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组织工程与细胞培养                                                              

DNA-PKcs基因沉默抑制人乳腺上皮细胞对低剂量辐射
损伤的修复 
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摘  要: DNA-PKcs 作为 DNA 依赖性蛋白激酶(DNA-PK)的催化亚基在 DNA 双链断裂(DSBs)的非同源末端重组(NHEJ)

通路中起重要的作用。本实验以人乳腺上皮细胞株 MCF10F 为研究对象, 通过 siRNA 技术抑制细胞内 DNA-PKcs 的表

达,用 50 cGy 137CS 照射细胞, 测定细胞生长曲线以确定细胞对低剂量辐射(LDR)的敏感性, 同时检测 DNA 修复相关蛋

白表达的变化, 旨在探讨 DNA 依赖蛋白激酶(DNA-PKcs)基因沉默对人乳腺上皮细胞株 MCF10F 低剂量辐射敏感性的

影响及机制。结果显示: 转染特异性 siRNA 可使人乳腺上皮细胞(MCF10F) DNA-PKcs 基因沉默, 增殖受到明显的抑制; 

50 cGy γ射线辐射可使乳腺细胞内 DNA-PKcs、Ku80、ATM、P53 等 DNA 修复相关蛋白表达增多, 但 DNA-PKcs 基因

沉默细胞(MCF10Fpk)中, 这些蛋白表达显著低于对照组(MCF10Fmock)。以上结果提示, DNA-PKcs 基因沉默可引起乳腺

细胞对低剂量辐射敏感性增加, 其原因可能与相关 DNA 修复蛋白表达减少有关。 

关键词 : 乳腺细胞 , 基因沉默 , DNA-PKcs 基因  
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Abstract: DNA-PKcs, the catalytic subunit of DNA-dependent protein kinase (DNA-PK), plays an important role in the 
nonhomologous end-joining (NHEJ) pathway of DNA double-strand breaks (DSBs) repair. To investigate the effects of DNA-PKcs 
down-regulation on cell growth and sensitization to low dose radiation (LDR), we transfected DNA-PKcs siRNA into human 
mammary epithelia cells MCF10F, then, detected the proliferation curve of the cells and the expression of protiens in DNA repair 
pathways. The results showed that DNA-PKcs gene silencing, induced by the transfection of DNA-PKcs siRNA could suppress 
significantly the cell proliferation and inhibit the expression of the DNA repair proteins, such as Ku80, ATM and P53 after 50 cGy 
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137Cs γ-irradiation.The results suggested that DNA-PKcs gene silencing could increase the sensitivity of human breast epithelial cells 
to the LDR, which might be relative with the decrease of the proteins. 

