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ＸＰＣ蛋白促进膀胱癌细胞ＤＮＡ损伤修复的作用
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　　［摘要］　目的　探讨着色性干皮病基因Ｃ（ｘｅｒｏｄｅｒｍａｐｉｇｍｅｎｔｏｓｕｍｇｒｏｕｐＣ，ＸＰＣ）对膀胱癌Ｔ２４细胞紫外线（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ
ｒａｙ，ＵＶ）介导的ＤＮＡ损伤修复的作用及机制。方法　 利用ｓｈＲＮＡ策略，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定ＸＰＣ沉默效果，建立稳定抑制
ＸＰＣ的膀胱肿瘤Ｔ２４细胞模型；ＣＣＫ８法检测ＵＶ对细胞增殖的影响；宿主反应实验检测细胞ＤＮＡ损伤修复能力的差异；
免疫荧光检测ＵＶ损伤处理、ＸＰＣ干扰前后ｐＡＴＭ蛋白分子向细胞核ＤＮＡ损伤部位募集情况。结果　 成功建立稳定抑
制ＸＰＣ的膀胱肿瘤Ｔ２４细胞模型，干扰ＸＰＣ后，细胞对ＵＶ损伤敏感性出现显著差异（Ｐ＜０．０１），干扰组 ＤＮＡ损伤修复
能力较对照组降低（Ｐ＜０．０１），ｐＡＴＭ向损伤区域的募集作用降低（Ｐ＜０．０１）。结论　 ＵＶ损伤条件下，膀胱癌Ｔ２４细胞
通过ＸＰＣ介导ｐＡＴＭ向损伤区域的募集，以降低细胞ＵＶ损伤修复能力。
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　　ＤＮＡ损伤应答是维持细胞遗传稳定性及高保真
性的重要机制，其发生改变将导致损伤的ＤＮＡ不能修
复或者不能正确修复从而引发突变，最终导致许多生

理过程的改变及肿瘤的发生［１］。在众多的 ＤＮＡ修复
途径和机制中，核苷酸切除修复 （ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｉｓｉｏｎ
ｒｅｐａｉｒ，ＮＥＲ）因其修复损伤ＤＮＡ类型最为广泛成为机

体主要的修复途径［２］；同时，ＤＮＡ修复的启动有赖于
ＤＮＡ损伤应答检测点（ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ）的级联信号转导，
其中磷酸化ＡＴＭ（ｐＡＴＭ）募集至 ＤＮＡ损伤位点是诸
多ＤＮＡ损伤应答信号转导的关键早期环节与限速反
应［３］。作为ＮＥＲ途径中最早的损伤识别蛋白，着色性
干皮病基因 Ｃ（ｘｅｒｏｄｅｒｍａｐｉｇｍｅｎｔｏｓｕｍｇｒｏｕｐＣ，ＸＰＣ）
可通过与 ＲＡＤ２３Ｂｃｅｎｔｒｉｎ２形成复合物从而感知、识
别损伤 ＤＮＡ，进一步募集下游修复蛋白完成修
复［４－５］，故其表达缺失或功能异常往往使ＤＮＡ不能正
常修复，导致突变甚至肿瘤的发生［６］。有关ＸＰＣ最新
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的机制研究提示，除在经典 ＮＥＲ中发挥重要作用外，
ＸＰＣ可促进Ｐ５３激活，提示在ＤＮＡ损伤应答中还可能
发挥了重要的早期损伤检测点的信号作用［７］。但是，

ＸＰＣ如何激活 Ｐ５３，是否通过影响 Ｐ５３的上游信号
ＡＴＭ等，均有待进一步阐明。膀胱癌在我国男性泌尿
生殖肿瘤中发病率第一，明显高于西方国家，已经较为

明确的发生膀胱癌的危险因素为吸烟、化工染料（如

苯胺）、药物（如环磷酰胺）等，这些危险因素均为ＤＮＡ
损伤剂，而大部分 ＤＮＡ化学损伤由 ＮＥＲ完成［２］。目

前研究显示，膀胱癌与 ＸＰＣ缺陷密切相关，国外和我
们课题组的研究均发现，ＸＰＣ外显子 １５（Ａ２９２０Ｃ，
Ｌｙｓ９３９→Ｇｌｎ）多态性和内含子９的双等位基因多态性
是膀胱癌发生的高危易感因素［８］；同时，我们前期研

究还发现，ＸＰＣ表达沉默是膀胱癌中的高频事件之
一，强烈提示ＸＰＣ缺陷可能是膀胱癌发生的早期重要
事件之一［８］。但是，ＸＰＣ的缺陷或异常在膀胱癌发
生、发展中的具体作用与机制尚不得知，有待进一步研

