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中文摘要 

辐射诱导 DNA 损伤修复中 EZH2 与 ATM 调控作用的研究 

 

背景： 

电离辐射（ionizing radiation，IR）引起的 DNA 损伤是辐射损伤效应的重

要内容之一，也是放射生物学研究的主要内容之一。在辐射引起的 DNA 损伤修

复过程中 ATM/Chk2/p53 通路起重要作用。DNA 损伤后 ATM 立刻被激活，活

化 Chk2，从而磷酸化 p53 或直接通过 p53 传递损伤信号，开启 DNA 损伤修复

进程。 

随着辐射研究的不断深入，表观遗传学的逐渐兴起，人们发现组蛋白修饰

在 DNA 损伤修复中起重要作用。Valérie Borde 等研究发现在 IR 照射后，SPR-5

迅速聚集到 DNA 双链断裂（DNA doubled-strand breaks，DSBs）区移除

H3K4me2，从而招募双链断裂修复（doubled-strand break repair，DSBR）蛋白

对 DNA 损伤进行修复。Sheema Fnu 等发现 H3K36me2 在辐射诱导的 DSB 中可

以通过增强非同源末端连接（non-homologous end joining，NHEJ）介导的 DSB

损伤修复。H3K9me3 在 IR 诱导的小鼠胚胎成纤维细胞中会与 Tip60 在 DNA 损

伤区域相互作用，促使 ATM 激活，进而触发下游 DNA 损伤应答（DNA-

damage response，DDR）对 DSB 进行修复。 

目前 H3K27me3 在 DNA 损伤修复中研究较少， Zhiqing Li 等人对家蚕在紫

外线 UV 诱导的 DNA 损伤中发现 PRC2 介导的 H3K27me3 增加，并且发现具有

PcGs 基因缺失的蚕细胞显示出对 UV-C 辐射的高度敏感性。同时，Shu-Bin Gao

等人研究显示通过 EZH2 甲基转移酶抑制剂 GSK126 抑制 HepG2 细胞的

H3K27me3 后会促进化疗药物 MMC 诱导的 DNA 损伤。以上研究证实了组蛋白

甲基化在 DNA 损伤修复中的重要作用。 

目的： 

通过建立干扰 EZH2 和过表达 HepG2 细胞模型，证实 H3K27me3 在辐射诱

导 DNA 损伤中的作用，探讨 PcGs 家族成员 EZH2 介导的 H3K27me3 对
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ATM/Chk2/p53 调控机制。 

方法： 

1.通过流式细胞术检测不同处理组 HepG2 细胞的细胞周期变化。 

2.通过免疫荧光方法检测不同处理组 HepG2 细胞 γH2AX 及 H3K27me3 的

表达。 

3.通过 Real-time PCR 方法检测各处理条件下 HepG2 细胞 EZH2 、BMI1 及

ATM、Chk2 和 p53 基因表达水平变化，再通过 Western blot 方法检测 EZH2、

H3K27me3、ATM 和 p53 蛋白表达水平变化。 

4.采用瞬时转染方法建立干扰 EZH2 和 EZH2 过表达 HepG2 细胞模型，观

察 EZH2 与 ATM/Chk2/p53 通路的调控关系。 

5.采用免疫共沉淀技术，检测不同处理组 HepG2 细胞 ATM 启动子区域

H3K27me3 的修饰变化。 

结果： 

1.电离辐射对 HepG2 细胞周期、DNA 损伤及目的基因转录及蛋白表达水平

的影响 

HepG2 细胞进行不同剂量辐射后 12h 及 24h 细胞发生 G2 期阻滞，且呈剂

量依赖性升高；各照射组相与假照组比较，γH2AX 和 H3K27me3 焦点数明显增

多，DNA 损伤及 H3K27me3 表达呈剂量依赖性升高；辐射组中 PcGs 家族成员

EZH2 及 BMI-1 mRNA 表达水平显著高于对照组，EZH2 和 H3K27me3 蛋白表

达水平明显高于对照组；照射后 ATM、Chk2 及 p53 基因 mRNA 表达水平显著

高于对照组， 同时 ATM、p53 蛋白表达水平亦明显高于对照组。 

2.抑制 EZH2 酶活性后辐射对细胞周期、DNA 损伤及目的基因转录及蛋白

表达水平的影响 

对 HepG2 细胞进行不同剂量的照射后，加入 3μmol/L GSK126 抑制 EZH2

酶活性，HepG2 细胞发生 G2/M 期阻滞，呈剂量依赖性升高，而且 IR+GSK126

组与 IR 组相比，G2/M 期阻滞显著降低；免疫荧光结果显示 IR+GSK126 组与

IR 组相比 H3K27me3 焦点数明显减少，而 γH2AX 焦点数明显增多；基因表达

结果显示 IR+GSK126 组与 IR 组相比 EZH2 mRNA 表达水平显著升高，但 

H3K27me3 蛋白表达水平却显著降低；辐照后 6h IR+GSK126 组与 IR 组相比
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ATM 和 p53 mRNA 表达水平显著升高，Chk2 mRNA 表达水平变化不明显；但

辐照后 12h 在 8Gy 剂量条件下 IR+GSK126 组与 IR 组相比 ATM、Chk2 及 p53 

mRNA 表达水平显著降低。 

3. EZH2 干扰和过表达中辐射对 ATM、Chk2 及 p53 基因表达的影响 

免疫荧光结果显示，干扰 EZH2 后不同照射剂量组中 γH2AX 的焦点数明显

增多，而 H3K27me3 的焦点数明显减少；基因表达水平结果显示 EZH2 干扰照

射组与单纯照射组比 EZH2 mRNA 表达水平显著下降，同时 H3K27me3 蛋白表

达水平也下降；EZH2 过表达照射组与单纯照射组比，EZH2 mRNA 和

H3K27me3 蛋白表达水平都显著升高；照射后 6h EZH2 干扰组与单纯照射组比

ATM、Chk2、p53 mRNA 表达水平显著升高；照射后 12h EZH2 干扰组与单纯

照射组比 ATM、p53 蛋白表达水平明显升高；EZH2 过表达后 ATM、Chk2 及

p53 基因在转录及蛋白水平上变化不明显。 

4. GSK126处理组和 EZH2干扰组中 ATM 启动子区域 H3K27me3的修饰变化 

我们在 ATM 启动子上游-1630 ~ -774 区域及下游 719~3475 区分别选取 3 个

H3K27me3 的结合位点，采用 ChIP 实验检测 H3K27me3 的表达变化，发现

siEZH2 组和 GSK126 组，ATM 启动子区 H3K27me3 的表达水平显著降低。且

在 PP4 位点上 H3K27me3 的表达变化最为明显。 

结论： 

1. 在电离辐射诱导的 HepG2 细胞 DNA 损伤反应中 ATM/Chk2/P53 通路被激活。 

2.  EZH2 甲基转移酶抑制剂 GSK126 通过降低 H3K27me3 表达水平促进电

离辐射诱导的 DNA 损伤。 

3. PcGs 家族中关键基因 EZH2 通过介导 ATM启动子区域的 H3K27me3参与

到 DNA损伤修复中。 

 

关键词： 

电离辐射，DNA 损伤，ATM/Chk2/p53，EZH2，H3K27me3 
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ABSTRACT 

Study on the Regulation of EZH2 and ATM in  

Radiation-induced DNA Damage Repair 

 

BACKGROUND: 

DNA damage caused by ionizing radiation (IR) is one of the important contents 

of radiation damage effect, and it is also one of the main contents of radiation biology 

research. The ATM/Chk2/p53 pathway plays an important role in the process of 

radiation-induced DNA damage repair. ATM is activated immediately after DNA 

damage, and activates Chk2, phosphorylates p53, or directly transmits damage signals 

through p53, which opens the process of DNA damage repair. 

With the deepening of radiation research and the rise of epigenetics, it has been 

found that histone modifications play an important role in DNA damage repair. 

Valérie Borde et al. found that after IR irradiation, SPR-5 rapidly aggregated into 

DNA double-strand breaks (DSBs) to remove H3K4me2, thereby recruiting double-

strand break repair (DSBR) proteins. Repair DNA damage. Sheema Fnu et al. found 

that H3K36me2 in radiation-induced DSB can be repaired by non-homologous end 

joining (NHEJ)-mediated DSB injury. H3K9me3 interacts with Tip60 in regions of 

DNA damage in IR-induced mouse embryonic fibroblasts, triggering ATM activation 

and DNA-damage response (DDR) to repair DSB. 

At present, H3K27me3 is rarely studied in DNA damage repair. Zhiqing Li et al 

found that PRC2-mediated H3K27me3 increased in UV-induced DNA damage in 

silkworm, and it was found that silkworm cells with deletion of PcGs gene showed 

UV-C radiation highly sensitive. At the same time, ShuBin Gao et al. showed that 

inhibition of H3K27me3 in HepG2 cells by the EZH2 methyltransferase inhibitor 

GSK126 promotes DNA damage induced by the chemotherapeutic drug MMC. The 

above studies confirmed the important role of histone methylation in DNA damage 

repair. 

PURPOSE: 

By establishing EZH2 low-expression and HepG2 over-expression cell model, 

the role of H3K27me3 in radiation-induced DNA damage was confirmed, and the 
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regulation mechanism of H3K27me3 on ATM/Chk2/p53 by PcGs family member    

1. The cell cycle of HepG2 cells in different treatment groups was detected by 

flow cytometry. 

2. The expression of γH2AX and H3K27me3 in HepG2 cells of different 

treatment groups was detected by immunofluorescence. 

3. The expression of EZH2, BMI1, ATM, Chk2 and p53 genes in HepG2 cells 

were detected by Real-time PCR. The expression levels of EZH2, H3K27me3, ATM 

and p53 proteins were detected by Western blot. 

4. Transient transfection method was used to establish the EZH2 low expression 

and over-expression HepG2 cell model, and observe the regulatory relationship 

between EZH2 and ATM/Chk2/p53 pathway. 

5. The co-immunoprecipitation technique was used to detect the modification of 

H3K27me3 in the ATM promoter region of HepG2 cells in different treatment groups. 

RESULT:    

1. Effect of ionizing radiation on HepG2 cell cycle, DNA damage, target gene 

transcription and protein expression 

G2 phase arrest occurred at doses of 12h and 24h in HepG2 cells irradiated in a 

dose-dependent manner. The focal numbers of γH2AX and H3K27me3 were 

significantly increased in each irradiation group compared with the control group, and 

DNA damage and H3K27me3 expression  increase dependent dose. The expression 

levels of EZH2 and BMI-1 mRNA in the PcGs family members in the radiation group 

were significantly higher than those in the control group; The expression levels of 

EZH2 and H3K27me3 proteins were significantly higher in the radiation group; The 

expression levels of ATM, Chk2, and p53 mRNAs were significantly higher after 

irradiation. The expression level of ATM and p53 protein was also significantly higher 

than that of the control group. 

2. Effect of radiation on cell cycle, DNA damage, target gene transcription and 

protein expression after inhibition of  EZH2 enzyme activity 

After irradiation with different doses of HepG2 cells, 2μmol/L GSK126 was 

added to inhibit EZH2 enzyme activity, and G2 arrest of HepG2 cells occurred in a 

dose-dependent manner, and G2 arrest was observed in IR+GSK126 group 

significantly decreased compared with IR group; Immunofluorescence results showed 

that the number of focal points of H3K27me3 was significantly reduced in 
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IR+GSK126 group compared with IR group, while the focal number of γH2AX was 

significantly increased; Gene expression results showed that the expression level of 

EZH2 mRNA in IR+GSK126 group was significantly higher than that in IR group. 

However, the expression level of H3K27me3 protein was significantly decreased. At 

the 6th hour after irradiation, the expression levels of ATM and p53 mRNA were 

significantly increased in IR+GSK126 group compared with IR group, but the 

expression of Chk2 mRNA was not changed significantly; However, the dose was 

8Gy after 12h. IR, GSK126 group compared with IR group, ATM, Chk2 and p53 

mRNA expression levels were significantly reduced. 

3. Effect of radiation on the expression of ATM, Chk2 and p53 in EZH2 

interference and over-expression 

The results of immunofluorescence showed that the number of focal points of 

γH2AX increased significantly in the different irradiation dose groups after 

interference with EZH2, while the number of focal points of H3K27me3 decreased 

significantly; the gene expression level results showed that EZH2 mRNA expression 

level interference irradiation group and the simple irradiation group were significantly 

decreased. The expression level of H3K27me3 protein was also decreased. The EZH2 

mRNA and H3K27me3 protein expression levels were significantly increased in the 

EZH2 over-expression irradiation group compared with the irradiation group. The 

expression levels of ATM, Chk2, and p53 mRNA were significantly higher in the 

EZH2 interference group and the irradiation group than in the irradiation group 6 h 

after the irradiation; 12h after irradiation, EZH2 interference group ATM, p53 protein 

expression levels increased significantly than irradiation group; After EZH2 over-

expression, ATM, Chk2 and p53 gene transcription and protein levels did not change 

significantly. 

4. Modification of H3K27me3 in ATM promoter region in GSK126 treatment 

group and EZH2 interference group 

We selected three H3K27me3 binding sites in the -1630 ~ -774 region and 719 ~ 

3475 region downstream of the ATM promoter and detected the expression of 

H3K27me3 by using the ChIP assay. We found that the siEZH2 and GSK126 groups 

and the ATM promoter region H3K27me3 The level of expression is significantly 

reduced. And the expression of H3K27me3 was the most obvious in PP4 loci. 
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CONCLUSION: 

1. The ATM/Chk2/P53 pathway was activated in ionizing radiation-induced 

DNA damage response in HepG2 cells. 

2. EZH2 methyltransferase inhibitor GSK126 promotes ionizing radiation-

induced DNA damage by reducing H3K27me3 level of expression. 

3.The key genes EZH2 participates in DNA damage repair by mediating 

H3K27me3 in the ATM promoter region. 

