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抗MDM2小干扰RNA 对辐射诱导
A549肺癌细胞死亡的影响

郭万峰　郭国祯

【摘要】　背景与目的　在辐射反应不同的肺癌细胞 A549和 NCI2H446中 ,照射后 MDM2的表达模式是

明显不同的 ,这可能与细胞的辐射抗性有关。本研究的目的是利用靶向 MDM2 的小干扰 RNA (small inter2
fering RNA ,siRNA)验证 MDM2 对 A549 细胞辐射反应的影响。方法 　利用 p PUR/ U6 载体构建针对

MDM2的质粒 ,采用 Lipofectamine TM 2000脂质体转染 A549细胞 ,通过 RT2PCR和 Western blot 检测转染细

胞 MDM2表达情况 ,通过流式细胞仪观察转染细胞受 5 Gy照射后的细胞死亡情况。结果　成功构建了两个

抗 MDM2的质粒。细胞转染 72 h后 MDM2在 A549细胞中的表达明显降低。转染 siRNA 后 ,辐射诱导的

A549细胞死亡明显增加。结论　MDM2可能参与了 A549细胞辐射抗性的形成 ,靶向 MDM2 的 siRNA 可

以增加辐射诱导的 A549细胞死亡。
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【Abstract】　Background and objective　L ung cancer cell lines A549 and NCI2H446 with different radio2
sensitivity to ionizing radiation ( IR) have different MDM2 gene expression status , which may contribute to the

radioresistance of cells. The aim of this study is to use small interfering RNA (siRNA) targeting MDM2 to in2
vestigate the influence of MDM2 gene silencing on radioresponse of A549 cell. Methods　Plasmid targeting

MDM2 was const ructed with p PUR/ U6 vector and oligonucleotide designed according to the sequence of effec2
tive antisense oligonucleotides and principles of siRNA design. A549 cells were t ransfected by Lipofectamine TM

2000. MDM2 expression in A549 cells was detected by RT2PCR and Western blot . Radiation2mediated cell

killing was detected by flow cytometry. Results　Two out of three siRNA plasmids were const ructed success2
fully. siRNA transfection resulted in downregulaton of MDM2 expression of A549 cells on mRNA and protein

levels. After t reated with siRNA , radiation2mediated cell killing of A549 cells was significantly increased ( P <

0. 01) . Conclusion　The result s support the hypothesis that MDM2 gene is a candidate for radioresistance in

A549 cells. siRNA targeting to MDM2 can enhance the radiation2mediated cell killing of A549 cells.
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　　肺癌是最常见的恶性肿瘤之一 ,具有很高的死亡

率。大多数患者在诊断时都已达中晚期 ,不能进行手

术 ,只能进行放疗和/或化疗。但是 ,放射治疗的可治

愈率仍较低。Spira 等[ 1 ]对肺癌的治疗现状进行了综

合分析 ,认为多种治疗相结合 ,尤其是结合针对基因靶

分子的治疗可能是将来治疗肺癌的方向。鼠双微粒体
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2 (murine double minutes 2 ,MDM2)是一个促进细胞

生长转化的癌基因 ,在肺癌中的表达是一个常见现

象[2、3 ]。紫外线和电离辐射 (ionizing radiation , IR)可

以诱导 MDM2基因的表达 ,MDM2 在阻断这两种辐

射诱导细胞死亡过程中具有关键性的作用[4、5 ]。在我

们[6、7 ]以前的研究中发现 ,照射 5 Gy后 ,使用寡核苷酸

基因芯片动态检测不同辐射敏感性肺癌细胞的基因表

达谱 ,发现 MDM2基因在辐射抗性的 A549细胞中是

高表达的 ,而在辐射敏感性的 NCI2H446 细胞中是低
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表达的 , MDM2 可能是一个潜在的参与肺癌细胞

