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ｓｉＲＮＡ 沉默环指蛋白 ８ 基因对裸鼠人鼻咽癌移植瘤
放疗增敏作用的实验研究
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　 　 ［摘要］ 　 目的 　 探讨环指蛋白 ８（ＲＮＦ８）的放疗抵抗作用及沉默 ＲＮＦ８ 后对鼻咽癌的放疗增敏作用及其机制。 　
方法　 分别将鼻咽癌 ＣＮＥ⁃１ 细胞株及稳定转染的 ＲＮＦ８ 沉默的 ＣＮＥ⁃１ 细胞株注射入裸鼠背部皮下，建立裸鼠鼻咽癌移植瘤

模型。 将肿瘤长至直径 ８～１０ ｍｍ 的裸鼠 ３０ 只按随机数字法分为 ＲＮＦ８ 未沉默组（ＲＮＦ８＋组）和 ＲＮＦ８ 沉默组（ＲＮＦ８－组），每
组按放疗照射剂量的不同又分 ５ 个亚组，每个亚组 ３ 只，分别给予 ０、４、８、１２、１６Ｇｙ 照射，其中 ０ Ｇｙ 为对照亚组。 采用局部分

割照射，每次 ２ Ｇｙ。 照射完成 １０ ｄ 后杀鼠取瘤，称重观察抑瘤情况，计算抑瘤率；取 ２ 组 ８Ｇｙ 剂量亚组肿瘤制成细胞悬液，应
用流式细胞仪检测凋亡率，应用流式细胞仪检测 ２ 组 ８ Ｇｙ 剂量亚组中 ＲＮＦ８ 和 ＤＮＡ 依赖蛋白激酶催化亚单位（ＤＮＡ⁃ＰＫｃｓ）、
共济失调毛细血管扩张症突变基因（ＡＴＭ）的表达。 　 结果　 ＲＮＦ８ 在 ＲＮＦ８－组中只有微量表达（０􀆰 １１±０􀆰 ０３），而在 ＲＮＦ８＋组
中表达明显升高（１􀆰 １８±０􀆰 ２３），差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＲＮＦ８＋组和 ＲＮＦ８－组分别在 １６ Ｇｙ 时抑瘤率最大。 ＲＮＦ８＋组抑

瘤率在各个剂量点均低于 ＲＮＦ８－组，其中 ８ Ｇｙ 时差异最大（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 因此选择 ＲＮＦ８＋组 ８ Ｇｙ 剂量亚组和 ＲＮＦ８－组 ８ Ｇｙ 剂

量亚组进行比较。 ＲＮＦ８＋组 ８ Ｇｙ 剂量亚组凋亡率明显低于 ＲＮＦ８－组 ８ Ｇｙ 剂量亚组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＲＮＦ８＋组 ８ Ｇｙ 剂量亚组中

ＡＴＭ 表达（４９􀆰 ３±５􀆰 ３）较 ＲＮＦ８－组 ８ Ｇｙ 剂量亚组（２３􀆰 ４±２􀆰 ６）明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０１），而 ＤＮＡ⁃ＰＫｃｓ 在组间表达差异无统计学意

义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 　 结论　 ＲＮＦ８ 可以导致鼻咽癌细胞的放疗抵抗，其机制是通过激活以 ＡＴＭ 为主的同源重组（ＨＲ）途径来修复

损伤的肿瘤细胞 ＤＮＡ，沉默 ＲＮＦ８ 可以增加鼻咽癌的放疗敏感性。
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０　 引　 　 言

鼻咽癌是头颈部常见恶性肿瘤之一，我国东南

地区多发，近年来有增多趋势。 放疗是鼻咽癌的首

选治疗方法，但是鼻咽癌的放疗抵抗和复发仍是鼻

咽癌治疗中的难点［１⁃３］。 我们的前期工作已发现，
抑制鼻咽癌细胞中环指蛋白 ８（ｒｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ８，
ＲＮＦ８）的表达能够提高肿瘤细胞对放射线的敏感

性［４］。 但有关干扰 ＲＮＦ８ 基因表达在体内是否会提

高鼻咽癌的放疗敏感性，目前还未见报道。 本实验

采用小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ｓｉＲＮＡ）沉
默 ＣＮＥ１ 细胞的 ＲＮＦ８ 基因，筛选出稳定转染的细