 

KEY WORDS:  

Ionizing radiation ,DNA damage,ATM/Chk2/p53, EZH2,H3K27me3 
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英文缩略词 

缩略词 英文全称 中文全称 

DSBs DNA doubled-strand breaks DNA 双键断裂 

SSBs DNA single-strand breaks DNA 单链断裂 

DDR DNA-damage response DNA 损伤应答 

NHEJ non-homologous end joining   非同源末端连接 

HR homologous recombination 同源重组 

ssDNA Single-stranded DNA 单链 DNA 

CDK Cyclin-dependent kinase 细胞周期蛋白依赖性激酶 

DSBR doubled-strand break repair 双链断裂修复 

IR ionizing radiation 电离辐射 

Gy gray 吸收剂量 

PCGS polycomb group genes 多梳蛋白复合体 

PRC1  polycomb repressive complex 1 多梳抑制复合物 1 

PRC2  polycomb repressive complex 2 多梳抑制复合物 2 

DNA-PK DNA-dependent  protein  kinase DNA 蛋白依赖激酶 

ATM ataxia telangiectasia mutated 运动性失调毛细血管扩增突变子 

WB Western Blot 蛋白免疫印迹 

DNA deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

AT ataxia telangiectasia 共济失调毛细血管扩张症 
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第 1 章    文献综述 

1.1    电离辐射 

电离辐射（ionizing radiation，IR）是一种电磁波或粒子，可以将紧密束缚

原子上的电子移除，引起电离。种类包括 α 粒子、β 粒子等带电粒子及 X 射线、

γ 射线不带电粒子。具有高频率、高能量、波长短的特征。最常用的辐射测量单

位是吸收剂量 gray(Gy)，是指辐射后 1kg 组织或器官吸收 1 焦耳的能量[1]。电离

辐射的来源广泛包括来自太阳的紫外线照射和来自宇宙辐射的电离辐射及利用 X

或 γ 射线的医疗照射。电离辐射作用于机体主要引起 DNA 损伤其种类包括：碱

基的改变或缺失、DNA 单链断裂（DNA single-strand breaks, SSBs）和 DNA 双

链断裂(DNA doubled-strand breaks, DSBs)
[2]。种类不同的 DNA 损伤可以单独发

生或相互结合发生，导致复杂的 DNA 损伤即成簇损害。 

1902 年第一次报道了辐射会导致溃烂皮肤区域发生癌变，1911 年 Upton 

AC 等人发现暴露于辐射的工作者与白血病的发生显著相关[3]。现今医疗照射是

人们生活中最常接触的辐射方式，Amy 和 Sarah 对英国癌症患者由于 X 射线诊

断造成的危险性进行了评估，发现男性患者中辐射诱导的膀胱癌危险性最高，

其次为骨癌和白血病，女性中骨癌危险性最高，肺癌、乳腺癌次之[4]。辐射致

癌效应早已受到人们广泛的关注，“线性无阈”和“线性有阈”学说也是学界长期

探讨的重要科学问题，但由于辐射远期效应的不确定性，“线性无阈”学说是目

前多数人坚持的主要观点。同时辐射也是癌症治疗的重要手段，特别是宫颈癌

的治疗，统计发现 70%的宫颈癌患者会使用放射治疗来延缓肿瘤生长。辐射治

疗癌症的作用机制是引起肿瘤细胞 DNA 双键断裂使肿瘤细胞无法复制，进而促

进肿瘤细胞的凋亡。但电离辐射诱导 DNA 损伤的复杂性机制尚未完全阐明，还

需要大量研究来证实补充[5]。 

1.2    DNA 损伤 

DNA 是电离辐射作用的重要靶分子之一，沿电离辐射径迹能量沉积，进而

产生一系列 DNA 损伤（包括 DSBs、SSBs 和 DNA 交联等）[6]。体外试验发现
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电离辐射诱导的 DNA 断裂中，每个细胞接受 1Gy 照射剂量后会导致 1000 个

SSBs 和 35 个 DSBs
[7]，虽然 DSBs 只占电离辐射诱导 DNA 损伤中的一小部分，

但 DSBs 在 DNA 损伤的类型中却是最具有危险性的，如果不迅速修复 DSBs，

会导致有丝分裂过程中染色体片段的丢失或肿瘤相关基因的杂合性缺失，进而

诱发细胞突变。此外，错误的 DNA 损伤修复还会导致 DNA 双螺旋末端染色体

易位，引起染色体畸变[8, 9]。 

一项出生队列研究发现在儿童时期头部 CT 扫描可使大脑暴露的剂量高达

40-50mGy，该剂量诱发脑癌的发生率比非暴露组明显增加[10-14]。最近报道，辐

射诱导的 DNA 损伤和氧化应激效应会诱导 p53/p21 基因信号通路的激活，使原

代人脐静脉内皮细胞的复制潜能下降从而引起心脏早衰[15]。研究显示 DNA 损

伤修复过程中，若 DNA 损伤应答（DNA-damage response ，DDR）过程发生缺

陷会引发多种疾病。例如，DSBs 修复错误引起的乳腺癌基因 BRCA1 和

BRCA2 突变，会导致乳腺癌和卵巢癌发生率显著增加[16, 17]。另外，研究者发现

核苷酸切除修复错误会使色素性干皮病患皮肤癌的发病率提高 1000 倍[18]。为了

维护基因组的稳定性及完整性，细胞形成了一套复杂的修复系统。有研究报道，

DNA 损伤发生后会激活损伤感应器结合蛋白对 DBSs 进行识别，促发蛋白酶级联反

应，扩大损伤信号，招募效应因子，对损伤 DNA进行快速修复[19, 20]。 

1.3    DNA 损伤修复 

既往研究总结发现，DNA 损伤后基因组稳定性的维护主要取决于 DNA 损

伤修复系统和细胞周期检查点的协调控制，若这种调控机制发生紊乱会导致基

因组不稳定及基因突变，进而引发癌症[21, 22]。 

1.3.1    DNA 损伤修复机制 

有报道称，DNA 损伤修复是防止人类上皮细胞转变成恶性肿瘤的多种过程

中首先发生的反应之一[23]。DNA 损伤修复机制主要包括: 光修复、DNA 双链断

裂修复、错配修复等[24]。目前研究发现，DSBs 修复方式主要包括两种，既非

同源末端连接（non-homologous DNA ending joining，NHEJ）和同源重组

（homologous recombination， HR）[25-27]。NHEJ 是一种易错配的修复方式，可

发生在细胞周期的各时相。当 DSBs 的末端与 Ku 异源二聚体（Ku70 和 Ku80）
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结合时，NHEJ 启动， Ku 异源二聚体可以招募 DNA 连接酶 IV 将两断裂末端重

新连接，从而准确修复 DSB。由于 NHEJ 修复不需要模板，仅基于断裂末端的

结构进行修复，所以这种修复方式容易引起 DNA 碱基的缺失、插入及突变，从

而导致 DSBs 的错误修复。在 NHEJ 的修复途径中涉及多种效应蛋白，包括

Ku70、Ku80、MRN、DNA ligase IV、MRX、ATM 和 H2AX 等，其中 H2AX、

ATM 中尤为重要，H2AX 已经成为 DSBs 的标记，是细胞响应 DNA 损伤中最为

敏感的分子。 

HR 是 DSBs 修复的另一重要机制，主要发生在细胞周期的 S 期和 G2 期，

与 NHEJ 不同，HR 修复不会发生 DNA 碱基的缺失、插入及突变。DSB 发生后， 

MRN 或 MRX 复合体结合 DSB 末端，可以将 DNA 末端转变成 3′单链 DNA

（ssDNA）突出末端—RPA 复合体识别 ssDNA 突出末端，招募 Rad51，形成

ssDNA–Rad51 核蛋白丝—ssDNA-Rad51 核蛋白丝会识别同源 DNA 序列，例如

姐妹染色单体，通过 DNA 合成和复制进行遗传信息交换—最终连接断裂末端，

完成这个无错修复方式，即 HR。在 HR 修复通路中，主要参与蛋白包括 ATM 、

MRN/MRX 蛋白复合体、RPA、MDC1、Rad51 等，其中 ATM 信号通路一直是

人们研究的焦点。 

1.3.2    细胞周期阻滞 

DNA 损伤在细胞周期的任一时相都可以发生，各时相阻滞包括 G1、G2 和

S 相延迟，在 DNA 损伤修复过程中起重要作用。细胞周期阻滞的发生大部分依

靠 DNA 损伤检查点来实现。当 DNA 损伤发生时，会立刻激活 DSBs 检查点，

通过细胞周期蛋白依赖性激酶 CDK 来延迟细胞周期进程，这种延迟使细胞能够

以足够的时间对损伤的 DNA 进行修复，确保遗传信息的准确传输[28, 29]。DNA

损伤检查点主要通过三类蛋白来完成损伤修复，包括传感蛋白（Xrs2、Rad9

等），感应激酶（ATM、ATR），效应激酶（Chk1、Chk2 等）。传感器蛋白可检

测不同类型的 DNA 损伤，并通过感应激酶激活效应激酶，效应激酶可调节下游

靶蛋白的活性，增加损伤修复蛋白的表达，从而有助于损伤 DNA 的修复。当损

伤的 DNA 无法修复时，细胞可执行凋亡过程，防止错误的遗传信息传给子代细

胞。 
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1.3.3    DNA 损伤修复的相关分子通路 

DNA 损伤反应会通过多种修复途径连续招募蛋白到 DNA 损伤区域[30, 31]，

进而对损伤区域进行修复。蛋白磷脂酰肌醇 3-激酶家族（PIkks）DNA 损伤修

复过程中起着核心作用，可通过多种损伤通路参与 DNA 损伤的监测及损伤检查

点和细胞周期阻滞的激活[32]，其成员包括 DNA 依赖蛋白激酶催化亚基 DNA-

PKcs，共济失调毛细血管扩张症突变激酶 ATM 和共济失调毛细血管扩张 Rad3

相关蛋白 ATR
 [33]。ATM 是一种丝氨酸/苏氨酸特异性蛋白激酶，DNA 损伤后激

活 ATM，激活的 ATM 可调节下游靶蛋白，如 P53、BRCA1、Chk2、RAD17、

RAD9 以及 NBS1 等，进而导致细胞周期阻滞，促进 DNA 损伤修复及细胞凋亡

[34]。ATR 是另一种丝氨酸/苏氨酸特异性蛋白激酶，具有与 ATM 类似的功能，

一旦被激活，它可以磷酸化下游蛋白激酶（Chk1），启动信号转导级联，最终

导致细胞周期阻滞[35, 36]。然而，ATM 在激活的激酶和响应的损伤类型上与 ATR

是不同的：ATM 是 DSB 的首选，而 ATR 主要响应持续的 SSBs
 [37, 38]；DNA 损

伤后 ATM 激活检查点激酶 2（Chk2），而 ATR 激活检查点激酶 1（Chk1），形

成 DNA 损伤修复的两条核心通路，即 ATM-Chk2 和 ATR-Chk1
[39]。 

ATM-Chk2 在 DBS 发生后立刻发挥作用，首先磷酸化 ATM，并向下游发送

损伤信号激活 Chk2，随后 Chk2 抑制磷酸酯酶 Cdc25A，使 Cdc25A 泛素化和蛋

白酶破坏，从而引起 Cdc25A 下调或导致 Cdc25A 无法激活 CDK2-cyclinE 及

CDK4-cyclinD 复合物，最终阻止细胞进入有丝分裂期[40, 41]。ATM 也可通过磷

酸化 Chk2，再激活 p53 或直接磷酸化 p53 参与到 DNA 损伤修复中。p53 是一

种肿瘤抑制蛋白。在正常细胞中，p53 具有高度不稳定性的特点。由于 Mdm2

（人类中的 Hdm2）与 p53 结合可以促进 p53 在蛋白酶体中的泛素化和降解，

所以 p53 通常呈现非常低的浓度。 DNA 损伤后会引起 p53 的磷酸化， Mdm2

降解的 p53 相对减少， p53 逐渐增多，当积累到一定浓度时 p53 便会刺激下游

基因转录干扰细胞周期进程。 p53 通过两种主要机制发挥作用：第一可以激活

DNA 修复蛋白，特别是 p21 或促进基因的转录来诱导细胞周期停滞。研究发现，

p21 被 p53 激活后可以抑制 G1 / S-Cdk 和 S-Cdk 复合物，使细胞周期阻滞在 G1

期。其次，如果 DNA 损伤不能被修复，p53 可以启动凋亡信号通路，导致细胞

发生程序性死亡[42]，如下图 1。             
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Fig1.3.3  电离辐射作用下 ATM-Chk2 通路图 

 

ATR- Chk1 在 SSBs 产生后发挥作用，SSBs 发生后，ATR 被激活进而磷酸

化 Chk1
[43]， Chk1 通过磷酸化 Cdc25C 的 Ser216 位点对其进行负向调控[44, 45]，

从而引发细胞周期阻滞[46, 47]；另外，磷酸化的 Chk1 还可以通过激活 WEE1 激

酶对 Cdc25C 进行调控，使细胞周期阻滞在 G2/M 期[48]。 

在发生 DNA 损伤的几分钟内，DNA 损伤部位积累了大量的修复和信号蛋

白，涉及了多种细胞途径，其中以 ATM 来调节损伤修复的途径尤为重要。最近

的研究表明，在早期细胞周期检查点对电离辐射诱导的损伤反应中，ATM 是主

要的决定因素，而 ATR 发挥作用要迟于 ATM
[49, 50]。 

1.4    ATM 

1.4.1    ATM 结构 

ATM 编码翻译分子量 350kDa 的蛋白，由 3056 个氨基酸组成，位于染色体

11q22.3 位置上，属于磷脂酰肌醇 3-激酶相关激酶家族（PIKKs）成员[51]。ATM

拥有五个结构域：它们是从 N 端到 C 端的 HEAT 重复域、FRAP-ATM-TRRAP

（FAT）域、激酶域（KD）、PIKK 调节域（PRD）和 FAT-C 端（FATC）域。 

HEAT 重复域直接绑定到 NBS1 的 C 端； FAT 结构域与 ATM 的激酶结构域相互
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作用，以稳定 ATM 自身的 C 端区域； KD 结构域与 ATM 激酶的活性恢复有关；

而 PRD 和 FATC 结构域用于调节 KD 结构域。尽管 ATM 的构象还未确定，但

是目前认为 ATM 的构象与 DNA-PKcs 非常相似，由头和长臂组成并且环绕双链

DNA
[52]。 

1.4.2    ATM 在 DNA 损伤修复中的作用 

Louis-Bar 综合征，是由于 ATM 基因突变导致的，是一种发生在常染色体

上的隐性遗传病。患者表现出多种异常，如共济失调、毛细血管扩张、辐射敏

感性增加及癌症易感性增高等[53]。1963 年 Boder and Sedgwick 发现 AT 患者及

基因携带者基本上无症  状，但存在该疾病的两个主要特征，即癌症易感性和辐

射灵敏度增加[54]。随后，通过遗传连锁分析等方法发现 Louis-Bar 综合征是由

ATM 基因突变直接导致地[55, 56]。 

ATM 在识别和传递 DNA 损伤信号及启动 DNA 损伤修复中起着重要作用，

其活化程度依赖于 DNA 损伤程度[57]。通常 ATM 主要依靠三种方式参与损伤

DNA 的修复：A.ATM 可活化细胞周期检测点，这条途径的信号通路主要有两

条，一是激活 Chk2
[40,41]，Chk2 通过磷酸化 p53，导致细胞无法通过检查点进而

发生细胞周期阻滞；二是激活 Chk1，活化后的 Chk1 磷酸化 CDC25 的 Ser216 

位点，从而降低 CDC25 的活性，最终抑制 M-CDK 的表达，使细胞周期中断[43]。

B.ATM 也可调节损伤 DNA 的死亡受体间的信号来传输他们之间的相互作用进

而导致细胞凋亡[42]。C. ATM 还可以磷酸化下游的相关靶蛋白如： Chk2、c-Abl、

和 p53 等，调节细胞周期检验点，使损伤 DNA 停留于检测点，对损伤 DNA 进

行修复[34]
. 