A549辐射抗性的基因。RNAi ( RNA interference)是

新近发展起来的一种封闭基因表达的有效方法[8、9 ]。

因此 ,实验中设计了以 MDM2 基因为靶标的小干扰

RNA (small interfering RNA ,siRNA)的表达载体 ,观

察其对辐射抗性 A549 细胞 MDM2 的表达及其功能

的影响。

1　材料和方法

1 . 1　材料 　肺腺癌细胞 A549 由本室保存。Wizard

Pl us SV小量制备 DNA 纯化系统和 ImProm2ⅡTM逆

转录系统购自 Promega ,Apa Ⅰ/ Eco R Ⅰ购自 Ta Ka2
Ra 生物公司 , T4 连接酶购自 St ratagene , Lipo2
fectamineTM 2000购自 Invit rogen ,抗 MDM2抗体和β2
actin一抗购自 Santa Cruz公司 ,二抗购自中山公司。

1 . 2　细胞培养　取本室保存的 A549细胞 ,培养于含

有 10 %小牛血清和抗生素的 RPMI21640 培养液中 ,

置于 37℃、5 % CO2 的孵箱中进行培养。

1 . 3　抗 MDM2 siRNA载体的构建　p PU R/ U6质粒

由沈志渊教授 ( University of New Mexicoschool of

Medicine)惠赠。插入片段的DNA模板序列参照我们

以前筛选的反义核酸有效序列[7 ] ,结合 siRNA 的设计

原则 ,分别合成 : siRNA1 :正义 : 5′2A GT GCT GGG

A T T ACA GGC A T T CA A GA GA T GC CT G TAA

TCC CA G CAC T T T T T T T23′,反义 :5′2A A T TA A

A A A A A GT GCT GGG A T T ACA GGC A

T C T C T T GA A T GC CT G TAA TCC CA G CAC T

GGCC23′; siRNA2 :正义 : 5′2GT G CT G GGA T TA

CA G GCA T T T CAA GA G A A T G CCT GTA

A TC CCA GCA C T T T T T T23′,反义 :5′2A A T TA A

A A A A GT G CT G GGA T TA CA G GCA T

TCTCT T GAA A T G CCT GTA A TC CCA GCA C

GGCC23′; siRNA3 :正义 : 5′2TCA CCT T GA A GG

T GG GA G T T T CAA GA G A ACT CCC ACC T TC

AA G GT G A T T T T T T23′,反义 : 5′2A A T TA A

A A A A TCA CCT T GA A GG T GG GA G T

TCTCT T GAA ACT CCC ACC T TC AA G GT G A

GGCC23′。

将合成的两条链溶解 ,等物质的量的两条链混匀 ,

共 16μL ,加入 5×Buffer 4μL ,总共 20μL 体系 ,95℃

水浴 5 min ,然后降至室温。质粒采用 Apa Ⅰ和 Eco R

Ⅰ酶切后 ,回收纯化后得到线性化载体。然后与退火

形成的双链模板 DNA 经 T4 DNA 连接酶连接过夜。

转化感受态细菌 D H5α,在含氨苄青霉素的 LB平板中

培养 16 h后挑选菌落 ,PCR筛选阳性克隆。筛选引物

分别为 :正向引物 (在 U6 启动子区) : 5′2CAC A GA