胞，注入裸鼠体内，建立移植瘤模型，探讨 ＲＮＦ８ 与

鼻咽癌放疗抵抗的关系及沉默 ＲＮＦ８ 与鼻咽癌放疗

敏感性之间的关系。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞和主要试剂　 鼻咽癌 ＣＮＥ⁃１ 细胞系购

自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。
ＲＮＦ８ 沉默的 ＣＮＥ⁃１ 稳定转染细胞来自原福州总医

院［１］。 ＲＮＦ８ 抗体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司），共济失

调毛细血管扩张症突变基因 （ ａｔａｘｉａ⁃ｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａ
ｍｕｔａｔｅ，ＡＴＭ）抗体（美国 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ 公司），ＤＮＡ 依赖

蛋白激酶催化亚单位（ＤＮＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ，ＤＮＡ⁃ＰＫｃｓ） 抗体（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司），异硫氰酸荧光素 （ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ Ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＦＩＴＣ）标记的兔抗鼠二抗（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）。 Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ （Ａｂｃａｍ， Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ， ＵＫ）。
１􀆰 １􀆰 ２　 动物　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠 ３０ 只购自军事医学科

学院实验动物中心 （实验动物许可证号： ２０１９⁃
０４９６）；本实验经联勤保障部队第九○○医院伦理

委员会批准（批准号：２０１６⁃０２１）。 鼠龄 ３ ～ ４ 周龄，

体重 １２～１８ ｇ，均为雄性，在无特定病原体（ＳＰＦ）、
恒定温度（２２～２５ ℃）的无菌层流动物房内饲养，经
高压灭菌饲料和水供动物自由食用。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要仪器　 荧光倒置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 公

司），ＢＣＭ⁃１０００Ａ 型生物洁净工作台（苏州安泰空气

技术有限公司），酶标仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司），流式

细胞仪 （美国 Ｂｅｃｔｏｎ Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ ＦＡＣ Ｓｏｒｔ 公司），
２１００Ｃ 型直线加速器（美国 Ｖａｒｉａｎ 公司）。
１􀆰 ２　 方法　 先用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 法检测沉默和未沉默

ＲＮＦ８ 的细胞中 ＲＮＦ８ 的蛋白表达，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

分析条带灰度值，计算与内参 ＧＡＰＤＨ 灰度值的比

值，验证 ｓｉＲＮＡ 对 ＲＮＦ８ 的沉默效果。
１􀆰 ２􀆰 １　 裸鼠成瘤　 取沉默和未沉默 ＲＮＦ８ 的 ＣＮＥ⁃
１ 细胞进行实验，ＣＮＥ⁃１ 细胞制成单细胞悬液（台盼

蓝拒染法计数活细胞数占 ９５％以上），用 ＲＰＭＩ⁃１６４０
培养液调细胞悬液为 ２×１０６个 ／ ０􀆰 ２ ｍＬ，于每只裸鼠

背部皮下接种细胞悬液 ０􀆰 ２ ｍＬ，２ 周后待肿瘤直径

达 ８～１０ ｍｍ 时进行实验。
１􀆰 ２􀆰 ２　 成瘤裸鼠放疗　 将成瘤裸鼠 ３０ 只按随机数

字法分为 ＲＮＦ８ 未沉默组（ＲＮＦ８＋组）和 ＲＮＦ８ 沉默

组（ＲＮＦ８－组），每组按放疗照射剂量的不同又分 ５
个亚组，每个亚组 ３ 只，分别给予 ０、４、８、１２、１６ Ｇｙ
照射，其中 ０ Ｇｙ 为对照亚组。 采用局部分割照射，
裸鼠均放入特制容器固定，放置于放疗机，照射肿

瘤局部，以 １ ｃｍ 厚铅板防护动物其余部位，照射距

离为 １００ ｃｍ，照射野为 ４ ｃｍ × ４ ｃｍ，剂量率为 ７８
ｃＧｙ ／ ｍｉｎ。 每次 ２ Ｇｙ。 照射完成 １０ ｄ 后杀鼠取瘤，
称重观察抑瘤情况，计算抑瘤率，公式为：

抑瘤率＝［（对照亚组平均瘤重－每个剂量亚组

平均 瘤 重 ） ／ 对 照 亚 组 平 均 瘤 重 ］
×１００％

１􀆰 ２􀆰 ３　 将放疗后的肿瘤制成单细胞悬液　 取 ２ 组

８ Ｇｙ 剂量亚组肿瘤组织各约 １００ ｍｇ，在 １２０ 目的
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不锈钢网下方置一平皿，用眼科小剪刀将肿瘤组织

