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［摘要］目的·探究含有致癌突变KRASG12C的 2种剪接体KRAS4AG12C和KRAS4BG12C促进人正常肺支气管上皮细胞生长和运

动的差异，并初步探讨其分子机制。方法·在人正常肺支气管上皮细胞 BEAS-2B 中通过慢病毒包装和感染构建

KRAS4AG12C和KRAS4BG12C稳定过表达细胞株，蛋白质印迹法（Western blotting）检测模型是否构建成功，倒置相差显微镜

观察细胞形态，实时动态细胞成像分析系统观察细胞增殖变化，细胞划痕及细胞迁移实验观察细胞运动的变化。机制探究

上，使用 RNA高通量测序方法（RNA-seq）对细胞全转录组水平进行测序，对测序结果进行京都基因与基因组百科全书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG） 通路富集分析及基因集富集分析 （Gene Set Enrichment Analysis，

GSEA），寻找差异基因及信号通路变化，实时荧光定量PCR进一步验证。2组间比较采用 student's t检验，P<0.05时认为差

异具有统计学意义。结果·KRAS4AG12C和KRAS4BG12C过表达均引起BEAS-2B细胞形态变化，有伪足状结构和细胞连接增

加；BEAS-2B KRAS4BG12C细胞和BEAS-2B KRAS4AG12C细胞增殖能力均显著强于亲本BEAS-2B细胞；细胞划痕实验结果

表明BEAS-2B KRAS4BG12C细胞伤痕愈合能力显著强于BEAS-2B KRAS4AG12C细胞（P=0.006），且显著强于BEAS-2B亲本

细胞 （P=0.000）；Transwell 实验结果表明 BEAS-2B KRAS4BG12C 细胞迁移能力显著强于 BEAS-2B KRAS4AG12C 细胞 （P=

0.048），且显著强于 BEAS-2B 亲本细胞（P=0.033）；与 BEAS-2B KRAS4AG12C细胞相比，BEAS-2B KRAS4BG12C细胞中细

胞黏附分子相关信号通路显著上调（P=0.002）；BEAS-2B KRAS4BG12C细胞紧密连接蛋白 1 （claudin 1，CLDN1）的mRNA

水平显著高于 BEAS-2B KRAS4AG12C 细胞 （P=0.000）；BEAS-2B KRAS4BG12C 细胞黏附分子 3 （cell adhesion molecule 3，

CADM3）的mRNA水平显著高于BEAS-2B KRAS4AG12C细胞（P=0.000）。结论·该文首次报道了含有致癌突变KRASG12C的

2种剪接体 KRAS4AG12C和 KRAS4BG12C促进 BEAS-2B细胞生长和运动能力的差异以及潜在的分子机制，即 KRAS4AG12C和

KRAS4BG12C均可促进人肺支气管上皮细胞BEAS-2B增殖，而且KRAS4BG12C促进肺上皮细胞BEAS-2B运动能力更强，可能

与黏附相关基因CLDN1和CADM3表达水平更高相关，为KRAS特异性靶向抑制剂的研究提供了实验依据和理论基础。
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[Abstract] Objective·To explore how the two splice variants of oncogenic mutant KRASG12C, KRAS4AG12C and KRAS4BG12C,

promote the proliferation and migration of human pulmonary epithelial bronchial BEAS-2B cells. Methods·The two splice

variants of oncogenic mutant KRASG12C, KRAS4AG12C and KRAS4BG12C, were stably overexpressed in human normal pulmonary

epithelial bronchial BEAS-2B cells by lentivirus packaging and infection system. Western blotting was used to verify whether the

model was constructed successfully. Cell morphology was investigated by inverted phase-contrast microscopy. Cell proliferation

was observed by the Incucyte Live Cell Analysis System. Cell migration was characterized by scratch wound assay and transwell
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assay. To investigate the mechanisms, RNA-sequencing (RNA-seq) was used to provide insight into the transcriptome of the

indicated cells, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) were performed

to identify differential genes and signaling pathways enriched in ranked gene lists, and quantitative real-time PCR (qPCR) was used

to further verify different genes. Student's t test (t test) was used for comparison between the two groups. Statistical significance

was accepted at a value of P<0.05. Results·Both overexpression of KRAS4AG12C and KRAS4BG12C induced morphological

changes, including increased invasive pseudopodia structures and cell junctions of BEAS-2B cells. Compared with BEAS-2B cells,

the cell proliferation was significantly enhanced in BEAS-2B KRAS4AG12C and BEAS-2B KRAS4BG12C cells. In addition,

overexpression of KRAS4BG12C effectively promoted wound healing of BEAS-2B cells (P=0.000) and BEAS-2B KRAS4AG12C cells