究。本研究选择膀胱癌中ＸＰＣ表达正常的 Ｔ２４细胞，
通过建立 ＸＰＣ沉默的细胞模型，模拟膀胱癌 ＸＰＣ缺
失的事实，采用经典的 ＮＥＲ损伤模型———紫外线
（ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｒａｙ，ＵＶ）损伤，分析 ＸＰＣ对膀胱癌细胞
ＤＮＡ损伤应答及修复能力的影响，通过观察ＸＰＣ是否
影响磷酸化 ＡＴＭ（ｐＡＴＭ）募集于 ＤＮＡ损伤位点，初
步探讨ＸＰＣ在促进膀胱癌细胞ＤＮＡ损伤应答中的新
型信号转导作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　　人膀胱癌 Ｔ２４细胞系，由第三军医大学基
础医学部细胞生物学教研室保存。

１．１．２　试剂　　胎牛血清、胰酶和 ＤＭＥＭ高糖细胞培养基为
美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司产品；ＣＣＫ８试剂盒为日本 ＤｏｊｉｎｄｏＬａｂｏｒａｏ
ｒｉｅｓ产品；ＤＣＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙ蛋白浓度测定试剂盒为美国ＢｉｏＲａｄ
产品，ＤＡＰＩ染色液、抗荧光淬灭剂、细胞裂解液、青链霉素溶液
和Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体购自江苏碧云天生物技术公司；蛋白酶抑制剂
为Ｒｏｃｈｅ公司产品；ＸＰＣ（ａｂ６２６４）、ｐＡＴＭ（ａｂ８１２９２）抗体为美国
Ａｂｃａｍ公司产品；二抗、化学发光底物试剂盒以及细胞培养板为
美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；ＰＶＤＦ膜购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ检
测试剂盒购自美国Ｓｉｇｍａ公司，阳离子脂质体购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司，牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自ＵＳＢ公司，４％多聚甲醛、封
闭脱脂奶粉购自武汉博士德公司；感染病毒购自吉凯公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ｔ２４细胞培养于含１０％胎牛血清和１％
青链霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培
养，待其贴壁生长，常规换液和传代后，待细胞进入对数生长

期，即可接种于细胞培养板中进行实验。

１．２．２　建立稳定抑制 ＸＰＣ的膀胱肿瘤 Ｔ２４模型　　利用

ｓｈＲＮＡ策略，将处于对数生长期的 Ｔ２４细胞以每孔５０００个接
种于９６孔板，分为对照组（ＮＣ）和干扰组（ｓｈＸＰＣ），病毒感染
４８ｈ后换液，７２ｈ后免疫荧光镜下观察感染效果并倍比稀释感
染细胞，待稀释的单细胞长成克隆（约２００个细胞）时，挑选荧
光较强的克隆扩大培养并验证干扰效果。

