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　 　 【摘要】 　 目的　 旨在研究抑制放射抗拒肺癌 Ａ５４９ 的 ＴＬＲ９ 表达对其辐射敏感性的影响。 方法

以放射抗拒肺癌 Ａ５４９（Ｒ⁃Ａ５４９）细胞为研究对象，利用脂质体转染技术将靶向 ｓｉＲＮＡ 转染至 Ｒ⁃
Ａ５４９ 细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证；给予 ０、２、４、６ 和 ８ Ｇｙ Ｘ 射线照射后，进行细胞克隆集落计数并绘制细

胞存活曲线，经过单击多靶模型拟合，得到 Ａ５４９ 细胞、Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞、阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞和 ＴＬＲ９
ｓｉＲＮＡ 转染细胞照射的 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ 值；对 ４ 组细胞增殖能力进行测定。 对 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞、阴性 ｓｉＲＮＡ
转染细胞和 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染细胞 Ｘ 射线 １０ Ｇｙ 照射前后流式细胞周期分析，进一步说明抑制 ＴＬＲ９
表达对 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞辐射敏感性的影响。 结果　 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 成功抑制 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞 ＴＬＲ９ 表达，照
射后其细胞克隆形成率降低，与 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞的放射增敏比（ ＳＥＲＤ０ ）达到 １ ３７，而 Ａ５４９ 细胞与

Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞的 ＳＥＲＤ０为 １ ０９；照射后 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染细胞较 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞 Ｇ２ ／ Ｍ 期分布增加（ ｔ ＝
４ ３２３，Ｐ ＜ ０ ０５），而 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染细胞 Ｇ１ ／ Ｇ０期分布少于 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞，差异有统计学意义（ ｔ ＝
７ ６１６，Ｐ ＜ ０ ０５）。 结论　 ｓｉＲＮＡ 可以抑制 ＴＬＲ９ 表达，降低照射后 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞的克隆形成，提高放

射增敏比；照射后更多细胞发生 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞，同时 Ｇ１ ／ Ｇ０期细胞减少也有效抑制了照射后细胞潜

在致死性损伤的修复，因此，具有辐射增敏的作用。
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　 　 目前放疗仍然是肺癌重要的治疗手段，而放射

抗拒是导致放疗后局部肿瘤复发和远处转移最重

要的原因。 Ｔｏｌｌ 样受体家族（ＴＬＲｓ） 是沟通天然免

疫和获得性免疫的天然模式识别受体 （ ｐａｔｔｅｒｎ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ），在识别和抵御各种病原

微生物感染中发挥着重要作用；而越来越多研究表

明，ＴＬＲ９ 在多数肿瘤组织中表达增高，并且 ＴＬＲ９
信号通路的激活参与了肿瘤的发生发展和侵袭的

·６０８· 中华放射医学与防护杂志 ２０１６ 年 １１ 月第 ３６ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１６，Ｖｏｌ． ３６，Ｎｏ． １１



过程，并且影响着肿瘤治疗的结果。 在本组前期研

究中已经证实肺癌组织 ＴＬＲ９ 高表达，并且 ＴＬＲ９ 表

达增高与肺癌患者术后放疗生存相关，在此基础上

本研究通过靶向干扰 ＲＮＡ 技术旨在探讨抑制 ＴＬＲ９
表达对 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞辐射敏感性的影响。

材料与方法

１． 实验试剂及材料：改良型 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基

（美国赛默飞公司），胎牛血清（杭州四季青生物工

程材料有限公司）；靶向 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 及阴性对照

ｓｉＲＮＡ［（美国 ＳＡＮＴＡ ＣＲＵＺ 公司） ＴＬＲ９ｓｉＲＮＡ（ｈ）：
ｓｃ⁃４０２７０， ｓｉＲＮＡ⁃Ａ： ｓｃ⁃３７００７］，转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃ⁃
ｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００、 无 抗 培 养 基 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ （ 美 国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；兔源 ＴＬＲ９ 单抗和鼠源 ＧＡＰＤＨ 单

