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肝癌及不同发育阶段小鼠肝组织中ＤＮＡＰＫｃｓ的表达及其对细胞增殖
作用的研究
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３．军事医学科学院放射毒理学研究室，北京１００８５０

［摘要］　目的：研究ＤＮＡ依赖蛋白激酶催化亚基（ＤＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔ，ＤＮＡＰＫｃｓ）在小鼠不同发育阶

段肝脏组织和肿瘤组织中的表达，明确其促细胞增殖和在肿瘤发生发展中的作用及机制。方法：采用免疫组织化学方法和蛋白

印迹检测小鼠不同发育阶段肝脏组织和肿瘤组织中ＤＮＡＰＫｃｓ的蛋白表达。通过干扰ＲＮＡ技术沉默肝肿瘤 ＨｅｐＧ２细胞中

ＤＮＡＰＫｃｓ的表达，通过细胞增殖实验和裸鼠致瘤实验观察肿瘤细胞增殖和致瘤能力的变化。蛋白印迹法检测细胞增殖相关信

号通路蛋白ｐＧＳＫ３β和ｃｍｙｃ的表达水平。结果：在发育过程中，随着细胞增殖能力降低，肝组织中ＤＮＡＰＫｃｓ表达水平下降，

在成年鼠肝组织中ＤＮＡＰＫｃｓ只有微弱表达。而在肿瘤组织细胞中ＤＮＡＰＫｃｓ表达显著增高（Ｐ＜０．０１）。细胞生长曲线结果显

示，ＤＮＡＰＫｃｓ表达抑制后，ＨｅｐＧ２细胞增殖能力受到明显抑制（Ｐ＜０．０１），致瘤能力也显著降低。信号通路蛋白分析发现ＤＮＡ

ＰＫｃｓ抑制导致ＧＳＫ３β磷酸化水平和ｃｍｙｃ蛋白水平降低（Ｐ＜０．０１）。结论：ＤＮＡＰＫｃｓ表达水平与肝脏细胞的增殖能力密切相

关。ＤＮＡＰＫｃｓ的高表达可能通过调节细胞的增殖，参与肝脏肿瘤的发生和发展过程，作用机制和 Ｗｎｔ／ＧＳＫ／ｃｍｙｃ信号通路相关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１１）：１２１７１２２０］

　　ＤＮＡＰＫｃｓ （ＤＮＡｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
ｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔ）属磷脂酰肌醇３激酶相关蛋白激
酶（ＰＩＫＫ）家族的成员，具有丝氨酸／苏氨酸激酶活
性，在ＤＮＡ双链断裂（ＤＳＢ）非同源末端重组修复
（ＮＨＥＪ）、Ｖ （Ｄ）Ｊ重组、端粒维护和Ｇ２周期检测点
反应中发挥重要的作用［１３］。目前关于ＤＮＡＰＫｃｓ
在肿瘤发生、发展过程中确切的作用机制还未被阐
明。研究报道，在肿瘤组织细胞中ＤＮＡＰＫｃｓ常存
在高表达状态［４５］，而且ＤＮＡＰＫｃｓ的表达水平与肿
瘤的恶性程度和治疗预后密切相关。Ｕｍ等［６］发现

在转移性肿瘤细胞中ＤＮＡＰＫｃｓ的活性和蛋白表达
高于肿瘤母细胞，推测ＤＮＡＰＫｃｓ可能与肿瘤转移
有关。Ｏｒｔｉｚ等［７］发现ＤＮＡＰＫｃｓ高表达的膀胱癌
细胞对Ｘ线有明显的辐射抗性，采用ＤＮＡＰＫｃｓ抑
制剂ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ处理后，其辐射敏感性显著提高。

ＤＮＡＰＫｃｓ的表达下调还有助于提高人宫颈癌细胞
对顺铂治疗的敏感性［８］。考虑到过度增殖和异常分
化是恶性肿瘤组织的主要特征，本研究通过观察

ＤＮＡＰＫｃｓ在具有不同增殖和分化状态下的胚胎肝
组织和肝癌组织中的表达情况，探讨ＤＮＡＰＫｃｓ在
细胞增殖和肿瘤发生发展中的意义，并且通过细胞
增殖作用通路相关因子的表达分析，探讨 ＤＮＡ
ＰＫｃｓ促增殖作用的机制。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２和通过干扰

ＲＮＡ技术沉默ＤＮＡＰＫｃｓ表达的ＨｅｐＧ２Ｈ１（稳定
转染ＤＮＡＰＫｃｓ１１６３７～１１６５５位点ｓｉＲＮＡ）及转染
对照质粒的 ＨｅｐＧ２ＮＣ细胞（由军事医学科学院放
射毒理学研究室建立），用含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），于５％ＣＯ２孵箱３７℃、
饱和湿度条件下培养。

