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沉默 XRCC2 基因表达联合电离辐射对
结肠癌细胞增殖能力的影响
王芹 王敬敏 徐畅 杜利清 王彦 樊飞跃 刘强

【摘要】 目的 阐明 shRNA 干扰沉默 X 射线修复交叉互补基因 2（XRCC2）对体外结肠癌 T84
细胞辐射敏感性的影响。方法 采用 MTT 法检测稳定表达 XRCC2 基因沉默的结肠癌 T84 细胞的

生长并计算细胞生长抑制率，克隆形成实验检测经 X 射线照射后 T84 细胞的克隆形成能力，采

用流式细胞术检测经 X 射线照射后 T84 细胞的细胞周期和细胞凋亡率。结果 shRNA鄄XRCC2 组

细胞于培养的第 3 天开始，增殖速度明显减慢，细胞生长抑制率平稳地维持在 50%左右，明显

低于 shRNA鄄SC 组（t=17.62、12.84、9.24，P<0.05）。shRNA鄄XRCC2 组和 8 Gy 组的细胞克隆形成

数目分别为 422.7±43.4 和 389.5±24.4，shRNA鄄XRCC2+8 Gy 组细胞克隆形成数最少（223.3±32.9），

与 shRNA鄄XRCC2 组和 8 Gy 组相比，差异有统计学意义（t=8.96、9.92，P<0.01）。shRNA鄄XRCC2 组

停留在 G2/M 期的细胞增加（38.51±4.15）%，与对照组相比，差异有统计学意义（t=3.92，P<0.05）；

shRNA鄄XRCC2 组细胞的凋亡率最高，达（33.16±2.69）%，与对照组相比，差异有统计学意义（t=15.31，

P<0.01）。结论 XRCC2 基因沉默有效地抑制了体外结肠癌 T84 细胞的增殖，XRCC2 基因沉默联合

辐射促使 T84 细胞阻滞在 G2/M 期并发生细胞凋亡，从而提高了 T84 细胞对辐射的敏感性。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of silencing X鄄ray repair cross complementary gene
２（XRCC2） through shRNA interference on the radiosensitivity of colorectal cancer cells. Methods The
growth of colorectal cancer T84 cells of silencing XRCC2 was determined with MTT assay and the growth
inhibition rate of T84 cells was detected. The ability to form colonies of T84 cells after exposure to X鄄ray
radiation was examined with colony formation assay. The cell cycle distribution or cell apoptosis of T84
cells irradiated with X鄄ray radiation was performed by flow cytometric analysis. Results The cell growth of
shRNA鄄XRCC2 group slowed down markedly from the third day of cell culture and the growth inhibition
rate of shRNA鄄XRCC2 group steadily maintained about 50% , which was significantly less than that of
shRNA鄄SC group （t=17.62, 12.84, 9.24, all P<0.05）. The number of colonies formed in shRNA鄄XRCC2
cells and 8 Gy radiation cells was 422.7±43.4 and 389.5±24.4 respectively. The number of colonies in
shRNA鄄XRCC2+8 Gy radiation group was the least（223.3±32.9）, which was decreased significantly com鄄
pared with that of shRNA鄄XRCC2 group or 8 Gy group （ t=8.96 and 9.92, both P<0.01） . Cells of
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shRNA鄄XRCC2 group arrested at G2/M phase were increased, reached （38.51±4.15）%, significantly
higher than that of control group（t=3.92, P<0.05）. Cells apoptosis ratio of shRNA鄄XRCC2 group cells was
the highest, reached （33.16±2.69）%, and there were significant differences compared with that of control
（t=15.31, P<0.01）. Conclusion Knockdown of XRCC2 inhibited effectively the growth of colorectal
cancer T84 cells in vitro. Silencing XRCC2 combined with radiation led to T84 cells arrested at G2/M
phase and cells apoptosis and rendered T84 cells more sensitive to radiation.