抗（美国 Ａｂｃａｍ 公司）；ＦＩＴＣ 细胞周期 ＰＩ 试剂（美
国 ＢＤ ｐｈａｍｉｎｇｅｎ 公司）。

２． 放射抗拒肺癌 Ａ５４９ 细胞制备：人肺癌细胞

株 Ａ５４９ 由复旦大学附属肿瘤医院馈赠，以 １０％ 小

牛血清 ＋改良型 ＲＰＭＩ １６４０ 培养，置于 ３７℃、含 ５％
的 ＣＯ２ 培养箱中，０ ２５％胰酶消化传代，取 ２ ～ ３ 代

对数生长期细胞进行 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞制备和实验。 采

用本组前期研究方法制备 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞［１］，瑞典

Ｅｌｅｋｔａ 直线加速器， ６ ＭＶ Ｘ 射线照射， 源靶距

１００ ｃｍ，吸收剂量率 ２ Ｇｙ ／ ｍｉｎ，６ ３７ Ｇｙ ／次，共照射

１０ 次，每次照射后更换 １ 次培养基，之后根据细胞

贴壁生长状态，２ ～ ３ ｄ 再次更换培养基，细胞传 ５ 代

以内且贴壁达 ８０％ 左右再次照射，直到完成 １０ 次

照射，完成 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞制备。
３． Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞培养及 ｓｉＲＮＡ 转染：Ｒ⁃Ａ５４９ 细

胞于 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、１０％ 胎牛血清置于 ３７℃、
５％的 ＣＯ２ 培养箱培养传代，取其 １ ～ ２ 代对数生长

期细胞进行 ｓｉＲＮＡ 转染。 将稳定生长的对数期 Ｒ⁃
Ａ５４９ 细胞以 ３ ５ × １０５ ／孔接种于 ６ 孔板，以 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基、１０％ 胎牛血清继续培养，待其贴壁生

长达 ５０％ ～７０％时进行转染；按照说明分别以 ６０、
８０ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的转染终浓度进行实验，取相应

量 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 和 对 照 ｓｉＲＮＡ 分 别 与

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 混合形成转染复合物，将转染

复合物加入无抗培养基 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 至 ２ ｍｌ ／孔，再加

入 ６ 孔板轻轻混匀进行细胞转染，期间置于 ３７℃、
５％的 ＣＯ２ 培养箱 ６ ｈ，后换液 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、
１０％胎牛血清继续培养；４８ ｈ 后进行蛋白抽提，验
证 ＴＬＲ９ｓｉＲＮＡ 转染抑制效率，确定转染终浓度为

８０ μｍｏｌ ／ Ｌ；细胞照射安排在转染 ２４ ｈ 后进行，照射

剂量 １０ Ｇｙ，６ ＭＶ Ｘ 射线单次照射。
４． 实验细胞分组及其 ＴＬＲ９ 表达：将 Ａ５４９ 细

胞（Ａ５４９）、Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞（Ｒ⁃Ａ５４９）、阴性 ｓｉＲＮＡ 转

染细胞、ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染 ４ 组细胞作为实验对象。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证其 ＴＬＲ９ 表达。 于细胞转染 ４８ ｈ
后，冰上裂解细胞，超声破碎进行蛋白抽提，二喹啉

甲酸（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度，之后进行蛋白变性处

理。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离胶为 ５％ ～１０％的梯度胶，为等

体积加样，每加样孔上样量为 １０ μｌ，８０ Ｖ 恒压电泳

至 ｍａｒｋｅｒ 开始分离时改为 １２０ Ｖ 恒压电泳到底；以
１００ Ｖ 恒压湿法转膜 ６０ ｍｉｎ，１０％牛奶（脱脂奶粉 ＋
ＴＢＳＴ ＋ ０ １％ 吐温⁃２０）室温摇床封闭 ４ ｈ，１ × ＴＢＳＴ
清洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，一抗（兔源 ＴＬＲ９ 单抗、鼠源