Keywords: breast epithelial cell line, gene silence, DNA-PKcs gene 

乳腺癌的发生是一个多阶段、多因素参与的过

程[1]。多种环境因素包括物理的和化学的致癌因子

如电离辐射(Ionizing radiation, IR), 均可引起 DNA

双链断裂(Double-strand breaks, DSBs), 如不能及时

修复会诱发乳腺细胞转化和癌变[2−4]。 

修复 DSBs 主要通过同源重组 (Homology 

recombination, HR) 和 非 同 源 末 端 连 接

(Non-homology end joining, NHEJ)两条途径 [5]。

NHEJ 修复途径主要依赖 4 个核心因子: DNA-PK 

(DNA依赖性蛋白激酶)、XRCC4、DNA连接酶Ⅳ和

Artemis[6]。其中 DNA-PK包含 1个具有丝/苏氨酸激

酶活性的催化亚基 DNA-PKcs 和 2 个能启动 NHEJ

修复的 Ku亚基[7]。DNA-PKcs是一个重要的损伤修

复基因, 除在 NHEJ、V D J 重组和维持端粒结构中

起关键作用外, 还可磷酸化诸多转录因子和修复基

因[8]。研究发现, 抑制 DNA-PKcs 活性或者使其表

达缺失, 不仅使乳腺细胞 DSBs修复障碍, 还使其对

IR 的敏感性增强 [4,9,10]。从这一点上看 , 抑制

DNA-PKcs 表达和活性可能是调节肿瘤治疗抵抗性

的有效手段之一, 具有重要的意义。 

ATM(Ataxia-telangiectasia mutanted)是毛细血

管扩张性共济失调症突变基因(atm)编码的一种磷酸

化的大分子核磷蛋白(分子量约为 350 kD)。作为 P53

的重要调节蛋白, ATM 主要功能是参与细胞周期的

调控、DNA 损伤识别和修复[11], 是 HR修复通路的

关键蛋白。Peng 等[12]发现, DNA-PKcs 基因沉默会

引起一些细胞中 ATM表达下调; Arlander等[13]发现, 

ATM 表达下调的人乳腺上皮细胞对 IR 的敏感性增

加, 同时使 IR诱导的 DNA-PK 依赖性的 G2检验点

延长。提示 DNA-PK 和 ATM 二者在辐射引起的乳

腺细胞 DNA损伤修复、细胞周期调控以及早期转化

过程中可能起着重要的作用。 

低剂量辐射(Low dose radiation, LDR)可以引起

包括细胞周期调节蛋白在内的多种蛋白表达的变化, 

但是其详细机制并不十分清楚[14]。此外, DNA-PKcs

与乳腺细胞辐射敏感性有关 [4], 但是对其是否参与

对 LDR的敏感性变化并未见报道。本研究采用小分

子核酸干扰技术(siRNA)沉默 DNA-PKcs 基因, 探

讨其在人乳腺上皮细胞中对LDR敏感性的影响及机

制 , 为从基因水平对乳腺癌放射治疗提供理论依

据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
人乳腺上皮细胞 MCF10F(The American Type 

Culture Collection(ATCC), USA)。DMEM/F12 培养

基、马血清(Hyclone, USA)。Lipofactamine转染试剂

(Gibco, USA)。 DNA-PKcs基因 siRNA 由美国科罗

拉多州立大学(CSU)放射生物学系 Dr.Bedford 实验

室 设 计 , Dharmacon 合 成 [12] 。 其 序 列 为 : 
GAUCGCACC-UUACUCUGUUdTdT; dTdTCUAG 
CGUGGAAUGAGACAA。DNA-PKcs、ATM、Ku80、

β-actin、P53、P21 等抗体(Santa Cruz Biotechnology, 

Inc, USA) 。 Western blotting 发 光 底 物

ECL(Amersham Pharmacia Biotech, Inc)。 

1.2  培养与转染 
人乳腺上皮细胞 MCF10F 细胞用含马血清

(5%)、胰岛素(Insulin, 10 μg/mL)、霍乱毒素(Cholera 

toxin, 100 ng/mL)、表皮生长因子(EGF, 20 ng/mL)、

氢化可的松(Hydrocortisone, 1.4 μmol/L)的 DMEM/ 

F12细胞培养基培养。临用前加入青霉素(Penicillin,  

100 U/mL)、链霉素(Streptomycin, 100 mg/L)。将

MCF10F 细胞接种于培养瓶和 24孔板内, 在 37oC、

5% CO2细胞培养箱(Heraeus, Inc, Germany)中培养

20 h 用处于对数生长期的细胞进行实验, 且细胞的

存活率均在 95%以上(台盼蓝法)。利用 Lipofactamine

试剂盒将目的 siRNA (0.15 μmol/L)转染 MCF10F, 

终浓度达到 100 nmol/L。分别于转染 24、48、72、

96、120 h收集细胞。本试验分为 2组: 转染组(转染

DNA-PKcs siRNA, 简称 MCF10Fpk)和对照组 (转染

非 DNA-PKcs siRNA 序列, 简称 MCF10F mock)。 

1.3  蛋白质免疫印迹鉴定 DNA-PKcs 的表达 
分别收集对照组 MCF10Fmock 细胞和转染组

MCF10Fpk细胞。用裂解缓冲液提取细胞总蛋白, 经
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Bradford 法定量后进行 SDS-PAGE 电泳。将分离的

