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CKS1 表达与食管癌细胞辐射敏感性的关系研究 *
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摘要 目的：探讨 CKS1 表达对食管癌细胞辐射敏感性的影响，初步研究其分子机理。方法：用 Western-blotting 方法筛选 CKS1 低

表达和高表达的食管癌细胞系；构建 CKS1 正义表达载体 p-pcDNA 3.1/myc-His A-CKS1 和 RNA 干扰载体 CKS1 siRNA，分别转

染 CKS1 低表达细胞和高表达细胞，用不同剂量 γ- 射线照射各组细胞，克隆形成实验检测细胞辐射敏感性的差异。结果：CKS1 在

四种食管癌细胞中的表达水平依次为 EC9706＞KYSE510＞KYSE450＞KYSE150。用 p-pcDNA 3.1/myc-His A-CKS1 表达载体转

染 KYSE150 细胞后 CKS12 表达升高，不同剂量 γ- 射线照射后细胞的克隆形成能力显著高于母系对照组(P<0.01)。RNA 干扰载

体转染 KYSE510 细胞后 CKS1 表达水平降低，不同剂量 γ- 射线照射后细胞的克隆形成能力显著低于母系对照组(P<0.01)。敲

降 CKS1 表达后 DNA 损伤修复相关蛋白 RAD51 表达下降，KU70 表达没有变化。CKS1 过表达后 RAD51 表达升高，KU70 表达

没有变化。结论：CKS1 表达与食管癌细胞的辐射敏感性密切相关，可能通过影响 DNA 损伤修复发挥作用。
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ABSTRACT Objective: To explore the correlation of CKS1 expression with radio-sensitivity of Esophageal Carcinoma and its
mechanism. Methods: Detecting the level of CKS1 in four different Esophageal carcinoma cell lines using western-blotting. Constructing
p-pcDNA 3.1/myc-His A- CKS1 expression and CKS1 siRNA vector and transfecting CKS1 low or high expression cell, respectively.
Clone forming assay was used to detect the cell proliferation ability of different groups after different doses of γ-ray irradiation. Results:
The sequence of CKS1 expression level in four different Esophageal Carcinoma cell line was EC9706＞KYSE510＞KYSE450＞
KYSE150. Compared with parent control cells, the clone forming ability of CKS1 high expression cells was significantly increased (P<0.
01). In contrast, the clone forming ability of KYSE510 cell was significantly decreased after CKS1 knock-down (P<0.01). RAD51
expression was decreased or increased after CKS1 knock-down or overexpression, respectively. But KU70 expression did not change.
Conclusion: CKS1 may have effect on radio-sensitivity of Esophageal Carcinoma via DNA damage pathway.
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引言

CKS1 是高度保守的 CKS1/Suc1 蛋白家族成员，可以与细

胞周期蛋白依赖性激酶相互作用而影响细胞周期的进展[1]。近

年来的研究表明 CKS1 在多种人类恶性肿瘤中高表达，且与肿

瘤的发生发展及预后密切相关。但其与肿瘤细胞辐射敏感性的

关系的研究还比较少。本研究检测了 CKS1 表达对食管癌细胞

辐射敏感性影响，并初步研究了其中的分子机理。

1 材料与方法

1.1 细胞

食管癌 EC9706，KYSE150，KYSE450 和 KYSE510 细胞购

自协和医学院细胞中心，培养于含 10％胎牛血清的 RPMI1640
培养液中，置于 37℃、5％ CO2 培养箱中培养。
1.2 照射条件

Cammacell-10 (Atomic Energy of Canada Lim) 137Cesium
γ- 射线，剂量率 2.4Gy/min。
1.3 载体构建

CKS1 正 义 表 达 载 体 p-pcDNATM3.1/myc-His A-CKS1 和

RNA 干扰序列由 Invitrogen 公司合成。转染试剂 Lipofectami-
ne2000 购自 Invitrogen 公司。
1.4 细胞转染

4216· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.22 AUG.2012

生长良好的细胞于转染前一天接种到六孔板中，经 16~18
小时后，细胞总面积达到 60~80%。取 5 μL 转染试剂加入 250
μL RPMI 1640，同时，将 2 μg 质粒 DNA 加入另外 250 μL RP-
MI 1640。将两者温和混匀，室温放置 30 分钟。细胞先用 RPMI
1640 洗一至两次，加入 2 mL RPMI 1640。然后将上述混合物轻

