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Abstract
AIM: To investigate the effect of shRNA-medi-
ated MRE11 gene silencing on cell proliferation 
and apoptosis in multidrug-resistant hepatocel-
lular carcinoma cell line BEL7402/5-FU.

METHODS: A shRNA targeting the MRE11 gene 
was transiently transfected into BEL7402/5-FU 
cells using cathodolyte liposomes. Silencing ef-
ficiency was assessed using Real-time PCR and 
Western blot. The protein expression of γ-H2AX 
was detected by Western blot. Cellular DNA 
synthesis was detected by EdU. Cell prolifera-
tion was assessed by MTT assay.
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shRNA沉默MRE11表达对肝癌耐药细胞BEL7402/5-FU 
DNA损伤修复的影响

范 芳, 耿 磊, 李大玉, 李长福

®

■背景资料
原发性肝癌是我
国最常见也是公
认危害最大的恶
性肿瘤之一, 其发
病率及死亡率非
常高. 肝癌的高复
发率、低切除率
决定了化疗在综
合治疗中的重要
地位, 但易产生多
药耐药. 肿瘤的耐
药性已成为肿瘤
有效治疗的一大
难题, 不仅大大降
低了化疗效果, 而
且有可能会导致
肿瘤的转移, 使肿
瘤进一步恶化. 

RESULTS: Real-time PCR and Western blot 
results showed that the efficiency of RNA in-
terference for MRE11 was 78.0% at the mRNA 
level and 56.1% at the protein level. Western 
blot analysis demonstrated that γ-H2AX expres-
sion was significantly higher in the shMRE11 
group than in the control group (1.04 ± 0.056 vs 
0.847 ± 0.025, P < 0.05, t = 10.78). DNA synthe-
sis was significantly decreased in the shMRE11 
group compared with the control group (38.819 
± 2.607 vs 49.814 ± 1.227, P < 0.05, t = -8.87). The 
proliferation rate was significantly lower in the 
shMRE11 group than in the control group (0.58 
± 0.08 vs 0.87 ± 0.09, P < 0.05, t = -50.2).

CONCLUSION: ShRNA-mediated MRE11 gene 
silencing effectively inhibit DNA repair and pro-
liferation of BEL7402/5-FU cells.

© 2013 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 观察shMRE11沉默MRE11 基因对肝癌
耐药细胞Bel7402/5-FU DNA损伤修复功能的
影响.  

方法: 采用阳离子脂质体法将shMRE11干扰
质粒转染BEL7402/5-FU细胞, Real-time PCR
及Western blot检测沉默效率; Western blot检
测细胞γ-H2A X蛋白表达; E d U法检测细胞
DNA合成; MTT法检测细胞增殖情况.  

结果: Real-time PCR及Western blot检测结
果显示MRE11 mRNA及蛋白水平的沉默效
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■研发前沿
肿瘤产生多药耐
药 的 机 制 复 杂 , 
是患者机体本身
和肿瘤细胞恶性
程度及肿瘤生长
微环境等在不同
的生理及病理状
态下多种因素共
同存在、共同作
用的结果.  DNA
一 直 是 肿 瘤 治
疗 的 重 要 靶 点 , 
D N A 损 伤 的 自
我修复机制增强
可导致肿瘤细胞
产 生 耐 药 性 .  如
何诱导肿瘤细胞
DNA损伤 ,  阻止
DNA损伤的修复, 
进而使肿瘤细胞
凋 亡 与 坏 死 ,  是
肿瘤治疗研究中
的重点.

率分别为78.0%、56.1%; Western blot检测
γ-H2AX表达结果显示shMRE11实验组(1.04
±0.056)较对照组(0.847±0.025)增加(P <0.05, 
t  = 10.78); EdU检测结果显示shMRE11实验组
DNA合成率(38.819±2.607)较对照组(49.814
±1.227)降低(P <0.05, t  = -8.87); MTT细胞增
殖检测结果显示转染72 h后shMRE11实验组
(0.58±0.08)与对照组(0.87±0.09)相比细胞增
殖速度减慢(P <0.05, t = -50.2).  

结论:  s h M R E 11干扰质粒能够有效抑制
BEL7402/5-FU细胞中MRE11表达, 使细胞
DNA损伤修复能力减弱、抑制细胞增殖.  

