
肿瘤防治研究2013年第40卷第10期 ·921·

doi:10.3971/j.issn.1000-8578.2013.10.002

X线辐射剂量对结直肠癌细胞中microRNA-221
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Abstract:Objective To investigate the effects of X-ray dose on the expression of microRNA-221(miR-221) 
and p57kip2 in human colorectal carcinoma (CRC) cells. Methods Conventionally cultured Caco2 cells were 
divided into 5 groups with different doses of X-ray (0, 2, 4,6 and 8 Gy) respectively. The total RNA and protein 
of the cells were extracted after irradiation for 24 h,The expression level of miR-221 and p57kip2 mRNA were 
detected by real-time Q-PCR. The expression of p57kip2 in cells was detected by Western blot analysis. Results  
The radiation dose of X-ray had signifi cant effect on the expression of miR-221 and p57kip2 protein in human 
Caco2 cells in a dose-dependent manner. The miR-221 expression level improved gradually with the increase of 
irradiation dose while the p57kip2 protein expression level reduced gradually (P<0.05). Conclusion Radiation 
dose could affect the miR-221/p57kip2 regulation pathways in CRC cells. Suppressed miR-221 expression may 
enhance the radiosensitivity of CRC cells.
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摘 要:目的 探讨不同剂量X线辐射对人结直肠癌Caco2细胞系中microRNA-221（miR-221）和p57kip2

表达的影响。方法 常规培养Caco2细胞系并分为5组，分别给予不同剂量X线（0、2、4、6和8 Gy）

照射，24 h后提取细胞总RNA和蛋白质，应用real-time Q-PCR检测细胞中miR-221和p57kip2 mRNA的表

达水平，Western blot检测p57kip2蛋白的表达变化。结果 Caco2细胞系在不同照射剂量下，miR-221表

达水平随着照射剂量的增加而增加，而p57kip2蛋白表达水平则随着照射剂量的增加而逐步降低，且呈剂

量依赖效应，两者差异均具有统计学意义（P<0.05）。结论 放射线辐射剂量可影响结直肠癌细胞中

miR-221/ p57kip2调控通路，抑制miR-221表达可能会提高结直肠癌细胞的放射敏感度。
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0 引言

结直肠癌（colorectal carcinoma，CRC）是我

国常见多发的恶性肿瘤之一，其总体发病率近年来

呈明显上升趋势，放疗已成为其综合治疗的重要措

施之一[1]。microRNA-221（miR-221）是新近发现

的一种微小RNA，可通过调控细胞增殖周期而参与

肿瘤的演进过程[2]；p57kip2属于细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制因子（cyclin-dependent kinases inhibitors，

CDKI）基因家族，由于其能使细胞增殖停滞于G0/G1

期，发挥对细胞周期的负性调控作用而成为近年

来的研究热点 [3]；新近研究更证实CDKI家族可提

高肿瘤细胞的放射敏感度 [4]。我们前期研究已证实
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miR-221可通过抑制p57kip2表达而促进CRC细胞增殖
[5-7]，但肿瘤细胞于放射治疗的应激状态下miR-221
及其调控靶基因p57kip2的表达变化规律却未证实。本

实验通过测定不同照射剂量下CRC细胞中miR-221和

p57kip2的表达水平变化，初步评价miR-221/p57kip2信号

通路在CRC放疗中的作用及临床意义。

1 材料与方法
1.1 材料

人CRC细胞系HT-29、LoVo、SW-480、Caco2
及正常对照人脐静脉内皮细胞HUVEC均由中国科学

院上海生命科学院细胞库提供；由miRBase数据库

（http://microrna.sanger.ac.uk/）查找基因序列，使

用软件Primer-Express 2.0进行引物及探针的设计。

miR-221上游引物5′-ACA CTC CAG CTG GGA GCT 
ACA TTG TCT GCT GG-3′，下游引物5′-CTC AAC 
TGG TGT CGT GGA-3′，扩增片段73 bp；内参照U6
上游引物5′- CTC GCT TCG GCA GCA CA -3′，下游

引物5′- AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT -3′，扩增

片段94 bp；p57kip2上游引物5′-AAG AGA TCA GCG 
CCT GAG -3′，下游引物5′-CGG TTG CTG CTA CAT 
GAA-3′，扩增片段214 bp；18s rRNA上游引物5′-CCT 
GGA TAC CGC AGC TAG GA-3′，下游引物5′-GGG 
CGC AAT ACG AAT GCC CC-3′，扩增片段112 bp；