剪碎，再用镊子轻轻在网上搓组织块，边搓边用等

渗盐水冲洗，直至将组织搓完为止。 将平皿中的细

胞混悬液用 ３００ 目铜网过滤，收集细胞悬液，以 ８００

ｒ ／ ｍｉｎ 离心沉淀 ２ ｍｉｎ（离心半径 １５ ｃｍ）。 调整细胞

数至 １×１０６ ／ ｍＬ，取 ０􀆰 １ｍＬ 细胞悬液，用专用磷酸盐

缓冲液［０􀆰 ０１％磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ） ＋０􀆰 ５％牛血清

白蛋白（ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ）］＋２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的

乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）洗涤，重悬。

１􀆰 ２􀆰 ４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ （ＰＩ）双染检

测 ＲＮＦ８＋组 ８ Ｇｙ 剂量亚组和 ＲＮＦ８－组 ８ Ｇｙ 剂量

亚组及其对照亚组凋亡率　 取 １００ μＬ 细胞悬液加

入 １０ μＬ ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ， 轻轻摇晃，冰上避光孵育

１５ ｍｉｎ，再加入 １０ μＬ ＰＩ 冰上避光孵育 ５ ｍｉｎ，然后

加入 ４００ μＬ 专用缓冲液制成单细胞悬液，流式细胞

仪检测。 空白对照不加 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ＋ＰＩ。

１􀆰 ２􀆰 ５　 应用流式细胞仪检测 ＤＮＡ⁃ＰＫ、ＡＴＭ 的

表达 　 １００ μＬ 的 ＲＮＦ８ ＋ 组 ８ Ｇｙ 剂 量 亚 组 和

ＲＮＦ８－组 ８ Ｇｙ 剂量亚组细胞悬液加入 ＦＣ 受体

１０ μＬ 孵育，加入抗体（５０ μｇ ／ ｍＬ）１０ μＬ，４ ℃ 避

光孵育 １ ｈ，０􀆰 ０１％ＰＢＳ 洗涤，离心，再加入 ＦＩＴＣ

标记二抗，４ ℃ 避光孵育 ３０ ｍｉｎ，１％多聚甲醛固

定，５００ 目滤网过滤，重悬，空白对照不加一抗，

流式细胞仪检测。

１􀆰 ３　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件对数据进

行统计学分析。 计量资料以均数±标准差（ 􀭰ｘ±ｓ）表

示，两组之间的比较用 ｔ 检验。 不同剂量的抑瘤率

的比较用方差分析。 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 ＲＮＦ８ 沉默效果的验证结果　 ＲＮＦ８ 在 ＲＮＦ８－

