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Ku80 沉默增强鼻咽癌细胞放射敏感性并诱导凋亡
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[摘　要]	 目的：研究Ku80沉默对鼻咽癌细胞系放射敏感性和凋亡的影响。方法：qRT-PCR测定鼻咽癌细胞

系和正常鼻咽部细胞系中Ku80 mRNA的相对表达水平；将鼻咽癌细胞系CNE2分成对照组、阴性

对照ShRNA组及Ku80 ShRNA组，分别不感染慢病毒、感染阴性ShRNA慢病毒、感染Ku80 shRNA

慢病毒，测定3组的感染效率，将上述3组细胞分别照射0，2，4，6，8及10 Gy，测定三组细胞存

活率；流式细胞术测定细胞凋亡率。结果：Ku80 mRNA在鼻咽癌细胞系CNE2，CNE1，HONE-1

及C666中相对表达量分别为9.0±0.9，8.0±0.3，5.0±0.4及4.0±0.2，Ku80 mRNA在正常鼻咽上皮细

胞系NP69中的相对表达量为1.0，Ku80 mRNA在鼻咽癌细胞系中的相对表达量显著高于正常鼻咽

上皮细胞系NP69，差异有统计学意义(P<0.05)。慢病毒感染后，Ku80 shRNA组Ku80 mRNA的相对

表达量为0.1±0.03，显著低于阴性对照shRNA组的0.93±0.04，差异有统计学意义(P<0.001)；Ku80 

shRNA组Ku80蛋白相对表达量为0.15±0.05，显著低于阴性对照shRNA组的1.0，差异有统计学意

义(P<0.001)。Ku80 shRNA组的细胞存活率显著低于对照组和阴性对照shRNA组；照射后48 h，

Ku80 ShRNA组细胞凋亡率为20.0%±0.9%，对照组及阴性对照ShRNA组凋亡率分别为4.3%±0.8%，

5.0%±0.8%，Ku80 ShRNA组凋亡率显著高于对照组和阴性对照ShRNA组。结论：Ku80沉默表达可

增强鼻咽癌细胞放射敏感性，并诱导细胞凋亡，沉默Ku80表达有望成为鼻咽癌放射增敏的靶点。
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Silencing expression of Ku80 enhances the radiosensitivity 
and induces apoptosis in nasopharyngeal carcinoma cell
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Abstract Objective: To investigate the effect of silencing Ku80 expression on radiosensitivity and apoptosis in nasopharyngeal 

carcinoma cell. Methods: qRT-PCR was used to measure the expression level of Ku80 mRNA in nasopharyngeal 

carcinoma cell and normal nasopharyngeal cell. The CNE2 cells were divided into three groups: a control group 

transfect with no lentiviral, a negative control ShRNA group transfect with negative control lentiviral, and a Ku80 

ShRNA group transfect with Ku80 shRNA lentiviral. The transfect efficiency was compared between the 3 groups. 

These 3 groups were irradiated with 0, 2, 4, 6, 8 and 10 Gy. The cell survival rate was measured and compared in 
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鼻咽癌是我国南方地区的高发性恶性肿瘤，