(P=0.006), as scratch wound assay characterized. And overexpression of KRAS4BG12C effectively promoted cell migration of

BEAS-2B cells (P=0.033) and BEAS-2B KRAS4AG12C cells (P=0.048), as transwell assay characterized. Mechanically, compared

with BEAS-2B KRAS4AG12C cells, cell adhesion molecules gene set was enriched and the mRNA levels of claudin 1 (CLDN1) (P=

0.000) and cell adhesion molecule 3 (CADM3) (P=0.000) were up-regulated in BEAS-2B KRAS4BG12C cells. Conclusion·This

research first reports the differences between KRAS4AG12C and KRAS4BG12C in promoting BEAS-2B cells proliferation and

migration, and the underlying mechanism. The oncogenic mutant KRAS4BG12C drives cell migration more significantly than

KRAS4AG12C does, which may be related to the expression level of CLDN1 and CADM3. Our study provides insights for the design

of KRAS-specific targeting inhibitors and individualized therapy for non-small cell lung carcinoma patients harboring

KRAS4AG12C and KRAS4BG12C.

[Key words] KRAS protein, human; protein isoform; cell adhesion; cell movement; lung neoplasm

肺癌的发病率和病死率都高居恶性肿瘤前列，

预计 5 年生存率仅为 18%，严重威胁着人类生命健

康［1］。在疾病进展过程中，肺癌原发部位的肿瘤细

胞会通过局部浸润以及血管和淋巴管的远端转移而

定植到其他部位生长，称为肿瘤转移［2］。转移不仅

是肿瘤耐药复发的主要原因，更是患者常见的

死因［3-4］。

大鼠肉瘤病毒 （rat sarcoma，Ras） 家族是肿瘤

中突变频率最高的基因家族［5］，其中鼠类肉瘤病毒

癌基因（kirsten rat sarcoma viral oncogene，Kras）的

恶性程度最高，是肺癌 （30%）、结肠癌 （40%）、

胰腺癌 （80%） 三大致命癌症的主要致癌驱动基

因［6］。人类约 13% 的恶性肿瘤伴随 KRAS 基因突

变［7］，肺癌中 KRAS 主要突变亚型包括 KRASG12C、

KRASG12D、KRASG12V、KRASQ61H 等，其中 KRASG12C 占

比高达 46%［8］。然而，由于 KRAS 与鸟苷三磷酸

（guanosine triphosphate，GTP）的高亲和力以及表面

缺少可以与小分子紧密结合的疏水口袋，KRAS 一

度 被 认 为 是 不 可 成 药 的 靶 点［8-10］。 近 年 来 ，

KRASG12C 共价抑制剂 AMG510 和 MRTX849 成功研

发，临床试验疗效显著，给 KRASG12C 突变患者带来