在 DNA 损伤修复中，ATM 的表观遗传学调控机制逐渐受到学者的重视。

ATM 启动子区域 DNA 经常发生甲基化，42％的头颈部鳞状细胞癌肿瘤显示

ATM 启动子区发生不同程度的 DNA 甲基化[58]，超过 73％的脑胶质瘤中发现

ATM 基因启动子区出现 DNA 甲基化，而且这种甲基化水平与 ATM mRNA 及蛋

白表达水平呈显著负相关（p <0.001）[59]。同时，53％的乳腺癌中发现 ATM 基

因启动子甲基化水平亦明显升高[60]，而且在 II 期及晚期的乳腺癌中 78％呈现

ATM 基因甲基化水平升高。 
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DNA 损伤可以说是癌症发生的主要潜在因素之一[61, 62]，因此 DNA 修复缺

陷被推断为许多癌症发生的基础要素。如果 DNA 修复缺陷，DNA 损伤逐渐积

累，这种过量的 DNA 损伤会增加 DNA 复制期间的突变错误，增加分子表观遗

传学上的调控变化[63, 64]。所以我们推测 ATM 启动子区域发生的 DNA 甲基化在

DNA 损伤修复中起着重要作用。 

1.5    组蛋白甲基化与 DNA 损伤 

1.5.1    组蛋白甲基化 

组蛋白修饰最先是由 Strahl 和 Allis 提出的“组蛋白编码”假说开始形成的，

其描述为：在一个或多个组蛋白尾部上的不同化学修饰，这种化学修饰可以形

成可读的编码，同时可以被特定的蛋白质识别以引发不同的下游事件如转录激

活、基因沉默及 DNA 修复等，从而决定细胞命运和组织发育的生物学后果[65]。

组蛋白是核小体的核心组成部分，是一类主要含有精氨酸及赖氨酸的碱性蛋白，

可分为四种，分别为 2A（H2A），H2B，H3 和 H4。目前，组蛋白修饰包括甲

基化修饰、乙酰化修饰、磷酸化修饰和泛素化修饰等。 

组蛋白甲基化是最稳定的组蛋白修饰。DNA 激活或失活很大程度上取决于

甲基化尾部的特定残基及其甲基化程度。组蛋白只在赖氨酸（K）和精氨酸（R）

残基上发生甲基化，最常见于组蛋白 H3 和 H4 的赖氨酸残基上[66]。与基因活化

有关的组蛋白甲基化位点包括 H3K4、H3K48 和 H3K79；与基因失活有关的组

蛋白甲基化位点包括 H3K9 和 H3K27 。已有研究发现，不同残基的组蛋白甲基

化可作为招募各种蛋白质或蛋白质复合物的标志，有助于调节染色质活化或失

活。从组蛋白甲基化程度上来区分，赖氨酸和精氨酸可以发生单甲基化（me1）、

二甲基化（me2）和三甲基化（me3）[67, 68]。同时，不同组蛋白甲基化的程度对

基因表达影响作用也存在本质差异，如 H3K9 的 me2 和 me3 被发现与基因沉默

相关；相反，H3K9 的 me1 被发现与基因激活相关[69, 70]。 

1.5.2    组蛋白甲基化与 DNA 损伤 

组蛋白甲基化已被证实广泛参与了各种基因表达调控。Valérie Borde 等研

究发现在电离辐射诱导下 SPR-5 会迅速被招募到 DNA 损伤区域并将 H3K4me2
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移除，通过改变染色体结构使更多 DSBR 修复蛋白在 DSBs 区域形成，从而促

进 DNA 损伤修复[71]。Williamson 研究表明，电离辐射诱导的 DSBs 可增加

H3K36me2 的表达，从而招募 DSBR 蛋白通过 NHEJ 修复途径进行 DSBs 损伤修

复[72]。在小鼠胚胎成纤维细胞中电离辐射可诱导 H3K9me3 与 Tip60 结合，促使

ATM 激活, 进而触发下游 DNA 损伤应答对 DSB 进行修复[73]。H3K27me3 在

DNA 损伤修复中的变化及作用还鲜有报道，我们将以电离辐射诱导的细胞

DNA 损伤修复为研究前提，探讨 H3K27me3 在 DNA 损伤修复中的生物学作用

及机制。 

1.6    H3K27me3 生物学作用功能 

H3K27 可存在多种甲基化修饰方式，如单甲基化、双甲基化和三甲基化修

饰，甲基化修饰程度不同，其相应生物学功能也截然不同：A. H3K27me1 与促

进基因转录有关，目的基因启动子区域 H3K27me1 的高表达，可促进该目的基

因的转录表达[74]。B. H3K27me2 广泛分布在核心组蛋白 H3 内，通过抑制非特

异性细胞类型增强子（non-cell-type-specific enhancers，NCTSE），从而防止细

胞非特异性基因表达[75]。C. H3K27me3 是在核心组蛋白 H3 的氨基（N）末端发

生的组蛋白甲基化， 这种三甲基化与目的基因的下调相关，是抑制基因转录的

表观遗传修饰标记之一。 

有研究表明，H3K27me3 是 P16 基因沉默的早期现象。同时，流行病学调

查发现，H3K27me3 的表达与肝细胞癌术后生存期密切相关，可应用于肝细胞

癌的预后标志物[76]。在肝细胞癌中发现 IFNα 可将 EZH2 募集到致癌基因 P2p73

启动子区域，通过催化 H3K27me3 表达增加引起 P2p73 转录抑制增加，从而抑

制肝癌细胞的增殖[77]。De Santa 等人[78]发现炎性细胞因子可触发巨噬细胞的转

移分化，这种转移分化与 H3K27me3 的减少显著相关。近年来人们开始关注

H3K27me3 在 DNA 损伤修复中的作用，有研究报道，当发生 DSBs 时，

H3K27me3 与 RPA32 共定位于 DNA 损伤区域[79]，提示 H3K27me3 是 DSBs 的

分子标志物，同时可能通过某种机制参与到 DSBs 中，但这种机制尚未明确。 
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1.7    组蛋白甲基化的催化酶系统 

组蛋白甲基转移酶（Histone methyltransferase , HMT）是组蛋白修饰酶中的

一种，其可催化一个，两个或三个甲基基团转移至组蛋白的赖氨酸或精氨酸残

基上[80]。目前研究较多的组蛋白修饰酶之一是混合谱系白血病蛋白（MLLs），

它是一种 H3K4 特异性组蛋白甲基转移酶（HMTase），经常在急性髓性白血病

中发生突变[81, 82]。MLLs 主要催化 H3K4 三甲基化，从而激活 HOXs 基因的转

录，促进细胞的恶性转化[83]。MLLs 也可与转录因子 Pax7 结合，再通过 H3K4

甲基化激活肌源性基因[84]。G9a 是比较经典的赖氨酸组蛋白甲基转移酶，主要

参与 H3K9 的甲基化，G9a 可催化肿瘤抑制因子 RUNX3 启动子区域的 

H3K9me2，进而抑制  RUNX3 的转录，促进肿瘤的发生 [85] 。 SETD2 是

H3K36me3 唯一的组蛋白甲基转移酶，SETD2 的突变会导致 H3K36me3 水平下

降，导致目的基因转录异常[86]。现今，PRC2 被认为哺乳动物细胞中 H3K27 最

重要的甲基转移酶。PRC2 复合物包括 EZH2（或 EZH1）、SUZ12、EED 和

RbAp46 / 48。Pasini 等人发现在 SUZ12 缺失的胚胎细胞中 H3K27me2 和

H3K27me3 也明显的缺失，揭示了 SUZ12 的 PRC2 复合物在催化组蛋白 H3K27

甲基化中的重要作用[87]。相继 Montgomery 等人发现，PRC2 组分 EED 的敲除

也可诱导 H3K27me2 和 H3K27me3 的全面减少[88]。EZH2 甲基转移酶是近年来

研究的热点，其在 PRC2 的转录抑制中起着核心作用，主要参与 H3K27 三甲基

化的催化。有研究证实 EED-EZH2 复合物可以特异性的产生 H3K27me3 来发挥

沉默目的基因的作用，影响肿瘤的发生发展[89,90]。研究发现在 7-22％的滤泡性

淋巴瘤和弥漫性 B 细胞淋巴瘤中发现编码 EZH2 SET 结构域基因发生突变，导

致 EZH2 甲基转移酶活性升高，致使 H3K27me3 水平升高，进而促进肿瘤细胞

的突变[91, 92]， 进一步研究发现这种突变与 BCL2 和 TP53 的表达失调显著相关，

可加速淋巴瘤恶性进展[93]。之前我们已经表述过 DNA 损伤时，发现组蛋白

H3K27me3 与 RPA32 共定位于 DNA 损伤区域，还发现 EZH2 也出现在 DNA 损

伤区域，并且表达水平与 H3K27me3 呈正相关[79]，提示 DNA 损伤发生后 EZH2

酶活性升高，增加损伤区域 H3K27me3 表达，通过调控细胞损伤修复相关基因，

从而参与 DNA 损伤修复进程。 
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综上所述，A. 当细胞发生 DNA 双链断裂时，ATM-Chk2-p53 通路在 DNA

损伤修复中起重要作用。B. 当细胞发生 DNA 双链断裂时，PcGs 家族成员在

DNA 损伤区域被招募，并且可能通过催化 H3K27me3 参与 DNA 损伤修复过程。

可以看出，无论在基因功能、信号通路还是表观调控机制等方面，学者们对

DSBs 修复过程都进行了大量研究工作，但它们的各自独立作用间是否存在相互

依赖或调控作用还未明确。虽然研究证实，肝细胞癌中 PcGs 抑制 p53 的表达，

并且在多种肿瘤中 PcGs 表达增加均与 p53 的下调相关[94, 95]。但有趣的是，在

DNA 损伤时 PcGs 还可以通过非依赖 H3K27me3 方式抑制 p53 的表达。DNA 损

伤过程中 DNA 损伤修复相关基因，特别是 ATM 的表观遗传学调控机制，仍不

十分明确。因此我们提出假设，电离辐射诱导 DSBs 中 PcGs 家族成员可通过依

赖或非依赖 H3K27me3 方式对 ATM-Chk2-p53 通路进行表观遗传学调控，进而

参与 DNA 损伤修复。我们的研究结果将为电离辐射诱导的 DNA 损伤研究提供

新的思路、研究视角并积累大量研究数据。 
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第 2 章    材料和方法 

2.1    实验材料 

2.1.1    实验试剂 

MEM 培养基 美国 GIBCO 公司 

胎牛血清(FBS) 美国 MRC 公司 

胰蛋白酶（Trypsin-EDTA Solution） 北京 Solarbio 科技有限公司 

青链霉素（双抗） 北京 Solarbio 科技有限公司 

PBS 美国 Sigma 公司 

二甲基亚砜（DMSO） 美国 Amresco 公司 

抗荧光衰减封片剂 北京 Solarbio 科技有限公司 

4%多聚甲醛通用型组织固定液 合肥 Biosharp 科技有限公司 

Triton(TM)X-100 上海昂一生物科技有限公司 

氯化钠，NaCl 北京化工厂 

碳酸氢钠，NaHCO3 北京化工厂 

异丙醇 北京化工厂 

甲醇 北京化工厂 

无水乙醇 北京化工厂 

浓盐酸 北京化工厂 

冰醋酸 北京化工厂 

氯仿 北京化工厂 

苯甲基磺酰氟，PMSF 美国 Sigma 公司 

RIPA 裂解液 北京 Solarbio 科技有限公司 

蛋白定量分析试剂盒 碧云天生物技术研究所 

丙烯酰胺,Acrylamide 合肥 Biosharp 科技有限公司 

甘氨酸，Glycine 合肥 Biosharp 科技有限公司 

十二烷基硫酸钠，SDS 合肥 Biosharp 科技有限公司 
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过硫酸铵，AP 合肥 Biosharp 科技有限公司 

三羟甲基氨基甲烷，Tris-base 北京博奥拓科技有限公司 

MEM 培养基 美国 GIBCO 公司 

胎牛血清(FBS) 美国 MRC 公司 

青链霉素（双抗） 北京 Solarbio 科技有限公司 

PBS 美国 Sigma 公司 

二甲基亚砜（DMSO） 美国 Amresco 公司 

1M Tris-HCl,PH8.8 北京 Solarbio 科技有限公司 

1M Tris-HCl,PH6.8 北京 Solarbio 科技有限公司 

20×TBS 北京 Solarbio 科技有限公司 

30%丙烯酰胺（29:1） 北京 Solarbio 科技有限公司 

吐温 20，TWEEN20 美国 Amresco 公司 

四甲基二乙胺，TEMED 北京博奥拓科技有限公司 

10×丽春红 北京 Solarbio 科技有限公司 

脱脂奶粉 美国 BD 公司 

结晶紫 美国 Sigma 公司 

噻唑蓝，MTT 美国 Sigma 公司 

显影粉、定影粉 天津市世纪奥博商贸有限公司 

ECL发光试剂盒 美国 Santa Cruz 公司 

Western Blot 膜再生液 北京 Solarbio 科技有限公司 

Trizol 美国 Invitrogen 公司 

抑制剂 GSK126 美国 Selleck 公司 

蛋白 Marker 北京 Solarbio 科技有限公司 

Real-time PCR 试剂盒，TAKARA 宝生物工程（大连）有限公司 

逆转录试剂盒，TAKARA 宝生物工程（大连）有限公司 

细胞周期检测试剂盒 江苏凯基生物技术股份有限公司 

DAPI溶液 北京 Solarbio 科技有限公司 

鼠抗人 λ-H2AX 抗体 美国 Bioworld 公司 

FITC 标记羊抗鼠二抗 美国 Bioworld 公司 
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TRITC 标记羊抗鼠二抗 美国 Bioworld 公司 