是一种上皮源性的恶性肿瘤。鼻咽癌的首选治疗

方 式 为 放 射 治 疗 。 总 的 来 说 ， 鼻 咽 癌 放 疗 5 年 生

存率为40%~70%。晚期鼻咽癌患者放疗5年生存率

仅为2 0 % ~ 4 0 % [ 1 ]。尽管临床同一分期的鼻咽癌患

者经过同等的放疗技术和剂量的治疗后，仍出现

5年内20%~40%的射野内复发率 [2]。导致鼻咽癌放

疗效果不理想的原因可能与放射后肿瘤细胞DNA

双链断裂(D N A  d o u b l e - s t r a n d  b rea k， D S B)修复

有关。人类DSB修复方式为以D N A依赖蛋白激酶

(DNA-dependent protein kinase，DNA-PK)为主的

非同源重组末端修复(nonhomologous end-joining，

NHEJ)[3]。Ku80蛋白(ATP-dependent DNA helicase 

2 subunit Ku80)为DNA-PK的调节亚单位，具有多

种生物活性，参与DNA转录调节，在NHEJ途径中

发挥重要作用 [4]。近期已有研究 [5-7]报道Ku80与肺

癌、卵巢癌及骨肉瘤等恶性肿瘤的放化疗敏感性

相关。本研究通过在鼻咽癌细胞系中沉默Ku80的

表达，观察其对放疗增敏的效应，以期为鼻咽癌

放疗增敏提供新的治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  材料

鼻咽癌细胞系CNE1，CNE2，HONE-1，C666

及正常人鼻咽上皮细胞系NP69均购自中国医学科

学院，胰酶、胎牛血清、R PM I  1 6 4 0培养基购自

美国Gibco公司。实验所需的一抗购自美国Santa-

Cr uz公司。慢病毒包装质粒由广州锐博生物科技

公司合成，聚凝胺Polybrene购自美国Sigma公司，

引物设计及合成由广州锐博生物科技公司完成。

K u 8 0  S h R N A 设计的序列如下：目的片断作用于

Ku80编码区的1 438~1 456位，斜体显示：5'-GAT

CCGACAGACACCCTTGAAGACCTGGTCTCTTCAA

GGGTGTCTGTCTTTTTG -3'，5'-A ATTCA A A A AG

ACAGACACCCTTGAAGACGACCAGGTCTTCAAGG

GTGTCTGTCG -3'；NTC- SHRNA，5'-GATCCGAC

TTCATAAGGCGCATGCCTGGTCGCATGCGCCTTA

TGAAGTCTTTTTG3'，5'-A ATTCA A A A AGACTTC

ATAAGGCGCATGCGACCAGGCATGCGCCTTATGA

AGTCG-3'；Oligo 98 ℃变性5 min，缓慢冷却至室

温然后直接用于连接，克隆至miR-ZIP lenti-vectors 

(SBI)，以BamHI/EcoRI克隆。

1.2  慢病毒包装与感染

取慢病毒包装质粒1.5 μg，ShRNA慢病毒质粒

0.5 μg，用罗氏转染试剂以DNA(μg):转染试剂(μL)

为1:2共转染至接种于6孔板的HEK293T细胞中，转

染48 h后，收集细胞培养液，即慢病毒液。此慢病

毒液可直接感染CNE2细胞，加入终浓度为8 μg/mL

的Poly brene，慢病毒感染24 h后，更换新鲜培养

基，继续培养24 h，加入Puromycin筛选3~5 d，待

细胞不死亡，即提示稳定细胞株构建成功。

1.3  细胞培养、慢病毒感染及分组

将鼻咽癌细胞系CN E 1，CN E 2，H O N E - 1，

C666及正常人鼻咽上皮细胞系NP69培养于含10%

小牛血清、1%双抗的RPMI 1640培养基中，于5% 

these 3 groups. And apoptosis rate was also tested. Results: The expression levels of Ku80 mRNA in CNE2, CNE1, 

HONE-1 and C666 cell line were 9.0±0.9, 8.0±0.3, 5.0±0.4, 4.0±0.2, which was significantly higher than 1.0 in 

the normal nasopharyngeal epithelium cell line, NP69, the difference was statistically significant (P<0.05). The 

expression level of Ku80 mRNA in Ku80 shRNA group was 0.1±0.03, which was significantly lower than 0.93±0.04 

in the negative control ShRNA group, the difference was statistically significant (P<0.001). The expression level of 

Ku80 protein was 0.15±0.05 in the Ku80 shRNA group after lentiviral transfection, which was significantly lower than 

