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慢病毒介导沉默食管癌细胞53BP1基因
表达对裸鼠移植瘤放射敏感性的研究
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　　［摘要］　背景与目的：p53结合蛋白1(p53 binding protein，53BP1)在多种正常组织和肿瘤细胞中有表达，

与放射线照射后细胞周期阻滞有关。体外实验证实抑制53BP1的蛋白表达可有效地消除肿瘤细胞照射后引起的

周期阻滞，增加放射敏感性。但体内实验国内尚未见相关报道。该研究旨在探讨沉默食管癌细胞53BP1基因对

裸鼠移植瘤放射敏感性的影响。方法：将48只BALB/c/nu裸鼠按随机数字表法分为对照组、单纯照射组、空载

体组、空载体加照射组、沉默53BP1组以及沉默53BP1加照射组，每组8只，于裸鼠皮下接种相应食管癌细胞

ECA109，制备裸鼠模型，给予15 Gy放射线单次照射，受照后1 h每组处死3只裸鼠，将肿瘤标本按蛋白［质］

印迹法(Western blot)及流式细胞分析要求处理，Western blot检测移植瘤组织中CHK1、CHK2和磷酸化CHK2-T68

的表达，流式细胞术分析裸鼠肿瘤组织中细胞周期分布和细胞凋亡。观察各组剩余裸鼠移植瘤照射后的生长

情况，移植瘤体积变化情况。结果：所有接种裸鼠均成活并有肿瘤形成，各组之间肿瘤体积大小差异无统计

学意义(F=0.67，P=0.69)；单纯照射组和空载体照射组裸鼠的肿瘤生长速度慢于未照射组(P=0.02)，沉默53BP1

加照射组裸鼠的肿瘤生长速度最慢(P=0.03)，沉默53BP1加照射组的相对生长速率较空载体加照射组和单纯照

射组降低，生长抑制率增加(P=0.01)。沉默53BP1加照射组的q值为1.45；沉默53BP1加照射组裸鼠体内CHK1和

CHK2的蛋白表达产物未见明显变化(P=0.71)，CHK2-T68的磷酸化水平较单纯照射组和空载体照射组明显下降

(P=0.03)，各组裸鼠的瘤组织中细胞周期分布和凋亡率差异无统计学意义(P=0.45)。结论：体内研究显示沉默

53BP1基因可以提高食管癌放射敏感性。
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　　［Abstract］ Background and purpose: p53 binding protein (53BP1) expresses in many normal and tumor cells. 
In vitro experiments have confirmed that inhibition of the protein expression of 53BP1 can effectively eliminate cycle 
arrest of tumor cells, and increase the radiosensitivity after irradiation. However, the in vivo experiment has not been re-
ported. This study aimed to explore the effect of silencing 53BP1 gene on the growth and radiosensitivity to esophageal 
cancer cell ECA109 xenograft in nude mice. Methods: Forty-eight male BALB/c/nu nude mice were randomly divided 
into 6 groups: ECA109, ECA109/R, ECA109/N, ECA109/NR, ECA109/B and ECA109/BR. Three kinds of prepared 
cells (ECA109, ECA109/N and ECA109/B) were subcutaneously injected into the paw pads of mice (2×106/100 μL 
per mouse). The nude mice in ECA109/R, ECA109/NR, and ECA109/BR groups were irradiated with 15 Gy. Tumor 
growth was monitored every other day on the 6th day after injection. Tumor volume was measured with calipers. The 
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　　照射后细胞周期阻滞为受损细胞修复创造