１．２　动物、试剂与材料　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雄性，４～６
周龄，购自北京实验动物研究中心，同系裸鼠购自上
海动物中心。细胞总蛋白裂解液购自Ｐｉｅｃｅ公司，

０．４５μｍＮＣ膜购自Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；ｐＧＳＫ３β抗体购
自ＣＳＴ公司；ＤＮＡＰＫｃｓ抗体（Ｈ１６３）、ｃｍｙｃ抗体
（９Ｅ１０）、βａｃｔｉｎ抗体（Ｉ１９）和ＥＣＬ显色检测试剂盒购
自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；辣根过氧化酶标记的二抗购自北
京中山公司；其他试剂均为分析纯产品。ＤＮＡＰＫｃｓ
鼠源性ＳＡＢＣ（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘｍｅｔｈｏｄ）免

疫组化试剂盒购于武汉博士德生物技术公司。

１．３　免疫组化染色　不同时期小鼠胚胎、幼鼠和成
鼠肝组织通过石蜡包埋法制作组织切片。切片经常
规脱蜡，室温孵育，消除内源性过氧化物酶活性，蒸
馏水冲洗，ＰＢＳ浸泡，抗原修复后，滴加１∶１００抗

ＤＮＡＰＫｃｓ抗体，４℃ 过夜，次日滴加１∶１００生物素
标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ及１∶１００ＨＩＧＨ２ＳＡＢＣ，

ＤＡＢ显色，苏木精复染。以不加一抗的组织切片作
阴性对照，以已知阳性反应片作阳性对照。胞质中
出现明显棕黄色颗粒为ＤＮＡＰＫｃｓ蛋白阳性。

１．４　蛋白质印迹法检测蛋白表达　分别抽提不同
发育阶段小鼠肝组织及ＨｅｐＧ２培养细胞总蛋白，经考
马斯亮蓝法定量，取４０μｇ总蛋白上样，经十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后将蛋白转移
到ＮＣ膜上，１５％脱脂奶粉室温封闭１～２ｈ，与一抗室
温作用１～２ｈ，辣根过氧化酶标记的二抗室温作用１ｈ
后显影。分别检测ＤＮＡＰＫｃｓ、ｐＧＳＫ３β和ｃｍｙｃ的
蛋白表达水平，并以βａｃｔｉｎ为内参。

１．５　细胞生长曲线测定　ＨｅｐＧ２细胞、ＨｅｐＧ２Ｈ１
细胞及 ＨｅｐＧ２ＮＣ细胞以每孔１×１０４接种于２４孔
板中，于ＣＯ２培养箱中常规培养，待细胞贴壁后次日
起，每天取３个孔，消化后用锥虫蓝染色，细胞计数
求均值，连续５ｄ，以每孔每剂量活细胞均值绘制生
长曲线，重复实验３次。

１．６　裸鼠致瘤实验 　分别收集 ＨｅｐＧ２细胞、

ＨｅｐＧ２Ｈ１细胞及 ＨｅｐＧ２ＮＣ细胞（１×１０７／样品），
接种到裸鼠颈背部皮下，常规饲养４周，观察成瘤率
和裸鼠肿瘤生长情况。

１．７　统计学处理　计量数据用珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１１．５软件包，以单因素方差分析处理实验数
据，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＤＮＡＰＫｃｓ在不同发育阶段小鼠肝组织和肿
瘤细胞中的表达　随着发育过程中细胞增殖能力的
下降和分化水平的升高，ＤＮＡＰＫｃｓ蛋白在组织中
的表达水平不断下降。在１个月龄以后的幼鼠和成
鼠肝组织中，ＤＮＡＰＫｃｓ的表达水平非常微弱（图

１）。蛋白印迹法检测结果显示，与成鼠肝组织相比，
增殖能力强的早期胚胎肝组织和肝癌组织细胞中的

ＤＮＡＰＫｃｓ表达水平显著增高（Ｐ＜０．０１，图２）。
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图１　免疫组化染色检测ＤＮＡＰＫｃｓ蛋白在不同发育阶段小鼠肝组织中的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＮＡＰＫｃｓｉｎｍｏｕｓｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＩＨＣ
Ａ：Ｅｍｂｒｙｏ７ｄ；Ｂ：Ｅｍｂｒｙｏ９ｄ；Ｃ：Ｅｍｂｒｙｏ１４ｄ；Ｄ：Ｅｍｂｒｙｏ１７ｄ；Ｅ：Ｙｏｕｎｇｍｉｃｅ１ｄ；Ｆ：Ｙｏｕｎｇｍｉｃｅ１ｗｅｅｋ；Ｇ：Ｙｏｕｎｇｍｉｃｅ１ｍｏｎｔｈ；Ｈ：Ａｄｕｌｔｍｉｃｅ