１．２．３　ＣＣＫ８法检测ＵＶ对细胞增殖的影响　　取对数生长
期的ＮＣ、ｓｈＸＰＣ２组细胞接种于９６孔板，用细胞计数板计数，
置每孔约４０００个细胞于２００μＬ培养基中，待其完全贴壁后进
行损伤处理。２组细胞分别进行空白处理及不同剂量的ＵＶ处
理（２、４、８、１０、１５、２０Ｊ／ｍ２），每种处理设３个复孔，处理４８ｈ，待
对照孔细胞长满后，将培养基弃去，各加入含５μＬＣＣＫ８检测
试剂的１６４０溶液１００μＬ，于３７℃、５％ ＣＯ２孵箱内孵育 １～
２ｈ，最后，在４５０ｎｍ波长下测定光密度值［Ｄ（４５０）］，计算不同
剂量的ＵＶ对２组细胞增殖的抑制率。细胞抑制率 ＝［对照孔
Ｄ（４５０）值－加药孔Ｄ（４５０）值］／对照孔Ｄ（４５０）×１００％。
１．２．４　细胞总蛋白的提取和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＵＶ照射结
束后，胰酶消化细胞并经ＰＢＳ洗涤后用 ＲＩＰＡ细胞裂解液于冰
上裂解１５ｍｉｎ。于４℃、１４８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清并用
ＤＣＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙ法测量蛋白浓度，经浓度标化后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测。取２０μｇ总蛋白，经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，将
蛋白转至ＰＶＤＦ膜上。用１％ ＢＳＡ常温封闭２ｈ，然后用１∶１０００
稀释的一抗４℃孵育过夜，用含０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳＴ洗膜
３次，每次１０ｍｉｎ，之后用１∶１００００稀释的二抗常温孵育２ｈ，
ＰＢＳＴ洗涤后用化学发光底物法将ＰＶＤＦ膜用Ｘ线片曝光。
１．２．５　宿主反应实验　　取对数生长期的 ＮＣ、ｓｈＸＰＣ２组细
胞接种于２４孔板中，贴壁１２ｈ之后，将 ＵＶ（１０００Ｊ／ｍ２）随机
损伤的含有Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ报告基因的ＰＵＧ１５质粒瞬时转染至２组
细胞，继续培养４８ｈ，使质粒在细胞内得以充分修复，４８ｈ后裂
解细胞，每孔加入２００μＬＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ报告基因专用裂解液，４℃
裂解３０ｍｉｎ，将细胞吹下转移至 ＥＰ管中４℃离心２ｍｉｎ，取裂
解上清液２０μＬ，加入１００μＬＬｕｃｉｆｅｒａｓｅ检测试剂，快速混匀后
检测报告基因的表达计算相对修复率，ＤＮＡ相对损伤修复率＝
损伤质粒ＬｕｃＲＬＵ值／未损伤质粒ＬｕｃＲＬＵ值×１００％。
１．２．６　免疫荧光实验　　将处于对数生长期的 ＮＣ、ｓｈＸＰＣ
２组细胞接种于底部有盖玻片的６孔板中，２４ｈ后ＵＶ（６Ｊ／ｍ２）
处理，２ｈ后取细胞爬片，ＰＢＳ漂洗２次／３ｍｉｎ，室温４％多聚甲醛
固定５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗２次／３ｍｉｎ，０．２％ ＮＰ４０室温透膜５ｍｉｎ，
ＰＢＳ漂洗２次／３ｍｉｎ，室温１％ ＢＳＡ（牛血清白蛋白）封闭１ｈ，一
抗ｐＡＴＭ１∶５００稀释，４℃孵育过夜后ＰＢＳ漂洗３次／１０ｍｉｎ，荧
光二抗（１∶５００稀释）室温孵育１ｈ后ＰＢＳ漂洗３次／１０ｍｉｎ，之后
ＤＡＰＩ复染室温孵育５ｍｉｎ后ＰＢＳ漂洗２次／３ｍｉｎ。抗荧光淬灭
剂封片，荧光显微镜下观察ｐＡＴＭ募集至损伤ＤＮＡ的情况。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行组间单因
素方差分析和独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　建立稳定抑制ＸＰＣ的膀胱肿瘤细胞模型
　　选取干扰效果较好的克隆１（泳道２），进行后续的实验研
究（图１）。
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１：病毒感染对照组；２～６：病毒感染后挑选的不同干扰组细胞克隆
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测病毒感染Ｔ２４细胞后不同ｓｈＸＰＣ克隆的

ＸＰＣ表达

２．２　ｓｈＸＰＣ细胞对ＵＶ的敏感性增加
　　结果见图２，ｓｈＸＰＣ细胞对ＵＶ的敏感性较ＮＣ细胞显著增
加（Ｐ＜００１）。
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图２　不同剂量ＵＶ处理对２组细胞存活率的影响

２．３　ｓｈＸＰＣ细胞的ＤＮＡ损伤修复能力降低
　　ＮＣ细胞的 ＤＮＡ相对修复率高达（７５．１３±７．２５）％，而
ｓｈＸＰＣ细胞仅为（４６．４３±１２．３９）％，修复能力明显降低（Ｐ＝
００１３）。
２．４　ｓｈＸＰＣ细胞ｐＡＴＭ向损伤ＤＮＡ的募集降低
　　ＮＣ细胞中出现ｐＡＴＭ募集细胞比例为（６８．４７±１４．１３），
而ｓｈＸＰＣ细胞为（２５．５±１２．１９），两者比较差异具有统计学意
义（Ｐ＝０．００８，图３）。

３　讨论

　　本研究选用ＸＰＣ表达正常的膀胱癌Ｔ２４细胞，首
先通过慢病毒感染策略成功构建稳定抑制 ＸＰＣ表达
的细胞模型，在 ＵＶ作为 ＤＮＡ损伤剂的作用下发现
ＤＮＡ损伤应答的生物学效应发生了显著改变，细胞增
殖实验提示 ＸＰＣ被抑制后对 ＵＶ损伤的敏感性显著
增加，而宿主细胞反应实验表明其修复能力显著下降。