ＧＡＰＤＨ 抗体：ａｂｃａｍ）４℃ 孵育过夜；第 ２ 天弃去一

抗，１ × ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，辣根过氧化物

酶（ＨＲＰ）标记的二抗室温孵育１ ｈ，１ × ＴＢＳＴ 洗膜

３ 次，每次 １０ ｍｉｎ， ＥＣＬ 化学显色 （ Ａ 液 ∶ Ｂ 液 ＝
１∶ １），暗室曝光显影图像处理。

５． 各实验组照射前后细胞活力的测定：ｓｉＲＮＡ
转染 ２４ ｈ 后分别取 ４ 个实验组的对数生长期细

胞，以每孔 ３ ０００ 个细胞接种于 ９６ 孔板，各组设

３ 个复孔，以 ＰＢＳ 作为空白对照，培养 ２４ ｈ 后，加
入 １０ μｌ ／孔 ＣＣＫ⁃８ 试剂，振匀后避光培养 ２ ｈ，上酶

标仪测其吸光度（Ａ４５０ ｎｍ）值；照射组实验细胞进行

６ ＭＶ Ｘ 射线照射 １０ Ｇｙ，继续培养 ２４ ｈ 后加入

ＣＣＫ⁃８ 试剂，避光 ２ ｈ 后上酶标仪检测各组细胞活

力。 细胞 存 活 率 （％ ） ＝ ｓｉＲＮＡ 转 染 细 胞 平 均

Ａ４５０ ｎｍ ／ Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞平均 Ａ４５０ ｎｍ × １００％ 。
６． 转染细胞克隆集落形成实验：将指数生长期

Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞和转染组细胞，接种于 ６ 孔板（每孔

３ ５ × １０５ 个细胞），培养 ２４ ｈ 后分别给以 ０、２、４、６
和 ８ Ｇｙ ６ ＭＶ Ｘ 射线照射细胞，照射后立即用胰酶

消化细胞，吹打成细胞悬液，分别接种于培养皿（每
皿接种 １ ０００ 个细胞）中，培养 １４ ｄ，中间更换培养

液 １ 次。 之后磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）清洗 ２ 遍，甲醇

固定 ２ ｈ，姬姆萨染色，计数细胞集落（含 ５０ 个细胞

以上）；计算集落形成率（ＰＥ， ％ ） ＝ 集落数 ／接种细

胞数 × １００％ ，细胞存活分数（ＳＦ） ＝ 处理组 ＰＥ ／空
白对照组 ＰＥ。

７． ｓｉＲＮＡ 转染细胞照射前后细胞周期检测：Ｒ⁃
Ａ５４９ 细胞、阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞和 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转

染细胞完成以上处理并培养 ２４ ｈ 后，进行 ６ ＭＶ Ｘ
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射线源靶距 １００ ｃｍ 照射，照射剂量 １０ Ｇｙ 后换液继

续培养 ２４ ｈ，胰酶消化和收集各组细胞，预冷 ＰＢＳ
洗 ３ 次，预冷的 ７０％乙醇固定于 － ２０℃ ２ ｈ 以上；室
温１ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，去上清，ＰＢＳ 洗 １ 次，吸去上

清，加入细胞周期试剂 ＰＩ（５０ μｇ ／ ｍｌ）重悬细胞，避
光 ４℃静置 ２０ ｍｉｎ，上流式细胞仪检测。 对 ｓｉＲＮＡ
转染细胞和 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞不予 Ｘ 射线照射，同期流

式细胞周期检测。
８． 统计学处理：计量资料以 ｘ ± ｓ 表示。 数据

分析采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 软件进行统计学处理，组间比

较采用方差分析；应用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５ ０ 软件进行

统计图形制作。 Ｐ ＜ ０ ０５ 为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞 ＴＬＲ９ 表达结果：
对肺癌 Ａ５４９ 细胞和 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞以及转染 ｓｉＲＮＡ
后各实验组细胞 ＴＬＲ９ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，结果

见图 １，Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞比 Ａ５４９ 细胞 ＴＬＲ９ 的表达水平

增高，差异有统计学意义 （ ｔ ＝ ５ ４２９，Ｐ ＜ ０ ０５），
ＴＬＲ９ｓｉＲＮＡ 转染细胞 ＴＬＲ９ 表达水平较 Ｒ⁃Ａ５４９ 细

胞降低，其 ＴＬＲ９ 表达水平为 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞的 ３８％ ，
二者比较差异有统计学意义（ ｔ ＝ ８ ５４９，Ｐ ＜ ０ ０５）。