【Key words】 Radiation; Colonic neoplasms; RNA interference; X鄄ray repair cross complementing
gene 2

肿瘤的发生是多基因、多因素共同作用的复杂

生物学过程，迄今为止还不清楚各种肿瘤的明确病

因。研究表明，DNA 损伤修复的能力在一定程度

上决定了肿瘤的发生[1-2]。及时、有效的 DNA 修复，

有利于维持生物体基因组的完整性和抑制肿瘤的发

生。人类 X 射线修复交叉互补基因（X鄄ray repair
cross complementary gene，XRCC）家族最初因其具

有对哺乳动物细胞电离辐射损伤的防护作用而被发

现，是辐射损伤后 DNA 修复不可缺少的基因 [3]。

XRCC2 是 XRCC 家族成员之一，通过 DNA 同源重

组修复途径参与 DNA 双链断裂重接。本研究采用

XRCC2 基因沉默结肠癌细胞系，观察 XRCC2 基因

沉默对结肠癌细胞体外增殖能力的影响，阐明

XRCC2 基因沉默与结肠癌细胞辐射敏感性的关系。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

DMEM/F12 培 养 基 由 美 国 Gibco 公 司 生 产 ，

XRCC2 shRNA 质粒、control shRNA 质粒、嘌呤酶

素和鼠抗人 XRCC2 单克隆抗体由上海 Santa Cruz
公司生产，Lipofectamine 2000 由美国 Invitrogen 公

司生产，MTT 和碘化丙啶由 Amressco 公司生产，

Annexin V鄄FITC kit 由美国 BD 公司生产，X 射线照

射源由美国 Rad Source 公司生产，酶标仪为美国

Thermo 公司产品，流式细胞仪由美国 Beckman 公

司生产。

1.2 细胞系和细胞培养

人结肠癌细胞系 T84 细胞（由中国医学科学院

基础医学研究所细胞资源中心提供）培养于含 10%
小牛血清、青霉素 105 μ/L、链霉素 100 mg/L 的

DMEM/F12 培养基中，在 37℃含 5%CO2 饱和湿度

条件下培养。实验分组：对照组（T84 细胞不接受

任何处理）、 shRNA鄄SC 组 [T84 细胞转染 control

shRNA 质粒，作为阴性干扰对照，control shRNA
质粒（μg）∶Lipofectamine 2000（μl）为 1 ∶4]、shRNA鄄
XRCC2 组 （稳 定 表 达 XRCC2 基 因 沉 默 的 T84/
XRCC2鄄shRNA 细胞系）、8 Gy 组 （T84 细胞接受 8
Gy X 射线照射，剂量率为 0.99 Gy/min）和 shRNA鄄XR
CC2+8 Gy 组（T84/XRCC2鄄shRNA 细胞系接受 8 Gy
X 射线照射，剂量率为 0.99 Gy/min）。

1.3 XRCC2shRNA 质粒稳定转染人结肠癌 T84细胞

将（0.5~2）×105 个人结肠癌 T84 细胞悬浮于

500 μl 不含抗生素的培养基中，接种至 24 孔培养

板。待细胞处于对数生长期时，将 1 μg XRCC2
shRNA 质粒与 20 μl Lipofectamine 2000 混合孵育，

48 h 后加入含嘌呤酶素（10 μg/ml）的培养基筛选稳

定转染的细胞。14 d 后将细胞接种于 96 孔板中，

单克隆化，在倒置显微镜下筛选稳定表达克隆，扩

大培养，建立稳定表达 XRCC2 基因沉默的 T84/
XRCC2鄄shRNA 细胞系。

1.4 Western blot 法检测沉默 XRCC2 基因的蛋白

表达

将 1×106 个人结肠癌 T84 细胞接种于 100 mm
培养皿中，以蛋白裂解液裂解细胞。采用二辛宁可

酸蛋白定量检测试剂盒（武汉博士德生物工程公司）

测定蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基磺酸钠鄄聚丙

烯酰胺胶电泳后转膜，封闭液封闭 2 h；加鼠抗人

XRCC2 单克隆抗体（1∶1000 稀释，上海 Santa Cruz
公司），4℃孵育过夜，加入辣根过氧化物酶标记的

山羊抗鼠 IgG 抗体（1∶3000 稀释，上海 Santa Cruz
公司）室温孵育 1 h，用增强化学发光法检测蛋白表

达，同时以 β鄄actin 抗体（上海 Santa Cruz 公司）为

内参。用 Quantity One version 4.6.2 软件分析条带

灰度值。

1.5 MTT 法测定结肠癌 T84 细胞的生长曲线

取对数生长期的结肠癌 T84 细胞，胰酶消化
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后计数，用 DMEM/F12 培养基重悬细胞，调整细