1.0 in the negative control ShRNA group (P<0.001). The cell survival rate in the Ku80 shRNA group was significantly 

lower than that in the control and the negative shRNA control group. The apoptosis rate of the Ku80 ShRNA group 

was 20.0%±0.9%, which was significantly higher than 4.3%±0.8% in the control group and 5.0%±0.8% in the negative 

shRNA control group. Conclusion: Silencing of Ku80 via shRNA interference can enhance the radiosensitivity and 

induce apoptosis in nasopharyngeal carcinoma cell. Silencing Ku80 expression may become a target of enhancement 

of the radiosensitivity in nasopharyngeal carcinoma.
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CO 2、37 ℃条件下培养。将CNE2细胞分成3组：

对照组、阴性对照ShRNA组及Ku80 ShRNA组，分

别不感染慢病毒、感染阴性ShR NA慢病毒、感染

Ku80 ShRNA慢病毒。构建成稳定细胞株后，可行

后续实验。

1.4  细胞照射

将对照组、阴性对照ShRNA组及Ku80 ShRNA

组细胞在感染后48 h消化成单细胞悬液，分别接种

细胞于60 mm培养皿中，5% CO2培养箱内37 ℃培养

24 h后，使用直线加速器将上述3组细胞分别照射

0，2，4，6，8及10 Gy，照射时间为30 min，单次

吸收剂量照射(6 MV X线，剂量为300 cGy/min)。 

照射完成后吸出培养液，PBS漂洗后用0.1%结晶紫

溶液固定染色20 min，在低倍显微镜下标记≥50个

细胞的克隆，肉眼计数克隆数。然后计算存活分

数，绘制生长曲线。

1.5  细胞凋亡检测

采用A n n e x i n  V / P I染色检测，将对照组、阴

性对照S h R N A组及K u 8 0  S h R N A组细胞消化成单

细胞悬液后，PBS漂洗2次，并使用Binding Buffer

重悬，加入相应比例的Annex in V抗体，避光染色 

10 min后加入适量PBS溶液及PI染料，流式细胞仪检

测Annexin V阳性细胞比例来确定细胞凋亡的变化。

1.6  Western 印迹

对照组、阴性对照ShRNA组及Ku80 ShRNA组

细胞使用R IPA细胞裂解液冰上裂解30 min后，加

入相应比例蛋白上样缓冲液，沸水浴10 min后得到

Western印迹样本，按30 μg的上样量加入Western印

迹预制胶，5 0  V恒压待样本溴酚蓝跑至浓缩胶与

分离胶分界线时，切换至120 V恒压，溴酚蓝跑至

胶板底部时，400 mA恒流将蛋白样本转至PVDF膜

上，加Ku80 (1:200)和GAPDH(1:200)一抗孵育过

夜，二抗(1:500)37 ℃孵育2 h，PBST漂洗，ECL液

显影，Quantity One 1-D分析软件对蛋白印迹条带

进行定量。目的蛋白相对表达量=目的蛋白测定灰

度值/GAPDH灰度值，实验重复3次，取平均值。

1.7  实时定量 PCR(qRT-PCR)

采 用 T R I z o l 试 剂 提 取 3 组 细 胞 总 R N A ， 取 各

组 总 R N A  1  µ g ， 按 c D N A 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书