TRITC 标记羊抗兔二抗 美国 Bioworld 公司 

兔抗人 H3K27me3 抗体 美国 CellSignaling Technology 公司 

兔抗人 EZH2 抗体 美国 CellSignaling Technology 公司 

兔抗人 p53 抗体 美国 CellSignaling Technology 公司 

兔抗人 ATM 抗体 美国 CellSignaling Technology 公司 

鼠抗人 β-actin 抗体 美国 Santa Cruz 公司 

HRP 羊抗鼠二抗 美国 Bioworld 公司 

HRP 羊抗兔二抗 美国 Bioworld 公司 

Lipofectamine2000 美国 Reagent 

质粒大提试剂盒 北京天根生化科技有限公司 

RFect 小核酸转染试剂 常州百代生物科技有限公司 

 

2.1.2    主要实验耗材 

离心管 无锡耐思生物科技有限公司 

冻存管 无锡耐思生物科技有限公司 

EP 管 无锡耐思生物科技有限公司 

培养皿 无锡耐思生物科技有限公司 

培养瓶 无锡耐思生物科技有限公司 

吸管 无锡耐思生物科技有限公司 

移液器 美国 Gilson 公司 

载玻片 江苏飞舟玻塑有限公司 

盖玻片 江苏飞舟玻塑有限公司 

细胞刮 美国 Corning 公司 

一次性滤器 美国 Corning 公司 

6 孔板 无锡耐思生物科技有限公司 

96 孔板 无锡耐思生物科技有限公司 

24 孔板 无锡耐思生物科技有限公司 
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PVDF 膜 德国 Millipore 公司 

医用胶片 中国 Carestream 公司 

流式管 美国 BD 公司 

200 目尼龙过滤网 美国 Corning 公司 

注射器 长春白求恩医疗器械有限公司 

定性滤纸 江苏泰州市奥克滤纸厂 

 

2.1.3    主要实验仪器 

高压灭菌器 日本 Yamato 公司 

水平摇床 江苏海门其林贝尔公司 

迷你离心机 江苏海门其林贝尔公司 

4℃冰箱 青岛海尔公司 

- 20℃低温冰箱 青岛海尔公司 

-80℃低温冰箱 日本 Sanyo 公司 

无菌超净工作台 江苏净化设备厂 

CO2培养箱 日本 Sanyo 公司 

光学显微镜 日本 Olympus 公司 

荧光显微镜 日本 Olympus 公司 

垂直电泳仪 美国 Bio-rad 公司 

倒置显微镜 日本 Olympus 公司 

制冰机 日本三洋公司 

Vortex-Genie2 涡旋振荡器 美国 Scientific Industries 公司 

Pico&Fresco 台式离心机 德国 Heraeus 公司 

流式细胞检测仪 美国 BD FACS Aria  公司 

酶标仪 美国 Bio Tek  公司 

Epoch 核酸蛋白浓度测定仪 美国 Bio Tek  公司仪 

干式恒温器 中国杭州奥盛仪器有限公司 

恒温水浴锅 中国常州润华电器有限公司 
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荧光定量 PCR 仪 美国 Bio-rad 公司 

PCR 仪 美国 Applied Biosystems 公司 

X 射线摄影暗匣 中国奥华公司 

ACCΜLAB 电子天平 德国 Sartorius 公司 

X 射线辐照仪 X-RAD 320i X 美国 Precision X-ray，Inc 公司 

金属浴 大龙兴创实验仪器（北京）有限公司 

2.1.4    试剂配制 

2.1.4.1    细胞培养相关试剂配制： 

（1）PBS 

200mL超纯水加入 1 片 PBS，混匀，120°高压 30min，4℃保存。 

（2）MEM 培养基 

向 1L超纯水中加入 1 袋 MEM 粉末培养基及 2.2g NaHCO3，搅拌混匀，操

净台里过滤，4℃保存。 

2.1.4.2    免疫荧光实验相关试剂配制： 

（1）0.2%Triton(TM)X-100 

向 50mL PBS 中加入 100μL Triton(TM)X-100，溶解后室温保存。 

（2）2%BSA 

向 10mL PBS 中加入 0.2gBSA，颠倒混匀，4℃保存。 

（3）一抗、二抗 

用 PBS 稀释，稀释浓度按说明书推荐的比例进行稀释，4℃保存，二抗避

光保存。 

2.1.4.3    Western Blot 实验相关试剂配制： 

（1）上样缓冲液（5×SDS） 

PH 为 6.8 的 0.5mol/L Tris-HCL2.5mL;DTT 0.39g;SDS 0.5g；溴酚蓝 0.025g；

甘油 2.5mL；混匀后用双蒸水定容至 10mL，分装到 1.5mL EP 管中，4℃保存。 

（2）电泳缓冲液 

甘氨酸 14.4g；SDS 1g；Tris-base 3g；1000mL 双蒸水，室温保存。 
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（3）转膜缓冲液 

3g Tris-base  ；14.4g 甘氨酸；800mL双蒸水；200mL甲醇，4℃保存。 

（4）TBST 

先用超纯水将 20×TBS 稀释成 1×TBS，1000mL 1×TBS 加 1mL 吐温 20。 

（5）封闭液 

1×TBS 100mL 加入脱脂奶粉 5g，配成 5%封闭液，-20℃保存。 

（6）10% 过硫酸铵 

0.2mL超纯水加 0.02g 过硫酸铵，现用现配。 

2.1.4.4    细菌实验试剂配置 

（1）LB 固体培养基配置 

向 500mL 的超纯水中分别加入 5.00g NaCl、5.00g 胰蛋白胨、2.50g 酵母、

5.00g 琼脂粉，混匀，高压灭菌，待温度下降到 55℃时加入适量 Amp，至最终

浓度为 100μg/mL。 

（2）LB 液体培养基 

向 500mL 超纯水中加入 5.00g NaCl、5.00g 胰蛋白胨、2.50g 酵母，混匀，

高压灭菌，待温度下降到 55℃时加入适量 Amp，至最终浓度为 100μg/mL。 

2.2    实验方法 

2.2.1    细胞培养 

人肝癌细胞 HepG2 购自上海市科佰生物公司，使用 MEM 培养基（包含 10%

的胎牛血清及 1%青/链霉素双抗），在 5% CO2、37℃条件下恒温培养箱中培养。 

2.2.2    X 线照射 

采用 X-RAD320 生物辐照仪（美国 PXI）对细胞进行照射，照射条件：电

压 180Kv，电流 12.0mA，靶皮距 70cm，剂量率 1.0Gy/min。选取 4Gy 和 8Gy

为最终辐照剂量。 



第 2章  材料和方法 

 17 

2.2.3    细胞周期检测方法 

（1）照射前一天种板，使用 10cm 的培养皿，每个培养皿接种的细胞数为

5×10
5
 个.分两个大组，一个单独照射组，一个照射+ GSK126 组，每组两个时间

点 12h、24h；6 个照射剂量点分别为 0 Gy、0.5 Gy、1 Gy、2 Gy、4 Gy、8 Gy，

照射+ GSK126 组加入 GSK126 的量为 2μmol。 

（2）收集细胞：在培养箱中培养 12h 和 24h 后分别收集细胞，吸出培养基，

用 PBS 洗 1 次，加入 2mL 无 EDTA 的酶消化，收集到离心管中，1500r/min ，

5min。再加入 2mL PBS 重悬并洗细胞两遍。 

（3）留液重悬后加入预冷的 75％乙醇 6mL固定（2小时至过夜），4℃保存； 

（4）将所有固定的样本离心 2000 r/min，5min，之后用预冷 PBS 洗一次； 

（5）加 200μL PBS 重悬，重悬液经过 200 目滤网过滤到流式管中。 

（6）之后按照细胞周期检测试剂盒说明书的步骤进行，向流式管中加

100μL RNaseA ，水浴锅中水浴 37℃ 30min，再加 PI 300μL 混匀，4℃避光

30min ；上机检测，激发波长 488nm，红色荧光。 

2.2.4    CCK8 法检测抑制剂 GSK126 对 HepG2 细胞的毒性作用 

（1）将处于对数生长期的 HepG2 细胞按 4000 个/孔的密度接种于 4 个 96

孔板中，保证没孔细胞液 200μL，于恒温培养箱中培养 24h。 

（2）配制含有 GSK126 不同浓度的培养基，浓度分别为：0.5μmol、1μmol、

2μmol、4μmol、8μmol、16μmol、32μmol，每组设置三个重复孔，一个空白对

照组，吸出上清，加入 200μL 已配置好含有 GSK126 的培养基，恒温培养箱培

养 72h。 

（3）吸出 100μL 上清，每孔加 10μLCCK8，混匀，培养箱中孵育，于 1h、

2h、3h 后用酶标仪以 570nm 波长测其吸光度值。最后根据各组吸光度(OD 值)

计算抑制率及 IC50值。 
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2.2.5    免疫荧光 

（1）将新购买 20mm×20mm 的玻片自来水下冲洗干净之后浸泡在 75%的

酒精中过夜，用二蒸水清洗 5 次，高压灭菌、烤干，使用前 30min 先将玻片浸

泡在 PBS 中，备用； 

（2）将浸泡在 PBS 中的玻片取出分别放在 6 孔板培养皿的每个孔中，用

灭过菌的镊子轻轻按压玻片使其与板底之间无气泡，每孔接种 4000 个细胞，恒

温培养箱中培养； 

（3）24h 后采用 X-RAD320 生物辐照仪对细胞进行 4 Gy、8 Gy 的辐照剂

量，照射后尽快加入 2μmol/L的 GSK126； 

（4）处理后的细胞每孔用 2mLPBS 清洗 3 次，每次 3min； 

（5）每孔 2mL 4%多聚甲醛固定，30min； 

（6）每孔用 2mLPBS 清洗 3 次，每次 3min，之后每孔加 500μL Triton-

X100 透化，室温 10-20min； 

（7）每孔用 2mLPBS 清洗 3 次，每次 3min，加入 1mL 2%BSA 室温封闭

20-30min； 

（8）分别加入已经稀释好的一抗 γH2AX 和 H3K27me3 200μL，4℃过夜； 

（9）每孔用 2mLPBS 清洗 3 次，每次 3min，加入相对应的有荧光标记的

二抗 200μL，室温避光 1h； 

（10）每孔用 2mLPBS 清洗 3 次，每次 3min，每孔加 DAPI 染液 200μL，

室温避光放置 5min； 

（11）每孔用 2mLPBS 清洗 3 次，每次 3min，将玻片取出，用抗荧光衰减

封片剂将其固定在载玻片上，4℃放置 30min 后在正置荧光显微镜下观察。 

2.2.6    EZH2 干扰 RNA 细胞模型建立 

干扰 RNA 序列 ： 

hEZH2-siRNA1  GAGGTTCAGACGAGCTGAT 

hEZH2-siRNA2  GCAAATTCTCGGTGTCAAA 

hEZH2-siRNA3  GAGGGAAAGTGTATGATAA 
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（1）细胞接种： 6 孔培养板，细胞数 1-1.2×10
5
/孔，加入 2.5mL 无抗生素

的培养基，培养 24h 后细胞密度大概 40%； 

（2）siRNA-RFect 转染液的制备 

siRNA 稀释液：250μL 无血清培养基+3μLsiRNA 

RFect 稀释液：250μL 无血清培养基+10μLRFect 

 

轻轻混匀，室温 5min；将 siRNA 稀释液与 RFect 稀释液混合，缓慢颠倒混

匀，室温 20min； 

（3）每个孔内加入 500μL siRNA-RFect 转染液，轻轻晃动培养板，混匀，

恒温培养箱培养 36h，注意观察细胞状态，检测转染效率，为后续实验准备。 

2.2.7    EZH2 过表达细胞模型建立 

2.2.7.1    过表达质粒的扩增（过表达质粒为 pLNCX2,来源于厦门大学金光辉课

题组） 

（1）制备 LB 平板（包含 Amp 抗生素）； 

（2）向 1.5mL EP 管中加入 50μL感受态细胞，置于冰上，再加已经稀释好

倍数的质粒 20μL，混匀，冰上静置 30min； 

（3）42℃水浴，热休克 90s，快速放置冰上 3-5min； 

（4）加入不含抗生素 LB 液体培养基 1mL，混匀，37℃、180r1h，使细菌

状态恢复正常并表达质粒编码的抗生素抗性基因； 

（5）向含有 Amp 抗生素的 LB 平板上加 100μL 菌液，均匀涂布； 

（6）待菌液浸入培养基后，37℃倒置培养 12h-16h，出现菌落； 

（7）选取长势好的单克隆菌落于 4mL 含有 Amp 抗生素的 LB 液体培养基

中，37℃，150rpm/5h； 

（8）向 200mL 含 Amp 的 LB 液体培养液中加入 50μL 菌液，37℃，

150rpm 过夜。取出部分菌种保存备用，其余的用做质粒的提取。 

2.2.7.2    过表达质粒的大提 

DAY 1： 

Chun
高亮

Chun
高亮

Chun
高亮

Chun
高亮
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（1）向 50mL 离心管中加 200mL 菌液， 5000rpm 离心 10min，去上清收

集菌体； 

（2）加入 10mL SolutionⅠ重悬，涡旋震荡；再加入新配的 SolutionⅡ

20mL，缓慢颠倒混匀，室温静止 8min； 继续加入 15mL 提前预冷的 Solution  

Ⅲ，颠倒混匀，冰上放置 10min； 

（3）4℃， 8000rpm 离心 15min，用高压灭菌后底部塞有棉花的 50mL 注射

器收集过滤上清；加入 0.6~1 倍体积的异丙醇，颠倒混匀， -20℃沉淀 30min； 

（4）4℃， 10000rpm，离心 15min，去上清；加 2mL 70%乙醇漂洗， 4℃，

离心 10000rpm 15min，去上清，倒扣空干，置于菌培超净台中挥发 15min； 加 

3mL DDW 溶解 DNA 沉淀，转移到预冷的 50mL 离心管中；加等体积预冷的

5M LiCl 混匀；  

（5）4℃，离心 10000rpm 10min，将上清吸取到新的 50mL 离心管中，加

等体积（6mL）异丙醇，混匀， -20℃沉淀 30min 

（6）4℃，离心 10000rpm 10min，去上清， 2mL 70%乙醇清洗管壁及沉淀， 

4℃，10000rpm，离心 10min，去上清，倒扣控干，用细菌超净台挥发 15min； 

（7）用 500μL DDW 溶解沉淀；转移到 1.5mL EP 管中，加入终浓度为 

20µg/mL的 RNase A（各加 1μL 10mg/mL RNase A），37℃水浴，反应 30min； 

各加 500μL PEG8000-MgCl2，混匀， 4℃沉淀过夜。 

DAY 2： 

（8）4℃  离心 12000rpm 20min，去上清，倒扣控干；  

（9）重悬沉淀物，加 500μL 70%乙醇， 4℃， 12000rpm，离心 5min，再

重复一次，去上清，室温挥发 10min，用 400μL DDW 溶解沉淀，吹打散匀；  

（10）用酚/氯仿/异戊醇（25:24:1）抽提蛋白，剧烈混匀， 4℃12000rpm

离心 15min；收集上清于另一管中，重复上一步两次，第三次吸取 2/3 体积上清

即可；  

（11）加入 1/10 体积的 3mol NaAc（PH5.2），再加两倍体积冰预冷的无

水乙醇沉淀 DNA，冰浴 30min；  
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（12）4℃， 13000rpm，离心 10min，去上清；加 500μL 预冷的 70%乙醇，