CT T GT G GGA GAA GC23′;反向引物为插入的靶序

列。用无菌的牙签挑菌 ,溶于 10μL 水 ,沸水 10 min

使细菌裂解作为模板 ,条件为 :94℃4 min ,然后 94℃

30 s ,55℃30 s ,72℃30 s ,共 30循环 ,72℃5 min。取

5μL PCR产物在 2 %琼脂糖上进行电泳 ,溴化乙啶染

色 ,Quantity one (Bio2Rad)软件进行分析。

1 . 4　质粒的提取和细胞转染　按照 Wizard Pl us SV

小量制备 DNA纯化系统的方法步骤提取质粒。胰酶

消化培养瓶中的细胞 ,用无双抗含 10 %小牛血清的

RPMI21640稀释细胞 ,浓度约为 5 ×104 / mL ,35 mm

直径的六孔板每孔加入 2 mL 细胞悬液 ,培养 24 h 左

右 ,细胞丰度约为 80 %。采用 LipofectamineTM 2000

( Invit rogen)脂质体以无血清和无双抗 RPMI21640转

染 3μg重组质粒 ,同时转染 3μg空白质粒 p PU R/ U6

作为对照组。一部分进行瞬时转染 ,培养 72 h ,在蛋白

和 RNA水平上检测抑制效率 ;一部分进行稳定的转

染 ,质粒转染 24 h 后 ,将六孔板中的细胞消化至培养

瓶中 ,继续培养 24 h 后 ,加入嘌呤霉素使终浓度为

2 mg/ L ,进行抗生素压力筛选至细胞生长密度为 70 %

～80 %(约需两周时间) ,完成细胞筛选及富集。

1 . 5　细胞照射 　用60 Co 放射源对细胞进行 5 Gy照

射 ,剂量率为 1. 51～1. 68 Gy/ min ,假暴露组作为对照

组。

1 . 6　R T2PCR检测 siRNA 的抑制效率　使用 Trizol

( Invit rogen)提取各实验组 A549 细胞的总 RNA ,使

用 ImProm2ⅡTM逆转录系统进行逆转录和 PCR扩增 ,

PCR引物为 : MDM2 ,上游 :5′2AA G ACT A T T CTC

A GC CA T CA23′;下游 : 5′2CA T ACT GGG CA G

GGC A T T23′。GA PD H :上游 : 5′2A TC CCA TCA

CCA TCT TCC A G23′;下游 :5′2CCA TCA CGC CAC

A GT T TC C23′。条件为 :94℃5 min ,然后 94℃30 s ,

55～ 58℃ 30 s , 72℃ 40 s ,共 28～ 30 个循环 , 72℃

5 min。取5μL PCR产物在 2 %琼脂糖上进行电泳 ,溴

化乙啶染色 ,Quantity one (Bio2Rad)软件进行分析。

1 . 7　Western blot 检测 MDM2蛋白表达　取经脂质

体转染 siRNA1 72 h以及未转染的 A549 细胞 ,经 IR

处理 48 h后收集细胞 ,加入 60μL 预冷的 RIPA2PICT

细胞裂解液 ,置冰上 40 min。4℃、10 000 g 离心

15 min ,取上清进行蛋白定量 (Lowrey酚试剂法) 。取

40μg蛋白加入 2×上样缓冲液 ,经 100℃5 min变性 ,

用 12 %的 SDS2PA GE 胶分离。凝胶经半干转移至

PVDF膜上 (Millipore ,Bedford ,MA) 。用含 5 %奶粉
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的 TBST缓冲液 4℃封闭过夜。加入 1 ∶500 稀释的