反 转 录 为 c D N A 。 引 物 序 列 ： K u 8 0 上 游 引 物 ：

5 ' - C C C TG C C G A C TG A C C AT T- 3 ' ，下游引物：

5'-CGCCGACTTGAGGATTAGC-3'；GAPDH上游

引物：5'-ACGGATTTGGTCGTATTGGG-3'，下游

引物：5 ' -TG AT T T TG G AG G G ATCTCG C - 3 '。反

应条件：94 ℃  10 s，60 ℃  30 s，68 ℃  2 min，共  

4 0 个 循 环 。 相 对 定 量 以 内 参 G A P D H 进 行 标 准

化 ， 按 q RT- P C R 说 明 书 要 求 配 制 反 应 体 系 进 行

P C R 扩 增 反 应 。 采 用 2 −∆∆C t法 计 算 基 因 的 相 对 表  

达量。

1.8  统计学处理

采 用 S P S S  2 0 . 0 统 计 软 件 进 行 分 析 。 数 据 用

均 数 ± 标 准 差 ( x ± s ) 表 示 ， 组 间 比 较 采 用 t 检 验 ，

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  Ku80 基因在鼻咽癌细胞系中高表达

qRT-PCR结果示：Ku80 mRNA在鼻咽癌细胞系

CNE2，CNE1，HONE-1及C666中相对表达量分为

9.0±0.9，8.0±0.3，5.0±0.4及4.0±0.2，Ku80 mRNA

在 正 常 鼻 咽 上 皮 细 胞 系 N P 6 9 中 的 相 对 表 达 量 为

1.0，Ku80 mRNA在鼻咽癌细胞系中的相对表达量

显著高于正常鼻咽上皮细胞系NP69，差异有统计

学意义(P<0.01，图1)。

图1 Ku80 mRNA在鼻咽癌细胞系及正常细胞系中的表达

Figure 1 Expression of Ku80 mRNA in in nasopharyngeal 

carcinoma cell and normal nasopharyngeal cell line

与正常细胞比较，**P<0.01。

Compared with normal cells, **P<0.01.
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2.2  转染效率的测定

慢病毒转染后， q RT- P C R 示： K u 8 0  S h R N A

组Ku80 mR NA的相对表达量为0.1±0.03，显著低

于 阴 性 对 照 S h R N A 组 的 0 . 9 3 ± 0 . 0 4 ， 差 异 有 统 计

学意义(P<0.001)；Western印迹示：Ku80 ShRNA

组 K u 8 0 蛋白相对表达量为 0 . 1 5 ± 0 . 0 5 ，显著低于

阴 性 对 照 S h R N A 组 的 1 . 0 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.001，图2)。
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图3 三组在不同照射剂量下细胞存活率的比较 

Figure 3 Comparison of cell survival rate in three groups 

under different exposure dose

组间比较，*P<0.05。

Comparison among the three groups, *P<0.05.

图2 三组转染效率的测定

Figure 2 Transfect efficiency of three groups 

(A)Ku80 mRNA的相对表达量；(B)Western印迹示3组Ku80蛋白的表达；(C)3组Ku80蛋白的表达。

(A) Relative expression level of Ku80 mRNA in three groups; (B) Expression level of Ku80 protein in three groups by Western blot;  

(C) Expression of Ku80 protein in three groups.
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2.3  Ku80 沉默表达增加 CNE2 细胞放疗敏感性