了条件，消除照射后G2期阻滞，促使照射后G2

期未修复的细胞进入有丝分裂期，可以增加放

射敏感性［1］。我们前期研究采用RNA干扰技术

抑制食管癌细胞ECA109中细胞周期检测点激酶

p53结合蛋白1(p53 binding protein 1，53BP1)的

表达后，发现CHK2-pT68的磷酸化水平明显降 

低［2］，很大程度上消除了对G2/M期的阻滞，

克隆形成实验证实放射敏感性增加。但体内与

体外实验的微环境变化很大，对实验结果的影

响也不一致。本研究利用体内实验研究观察沉

默食管癌细胞ECA109中53BP1基因表达后对

BALB/c/nu裸鼠移植瘤体积的影响以及照射后不

同组间移植瘤体积的变化，并观察各组移植瘤

的蛋白表达特点及细胞周期分布，为基因治疗

联合放射治疗提供实验依据。

1　材料和方法

1. 1　细胞培养及主要试剂

　　食管癌细胞系ECA109由中国医学科学院

肿瘤医院杨伟志教授惠赠。空病毒载体细胞

(ECA109/N)、沉默53BP1基因表达的ECA109细

胞(ECA109/B)为本实验室构建［2］。细胞贴壁生

长于含100 U/mL青霉素及100 μg/mL链霉素的

10% FBS的H-DMEM培养液中，置CO2体积分

数为5%、饱和湿度的培养箱中培养，每 2~3 d

传代1次。兔抗人53BP1单克隆抗体购自美国

Chemion公司；碱性磷酸酶标记的IgG羊抗兔二

抗购自北京博奥森生物技术有限公司；BCIP/

expression levels of CHK1, CHK2 and phosphorylated CHK2-T68 protein were examined in different groups by West-
ern blot. Apoptotic cell and cell cycle distribution were detected by flow cytometry assay. Results: Visible tumors were 
detectable by day 7 after implantation, and the tumor volumes showed no significant differences among all the groups 
(F=0.67, P=0.69). After irradiation with 15 Gy, tumor volumes in ECA109/BR group were smaller than those in other 
groups (P=0.03); the growth inhibition rate increased, but the relative growth rate decreased significantly (P=0.01). The 
q value which reflected the radiosensitizing effect in ECA109/BR group was 1.45. The expressions of CHK1 and CHK2 
at protein level in ECA109/BR group were not influenced (P=0.71). However, the level of phosphorylated CHK2-T68 
expression decreased significantly after irradiation with 15 Gy (P=0.03). Cell cycle distribution and apoptosis were not 
significantly different among all the groups (P=0.45). Conclusion: Silencing 53BP1 gene expression could inhibit the 
growth of esophageal cancer cell xenograft and increase the radiosensitivity to tumors in the nude mice.
  　［Key words］ Esophageal cancer; 53BP1; Xenograft; Radiosensitivity; RNA interference

NBT底物显色试剂盒购自美国Ameresco公司；鼠

抗单克隆抗体CHK1、CHK2和β-actin购自美国

Santa Cruz公司；兔抗磷酸化CHK2-T68抗体购

自美国Cell Signaling公司。

1.2　实验动物及饲养

　　BALB/c/nu裸鼠SPF级，4~8周龄，体质量 

18~20 g，雄性，共48只，由中国协和医科大学

中国医学科学院动物研究所提供，其特性已鉴

定。合格证书编号：SCXK(京)2005-0013。裸鼠

由河北医科大学实验动物中心在新鲜空气中高

度除尘除菌，在无特殊病原体SPF层流室的恒温

(25~27 ℃)、恒湿(45%~50%)环境中饲养，12 h

光照和12 h黑夜交替。所用的垫木、饮水、饲料

及其与动物接触的物品均经高压灭菌处理，喂

养符合卫生部颁布的“医学实验动物全价营养

饲料标准”。

1.3　实验动物分组及接种

　　将48只BALB/c/nu裸鼠随机分6组：① 对

照组(ECA109组)；② 单纯照射组(ECA109/R

组)；③ 空载体组(ECA109/N组)；④ 空载体

加照射组(ECA109/NR组)；⑤ 53BP1转染组 

(ECA109/B组)；⑥ 53BP1转染加照射组(ECA109/

BR组)。每组各8只BALB/c/nu裸鼠。爪垫用0.5%

碘伏消毒，将食管癌ECA109、ECA109/N和

ECA109/B细胞置于含10%胎牛血清的H-DMEM

培养液中单层培养，于对数生长期时用胰酶

消化液处理，锥虫蓝拒染法判断细胞活力，

计算活细胞数必须大于85%，Hanks液洗涤3次

后制成细胞悬液，细胞密度为2×107个/mL。
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在裸鼠后爪垫皮下接种ECA109、ECA109/N、 