MDM2一抗 (鼠抗)和 1∶1000稀释的β2actin一抗 (羊

抗)室温 1 h , TBST 洗涤三次 ,加入 1 ∶2500 稀释的

MDM2二抗 (羊抗鼠)和 1 ∶3000 稀释的β2actin二抗

(兔抗羊)室温 1 h , TBST洗涤四次。加 ECL 显色剂

(北京中山) 1 min ,X线胶片曝光成像。

1 . 8　细胞凋亡的检测 　A549 细胞在 RPMI21640 中

培养 48 h ,然后加入 3μg siRNA1 ,在存有 Lipo2
fectamineTM 2000 (5 mg/ L )的无血清和无抗生素的培

养液中孵育 6 h ,然后更换完全培养液。24 h 后 ,转染

和未转染细胞照射 5 Gy ,48 h后收集细胞。按照 An2
nexin V2FITC凋亡检测试剂盒 (北京宝赛)操作步骤

进行。

1 . 9　统计学处理　用 SPSS10. 0软件进行统计分析 ,

结果用 �x ±s表示 ,ANOVA分析流式细胞仪检测的细

胞死亡情况。

2　结果

2 . 1　抗 MDM2 siRNA 表达质粒构建 　将构建的质

粒转化感受态细菌 D H5α,在含氨苄青霉素的 LB平板

中培养 16 h后挑选菌落 ,PCR筛选阳性克隆。筛选克

隆见图 1。在多次实验后 ,我们筛选到 siRNA1 和

siRNA3的阳性克隆 ,没有筛选到 siRNA2 的阳性克

隆。随后将阳性菌落扩增培养提取质粒 ,DNA测序以

确定插入序列正确 (资料没有显示) 。将测序正确的质

粒置 - 20℃保存。

图 1　PCR筛选阳性克隆

Fig 1　Screening of t he ampicillin ( + ) resistant clones by PCR

Lane 1 : siRNA1 ; Lane 2 : siRNA2 ; Lane 3 : siRNA3 ; M : DNA

Marker

2 . 2　siRNA转染对 A549 MDM2表达的影响　A549

细胞经 3μg抗 MDM2 siRNA转染后 72 h ,MDM2表

达量显著降低 ,以 siRNA1最为显著 (图 2) 。在 RNA

和蛋白水平检测 siRNA1处理和 IR处理后的 MDM2

水平。图 3和图 4显示在照射后 48 h ,MDM2的水平

有所增加 ,而在给予 siRNA1 后 , MDM2 表达显著降

低。但是 ,对于稳定转染的 A549细胞 ,没有发现明显

的改变 (资料未显示) ,发生了脱靶现象。

图 2　R T2PCR分析 siRNA转染 A549细胞后 MDM2的表达情况

Fig 2 　R T2PCR analysis of MDM2 expression in A549 cells t reated

wit h siRNAs

Lane 1 : siRNA1 ; Lane 2 : siRNA3 ; Lane 3 : p PUR/ U6 ; Lane 4 : A549

cont rol ; M : DNA marker

图 3　R T2PCR分析各组 A549细胞中 MDM2 mRNA的表达

Fig 3 　R T2PCR analysis of MDM2 mRNA expression in A549 cells

wit h different t reat ment

Lane 1 : IR ; Lane 2 : IR + Lipofectamine ; Lane 3 : A549 cont rol ; Lane

4 : IR + siRNA1

图 4　Western blot 分析各组 A549细胞中 MDM2蛋白的表达

Fig 4　Western blot analysis of MDM2 protein expression in A549 cells

wit h different t reat ment

Lane 1 : IR ; Lane 2 : IR + Lipofectamine ; Lane 3 : A549 cont rol ; Lane

4 : IR + siRNA1
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2 . 3　IR和 siRNA1处理后 A549 细胞的死亡情况 　

A549细胞是肺腺癌细胞系 ,辐射抗性较强 ,经过流式

细胞检测发现 (图 5、表 1) ,照射 5 Gy后 ,其细胞凋亡

率仅为 2. 6 %±0. 6 % ,坏死率为 14. 4 %±3. 5 % ;而经

过 siRNA1处理后 ,细胞凋亡率为 30. 1 %±7. 5 % ,坏

死率为 12. 7 %±4. 8 % ;siRNA1与 IR联合处理后 ,细

胞凋亡率为 45. 9 % ±8. 2 % ,坏死率为 15. 2 % ±

6. 3 %。siRNA1 组和 IR + siRNA1 组与未经处理的

A549细胞比较 ,差异均有统计学意义 ( P < 0. 01) 。IR

+ siRNA1组与 IR组比较 ,细胞凋亡率差异有统计学

意义 ( P < 0. 01) ,而坏死率差异则无统计学意义。

表 1　流式细胞术检测 siRNA1和 IR对 A549细胞

死亡的影响 ( �x ±s , n = 3)

Tab 1　Effect s of siRNA1 and IR on cell death

of A549 cells by FCM ( �x ±s , n = 3)

　Group Apoptosis ( %) Necrosis ( %)