洗涤两次； 4℃离心 13000rpm 5min，去上清，倒扣控干，室温晾 10min，加 

200μL TE 溶解质粒。 

2.2.7.3    EZH2 过表达质粒转染 293T 细胞 

DAY 1： 

（1）接种细胞：6 孔板、细胞数约 8*10
4个/孔、2mL 培养基，使第二天的

细胞数占板底面积 40%为宜； 

（2）制备转染液 

A 液：250μL无血清培养基+8 μL LipofectamineTM2000 转染液 

B 液：250μL 无血清培养基+4μg 质粒 

 

静置 5min，将 A 液与 B 液混合，用枪头轻轻吹吸，混匀，室温静置 20min； 

（3）将混合液加到待转染的 293T 细胞，注意观察细胞状态，恒温培养箱

培养 24h-36h，检测转染效率，为后续实验准备。 

2.2.8    转录水平检测 

2.2.8.1    RNA 的提取 

（1）实验耗材准备：高压灭菌 120℃，2h； 

（2）六孔板接种的细胞，先用预冷的 PBS 每孔 2mL 轻轻的洗 2 次，之后

每孔加入 500μL Trizol，用移液器反复吹打并移至 1.5mL EP 管中； 

（3）每管加入 100μL 的氯仿，剧烈震荡 15s，静止 3min。4℃12000r/min

离心 15min，静止 5min，吸取上清液至新的 1.5mL EP 管中，避免吸入蛋白层；       

（4）加入与上清液同等体积的异丙醇，颠倒混匀，室温静止 15min，沉淀 

RNA； 

（5）4℃12000r/min 离心 15min； 

（6）倒尽上清，每管加入 75%的乙醇 1.2mL，洗涤沉淀两次，每次

8000r/min ，5min； 

（7）倒尽乙醇，于滤纸上倒置干燥 5min； 

（8）加入 20μLRNase-free 水重新溶解； 
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（9）使用 Bio-Tek 的 Epoch 微孔板核酸蛋白分析仪，定量检测 RNA 浓度； 

2.2.8.2    逆转录 

（1）配制去除基因组 DNA 的反应液 

5×gDNA Eraser Buffer 2μL 

gDNA Eraser 1μL 

RNA 1μg 

H2O up to 10μL 

 

（2）反应条件 42℃2min →4℃∞ 

（3）配制逆转录反应液 

RT mix 1μL 

RT Primer 1μL 

5×PS Buffer 4μL 

H2O 4μL 

去除基因组 DNA 的反应液 10μL 

 

（4）反应条件 37℃15min → 85℃ 5s → 4℃∞，得到 cDNA 供后续实验使

用（可-20℃保存） 

2.2.8.3    Real-time PCR 反应 

（1）反应体系 25μL 

SYBR pmix Ex Taq   12.5μL 

Forward primer (10μmol/L)  1.0μL 

Reverse primer (10μmol/L)    1.0μL 

DNA 模板 2.0μL 

dd H2O 8.5μL 

 

（2）反应条件：变性 95 °C 2min           退火 95 °C 5s           延伸 60°C 30s，

共 40 个循环。 



第 2章  材料和方法 

 23 

2.2.9   Western Blot 

2.2.9.1    蛋白提取 

（1）取平皿于冰上操作，清洗两次，每次沿板壁加入 1mL PBS； 

（2）吸除 PBS 再加入 1mL PBS，用细胞刮刮下细胞，将其吸入到

1.5mLEP 管中，离心 12000r/min， 5min，吸除上清； 

（3）依据细胞量，加入其 5 倍体积的裂解液（如：200μLRIPA+2μLPMSF），

置于冰上裂解，每 5min 在振荡器上震荡 15s，共裂解 30min-60min。 

（4）4℃离心 12000r/min 5min，取上清于 1.5m LEP 管中，用于后续实验，

-80℃保存。 

2.2.9.2    蛋白浓度测定 

采用 BCA 试剂盒测定方法： 

（1）25mg/mL 的蛋白标准溶液配制：向蛋白标准管中加 1.2mL 标准配制

液，混匀即可； 

（2）0.5mg/mL 蛋白标准液配制：向新的 1.5mL EP 管中加 980μL PBS，

20μL 25mg/mL蛋白标准液混匀备用， -20ºC 长期保存； 

（3）BCA 工作液配制 ：根据样品数量，按 50μL 试剂 A+1μL B(50:1)配制

适量 BCA 工作液，充分混匀。 

（4）将 0.5mg/mL 蛋白标准液按 0、1、2、4、8、12、16、20μL 顺序加到

96 孔板中， PBS 补足到 20μL； 

（5）向样品孔中加 2μL 蛋白样，再加 18μL PBS 补足到 20μL； 

（6）每孔加 200μL BCA 工作液，37℃放置 30min； 

（7）用酶标仪测定 A562 波长下的吸光度， 根据数据制作标准曲线，计算

样品蛋白浓度； 

 

 

 

 



第 2章  材料和方法 

 24 

2.2.9.3    SDS-PAGE 的配制 

（1）分离胶、浓缩胶液配方： 

 12%分离胶 5%浓缩胶 10%分离胶 

总体积 5mL 10mL 2mL 4mL 5mL 10mL 

水(mL) 1.6 3.3 1.4 2.7 2.0 4.0 

30%丙烯酰胺(mL) 2.0 4.0 0.33 0.67 1.7 3.3 

1.5mmol/L Tris 溶液(pH8.8)(mL) 1.3 2.5 — — 1.3 2.5 

1.0mmol/L Tris 溶液(pH6.8)(mL) — — 0.25 0.5 — — 

10%SDS(mL) 0.05 0.1 0.02 0.04 0.05 0.1 

10%过硫酸铵溶液(mL)（催凝剂） 0.05 0.1 0.02 0.04 0.05 0.1 

TEMED(mL) 0.002 0.004 0.002 0.004 0.002 0.004 

 

（2）制胶程序 

1)装板 

2)制备分离胶：根据所要蛋白分子量配制相应百分比的分离胶，按照配方

中的试剂顺序向烧杯中依次加入相应试剂，混匀，在玻璃板间隙缓慢注入，直

到胶与顶端距离约 1cm 即可停止。 

3)缓慢从左往右均匀加入去离子水，待分离胶凝固。 

4)20min 后观察分离胶凝固后，倒掉去离子水，用滤纸吸干。 

5)制备浓缩胶，按照配方所示试剂顺序及量依次加到小烧杯中，混匀，从

玻璃板间隙的一侧缓慢加入浓缩胶大概 1.5mL，选取合适的梳子插到两块玻璃

板缝隙中，避免产生气泡，室温放置待凝固。 

6)凝固后，缓慢均匀用力将梳子拔出，准备电泳或 4℃备用。 

2.2.9.4    电泳 

（1）蛋白样的准备：保证每个样的上样量一致，将样品与上样缓冲液混匀，

最终上样缓冲液稀释成 1×，之后蛋白质变性 100℃ 3-5min； 

（2）将凝胶装到电泳槽中，向内槽加满新配的电泳缓冲液，外槽加大概

400mL； 

（3）按顺序上样，上样时注意缓慢匀速加样，不要有气泡。 
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（4）电泳（恒压）开始时电压 80V，约 20min；样品进入分离胶后，增加

到 120V，直到染料到达分离胶底端时停止电泳，约 40min； 

（5）卸下玻璃板，切取需要的凝胶部分，为下一步实验使用。 

2.2.9.5    转膜 

（1）配制转膜液，裁剪适当大小的 PVDF 膜； 

（2）转膜前 30min 将剪好的 PVDF 膜浸泡在甲醇溶液中，使其激活；并将

二层滤纸和海绵浸泡在转膜缓冲液中； 

（3）做夹层：塑料夹板（黑）→海绵→二层滤纸→凝胶→PVDF 膜→二层

滤纸→海绵→塑料夹板（白）。装到转膜槽中，并在两侧加冰冰袋防止转膜热

量过大。 

（4）接通电源 90V，90-120min; 

（5）转膜结束，关闭电源，将膜取出，用丽春红染色 2min，确定转移效

率。回收丽春红，裁剪需要的条带，然后用蒸馏水洗去背景染料颜色。 

2.2.9.6    封闭和免疫反应 

（1）用 5%的封闭液封闭蛋白膜在室温摇床上 1-2h； 

（2）吸出封闭液，用已经稀释好的一抗孵育，室温摇床上 1h 后于 4℃过夜； 

（3）用 TBST 洗膜 3 次，每次 10min，之后加入相应的二抗，室温轻摇 1h；       

（4）TBST 洗膜 3 次，每次 10min； 

2.2.9.7    ECL 显影 

在暗室中操作，取适量 ECL 发光液于蛋白条带上，静止 2min，用吸水纸

将过多发光液吸出，采用暗板夹及柯达 X 光胶片进行曝光。 

2.2.9.8    图像及定量分析 

Western Blot  条带结果采用 Image J 软件进行灰度分析。    

2.2.10    染色质免疫共沉淀技术（ChIP） 

Day1 

（1） 将培养皿中的细胞收集到 50mL 离心管中，1600rmp 离心 5min，移

除培养基； 
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（2）加入 19mL 1%的甲醛（1mL37%甲醛+36mL PBS）,进行交联； 

（3）37℃孵育 10min； 

（4）加入 1mL 2.5mol 甘氨酸，停止交联,室温孵育 5min，摇动； 

（5）吸除甲醛； 

（6）冷的 PBS 洗两次，之后完全移除 PBS； 

（7）加入 Szak’s RIPA buffer，转移悬浮液到新的 15mL管中； 

（8）4mL悬液进行超声，每超声 15 秒，停止 59 秒，功率 30%，总时间为

8 分 30 秒。注意：在冰上操作。 

（9）转移超声后样品至 1.5mL管中,12000rmp，10min 离心； 

（10）将上清液转移到新管中，保持样品在冰上； 

（11）BCA 测浓度，BSA 标准品，以及 RIPA buffer 作为对照组； 

（12）将样品稀释到终浓度为 500μg，加入 RIPA 使样品达到 1mL。其中 1%

样品作为 Input 组，保存在-20℃中。 

（13）用 RIPA 洗 Protein G magnetic beads 4 次，每个样品 30μL beads，加

入 30μL RIPA； 

（14）每个样品加入 5μg 抗体和 5μg Igg，4℃ 旋转 1-2 小时； 

（15）加入 30 μL Protein G magnetic beads，4℃ 旋转过夜。 

 

Day2 

（1）Put samples on magnetic beads，移除上清。 

（2）洗 beads : RIPA 两次，Szak’s  IP wash buffer 洗 4 次，RIPA 再洗两次，

4℃ 旋转 5min，1mL洗液； 

（3）冷的 TE 洗两次,不需要旋转； 

（4）移除上清，100 μL TE ，每个样品加入 200 μL Talianidis Elution buffer ； 

（5）65℃  孵育 20min，每隔 5min 涡旋样品一次； 

（6）将上清液移到新的管中，做好标记，加入 12μL 5mol 的 NaCl； 

（7）颠倒解交联 65℃，5 小时； 

（8）加入 20μg proteinase K ，45℃ 孵育 30min。 
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（9）准备 PLG 管，12000rmp 离心 1min。将样品转移至 PLG 管中，加

300μL  Phenol:Chioroform:Isoamylic，剧烈震荡，12000rmp，10min 离心； 

（10）转移上清至新的 EP 管中，加入 30μL 3mol AcNa，750μL 无水乙醇，

混匀，12000rmp，离心 20min； 

（11）移除上清，用 70%乙醇洗一次，12000rmp，离心 10min ，移除

990μL，其余用 10μL 枪移除。 

（12）晾干 DNA，加入 30μL高压灭菌后的 nuclease free water  

（13）37℃ 放置 10min 后震荡。 

（14）Realtime-PCR 分析 

ChIP 实验中引物序列： 

Target name Forward primer sequence (5’ to 3’) Reverse primer sequence (5’ to 3’) 

ATM PP1 GAACGGGTGTCCTACTGTAATC GAGCTATCCTGTGCTCAAACA 

ATM PP2 TTTGAGCTTTACCTGGCTCTC ACTTGTCTGTCAGGGTGTATTG 

ATM PP3 CTCTACACTGGACGACGTATTG CCTTCTAATAACCCGCCCTTAT 

ATM PP4 GCTTGGGCTCTGGAATCATA GCTCACCACAGGTCAAGATTA 

ATM PP5 TGCCAAGGGCAGAGTTATTT CTTCCTACGAGCCTCTGAATTG 

ATMPP6 TGAGGCTTGGTGTACGAATG TTGGAAAGAAAGGGAGGTATGG 

 

2.2.11    统计学方法 

    实验中涉及的数据处理采用 SPSS17.0 软件进行统计学分析，各个实验中组

间数据的均值比较采用 t检验，当 p值小于 0.05时则认为差异具有统计学意义。 
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第 3 章    实验结果 

3.1    不同剂量电离辐射对 HepG2 细胞表型的影响 

3.1.1    对细胞周期进程的影响   

HepG2 细胞分别给予 0Gy、0.5 Gy、1 Gy、2 Gy、4 Gy、8 Gy 的电离辐射，

分别在照射后的 12h 和 24h 收集细胞，然后采用流式细胞术检测细胞的周期变

化。结果显示，随着照射剂量的增加，G2期细胞比例明显增多；12h 时 G1期细

胞比例随照射剂量的增加明显减少， S 期无明显变化；24h 时 S 期细胞比例随

照射剂量的增加明显减少，而 G1期无明显变化（Fig 3.1.1A、B）。 

 

Fig3.1.1    不同剂量电离辐射对 HepG2 细胞周期进程的影响 

注：A.辐照后 12h 不同剂量组细胞周期变化；B.HepG2 细胞辐照后 24h 不同剂量组细胞周

期变化。 

3.1.2    对细胞 DNA 损伤的影响 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后 30min，免疫荧光

