
272 型堕墼塾堕兰堡堕兰墨查!!!!!!旦笙!!鲞笙!塑!坐!里!!堕竺塑盟!!!竺型：!!!竺竺!!垫!!：∑!!：!!：堕!：!

Ku70对同源重组修复蛋白Rad5 1的调节作用

杜利清刘强 王彦 徐畅 曹嘉付岳 陈凤华 樊飞跃

【摘要】目的研究非同源末端连接(NHEJ)蛋白Ku70对同源重组(HR)修复蛋白Rad51

的调节作用，初步探讨HR与NHEJ间协同作用的机制。方法采用Western blot法观察特异

性增高和降低Ku70蛋白水平后Rad51蛋白表达水平的变化情况。结果 靶向Ku70基因小干

扰RNA(siRNA)单纯转染组Rad51蛋白的表达水平较李白对照组明显下降；Ku70高表达载

体PGCsi3．0一hKu70转染肿瘤细胞后，随着Ku70表达水平的升高，Rad5I水平也随之升高。

结论Ku70可能对Rad51有正调控作用，NHEJ可能通过Ku70对Rad51的调节来实现其与

HR的协同作用。
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【Abstract】Objective To explore the regulative effect of non—homologous end joining(NHEJ)

protein Ku70 on homologous recombination repair protein Rad5 1，and to investigate the synergistic mech—

anism of homologous recombination repair in combination with NHEJ．Methods Observed Rad5 1 pro—

tein expression after transfeet Ku70 small interfering RNA or Ku70 plasmid DNA into tumor cells using

Western blot．Results Expression of Rad5 1 was obviously reduced after pretreated with Ku70 small in-

terfering RNA．And with the increasing expression of Ku70 protein after transfection of Ku70 plasmid

DNA PGCsi3．0一hKu70 into tumor cell lines，the Rad5 1 protein expression was increased．Conclusion

Ku70 protein has regulating effect on gene expression of Rad51，and it might participate in the collabora-

tion between homologous recombination repair and NHEJ．
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DNA双链断裂(double．strand break，DSB)是射

线等外源性因素致DNA损伤中最严重的一种类型，

机体为维护基因组的完整性，可启动两种不同的途

径对DSB进行修复t1J：非同源末端连接(non—hom01．

ogous end ioining，NHEJ)途径和同源重组(homolo．

gous recombination，HR)途径。虽然两者在修复DSB

中均发挥着重要作用，但也存在着竞争和协同作

用【21。Ku70(一种NHEJ蛋白)和Rad51(·种HR修

复蛋白)分别是NHEJ和HR中的重要组成蛋白。
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-论著-

本研究以Ku70为靶点，通过调控Ku70蛋白表达

水平来观察其对Rad51蛋白表达的影响，以期为

研究NHEJ与HR的相互作用提供帮助。

1材料与方法

1．1细胞系和质粒

人胃腺癌细胞系SGC7901和人食管癌细胞系

ECl09为本实验室保存，人非小细胞肺癌细胞系

H460由中围医学科学院生物技术研究所白利平博

士惠赠，以上3种细胞系均采用含10％胎牛血清

的RPMll640培养基(美国Gibco公司)在37℃、5％

CO：条件下常规培养。真核细胞Ku70表达质粒

PGCsi3．0一hKu70由本实验室构建，采用Lipofee—
taminew 2000转染试剂(美国invitrogen公司)进行

肿瘤细胞瞬时转染。
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1．2细胞照射条件

肿瘤细胞均置于”7Cs 1源(加拿大原子能有限公

司)下照射，源靶距为30 cm，剂量率为0．793 Gy／min，

照射吸收剂量为4 Gy。照射后细胞继续培养。

1．3实验分组

为观察Ku70蛋白对Rad5l蛋白表达水平的影

响，实验分为4组，分别为空白对照组、单纯照射

组(经4 Gy 1射线照射后48 h的细胞)、靶向Ku70

基因小干扰RNA(small interfering RNA，siRNA)单

纯转染组(靶向Ku70基因siRNA转染48 h后的细

胞)、靶向Ku70基因siRNA转染联合照射组(先经

靶向Ku70基因siRNA预处理48 h，再经4 Gy 1射

线照射后48 h的细胞)。

为证实Ku70蛋白对Rad51蛋白的调控作用，

按照PGCsi3．0一hKu70分别瞬时转染ECl09、H460

和SGC7901 3种肿瘤细胞后持续时间的不同，分

为转染后6 h组、48 h组、72 h组和空白对照组。

1．4 Western blot实验

当细胞生长至亚融合状态时收集细胞，用细胞

裂解液(美国Pierce公司)裂解细胞。蛋白定量操作

按二喹啉甲酸蛋白定量试剂盒(日本Takara公司)