A549 cont rol 0. 8±0. 2 2. 1±0. 6

IR 2. 6±0. 6 14. 4±3. 5 3

p PU R/ U6 3. 62±1. 1 4. 8±0. 8

siRNA1 30. 1±7. 5 3 12. 7±4. 8 3

IR + siRNA1 45. 9±8. 2 3 △ 15. 2±6. 3 3

　　3 : P < 0. 01 , compared wit h t he A549 cont rol group ;

　　 △: P < 0. 01 , compared wit h t he IR group

图 5　流式细胞术检测 siRNA1和/或 IR处理后 A549细胞死亡情况

Fig 5　Cell deat h of A549 cells t reated wit h siRNA1 and/ or IR by FCM

1 : A549 cont rol ; 2 : IR ; 3 : p PUR/ U6 ; 4 : siRNA1 ; 5 : IR + siRNA1

3　讨论

RNAi是新近发展起来的一种封闭基因表达的有

效方法[8、9 ]。它与靶基因同源的含 21～23个核苷酸的

siRNA被转染至靶细胞 ,与细胞内的内切酶形成诱导

沉默复合体 RISC。RISC以 siRNA为模板 ,特异地识

别其同源基因 mRNA并对其进行递进式剪切 ,形成瀑

布效应 ,诱导序列特异性的 mRNA 降解 ,从而抑制基

因表达。RNAi具有高效性和高度特异性等特点 ,是

一种全新的基因治疗手段。目前 ,基于 siRNA 的治疗

方法正在被大量研究[10、11 ]。恶性肿瘤可能有多重关

键的致癌机制 ,因此用靶标药物作为辅助治疗 ,将是一

个很好的方法 ,尤其是作为肿瘤辐射增敏剂将是一个

很好的研究方向。研究发现 siRNA 可以沉默 DNA

修复因子 ,被认为是提高肿瘤放疗和化疗的致敏

剂[12 ]。

MDM2是一个促进细胞生长转化的癌基因。正

常情况下 ,MDM2 和野生型 p53 有着精确的平衡 ,其

相互调节形成一种负反馈回路[13 ]。MDM2 是 IR 和

紫外线照射时的重要反应基因 ,过表达 MDM2影响了

野生型 p53激活所产生的细胞毒性作用 ,它可能是一

个提高肿瘤辐射敏感性的靶基因[4、5 ]。MDM2在肺癌

中的表达是一个常见现象。因此 ,抗 MDM2的siRNA

应该是提高肺癌辐射敏感性的一种有效方法。关于

RNAi的有效序列选择 ,有一些基本的原则 ,但还缺少

十分有效的生物信息学方法[14 ]。最近的研究显示

siRNA和反义寡核苷酸具有相似的位置依赖性 ,两者

具有相关性[15、16 ]。所以 ,我们依靠 MDM2 反义寡核

苷酸的有效序列 ,结合 siRNA 的一些基本原则 ,设计

了三条 siRNA ,但是 siRNA2 没有筛选到阳性克隆 ,
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只对两个质粒进行了实验。将成功构建的两个质粒载

体 ,以 LipofectamineTM 2000 转染 A549 细胞 ,一部分

进行瞬时转染 ,转染 72 h后通过 R T2PCR和 Western

blot 观察其在 RNA 和蛋白水平上的抑制效果 ,发现

MDM2基因的表达被明显地抑制 ,流式细胞检测显示

细胞死亡率明显增高。这说明 siRNA 和反义寡核苷

酸有相似的作用靶区 ,避免了随机设计 siRNA 的盲目

性。但是 ,一部分细胞使用嘌呤霉素筛选进行稳定转

染 ,出现了长期抑制丢失的现象 (资料没有显示) 。

上述结果表明 ,针对 MDM2 的 siRNA 分子可以

抑制 MDM2的表达 ,增强了 A549细胞经辐射诱导的

细胞死亡。抗 MDM2 siRNA 分子能增强 A549 细胞

的辐射反应 ,辐射诱导的细胞死亡率明显增高 ,但将它

作为辐射增敏的药物仍需要进一步的研究。
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