胞浓度为 1×104 个/ml。将细胞接种在 96 孔培养板

中，每孔接种 100 μl（即 1×103 个细胞），每组设 5
个平行孔，在 37℃、5% CO2 条件下培养。在培养

的第 1、3、5 和 7 天，加入 5 μg/ml MTT 液 20 μl，
孵育 4 h 后加入 150 μl 二甲基亚砜（天津大学科威

公司），测定 570 nm 处的吸光度（A）值，计算细胞

生长抑制率：抑制率=（实验组 A 值-对照组 A 值）/
对照组 A 值×100%。

1.6 克隆形成实验测定结肠癌 T84 细胞的克隆形

成能力

取对数生长期的结肠癌 T84 细胞，胰酶消化

后计数，用 DMEM/F12 培养基重悬细胞。将 800
个细胞接种于 55 mm 培养皿中，每组设 3 个平行

皿，置于 37℃、5%CO2 孵箱中培养。每隔 2~3 d 换

液一次，细胞培养到第 14 天弃去培养液，加入新

配制的固定液，即甲醇∶冰醋酸=3∶1，固定 5 min。

弃去固定液，待稍干燥后加入 5% 结晶紫染色液

（天津大学科威公司），当克隆着色足够时用水冲洗

残余的染色液。在显微镜下进行克隆计数，以每团

细胞数大于 50 个作为一个克隆。

1.7 流式细胞术检测细胞周期

取对数生长期结肠癌 T84 细胞，胰酶消化后

计数，按每孔 1×105 个细胞接种于 6 孔板内。待细

胞贴壁后进行 8 Gy X 射线照射。培养 24 h 后采用

胰酶消化法收集细胞，并用 PBS 缓冲液洗涤。将细

胞用预冷的 70%乙醇固定 1 h，-20℃保存。细胞检

测前用 PBS 缓冲液洗涤，离心后将细胞悬于500 μl
碘化丙啶（50 μg/ml）溶液中，4℃避光反应 30 min，

上流式细胞仪 488 nm 波长检测细胞周期分布。

1.8 流式细胞术检测细胞凋亡

取对数生长期结肠癌 T84 细胞，胰酶消化后

计数，按每孔 1×105 个细胞接种于 6 孔板内。待细

胞贴壁后进行 8 Gy 照射。培养 24 h 后采用胰酶消

化法收集细胞，用 PBS 缓冲液洗 2 次。加入 500 μl
结合缓冲液[含 10 μl Annexin V鄄FITC kit（0.5 μg/ml）
和 5 μl 碘化丙啶（5μg/ml）]，室温避光反应 30 min，

上流式细胞仪 488 nm 波长检测细胞凋亡。

1.9 统计学处理

所有数据均用 x±s 表示。采用 SPSS 16.0 统计

学软件进行分析，各组间比较采用独立样本 t 检

验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 结肠癌 T84 细胞 XRCC2 蛋白的表达

如图 1 所示，稳定转染的 shRNA鄄XRCC2 细胞

中 XRCC2 蛋白表达明显下降，与对照组细胞和

shRNA鄄SC 组 细 胞 相 比 ， 约 分 别 减 少 了 70%和

65%。结果表明，XRCC2 shRNA 质粒转染 T84 细

胞后，有效地抑制了 XRCC2 蛋白的表达，成功建

立 了 稳 定 的 XRCC2 基 因 沉 默 的 结 肠 癌 细 胞 系

（T84/ XRCC2鄄shRNA）。

2.2 结肠癌 T84 细胞体外增殖能力

对照组和 shRNA鄄SC 组细胞稳定生长，生长的

速度基本一致；而 shRNA鄄XRCC2 组细胞于培养的

第 3 天开始，与对照组和 shRNA鄄SC 组细胞相比，

增殖速度明显减慢。不同培养时间结肠癌 T84 细胞

的生长抑制率显示，从培养的第 3 天开始，shRNA鄄
XRCC2 组细胞生长抑制率一直平稳地维持在 50%
左右，明显低于 shRNA鄄SC 组（t=17.62、12.84、

