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　　［摘要］　目的　观察ｍｉＲ１８ａ对Ａ５４９肺腺癌细胞放射敏感性的影响。方法　 ｑＲＴＰＣＲ检测２ＧｙＸ线照射Ａ５４９细
胞后ｍｉＲ１８ａ的变化；将人工合成的ｍｉＲ１８ａ模拟物（ｍｉｍｉｃｓ）转染Ａ５４９细胞，测定不同剂量照射后Ａ５４９细胞的克隆形成
能力，描记细胞存活曲线，测算２Ｇｙ时存活分数（ＳＦ２）等指标，判断ｍｉＲ１８ａ对Ａ５４９细胞放射敏感性的影响；同时检测过
表达ｍｉＲ１８ａ的Ａ５４９细胞中共济失调毛细血管扩张症突变基因（ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａｍｕｔａｔｅｄ，ＡＴＭ）蛋白，探讨 ｍｉＲ１８ａ
对Ａ５４９细胞放射敏感性影响的分子机制。结果　 与照射前（１．００±０．０４）相比，２Ｇｙ剂量照射后 Ａ５４９细胞 ｍｉＲ１８ａ水
平［（０．１８±０．０４）～（０．３１±０．０９）］显著降低（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ１８ａ过表达后Ａ５４９细胞放射敏感性增强，ｍｉＲ１８ａ过表达
组、空白对照组ＳＦ２分别为０．３４，０．４８；同时ｍｉＲ１８ａ过表达的 Ａ５４９细胞中 ＡＴＭ、磷酸化 ＡＴＭ（ＡＴＭｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）水平
下降。结论 　 ｍｉＲ１８ａ上调Ａ５４９细胞放疗敏感性，可能与ｍｉＲ１８ａ下调ＡＴＭ有关。
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　　肺癌死亡率在恶性肿瘤中最高［１］，其中又以非小

细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）最为常见，约
为８０％。手术治疗是早期 ＮＳＣＬＣ的首选治疗手段，
但由于ＮＳＣＬＣ确诊时大多处在晚期，只有少部分的患
者能得到手术根治，约７０％的 ＮＳＣＬＣ患者在治疗过
程中需要接受放疗［２］。然而，肺腺癌细胞对放射线抗

拒，是肺癌患者放疗后复发的重要因素。因此，深入研

究放射耐受机制，探寻潜在的治疗靶点，对于提高放疗

疗效具有重要的意义。ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）对基因的
表达有着广泛而重要的调节作用。目前的研究发现，

肿瘤细胞中多种ｍｉＲＮＡ表达异常，这些改变与包括放
疗耐受性在内的各种肿瘤恶性表型密切相关［３－４］。然

而ｍｉＲＮＡ通过何种机制调节肿瘤细胞放射敏感性，还
需要深入研究。本课题组前期研究发现，Ａ５４９肺腺癌
干细胞样细胞与普通Ａ５４９细胞相比，ｍｉＲ１８ａ发生下
调［５］；而现有研究认为放疗耐受是肿瘤干细胞的显著

特性之一［６－８］。此外，本实验组预实验显示上调ｍｉＲ１８ａ
能提高肺腺癌放射敏感性。我们推测ｍｉＲ１８ａ下调可
能与肺腺癌放射耐受有关。虽然现有研究显示，乳腺

癌细胞中ｍｉＲ１８ａ通过共济失调毛细血管扩张症突
变基因（ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａｍｕｔａｔｅｄ，ＡＴＭ）所编码蛋白
ＡＴＭ调节放射敏感性，但肺腺癌细胞中是否存在类似
机制，并与肺腺癌干细胞的放疗抵抗有关，尚不清楚。