E C A 1 0 9 / B 细 胞 ， 每 只 接 种 细 胞 数 为 2 × 

106个/100 μL，制备裸鼠食管癌模型，成瘤后

隔日观察1次，观察肿瘤的生长时间、成瘤大小

和宿主的全身情况。

1.4　裸鼠照射

　　移植瘤最大径达到0.8 cm 时，采用60Co γ射

线15 Gy单次照射，照射时裸鼠未经麻醉，置于

与外界空气隔绝的自行设计的放射屏蔽盒中，

将裸鼠后肢固定暴露于照射野内。照射前动物

接触的物品均经高压灭菌处理，使用密封一次

性胶布固定。

1.5　肿瘤体积测量

　　按照上述分组处理后，每2 d测量肿瘤最大

径a值和最短径b值，根据公式v=ab2π/6计算肿

瘤体积；相对生长速率：实验结束时肿瘤体积

与实验开始体积的比值；生长抑制率和q值：

以公式“生长抑制率=1-实验组体积/对照组体

积”计算各实验组肿瘤的生长抑制率，以公式 

q=EA+B/(EA+EB-EA×EB)计算是否有增敏作用，

其中 EA+B表示各放射增敏组对肿瘤的生长抑制

率，EA、EB分别表示照射组、转染组对肿瘤的

生长抑制率。q>1说明有增敏作用，q=1说明有

相加作用，q<1说明有拮抗作用。

1.6　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

肿瘤组织标本中相关蛋白(CHK1、CHK2和

CHK2-T68)的表达

　　照射后1 h处死裸鼠收集肿瘤组织标本，

按每100 mg组织加1 000 μL裂解液及10 μL

的 P M S F 比 例 ， 在 冰 浴 条 件 下 加 入 裂 解 液 及

PMSF，置匀浆器中反复研磨，使组织充分匀浆

化。冰浴30 min后，低温离心4 ℃、12 000 r/min

离心15 min。小心吸取上清液即为组织蛋白。

按考马斯亮蓝G250法测定蛋白浓度。按上述方

法准备电泳样品，按照每样品40 μg上样，然后

进行SDS-PAGE、电转印、封闭，一抗、二抗温

育，BCIP/NBT显色，结果扫描后在凝胶成像仪

上分析，测定灰度值，分别读取3遍取平均值。

1.8　流式细胞仪检测细胞凋亡及周期分布

　　取肿瘤组织标本加适量的0.9%的NaCl溶液

将其剪碎，用200目网过滤，离心半径12 cm，

12 000 r/min离心，去上清液，将组织细胞迅速

注入4 ℃、70%冷乙醇中，4 ℃冰箱保存，固

定24 h，取1 mL细胞悬液，加入0.5%胃蛋白酶

2 mL，37 ℃水浴中温育30 min，同时振荡悬浮

2次，PBS 液10 mL终止消化；12 000 r/min离心

2 min，弃上清液，加入1 mL EB 染液(50 μg/

mL)，采用一步插入法进行DNA染色，0～4 ℃

保存 30 min，用 500目铜网过滤后上机分析。

1.9　统计学处理

　　数据处理采用SPSS 11.5统计软件完成，数

据以x±s表示，多组样本均数间的比较采用方差

分析，组间两两比较采用SNK-q检验。P<0.05

为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　53BP1基因转染对裸鼠体内ECA109细胞

成瘤的影响

　　所有裸鼠均成活并有肿瘤形成，接种点无

红肿破溃表现。接种后1周左右可见所有裸鼠

的爪下均形成移植瘤，照射前对照组、空载体

组、53BP1转染组、单纯照射组、空载体加照射

组、53BP1转染加照射组移植瘤的体积差异无统

计学意义(P=0.69，表1)，提示单纯53BP1转染对

ECA109细胞的生长增殖能力未见明显影响。
表 1　不同组别裸鼠移植瘤体积照射前肿瘤体积 

Tab. 1    The volume of nude mice transplantation tumors before 

irradiation 

x±s

Group Dose D/Gy Tumor volume V/mm3 F P value

ECA109 0 415.21± 83.75

0.67 0.69

ECA109/N 0 314.44±143.41

ECA109/B 0 389.32± 77.91

ECA109/R 15 340.00±170.18

ECA109/NR 15 327.42± 73.60

ECA109/BR 15 328.16± 88.02

2.2　放射线照射后肿瘤体积的变化

　　按照实验分组的情况给予各组相应放射线

照射。继续观察放射线照射后4周各组肿瘤体积

变化情况，由表2可以看出，未接受放射线照射
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的裸鼠，其肿瘤生长速度较快，未接受照射的

