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Abstract: Objective  To investigate whether the inhibition of EGFR nuclear transport could reduce the 

radioresistance of human cervical cancer cells. Methods  Human cervical cancer CaSki and HeLa cells 

were exposed to radiation treated with or without Thr654 inhibitory peptide, cetuximab and gefitinib. The 

expression levels of pEGFR-T654 and pDNA-PK-T2609 were determined using Western blot. The survival 

fraction (SF2) was determined by colony formation and the dose-survival curve was fitted with a single-

hit multi-target model to calculate the radiosensitization ratio (SER). Results  After 4 Gy irradiation, 

EGFR expression in the nuclear of CaSki and HeLa cells were up-regulated in a time-dependent manner. 

Compared with the control peptide, Thr654 inhibitory peptide significantly reduced the expression levels 

of pEGFR-T654, DNA-PK and pDNA-PK-T2609 in the nucleus of CaSki and HeLa cells; compared with 

irradiation alone, cetuximab combined with irradiation significantly reduced the expression levels of EGFR, 

pEGFR-T654 and DNA-PK-T2609 in the nucleus of CaSki cells, as well as clone formation rate and 

survival fraction (SF2=31.030), and increased the radiosensitivity (SER=2.34). Conclusion  Radiation-

induced pEGFR-T654 nuclear translocation mediates the activation of pDNA-PK-T2609, and the inhibition 

of pEGFR-T654 nuclear transport by cetuximab reduces DNA-PK-mediated radiation resistance of cervical 

squamous cell carcinoma.

Key words: Cervical cancer; EGFR; DNA-PK; Radiation therapy

摘  要：目的  探讨抑制EGFR核转位是否会降低人宫颈癌细胞的放射抵抗。方法  Western blot

测定pEGFR-T654多肽、pEGFR-T654对照多肽、西妥昔单抗或吉非替尼预处理后X线照射的人宫

颈鳞癌CaSki和腺癌HeLa细胞pEGFR-T654和pDNA-PK-T2609的表达；克隆形成法测定存活分数

（SF2），单击多靶模型拟合剂量-存活曲线，计算放射增敏比（SER）。结果  4 Gy照射后, CaSki

和HeLa细胞核EGFR表达呈时间依赖性增加；与对照多肽比较，pEGFR-T654多肽显著降低了CaSki

和HeLa细胞核内pEGFR-T654、DNA-PK和pDNA-PK-T2609的表达；与单独放射比较，西妥昔

单抗联合放射明显降低了CaSki细胞核EGFR、pEGFR-T654和pDNA-PK-T2609的表达以及克隆

形成率和存活分数（SF2=31.030），增加CaSki细胞的放射敏感度（SER=2.34）。结论  放射诱
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0  引言
同步放化疗为局部晚期宫颈癌患者的标

准治疗方法，然而中晚期宫颈癌5年生存率仅

40%~50%[1-2]，宫颈癌放射抗性的分子机制鲜有报

道。因此，研究导致放射抗性的分子机制可能为

改善患者预后提供一个新的放射增敏策略。

表皮生长因子受体（epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR）的表达已被确定与肿瘤的生长、侵

袭转移和预后不良密切相关。约80%的宫颈癌高表

达EGFR，且与疾病进展相关，但宫颈癌细胞EGFR
的表达水平与预后及对放疗反应的相关性仍然有争

议或不确定的。细胞核EGFR首先在再生的肝细胞

中发现，然后陆续在其他组织细胞核发现[3]。对于

放射诱导的非配体依赖性EGFR核转位通路已有初

步研究但其具体机制尚未完全阐明[4]。我们前期对

120例局部晚期宫颈癌同步放化疗的临床研究结果

显示，细胞核pEGFR-T654高表达是宫颈癌一个独

立的不良预后因素[5]。因此，本研究旨在探讨放射

对宫颈癌细胞EGFR核转位的影响，以及阻断放射

诱导的EGFR核转位是否会增加宫颈癌细胞的放射

敏感度。

1  材料与方法
1. 1  细胞株及培养

人宫颈鳞癌CaSki和人宫颈腺癌HeLa细胞株均购

于中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。采

用10%新生牛血清RPMI 1640培养基，于37℃、5%CO2

及饱和湿度条件下常规培养，2~3天传代一次。

1.2  药物与试剂

根据EGFR上的核定位序列（EGFR-NLS）

设计相似性磷酸化  p E G F R - T 6 5 4多肽［A c -
RKRT(PO3H2)LRRLK］和对照多肽（KKALR-
RQEAVNAL）（上海楚肽生物科技有限公司），