新的希望，然而长期使用均不可避免发生适应性或

获得性耐药［11］。

KRAS 基因转录表达的过程中，其第四外显子

发生选择性剪切，得到 KRAS4A 和 KRAS4B 这 2 种

剪接形式的蛋白，这 2 种蛋白在保守结构域 （1-165

残基） 具有高度同源性，其中包括鸟苷二磷酸

（guanosine diphosphate，GDP） /GTP 结合区和效应

因 子 结 合 区［12-13］ ， 在 C 端 高 度 可 变 区

（hypervariable region， HVR， 166-188 或 189 残基）

存在差异，这一区域在膜靶向性、蛋白 -蛋白相互

作用和信号转导方面起着重要作用［14］。KRAS4A 和

KRAS4B 在人类胚胎发育早期表达水平相当，而在

成 体 组 织 中 差 异 表 达［15］， 且 均 能 编 码 致 癌 蛋

白［16］。在肿瘤细胞中，KRAS 通常在第一或第二外

显子的 12、13、61 密码子发生点突变，蛋白构象

发生改变，从而处于异常激活状态，促进癌症的发

生发展［17-19］。有研究报道，KRAS4A 具有独特的双

膜靶向结构，能够特异性结合并激活己糖激酶 1

（hexokinase 1，HK1）［20］，而 KRAS4B 通过 C 端高

度可变区与钙调蛋白 （calmodulin，CaM） 结合，

有利于保持肿瘤细胞的干性状态［21］。在肺癌细胞

系 中 ， KRAS4B mRNA 水 平 显 著 高 于 KRAS4A

mRNA ［16］。然而，关于 KRAS4A 和 KRAS4B 在肺

癌转化过程中的生物学差异尚未研究清楚。本研究

将围绕 KRAS4A 和 KRAS4B 促进人肺支气管上皮细

胞生长和运动的差异与分子机制进行深入探究，构

建人正常肺支气管上皮细胞 BEAS-2B KRAS4AG12C

和 KRAS4BG12C 过表达细胞株，通过细胞增殖、细

胞迁移、细胞黏附实验观察细胞表型差异，全转录

组 RNA-seq 方法检测差异基因及信号通路变化并用

实 时 荧 光 定 量 PCR （quantitative real-time PCR，
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qPCR） 进一步验证，通过探究不同剪接体致癌机

制的差异，为 KRAS 特异性靶向抑制剂的研究提供

一定的实验依据和理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂及仪器

1.1.1 细胞系 人正常肺支气管上皮细胞系 BEAS-

2B，人胚肾上皮永生化细胞系 293FT 均在上海交通

大学基础医学院药理学与化学生物学系保存并使用。

1.1.2 主要试剂 0.25% 胰蛋白酶、磷酸缓冲盐溶

液 （phosphate buffered saline，PBS）、青霉素 -链霉

素 （双抗） 溶液及谷氨酰胺溶液购自上海源培生物

科 技 股 份 有 限 公 司 ， Takara RNA 提 取 试 剂 盒 、

PrimeScriptTM RT Master Mix （Perfect Real Time） 试

剂盒购自日本 Takara公司，转染专用减血清培养基、

DMEM 高糖培养基、BCA 蛋白定量试剂盒、预染蛋

白分子量 marker、Lipofectamine 3000 试剂、P3000

试剂及 ECL 显色液购自美国 Thermo Fisher Scientific

公司，胎牛血清购自美国 Gemini公司，Ku86抗体购

自美国 Santa Cruz Biotechnology 公司，Tubulin 抗体

购自美国 Proteintech 公司，RAS 抗体、辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 IgG 及抗小鼠 IgG 购自美国 Cell