轻加到培养细胞上。37℃培养 5 小时后，换正常培养液终止转

染。24~48 小时后收集细胞，检测其瞬时表达情况。如果需筛选

稳定细胞株，在 48 小时后将细胞按 1:10 传代，然后加入选择

抗生素进行筛选，每隔 2~3 天换液一次，约 10~14 天左右有明

显克隆形成，鉴定后保存。
1.5 Western-blotting

分别提取食管癌和癌旁正常组 织 的 总 蛋 白 ， 经 12%
SDS-PAGE 分离后，将电泳产物转移至硝酸纤维素膜，5%脱脂

奶粉封闭 1 h。加 CKS1 鼠抗人一抗（Santa Cruz 1：500 倍稀释）

4℃反应过夜。TTBS 洗涤后，加二抗(羊抗鼠，1：500 倍稀释)，室

温培育 1 h，加 ECL 发光液暗室显影。以 β-actin（Sigma,1:5000
稀释）作为内参蛋白。
1.6 克隆形成实验

食管癌细胞接受不同剂量 γ- 射线照射后，按不同照射剂

量接种不同细胞数量到 60mm 培养皿。细胞连续培养 3 周后用

甲醇固定，加吉姆萨染液染色 30 分钟，流水冲洗，计数细胞

数≥50 的克隆个数。
1.7 统计学分析

用 SPSS16. 0 统计软件进行分析。多组间比较用方差分析，

P < 0.05 为差异有显著性。

2 结果

2.1 CKS1 在四种食管癌细胞系中的表达

我们首先用 Western-blotting 方法检测了四种食管癌细胞

中 CKS1 的表达情况，结果如图 1 所示，CKS1 在 EC9706 中表

达最高，在 KYSE150 中表达最低，KYSE510 和 KYSE 450 中

的表达介于二者之间。

图 1 Western-blotting 检测 CKS1 在四种食管癌细胞系中的表达 CKS1

表达顺序依次为 EC9706>KYSE510>KYSE450 >KYSE150

Fig.1 Western-blotting for CKS1 expression in the four esophageal cancer

cell lines. Expression order of CKS1：EC9706> KYSE510> KYSE450>

KYSE150

2.2 正义转染和 RNA 干扰效果

用 CKS1 表达载体 p-pcDNATM 3.1/myc-His A-CKS1 转染

CKS1 低表达细胞 KYSE150，筛选稳定克隆后检测 CKS1 表

达，结果如图 2A 所示，正义转染后 CKS1 表达水平显著升高，

表明转染成功。用 CKS1 siRNA 载体转染 CKS1 高表达细胞

EC9706 后，结果如图 2B 所示，敲降组 CKS1 表达降低，表明

RNA 干扰成功。

图 2 A, 正义转染后 CKS1 表达升高。B，RNA 干扰后 CKS1 表达降低

Fig.2 A, CKS1 expression is elevated after transfection . B, CKS1

expression decreased after RNA interference

2.3 CKS1 表达对食管癌细胞辐射敏感性的影响

用 p-pcDNA 3.1/myc-His A-CKS1 正义转染 KYSE150 细

胞，以 KYSE150 母系和空载作为对照，0、2、4、6、8 Gy γ- 射线

照射各组细胞，克隆形成实验检测细胞存活分数，发现在 6 Gy
和 8 Gy γ- 射线照射后 CKS1 高表达组细胞的存活分数显著高

于对照组（P<0.01）(图 3)，表明 CKS1 高表达可以增加食管癌细

胞的辐射抵抗能力。

图 3 6 Gy 和 8Gy γ- 射线照射细胞后，CKS1 高表达组细胞的存活分数

显著高于对照组，* P<0.01

Fig.3 After 6Gy and 8Gy γ-ray irradiated cells, cell survival fraction in

high expression of CKS1 group was significantly higher than those in the

control group, * P <0.01

用 RNA 干扰技术敲降 EC9706 细胞中 CKS1 表达后，

EC9706 母系和 Scrambled RNAi 作为对照，0、2、4、6、8 Gy γ-

射线照射各组细胞，克隆形成实验检测细胞存活分数，发现在

6 Gy 和 8 Gyγ- 射线照射后 CKS1 敲降组细胞的存活分数显著

低于对照组 （P<0.01）(图 4)，表明 CKS1 低表达可以增加食管

癌细胞的辐射敏感性。
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图 4 6 Gy 和 8Gy γ- 射线照射细胞后，CKS1 低表达组细胞的存活分数

显著低于对照组，* P<0.01

Fig.4 After 6Gy and 8Gy γ-ray irradiated cells, cell survival fraction in

low expression of CKS1 group was significantly lower than those in the

control group, * P <0.01

2.4 CKS1 表达对 DNA 损伤修复相关蛋白 RAD51 和 KU70 表

达的影响

用 p-pcDNA 3.1/myc-His A-CKS1 正义转染 KYSE150 细

胞，以 KYSE150 母系和空载作为对照，检测 CKS1 高表达对

RAD51 和 KU70 表达的影响，发现 CKS1 高表达细胞 RAD51
表达升高，KU70 表达没有明显变化(图 5A)。

用 RNA 干扰技术敲降 EC9706 细胞中 CKS1 表达后，

EC9706 母系和 Scrambled RNAi 作为对照，检测敲降 CKS1 对

RAD51 和 KU70 表达的影响，发现 CKS1 低表达细胞 RAD51
表达也降低，KU70 表达同样没有明显变化(图 5B)。

图 5 CKS1 表达对 RAD51 和 KU70 表达的影响。A, CKS1 高表达细

胞 RAD51 表达升高，KU70 表达没有明显变化。B，敲降 CKS1 表达后

RAD51 表达降低，KU70 表达没有明显变化

Fig.5 Impack of RAD51 and KU70 expression from expression of CKS1.