纯度＞98%；西妥昔单抗（Cetuximab, C225）由德

国Merck KGaA公司提供；吉非替尼（Gefitinib）
购于武汉贝尔卡生物医药有限公司；一抗和二抗

分别购于美国Abcam公司和北京中杉金桥生物技

术有限公司（ZSGB-BIO）。

1.3  药物预处理及放射

取指数生长期细胞，接种培养24 h后，分别加

入pEGFR-T654多肽、pEGFR-T654对照多肽、西妥

昔单抗65 nmol/L和吉非替尼2 μmol/L作用16 h，参

考EGFR核转位相关研究，本研究施予4 Gy X线照

射（美国Novalis Tx 6MV直线加速器，剂量率为320 
cGy/min），于放射前后10、20、40 min采用上海生

工核蛋白提取试剂盒（BSP001）提取细胞质和细胞

核蛋白，用考马斯亮蓝法（Bradford）试剂盒（Mb-
chem）测定蛋白含量。

1.4  免疫印迹法测定蛋白表达

按照待测蛋白分子量配制适当的分离浓度，

聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），半干转膜

或湿转膜，用5%脱脂奶粉T-BST于 37℃封闭6 h，
分别加入1:20 000兔抗人GAPDH单克隆抗体，

1:20 000兔抗人Lamin B1单克隆抗体，1:5 000小
鼠抗人EGFR单克隆抗体（货号ab52894，批次

GR41670-23），1:100小鼠抗人pEGFR-T654单克

隆抗体（货号BS4062，批次CA36131），1:2 500
兔抗人DNA-PK单克隆抗体（货号ab32566，批次

GR190339-3），1:1 000兔抗人pDNA-PK-T2609单
克隆抗体（货号ab97611，批次GR61403-8），4℃
孵育过夜。用T-BST洗涤3次，每次10 min，加入

1:5 000辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔/抗小鼠二

抗，于37℃孵育1 h，再次使用T-BST洗涤3次，每

次10 min。将高敏感度化学发光检测试液（康为

世纪生物科技有限公司）均匀涂抹在滤膜上，暗

室反应10 min，置ImageQuant LAS 500成像仪（美

国GE公司）采集图像并测定蛋白条带灰度值。

Western blot实验中选取Lamin B1作为细胞核内蛋

白表达的参照进行分析，细胞质采用GAPDH作为

蛋白表达的参照进行分析。

1.5  克隆形成实验

取对数生长期CaSki和HeLa细胞制成细胞悬

液并计数，按不同放射剂量分别接种不同数量的

细胞于60 mm培养皿中，0 Gy（200个）、0.5 Gy
（200个）、1 Gy（400个）、2 Gy（1 000个）、   

4 Gy（4 000个）、6 Gy（10 000个）、8 Gy      
（20 000个），于37℃、5%CO2及饱和湿度条件下

常规培养24 h，分别加入吉非替尼2 μmol/L，西妥

昔单抗65 nmol/L作用16 h后，按照不同剂量进行单

次放射，每个照射剂量点设三个平皿。继续培养

12天后，去除培养基，加入0.5%结晶紫-30%甲醇

固定染色30 min，低倍镜下计数≥50个细胞的克隆

数。计算克隆形成率及存活分数，采用GraphPad 
Prism5.0软件计算各组细胞存活率，以单击多靶数

学模型拟合剂量-存活曲线，求出放射生物学参数

D0、Dq、N、SF2和SER值。

1.6  统计学方法

采用SPSS16.0软件进行统计学分析，数据采

用均数±标准差（x±s），组间比较采用单因素方

差分析，P<0.05为差异有统计学意义。
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2  结果
2.1  放射可上调细胞质和细胞核内EGFR的表达

Western blot结果显示，4 Gy放射后，细胞质和

细胞核内EGFR的表达均呈时间依赖性增加；CaS-
ki和HeLa细胞放射后40 min，与放射前比较细胞核

内EGFR相对表达分别上调了2.9倍（P=0.011）和

4.6倍（P=0.000），细胞质内EGFR相对表达分别

上调了2.3倍（P=0.024）和3.5倍（P=0.000），见

图1，提示放射可诱导CaSki和HeLa细胞核内EGFR
表达增加。

2.2  放射可上调细胞核内pEGFR-T654和pDNA-
PK-T2609的表达

DNA-PK、pEGFR-T654和pDNA-PK-T2609
均定位于细胞核，放射前后细胞质中无表达。

CaSki细胞放射后40 min，与放射前比较细胞核

内DNA-PK、pEGFR-T654和pDNA-PK-T2609
相对表达量分别上调了3倍（P=0.002）、4.9倍
（P=0.000）和3.8倍（P=0.001）。HeLa细胞放