检测 DNA 双联断裂标志 γH2AX 以及 H3K27me3，采集的荧光图像，以假照组

（0Gy 组）为正常对照组，观察不同剂量组呈现的荧光的点数及范围。结果显

示，与假照组比较，4Gy、8 Gy照射组 γH2AX 的荧光强度明显高于假照组，且

8 Gy照射组荧光强度高于 4Gy照射组。表明电离辐射诱导 HepG2 细胞发生 

DNA 双链断裂，且在一定的照射剂量范围内，随着辐照剂量的增加，发生

DNA 双链断裂的位点越多,统计分析发现照射组与对照组比 γH2AX 焦点数显著

增加（Fig 3.1.2A）；同样发现，与假照组比较，4Gy、8 Gy 照射组 H3K27me3
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荧光强度明显升高，且 8 Gy照射组荧光强度高于 4Gy照射组，且这种变化在一

定的照射剂量内呈剂量依赖性增加，差异有统计学意义（Fig 3.1.2B）。 

 

 

  

Fig3.1.2    不同剂量电离辐射对 HepG2 细胞 DNA 损伤的影响 

注：A.γH2AX 的变化及焦点数统计分析；B. H3K27me3 的变化及焦点数统计分析 

*  p<0.05，照射组 VS 对照组。 

3.2    电离辐射对 EZH2、BMI-1 及 ATM/Chk2/ p53 通路相关基因

表达水平的影响 

3.2.1    对 EZH2 mRNA 表达水平的影响 

HepG2 细胞分别进行 0Gy、4 Gy和 8 Gy的电离辐射，照射后 6h、12h 收集

细胞，采用 Real-Time  PCR 检测 EZH2 mRNA 的表达。Real-Time PCR 结果显

示，在照射后 6h ，与假照组相比，EZH2 的 mRNA 水平呈现明显的剂量依赖性

增加，且差异据有统计学意义 p<0.05，而照射后 12h 的 EZH2 mRNA 水平无明

显变化规律（Fig 3.2.1 A、B）。 
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Fig 3.2.1    电离辐射对 HepG2 细胞 EZH2 mRNA 表达水平的影响 

注：A. 6h EZH2 mRNA 表达水平变化； B. 12h EZH2 mRNA 表达水平变化；*  p<0.05，照

射组 VS 对照组。 

3.2.2    对 BMI-1 mRNA 表达水平的影响 

HepG2 细胞分别进行 0 Gy 、4 Gy和 8 Gy的电离辐射，照射后 6h、12h 收

集细胞，Real-Time  PCR 检测 BMI-1 mRNA 表达。结果如图，Real-Time PCR

结果显示，在照射后 6h ，与假照组相比，BMI-1 的 mRNA 水平呈现明显的剂

量依赖性增加，且 0 Gy 与 8 Gy 组的差异据有统计学意义 p<0.05（ Fig 3.2.2 

A）；而照射后 12h 的无剂量依赖性关系，但 8 Gy组 BMI-1 mRNA 水平显著增

加（ Fig 3.2.2  B）。 

 

 

Fig3. 2.2    电离辐射对 HepG2 细胞 BMI-1 mRNA 表达水平的影响 

注： A. 6h BMI-1 mRNA 表达水平变化； B. 12h BMI-1 mRNA 表达水平变化；*  p<0.05，

照射组 VS 对照组。 
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3.2.3    对 ATM mRNA 表达水平的影响 

HepG2 细胞分别进行 0 Gy 、4 Gy和 8 Gy的电离辐射，照射后 6h、12h 收

集细胞， Real-Time  PCR 检测 ATM mRNA 及蛋白的表达水平。结果如图所示，

与假照组相比，6h ATM mRNA 的表达水平与电离辐射具有明显的剂量依赖性

增加的趋势（Fig 3.2.3 A）；与假照组相比，12h 的 ATM mRNA 在 8Gy是显著

升高（Fig 3.2.3B）。 

 

 

Fig3.2.3    电离辐射对 HepG2 细胞 ATM mRNA 表达水平的影响 

注：A. 6h ATM mRNA 表达水平变化；B. 12h ATM mRNA 表达水平变化；*  p<0.05，照射

组 VS 对照组。 

3.2.4    对 Chk2  mRNA 表达水平的影响 

对 HepG2 细胞分别进行 0 Gy 、4 Gy和 8 Gy 的电离辐射，6h 和 12h 后采用

Real-Time  PCR 检测 Chk2 mRNA 表达。结果如图（Fig 3.2.4A.B）所示，6h 和

12h Chk2 mRNA 变化规律趋向一致，与假照组相比，均在 8Gy时 Chk2 mRNA

表达水平表现明显增加，且差异有统计学意义(p<0.05)。 
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Fig3.2.4    电离辐射对 HepG2 细胞 BMI-1  mRNA 表达水平的影响 

注：A. 6h Chk2 mRNA 表达水平变化； B. 12h Chk2 mRNA 表达水平变化；*  p<0.05，照射

组 VS 对照组。 

3.2.5    对 p53 mRNA 表达水平的影响 

HepG2 细胞分别进行 0 Gy 、4 Gy和 8 Gy的电离辐射，照射后 6h、12h 收

集细胞， Real-Time PCR 检测。结果如图所示，与假照组相比，6h 和 12h 的 

p53 mRNA 水平均与辐射剂量之间表现出剂量依赖性增加（Fig 3.2.5 A、B）。 

 

 

Fig3.2.5    电离辐射对 HepG2 细胞 p53 mRNA 表达水平的影响 

注：A. 6h p53 mRNA 表达水平变化； B. 12h p53 mRNA 表达水平变化； *  p<0.05，照射组

VS 对照组。 
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3.3    电离辐射 HepG2 细胞后加入 GSK126 对 PcGs 家族中 EZH2、

BMI-1、H3K27me3 和 ATM/Chk2/p53 表达水平的影响 

3.3.1    HepG2 细胞中 EZH2 甲基化转移酶抑制剂 GSK126 的 IC50 测定 

HepG2 细胞给予不同剂量 GSK126 进行处理，培养 9h 后，观察 GSK126 对

细胞生长的抑制情况。为排除由于氧化作用造成结果不稳定，我们分别检测了

加入 CCK8 后 1-3h 内的吸光度值，根据 HepG2 细胞生长抑制率达 50%所对应

的 GSK126 使用浓度，进行后续实验浓度的选择。下图结果显示，加入 CCK8

孵育后的结果趋向，HepG2 细胞生长抑制率为 50％时，GSK126 使用剂量为

5.63μmol/L。在细胞增殖不受明显影响且达到最佳的 EZH2 生物学抑制效果下，

选择 3umol /L GSK126 作为后续实验用量(Fig 3.3.1)。 

 

Fig3.3.1    不同浓度 GSK126 处理的 HepG2 细胞增殖程度 

3.3.2    HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后细胞周期变化 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后立即加入 GSK126，

30min 后处理细胞,免疫荧光检测 DNA 双联断裂标志 γH2AX 及 H3K27me3，采

集荧光图像，以假照组（0Gy 组）为对照组，观察不同剂量组呈现的荧光的点

数及范围。结果显示，从整体趋势来看，随着辐射剂量的升高，IR+GSK126 组

G1 期细胞百分比逐渐下降，G2 期逐渐升高，S 期变化不明显(Fig 3.3.2A、B、C、

D、E、F）；相同剂量下，比较加入 GSK126 后的细胞周期变化， 12h 

IR+GSK126 组的 G1 期阻滞较 IR 组有所减少（Fig 3.3.2A）；而相同照射剂量
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下，IR+GSK126 组的 G2 期阻滞较 IR 组有所减少，12h  和 24h 均表现此规律

（Fig 3.3.2 C、F）。 

 

 

 

Fig3.3.2  HepG2 肝癌细胞给予 GSK126 处理后 12h 和 24h 细胞周期变化 

注： A. 12h G1期变化；B. 12h S期变化；C. 12h G2期变化；D. 24h G1期变化;E. 24h S期变化；

F. 24h G2期变化；*  p<0.05，IR 组 VS IR+GSK126 组。 

3.3.3    DNA 损伤变化 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后立即加入 GSK126，

30min 后处理细胞,免疫荧光检测 DNA 双联断裂标志 γH2AX 及 H3K27me3，采

集荧光图像，以假照组（0Gy 组）为对照组，观察不同剂量组呈现的荧光的点

数及范围。结果显示，与假照组比较，4Gy、8 Gy 照射组 γH2AX、H3K27me3

荧光强度明显高于假照组，且 8Gy 照射组荧光强度高于 4Gy 照射组；但在相同

的照射剂量下，IR+GSK126 组与 IR 组荧光强度对比发现，IR+GSK126 组的

γH2AX 表达量明显高于 IR 组，而 IR+GSK126 组的 H3K27me3 表达量明显低于

IR 组，差异有统计学意义（Fig 3.3.3 A、B、C、D）。 
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Fig3.3.3   HepG2 细胞不同处理组 γH2AX 及 H3K27me3 的荧光检测 

注：A.加入 GSK126 后 H3K27me3 免疫荧光结果；B.加入 GSK126 后 γH2AX 免疫荧光结果

C. H3K27me3 焦点数统计分析结果 D. γH2AX 焦点数统计分析结果；*  p<0.05，IR 组 VS 

IR+GSK126 组。 
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3.3.4    HepG2 细胞加入 GSK126 后对 EZH2 以及 ATM/ Chk2/ p53 通路基因

mRNA 的影响。 

3.3.4.1    对 EZH2 mRNA 表达水平的影响 

 HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射处理后，IR+GSK126 处理

组立即加入 3uM GSK126，继续培养 6h、12h 收集细胞，采用 Real-Time PCR

方法检测 EZH2mRNA 表达水平。结果显示，相同照射剂量下，6h 和 12h 均表

现 IR+GSK126 组较 IR 组 EZH2 mRNA 表达水平明显升高，差别具有统计学意 

义   p<0.05（Fig 3.3.4.1A、B）。 

 

 

 

Fig 3.3.4.1    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后 EZH2 mRNA 

水平的变化 

注：A. 6h EZH2 mRNA 水平的变化； B. 12h EZH2 mRNA 水平的变化；*p<0.05, IR 组 VS 

IR+GSK126 组。 

3.3.4.2    对 ATM mRNA 表达水平的影响 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射处理后，IR+GSK126 处理

组立即加入 3μmol GSK126，继续培养 6h、12h 收集细胞，采用 Real-Time PCR

方法检测 ATM mRNA 表达水平。结果显示，相同照射剂量下，结果显示

IR+GSK126 组较 IR 组 ATM mRNA 表达水平明显升高，但 12h 8Gy 组 ATM 

mRNA 表达水平显著下降（Fig 3.3.4.2 A、B）。 
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Fig 3.3.4.2    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后 ATM mRNA 

水平的变化 

注：A. 6h ATM mRNA 水平的变化 ；B. 12h ATM mRNA 水平的变化；*p<0.05, IR 组 VS 

IR+GSK126 组。 

3.3.4.3    对 Chk2 mRNA 表达水平的影响 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射处理后，IR+GSK126 处理

组立即加入 3μmol GSK126，继续培养 6h、12h 收集细胞，采用 Real-Time PCR

方法检测 Chk2 mRNA 表达水平。结果显示， IR+GSK126 组较 IR 组均未见明

显变化（Fig 3.3.4.3 A、B）。 

 

 

Fig 3.3.4.3    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后 Chk2 mRNA 

水平的变化 

注：A. 6h Chk2 mRNA 水平的变化； B. 12h Chk2 mRNA 水平的变化；*p<0.05, IR 组 VS 

IR+GSK126 组。 
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HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射处理后，IR+GSK126 处理

组立即加入 3μmol GSK126，继续培养 6h、12h 收集细胞，采用 Real-Time PCR
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方法检测 p53 mRNA 表达水平。结果显示，相同照射剂量下，6h 组在 0Gy、8 

Gy 照射下，IR+GSK126 组 p53 mRNA 表达水平较 IR 组明显升高（Fig 3.3.4.4 

A）；12h 在 4Gy、8 Gy照射下，IR+GSK126 组 p53 mRNA 表达水平较 IR 组明

显降低（Fig 3.3.4.4 B）。 

 

 

Fig 3.3.4.4    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后 p53 mRNA 

水平的变化 

注：A. 6h p53 mRNA 水平的变化 ；B. 12h p53 mRNA 水平的变化；*p<0.05, IR 组 VS 

IR+GSK126 组。 

3.4    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后对 EZH2、H3K27me3 以

及 ATM/ p53 通路基因蛋白表达水平的影响 

3.4.1    辐照 HepG2 细胞不同处理组 H3K27me3 蛋白表达水平变化 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射处理后，IR+GSK126 处理

组加入 3μmol/L GSK126，培养 6h、12h 收集细胞，采用 Western blot 实验检测

H3K27me3 蛋白水平的改变。结果如下图（Fig 3.4.1A、B）所示，在相同的照

射剂量下，IR+GSK126 组 H3K27me3 蛋白表达水平较 IR 组显著降低，差异有

统计学意义 p<0.05。 
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Fig 3.4.1    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加 GSK126 后 H3K27me3 

蛋白表达水平的变化 

注：A. 6h H3K27me3 蛋白表达变化；B. 12h  H3K27me3 蛋白表达变化。 

3.4.2    辐照 HepG2 细胞不同处理组 EZH2 蛋白表达水平变化 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy电离辐射处理后，IR+GSK126 处理

组加入 3μmol GSK126，培养 6h、12h 收集细胞，采用 Western blot 实验检测

EZH2 蛋白水平的改变。结果如图（Fig 3.4.2A、B）所示，在 0Gy、4 Gy照射

下，6h IR+GSK126 组 EZH2 蛋白表达水平较 IR 组明显升高；在 0Gy、8 Gy照

射下，12 h IR+GSK126 组 EZH2 蛋白表达水平较 IR 组明显降低。 

 

 

 

Fig 3.4.2    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后 EZH2 

蛋白表达水平的变化 

注：A. 6h EZH2 蛋白变化；B. 12h EZH2 蛋白变化。 
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3.4.3    辐照 HepG2 细胞不同处理组 ATM 蛋白表达水平变化 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射处理后，IR+GSK126 处理

组加入 3μmol GSK126，培养 6h、12h 收集细胞，采用 Western blot 实验检测

EZH2 蛋白水平的改变。结果如图所示，在 0Gy、4Gy 照射下，6h IR+GSK126

组的 ATM 蛋白表达水平比 IR 组明显升高（Fig 3.4.3A）；而在 0Gy、4Gy、

8Gy照射下，12h IR +GSK126 组 ATM 蛋白表达水平比 IR 组高（Fig 3.4.3B）。 

 