Signaling Technology 公司， RIPA 裂解液、 Western

blotting 一抗稀释液及蛋白酶抑制剂购自上海碧云天

公司。

1.1.3 主要仪器 生物安全柜、CO2 细胞培养箱购

自美国 Thermo Fisher Scientific 公司，制冰机购自美

国 Scotsman 公司，蛋白电泳及转印系统、预制胶、

多功能酶标仪购自美国Bio-Rad公司，实验用超纯水

系统购自美国 Millipore公司，Incucyte活细胞动态实

时成像仪购自美国 Essen 公司，Odyssey 双色红外成

像系统购自美国LI-COR公司，倒置相差显微镜购自

日本 Nikon 公司，磁力搅拌器购自德国 IKA 公司，

移液器、低温高速离心机购自德国Eppendorf公司。

1.2 研究方法

1.2.1 细胞培养及传代 配制 DMEM 高糖完全培养

基 （含 1% 谷氨酰胺、1% 双抗溶液、10% 胎牛血

清）。PBS 清洗细胞，37 ℃预热的 0.25% 胰蛋白酶

（含 0.038% EDTA） 消化 1~2 min，新鲜完全培养基

终止消化。1∶3传代，持续观察细胞状态。

1.2.2 构建过表达 KRAS4AG12C 和 KRAS4BG12C 细胞

系 按比例配制转染专用减血清培养基、Lipo 3000

试剂、P3000 Enhancer Reagent、包装质粒、目的基

因质粒混合物转染 293FT 细胞。收集 24 h 和 48 h 病

毒。使用含病毒培养液和 Polybrene感染 BEAS-2B细

胞， 1 μg/mL 嘌呤霉素筛选，扩增、保种及后续

实验。

1.2.3 蛋白质印迹法检测 蛋白质印迹法（Western

blotting）检测模型的构建。配制 10% SDS-PAGE胶，

电泳 2~3 h；使用甲醇活化 PVDF 膜，4 ℃恒流转膜

2~3 h；5% 脱脂奶粉室温封闭 1~2 h；一抗冷室孵育

过夜；二抗室温孵育 1 h；ECL显色液显影。

1.2.4 划痕实验分析 取对数生长期细胞（20 000个/

孔） 接种，待细胞汇合度达到 95% 时，无菌划痕仪

划痕， PBS 清洗 2 次，换用新鲜培养基。使用

Incycute活细胞动态实时成像仪拍照并分析数据。

1.2.5 Transwell 实验分析 于上层小室中接种细

胞，50 000 个/孔，上层小室和下层小室分别为基础

培养基和完全培养基，孵育 20 h。PBS 清洗 2 次，

4% 多聚甲醛固定 25 min，结晶紫染色过夜。用棉签

轻柔擦掉上室细胞，PBS 清洗 2 次，于显微镜下观

察及拍照。待液体蒸发后用 10% 冰醋酸萃取，

595 nm波长下检测吸光度值进行定量分析。

1.2.6 RNA-seq 检测 提取 RNA 样品后送至武汉华

大基因科技有限公司检测。

1.2.7 基因集富集分析 采用基因集富集分析

（Gene Set Enrichment Analysis，GSEA） 对 RNA-seq

数据进行分析做图，具体操作步骤见文献［22］。其中

标 准 化 富 集 得 分 （normalized enrichment score，

NES）绝对值大于 1，normal P<0.05的通路下的基因

集合是有意义的。

1.2.8 RNA 提取及 qPCR 检测 参照 Takara RNA 提

取试剂盒说明书提取 RNA，，经细胞裂解、DNA 清

除、RNA纯化、洗脱、DNA酶消化、洗脱等步骤得

到 50 μL RNA。使用 Nanodrop 检测 RNA 样品的 R 值

及浓度。配制反转录体系：4 μL 1.5×PrimeScript RT

Master Mix+RNA 1 000 ng+无 RNA 酶水。参照仪器

内反转录程序，关键步骤为 37 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。

qPCR 反应体系配制：6.4 μL 无 RNA 酶水+10

μL SYBR Premix Ex Taq Ⅱ+0.8 μL PCR 上游引物

（10 μmol/L） +0.8 μL PCR 下游引物 （10 μmol/L） +

2 μL cDNA。预变性条件为 95 ℃反应 30 s；扩增条
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件为 95 ℃反应 5 s，60 ℃反应 34 s，循环 40 次。引

物序列见表 1。

1.3 统计学方法

使用 GraphPad Prism 8软件对数据进行统计分析

及作图。定量结果采用 x̄±s 表示，使用 student's t 检

验进行组间比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 KRAS4AG12C和KRAS4BG12C过表达引起人正常肺