蛋白电转移至 PVDF膜上。用 5%的脱脂奶粉室温封

闭 1 h, 与 DNA-PKcs一抗 4oC孵育过夜, 再与对应

的 HRP 标记二抗于 37oC 摇床中孵育 1 h。经 ECL

显色后, 用暗室 X 光胶片(Kodak)感光; 室温显影、

定影, 用扫描仪和凝胶成像系统记录相应条带的透

射光积分光密度值(ICO)。以 MCF10Fmock 作为阳性

对照, 确定 DNA-PKcs 基因表达下调水平。 

1.4  DNA-PKcs 蛋白功能检测 
DNA-PKcs 基因沉默后, 将 MCF10Fpk 细胞和

MCF10Fmock两组细胞重新接种于 24 孔细胞培养板

中, 待细胞贴壁后, 接受 50 cGy 137Cs γ射线照射, 

分别于照射后 10 min、60 min和 120 min 三个时间

点收集细胞、提取细胞总蛋白、考马斯亮蓝蛋白定

量, SDS-PAGE电泳、转膜、Western blotting检测细

胞内 DNA修复通路相关蛋白的表达变化。 

1.5  细胞生长曲线的测定 
上述同样方法分别接种 2 组细胞于 24 孔板中, 

待细胞贴壁后, 分别接受 50 cGy和 100 cGy的 137Cs 

γ射线照射 (day0), 每天同一时间 , 收集细胞计数 , 

测定细胞生长曲线, 以确定细胞的辐射敏感性。 

2  结果 

2.1  siRNA 抑制人乳腺上皮细胞 MCF10F DNA- 
PKcs 基因的表达 

如图１所示, 正常人乳腺上皮细胞 MCF10F 细

胞具有较高水平的 DNA-PKcs 蛋白的表达。利用

DNA-PKcs 特异性 siRNA 转染人乳腺上皮细胞

MCF10F, 96 h 后 DNA-PKcs 基因的表达下调约

90%。表明 siRNA 转染可以有效地使乳腺细胞

DNA-PKcs 基因沉默。 

2.2  DNA-PKcs基因沉默使细胞 LDR 的敏感性增

加 
分别给予 MCF10Fpk 和 MCF10Fmock 两组细胞

50 cGy 和 100 cGy 的γ射线照射, 通过测定细胞生

长速度确定细胞对辐射的敏感性。结果如图 2所示, 

正常乳腺细胞接受低剂量 50 cGy辐射后第 3天, 细

胞的生长受到抑制, 具有时间和剂量依赖性。当转

染 siRNA 使细胞 DNA-PKcs 表达降低后, 可显著抑

制细胞的生长, 低剂量辐射使基因沉默细胞生长进

一步减慢, 但 50 cGy和 100 cGy没有明显差异。 

 

图 1  siRNA转染对人乳腺上皮细胞 DNA-PKcs基因表达

的影响 
Fig. 1  Expression of DNA-PKcs after transfection of 
DNA-PKcs siRNA into MCF10F cells. M (Mock): MCF10F; P 
(PK-siRNA): MCF10F /DNA-PKcs siRNA. 

 

图 2  细胞生长曲线 
Fig. 2  Growth curve of the cells after DNA-PKcs knockdown 
followed LDR. M0, M50, M100: MCF10Fmock after 0, 50, 100 
cGy IR; P0, P50, P100: MCF10Fpk after 0,50,100 cGy IR. (M: 
Mock; P: PK-siRNA). 
 