图 １　 ４ 组实验细胞 ＴＬＲ９ 蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＴＬＲ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ Ａ５４９，Ｒ⁃Ａ５４９，ＴＬＲ９⁃ｓｉＲＮＡ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｒ⁃５４９ ａｎｄ ｉｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｒ⁃Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

２． ｓｉＲＮＡ 转染 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞克隆集落形成：
Ａ５４９ 细胞、Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞、阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞、
ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染细胞给予 ０、２、４、６ 和 ８ Ｇｙ 照射后

进行细胞存活分数对比，结果显示，２、４、６ 和 ８ Ｇｙ
照射后 Ａ５４９ 细胞、阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞、 ＴＬＲ９
ｓｉＲＮＡ 转染细胞存活分数均低于 Ｒ⁃Ａ５４９ 组细胞；经
过单击多靶模型曲线拟合（图 ２），计算得到 ４ 组细

胞 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ 值，结果见表 １，其中 Ａ５４９ 细胞和 ＴＬＲ９
ｓｉＲＮＡ 转染细胞较 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞有较低的 Ｄ０、Ｄｑ和

Ｎ 值，阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞较 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞 Ｄ０值增

高，根据放射增敏比公式计算得到 Ａ５４９ 细胞、阴性

ｓｉＲＮＡ 转染细胞和 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染细胞相对于 Ｒ⁃
Ａ５４９ 细胞的放射增敏比 （ ＳＥＲＤ０

），分别为 １ ０９、
０ ９０ 和 １ ３７。

图 ２　 各实验组细胞集落形成结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ Ａ５４９，Ｒ⁃Ａ５４９， ＴＬＲ９⁃ｓｉＲＮＡ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｒ⁃５４９ ａｎｄ ｉｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｒ⁃５４９ ｃｅｌｌｓ

３． 实验组细胞活力测定： 对 ４ 组实验细胞进行

细胞增殖能力测定，结果见表 ２，与 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞相

比，给予 ０ Ｇｙ 照射时，阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞和 ＴＬＲ９
ｓｉＲＮＡ 转染细胞活力增加，照射 １０ Ｇｙ 后 Ａ５４９ 细

胞、阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞和 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染细胞

活力较 ０ Ｇｙ 照射降低，照射前后 Ａ５４９ 细胞、阴性

ｓｉＲＮＡ 转染细胞和 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染细胞增殖能力

变化差异均有统计学意义 （ ｔ ＝ ３ ０４１、４ ０７７ 和

８ ４１０，Ｐ ＜ ０ ０５）。

表 １　 ４ 组实验细胞放射增敏比比较

Ｔａｂｌｅ １　 ＳＥＲＤ０ ｏｆ Ａ５４９，Ｒ⁃Ａ５４９， ＴＬＲ９⁃ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
Ｒ⁃５４９ ａｎｄ ｉｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｒ⁃５４９ ｃｅｌｌｓ

　 　 组别 Ｄ０ Ｄｑ Ｎ ＳＥＲＤ０

Ｒ⁃Ａ５４９ 组 ３ ３８１ ４ ２０７ ３ ４７１ －
Ａ５４９ 组 ３ １１４ ２ ６４５ ２ ３３８ １ ０９
阴性 ｓｉＲＮＡ 转染组 ３ ７４７ ３ ０３９ ２ ２５０ ０ ９０
ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染组 ２ ４６２ ２ １５４ ２ ３９９ １ ３７

　 　 注：Ｄ０ ． 平均致死剂量，Ｄｑ ． 准阈剂量，Ｎ． 细胞内所含的放射敏感
靶数；ＳＥＲＤ０ ． 照射 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞的 Ｄ０值与其他 ３ 组照射 Ｄ０值的比值

４． ｓｉＲＮＡ 转染细胞周期分布检测结果： 对 Ｒ⁃
Ａ５４９ 细胞、阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞和 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ
转染细胞进行 １０ Ｇｙ 照射前后的流式细胞周期检

测，结果见表 ３。 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞、ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染

细胞照射后，Ｇ２ ／ Ｍ 和 Ｓ 期细胞均比照射前增加；
而 Ｇ１ ／ Ｇ０期细胞则比照射前减少；阴性 ｓｉＲＮＡ 转染

细胞照射前后表现为 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞分布降低，Ｇ１ ／
Ｇ０期细胞分布增加。 进一步对比照射后 ｓｉＲＮＡ 转

