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摘要  为探讨核蛋白 Ku70 对经  射线照射后乳腺癌易感基因 BRCA1 表达的影响，本研究通过靶向升高或降

低 Ku70，观察了 Ku70 基因对 BRCA1 蛋白和 mRNA 表达水平的影响，以及 Ku70 对照射后 SGC7901、EC109、

H460 3 种肿瘤细胞 BRCA1 表达的影响。结果表明：经 siKu70 处理的 3 种肿瘤细胞 BRCA1 的蛋白和 mRNA

表达水平明显下降，并且对辐射诱导的 BRCA1 表达也有抑制作用；转染了 Ku70 高表达质粒的 3 种肿瘤细胞

BRCA1 的表达水平也较对照组明显升高，且转染后照射组 BRCA1 表达水平高于单纯照射组。结果提示，Ku70

对 BRCA1 的表达具有调节作用，可能从转录水平参与了辐射诱导的 BRCA1 升高。 
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Ku70 是一种非常丰富的核蛋白。研究发现，

Ku70 在 DNA 复制、基因转录调控、端粒结构的维

持等多种细胞活动中，均扮演着重要角色，同时，

Ku70 还是非同源未端连接途径中的重要分子[1]。 

乳腺癌易感基因（Breast cancer susceptibility 

gene 1，BRCA1）是世界上第一个被发现的家族性

乳腺癌抑癌基因[2]，该基因表达蛋白不仅能影响细

胞生长，参与细胞周期调控、基因转录调节、凋亡

等多种细胞活动，还是同源重组修复及错配修复途

径的组成分子。体外研究表明，靶向抑制 BRCA1

可以增强肿瘤的辐射敏感性[3]，而辐射本身又可诱

导 BRCA1 的表达增加。 

本实验拟通过靶向升高或降低 Ku70 来观察

Ku70 对辐射诱导的 BRCA1 表达的调节作用，以期

能初步阐明 Ku70 同 BRCA1 间的相互关系。 

1 实验材料和方法 

1.1 细胞照射条件 

肿瘤细胞均置于 137Cs γ源（加拿大原子能公司，

CAMMA-CELL40）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。 

1.2 细胞培养和分组 

人胃癌细胞系 SGC7901 和人食管癌细胞系

EC109 为本室保存，人非小细胞肺癌细胞系 H460

由白利平博士惠赠，3 种细胞系均采用含 10%胎牛

血清的 RPMI1640（美国 Gibco 公司）培养基，在

37℃、5% CO2 条件下常规培养。 

取对数生长期的细胞，弃培养液，PBS 洗两次，

加胰酶消化约 1 min，显微镜下观察到细胞变圆后，

加少量培养液，吹打混匀成细胞悬液。接种于 25 cm2

细胞培养瓶中，接种细胞数为 5×105，在 5%CO2、

37℃培养箱中过夜培养 24 h，细胞贴壁后，弃培养

液，加入目标药物。 

细胞实验分为 4 组，即空白对照组（Control

组）、单纯给药组（siKu70/Ku70）、单纯照射组（IR）、

给药加照射组（siKu70+IR/Ku70+IR），每组实验重

复 3 次。 

1.3 质粒和 siRNA 

真核细胞 Ku70 表达质粒 PGCsi3.0-hKu70 由本

实验室构建，采用 Lipofectamine™ 2 000 进行瞬时

转染。转染前将其转入 6 孔板，待肿瘤细胞处于对

数生长期时按 Lipofectamine 2000 试剂说明书进行

转染，PGCsi3.0-hKu70 表达载体 4 μg，脂质体 

Lipofectamine 2 000 10 μL，转染作用时间 6 h，同时

取 pcDNA3 质粒转染作为阴性对照组。 

Ku70 siRNA（sc-29383）为 Santa cruz 生物公

司产品，6 μL Ku70 siRNA 与 5 μL lipofectamine 

RNAiMAX（Invitrogen code：13778-150）分别加入 



第 4 期 杜利清等：Ku70 对辐射诱导的 BRCA1 表达的影响 243 

 

250 μL opti-MEM 中后，两者混匀，过 20 min 后加

入含 2.5 mL 无抗生素培养基，继续培养。取 control 

siRNA（Santa cruz sc-36869）作为阴性对照。 

1.4 real-time PCR 

提取细胞总 RNA，用反转录试剂盒将总 RNA

反转录成 cDNA 第一链。反应总体积为 20 μL，反应

条件为：42℃孵育 60 min，99℃ 5 min 终止反应，4℃ 

5 min 灭活反转录酶。实时荧光定量 PCR 在 ABI7500

荧光定量 PCR 仪上进行，反应总体积 12.5 μL。以

GADPH 为内参检测目标基因的表达水平。采用

SYBR Green 染料法进行 Real-time PCR 反应，以

2-ΔΔCt 值进行数据分析。BRCA1 引物序列：上游引

物 5，GGCTATCCTCTCAGAGTGACATTT 3，
，下游引

物 5，GCTTTATCAGGTTATGTTGCATGG 3，
；Ku70 引

物序列：上游引物 5，CCACAGGAAGAAGAGTTGGA 

3，
，下游引物 5，CTGCTCTGGAGTTGCCATGA 3，

。 

1.5 Western blot 

细胞生长至亚融合状态时收集细胞，以

MER-Pierce 裂解液裂解细胞。蛋白量按 BCA 蛋白

定量试剂盒说明书（日本 Takara 公司）测定。取

50 μg 蛋白进行不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE），电转移至聚偏二氟乙烯膜（PVDF），