图２　ＤＮＡＰＫｃｓ在不同发育阶段

小鼠肝组织和肿瘤细胞中的表达

Ｆｉｇ２　ＤＮＡＰＫｃｓｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｈｅｐａｔｏｍａｔｉｓｓｕｅｓ
Ｔ：Ｈｅｐａｔｏｍａ；Ｅ９Ｅ１７：Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｐｈａｓｅ（ｄ）；Ｙ１Ｙ３０：Ｙｏｕｎｇｍｉｃｅ
（ｄ）；Ａ：Ａｄｕｌｔｍｉｃｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓａｄｕｌｔｍｉｃｅ

２．２　ＤＮＡＰＫｃｓ表达沉默抑制ＨｅｐＧ２细胞增殖　细
胞生长曲线测定结果显示，ｓｉＲＮＡ介导的ＤＮＡＰＫｃｓ
表达沉默后的 ＨｅｐＧ２Ｈ１细胞与未转染ｓｉＲＮＡ的

ＨｅｐＧ２细胞相比，细胞生长速度明显减慢（Ｐ＜０．０１）；
而转染对照质粒的 ＨｅｐＧ２ＮＣ细胞与 ＨｅｐＧ２细胞生
长速度无明显差异，见图３。这说明ＤＮＡＰＫｃｓ的表
达状态与恶性细胞的增殖能力相关。

２．３　ＤＮＡＰＫｃｓｓｉＲＮＡ转染对ＨｅｐＧ２细胞致瘤的影
响　选取转染ｓｉＲＮＡ的 ＨｅｐＧ２Ｈ１细胞与对照的

ＨｅｐＧ２细胞，进行裸鼠致瘤试验，结果显示，对照的

ＨｅｐＧ２细胞致瘤率达８０％（８／１０），而转染ＤＮＡＰＫｃｓ
ｓｉＲＮＡ后的 ＨｅｐＧ２Ｈ１细胞致瘤率仅３０％（３／１０）。
而且在肿瘤细胞移植后４周，接种 ＨｅｐＧ２Ｈ１细胞的
裸鼠生长肿瘤明显小于接种对照ＨｅｐＧ２细胞组，肿瘤
直径分别为（１．８±０．３５）ｃｍ和（４．５±０．７４）ｃｍ。

２．４　ＤＮＡＰＫｃｓ沉默细胞中ｐＧＳＫ３β和ｃｍｙｃ的
蛋白表达　蛋白质印迹法检测结果显示，在转染

ＤＮＡＰＫｃｓｓｉＲＮＡ的 ＨｅｐＧ２Ｈ１细胞中，ｐＧＳＫ３β

蛋白的表达水平显著下降，ｃｍｙｃ的蛋白表达明显降
低，与对照的 ＨｅｐＧ２细胞相比差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０１）；而转染空质粒的 ＨｅｐＧ２ＮＣ 细胞与

ＨｅｐＧ２细胞相比，ｐＧＳＫ３β和ｃｍｙｃ蛋白的表达水
平均无明显差别（图４）。

图３　ＤＮＡＰＫｃｓ表达沉默对ＨｅｐＧ２细胞生长的影响

Ｆｉｇ３　ＤＮＡＰＫｃｓｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｈｉｂｉｔｅｄ

ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＨｅｐＧ２ｃｅｌｌ；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

图４　转染ＤＮＡＰＫｃｓｓｉＲＮＡ的ＨｅｐＧ２Ｈ１
细胞中ｐＧＳＫ３β和ｃｍｙｃ蛋白表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＧＳＫ３βａｎｄｃｍｙｃｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎＨｅｐＧ２Ｈ１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＤＮＡＰＫｃｓｓｉＲＮＡ

３　讨　论

　　ＤＮＡＰＫｃｓ作为磷脂酰肌醇激酶家族成员，可以
磷酸化ＳＰ１、ｐ５３、有机阳离子转运体Ｏｃｔ１等与转录相
关的蛋白质，是一个具有多种功能的转录调控因子。
研究发现在多种肿瘤组织如结肠癌［９］、肝癌［１０］、脑
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癌［４］等组织中，ＤＮＡＰＫｃｓ活性以及蛋白和ｍＲＮＡ水
平均高于正常组织。而且在成熟发育的不同时期，