组中只有微量表达（０􀆰 １１±０􀆰 ０３），而在 ＲＮＦ８＋组中

表达明显升高 （１􀆰 １８ ± ０􀆰 ２３），差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 １。

２􀆰 ２　 放疗后 ２ 组细胞在各个剂量点抑瘤率的比

较　 随着放疗剂量的增高，２ 组的肿瘤均有所缩

小，见图 ２。 ＲＮＦ８＋组抑瘤率在各个剂量点均低于

ＲＮＦ８－组，其中，在 ８ Ｇｙ 和 １２ Ｇｙ 剂量点差异有统

计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），但其中 ＲＮＦ８＋组 ８ Ｇｙ 剂量

亚组和 ＲＮＦ８ －组 ８ Ｇｙ 剂量亚组差异最大 （ Ｐ ＜

０􀆰 ０１），见表 １。

图示 ＲＮＦ８＋组的 ＲＮＦ８ 表达明显高于 ＲＮＦ８－组

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＲＮＦ８ 沉默效果

图示 ＲＮＦ８＋组形成的肿瘤在各个剂量放疗后均大于

ＲＮＦ８－组

图 ２　 ＲＮＦ８ 未沉默与沉默成瘤裸鼠在各个放疗剂量后的

肿瘤大小比较

表 １　 ＲＮＦ８ 未沉默与沉默成瘤裸鼠在各个放疗剂量点的抑

瘤率比较（􀭵ｘ±ｓ，％）

组别
抑瘤率

４ Ｇｙ ８ Ｇｙ １２ Ｇｙ １６ Ｇｙ
ＲＮＦ８＋组 ２９􀆰 ４±４􀆰 ６ ４３􀆰 ０±５􀆰 ５ ５１􀆰 ６±５􀆰 ９ ６３􀆰 ７±５􀆰 ６
ＲＮＦ８－组 ３５􀆰 ５±４􀆰 ８ ５９􀆰 ２±４􀆰 ７ ６３􀆰 ６±４􀆰 ５ ７４􀆰 ３±８􀆰 ７
ｔ 值 １􀆰 ５８９ ３􀆰 ８７８ ２􀆰 ８０１ １􀆰 ７７４
Ｐ 值 ０􀆰 １８７ ０􀆰 ００８ ０􀆰 ０４８ ０􀆰 １５１
　
２􀆰 ３　 放疗后 ２ 组细胞的 ８ Ｇｙ 剂量亚组凋亡率的比

较　 放疗后 ＲＮＦ８＋组 ８ Ｇｙ 剂量亚组和 ＲＮＦ８－组 ８

Ｇｙ 剂量亚组凋亡率均较各自的对照亚组升高，且

ＲＮＦ８＋组 ８ Ｇｙ 剂量亚组凋亡率明显低于 ＲＮＦ８－组

８ Ｇｙ 剂量亚组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ３。
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ａ：ＲＮＦ８＋组；ｂ：ＲＮＦ８－组

图示 ８ Ｇｙ 放疗后 ＲＮＦ８－组凋亡率较 ＲＮＦ８＋组明显升高

图 ３　 流式细胞仪检测 ８ Ｇｙ 放疗后 ＲＮＦ８ 未沉默与沉默裸鼠肿瘤凋亡情况

２􀆰 ４　 放疗后 ２ 组细胞的 ８ Ｇｙ 剂量亚组的 ＡＴＭ 和

ＤＮＡ⁃ＰＫｃｓ 表达水平的比较 　 放疗后 ＲＮＦ８＋组 ８

Ｇｙ 剂量亚组 ＡＴＭ 的表达明显高于 ＲＮＦ８－组 ８ Ｇｙ

剂量亚组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１）；ＲＮＦ８＋

组 ８ Ｇｙ 剂量亚组 ＤＮＡ⁃ＰＫｃｓ 的表达亦高于 ＲＮＦ８－

组 ８ Ｇｙ 剂量亚组，但差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。

见表 ２。

表 ２　 ８ Ｇｙ 放疗后 ＲＮＦ８ 未沉默与沉默裸鼠移植瘤的

ＡＴＭ、ＤＮＡ⁃ＰＫｃｓ 的表达比较（􀭵ｘ±ｓ，％）

组别 ＡＴＭ ＤＮＡ⁃ＰＫｃｓ
ＲＮＦ８＋组 ８ Ｇｙ 剂量亚组 ４９􀆰 ３±５􀆰 ３ ４０􀆰 ６±３􀆰 １
ＲＮＦ８－组 ８ Ｇｙ 剂量亚组 ２３􀆰 ４±２􀆰 ６ ３３􀆰 ６±２􀆰 ７
ｔ 值 ６􀆰 ２３４ ２􀆰 ４３０
Ｐ 值 ０􀆰 ００３ ０􀆰 ０７２
　

３　 讨　 　 论

鼻咽癌的放疗后残留和复发与多种因素有关，
如肿瘤的分期、大小、侵犯范围、病理类型有关，但
鼻咽癌细胞对放射线的抵抗亦是重要因素。 而这

种抵抗是通过对损伤的肿瘤细胞 ＤＮＡ 进行修复实

现的。 放射线导致细胞 ＤＮＡ 损伤，此时肿瘤细胞可

以激活多种蛋白来修复损伤的 ＤＮＡ，从而使肿瘤细

胞存活下来，放疗停止后，肿瘤细胞可以再次增殖

导致复发。 研究表明，细胞主要通过非同源性末端

连接（ＤＮＡ ｎｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）和同源

重组（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＨＲ）两种途径来修

复损伤的 ＤＮＡ，ＤＮＡ 依赖蛋白激酶（ＤＮＡ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＤＮＡ⁃ＰＫ）是前者关键酶，ＡＴＭ 是后者