在本研究中，我们观察了 Ｘ线照射后 Ａ５４９细胞中
ｍｉＲ１８ａ的变化以及 ｍｉＲ１８ａ上调后 Ａ５４９细胞放疗
敏感性的改变，同时对其机制作初步的探索。

１　材料与方法

１．１　材料
　　细胞株：人肺腺癌 Ａ５４９细胞株购自上海复祥生物有限公
司。

　　药品与试剂：ＲＰＭＩ１６４０培养基及新生胎牛血清购自杭州
四季青生物有限公司。ｈｓａｍｉＲ１８ａ模拟物（ｍｉＲ１８ａｍｉｍｉｃｓ）、
乱序对照及 ｈｓａｍｉＲ１８ａｑＲＴＰＣＲ引物（ＢｕｌｇｅＬｏｏｐ ｍｉＲＮＡ
ｑＲＴＰＣＲＰｒｉｍｅｒＳｅｔ）、Ｕ６ｑＲＴＰＣＲ引物（ｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲＣｏｎ
ｔｒｏｌＰｒｉｍｅｒＳｅｔ）购自广州市锐博生物科技有限公司。ＲＮＡ提取
试剂盒、ｑＲＴＰＣＲ试剂盒购自宝生物工程（大连）公司。蛋白质
提取和定量试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配置试剂盒购自上海碧云
天公司。兔抗人 ＡｎｔｉＡＴＭ、兔抗人 ＡｎｔｉＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）
抗体购自Ａｂｃａｍ公司。ＧＡＰＤＨ抗体购自美国 Ｓｉｇｎａｌｗａｙ公司，
羊抗兔二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。ＥＣＬ试剂
盒购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人肺腺癌 Ａ５４９细胞株培养于含１０％胎

牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的细

胞培养箱中培养，取对数生长期细胞为实验对象。

１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ　　提取 Ａ５４９细胞 ＲＮＡ后，使用 ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＩＩ对 ｍｉＲ１８ａ水平进行检测，操作方法按照说

明书进行，以 Ｕ６为内参使用ΔΔＣｔ法对 ｍｉＲ１８ａ的定量结果进

行分析。

１．２．３　细胞转染　　依照 ｓｉＰＯＲＴＴＭ ＮｅｏＦＸＴＭ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

Ａｇｅｎｔ说明书，将ｍｉＲ１８ａｍｉｍｉｃｓ及其乱序对照转染Ａ５４９细胞。

１．２．４　细胞剂量存活曲线的拟合及放射生物学参数的计算　

　取对数生长期的 ｍｉＲ１８ａ过表达组、乱序对照组、空白对照

组的Ａ５４９细胞，胰酶消化后用１０％ＦＢＳ培养基制成细胞悬液。

将细胞悬液按一定比例在６孔板中稀释，将稀释的３组细胞分

别置于０、２、４、６、８Ｇｙ５种不同的放射线剂量下照射。照射之

后吸取等量细胞悬液接种于６０ｍｍ培养皿中，每个计量点设

３个平行样本，养箱中培养１０～１４ｄ，待培养皿中出现肉眼可见

的克隆终止培养。甲醇固定，结晶紫染色，清水轻柔冲洗后

室温干燥。于镜下计数≥５０个细胞的克隆。按照公式计算集

落形成率（ｐｌａｔｉｎｇｅｆｆｉｃａｃｙ，ＰＥ）和各剂量组细胞存活分数

（ｓｕｒｖｉｖａｌｆｒａｃｔｉｏｎ，ＳＦ）：ＰＥ＝未照射细胞的克隆形成数／接种细

胞数；ＳＦ＝某一剂量组克隆数／（该组细胞接种数 ×ＰＥ）。用单

击多靶模型 ＳＦ＝１－（１－ｅ－Ｄ／Ｄ０）Ｎ拟合细胞存活曲线，求出平

均致死剂量（Ｄ０）、准阈剂量（Ｄｑ）、２Ｇｙ时存活分数（ＳＦ２），以

ＳＦ２计算放射增敏比（ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＳＥＲ）：ＳＥＲ＝

ＳＦ２对照组／ＳＦ２实验组。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＴＭ、磷酸化ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）的

表达　　取对数生长期的 ｍｉＲ１８ａ过表达组、乱序对照组、空

白对照组的 Ａ５４９细胞提取蛋白，调整蛋白浓度后变性，８％／

１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，转膜后５％脱脂牛奶封闭６ｈ，一抗

［ＡｎｔｉＡＴＭ（１∶５０００）；ＡｎｔｉＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）（１∶５０００）；

ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）］４℃作用过夜，ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ发光剂显

影，Ｃｈｅｍｉｌｍａｇｅｒ５５００成像系统采集图像；使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软