ＤＮＡＰＫｃｓ的表达水平有显著差异，如生殖细胞减数
分裂前ＤＮＡＰＫｃｓ表达水平明显高于分裂后；而一些
没有增殖能力的细胞根本不表达ＤＮＡＰＫｃｓ或ＤＮＡ
ＰＫｃｓ蛋白表达非常微弱［９］。这说明ＤＮＡＰＫｃｓ的表
达状态与细胞增殖分化有关。我们通过在小鼠胚胎和
幼鼠及成鼠比较ＤＮＡＰＫｃｓ的表达分析，ＤＮＡＰＫｃｓ
蛋白在增殖能力旺盛的胚胎早期组织表达最高，发现
随着发育过程中细胞增殖能力的下降和分化水平的升

高，ＤＮＡＰＫｃｓ在组织中的表达水平不断下降。在晚
期幼鼠和成年鼠肝组织中，ＤＮＡＰＫｃｓ的表达水平非
常微弱。而在细胞增殖能力异常增强肝癌组织中，

ＤＮＡＰＫｃｓ明显提高。我们的结果进一步证明ＤＮＡ
ＰＫｃｓ的表达与细胞增殖能力密切相关。

　　细胞生长曲线结果表明，ｓｉＲＮＡ介导的ＤＮＡ
ＰＫｃｓ表达沉默后的 ＨｅｐＧ２Ｈ１细胞与未转染ｓｉＲ
ＮＡ的 ＨｅｐＧ２细胞相比，细胞生长速度明显减慢；而
且细胞的裸鼠致瘤能力显著降低，表现为细胞致瘤
率下降和裸鼠移植肿瘤的生长速度降低，提示ＤＮＡ
ＰＫｃｓ表达变异可能通过调节恶性细胞的生长能力，
影响肿瘤细胞的恶性表型。

　　在 ＤＮＡＰＫｃｓ沉默后的 ＨｅｐＧ２Ｈ１中进行相
关蛋白因子分析发现，转染ＤＮＡＰＫｃｓ表达抑制后
导致ＧＳＫ３β蛋白的磷酸化水平和ｃｍｙｃ的蛋白表
达明显降低，与对照的 ＨｅｐＧ２细胞相比有显著差
异。由于ＧＳＫ３是 Ａｋｔ的负调控底物，ＤＮＡＰＫｃｓ
表达下降的同时，使得Ａｋｔ磷酸化水平下降，活性降
低，从而使 ＧＳＫ３磷酸化水平降低，活性增强，促进
了ｃｍｙｃ蛋白的泛素化降解，ｃｍｙｃ蛋白表达下降。
提示ＤＮＡＰＫｃｓ调控细胞增殖的作用可能与 Ｗｎｔ／

ＧＳＫ／ｃｍｙｃ信号通路有关。在正常情况下，细胞质
中的βｃａｔｅｎｉｎ和许多蛋白，如大肠腺瘤息肉蛋白
（ＡＰＣ）、酪蛋白激酶（ｃａｓｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＣＫ）、糖原合成
激酶（ＧＳＫ３β）等形成蛋白复合物

［１１］。在肿瘤细胞
中，Ｗｎｔ蛋白与跨膜受体ｆｒｉｚｚｅｌｄｓ以及共同受体低
密度脂蛋白受体相关蛋白（ＬＲＰ５，ＬＲＰ６）结合，激
活 Ｗｎｔ通路，抑制βｃａｔｅｎｉｎＣＫＡＰＣＧＳＫ３复合物
形成，使细胞内游离的βｃａｔｅｎｉｎ增多。βｃａｔｅｎｉｎ进
入核内与转录因子结合启动转录过程，激活通路下
游靶癌基因ｃｍｙｃ的表达［１２１３］。而ｃｍｙｃ原癌基因
的异常激活将使细胞脱离正常生长调节的限制而处

于高度异常增殖状态，最终导致恶性转化［１４］。我们
的前期研究发现ＤＮＡＰＫｃｓ参与 ＤＮＡ修复的作用
与ＡＫＴ／ＧＳＫ３／ｃｍｙｃ通路有关［１５］。本研究结果进

一步证实 ＤＮＡＰＫｃｓ的异常表达能通过 ＡＫＴ／

ＧＳＫ３／ｃｍｙｃ途径，调节细胞增殖，参与肿瘤的发生
和发展过程，以ＤＮＡＰＫｃｓ为靶点的分子调控手段
有望成为新的抗癌措施。
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