A, Expression of RAD51 in cell was increased when CKS1 high

expressed ，but expression of KU70 did not change significantly. B, When

knocking down CKS1，expression of RAD51 reduced while expression of

KU70 did not change significantly

3 讨论

我国是世界上食管癌高发区，发病率和死亡率均居世界之

首，每年全世界新诊断的 30 万食管癌患者中，1/2 以上发生在

中国[2]。放射治疗是食管癌的主要治疗手段之一，我国的食管癌

患者以鳞状细胞癌为主，对放射治疗相对比较敏感。但不同食

管癌患者放射治疗的效果存在很到差异，其中的一个重要原因

是肿瘤组织对射线作用的敏感性不同，因此，寻找与食管癌辐

射敏感性相关的生物标志物，阐明其分子机理对指导食管癌的

个体化放射治疗，提高患者生存质量有重要意义。

CKS1 是高度保守的 CKS1/Suc1 蛋白家族成员，可以与细

胞周期蛋白依赖性激酶相互作用而影响细胞周期的进展。近年

来的研究表明 CKS1 在多种人类恶性肿瘤中高表达，且与肿瘤

的发生发展及预后密切相关, 可能作为肿瘤治疗的新靶点。

Shen 等利用免疫组化方法检测发现 CKS1 在肝癌组织中高表

达，而且 CKS1 的表达与肝癌侵袭性有显著的相关性[3]。Zototar

等研究发现 CKS1 在非小细胞肺癌组织中高表达，统计分析表

明 CKS1 表达与病人不良预后显著相关[4]。Nagler 等检测了 64

例唾液腺癌中 CKS1 的表达，发现 47%的病例中存在 CKS1 的

高表达, 而且其表达与 SKP2、Ki67 和 p53 的表达呈显著正相

关，与 p27 表达呈显著负相关。进一步的统计学分析发现 CKS1

表达与唾液腺癌的淋巴结转移及病人的生存期成显著的负相

关[5]。Slotky 等发现 CKS1 的表达与肿瘤分化程度和病人生存

期有显著相关性[6]。Shapira 等报道在结直肠癌中，SKP2 与CK-

S1 的表达与肿瘤分化程度和 P27 的表达呈显著负相关，与结

直肠癌病人的不良预后有显著相关性[7]。此外，在其他肿瘤，如

胃癌和前列腺癌等中也发现 CKS1 表达与淋巴结转移和病人

预后有显著相关性[3,5,8-12]。国内对 CKS1 在肿瘤中表达水平的研

究只有赵勇等发现胃癌和结直肠组织中 CKS1 高表达，其表达

与肿瘤分化程度相关，而与肿瘤浸润深度、淋巴结转移和临床

分期没有相关性[13]。我们以前的研究结果发现 CKS1 在乳腺癌

中高表达，而且与乳腺癌的侵袭转移相关[14]。

关于 CKS1 在肿瘤中的功能，报道较多的是其对肿瘤细胞

周期的影响。众所周知，p27 具有抑制细胞周期进展的功能。

p27 在 G1 和 S 期的泛素化降解是由 SCFSKP2 泛素连接酶复

合物介导的[15]。而 CKS1 对于该复合物对 p27 的识别和连接是

必须的，所以 CKS1 的高表达对细胞周期有抑制作用[16]。鉴于

CKS1 在细胞周期调节中的重要作用，我们推测其表达可能对

肿瘤细胞的辐射敏感性有一定的影响。为此，我们构建了 CKS1

表达载体，转染 CKS1 低表达细胞后检测了细胞辐射敏感性的

变化，发现 CKS1 高表达可以显著增加食管癌细胞的辐射抵抗

能力。相反，用 RNA 干扰技术敲降 CKS1 高表达食管癌细胞

CKS1 的表达后，细胞的辐射敏感性显著增加。这些结果表明

CKS1 表达可以影响食管癌细胞的辐射敏感性。

细胞核 DNA 双链断裂是辐射引起的主要损伤之一，因此

DNA 损伤修复能力对细胞的辐射敏感性有重要影响[17]。同源

重组和非同源末端连接是双链 DNA 断裂的主要修复形式，而

RAD51 和 KU70 分别是参与同源重组和非同源末端连接修复

的重要蛋白[18,19]，因此我们检测了 CKS1 表达对这两个蛋白的

影响，结果发现 CKS1 可以影响 RAD51 的表达，提示 CKS1 可

能影响辐射诱导的食管癌细胞 DNA 损伤后的同源重组修复，

从而影响细胞的辐射敏感性。本研究结果提示 CKS1 的表达水

平与食管癌细胞的辐射敏感性密切相关，CKS1 可能作为食管

癌辐射敏感性的生物标志物及个体化放射治疗的靶点。
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