上述引物均由广州莱德尔生物科技有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

 Caco2细胞常规复苏后，以含10 %胎牛血清

（v/v）的RPMI 1640培养液（Hyclone）重悬，置于

25 cm2培养瓶37 ℃、5 % CO2培养箱中静置培养，待

细胞接触密度至80 %~90 %时常规胰酶消化传代，细

胞传代4~8代后用于实验。

1.2.2 照射方法

采用美国瓦里安（Walian）600直线加速器6 MV 

X线进行一次性照射，辐射时培养板上加盖2 cm厚有

机玻璃板，使细胞处在剂量建成区下相对均匀区，

源皮距为100 cm，剂量率为2 Gy/min。设置2、4、6 

和8 Gy等不同剂量照射组，以0 Gy作为空白对照。照

射后细胞置于培养液中，放置24 h后行下一步检测。

1.2.3 real-time Q-PCR检测细胞中miR-221和p57kip2 

mRNA的表达

收 集 各 处 理 组 培 养 细 胞 1 × 1 0 7， 加 入 Tr i z o l 

(Invitrogen)试剂,按照说明书提取总RNA。取总RNA 

1.0 μg加入无菌蒸馏水12 μl, 混匀后85℃孵育5 min，

以打开二环结构，随即置于冰上，以防止RNA复

性再次恢复二环结构；在另一去RNase的PCR管中

配置以下液体：dNTP mixture 2.0 μl、RNase抑制剂

0.5 μl、目的基因反转录引物0.5 μl、内参照反转录

引物0.5 μl、5×buffer 4.0 μl、M-MLV反转录酶0.5 μl
（Promega公司）；配好后加入到刚才含总RNA的

溶液中混匀，42℃孵育60 min，所得cDNA置于-20℃

保存。构建目的基因和内参照的Real-time Q-PCR反

应体系:cDNA5.0 μl、上下游引物各0.5 μl、2×SYBR 
Green荧光染料10 μl、无菌蒸馏水4.0 μl；反应条

件:95℃变性10 min；95℃ 15 s、65℃ 30 s、72 ℃ 30 
s，共40个循环；循环结束后72 ℃延伸10 min，每个

标本均作复管PCR反应（试剂购自TOYOBO公司，

PCR仪采用ABI PRISM® 7300）。按目的基因表达量

=2-ΔΔCt公式计算各样本中目的基因确切含量。以上实

验均至少重复三次。

1.2.4 Western blot检测细胞中p57kip2蛋白的表达

收集各处理组培养细胞，加入适量预冷的PBS漂

洗2次，置于冰上，加入裂解液裂解30 min，在4 ℃
下14 000 g离心5 min，收集裂解物总蛋白；将蛋白溶

液和5×上样缓冲液按5:1混合煮沸5 min，按每孔20 μl
上样进行电泳并转印至PVDF膜，膜经5 %的脱脂奶

粉封闭后，与兔抗人p57kip2（稀释1:1 000）和内参照

GAPDH（稀释1:10 000）多克隆抗体分别孵育，再与

羊抗兔二抗（稀释1:5 000）反应（一抗、二抗均购

自Southern Biotech），增强化学发光法发光显影，与

内参照进行灰度比较以半定量分析。以上实验均至

少重复三次。

1.3 统计学方法

实验所得数据均用均数±标准差（x± s）表

示，采用完全随机设计的单因素方差分析，多个

样本均数间的两两比较采用Student-Newman-Keuls
（S-N-K）检验，以P＜0.05为差异有统计学意义，

所有操作均用SPSS 13.0统计软件完成。

2 结果

所有样本中miR-221 及p57kip2 cDNA显示指数增

长，并达到平台期，其扩增曲线均为一组典型的倒

S型曲线，见图1A、2A，扩增效率较高；通过设置

复孔取平均值，即得到各样本中目的基因扩增的Ct
值作为miR-221及p57kip2定量判定。miR-221及p57kip2

的PCR产物分别为73 bp和214 bp，其对应的熔解温
度分别为（74.71±0.56）℃和（85.29±0.43）℃，熔

解温度均一，峰的形状均较锐利，见图1B、2B。四

种人CRC细胞系HT-29、LoVo、SW-480、Caco2中

miR-221表达量分别为2.29±0.21、1.12±0.14、1.93
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±0.22、0.54±0.14，与正常对照HUVEC相比（0.12
±0.04），差异具有统计学意义（P<0.01）。选取