关键酶［５⁃８］。 而 ＲＮＦ８ 是一个包含环指结构的 Ｅ３ 泛

素连接酶家族成员，在细胞受到电离辐射时，ＲＮＦ８
泛素化多种底物并募集多种因子至 ＤＮＡ 损伤部位，
进行 ＤＮＡ 的修复［９⁃１３］。 Ｌｕ 等［１４］ 发现 ＲＮＦ８ 泛素化

多种蛋白使 Ｎｉｊｍｅｇｅｎ 断裂综合征 １（Ｎｉｊｍｅｇｅｎ ｂｒｅａｋ⁃
ａｇｅ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， Ｎｂｓ１）等分子聚集在 ＤＮＡ 损伤位点，
通过 ＨＲ 途径修复 ＤＮＡ。 Ｗｕ 等［１５］ 发现 ＲＮＦ８ 与

ＦＨＡ 和环指检查点（ ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ ｗｉｔｈ ＦＨＡ ａｎｄ ｒｉｎｇ
ｆｉｎｇｅｒ，Ｃｈｆｒ）共同调控 ＡＴＭ 的活性，进而调节 ＡＴＭ
依赖的 ＤＮＡ 损伤应答。 我们前期从细胞和分子水

平的研究表明，ＲＮＦ８⁃的鼻咽癌细胞比 ＲＮＦ８＋细胞

对放射线更加敏感，凋亡率更高，即 ＲＮＦ８＋细胞的

抵抗力更强，表明 ＲＮＦ８ 参与 ＤＮＡ 的损伤修复。 而

放疗后 ＲＮＦ８＋细胞 ＡＴＭ 的表达较 ＲＮＦ８⁃细胞高，表
明 ＲＮＦ８ 激活 ＡＴＭ 为主的 ＨＲ 途径，导致放疗抵

抗［４］。 本研究还从人鼻咽癌标本中检测 ＲＮＦ８ 的表

达，发现 ＲＮＦ８ 阳性者残留和复发的发生率升高，生
存率降低，提示 ＲＮＦ８ 参与鼻咽癌放疗抵抗［１６］。

我们在活体内试验结果也得出类似结论。 本

研究通过对裸鼠移植瘤的研究发现，ＲＮＦ８－组肿瘤

较 ＲＮＦ８＋组放疗后的生长抑制率高，提示 ＲＮＦ８－组
更容易受到放射线损伤，而 ＲＮＦ８＋组有放疗抵抗，
由此可以推论 ＲＮＦ８ 参与 ＤＮＡ 的损伤修复。 在检

测凋亡率的实验中，ＲＮＦ８ 沉默后，放疗后肿瘤细胞

凋亡率较 ＲＮＦ８＋组明显升高，进一步证实了这一

点，即缺少了 ＲＮＦ８， 肿瘤细胞更容易被放射线杀

伤，表明 ＲＮＦ８ 在肿瘤细胞的放疗抵抗中具有重要

作用。 进一步的研究显示，ＲＮＦ８ ＋组放疗后 ＡＴＭ
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表达升高，而 ＲＮＦ８－组放疗后的 ＡＴＭ 表达无明显

变化，即肿瘤的 ＲＮＦ８ 表达受抑制后，接受射线照射

其 ＡＴＭ 表达也受抑制，表明 ＡＴＭ 的表达是受 ＲＮＦ８
调节或控制的，提示 ＲＮＦ８ 通过调节 ＡＴＭ，通过 ＨＲ
途径修复损伤的 ＤＮＡ。 而 ＤＮＡ⁃ＰＫｃｓ 在放疗后的

ＲＮＦ８－组和 ＲＮＦ８＋组均有所升高，提示 ＤＮＡ⁃ＰＫ 可

能也参与了 ＤＮＡ 的修复，但组间无明显差异，表明

ＤＮＡ⁃ＰＫ 并不受 ＲＮＦ８ 的调节，与我们之前的研究

结果有较好的一致性［４］。
总之，ＲＮＦ８ 通过激活以 ＡＴＭ 为主的 ＨＲ 途径

来修复肿瘤细胞 ＤＮＡ，从而导致肿瘤的放疗抵抗。
但鼻咽癌的放疗抵抗机制非常复杂，ＲＮＦ８ 激活 ＨＲ
途径修复损伤的 ＤＮＡ 只是其中的一个方面，这就需

要更加深入地研究鼻咽癌的放疗抵抗机制，从而采

取针对性的措施，减少放疗抵抗，提高肿瘤的放疗

敏感性，进而提高患者生存率。
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