用含 5%脱脂奶粉的 TBST4℃封闭过夜，加入一抗

Anti-Ku70 （ abcam ab2172 ，1∶1 000 稀释）、

Anti-BRCA1（ab16780，1∶1000 稀释），室温孵育

2 h，洗膜，加入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗

(1∶3 000)，室温孵育 1 h，ECL 化学发光法检测。

以 β-肌动蛋白（β-actin）作为内参。 

1.6 统计学方法 

数据采用 SAS9.1 统计软件进行分析。组间差

异采用方差分析，p<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 siKu70 对 BRCA1 mRNA 水平的影响 

为 了 观 察 靶 向 降 低 Ku70 对 照 射 后

BRCA1mRNA 水平的影响，本研究将 EC109、H460

和 SGC7901 3 种肿瘤细胞先经 siKu70 预处理 48 h，

再经4 Gy γ射线照射，照后2 h收集细胞，提取RNA，

real-time PCR 法检测 Ku70、BRCA1mRNA 的表达

水平，以 GADPH 为内参。结果如图 1 所示，辐射

可诱导 BRCA1mRNA 水平的升高；siKu70 单纯处

理组 BRCA1 水平较对照组明显下降（p<0.05）；而

经 siKu70 预处理后再照射的肿瘤细胞 BRCA1 较

siKu70 单纯处理组无升高。析因分析表明 siKu70

和 IR 之间存在交互作用（p<0.01），siKu70 可能对

辐射诱导的 BRCA1 的升高有抑制作用，使 3 种肿

瘤细胞均表现出相同的趋势。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  The effect of siKu70 on the expression of BRCA1 mRNA after irradiation  
(a). H460 cell line; (b). EC109 cell line; (c). SGC7901 cell line 

2.2 siKu70 对 BRCA1 蛋白表达水平的影响 

为了观察靶向降低Ku70对照射后BRCA1蛋白

表达水平的影响，本研究将 EC109、H460 和

SGC7901 细胞先经 siKu70 预处理 48 h，再经 4 Gy γ

射线照射，照后 48 h 收集细胞，提取总蛋白，

Western-blot 法检测 Ku70、BRCA1mRNA 的表达水

平，以 β-actin 为内参。结果如图 2 所示，单纯照射

组 BRCA1mRNA 表达的蛋白水平较对照组明显升 

 

高；siKu70 单纯处理组 BRCA1mRNA 表达的蛋白

水平也较对照组明显下降；而经 siKu70 预处理后再

照射的肿瘤细胞 BRCA1 较 siKu70 单纯处理组无升

高，H460 细胞还表现为轻度的降低。表明辐射可诱

导 BRCA1mRNA 的蛋白表达，而 siKu70 对辐射诱

导的 BRCA1mRNA 的蛋白表达升高具有抑制作用。

该结果同 siKu70 抑制 BRCA1mRNA 水平的结果相

一致。 
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Fig.2  The effect of siKu70 on the expression of BRCA1mRNA after irradiation 
 (a). H460 cell line; (b). EC109 cell line; (c). SGC7901 cell line 

2.3 Ku70 高表达对 BRCA1 表达水平的影响 

为了进一步验证 Ku70 对 BRCA1 的调节作用，

本 研 究 采 用 本 室 构 建 的 Ku70 高 表 达载 体

PGCsi3.0-hKu70 分别瞬时转染 EC109、H460 和

SGC7901 3 种肿瘤细胞，Western-blot 法观察 Ku70 

 

高表达 6、48 和 72 h 后 BRCA1mRNA 表达水平的

变化。结果见图 3。随着 Ku70 表达水平的升高，

BRCA1mRNA 水平也随之升高，而且 3 种细胞系均

表现出相同的趋势。 

 
 
 
 
 
 
 

Fig.3  The regulation of BRCA1 mRNA expression by Ku70 over-expression 
(a). H460 cell line; (b). EC109 cell line; (c). SGC7901 cell line 

2.4 Ku70高表达对辐射诱导BRCA1mRNA水平

的影响 

将 PGCsi3.0-hKu70 表达载体转染 EC109、H460

和 SGC7901 细胞 48 h 后，行 4 Gy γ射线照射，照

后 2 h 提取细胞 RNA，real-time PCR 实验检测

BRCA1mRNA 水平的变化。结果如图 4 所示，经 

 