miR-221基线表达水平适中的Caco2细胞系作为进一

步研究对象。在0~8 Gy照射剂量范围内，Caco2细

胞中miR-221的表达水平随着放射剂量的增加而升高

（P<0.01），见图3；p57kip2 mRNA的表达水平则无

明显变化（P>0.05），见图4，但其蛋白表达水平随

着放射剂量的增加而逐渐降低（P<0.01），见图5。

这说明，X线照射在上调CRC细胞中miR-221表达的

同时，可通过转录后调控机制下调p57kip2 蛋白的表达

水平，且两者在一定范围内呈剂量依赖性关系。

3 讨论
放疗目前已成为CRC综合治疗的重要组成部

分，尤其对于T3以上或任何T、N1的中低位直肠癌患

者，2012年NCCN指南已明确指出术前新辅助放疗可

显著降低其局部复发率，增加保肛率，且对于长期

预后改善亦有益处[8]。但新辅助放疗的最大缺点是患

者选择具有一定的盲目性，部分患者难以从新辅助

放疗中获益，常于放疗期间出现肿瘤进展而丧失手

术机会[9]。目前临床上主要依据肿瘤的一般病理学特

征，包括肿瘤大小、活动度、分化程度以及影像学

检查提示的肿瘤分期等进行病例选择，但这些临床

A: the amplifi cation curves of miR-221；B: the melting curves 
of miR-221                   
图 1 real-time Q-PCR检测miR-221表达的扩增曲线
（A）及熔解曲线（B）
Figure 1 The amplification（A） and melting curves
（B） of miR-221 by real-time Q-PCR

A: the amplifi cation curves of p57kip2
；B: the melting curves of 

p57kip2                   
图 2 real-time Q-PCR检测p57kip2 mRNA表达的扩增曲线
（A）及熔解曲线（B）
Figure 2 The amplification（A） and melting curves
（B） of p57kip2 by real-time Q-PCR

图 3 不同照射剂量下Caco2细胞中miR-221表达水平
Figure 3 The expression levels of miR-221 in Caco2 cells

图 4 不同照射剂量下Caco2细胞中p57kip2 mRNA表达水
平
Figure 4 The expression levels of p57kip2 mRNA in Caco2 
cells in different radiation doses 

图 5 Western blot检测不同照射剂量下Caco2细胞中p57kip2

蛋白表达情况
Figure 5 Western blot detecting p57kip2 protein levels in 
different radiation doses in Caco2 cells
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指标普遍缺乏与肿瘤放疗敏感度的确切关联；而尽

管其他诸多研究试图寻找有关CRC放疗敏感度预测

的生物标志物或联合化疗、分子靶向治疗等进行增

敏，但在临床上尚难以得到广泛应用[10]。因而如何

从众多患者中筛选出可放疗获益的“个体化治疗”者，

继而增加患者的放射敏感度、提高肿瘤学效果具有

现实意义。

MiRNA对生命体的生长发育、增殖分化等基本

生物学行为起着关键的调控作用，而近年来越来越

多研究表明其失衡表达亦可促进多种人类疾病尤其

是肿瘤的发生发展[11]。新近研究更发现某些miRNA
参与了肿瘤细胞对抗放射线等细胞毒性因素的生物

学过程，某些特征性miRNA表达状况可作为放射敏

感度高低的预测指标，而改变相应的miRNA表达水

平则可调节肿瘤细胞的放射敏感度[12]。miR-221是新

近发现的一种微小RNA，可通过调控细胞增殖周期

而参与肿瘤的演进过程[13]；p57kip2属于激酶抑制蛋白

CIP/KIP基因家族，由于其能使细胞增殖停滞于G0/G1

期，发挥对细胞周期的负性调控作用而成为近年来

的研究热点[14]。我们前期实验已证实miR-221可通过

抑制p57kip2蛋白表达而促进CRC增殖，但肿瘤细胞于

放射治疗的应激状态下miR-221表达有何改变却未证

实；而通过观察CRC细胞受照射后miR-221的表达变

化规律，可初步验证miR-221是否在CRC细胞放射抵

抗中发挥作用。

本实验表明，X线辐射剂量可影响CRC细胞中

miR-221及其调控靶基因p57kip2表达。具体表现为，

miR-221表达水平随着照射剂量的增加而逐步上调，

而p57kip2蛋白表达水平则随着照射剂量的增加而逐

步下降，在一定范围内呈剂量依赖效应。我们推

测，放射线作为一种应激因素可导致肿瘤细胞死亡

增加；而随着应激因素的强度增强，肿瘤细胞为了

对抗此种毒性作用，可通过上调miR-221继而抑制

p57kip2表达来发挥自我保护效应，以减少自身损伤；

虽然不能完全避免细胞死亡，但是表现出一定程度

的放射抵抗。检测CRC细胞中miR-221/p57kip2调控通

路的表达水平可能反映及预测肿瘤细胞的放射敏感

度，此为提高CRC患者放疗的肿瘤学效果提供了新

的思路和实验基础。虽然miR-221与p57kip2在放射抵

抗中的确切关系还需进一步验证，但根据本实验结

果，抑制CRC细胞中上调的miR-221表达水平应能发

挥放疗增敏作用，而这正是我们的后继研究内容。
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