染细 胞 和 Ｒ⁃Ａ５４９ 细 胞 周 期 分 布， 发 现 ＴＬＲ９
ｓｉＲＮＡ 转染细胞 Ｇ２ ／ Ｍ 和 Ｓ 期分布较 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞
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　 　 　 　 表 ２　 Ｘ 射线照射对各组细胞活力的影响（Ａ 值，ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １０ Ｇｙ Ｘ⁃ｒａｙ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａ５４９，Ｒ⁃Ａ５４９， ＴＬＲ９⁃ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｒ⁃５４９

ａｎｄ ｉｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｒ⁃５４９ ｃｅｌｌｓ（Ａ，ｘ ± ｓ）
照射剂量（Ｇｙ） 样本数 Ａ５４９ Ｒ⁃Ａ５４９ 阴性 ｓｉＲＮＡ 转染 ＴＬＲ９ｓｉＲＮＡ 转染

０ ３ ０ ９７９ ± ０ ０８２ １ ０００ ± ０ １ ３５７ ± ０ １５０ ２ １２５ ± ０ １７８
１０ ３ ０ ６６２ ± ０ ０４７ １ ０００ ± ０ ０ ９３３ ± ０ ０３９ １ ２５０ ± ０ ２５５
ｔ 值 ３ ０４１ ０ ０００ ４ ０７７ ８ ４１０
Ｐ 值 ＜ ０ ０５ ＞ ０ ０５ ＜ ０ ０５ ＜ ０ ０５

表 ３　 ｓｉＲＮＡ 转染 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞照射前后各组细胞周期分布（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ９⁃ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ Ｒ⁃Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（ｘ ± ｓ）

组别 样本数
Ｇ２ ／ Ｍ 期 Ｇ１ ／ Ｇ０期 Ｓ 期

照射前 照射后 照射前 照射后 照射前 照射后

Ｒ⁃Ａ５４９ 组 ３ ３ ８６ ± ３ ４０ ９ ８９ ± １ ３３ ８１ ８０ ± ４ ３９ ６６ ６０ ± ２ １２ １４ ３７ ± ２ ２１ ２３ ５０ ± ３ ４７
阴性 ｓｉＲＮＡ 转染组 ３ ３ ７４ ± １ ９０ ２ ０６ ± ３ ５７ａ ８３ ６３ ± ２ ５０ ８５ ８０ ± ４ １０ａ １２ ６０ ± １ ９１ １２ １３ ± ０ ６７ａ

ＴＬＲ９ｓｉＲＮＡ 转染组 ３ ６ ２８ ± ０ ４２ １５ ４０ ± ０ ５３ａ ７８ ６３ ± ２ ０６ ５０ ００ ± ０ ３６ａ １５ １０ ± ２ ３４ ３４ ６３ ± ０ ８５ａ

Ｆ 值 １ ２０２ ２７ ３９ １ ９３６ １３５ １ １ ０６１ ８６ ２５
Ｐ 值 ０ ３６ ＜ ０ ０５ ０ ２２ ＜ ０ ０５ ０ ４０ ＜ ０ ０５

　 　 注：与同细胞周期照射后的 Ｒ⁃Ａ５４９ 比较，ａ ｔ ＝ ３ ０４２、４ ３２３， ８ ８０９、７ ６１６， ６ ６３５、６ ４９９，Ｐ ＜ ０ ０５

均增加（ ｔ ＝ ４ ３２３、６ ４９９，Ｐ ＜ ０ ０５）， Ｇ１ ／ Ｇ０期细胞

分布较 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞减少，差异有统计学意义（ ｔ ＝
７ ６１６，Ｐ ＜ ０ ０５）；阴性 ｓｉＲＮＡ 转染细胞则表现为

Ｇ２ ／ Ｍ 期、Ｓ 期细胞分布低于 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞，Ｇ１ ／ Ｇ０期