对照组、阴性对照 S h R N A 组及 K u 8 0  S h R N A

组细胞存活率随着放射计量的增加而降低，Ku80 

Sh R N A组的细胞存活率显著低于对照组和阴性对

照ShRNA组，差异有统计学意义(P<0.05)，对照组

和阴性对照Sh R N A组两组间细胞存活率差异无统

计学意义(P<0.05，图3)。

2.4  Ku80 沉默表达促进 CNE2 细胞在放疗过程中

的凋亡

在6 MV X射线照射10 Gy后，照射后0，24 h对照

组、阴性对照ShRNA组及Ku80 ShRNA组细胞凋亡率

差异无统计学意义(P>0.05)；在48 h，Ku80 ShRNA

组细胞凋亡率为20 .0%±0. 9%，对照组及阴性对照

ShRNA组凋亡率分别为4.3%±0.8%，5.0%±0.8%，

Ku80 ShRNA组凋亡率显著高于阴性对照ShRNA组

(P<0.05，图4)。
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3  讨论

鼻咽癌是一种首选放射治疗的头颈部肿瘤，临

床上并不首先推荐单独化疗或手术治疗[8]。放射敏

感性是影响鼻咽癌放疗效果和远期生存率的关键因

素[9]。如何增强放射敏感性是鼻咽癌领域的研究热

点。近年来放疗后DNA损伤修复被认为是放射增

敏的潜在靶点。由Ku70和Ku80两个亚基组成的Ku
蛋白是DNA损伤修复中的关键因子 [10]。Ku80蛋白

在X射线照射所致DSB的NHEJ修复中起着感受器的

作用，阻断Ku80表达可有效减少DSB的修复，从而

促进受照射细胞的凋亡，增强放射敏感性[11]。已有

研究[11-12]表明下调Ku80蛋白表达增强了多种恶性肿

瘤细胞的放射敏感性。Harima等[12]报道：在卵巢癌

中，Ku80表达阴性的卵巢癌放疗敏感性强于表达

阳性者，Ku80表达阴性的卵巢癌病人预后更佳。

在肺癌中，Ku80较正常肺组织高表达，沉默Ku80
可能成为增加放疗敏感性的一个靶点[5]。在卵巢癌

HeLa细胞系中，RNA干扰Ku80的表达后，可诱导

HeLa细胞系G2/M细胞周期阻滞，沉默Ku80表达可

增强放疗敏感性[6]。在骨肉瘤中，沉默Ku80表达可

缩短骨肉瘤细胞系U2OS的端粒长度，并且增强其

放疗敏感性[7]。庄亮等[13]对41例宫颈癌组织行免疫

组织化学染色，发现Ku80的阳性率为0.73%，Ku80
的表达水平可预示肿瘤细胞的放射敏感性，抑制

Ku80的表达可促进 HeLa细胞的放疗敏感性。

Ku80蛋白在多种肿瘤组织中均有表达，包括

人体鼻咽癌组织。已有研究 [14]表明Ku80的表达与

TNM分期有关，这说明Ku80可能与鼻咽癌的转移

行为相关。针对头颈部鳞癌中放射性DNA损伤修

复相关蛋白的分析表明Ku80在约50%的肿瘤中高表

达，相比其他因子，Ku80高表达可作为放疗后局

部失败和死亡的一个独立预测因子[3]。Kuribayashi
等 [15]利用一种组蛋白脱乙酰酶抑制剂作用于头颈

鳞癌细胞系SQ -20B，结果显示该抑制剂明显增加

照射后DNA损伤，有效抑制Ku80的表达，从而增

强细胞的放射敏感性。

本研究在鼻咽癌细胞系和正常细胞系中检测
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图4 三组细胞凋亡率的比较

Figure 4 Comparison of apoptosis rate in three groups 

(A)流式细胞术测定3组细胞凋亡率；(B)3组细胞凋亡率比较。

(A) Apoptosis rate of three groups was measured by flow cytometry; (B) Apoptosis rate of three groups was compared.
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Ku80的表达水平，发现Ku80在鼻咽癌细胞系中高

表达，通过慢病毒转染后，Ku 8 0  Sh R N A组Ku 8 0 
mRNA和蛋白质表达水平显著低于对照组和阴性对

照ShRNA组，表示转染成功，转染效率可靠。进一

步行放疗照射发现Ku80 ShRNA组的细胞存活率显

著低于对照组和阴性对照ShRNA组，对照组和阴性

对照shRNA组两组间细胞存活率无显著性差异。表

明下调Ku80表达可显著增加鼻咽癌细胞系的放疗

敏感性。行流式细胞术发现：在48 h，Ku80 ShRNA
组细胞凋亡率为20.0%±0.9%，对照组及阴性对照

ShRNA组凋亡率分别为4.3%±0.8%、5.0%±0.8%，

Ku80 ShRNA组凋亡率显著高于对照组和阴性对照

ShRNA组。提示下调Ku80表达增加鼻咽癌细胞系

放疗敏感性的机制可能与凋亡率增加有关。

当然，本研究也存在一些不足之处，如Ku80
蛋白在体内所起的作用如何，在体外所起的肿瘤

生物学作用是否能合理外推到体内，尚值得在基

因敲除鼠中进行进一步研究。

综上，本研究从mRNA和蛋白水平初步探讨了

沉默Ku80表达对鼻咽癌细胞放疗增敏的作用，且

沉默Ku80表达诱导凋亡，这为鼻咽癌放射增敏提

供了实验依据，可能成为鼻咽癌放疗增敏的一个

治疗靶点。
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