射后40 min，与放射前比较细胞核内DNA-PK、

pEGFR-T654和pDNA-PK-T2609相对表达分别上

调了3.3倍（P=0.01）、4.8倍（P=0.000）、3.1倍
（P=0.006），见图2。
2.3  pEGFR-T654多肽对pEGFR-T654和pDNA-
PK-T2609表达的影响

为了证实阻断pEGFR-T654及其核转位是否降

低pDNA-PK-T2609的表达，我们测定了CaSki和
HeLa细胞经pEGFR-T654多肽预处理后，细胞核内

DNA-PK、pEGFR-T654和pDNA-PK-T2609的表达

水平。与对照多肽比较，pEGFR-T654多肽呈时间

依赖性地显著降低了CaSki细胞和HeLa细胞细胞核

内DNA-PK、pEGFR-T654和pDNA-PK-T2609的表

达，见图3。
2.4  西妥昔单抗和吉非替尼联合放射对pEGFR- 
T654和pDNA-PK-T2609表达的影响

西妥昔单抗和吉非替尼联合放射均降低了

CaSki细胞核中pEGFR-T654表达，提示西妥

昔单抗和吉非替尼可能有阻断宫颈鳞癌照射后

E G F R 6 5 4位点磷酸化及其核转位的作用。同

时观察到西妥昔单抗联合放射后细胞核pDNA-
PK-T2609表达水平下调，但在吉非替尼预处理

组中无类似现象。在HeLa细胞中采用西妥昔单抗

和吉非替尼联合放射预处理后，细胞核中DNA-
PK、pDNA-PK-T2609和pEGFR-T654变化均不明

显，见图4。
2.5  CaSki和HeLa细胞克隆形成分析

CaSki和HeLa细胞放射生物学参数见表1。单

因素方差分析结果显示，CaSki细胞中西妥昔单抗

联合放射组与单纯放射组比较差异有统计学意义

（PD0=0.001, PDq=0.002），吉非替尼联合放射组

与单纯放射组比较差异无统计学意义（PD0=0.131, 

**: P<0.01, compared with 0 min.

图2  4Gy照射后不同时间CaSki和 
HeLa细胞核中pEGFR-T654、DNA-
PK和pDNA-PK-T2609表达变化
Figure 2  Relative expression of 
pEGFR-T654, DNA-PK and pDNA-
PK-T2609 in CaSki and HeLa cell 
lines at different time after 4 Gy 
radiation

cEGFR: cytoplasm EGFR; nEGFR: nuclear EGFR; *: P<0.05, **: P<0.01, compared with 0 min.

图1  CaSki和HeLa细胞照射后不同时间细胞质和细胞核EGFR表达变化
Figure 1  Relative expression of cEGFR and nEGFR in CaSki and HeLa cell lines at different time after radiation
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PDq=0.183），CaSki细胞用西妥昔单抗预处理后放

射敏感度明显增加（SF2=31.03; SER=2.34）。但

HeLa细胞用西妥昔单抗（PD0=0.714, PDq=0.0481）
和吉非替尼（PD0=0.826, PDq=0.279）预处理后放射

敏感度差异均无统计学意义，见图5。

3  讨论
EGFR属于ErbB家族中的一员，也被称作

HER-1或ErbB-1。EGFR是一种跨膜糖蛋白，包括

胞外配体结合区、跨膜区和胞内区，传统的受体

学说认为EGFR是一种膜受体[6-7]，通过激活生存

和增殖信号转导途径来增强肿瘤细胞对辐射的耐

表1  不同处理组CaSki和HeLa细胞生物学参数比较
Table 1  Biological parameters of CaSki and HeLa cells in 
different treatment groups

D0 N Dq SF2 SER
CaSki cells
  RT 2.61 1.76 0.641 59.86 1.00
  Gefitinib+RT 2.40 1.55 0.46 50.58 1.41
  Cetuximab+RT 1.57 1.49 0.27 31.03 2.34
HeLa cells
  RT   2.91 1.85 1.69 72.50 1.00
  Gefitinib+RT 2.90 1.61 1.27 65.40 1.22
  Cetuximab+RT 1.57 1.49 1.01 62.70 1.29
Notes: RT: radiation therapy; D0(Gy): mean lethal dose; N: 
extrapolation number; Dq(Gy): quasi-threshold dose; SF2(%): survival 
fraction at 2 Gy; SER: sensitivity enhance ratio; SER>1: increased 

radiosensitivity; SER<1: decreased radiosensitivity.