细胞分布增加。

讨　 　 论

已知 ＴＬＲ９ 受体在树突状细胞（ｐＤＣ） 和 Ｂ 细胞

中高表达，细菌和病毒 ＤＮＡ 中的非甲基化 ＣｐＧ
ＤＮＡ 作为其配体，通过激活 ＴＬＲ９ 信号通路 ｐＤＣ 可

产生大量的 Ｉ 型 ＩＦＮｓ，发挥直接和 ／或间接的细胞毒

作用，并刺激 Ｂ 细胞大量增殖，同时促进 ＩｇＭ 分

泌［２⁃３］，在识别和抵御各种病原微生物感染中发挥

着重要作用；而现在越来越多的研究［４⁃６］ 表明，ＴＬＲ９
也在多种实体肿瘤中表达增高，参与了肿瘤的产

生、侵袭和转移过程，不仅与肿瘤的临床分期相关，
也影响着肿瘤治疗的结果。

放射治疗是肺癌最常用的治疗方法，常规分割

照射“４Ｒ”理论—肿瘤细胞再氧合、细胞周期再分

布、照射后期细胞再增殖和再群体化贯穿于放射治

疗的全过程，这一过程中部分肿瘤细胞成为放射耐

受细胞，进一步克隆增殖后产生放射抗拒［７］。 而进

一步研究证实，电离辐射诱导激活了一系列的信号

分子和通路，诸如细胞周期调控、ＤＮＡ 损伤与修复、
细胞凋亡、癌基因与抑癌基因、细胞代谢等过程，有
结果显示受到照射的肿瘤细胞 ６０ 多种基因的表达

上调［８］，导致细胞粘附、肿瘤血管生成增加，利于肿

瘤的侵袭和转移，产生肿瘤的放射抗拒。 已知 ＴＬＲ９
被相应配体激活后，分别激活核转录因子 ＡＰ⁃ｌ、
ＮＦ⁃ｋＢ和 Ｓｔａｔ１，一方面诱导各类细胞增殖因子合成

而促进肿瘤的生长，另一方面促进炎症介质 ＴＮＦα、
ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８ 等合成增加，引起促炎症免疫反应或

抑炎症免疫反应，参与肿瘤微环境的形成［９］； Ｒｅｎ
等［１０］Ｘｕ 等［１１］研究证实，肺癌细胞 ＴＬＲ９ 信号通路

激活能上调炎性因子、ＭＭＰ⁃２（基质金属蛋白酶）和
趋化因子受体水平，同时又促进免疫抑制因子 ＩＬ⁃１０
的分泌，最终导致肿瘤细胞显著增殖，从而增加了

肿瘤细胞侵袭和转移的能力。 本组的前期研究中

通过免疫组织化学证实肺癌组织中 ＴＬＲ９ 表达增

高，而正常肺泡细胞中 ＴＬＲ９ 并无表达，肺癌组织

ＴＬＲ９ 表达增高的水平与肿瘤直径、淋巴结有无转移

呈正相关，且 ＴＬＲ９ 表达与肺癌术后放疗的生存相

关［１２］；因此，本研究利用前期研究的 ＴＬＲ９ 表达增

高的放射抗拒肺癌 Ａ５４９ 细胞作为研究对象，通过

ｓｉＲＮＡ 脂质体转染技术，探讨抑制其 ＴＬＲ９ 表达对

辐射治疗结果的影响。
本组前期对 ＣｐＧ ＯＤＮ７９０９ 的辐射增敏研究发

现［１］，放射抗拒肺癌 Ａ５４９（Ｒ⁃Ａ５４９）细胞 ＴＬＲ９ 表达

明显增高，细胞倍增时间明显延长，辐射敏感性下

降。 本研究沿用了前期制备 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞的实验方

法，并经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞 ＴＬＲ９ 表达

高于 Ａ５４９ 细胞；采用脂质体转染技术将 ＴＬＲ９
ｓｉＲＮＡ 及阴性 ｓｉＲＮＡ 对 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞进行瞬时转染

并予以 ＴＬＲ９ 表达的验证，ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染组细胞
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呈现出 ＴＬＲ９ 蛋白的低水平表达，为后续的辐射增

敏研究奠定基础。 国内有研究者通过 ＲＮＡ 干扰技

术抑制 ＭＤＣ１ 蛋白表达，对放射线诱导食管癌细胞

ＥＣＡ１０９ 克隆形成率下降有促进作用［１３］。 本研究通

过细胞克隆集落形成实验也得出类似结果。 转染

ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 组 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞照射后细胞克隆形成率