3组裸鼠移植瘤的肿瘤体积在观察期间未见明显

的差异。15 Gy放射线照射后，单纯照射组和空

载体加照射组裸鼠的肿瘤生长速度慢于未照射

组，差异有统计学意义(P<0.05)，53BP1转染加

照射组裸鼠的肿瘤生长速度最慢。而且与单纯

照射组和空载体加照射组比较，差异有统计学

意义(P<0.05)。

2.3　肿瘤相对生长速率、生长抑制率和q值

　　由表3可见，与对照组、53BP1转染组和单

纯照射组比较，53BP1转染加照射组的相对生

长速率降低，差异有统计学意义(P<0.05)，而

生长抑制率增加。53BP1转染加照射组的q值为

1.45，表明沉默食管癌细胞中53BP1基因的蛋白

表达后，确实起到了放射增敏作用。

2.4　流式细胞仪检测细胞周期和凋亡的变化

　　各组裸鼠移植瘤在接受15 Gy的放射线照

射后1 h，瘤组织内G2/M期细胞占总细胞数的比

例与对照组比较差异无统计学意义(F=0.584，

P=0.759)，而且上述各组与未照射组之间差异

也无统计学意义(F=0.584，P=0.759)；同时我们

也观察并检测了照射后瘤组织内凋亡细胞的比

例，发现各组裸鼠的瘤组织内凋亡细胞的比例

差异无统计学意义(F=0.380，P=0.901，表4)。

表 2　不同组别裸鼠移植瘤15 Gy照射后不同时间肿瘤体积(mm3)

Tab. 2    The volume of nude mice transplantation tumors at different time after irradiation by 15 Gy

V/mm3,  x±s

Group Dose D/Gy Week 1 Week 2 Week 3 Week 4

ECA109 0 601.92±19.54* 1 432.07±146.30*△＃ 3 057.74±53.09*△＃ 5 318.27±105.26*△＃

ECA109/N 0 497.10±31.55 1 353.25±65.98*△＃ 2 978.49±93.77*△＃ 5 101.33±187.01*△＃

ECA109/B 0 574.79±61.37* 1 469.01±55.74*△＃ 3 160.28±120.24*△＃ 5 128.67±280.27*△＃

ECA109/R 15 508.62±36.28 1 093.49±79.67* 2 347.35±45.16*△ 3 384.32±154.27*△

ECA109/NR 15 491.61±37.78 1 019.70±53.35 2 416.90±71.16* 3 387.44±192.27*

ECA109/BR 15 482.55±34.74    910.84±59.01 1 628.53±51.84 2 139.67±139.75
*: P<0.05, as compared with ECA109/BR; △: P<0.05, as compared with ECA109/NR; #: P<0.05, as compared with ECA109/R

表 3　不同组别裸鼠移植瘤照射后的相对生长速率、生长抑制率及q值

Tab. 3    The relative growth rate, growth inhibition rate and q value of nude mice transplantation tumors after irradiation

x±s

Group Dose D/Gy Relative growth rate Growth inhibition rate q value

ECA109 0 14.29±0.89 -

ECA109/N 0 11.54±0.78 0.41

ECA109/B 0 13.96±1.01 0.04

ECA109/R 15 11.25±0.73 0.37

ECA109/NR 15 11.13±0.84 0.44

ECA109/BR 15  7.46±0.22 0.58 1.45

表 4　15 Gy放射线照射后1 h不同组别裸鼠移植瘤的细胞周期分布及凋亡 

Tab. 4    Distribution of cell cycle of different esophageal carcinoma cell types before irradiation and 1 h after irradiation by 15 Gy

x±s

Group Dose D/Gy
Percentage/%

G1 G2/M S PI

ECA109 0 24.27±1.60 27.50±0.87 48.30±0.87 1.47±0.40

ECA109/N 0 22.70±1.60 25.20±3.82 52.13±4.46 1.72±0.93

ECA109/B 0 24.13±1.92 31.83±2.65 44.00±3.36 2.17±0.50

ECA109/R 15 24.47±2.47 29.70±2.08 45.87±1.97 1.65±0.63

ECA109/NR 15 22.60±0.78 32.10±4.22 45.33±4.10 1.62±0.78

ECA109/BR 15 25.03±1.70 30.53±2.55 44.43±2.34 1.33±0.39
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2.5　53BP1转染联合照射对瘤组织中CHK1和