*: P<0.05, compared with 0 min.

图3  多肽和对照多肽不同时间预处理后CaSki和HeLa细胞核中pEGFR-T654、DNA-PK和pDNA-PK-T2609表达变化
Figure 3  Relative expression of pEGFR-T654, DNA-PK and pDNA-PK-T2609 in CaSki and HeLa cell lines with or without 
Thr654 inhibitory peptide

cn: without GFTN or C225; *: P<0.05, compared with control group.

图4  放射前后采用吉非替尼(GFTN)和西妥昔单抗(C225)预处理后CaSki和HeLa细胞细胞核中pEGFR-T654、pDNA-
PK-T2609和DNA-PK表达变化
Figure 4  Relative expression of pEGFR-T654, pDNA-PK-T2609 and DNA-PK in CaSki and HeLa cell lines treated with 
Gefitinib (GFTN) or Cetuximab (C225) before and after radiation
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受性[8]，而有研究揭示EGFR的另一种放射抵抗机

制：放射诱导EGFR转运入细胞核，与DNA损伤

非同源末端连接（NHEJ）修复途径的关键蛋白

DNA-PK相互作用，进而促进DNA损伤修复[9-10]。

本研究发现，宫颈癌CaSki和HeLa细胞在放射

前细胞核内存在内源性EGFR，我们分析在细胞正

常培养条件下，培养基中含有多种激素类因子，其

中包括EGF，除了电离辐射，EGF配体[11]、高热、

缺氧、H2O2、顺铂等应激条件均可激活EGFR核转

位[12]，导致在无辐射条件下细胞核内存在EGFR，

具体原因需进一步研究。放射后EGFR表达量增

多，我们推测放射可能诱导宫颈癌细胞EGFR核

转位。有文献观察到放射后肺癌、乳腺癌、膀胱

癌、卵巢癌、口腔癌、胰腺癌、脑胶质瘤中EGFR
核转位的现象[9]。细胞核EGFR、pEGFR-T654表
达量显著升高，伴随放射后细胞核内DNA-PK和

pDNA-PK-T2609表达量相应增加，二者具有显著

的相关性；而使用pEGFR-T654多肽后，CaSki和
HeLa细胞pEGFR-T654和pDNA-PK-T2609的表达

呈时间依赖性显著降低。在我们的前期研究中也

观察到类似的现象[13]。对于放射诱导的非配体依

赖性EGFR核转位通路已有初步研究但其具体机

制尚未完全阐明[4]：活化的EGFR与小窝蛋白形成

EGFR/内陷小窝复合体，通过内吞作用进入细胞

质。进入细胞质的受体被循环利用再表达于细胞

表面[14]；也可以被分选进入内涵体，内涵体逆行

进入内质网，通过内质网内相关降解体系EGFR
脱离内涵体囊泡膜结构，以游离形式再释放入胞

浆；也可以通过细胞内小泡作为转运载体，逃避

溶酶体的降解，在核膜周围聚集[15]。核周EGFR通

过核定位信号区（nuclear localization signal, NLS）
与核胞质转运蛋白α或β形成核孔复合体进入细胞

核[16]。NLS是一段临近跨膜区的多元序列，含有

3到5个基本残基，这些残基是核转运时与核胞浆

转运蛋白相结合所必需的，目前认为EGFR家族

成员皆具备这样一段保守序列。有学者通过蛋白

质-蛋白质相互作用图谱揭示nEGFRNLS是晚期癌

症进化过程中EGFR癌变的动态诱导因子[17]。放射

促发EGFR内陷进入到核周，随后EGFR通过NLS
核胞质转运蛋白复合体进入细胞核，这只是短暂

的核聚集，因为核胞质转运蛋白包含了一个核输

出序列（nuclear export sequence, NES）使细胞核

中的EGFR重新返回细胞质。放射诱发的核蛋白

激酶Cε（protein kinase C, PKC-ε）活化促发核周

EGFR-T654位点的磷酸化，显著改变EGFR剩余残

基的功能以及与核胞质转运蛋白的相互作用，使

转运过程分离，最终解释了核转位的机制[18]。Dit-
tmann等[16]多项研究揭示放射可诱导PKC-ε活化，

进一步促进EGFR在654位点磷酸化，有利于EGFR
与核膜上的NLS序列结合介导核转位，EGFR在细