支气管上皮细胞形态变化并增强其增殖能力

Western blotting 结果显示 BEAS-2B KRAS4AG12C

和 BEAS-2B KRAS4BG12C稳定过表达细胞株构建成功

（图 1A、1B）。Incucyte 实时观测细胞增殖变化，结

果显示与亲本相比，BEAS-2B KRAS4AG12C和 BEAS-

2B KRAS4BG12C细胞增殖能力增强（图 1C）。为了探

究 KRAS4AG12C 和 KRAS4BG12C 过表达对 BEAS-2B 细

胞形态的影响，于显微镜下观察细胞形态（图 1D）：

BEAS-2B 对照组细胞整体形态偏圆，细胞较薄，立

体结构不明显。BEAS-2B KRAS4AG12C细胞趋向不规

则 形 状 生 长 ， 有 伪 足 状 结 构 生 成 ； BEAS-2B

KRAS4BG12C 细胞立体结构明显，形状变为长梭形，

细胞间连接增多，有伪足状结构生成。这些结果提示

KRAS4AG12C和KRAS4BG12C过表达促进BEAS-2B细胞

增殖并引起形态改变。

2.2 KRAS4BG12C引起细胞运动能力增强效果强于

KRAS4AG12C

进一步探究KRASG12C不同剪接体对人肺上皮细胞

运动能力的影响。划痕实验结果显示 12 h后，BEAS-

2B KRAS4BG12C 细胞划痕区完全愈合，而 BEAS-2B

KRAS4AG12C细胞与亲本细胞划痕区尚未愈合，表明

BEAS-2B KRAS4BG12C细胞运动能力显著强于 BEAS-

表1 qPCR所用的引物序列

Tab 1 Sequences of primers for qPCR

Gene

CLDN1

CADM3

β-actin

Primer sequence（5'→3'）

F：TCTTGCAGGTCTGGCTATTTTA

R：TTGGGTAAGAGGTTGTTTTTCG

F：AGAGTGCCCTGATCTTCCCTTTCC

R：GTGGTAGGTGCTGGAGGAGGAG

F：CGGGAAATCGTGCGTGAC

R：TGGAAGGTGGACAGCGAGG

Note：CLDN1—claudin 1; CADM3—cell adhesion molecule 3.

Note：A. Western blotting analysis of Flag-tagged KRAS4AG12C stably overexpressed in BEAS-2B cells. B. Western blotting analysis of KRAS4BG12C stably

overexpressed in BEAS-2B cells. C. Proliferation rate of BEAS-2B cells increased after stable overexpression of KRAS4AG12C or KRAS4BG12C.

D. Morphological changes of BEAS-2B cells. Ku86—Tubulin, as loading control; Con=BEAS-2B; 4A=BEAS-2B KRAS4AG12C; 4B=BEAS-2B KRAS4BG12C.

图1 KRAS4AG12C和KRAS4BG12C过表达对肺上皮细胞形态及增殖的影响
Fig 1 Effects of KRAS4AG12C or KRAS4BG12C overexpression on pulmonary epithelial cells morphology and proliferation
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2B KRAS4AG12C 细胞 （P=0.006） 及 BEAS-2B 亲本细

胞 （P=0.000，图 2A、2B）。同样，Transwell 实验结

果也证实 BEAS-2B KRAS4BG12C细胞迁移能力显著强

于 BEAS-2B KRAS4AG12C细胞（P=0.048），且显著强

于 BEAS-2B 亲本细胞（P=0.033，图 2C、2D）。这些

结果说明过表达KRAS4BG12C引起人肺支气管上皮细胞

运动能力增强效果强于KRAS4AG12C。

2.3 KRAS4BG12C过表达促进 BEAS-2B细胞黏附相

关基因CLDN1和CADM3表达上调

为了进一步探究过表达 KRAS4BG12C促进人肺上

皮 细 胞 运 动 的 分 子 机 制 ， 我 们 对 BEAS-2B

KRAS4AG12C 过表达细胞和 BEAS-2B KRAS4BG12C 过

表达细胞进行 RNA-seq 测序，后对测序结果进行京

都基因与基因组百科全书 （Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes， KEGG） 通 路 富 集 分 析 及

Note：A/B. Mobility increasing of BEAS-2B cells induced by stably overexpressed KRAS4AG12C or KRAS4BG12C (real-time observation by Incucyte, scale

bar=300 μm). C/D. Migration increasing of BEAS-2B cells induced by stably overexpressed KRAS4AG12C or KRAS4BG12C. Con=BEAS-2B; 4A= BEAS-2B

KRAS4AG12C; 4B=BEAS-2B KRAS4BG12C. ①P=0.000, compared with the control group; ②P=0.006, compared with the 4A group; ③P=0.033, compared with

the control group; ④P=0.048, compared with the 4A group.