CHK2蛋白表达的影响

　　53BP1转染加照射组的裸鼠移植瘤标本中

CHK1和CHK2的蛋白表达产物未见明显变化，

其相对光密度比值与对照组和单纯照射组比较

差异无统计学意义(P>0.05)，但53BP1转染加照

射组移植瘤标本中CHK2-T68的磷酸化水平较单

纯照射组和空载体照射组明显降低(P<0.05)(图

1、表5)。
图 1　不同组别裸鼠移植瘤15 Gy照射后1 h CHK1、CHK2及

CHK2-T68的蛋白表达情况

Fig. 1    The protein expressions of CHK1, CHK2 and CHK2-T68 

in different groups of nude mice transplantation tumors 1 h after 

irradiation by 15 Gy

表 5　不同组别裸鼠移植瘤15 Gy照射后1 h CHK1、CHK2及CHK2-T68的蛋白表达情况 

Tab. 5    The protein expressions of CHK1, CHK2 and CHK2-T68 in different groups of nude mice transplantation tumors 1 h after 

irradiation by 15 Gy  

x±s

Group Dose D/Gy CHK1 CHK2 CHK2-T68

ECA109 0 0.82±0.07 1.03±0.05 0.55±0.06*△

ECA109/N 0 0.86±0.04 1.07±0.07 0.59±0.08*△

ECA109/B 0 0.89±0.12 0.93±0.04 0.60±0.05*△

ECA109/R 15 0.91±0.08 1.09±0.04 1.07±0.07

ECA109/NR 15 0.94±0.05 1.00±0.04 1.09±0.08

ECA109/BR 15 0.91±0.31 1.04±0.09 0.70±0.07*△

*: P<0.05, as compared with ECA109-N, with irradiation; △: P<0.05, as compared with ECA109, with irradiation 

3　讨　　论

　　食管癌是严重危害人类健康的消化道恶性

肿瘤之一，放射治疗为该病的主要治疗手段之

一。放疗后局部未控或复发率高达60%～80%。

虽然放疗新技术的开展使食管癌放疗后局部控

制率有了较大改善，但总体仍不近人意。出于

保护正常组织的目的提高放射剂量的方法难有

突破，如何在目前医疗条件下提高食管癌的放

射敏感性是广大医疗工作者关注的热点，电离

辐射的核心是DNA双链断裂，而细胞周期检测

点激酶53BP1在检测DNA损伤过程中发挥着重要

的作用。

　　关于食管癌RNA干扰53BP1蛋白表达与放

射线照射相结合的实验，国内目前鲜有相关报

道。在我们前期体外研究中，采用RNA干扰技

术抑制53BP1蛋白表达，采用流式细胞术检测

发现由于照射引起的细胞周期阻滞得到明显解

除，Western blot检测照射后DNA损伤信号转导

通路中的下游相关蛋白CHK2-T68的表达较对照

组明显下降，克隆形成实验也证实沉默53BP1

蛋白表达后食管癌细胞的放射敏感性增强，体

外实验研究证实，细胞周期检测点激酶在调节

DNA损伤修复过程中发挥重要作用［2］。但体外

生长环境与肿瘤在体内环境的生长情况有所不

同，致使该研究结果有一定的局限性，基因治

疗的最终目的是应用于临床实践，所以本课题

主要研究沉默53BP1蛋白表达对裸鼠移植瘤放射

敏感性。

　　本研究选用BALB/c/nu裸鼠作为体内实验

的动物模型，BALB/c/nu裸鼠具有易成瘤、易

饲养、重复性好、易观察及相对稳定等优点，

刘志坤，等.　慢病毒介导沉默食管癌细胞53BP1基因表达对裸鼠移植瘤放射敏感性的研究
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适于观察肿瘤细胞在体内生长情况，是研究食