件在采集的图像中建立相应泳道，然后建立目的蛋白 ＡＴＭ或

磷酸化ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）条带及ＧＡＰＤＨ条带，并采集各个

条带灰度。以空白对照组作为标准样本，以ＧＡＰＤＨ为内参，计

算各组目的蛋白条带的灰度相对量。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行处理，组

间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　２Ｇｙ照射后Ａ５４９细胞ｍｉＲ１８ａ水平降低
　　分别收集受２Ｇｙ照射后０、０．５、１、２、４ｈ的Ａ５４９细胞５组，

提取ＲＮＡ后利用ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１８ａ的表达情况。结果显

示：Ａ５４９细胞受到２Ｇｙ剂量Ｘ线照射后，０．５、１、２、４ｈ组ｍｉＲ

１８ａ相对表达量均较０ｈ组显著降低（Ｐ＜０．０５，图１）。
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图１　２Ｇｙ剂量照射后不同时间Ａ５４９细胞中ｍｉＲ１８ａ水平变化

２．２　转染ｍｉＲ１８ａｍｉｍｉｃｓ后Ａ５４９中ｍｉＲ１８ａ高表达
　　使用转染试剂将ｍｉＲ１８ａｍｉｍｉｃｓ或乱序对照转染Ａ５４９细
胞后，分别收集 ｍｉＲ１８ａ过表达组、乱序对照组、空白对照组
Ａ５４９细胞，利用 ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ１８ａ的表达情况。结果显
示：ｍｉＲ１８ａ过表达组、乱序对照组、空白对照组ｍｉＲ１８ａ相对表
达量分别为（１０６４．８２±２２５．２２）、（１．１６±０．２３）、（１．００±０．０５）；
ｍｉＲ１８ａ过表达组ｍｉＲ１８ａ水平较其余两组显著增高（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ｍｉＲ１８ａ过表达对Ａ５４９细胞放射敏感性的影响
　　分别计算ｍｉＲ１８ａ过表达组、乱序对照组、空白对照组３组
Ａ５４９细胞受不同剂量照射后的存活分数（图２），ｍｉＲ１８ａ过表
达组、乱序对照组、空白对照组 ＳＦ２分别为（０．３４±０．０７）、
（０４８±０．０５）、（０４８±０．０４），ｍｉＲ１８ａ过表达组与其余两组
比较ＳＦ２降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。运用单击多靶
模型拟合剂量存活曲线显示：ｍｉＲ１８ａ过表达组的 Ｄ０、Ｄｑ、ＳＦ２
值均低于乱序对照组和空白对照组，ＳＥＲ为１．４１（表１）。提示
ｍｉＲ１８ａ过表达可增强Ａ５４９细胞的放射敏感性。
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图２　不同辐照剂量下各组Ａ５４９细胞的细胞存活分数比较

表１　各组Ａ５４９细胞的放射生物学参数比较

组别 Ｄ０（Ｇｙ） Ｄｑ（Ｇｙ） ＳＦ２ ＳＥＲ
ｍｉＲ１８ａ过表达组 １．７０ ０．６４ ０．３４ －
乱序对照组 １．７５ １．１０ ０．４８ １．４１
空白对照组 １．７５ １．０８ ０．４８ １．４１

２．４　ｍｉＲ１８ａ下调 Ａ５４９细胞中 ＡＴＭ及磷酸化 ＡＴＭ
（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）

　　分别收集 ｍｉＲ１８ａ过表达组、乱序对照组、空白对照组
Ａ５４９细胞，提取总蛋白后利用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＴＭ及磷酸化
ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）的表达情况。结果显示：转染 ｍｉＲ１８ａ
ｍｉｍｉｃｓ后，以ＧＡＰＤＨ为内参，Ａ５４９细胞内ＡＴＭ及磷酸化ＡＴＭ
（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）水平均有降低（图３）。经ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件获
取３次重复实验的图像的灰度后进行统计分析，以空白对照组
作为基准样本，ｍｉＲ１８ａ过表达组、乱序对照组 Ａ５４９细胞中
ＡＴＭ相对表达量分别为（０．６８±０．１２）、（１．０７±０．１５）；磷酸化
ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）相对表达量分别为（０．４８±０．０５）、（０．９３±
０．１３）；ｍｉＲ１８ａ过表达组与其余两组比较，ＡＴＭ或磷酸化ＡＴＭ
（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）的差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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１：ｍｉＲ１８ａ过表达组；２：乱序对照组；３：空白对照组

