第 1，2外显子的拼接位点为 AG/GA，第 2,3外

显子的拼接位点为 AG/AGA，而新剪接型 Kras△ E2中 1,3外

显子的拼接位点与 Kras-4A及 Kras-4B中 2,3外显子的拼接位

点相同，均为 AG/AGA（表 2），外显子拼接位点的相似性可能

是产生两种不同剪接形式的分子基础。

本研究检测了 7株胃癌细胞，其中有 4株存在新剪接型
Kras△E2，同时检测了 8 对胃癌组织，有 2对存在 Kras△E2，

说明该剪接型是普遍存在的，至于它的功能、构象以及与肿瘤

的关系仍需进一步深入研究。

本文明确了 Ras家族新成员 ERas基因在胃癌细胞系中的
表达情况，测序证实 ERas基因全长在胃癌细胞系中均未发生

突变，这也是与传统 Ras家族的不同之处，对其能否成为一个

胃癌检测指标或者胃癌治疗靶点提出了新的思路。另外，Kras

基因是一备受国际关注的癌基因，新剪接型 Kras△E2的发现

可能会对 Kras基因致癌机制产生新的认识，设计针对该剪接

型的抗体，研究其在蛋白水平的表达情况以及潜在的功能具有

较深远的意义。通过本次研究我们可以得出与其它肿瘤不同，

Ras基因家族在胃癌细胞中并不是通过热点突变导致持续活

化而致癌，而可能是通过 ERas基因表达量的调节或形成新的

剪接型 Kras△E2而致癌，对 Ras基因在胃癌细胞中的致癌机

理有了更深入的认识。至于新剪接型 Kras△E2与胃癌的发生，

发展和预后的关系还需进一步的研究。
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