图2 KRAS4AG12C和KRAS4BG12C过表达对肺上皮细胞运动的影响
Fig 2 Effects of KRAS4AG12C or KRAS4BG12C overexpression on pulmonary epithelial cells migration
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GSEA，寻找差异基因及信号通路变化。KEGG 分

析的结果显示，细胞黏附分子信号通路排名第二

（P=0.000，图 3A）。 GSEA 分析的结果显示，与

BEAS-2B KRAS4AG12C 过表达细胞相比，BEAS-2B

KRAS4BG12C过表达细胞中的细胞黏附分子相关信号

通路发生显著上调 （P=0.002，图 3B）。使用 qPCR

对细胞黏附分子通路中关键基因 CLDN1 和 CADM3

的 mRNA 水 平 进 行 检 测 ， 发 现 与 BEAS-2B

KRAS4AG12C过表达细胞相比，BEAS-2B KRAS4BG12C

过表达细胞中黏附相关基因 CLDN1 和 CADM3 的

mRNA 水平显著升高（P=0.000，图 3C、3D）。这些

结果提示 KRAS4BG12C 促进黏附相关基因 CLDN1 和

CADM3上调，促进细胞运动。

3 讨论

KRAS作为多种癌症中的主要致癌驱动基因，30

多年来一直被认为是不可成药的靶点。近年来，

KRASG12C特异性共价抑制剂 AMG510的上市给 KRAS

突变癌症患者带来了希望［23］。但 KRAS 基因不同剪

接变体在驱动癌症进展方面的分子机制以及KRAS不

同基因突变类型致癌分子机制均尚未研究清楚，也

增加了 KRAS 抑制剂研发的难度。最近有研究报道

KRAS4A 和 KRAS4B 在各种癌症细胞株中均广泛表

达，肺癌和胰腺癌细胞中以 KRAS4B 表达为主，而

结肠癌和黑色素瘤细胞中 KRAS4A 和 KRAS4B 表达

水平相当［16］。为了研究KRASG12C不同剪接变体促进

肺上皮细胞生长和运动的差异及其机制，我们通过

慢病毒感染在人正常肺支气管上皮细胞 BEAS-2B 中

成功构建 KRAS4AG12C 和 KRAS4BG12C （2 种剪接体）

稳定过表达细胞株，镜下观察发现 KRAS4AG12C 和

KRAS4BG12C过表达均引起肺上皮细胞形态变化，并

且均可以促进细胞增殖。于是我们提出科学假设：

携带活化突变的 KRAS4AG12C和 KRAS4BG12C 2种剪接

Note：A/B. KEGG (A) and GSEA (B) analysis of the significantly differential genes between BEAS-2B KRAS4AG12C cells and BEAS-2B KRAS4BG12C cells.

C. mRNA levels of CLDN1 in BEAS-2B KRAS4AG12C cells and BEAS-2B KRAS4BG12C cells. D. mRNA levels of CADM3 in BEAS-2B KRAS4AG12C cells

and BEAS-2B KRAS4BG12C cells. 4A=BEAS-2B KRAS4AG12C; 4B=BEAS-2B KRAS4BG12C.①P=0.000, compared with the 4A group; ②P=0.000, compared

with the 4A group.

图3 KRAS4AG12C和KRAS4BG12C过表达对黏附相关基因CLDN1和CADM3表达的影响
Fig 3 Effects of KRAS4AG12C or KRAS4BG12C overexpression on the mRNA levels of CLDN1 and CADM3
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体对肺上皮细胞的运动能力有何影响？哪种恶性程