2.3  LDR 对 DNA-PKcs 基因沉默乳腺上皮细胞

DNA-PK 复合体成分、ATM、P53 和 P21 蛋白表

达的影响 
为了确定 DNA-PKcs siRNA 瞬时转染是否影

响低剂量辐射所致的DNA损伤修复, 首先观察了对

照组 MCF10Fmock细胞和转染组 MCF10Fpk细胞低剂

量辐射后 DNA-PKcs的表达, 然后分别比较了 2组细

胞在 50 cGy 辐射 0 min、10 min、60 min和 120 min

后, Ku80、ATM、P53和 P21蛋白表达的变化(图 3)。 

瞬时转染 96 h 后, 将 2 组细胞重新接板贴壁, 

检测发现 ,  5 0  c G y 低剂量辐射后 1 0  m i n 的

MCF10Fmock 组 DNA-PKcs 蛋白表达先下调, 而后

逐渐增加; MCF10Fpk组细胞内 DNA-PKcs表达低于

对照 90%左右, 辐射后虽然也略有增加, 但始终处

于较低的水平(图 3A)。进一步观察发现, DNA-PKcs 
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图 3  低剂量辐射对 DNA-PKcs 基因沉默乳腺上皮细胞 DNA-PKcs、Ku80、ATM、P53 和 P21 蛋白表达的影响 
Fig. 3  Effect of LDR on expression of DNA-PKcs, Ku80, ATM, P53 and P21 in the DNA-PKcs gene silencing MCF10F cell. (A) 
The expression of DNA-PKcs in the MCF10F cells after 50 cGy IR by Western blotting. (B) Expression of Ku80 in the MCF10F cells 
after 50 cGy IR by Western blotting, The results show the expression of Ku80 in MCF10Fpk cells Slightly lower than MCF10Fmock 
cells, but independent with time. (C) Expression of ATM after 50 cGy IR. Western blotting analysis show a remarkable change of 
ATM in MCF10Fpk cells relative to MCF10Fmock cells. (D, E) Expression of P53 and P21 after 50 cGy IR, Western blotting results 
show observable increase of P53 expression in MCF10Fmock and MCF10Fpk cells, expression of P53 evidently increases in 
MCF10Fmock relative to MCF10Fpk cells. M: Mock; P: PK-siRNA. 
 
基因沉默可减弱 DNA-PK 的成分之一 Ku80 蛋白的

表达, 但没有显著性差异(图 3B)。50 cGy 辐射后, 

MCF10Fpk 细胞内 Ku80 蛋白的表达总是低于

MCF10Fmock 细胞内 Ku80 蛋白的表达, 呈显著差异

(P<0.05)。 

与 Ku80变化不同的是, DNA-PKcs基因沉默后

的 MCF10Fpk细胞中 ATM 蛋白表达降低约 2 倍(图

3C), 50 cGy低剂量辐射后, 随着时间的增加, 对照

组和转染组细胞内的 ATM 蛋白表达都有升高, 其

中对照组在辐射后 120 min增加约 2.5倍。 

P53作为 DNA-PK和 ATM下游靶蛋白在 DNA

修复中具有重要的作用。为了确定 siRNA 抑制

DNA-PKcs后对 P53蛋白的影响以及与 LDR敏感性

的关系, 我们观察了辐射前后 2 组细胞 P53 蛋白的

表达变化。结果如图 3D所示, 辐射前 2组细胞内的

P53 蛋白表达都很低, 辐射后 10 min、60 min 和  

120 min 的 MCF10Fmock细胞内 P53 表达明显增加, 

具有显著意义(P<0.05), MCF10Fpk细胞内的 P53 蛋

白也出现相同趋势, 但始终低于 MCF10Fmock细胞。

图 3E中, 其下游调节细胞周期的靶蛋白 P21也出现

类似的变化趋势。 

3  讨论 

研究表明, 以 DNA 依赖蛋白激酶(DNA-PK)为
代表的 NHEJ 修复是人类最主要的修复途径 , 
DNA-PK的关键组分是 DNA-PKcs, 所以 DNA-PKcs
是整个 NHEJ修复过程中的重中之重[15]。 

Hamer等发现, DNA-PKcs缺陷型细胞的存活率
降低[16], Sak等观察到DNA-PKcs基因表达下调会导
致细胞对 10Gy γ射线敏感性增强[10]。本实验中采用

小分子核酸干扰技术抑制乳腺上皮细胞 MCF10F 
DNA-PKcs 基因的表达, 发现在转染第 4 天后, 抑
制率约达到 90%。在此基础上, 利用 50 cGy 137Cs γ
射 线 照 射 转 染 组 MCF10Fpk 细 胞 和 对 照 组