鉴于肿瘤的发生是在致癌环境中长期作用的结果，

ＤＮＡ修复能力的下降使损伤的 ＤＮＡ不能正确地修
复，继而产生ＤＮＡ的突变，虽然严重的ＤＮＡ损伤使细
胞中ＤＮＡ无法复制导致细胞不能生存从而敏感性增
加，但是生存下来的细胞累积的突变最终将导致高遗

传不稳定性的发生甚至癌变。

　　最近在人源 ＸＰＣ遗传性缺陷细胞中通过基因芯
片技术（ｍｉｃｏａｒｒａｙ）研究发现，ＸＰＣ不仅直接参与 ＤＮＡ
的损伤修复，而且其在 ＤＮＡ损伤应答过程中（如周期
监测点）起着早期信号转导的作用［８］。由于 ＡＴＭ自
身磷酸化是ＤＮＡ损伤应答反应的早期关键的核心事
件［９］，通过免疫荧光技术发现 ＵＶ损伤下，ＸＰＣ影响
ｐＡＴＭ向损伤 ＤＮＡ的募集，即对照组细胞在损伤处
理之后ｐＡＴＭ分子快速向损伤ＤＮＡ募集进一步形成
ｆｏｃｉ结构，从而募集下游的修复蛋白完成损伤修复；而
ＸＰＣ干扰组细胞几乎没有ｐＡＴＭ募集形成，无法启动
下游的修复传导通路。提示在膀胱癌细胞中，ＸＰＣ除了
直接参与由ＵＶ损伤引起的 ＤＮＡ损伤的修复，而且通
过影响ｐＡＴＭ的募集在损伤应答发挥新的信号功能。
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图３　６Ｊ／ｍ２ＵＶ处理２组细胞２ｈ后免疫荧光染色观察ｐＡＴＭ（红色）细胞核募集表达　（ＤＡＰＩ复染细胞核 ×４００）
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　　在ＤＮＡ损伤的早期，ＡＴＭ的磷酸化启动了包括
ＣＨＫ１、Ｐ５３、Ｐ２１等信号转导的级联反应从而决定了细
胞生物学行为及命运［９－１３］。ＸＰＣ影响 ｐＡＴＭ向损伤
ＤＮＡ的募集提示ＸＰＣ在ＤＮＡ损伤应答中可能还会有
新功能，本研究未就 ＸＰＣ与 ＡＴＭ之间如何相互作用
的分子机制深入探索，且只采用了紫外线损伤较为单

一的损伤形式。最近，本课题组已展开顺铂损伤下的

相关研究，相信通过更多的努力能帮助人们更好地理

解ＸＰＣ在损伤应答及修复中的新作用新角色。
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　　急性跟腱断裂是临床上常见的急性损伤，跟腱的血供较
少，愈合困难，术后并发症较多［１］。目前常规治疗采用广泛切

开手术使跟腱断端充分对合，但术后常出现伤口皮肤坏死感

染，跟腱愈合差等问题［２］。西南医院创伤急救中心从２００６－
２０１２年共收治急性跟腱断裂１０４例，采用 Ａｃｈｉｌｌｏｎ微创缝合的
方法行一期微创手术吻合，取得较好的疗效，现报告如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　本组闭合性跟腱断裂５６例，其中男３３例，女２３例；左侧
２５例，右侧３１例；平均年龄２９．３（１９～５５）岁；间接暴力损伤

４３例，直接暴力损伤１１例，不明原因损伤２例。开放性跟腱断
裂４８例，其中男３０例，女１８例，左侧２２例，右侧２６例；平均年
龄３２．５（２１～６６）岁；玻璃割伤２１例，瓷片割伤１５例，电锯割伤
８例，刀砍伤４例；完全断裂４２例，不完全断裂（大于１／３）６例。
断裂部位：断端距跟骨结节３ｃｍ以上，所有病例断裂部位均位
于腱、肌腹交界部以远，从受伤到就诊的时间为０．５～１６ｈ，均
在入院后１ｈ内行手术。

１．２　手术方法及术后处理
　　对于闭合性跟腱断裂患者，根据术前 ＭＲ确定手术切口，
切口位于断裂处内侧，打开跟腱腱鞘后不游离跟腱腱鞘，清理

断端血肿。按照前期报道的方式进行吻合操作［３］。对于开放

性跟腱断裂患者，首先进行彻底清创，注意保护周围组织，不做

过多剥离，适当行锐性修整，不过多切除。同上法行吻合手术。

　　术后切口无引流，踝关节跖屈３０°石膏外固定１周后换为
管型石膏，跟腱处开窗换药。术后６周拆除石膏后部分负重活
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