胞核内聚集，激活pDNA-PK-T2609位点磷酸化，

导致了肿瘤细胞放射抵抗。

除此之外，Jet te等 [19]在放射过程中观察到

EGFR和DNA-PK在细胞核内形成复合物，复合

物增强了DNA-PK活性和DNA的损伤修复能力。

Yu等[20]提出了核EGFR/DNAPK复合物介导c-myc 
mRNA升高的机制，导致细胞存活和抗辐射性。

Muthusami等[21]报道了核EGFR和FTS（fused toes 
homolog）之间的物理联系，FTS是一种致癌基

因，与宫颈癌细胞的抗辐射性有关 [22]。因此可

以初步认为，放射诱导宫颈癌细胞EGFR核转位

与细胞核内DNA-PK存在密切关系，细胞核内

EGFR-T654位点磷酸化激活DNA-PK-T2609位点磷

酸化，促进非同源末端连接修复，是造成宫颈癌

放射抵抗的原因之一。因此，阻断EGFR核转位将

是降低由DNA-PK磷酸化介导的宫颈癌放射抵抗的

重要靶点。

宫颈癌分子靶向药物的临床试验较少[23]，且

无更多进展，因此针对核内EGFR分子靶向治疗具

IR: irradiation.

图5  单击多靶模型拟合细胞存活-曲线
Figure 5  Dose-survival curves of CaSki and HeLa cells 
fitted by a single-hit multi-target model
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有重要的实际意义。另外一项研究发现，EGFR靶

向药物尼妥珠单抗联合放射促使γ-H2AX蛋白表达

升高，增加射线诱导的DNA双链断裂；联合尼妥珠

单抗使细胞核内EGFR及DNA-PK表达量下降，从

而阻止DNA双链的修复，提高放射敏感度[24-25]。本

研究结果显示，西妥昔单抗可减少放射诱导的宫

颈癌CaSki细胞EGFRT654核转位，表现为西妥昔

单抗联合放射组较单纯放射组EGFR-T654表达量

降低，pDNA-PK-T2609的表达下调，细胞的存活

分数降低，放射敏感度增加。在放射诱导核转位

类似的研究中发现，西妥昔单抗与EGFR受体结合

内陷，在细胞质内与小窝蛋白结合形成西妥昔单

抗-小窝蛋白复合体，阻止EGFR转运入细胞核[18]，

或者与DNA-PK在细胞质内形成复合体从而阻断

EGFR转运入核，进一步降低细胞核内DNA-PK活

性，抑制DNA损伤修复[26-27]。我们初步推测，西妥

昔单抗能通过减少放射诱导EGFR-T654核转位来

增加放射敏感度。而目前在靶向药物治疗方面，

针对核EGFR的研究尚处于基础阶段，有待更多的

临床试验。

吉非替尼是针对EGFR蛋白酪氨酸激酶的小分

子抑制剂，我们进一步探索其在宫颈癌EGFR核

转位中的作用，吉非替尼有阻断宫颈鳞癌照射后

EGFR-T654位点磷酸化及其核转位的作用，但与

DNA-PK无相关性。EGFR在细胞核内除了与DNA-
PK相互作用，还包括作为一种新型转录因子与细

胞周期或细胞增殖密切相关的靶基因相互作用，

促进肿瘤的发生发展[28-29]；或者直接通过磷酸化

激活PCNA[30-31]，促进DNA合成，进而促进细胞增

殖。我们观察到吉非替尼可降低CaSki和HeLa细胞

存活率，在一定程度上抑制肿瘤生长，但放射后

吉非替尼未显著降低细胞核内DNA-PK、pDNA-
PK-T2609表达水平。吉非替尼主要通过竞争性抑

制ATP与EGFR受体酪氨酸激酶部分结合，从而抑

制EGFR自身磷酸化，阻断下游信号转导。电离辐

射可激活PI3K-AKT[32]、Ras-MAPK等[33]信号转导

通路，这两条通路的激活被认为是EGFR过表达肿

瘤放射抵抗的主要原因[34]。吉非替尼可能通过其

他信号通路调控细胞周期和增殖，增加放射敏感

度[35]，而在EGFR核转位介导DNA损伤修复途径中

作用甚微。

综上所述，EGFR-T654是放射诱导EGFR核转

位的关键作用点，EGFR-T654入核后激活pDNA-
PK-T2609，在介导放射抵抗中发挥着重要作用。

西妥昔单抗能减少放射诱导EGFR-T654核转位

及DNA非同源末端连接修复的关键激酶pDNA-
PK-T2609，增加放射敏感度，但放射联合西妥昔

单抗能否成为宫颈癌治疗的新模式、EGFR-T654
能否作为西妥昔单抗使用的分子检测靶点，尚需

进一步的临床研究。
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