© 2013年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 转染靶向MRE11的shRNA干扰质粒能

增加化疗药物对耐药细胞造成的损伤, 使DNA损

伤修复功能减弱, 增加药物对细胞的损伤程度; 
对细胞的生物学行为产生影响, 使细胞增殖速度

减慢, MRE11的沉默能够降低BEL7402/5-FU细胞

的耐药性.
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0  引言

原发性肝癌是临床常见的恶性肿瘤之一, 其发

病机制和病因尚不明确. DNA双链断裂(double-
stranded breaks, DSBs)是细胞最严重的一种损

伤, 可导致细胞失去分裂增殖能力而死亡, 是
抗癌药物致肿瘤细胞死亡主要机制. Me io t i c 
recombination 11(MRE11)是参与DNA损伤修

复的MRN复合物的重要组分, 在DSBs修复中

发挥重要作用[1], 不仅是DNA损伤的感受器, 更
是修复DNA的启动因子, 还能修饰受损的DNA
分子[2,3]. 本文将shMRE11转染肝癌耐药细胞株

BEL7402/5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU), 通过

检测MRE11沉默对细胞DNA损伤修复的影响, 
初步探索MRE11与肝癌发生的关系.  

1  材料和方法

1.1 材料 BEL7402/5-FU细胞株购自南京凯基

生物科技发展有限公司, p iGENE-PUR-hu6-

MRE11shRNA i质粒由北京大学医学部贾弘禔

教授馈赠; LipofectamineTM 2000购自Invitrogen
公司; MRE11、γ-H2AX抗体购自ABGENT公司; 
EdU检测试剂盒购自广州市锐博生物科技有限

公司; MTT购自Solarbio公司; 其余试剂均为国

产分析纯试剂.  
1.2 方法

1.2.1 BEL7402/5-FU细胞的培养: 将BEL7402/5-
FU细胞于含10%胎牛血清、20 μg/mL 5-FU的

DMEM培养液, 37 ℃、5%CO2饱和湿度条件下

培养. 细胞贴壁生长, 每天换液1次, 2-3 d传代一

次, 取对数生长期细胞用于实验.  
1.2.2 实验分组与质粒转染: 实验分为4组: 空白

对照组、脂质体组、空质粒组、shMRE11实验

组. 将BEL7402/5-FU细胞接种于24孔培养板, 每
孔接种细胞2×104个左右, 当细胞融合度达到

80%左右时吸去各孔中的培养液, 将质粒-脂质

体复合物加至相应培养孔中, 每孔100 μL, 6 h后
换液.  
1.2.3 Real-time PCR检测MRE11 mRNA水平的

表达: 细胞总RNA的提取按RNAiso Plus试剂盒

说明书进行, Real-time PCR引物: MRE11上游

5'-GTGGACAAGGAGGAGAAAGATG-3'; 下游

3'-TACTTCAGGCACTCCGATACTG-5', 扩增片

段长度为188 bp. β-actin上游5'-TGGCACCCAG-
CACAATGAA-3'; 下游3'-CTAAGTCATAGTCC-
GCCTAGAAGCA-5', 扩增片段长度为232 bp.  

各组样品MRE11 mRNA表达量经Real-time 
PCR仪器检测, PCR产物作熔解曲线分析, 根据

Ct值通过公式2-∆∆Ct进行相对定量分析计算可得

MRE11 mRNA相对表达量.  
1.2.4 Western blot检测MRE11、γ-H2AX蛋白表

达: 用预冷PBS将各组细胞漂洗2次, 加入1 mL蛋
白裂解液充分裂解, 4 ℃, 12000 r/min离心5 min, 
提取细胞总蛋白. 按BCA蛋白含量检测试剂盒

步骤制作标准曲线, 计算样品蛋白浓度. 取30 μg
蛋白样品与上样缓冲液混匀, 以SDS-PAGE电泳

(MRE11测定用12%分离胶、5%积层胶, MRP1
测定用8%分离胶、4%积层胶), 80 V约4 h. 电泳

完后取下凝胶, 电转至PVDF膜, 用5%的脱脂奶

粉室温摇床封闭1 h. 加入MRE11(稀释比例1∶
200)、γ-H2AX(稀释比例1∶2000)一抗, 37 ℃孵

育2 h, TBST洗膜3次. 二抗37 ℃孵育1 h, TBST
洗膜3次, ECL发光显色. 用Quantity One定量分

析软件分析灰度比.  
1.2.5 MTT法检测细胞增殖情况: 取BEL7402/5-
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■创新盘点
有实验证明MRN
复合物在DNA双
链断裂的早期就
能感知这种损伤, 
发挥一系列的效
应 ,  但是对MRN
复合物的组分之
一Mre11在DNA
修复过程中作用
的研究报道则不
是很明确, 两者的
关系有待进一步
研究.