 

Fig 3.4.3    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后 ATM 

蛋白表达水平的变化 

注：A. 6h ATM 蛋白变化；B. 12h ATM 蛋白变化。 

3.4.4    辐照 HepG2 细胞不同处理组 p53 蛋白表达水平变化 

HepG2 细胞分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射处理后，IR+GSK126 处理

组加入 3μmol GSK126，培养 6h、12h 收集细胞，采用 Western blot 实验检测

EZH2 蛋白水平的改变。结果如图所示，在  4Gy、8Gy 照射下，6h 及 12h 

IR+GSK126 组 p53 蛋白表达水平随着照射剂量的增高而升高（Fig 3.4.4 A、B）。 
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Fig 3.4.4    辐射诱导的 HepG2 肝癌细胞中加入 GSK126 后 p53 

蛋白表达水平的变化 

注： A. 6h p53 蛋白变化；B. 12h p53 蛋白值变化。 

3.5    干扰 EZH2 后 HepG2 细胞在不同辐照剂量下 EZH2、

H3K27me3 及 ATM / Chk2/p53 表达水平的变化 

3.5.1    干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞模型的建立及鉴定 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。表 3.5. 1

为 siRNA 的序列。通过 Real-Time PCR 验证两条 siRNA 效果，通过 Real-Time 

PCR 和 Western Blot 方法对 EZH2 的表达水平进行检测。结果如图 3.5.1 所示，

用 siEZH2-1 干扰的结果与对照组相比，转染细胞的 EZH2 在 mRNA 水平上降低

了 3.01 倍，蛋白水平降低了 4.05 倍；用 siEZH2-2 干扰的结果与对照组相比，

EZH2 在 mRNA 水平上降低了 2.125 倍，蛋白水平降低 1.04 倍 。siEZH2-1 干扰

效果更明显，我们选用 siEZH2-1 来建立干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞模型。 
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表 3.5.1    siRNA 序列 

基因 siRNA Sequence 

siEZH2-1 GAGGTTCAGACGAGCTGAT 

siEZH2-2 GCAAATTCTCGGTGTCAAA 

 

 

 

 

Fig 3.5.1    干扰 EZH2 后 Hep G2 细胞 EZH2 表达的变化 

注 A. siEZH2-1 干扰后的 EZH2mRNA 及蛋白表达水平； B. siEZH2-2 干扰后的 EZH2 

mRNA 及蛋白表达水平；*p<0.05,siEZH2 VS NC。 

3.5.2    干扰 EZH2 后不同剂量电离辐射对 Hep G2 细胞 γH2AX、H3K27me3 的
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量下，IR+siEZH2 组较 IR 组 γH2AX 荧光强度明显升高，而 H3K27me3 荧光强

度表现为 IR+siEZH2 组较 IR 组明显减弱（Fig 3.5.2A、B）。 

 

 

Fig 3.5.2    不同处理组 Hep G2 细胞 γH2AX、H3K27me3 的变化 

注:A. H3K27me3 的免疫荧光结果；B.γH2AX 的免疫荧光结果 C. H3K27me3 焦点数统计分

析结果 D. γH2AX 焦点数统计分析结果；*  p<0.05，IR VS IR+siEZH2。 
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3.5.3    干扰 EZH2 后不同剂量电离辐射对 Hep G2 细胞 ATM/ Chk2/ p53 通路基

因 mRNA 水平表达的影响 

3.5.3.1    对 EZH2 mRNA 水平表达的影响 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。转染成功

后，分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后 6h、12h 收集细胞，采 Real-

Time PCR 方法检测 EZH2 mRNA 水平，结果显示，在相同的照射剂量下

IR+siEZH2 组 EZH2 mRNA 水平明显低于 IR 组 ，且 6h、12h 均表现这一规律。 

 

 

Fig 3.5.3.1    干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞照射后对 EZH2 mRNA 水平表达的影响 

 注：A. 6h EZH2 mRNA 表达 ；B. 12h EZH2 mRNA 表达；*p<0.05，IR VS IR+siEZH2。 

3.5.3.2    对 ATM mRNA 水平表达的影响 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。转染成功

后，分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后 6h、12h 收集细胞，采 Real-

Time PCR 方法检测 ATM mRNA 表达水平。结果显示，在相同的照射剂量下，

6h 和 12h  IR+siEZH2 组 ATM mRNA 水平都高于 IR 组，且都有升高的趋势(Fig 

3.5.3.2A. B)。 

 

 

0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1 

1.2 

0Gy 4Gy 8Gy 

R
e

la
ti

ve
 e

xp
re

ss
io

n
 o

f 
 E

ZH
2

 m
R

N
A

  

Different treatment groups 

0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1 

1.2 

0Gy 4Gy 8Gy 

R
e

la
ti

ve
 e

xp
re

ss
io

n
 o

f 
EZ

H
2

  m
R

N
A

  

Different treatment groups 

A B 

* 
* * 

* 
* * 



第 3章    实验结果 

 45 

 

Fig 3.5.3.2    干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞照射后对 ATM mRNA 水平表达的影响 

注：A. 6h ATM mRNA 表达；B. 12h ATM mRNA 表达；*p<0.05，IR VS IR+siEZH2。 

3.5.3.3    对 Chk2  mRNA 水平表达的影响 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。转染成功

后，分别给予 0Gy、4Gy、8Gy电离辐射，照射后 6h、12h 收集细胞，采 Real- 

Time PCR 方法检测 Chk2 mRNA 表达水平。结果如下图(Fig 3.5.3.3)显示，6h 

IR+siEZH2 组 Chk2 mRNA 水平呈明显升高趋势，12h 未发现明显变化规律。 

 

 

Fig 3.5.3.3   干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞照射后对 Chk2 mRNA 水平表达的影响 

注：A. 6h Chk2 mRNA 表达； B. 12h Chk2 mRNA 表达；*p<0.05，IR VS IR+siEZH2。 

3.5.3.4    对 p53 mRNA 水平表达的影响 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。转染成功

后，分别给予 0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后 6h、12h 收集细胞，采 Real-

Time PCR 方法检测 p53 mRNA 表达水平。结果显示，相同照射剂量下，6h 

IR+siEZH2 组 p53 mRNA 水平明显高于 IR 组（Fig 3.5.3.4 A）；在 4Gy、8Gy 

照射下，12h IR+siEZH2 组 p53 mRNA 水平明显高于 IR 组（Fig 3.5.3.4 B）。 
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Fig 3.5.3.4    干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞照射后对 p53 mRNA 水平表达的影响 

注：A. 6h p53 mRNA 表达； B. 12h p53 mRNA 表达； *p<0.05，IR VS IR+siEZH2。 

3.5.4    干扰 EZH2 后不同剂量电离辐射对 Hep G2 细胞 H3K27me3 及 ATM/ 

p53 通路基因蛋白表达水平的影响 

3.5.4.1    对 EZH2 蛋白表达的影响 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。分别给予

0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后 6h、12h 收集细胞，采用 Western blot 方法

检测 EZH2 蛋白表达水平。结果显示，在相同的照射剂量下，IR+siEZH2 组较

IR 组 EZH2 的蛋白表达量明显减少，且这种变化在 6h、12h 规律一致（Fig 

3.5.4.1A.B）。   

  

 

Fig 3.5.4.1    EZH2 低表达的 HepG2 细胞照射后对其蛋白表达的影响 

注：A. 6h EZH2 蛋白变化；B.12h EZH2 蛋白变化。 
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3.5.4.2    对 H3K27me3 蛋白表达的影响 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。分别给予

0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后 6h、12h 收集细胞，采用 Western blot 方法

检测 H3K27me3 的蛋白表达情况。结果发现，相同的照射剂量下，6h 、12h 

IR+siEZH2 组较 IR 组 H3K27me3 蛋白表达水平明显降低（Fig 3.5.4.2 A.B）。  

 

   

 

Fig 3.5.4.2    干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞照射后对 H3K27me3 蛋白表达的影响 

注：A. 6h H3K27me3 蛋白变化；B. 12h H3K27me3 蛋白变化。 

3.5.4.3    对 ATM 蛋白表达的影响 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。分别给予

0Gy、4Gy、8Gy 电离辐射，照射后 6h、12h 收集细胞，采用 Western blot 方法

检测 ATM 的蛋白表达情况。结果发现，在 0Gy照射下， 6h 组 IR+siEZH2 组较

IR 组 ATM 蛋白表达水平呈升高趋势，而 12h ATM 蛋白表达变化在 0Gy、4Gy、

8Gy 剂量下 IR+siEZH2 组与 IR 组比 ATM 蛋白表达水平明显升高，且随着照射

剂量的升高，逐渐升高（Fig 3.5.4.3 A、B）。 
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Fig 3.5.4.3    干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞照射后对 ATM 蛋白表达的影响 

注：A. 6h ATM 蛋白变化；B. 12h ATM 蛋白变化 

3.5.4.4    对 p53 蛋白水平表达的影响 

采用瞬时转染方法将 siRNA 转入 HepG2 细胞，干扰 EZH2 表达。分别给予

0Gy、4Gy、8Gy电离辐射，照射后 6h、12h 收集细胞，采用 Western blot 方法

检测下 p53 的蛋白表达情况。结果如图所示，在相同的照射剂量下，6h 

IR+siEZH2 组较 IR 组 p53 蛋白表达水平明显升高，IR+siEZH2 组 p53 蛋白表达

呈现剂量依赖性增加（Fig 3.5.4.4 A）；在 0Gy照射下， 12h  0Gy组 IR+siEZH2

组较 IR 组 p53 蛋白表达水平明显升高（Fig 3.5.4.4 B）。 
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Fig 3.5.4.4    干扰 EZH2 的 Hep G2 细胞照射后对 p53 蛋白表达的影响 

注：A. 6h p53 蛋白变化；B. 12h p53 蛋白变化 

3.6    EZH2 过表达的 293T 细胞不同剂量照射后对 ATM/Chk2/p53

通路基因 mRNA 及蛋白水平表达的影响 

3.6.1    EZH2 过表达的 293T 细胞模型的建立及鉴定 

采用瞬时转染的方法，采用 EZH2 过表达质粒 pLNCX2，A 为质粒图谱，

其浓度为 0.904μg/μL，我们对三种质粒浓度进行验证，Ⅰ组：4μL 质粒+5μL 转

染试剂、Ⅱ组：4μL 质粒+8μL 转染试剂、Ⅲ组：5μL 质粒+8μL 转染试剂。转染

后采用 Real-Time PCR 和 Western Blot 方法对 EZH2 的表达水平进行验证，结果

发现Ⅱ、Ⅲ两组 EZH2 mRNA 表达水平显著高于 293T 空质粒组，Ⅱ组蛋白表达

水平最高，我们最终选取Ⅱ组：4μL质粒+8μL 转染试剂进行转染。 
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Fig 3.6.1    293T 细胞 EZH2 过表达效果验证 

注：A.pLNCX2 质粒图谱；B. EZH2 mRNA 表达水平 ；C. EZH2 蛋白表达水平； 

*p<0.05， EZH2 过表达组 VS 293T 组。 

3.6.2    EZH2 转录及蛋白表达水平变化 

EZH2 过表达 293T 细胞辐照 0Gy和 4Gy剂量后，采用 Real-Time PCR 及

Western Blot 方法对 EZH2 mRNA 及蛋白表达进行检测，结果发现过表达组与

IR 组比，EZH2 mRNA 表达水平明显升高，差异有统计学意义，蛋白表达水平

也显著升高（Fig 3.6.2 A、B）。 
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Fig 3.6.2    EZH2 过表达 293T 细胞辐照后 EZH2 转录及蛋白表达水平变化 

注：A. 6h EZH2 mRNA 表达水平变化；B. 12h EZH2 蛋白表达水平变化； 

*p<0.05， IR VS IR+EZH2 Over-expression。 

3.6.3    ATM 转录及蛋白表达水平变化 

EZH2 过表达 293T 细胞辐照 0Gy 和 4Gy 剂量后，采用 Real-Time PCR 及

Western Blot 方法对 ATM mRNA 及蛋白表达进行检测，图(Fig 3.6.3A、B)结果

显示 EZH2 过表达组与单纯照射组比，ATM mRNA 及蛋白变化都不明显。

 

    

Fig 3.6.3    EZH2 过表达 293T 细胞辐照后 ATM 转录及蛋白表达水平变化 

注：A. 6h ATM mRNA 表达水平变化；B. 12h ATM 蛋白表达水平变化； 

*p<0.05， IR VS IR+EZH2 Over-expression。 
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3.6.4    Chk2 mRNA 表达水平变化 

EZH2 过表达 293T 细胞辐照后采用 Real-Time PCR 对 Chk2 mRNA 表达水

平进行检测，结果发现 EZH2 过表达辐射组与单纯照射组比 Chk2 mRNA 表达

水平无明显变化(Fig 3.6.4)。 

 

Fig 3.6.4    EZH2 过表达 293T 细胞辐照后 Chk2 转录水平变化 

注：A. 6h Chk2 mRNA 表达水平变化；*p<0.05， IR VS IR+EZH2 Over-expression。 

3.6.5    p53 转录及蛋白表达水平变化 

EZH2 过表达 293T 细胞辐照 0Gy 和 4Gy 剂量后，采用 Real-Time PCR 及

Western Blot 方法对 p53 mRNA 及蛋白表达进行检测，Fig 3.6.5A、B 结果显示

EZH2 过表达组与单纯照射组比，p53 mRNA 及蛋白变化都不明显。 

  

 

Fig 3.6.5    EZH2 过表达 293T 细胞辐照后 p53 转录及蛋白表达水平变化 

注：A. 6h p53 mRNA 表达水平变化；B. 12h p53 蛋白表达水平变化； 

*p<0.05，IR VS IR+EZH2 Over-expression。 
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3.6.6    H3K27me3 蛋白表达水平变化 

EZH2 过表达 293T 细胞辐照 0Gy和 4Gy剂量后，采用 Western Blot 方法对

H3K27me3 蛋白表达水平进行检测，结果显示 EZH2 过表达组与单纯照射组比，

H3K27me3 蛋白变化不明显。 

  