9.24，P<0.05），见表 1。结果表明，沉默 XRCC2 表

达有效地抑制了体外结肠癌 T84 细胞的增殖。

图 1 RNA 干扰对结肠癌 T84 细胞 XRCC2 蛋白表达的影响

图中，XRCC2：X 射线修复交叉互补基因 2。

Fig.1 Expression of XRCC2 protein in colorectal cancer T84 cells

of silencing XRCC2
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表 1 不同培养时间结肠癌 T84 细胞的生长抑制率

（%，x±s）
Table 1 The growth inhibition rate at different culture time

of colorectal cancer T84 cells（%，x±s）

培养时间（d）
抑制率

shRNA鄄SC shRNA鄄XRCC2

1 1.1±0.2 5.3±1.6

3 5.3±1.5 46.7±8.0

5 14.8±3.5 49.9±8.8

7 22.1±4.1 49.7±9.5

注：表中，XRCC2：X 射线修复交叉互补基因 2。
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2.3 结肠癌 T84 细胞的克隆形成能力

从图 2 可见，对照组和 shRNA鄄SC 组细胞克隆

形成数目基本一致，分别为 498.5±43.5 和 512.3±
38.5；shRNA鄄XRCC2 组和 8 Gy 组的细胞克隆形成

数目明显减少，分别为 422.7±43.4 和 389.5±24.4，

与对照组细胞相比，差异有统计学意义（t=3.02、

5.35，P 均<0.05）；shRNA鄄XRCC2+8 Gy 组细胞克

隆形成数最少（223.3±32.9），与对照组细胞克隆形

成数相比，两者之间的差异 有 统 计 学 意 义（t=
12.34，P<0.01），与 shRNA鄄XRCC2 组和 8 Gy 组相

比，差异有统计学意义（t=8.96、9.92，P 均<0.01）。

结果表明，XRCC2 基因沉默联合辐射降低了结肠

癌 T84 细胞的克隆形成能力。

2.4 结肠癌 T84 细胞的细胞周期和细胞凋亡

从流式分析结果可见，8 Gy X 射线照射后，

shRNA鄄XRCC2 组 停 留 在 G2/M 期 的 细 胞 增 加

（38.51±4.15）%，与对照组和 shRNA鄄SC 组相比，差

异有统计学意义 （t=3.92、5.49，P 均<0.05），而

G0/G1 期和 S 期细胞减少；shRNA鄄XRCC2 组细胞

的凋亡率最高，达到（33.16±2.69）%，约是对照

组和shRNA鄄SC 组的 5 倍（t=15.31、12.78，P 均<
0.01）（表 2）。结果表明，XRCC2 基因沉默联合辐

射促使结肠癌 T84 细胞主要阻滞在 G2/M 期，大量

细胞发生细胞凋亡。

3 讨论

RNA 干扰（RNA interference，RNAi）技术是目

前研究基因功能、肿瘤基因失活、开发肿瘤治疗新

手段的实验工具[4-6]。它是利用与目的 mRNA 具有

同源性的 siRNA 诱发序列特异性的转录后基因沉

默，产生类似于“基因敲除”的生物表型，能够高

效、特异地抑制靶基因。RNAi 技术在转染细胞后

短期（48 h）内即可了解抑制靶基因表达后的生物学

现象，操作简便。为了建立稳定的 XRCC2 基因沉

默结肠癌细胞系，本实验采用 RNAi 技术，将 XR－
CC2 shRNA 质粒转染结肠癌 T84 细胞以降低 XR－
CC2 表达水平，转染后用嘌呤酶素进行细胞筛选。