MCF10Fmock 细胞, 结果发现, 随着时间的延长和剂
量的增加, 照射后第 4天MCF10Fpk细胞生长受到明

显的抑制, 表明 DNA-PKcs 缺陷可以增加乳腺细胞
LDR 敏感性。 

实验中发现 , MCF10Fmock 细胞经 LDR 后 , 

DNA-PKcs 蛋白表达先略有减少 , 而后逐渐增加 , 
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产生对抗 LDR的效应。但也发现, MCF10Fpk组细胞

尽管由于 siRNA的作用, DNA-PKcs的总体表达水平

很低, 但仍表现有部分的增加。分析原因可能是由

于瞬时转染小片段的 RNA, 没有完全抑制细胞内原

有的 DNA-PKcs, 故导致照射后也略有增加。提示, 

LDR 引起的放射敏感性变化与 DNA-PKcs 缺陷有

关。此结果与 Sirzen 等报道的在人肺癌细胞系中

DNA-PKcs 的活性和含量可以预示细胞内在放射敏

感性的观点相一致[17] 。 

LDR 敏感性机制通常涉及 DNA 修复通路调节

和细胞周期的关系[18]。Ku 亚基是由一个 70 kD 的

Ku70和一个 86 kD的 Ku80 DNA结合蛋白组成的异

源二聚体, 是 DNA-PK 的重要组成成分[7]。本实验

显示 MCF10Fpk 细胞内 Ku80 蛋白的表达低于

MCF10Fmock细胞内 Ku80 蛋白的表达。Hammarsten

等早就发现 DNA-PKcs 可以不需要 Ku 蛋白的帮助, 

而直接将断裂的 DNA两端连接, 说明 DNA-PKcs作

为DNA-PK蛋白的催化亚基, 比Ku80这个调节亚基

在 DSBs 修复方面起到更大的作用 [19], 这也更能反

映出细胞中DNA-PKcs在 LDR的敏感性中作用的重

要性。 

ATM 是 HR 修复通路的重要成分[11], Guha 等

报道, 以反义 ATM 基因 RNA 转染人胶质母细胞

瘤细胞, ATM 基因表达受到明显抑制, 而 P53 和 

P21 基因表达增加抗放射性的 DNA 合成增加, 表

现出明显的放射增敏性[20]。Peng等发现 DNA- PKcs

蛋白表达缺失将引起 ATM 表达的下调[12]。这与本

实验中ATM在DNA-PKcs基因沉默后MCF10Fpk 细

胞内的表达也发生了明显下调的结果非常相似, 提

示, ATM作为 HR通路的主要成分和 DNA-PKcs之

间具有交叉对话, 参与 DNA-PKcs 诱导的敏感性增

加, 协同作用于 DSBs的修复。 

放射线照射后的 DNA 损伤修复依赖于检验点

的调控。P53 基因的生物学意义是监护细胞基因组

的完整性并调控细胞周期。如 DNA受损(尤其在 G1

期), 则 P53蛋白积累, DNA复制停止于 G2检验点, 

以利于 HR和 NHEJ通路修复受损的 DNA。如果修

复失败, 则 P53 基因引导凋亡程序使细胞“自杀”, 

阻止其恶性转化[21]。DNA-PK 还可使包括 P53 在内

的多种转录因子磷酸化, 使 P53 蛋白表达增加[22]。

本实验结果显示, LDR 后正常乳腺细胞内 P53 表达

明显升高, DNA-PKcs基因沉默后 MCF10Fpk细胞内

的 P53蛋白虽有变化, 但仍然明显低于 MCF10Fmock

细胞。P53 下游蛋白 P21 表达的变化与其相似。提

示 DNA-PKcs 基因沉默 , 可能直接或间接抑制了

P53 的活性, 进而影响下游蛋白 P21 的表达, 使细

胞周期阻滞, 生长减慢, 导致敏感性增强。 

上述实验结果表明, DNA-PKcs 基因沉默可显

著抑制乳腺上皮细胞对低剂量辐射损伤的修复, 其

机制可能与 MCF10Fpk细胞中 DNA-PKcs 蛋白表达

缺失, 导致 NHEJ DNA 损伤修复通路受阻有关, 至

于不同 DNA 修复通路在不同类型的 LDR 中的作用

及机制, 有待于进一步探讨。 
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