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ａ５４９细胞ＡＴＭ及磷酸化ＡＴＭ

（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）蛋白水平

３　讨论

　　放疗可以引起各种ＤＮＡ损伤，进而破坏细胞的功
能。ＤＮＡ损伤反应（ＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅ）可以修复
ＤＮＡ的损伤，使得 ＤＮＡ能够正确复制并被精确传到
下一代，在放疗后细胞修复中起着重要作用，而抑制

ＤＮＡ损伤的修复可以提高放疗的疗效［９－１０］。研究证

明，ＤＮＡ损伤反应是一个复杂过程，受到多重调控，可
以通过多种手段对其进行干预进而达到增加放射敏感

性，提高放疗疗效的目的［１１］。ｍｉＲＮＡｓ对细胞功能有
广泛的调节作用，也与 ＤＮＡ损伤反应有关，其能调节
ＤＮＡ损伤修复过程中的关键分子，以 ｍｉＲＮＡ水平为
切入点可以对 ＤＮＡ损伤修复过程施加干预，如 ｍｉＲ
４２１可以调控ＡＴＭ，ｍｉＲ２４可以调控组蛋白Ｈ２ＡＸ，进
而影响细胞的放射敏感性［１２－１３］。本课题组之前的实

验发现，与普通 Ａ５４９细胞相比，在 Ａ５４９肺腺癌细胞
干细胞样细胞中 ｍｉＲ１８ａ下调，而本实验中对受到
Ｘ线照射后的Ａ５４９细胞进行观察也发现 ｍｉＲ１８ａ水
平下降，结合干细胞样细胞普遍存在放射敏感性降低

的现象［８］及 ｍｉＲ１８ａ降低可以增强乳腺癌细胞 ＤＮＡ
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损伤修复［４］，我们有理由推测 ｍｉＲ１８ａ水平降低与
Ａ５４９细胞 ＤＮＡ损伤反应有关，而提高 ｍｉＲ１８ａ的水
平则可抑制修复进而提高放射敏感性。在本实验中通

过集落形成实验证实，提高 ｍｉＲ１８ａ的水平确能提高
Ａ５４９细胞放射敏感性。
　　在进一步的实验中我们对 ｍｉＲ１８ａ提高 Ａ５４９细
胞放射敏感性的机制进行了探索。现有研究显示，

ＡＴＭ是 ｍｉＲ１８ａ的靶点，ｍｉＲ１８ａ在乳腺癌细胞中可
以下调 ＡＴＭ的表达，使乳腺癌细胞放射敏感性增
加［４］，而 ＡＴＭ是调节放射敏感性的重要分子［１４－１５］。

现在的观点认为，在放射引起的多种 ＤＮＡ损伤之中，
ＤＮＡ双链断裂（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋｓ，ＤＳＢｓ）对哺乳动
物细胞会造成致命破坏，与放疗疗效密切相关。ＡＴＭ
可以启动一个修复 ＤＳＢｓ的重要途径———同源重组修
复（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＨＲＲ）［１６］（另一途
径为非同源末端连接修复），在放疗后细胞的修复过

程中起着重要作用。ＡＴＭ在未受到刺激的情况下以
同源二聚体或多聚体的形式存在，受到刺激后，结合状

态的 ＡＴＭ发生分子间１９８１号位点丝氨酸的自磷酸
化，形成磷酸化 ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）并解聚，进一步
发挥激酶的功能激活下游通路［１７］。在 Ａ５４９细胞内，
抑制ＡＴＭ或者磷酸化ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）可以提高
Ａ５４９细胞放射敏感性［１８－２０］。本实验证明，在Ａ５４９细
胞中过表达 ｍｉＲ１８ａ确能抑制 ＡＴＭ及磷酸化 ＡＴＭ
（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）的表达，提示 Ｘ线照射后 Ａ５４９细胞
ｍｉＲ１８ａ下降，使得 ＡＴＭ或者磷酸化 ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏ
Ｓ１９８１）的水平升高，ＨＲＲ增多，而上调 ｍｉＲ１８ａ能降
低ＡＴＭ及磷酸化 ＡＴＭ（ｐｈｏｓｐｈｏＳ１９８１）的水平抑制
ＨＲＲ，部分降低细胞对 ＤＳＢｓ的修复，进而提高 Ａ５４９
细胞的放射敏感性。
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