说明书进行。取50¨g蛋白进行不连续聚丙烯酰胺

凝胶电泳，将蛋白电转移至聚偏二氟乙烯膜上，用

含5％脱脂奶粉的tris—buffered saline and tween 20

(TBST)缓冲液中4℃封闭过夜，加入一抗Anti．

Ku70(英国abcam公司，1：1000稀释)、Anti．Rad51

(美国santcruz公司，1：1000稀释)，室温下孵育2h，

洗膜，加入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗(武

汉博士德生物工程有限公司，1：3000稀释)，室温

下孵育l h，采用电致化学发光法检测蛋白表达情

．j∥∥
M。■■■_ M。

况。以13-actin作为内参蛋白。采用Quantity One

软件分析条带灰度值。

2结果

2．1靶向Ku70基因siRNA对肿瘤细胞Rad51蛋

白表达水平的影响

靶向Ku70基因siRNA对肿瘤细胞Rad51蛋白

表达水平的影响结果见图1，SGC7901、ECl09和

H460 3种肿瘤细胞经1射线照射后Rad5l蛋白表

达水平均较空白对照组明显升高；靶向Ku70基因

siRNA单纯转染组Rad51蛋白表达水平较空白对

照组明显下降；靶向Ku70基因siRNA转染联合照

射组肿瘤细胞的Rad51蛋白表达水平较靶向Ku70

基因siRNA单纯转染组没有升高。

2．2 Ku70蛋白高表达对Rad5 1蛋白表达水平的影响

Ku70蛋白高表达对Rad51蛋白表达水平的影

响结果见图2，随着PGCsi3．0．hKu70质粒转染后时

间的延长，Ku70蛋白的表达水平也逐渐升高，而

Rad51蛋白表达水平也随之升高，且3种细胞系均

表现相同。

3讨论

DSB修复与放射敏感性密切相关，抑制DSB

修复是肿瘤放疗增敏的主要手段之一。因此，明确

HR与NHEJ 2种修复方式间的相互作用，对于靶

向增强肿瘤的放射敏感性具有一定的指导作用。

HR与NHEJ间既存在着相互竞争，也存在着

相互协同作用。这种协同作用最突出的表现就是二

者在胚胎脑发育中的作用，Orii等131的研究表明，

干扰HR将促进增殖早期神经细胞的凋亡，而干扰

：树js(池790l 。心
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Ku70113一actin 1．46 2．17 O．33 0．31 Ku70／13一actin O．94 1．81 0．88 0．51 Ku70／13一actin O．86 1．04 0．47 0．25

Rad5l／B-actin 0．41 1．07 0．25 0．29 Rad5l，p—actin O．87 2．58 O．11 O．16 Rad51／13·actin 1．62 1．79 O．31 O．19

la 1b lc

图1靶向Ku70基因小干扰RNA对Rad5l蛋白表达水平的影响图中，la：人非小细胞肺癌H460细胞系；lb：人食

管癌ECl09细胞系；lc：人胃腺癌SGC7901细胞系。其中，Ku70：一种非同源末端连接蛋白；Rad51：一种同源重组

修复蛋白。
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图2 转染真核细胞Ku70表达质粒PGCsi3．0．hKu70后不同时间Ku70蛋白高表达对Rad51蛋白表达水平的影响 图

中，2a：人tE／J'细胞肺癌H460细胞系；2b：人食管癌ECl09细胞系；2c：人胃腺癌SGC7901细胞系。其中，Ku70：

一种非同源末端连接蛋白；Rad51：一种同源重组修复蛋白。

NHEJ则导致有丝分裂后期细胞凋亡的增加；对

HR和NHEJ双突变分析的结果显示，分属HR和

NHEJ 2种蛋白(Rad54和Ku8014I、Rad54和ligase

IVl51)双缺失所引起表象的改变程度要远远大于其

中一种蛋白的单缺失。以上研究表明，HR和

NHEJ在DSB修复中发挥着协同作用。但具体的协

同作用机制目前尚不明确。

在真核细胞中，NHEJ首先由Ku70／Ku80异二

聚体结合到断裂处，然后招募其他蛋白完成断裂

处的连接。在HR过程中，必须由Rad51蛋白结

合到产生的单链上才能寻找到配对的同源序列完

成修复。因此，Rad51和Ku70蛋白分别是HR和

NHEJ的重要蛋白。本研究以Ku70和Rad51蛋白

为靶点，研究了NHEJ对HR的调控作用，结果表

明，靶向Ku70基因siRNA可抑制Rad51蛋白的表

达，并对辐射诱导的Rad51蛋白表达水平的升高

也具有抑制作用。Ku70对Rad51具有正调控作

用。但本研究也存在一定的局限性，因为Rad51

蛋白的表达是受细胞周期调控的卜引，因此，笔者

的后期研究将观察在不同细胞周期中Ku70对

Rad51的调节作用，以期进一步明确两者间的相互

作用。
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