经鉴定证实，结肠癌细胞中 XRCC2 蛋白表达被特

异地阻断，成功建立了稳定的 XRCC2 基因沉默的

结肠癌细胞系。同时本实验将 control shRNA 质粒

作为阴性干扰对照即“零乱”siRNA，其将特异性

siRNA 的序列打乱，防止与目的靶细胞中的其他基

因有同源性。

细胞失去调控进而无限生长是肿瘤细胞表型的

重要表现之一。那么沉默 XRCC2 表达对结肠癌

T84 细胞的增殖会产生什么影响？本实验发现，

XRCC2 基因沉默的细胞于培养的第 3 天开始，增

殖速度明显减慢，细胞生长抑制率平稳地维持在

50%左右，沉默 XRCC2 表达有效地抑制了体外结

肠癌 T84 细胞的增殖。克隆形成实验由于可准确

检测到存活细胞而成为辐射敏感性判定的“金标

准”[7-9]。本实验采用经典的克隆形成法观察沉默

XRCC2 表达的结肠癌细胞对 X 射线敏感性的变化，

结果发现，XRCC2 基因沉默的 T84 细胞经 X 射线

照射后，与单纯 XRCC2 基因沉默组和照射组相

比，克隆形成数显著减少，XRCC2 基因沉默大大提

高了结肠癌细胞对 X 射线的辐射敏感性。以上结果

均提示，XRCC2 有希望在结肠癌的临床放射治疗中

作为一个敏感靶向基因出现。本实验结果与 Zheng
等 [10]用 RNAi 技术沉默 XRCC2 表达，有效地提高

图 2 XRCC2 基因沉默联合辐射后结肠癌 T84 细胞的克隆

形成数目 图中，XRCC2：X 射线修复交叉互补基因 2。

Fig.2 The number of colonies formed in colorectal cancer T84

cells of silencing XRCC2 gene combined with radiation
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表 2 XRCC2 基因沉默联合辐射后 T84 细胞的细胞

周期和细胞凋亡率（%，x±s）
Table 2 The cell cycle distribution and cell apoptosis of
T84 cells of silencing XRCC2 gene combined with radiation

（%，x±s）

组别
细胞周期

细胞凋亡率
G0/G1 G2/M S

对照组 48.83±1.61 26.20±3.50 24.97±4.82 6.90±1.40

shRNA鄄SC 组 67.58±1.16 24.64±1.38 7.78±0.42 7.76±2.15

shRNA鄄
XRCC2 组

41.13±7.85 38.51±4.15 20.36±11.47 33.16±2.69

注：表中，XRCC2：X 射线修复交叉互补基因 2。

285



国际放射医学核医学杂志 2015年7月第39卷第4期 Int J Radiat Med Nucl Med, July 2015, Vol.39, No.4

了胶质母细胞瘤的辐射敏感性的结果相一致。

肿瘤细胞的辐射敏感性对肿瘤的放射治疗效果

有重要的影响。细胞周期是影响辐射敏感性的重要

因素之一。M 期细胞或接近 M 期的细胞是放射最

敏感的细胞，G2 期细胞通常较敏感，其敏感性与

M 期的细胞相似[11]。本实验发现，X 射线照射后，

XRCC2 基因沉默的结肠癌细胞处于 G2/M 期细胞

的比例增加，（38.51±4.15）%的细胞阻滞于 G2/M
期。结果提示，由于细胞从 G1 期逃逸而进入 G2
期，G2 期细胞对辐射较敏感，因此结肠癌细胞表

现出辐射敏感性的增强。

细胞凋亡不仅是影响肿瘤形成的一个重要机

制，而且是影响肿瘤放疗疗效的重要因素之一。细

胞凋亡与肿瘤细胞的辐射敏感性密切相关[12]。本实

验结果表明，XRCC2 基因沉默导致辐射诱导的大量

结肠癌 T84 细胞凋亡，凋亡率达到（33.16±2.69）%。

结果提示，降低 XRCC2 表达的细胞经辐射后对细

胞凋亡较敏感。

生物个体中 XRCC 家族的表达直接影响对

DNA 损伤的修复能力，也反映了对电离辐射的敏

感性。研究表明，当 XRCC2 缺陷时，细胞系因

DNA 修复缺陷而表现出对电离辐射的敏感性增高，

或造成个体发育阶段中的死亡[13]。我们前期研究发

现，放射诱导结肠癌细胞内 XRCC2 表达水平的异

常升高，可以抵抗射线对肿瘤细胞 DNA 的损伤作

用，造成肿瘤细胞对辐射的抗性。本研究通过沉默

结肠癌 T84 细胞 XRCC2 的表达，抑制了肿瘤细胞

的生长，增强了肿瘤细胞对辐射的敏感性，辐射敏

感性的增强与促使结肠癌细胞阻滞在 G2/M 期和促

进结肠癌细胞发生细胞凋亡相关。本研究提示，

XRCC2 基因沉默有可能作为结肠癌治疗的一种放

射增敏措施，以提高临床肿瘤放射治疗的疗效。
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