FU细胞制成细胞悬液, 接种于96孔培养板中, 共
分4组, 各组设3个复孔, 每孔加量为200 μL, 同
时种3块96孔板. 各组分别于培养24、48、72 h
后取出一块培养板, 各孔加入180 μL无血清培养

液、20 μL MTT(0.5%), 继续培养4 h后弃上清, 
每孔加150 μL二甲基亚砜(DMSO), 摇床低速震

荡10 min, 全自动酶标仪(490 nm)测定各孔吸光

度值. 以培养时间为横坐标, 吸光度值为纵坐标, 
绘制细胞生长曲线.  
1.2.6 EdU法检测细胞DNA合成情况: 转染48 h后
将细胞按照广州锐博EdU检测试剂盒说明书进

行操作, 荧光倒置显微镜下观察细胞并拍照, 蓝
色荧光由绿光激发, 红色荧光由紫光激发. 每组

取5个视野, 计数相同视野下EdU标记细胞及总

细胞数, 计算DNA合成率.  
统计学处理  以上实验均重复3次 ,  采用

SPSS18.0软件包进行统计学分析, 实验数据以

mean±SD表示. 对样本进行正态和方差齐性检

验, 满足条件者, 多组间的均数比较采用单因素

方差分析, 均数的两两比较采用LSD法, 两组间

比较采用t检验. P <0.05表示差异有统计学意义, 
P <0.01为差异有显著统计学意义.  

2  结果

2.1 MRE11 mRNA水平表达检测 实验结果使用

2-∆∆Ct法进行分析, 结果显示(表1): 空白对照组、

脂质体组、质粒对照组MRE11 mRNA表达无明

显差异(P >0.05), shMRE11实验组MRE11 mRNA
的表达较对照组明显下调(P <0.01). 通过计算得

到MRE11 mRNA水平的沉默效率为78.0%.  
2.2 Western blot检测MRE11、γ-H2AX蛋白水

平表达 转染48 h后收集各组细胞, 提取总蛋

白, Western blot检测转染后各组细胞MRE11、
γ-H2A X蛋白表达变化 .  结果显示: 空白对照

组、脂质体组、质粒对照组表达无明显差异

(P >0.05), shMRE11实验组MRE11蛋白表达下降, 
与对照组比较差异具有统计学意义(P <0.01), 计
算得到MRE11蛋白水平的沉默效率为56.1%(表
2, 图1); 与对照组相比shMRE11实验组γ-H2AX
蛋白表达增加(P <0.05). 提示MRE11的沉默能够

增加化疗药物对肝癌耐药细胞BEL7402/5-FU 
DNA造成的损伤(表3, 图2).  
2.3 MTT法检测细胞增殖 MTT检测结果显示(表
4): 空白对照组、脂质体组、质粒对照组细胞生

长曲线差异不明显(P >0.05), 而shMRE11实验组

细胞增殖能力降低, 与对照组相比, 差异具有统

计学意义(P <0.05). 可见MRE11的沉默可抑制肝

癌耐药细胞BEL7402/5-FU的增值.  
2.4 EdU法检测各组细胞DNA合成情况 各组细

胞转染48 h后按EdU试剂盒说明书操作步骤进

行检测, 荧光显微镜下观察, 计算每组DNA合成

细胞即EdU标记细胞占总细胞的百分比(%). 由
实验结果(表5)可知, shMRE11实验组DNA合成

率明显低于对照组(P <0.05). 空白对照组、脂

质体组、质粒对照组D N A合成率无明显差异

(P >0.05), 提示MRE11的沉默能够抑制BEL7402/
5-FU细胞的DNA合成.  

2013-10-18|Volume 21|Issue 29|WCJD|www.wjgnet.com

表  1  各组细胞MRE11 mRNA相对表达量 (mean±SD, n  = 3)

     分组 MRE11 mRNA水平(Ct值) β-actin mRNA水平(Ct值) 相对倍数变化(2-∆∆Ct)

空白对照组 23.027±0.051 15.063±0.101 1.000±0.000

脂质体组 22.837±0.193 15.010±0.262 1.100±0.043

质粒对照组 22.983±0.180 14.930±0.275 1.275±0.261

实验组  25.443±0.541b 15.263±0.146  0.220±0.059b

bP<0.01 vs  空白对照组.