Fig 3.6.5   EZH2 过表达 293T 细胞辐照后 H3K27me3 蛋白表达水平变化 

注：A. 12h  H3K27me3 蛋白表达水平变化。 

3.7    ChIP 实验结果 

我们在 ATM 启动子上游-1630 ~ -774 区域及下游 719~3475 区分别选取 3 个

H3K27me3 的结合位点(Fig 3.7A)，在 siEZH2 和加入 GSK126 两种条件下，采用

ChIP 实验检测 H3K27me3 的表达变化，结果发现 siEZH2 组，ATM 启动子区

H3K27me3 的表达水平显著降低，且在 PP4 位点上 H3K27me3 的表达变化最为

明显(Fig 3.7 B)；加 GSK126 组 ATM 启动子区 H3K27me3 的表达水平也显著降

低，且在 PP5 位点上 H3K27me3 的表达变化最为明显(Fig 3.7 B)。 
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Fig 3.7    EZH2 通过 H3K27me3 调节 HepG2 细胞中的 ATM 

注：A. ATM 启动子区引物对（PPs）示意图；B.在携带 siLuc 和 siEZH2 的 HepG2 细胞中

使用针对 H3K27me3 的抗体进行 ChIP 测定 ； C.在用 3μmol GSK126 处理的 HepG2 细胞中

使用针对 H3K27me3 的抗体进行 ChIP 测定,IgG 为阴性对照。 
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第 4 章    讨    论 

分子生物学研究积累表明，人类多种病理学条件下包括癌症、早衰和慢性

炎症中 DNA 损伤都是不可忽视的研究范畴。电离辐射是引起的 DNA 辐射损伤

效应的重要内容之一。在电离辐射引起的 DNA 损伤修复过程中 ATM-Chk2-p53

通路起重要作用。DNA 损伤后 ATM 立刻被激活，活化 Chk2，从而磷酸化 p53

或直接通过 p53 传递损伤信号，开启 DNA 损伤修复进程[42]。已有研究发现

PcGs 家族在 DNA 损伤区域被招募，但是否通过 H3K27me3 介导 DNA 损伤修

复还鲜有报道。 

γH2AX 目前被认为是监测 DNA 损伤和修复通路中的重要标志物，当细胞

发生 DNA 双链断裂时会伴随 γH2AX 的聚集，理论上一个 γH2AX 焦点对应一

个 DNA 双链断裂[96]。为了观察 H3K27me3 在辐射诱导的 DNA 损伤中的作用，

我们选取三种细胞模型即单纯电离辐射、电离辐射加 GSK126 和干扰 EZH2 照

射组，采用免疫荧光方法对 γH2AX 进行检测。结果发现：（1）电离辐射条件

下会导致 HepG2 细胞会发生 DNA 双链断裂，且在一定的照射剂量范围内，

γH2AX 焦点数呈剂量依赖性增加；（2）电离辐射诱导的 HepG2 细胞加入

GSK126 即 EZH2 甲基转移酶抑制剂后，照射组与假照组比 γH2AX 荧光强度明

显高于假照组，且呈剂量依赖性升高；且在相同的照射剂量下，IR+GSK126 组

与 IR 组荧光强度对比发现，IR+GSK126 组的 γH2AX 表达量明显高于 IR 组。

（3）干扰 EZH2 后，与假照组比较，4Gy、8 Gy 照射组 γH2AX 荧光强度明显

高于假照组，8 Gy 照射组较 4Gy 照射组更为明显，呈剂量依赖性增加；在相同

照射剂量下，IR+siEZH2 组较 IR 组 γH2AX 荧光强度明显升高。说明无论加入

GSK126 还是干扰 EZH2 都会增强 DNA 损伤的作用。 

GSK126 是一种有效的，高选择性 EZH2 甲基转移酶活性的小分子抑制剂。

在体外，EZH2 野生型和突变型 DLBCL 细胞中，GSK126 可有效抑制

H3K27me3，其次是 H3K27me2。GSK126 也能对 EZH2 突变型 DLBCL 细胞系

的增殖进行抑制，并且在敏感细胞系中诱导 EZH2 目标基因的转录激活[97]。我

们采用 0Gy、4Gy和 8 Gy剂量照射 HepG2 细胞，照射后加入 3μmol 的 GSK126，
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培养 6h 和 12h 后分别收集细胞检测 EZH2 mRNA 和 H3K27me3 蛋白表达水平的

变化，发现相同剂量下 IR+GSK126 组与 IR 组比 EZH2 mRNA 表达水平明显升

高，但 H3K27me3 蛋白表达水平显著降低。总结出照射后加 GSK126 可增强电

离辐射对 DNA 损伤的作用。 

沉默 RNA(silencing RNA，siRNA)，是由 20~25 个核苷酸组成的小 RNA分

子。主要涉及 RNA 干扰现象，激发与之互补的目标 mRNA 的沉默，以特定的

方式调节基因表达沉默，从而产生相应的功能表型缺陷。通过查阅文献，我们

设计了 3 条 siRNA 来干扰 EZH2 的表达，并从中选取 siEZH2-1 和 siEZH2-2 进

行验证，结果发现加入 siEZH2-1 干扰效果更为明显，我们选用 siEZH2-1 来建

立 EZH2 沉默的 Hep G2 细胞模型，给予 0Gy、4Gy 和 8Gy 电离辐射，照射后

6h、12h 收集细胞，采 Real-Time PCR 方法检测 EZH2 mRNA 水平，结果显示，

在相同的照射剂量下 IR+siEZH2 组 EZH2 mRNA 水平明显低于 IR 组 。同时，

发现 IR+siEZH2 组 EZH2 蛋白表达水平也明显低于 IR 组。更重要的是我们发现

IR+siEZH2 组 H3K27me3 蛋白表达水平明显低于 IR 组。以上表明干扰 EZH2 后

在不同条件下 EZH2 mRNA 及蛋白表达水平均出现显著降低。同时 H3K27me3 

蛋白表达明显降低，更重要的是，辐射可明显增加 EZH2 干扰组的 DNA 损伤。 

上述我们已经阐明， GSK126 及干扰 siEZH2 对电离辐射引起 DNA 损伤的

影响。同时我们还对单纯电离辐射、电离辐射加 GSK126 和干扰 EZH2 三种细

胞模型的 H3K27me3 进行了检测。我们发现:（1）单纯照射条件下，H3K27me3

在 4Gy、8 Gy 照射组荧光强度明显高于假照组；（2）照射 HepG2 细胞后加入

GSK126，相同剂量下 IR+GSK126 组与 IR 组比，H3K27me3 的荧光强度明显减

弱。（3）转染 siEZH2 后，分别给予 0Gy、4Gy、8Gy电离辐射，照射后 30min

处理细胞，发现在相同照射剂量下，IR+siEZH2 组与 IR 组比 H3K27me3 荧光强

度明显降低。综合以上结果我们得出：无论是加入 GSK126 还是干扰 EZH2 都

可以引起 H3K27me3的表达水平下降，使 γH2AX表达增多，DNA损伤增多。 

2010 年，Chou 等人首次通过使用 10μmol BrdU 培养小鼠胚胎成纤维细胞

（mouse embryonic fibroblasts ，MEFS）24h 后，采用 UV 激光微辐射细胞，诱

导 DNA 特异位点损伤，10 分钟后固定，采用免疫荧光方法检测 EZH2 和

γH2AX，发现 EZH2 在 DNA 损伤区域被招募，且与 γH2AX 共定位于 DNA 损
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伤点；同时也检测了 H3K27me3 和 RPA32，发现 H3K27me3 在 DNA 损伤区域

被招募，且与 RPA32 共定位于 DNA 损伤点 (Fig4.1) [79]。与之相符，Zhiqing 

Li 等人在家蚕紫细胞外线 UV 诱导的 DNA 损伤中发现 PRC2 介导的 H3K27me3

明显增加，并且在 PcGs 家族基因缺失的蚕细胞中显示，细胞对 UV-C 辐射的敏

感性显著增高[98]。另外，Jin 等人用 5uM GSK126 处理的 HepG2 细胞 12h 后进

行了 γH2AX 免疫荧光检测和细胞增殖实验，结果显示 GSK126 处理后 γH2AX

的荧光强度显著增多，而且应用 GSK126 和化疗药物 MMC 联合处理 HepG2 细

胞后发现 MMC 与 GSK126 联合处理组与单独采用 MMC 组比，细胞增殖效应

明显减弱，说明 GSK126 通过降低 H3K27me3 的表达，增加了细胞对 MMC 化

疗药物的敏感性。哺乳动物细胞中 H3K27me3 主要由 PcGs 家族催化形成，是

表观遗传学重要修饰形式之一。PcGs 家族成员中的 EZH2 是 H3K27me3 的重要

甲基转移酶，其通过 SET结构域来催化 H3K27me3，从而抑制基因的转录。已有研

究证实 EED-EZH2复合物可以特异性的产生 H3K27me3来发挥沉默目的基因的作用，

影响肿瘤的发生发展[89]。还有研究发现干扰 EZH2 后，引起 H3K27me3 的降低，

从而促进化疗药物 EPB和 MMC 诱导的 DNA 损伤，导致细胞对化疗药物的敏感性

提高[93]。总结上述，我们得到两个结论：1.辐射诱导的 DNA 损伤区域发现

H3K27me3 升高，PcGs 家族缺失会增加细胞辐射敏感性。2.通过干扰 EZH2，可降

低 H3K27me3的表达，促进 DNA损伤，从而增加化疗药物的敏感性。 

 

Fig4.1    EZH2 及 H3K27me3 在 DNA 损伤处免疫荧光结果 
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我们实验结果中发现，电离辐射可诱导的 H3K27me3 蛋白表达增加；同时，

加入 GSK126 和干扰 EZH2 都会抑制 H3K27me3 的活性，从而增加电离辐射对

DNA 的损伤作用。同时我们发现一个有趣的现象，电离辐射会促进 DNA 损伤，

且在一定剂量范围内 DNA 损伤程度呈剂量依赖性升高，并发生 G2 期细胞阻滞。

我们的结果发现，加 GSK126 组随着照射剂量的升高，G2 期细胞阻滞也逐渐升

高，但与 IR 组比，同等剂量下 G2 期阻滞明显降低。这种 GSK126 促进 DNA

损伤增加但却使 G2 期阻滞下降的现象成为我们探讨的焦点。反复查阅文献，

我们推测 G2 期阻滞下降的原因是由于 DNA 损伤后细胞由修复程序转为凋亡程

序，从而导致 G2 期细胞减少。这种机制还需进一步的证实。 

上述讨论我们已经明确了 H3K27me3 在电离辐射诱导的 DNA 损伤中的作

用，H3K27me3 表达水平下降，会促进 DNA 的损伤；同时，DNA 损伤后使

H3K27me3 表达升高。但 H3K27me3 与 ATM 之间的关系是我们研究的焦点。 

我们结果中已经发现电离辐射会导致 H3K27me3 表达升高，并且在 Danny 

M. Chou 等人实验结果中得到了有力支撑。ATM 在识别和传递 DNA 损伤信号

及启动 DNA 损伤修复中起着重要作用，Bartek 等研究表明 DNA 损伤后 ATM

被激活，从而磷酸化 Chk2，活化的 Chk2 可以通过磷酸化 p53，使 p53 与

MDM2 的结合蛋白减少，p53 增多，使细胞发生周期阻滞；若 DNA 损伤不能被

修复，p53 则会启动凋亡程序，使细胞程序性死亡[50]。我们的结果也证实了上

述结论，当给予细胞不同剂量的电离辐射后，会引起 DNA 损伤，从而导致细胞

周期阻滞，这与我们的周期结果相对应。当给予细胞 0Gy、4Gy 和 8 Gy 剂量照

射后，照射组与假照组比 ATM 和 p53 的 mRNA 及蛋白表达水平明显升高，

Chk2 8 Gy 组与假照组比，mRNA 表达水平明显升高。说明电离辐射会引起

ATM、Chk2 和 p53 水平的升高，促进 DNA 损伤修复。加 GSK126 显示， 

IR+GSK126 组与 IR 组比，ATM 和 6h 中 p53 mRNA 表达水平明显升高，而

H3K27me3 蛋白表达水平明显降低，提示 GSK126 通过抑制 EZH2 酶活性，降

低 H3K27me3 的表达，从而引起 ATM 和 p53 表达水平的升高。这与 Gao 等人

研究结果一致，在化疗药物引起的 DNA 损伤中，通过加入 GSK126 增加了

HepG2 细胞 ATM mRNA 表达水平 [93]。为了明确 EZH2 是否可以介导
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H3K27me3 参与 ATM 的调控，我们又采用 siEZH2 干扰细胞，发现 siEZH2 组与

对照组比，ATM、Chk2 和 p53 mRNA 表达水平明显升高，而且 siEZH2 组中

H3K27me3 的表达水平明显降低。以上结果均证实影响 EZH2 表达或酶活性后，

都会引起 ATM、Chk2 和 p53 目的基因表达的变化；而且也表明 EZH2 可介导

H3K27me3 调控 ATM 的表达。有趣的是，在我们建立的 EZH2 过表达 293T 细

胞模型中，发现 EZH2 过表达组与 IR 组比 EZH2 mRNA 和蛋白表达水平明显升

高，但 H3K27me3 蛋白表达变化不明显，同时，其他目的基因在转录及蛋白水

平上也无显著差异。我们推测引起这种现象的原因是由于：（1）H3K27me3 表

达是由 PcGs 家族所有成员决定的，并不仅仅取决于 EZH2 一个成员；（2）

H3K27me3 表达水平的高低主要取决于 PcGs 家族成员中表达水平最低的成员，

所以当 EZH2 过表达，但 PcGs 家族其他成员无变化时，H3K27me3 的表达水平

取决于 PcGs 家族其他成员的表达水平，从而产生 H3K27me3 及目的基因变化

不明显的现象。 

为了明确 ATM 启动子区域 H3K27me3 的表达变化。我们在 ATM 启动子上

游-1630 ~ -774 区域及下游 719~3475 区分别选取 3 个 H3K27me3 的结合位点，

采用 CHIP 实验检测 H3K27me3 的表达变化，发现 siEZH2 组和 GSK126 组，

ATM 启动子区 H3K27me3 的表达水平显著降低，且在 PP4 位点上 H3K27me3

的表达变化最为明显。综上所述，在电离辐射诱导的 DNA 损伤中，PcGs 家族

中 EZH2 通过介导 ATM 启动子区域 H3K27me3 对 ATM 进行转录调控，从而参

与 DNA 的损伤修复过程。 
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第 5 章    结    论 

1. 在电离辐射诱导的 HepG2 细胞 DNA 损伤反应中 ATM/Chk2/P53 通路被激活。 

2. EZH2 甲基转移酶抑制剂 GSK126 通过降低 H3K27me3 表达水平促进电

离辐射诱导的 DNA 损伤。 

3. PcGs 家族中关键基因 EZH2 通过介导 ATM启动子区域的 H3K27me3参与

DNA 损伤修复 。 
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