 

Ku70 表达质粒转染后再照射的肿瘤细胞 BRCA1转

录水平明显高于单纯照射组（p<0.05），同单纯转染

组比较也具有显著性差异（p<0.05）；且 PGCsi3.0- 

hKu70 和 IR 之间存在交互作用（ p<0.05），

PGCsi3.0-hKu70 和 IR 相互协同作用促进 BRCA1

的升高。 

 
 
 
 
 
 
 

Fig.4  The effect of Ku70 over-expression on the transcription of BRCA1 after irradiation  
(a). H460 cell line; (b). EC109 cell line; (c). SGC7901 cell line 

3 讨论 

BRCA1 自 1994 年发现至今，一直是肿瘤研究

领域的关注点之一，BRCAl 基因定位于人类

17q21，基因全长约 100 kb, 含有 24 个外显子，其

中有 22 个外显子转录 7.8 kb 的 mRNA，编码一含

有 l,863 个氨基酸。BRCA1 是带有保守氨基酸末端

环指结构域和羧基末端转录激活域的核内分子量为
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220 kDa 磷酸化蛋白。由于该蛋白有多个功能区，

可与许多重要蛋白结合。因此，具有多种生物学功

能，参与包括细胞周期，基因和蛋白稳定，中心体

复制，DNA 损伤修复，核转录活性，细胞凋亡等

众多生物学功能，同时作为肿瘤抑制基因在肿瘤的

发生，发展，转移和放化疗中都起着重要的调节功

能[4-6]。基因芯片研究发现，外源性表达 BRCA1 能

增强或抑制某些基因的转录表达，如 P21、P27、

Gadd45、14-3-3δ、R 等[7-9]，但对于 BRCA1 表达的

调控因素相关文献报道还很少。而本研究结果表明，

抑制或增强Ku70的表达对BRCA1的转录及蛋白水

平的表达具有正调控作用。Ku70 是参与非同源未端

连接的门控蛋白[10]，BRCA1 不仅是参与 DNA 双链

断裂修复中同源重组修复的重要基因[11]，另外在错

配修复中也发挥重要的作用[12]。因此，Ku70 对

BRCA1 的调控作用，使得非同源未端连接和同源重

组修复及碱基缺失修复这 3 种修复方式协调统一起

来，该结论对于 DNA 修复的研究具有重要的意义，

但对于Ku70通过何种方式参与BRCA1的调控还需

要进一步的研究。 

辐射可诱导 BRCA1 表达上调，为探讨 Ku70

是否对辐射诱导的 BRCA1 上调也具有调控作用，

本研究采用析因设计同时观察了 Ku70 和射线对

BRCA1 表达的影响，结果显示 Ku70 和 IR 作用与

BRCA1 变化有明显相关性，其变化程度较单纯调控

Ku70 和单纯照射显著增高，提示 Ku70 可能在射线

的诱导下激活其下游基因 BRCA1，使 BRCA1 表达

量增加并且相互作用，共同完成辐射损伤后的细胞

修复。已有研究表明[13]，BRCA1 的过表达同肿瘤

患者的放疗敏感性密切相关，降低 BRCA1 表达可

以增强肿瘤的放疗敏感性，而 Ku70 作为参与非同

源未端连接的重要蛋白，同 BRCA1 一样也具有参

与肿瘤辐射抗性的特性[14]。因此，根据本研究结论

可以做出如下推断：（1）Ku70 可能是辐射诱导

BRCA1 升高的中间环节蛋白；（2）BRCA1 可能参

与了 siKu70 的辐射增敏作用，抑制 Ku70 可能具有

较 BRCA1 更有效的肿瘤辐射增敏作用，但以上推

论还需进一步实验证实。 
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Study on the regulation of BRCA1 by Ku70 induced by irradiation 

DU Liqing  WANG Yan  LIU Qiang  CAO Jia  ZHAO Peng  WANG Hong   
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ABSTRACT  To explore the effect of Ku70 on breast cancer susceptibility genes BRCA1 after irradiation, the 

BRCA1 protein and its mRNA expression after transfecting into tumor cells with siKu70 or Ku70 plasmid DNA, and 

the impact of Ku70 on BRCA1 expression in SGC7901, EC109 and H460 cell lines were investigated after irradiation. 

The results indicate that both protein and transcription of BRCA1 were obviously reduced in tumor cell lines after 

pretreated with siKu70, and siKu70 can reduce radiation-induced BRCA1. Similarly, after transfection of Ku70 plas-

mid DNA, expression of BRCA1 was higher than that of the control group meanwhile there was a significant incre-

ment of BRCA1 in irradiation group compared with that of no irradiated group. The results suggest that Ku70 gene 

might be relative to BRCA1 expression, and it might be involved in radiation-induced BRCA1 at transcriptional level. 
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