管癌病因、发病机制及肿瘤防治的首选实验动

物。我们将ECA109、ECA109/N、ECA109/B肿

瘤细胞制备成单细胞悬液，采用碘伏常规消毒

后，于裸鼠爪垫注射等量、足量的细胞。在接

种细胞7 d左右，各组裸鼠爪下均形成移植瘤，

在国内首次成功构建了沉默53BP1基因的稳转

细胞株荷瘤裸鼠模型，且在未接受放射线照射

的情况下，各组裸鼠的肿瘤生长速度、肿瘤体

积未见明显差别(P>0.05)，说明慢病毒介导转

染对细胞的生长增殖没有明显的影响，也可能

体内环境下肿瘤的生长更依赖于损伤应答通路

的完整，一旦这种完整性遭到破坏，肿瘤的生

长就会受到抑制［3-4］。但是在给予放射线照

射后，随着照射时间的延长，各组裸鼠移植瘤

的肿瘤生长速度的差异逐渐表现出来。53BP1

转染加照射组的肿瘤生长速度明显慢于其余各

组。本研究结果显示，当观察点接近终点时，

ECA109/BR组的肿瘤体积与其实验开始时体积

的比值即相对生长速率均低于单纯照射组和

53BP1转染组，差异有统计学意义(P<0.05)。通

过采用评价两种处理方式联合作用的公式计算

相应的增敏因子q值，发现ECA109/BR组的q值

为1.45，其值大于1，说明体内实验证实采用

RNA干扰技术抑制基因53BP1的蛋白表达后，

确实对放射线起到了增敏作用。Ward等［5］曾

采用RNA干扰技术转染、观察53BP1基因对恶

性胸腺瘤生物学行为的影响，结果发现53BP1

基因敲除组受照射后，与对照组相比，小鼠体

内肿瘤生长速度明显减慢，且对放射线的敏感

性显著增强，本研究与其结果类似。而且我们

采用Western blot 技术检测各组裸鼠肿瘤组织中

CHK1、CHK2及磷酸化CHK2-T68的蛋白表达

水平。结果显示，ECA109/BR组的肿瘤组织中

CHK1和CHK2的蛋白表达与对照组之间差异无

统计学意义(P>0.05)，但磷酸化CHK2-T68的表

达水平却明显低于对照组(P<0.05)。采用RNA干

扰技术抑制基因53BP1的蛋白表达后，对照射后

CHK1和CHK2的总蛋白表达量影响并不大，但

是对CHK2的磷酸化水平作用明显，该结果提示

53BP1蛋白可能主要是通过CHK2的磷酸化来对

下游相关效应蛋白进行调节的。在酵母菌中，

DNA损伤导致蛋白激酶Rad9的磷酸化，磷酸化

的Rad9可以促进Rad53聚集到Mec1复合体进行

活化或直接活化Rad53［6-9］；在哺乳动物细胞

中，目前所知有3种蛋白的结构和功能与Rad9类

似［10-11］，这3种蛋白均含有BRCT结构域，分别

是MDC1、BRCA1和53BP1［12-15］。研究表明，

53BP1只是部分调节G2/M期检测点和CHK2的功

能［16-18］。这些研究结果表明，53BP1在CHK2

的磷酸化过程中发挥着非常重要的作用［16-18］。

本课题研究中各组细胞周期和凋亡之间未见明

显的差异，可能因为组织取材仅仅在裸鼠接受

放射线照射1 h，受照射的时间太短，细胞周期

和凋亡尚未发生明显变化。

　　本次实验采用慢病毒介导的方法沉默食管

癌ECA109细胞的基因53BP1，并成功构建出沉

默53BP1基因的稳转细胞株荷瘤裸鼠模型，而且

该病毒载体对裸鼠肿瘤的生长未见明显影响，

而对裸鼠移植瘤接受照射后肿瘤的生长、细胞

周期相关蛋白表达产生明显影响，可能与DNA

损伤信号转导通路中相关信号蛋白的相互作用

减弱有关，总之，53BP1可能是基因治疗联合放

疗具有应用前景的靶向基因之一。
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