MRE11

β-actin

1                2                3                 4

图  1  各组细胞MRE11蛋白的表达. 1: 空白对照组; 2: 脂质体

组; 3: 质粒对照组; 4: shMRE11实验组.

γ-H2AX

β-actin

1                2                3                 4

图  2  各组细胞γ-H2AX蛋白的表达. 1: 空白对照组; 2: 脂质

体组; 3: 质粒对照组; 4: shMRE11实验组.
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■应用要点
肝癌化疗耐药是临
床治疗的难点, 抑
制DNA损伤修复
基因的表达有望逆
转化疗耐药, 本课
题采用RNA干扰
抑制Mre11基因的
表达, 进一步揭示
肝癌细胞DNA损
伤修复与化疗耐药
的关系, 为肝癌患
者临床治疗提供实
验依据.

3  讨论

肝癌是严重地威胁人类健康的临床常见肿瘤, 
治疗效果差. 各种原因引起的DNA损伤是发生

肝癌的重要分子基础, DNA损伤后可引起细胞

的一系列反应, 包括损伤信号的传导、损伤修

复、诱导细胞死亡等. 这些诱因也能作用于损

伤修复系统中的某个环节, 使DNA损伤不能修

复或不能正确修复, 细胞发生恶性转化[4,5]. 临床

上很多化疗药物是以DNA为靶点, 造成DSBs, 
DSBs发生后, 细胞周期发生相应改变, 信号传导

途径检查点首先感知并放大损伤信号, 启动一

系列的生物学效应[6-8]. MRE11是细胞应对DSBs
过程中的一种重要的多功能蛋白质, 参与最初

蛋白复合物形成, 其N端具有4个保守区, 为磷酸

酯酶结构域, C端有2个DNA结合区, 并具有核酸

酶活性[9]. MRE11、RAD50和NBS1组成MRN复

合物, 在快速识别DSBs后可通过调控细胞周期, 
为DNA修复争取时间[10], 在DNA损伤的感知和

修复以及信号的传导过程中起关键作用[11-18]. 因
此可通过干扰DSBs修复功能, 使肿瘤细胞不能

及时修复DSBs, 从而增加肿瘤细胞的放化疗敏

感性[19-21]. MRE11还可受一种新的细胞周期调

节因子的调控, 从而参与肿瘤的发生发展[22]. 肝
癌组织中也存在MRE11表达异常的现象[23]. 目
前关于MRE11的研究较少, 他与肝癌的产生发

展、肝癌细胞DNA损伤修复、耐药等是否有关

是我们感兴趣的内容.  
如前所述MRE11是DNA损伤修复相关因

子, 因此推测它的沉默对细胞的生物学行为有

可能会有一定的影响. 肿瘤的形成是基因调控

的细胞增殖、分化异常和/或细胞凋亡过程受到

抑制等方面作用所致. 我们通过MTT法检测了

各组细胞增殖情况, 实验结果显示: shMRE11对
BEL7402/5-FU细胞增殖具有抑制作用, 使细胞

增殖速度减慢, 与Yuan等[24]的研究结果相似.
肿瘤的发生与演进是肿瘤细胞过度增殖造

成的, 而肿瘤细胞的过度增殖必然涉及到DNA
复制增加和DNA损伤修复功能增强. 对于正常

细胞, 完整DNA损伤修复功能能保证细胞基因

组染色体的完整性和稳定性, 然而对于肿瘤细

胞, 临床常用的放化疗很多都是以DNA为靶点, 
研究DNA的损伤修复对肿瘤的治疗有非常重要

的意义. 如何诱导肿瘤细胞DNA损伤, 防止DNA
损伤的修复, 从而诱导肿瘤细胞的坏死与凋亡, 
是肿瘤治疗的一个重要途径.