度更高？引起肺上皮细胞运动能力变化的分子机制

如何？

为了解决这些问题，我们使用划痕实验和

Transwell 实验模拟体内细胞迁移的过程，结果显示

过表达 KRAS4BG12C引起肺上皮细胞运动能力增强效

果 强 于 过 表 达 KRAS4AG12C。 为 了 进 一 步 探 究

KRAS4BG12C促进肺上皮细胞运动的分子机制，我们

使用 RNA-seq 方法对细胞全基因转录组进行测序并

用 GSEA 进行基因集富集分析，寻找差异基因及信

号通路变化。结果显示与 BEAS-2B KRAS4AG12C 细

胞相比，BEAS-2B KRAS4BG12C细胞中细胞黏附分子

相关信号通路发生显著上调。使用 qPCR 对细胞中

黏附相关基因 CLDN1 和 CADM3 的表达水平进一步

验证发现，与过表达 KRAS4AG12C 相比，过表达

KRAS4BG12C 促进黏附相关基因 CLDN1 和 CADM3 表

达上调。有文献报道，结肠癌中 CLDN1 高表达，诱

导肿瘤细胞发生上皮间充质转化，促进肿瘤转

移［24］；RAS 突变合并 CLDN1 表达上调与肺腺癌患

者预后不良密切相关［25］；结肠癌中 CADM3 高表达

与患者预后不良相关［26］。综上，KRAS4BG12C 促进

细胞运动能力更强，与 CLDN1 表达水平升高相关，

这也与肺癌细胞系中 KRAS4B 更高的表达水平相匹

配。虽然 KRAS4AG12C促进肺上皮细胞运动较弱，但

KRAS4AG12C同样可以促进肺上皮细胞增殖，具有一

定的致癌活性。因此我们认为，针对 KRAS 突变肿

瘤开发的治疗策略仍然需要考虑对 KRAS 2 种蛋白

剪接体的抑制作用。

本 研 究 在 细 胞 实 验 中 探 究 了 KRAS4AG12C 和

KRAS4BG12C促进人肺上皮细胞 BEAS-2B 生长和运动

的差异，即初步证明人肺上皮细胞 BEAS-2B 有发生

恶性转化的趋势，关于是否发生恶性转化还需体内成

瘤 实 验 进 一 步 深 入 探 究 。 而 KRAS4AG12C 和

KRAS4BG12C 2 种剪接体之间的这种差异与其哪个功

能区相关，还需构建蛋白截断体及失活突变过表达细

胞模型进一步深入探究。

综上，本研究表明KRAS4AG12C和KRAS4BG12C均

可促进人肺上皮细胞增殖，KRAS4BG12C促进肺上皮

细胞运动能力更强，并初步探究了相关分子机制。本

研究进一步揭示了 KRASG12C不同剪接体在肺癌中生

物学差异的分子机制，为KRAS特异性靶向抑制剂的

研究提供了一定的实验依据和理论基础。
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上海-渥太华联合医学院成立于 2014 年，承担由上海交

通大学与加拿大渥太华大学合作的临床医学专业本科教育项

目。该项目为国内首个与北美高水平医学院校合作办学的临

床医学本科人才培养项目，项目结合北美和国内医学院校教

育标准构建卓越医学创新人才国际化培养新模式。学院紧跟

国际医学教育先进理念，在国内率先构建以学生为中心纵向

单循环器官系统整合的多元化教学与评估相结合国际医学教

育课程体系，尤其重视社会责任教育和早期实践教学。单元

模块整合教学夯实专业医学基础和临床；早期接触临床，通

过临床技能训练和早期床边教学培养医学生临床综合能力；

强化全科医学理念，序贯医学人文社会课程提升职业道德素养；独特的专业拓展选修课体系注重学生个性发展，

全方位为学生职业胜任力的培养打下坚实基础；并形成规范化教学评估体系和高标准的质量保障体系。学院拥有

以上海交通大学医学院附属仁济医院为主体的各附属医院优质教学资源，建立国际化师资教学团队和管理团队。

390名教师获得加拿大渥太华大学“兼职教授”任命。

学院目前已招收包括港澳台和其他各省市学生 7 届，已有 3 届毕业生，港澳台生源占 15%。国际化新课程体

系培养学生更为扎实全面的专业知识、职业精神、领导力与医患沟通技能，同时大幅度提高学生医学专业英语能

力。特色海外游学项目拓展医学生国际化视野，毕业生海内外就业升学率近 100%，国内升学的毕业生中近 80%

进入北京协和医学院、北京大学医学部、复旦大学上海医学院、上海交通大学医学院 4所著名医学院校及其附属

医院继续深造。共获得国家级、上海市级各级各类奖项150余项。

上海-渥太华联合医学院

学院介绍
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