γ-H2AX是一类进化上保守的组蛋白H2A
的变体[25], 在DSBs发生后可被磷酸化而富集到

DNA断裂处, 招募BRCA1、RAD51等DNA损失

修复蛋白对损伤处进行修复[26-28], 是重要的DNA
损伤感应分子, 是检测DSBs的金标准[29,30]. 为研

究shMRE11对DNA损伤造成的影响, 本研究用

Western blot方法检测γ-H2AX表达来判断各组细

胞的损伤程度. 实验结果发现干扰BEL7402/5-

表  5  各组细胞DNA合成率 (mean±SD, n  = 3, %)

     分组    DNA合成率

空白对照组 49.814±1.227

脂质体组 47.469±3.246

质粒对照组 48.397±1.232

实验组 38.819±2.607a

aP<0.05 vs  空白对照组.
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表  2  各组细胞MRE11蛋白相对表达量 (mean±SD, n  = 3)

     分组 MRE11/β-actin

空白对照组 0.804±0.065

脂质体组 0.771±0.030

质粒对照组 0.721±0.010

实验组 0.353±0.041b

bP<0.01 vs  空白对照组.

表  3  各组细胞γ-H2AX蛋白相对表达量 (mean±SD, n  = 3)

     分组 γ-H2AX/β-actin

空白对照组   0.847±0.025

脂质体组   0.873±0.031

质粒对照组   0.863±0.059

实验组     1.04±0.056a

aP<0.05 vs  空白对照组.

表  4  各组细胞转染24、48、72 h MTT检测结果(mean±
SD, n  = 3)

     分组        24 h        48 h       72 h

空白对照组 0.37±0.06 0.60±0.07 0.87±0.09

脂质体组 0.38±0.03 0.59±0.03 0.85±0.10

质粒对照组 0.43±0.05 0.66±0.10 0.86±0.05

实验组 0.33±0.07a 0.48±0.09a 0.58±0.08a

aP<0.05 vs  空白对照组.
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FU细胞中MRE11的表达后, γ-H2AX的表达增

加, 提示MRE11的抑制能够一定程度上增加化

疗药物对耐药细胞造成的损伤.
DNA损伤修复必然与DNA的合成有关, 为

了直观地了解各组细胞DNA合成情况的差异, 我
们用EdU法进行了检测. EdU是一种胸腺嘧啶核

苷类似物, 其乙炔基团在天然化合物中很少见, 
在细胞增殖时能够插入正在复制的DNA分子中, 
基于EdU与染料的共轭反应可以高效快速地检

测细胞增殖, 可以有效地检测DNA合成. 结果显

示MRE11干扰后DNA的合成减少, 提示MRE11
的沉默能够抑制DNA的合成, 使BEL7402/5-FU
细胞DNA损伤后的修复途径受阻.  

总之 ,  本课题研究结果表明 ,  转染靶向

MRE11的shRNA干扰质粒能在一定程度上增

加化疗药物对耐药细胞造成的损伤, 使DNA损

伤修复功能减弱, 增加了药物对细胞的损伤程

度; 并对细胞的生物学行为产生了一定的影响, 
使细胞增殖速度减慢, 可见MRE11的沉默在一

定程度上能够降低BEL7402/5-FU细胞的耐药

性. 本课题组的其他研究结果显示, 转染靶向

MRE11的shRNA干扰质粒后, BEL7402/5-FU
细胞中的多药耐药相关蛋白1(MRP1)的表达下

调, 并能促进细胞的凋亡(另文发表). 因此推测

MRE11沉默降低细胞耐药性的机制除了与抑制

DNA损伤修复途径有关, 还可能与下调MRP1表
达、促进细胞凋亡存在一定的联系, 具体机制

还需作进一步的实验研究.  
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.775

本刊讯 一年一度的中国科技论文统计结果2012-12-07由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布.《中

国科技期刊引证报告(核心版)》统计显示, 2011年《世界华人消化杂志》总被引频次3871次, 影响因子0.775, 

综合评价总分65.5分, 分别位居内科学类52种期刊的第5位、第7位、第5位, 分别位居1998种中国科技核心期

刊(中国科技论文统计源期刊)的第65位、第238位、第138位; 其他指标; 即年指标0.081, 他引率0.82, 引用刊数

526种, 扩散因子13.59, 权威因子1260.02, 被引半衰期4.3, 来源文献量642, 文献选出率0.93, 地区分布数29, 机构

分布数302, 基金论文比0.45, 海外论文比0.01.

  经过多项学术指标综合评定及同行专家评议推荐,《世界华人消化杂志》再度被收录为“中国科技核心期

刊”(《世界华人消化杂志》编辑部).