低于 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞和 Ａ５４９ 细胞，转染阴性 ｓｉＲＮＡ 组

Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞照射后克隆形成与 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞克隆

集落形成相差不大，经过单击多靶模型拟合，结果

Ａ５４９ 细胞和转染 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 组细胞均较 Ｒ⁃Ａ５４９
细胞有较低的 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ 值，二者的放射增敏比分别

为 １ ０９ 和 １ ３７，而转染阴性 ｓｉＲＮＡ 组细胞较 Ｒ⁃
Ａ５４９ 细胞 Ｄ０值增高，Ｄｑ、Ｎ 值降低，二者的放射增

敏比为 ０ ９０；说明通过靶向 ｓｉＲＮＡ 抑制 Ｒ⁃Ａ５４９ 细

胞 ＴＬＲ９ 表达，能够降低 Ｒ⁃Ａ５４９ 照射后的克隆集落

形成率，具有放射增敏的作用。
进一步对 ｓｉＲＮＡ 转染细胞照射前后的细胞周

期分布进行分析，结果显示，照射后 Ｒ⁃Ａ５４９ 组和

ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染组细胞的 Ｇ２ ／ Ｍ 期分布均较照射

前增多，而 Ｇ１ ／ Ｇ０期细胞分布照射后二者均减少；其
中照射后 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染组细胞的 Ｇ２ ／ Ｍ 期分布

比 Ｒ⁃Ａ５４９ 组明显增多，显示出 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染组

细胞较 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞照射后有更多细胞阻滞在 Ｇ２ ／
Ｍ 期；已有研究证实 ＤＮＡ 损伤后细胞周期激酶立即

被激活，通过激活下游调节通路，主要调节 Ｓ 期和 ／
或 Ｇ２ ／ Ｍ 期检测点［１４］ 。 周福祥等［１５］ 发现放射抗

拒细胞 Ｈｅｐ⁃２Ｒ 有 ＣＤＣ２５ 基因下调，导致 Ｇ２ ／ Ｍ 期

细胞减少，而 ＣＤＣ２５Ｂ 基因主要是调节细胞向 Ｇ２ ／
Ｍ 期转化，因此，本研究中 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染组细

胞照射后发生 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞意味着放射敏感性的

提高；同时照射后 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染组细胞的 Ｇ１ ／
Ｇ０期分布比 Ｒ⁃Ａ５４９ 组明显减少，也有效抑制了放

疗后肿瘤细胞的潜在致死性损伤修复能力，也利

于 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞放射敏感性的提高。 本研究结果

显示 ＴＬＲ９ ｓｉＲＮＡ 转染细胞照射后 Ｓ 期细胞分布

明显高于 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞，而 Ｓ 期细胞是对放射线最

不敏感。
综上所述，本研究通过靶向干扰 ＲＮＡ 方法成

功抑制了 Ｒ⁃Ａ５４９ 细胞 ＴＬＲ９ 表达水平，降低了 Ｒ⁃
Ａ５４９ 细胞的克隆形成，而且通过抑制 ＴＬＲ９ 表达

使其放疗后发生 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞阻滞并减少 Ｇ１ ／ Ｇ０

期细胞分布。 因此，具有辐射增敏的作用，为肺癌

放疗效果预测或放疗增敏提供了新的思路。
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Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ， ２００１， ３４５ （ １０ ）： ７２５⁃７３０． ＤＯＩ： １０ １０５６ ／
ＮＥＪＭｏａ０１０１８７．

［５］ 　 Ｍｉｓｉｒｌｉｏｇｌｕ ＨＣ， Ｃｏｓｋｕｎ⁃Ｂｒｅｕｎｅｖａｌ Ｍ， Ｋｕｃｕｋｐｉｌａｋｃｉ Ｂ， ｅｔ ａｌ．
Ａｄｊｕｖａｎｔ Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ Ｇａｓｔｒｉｃ Ｃａｒｃｉｎｏｍａ： １０ ｙｅａｒｓ ｆｏｌｌｏｗ⁃ｕｐ
ｏｆ ２４４ ｃａｓｅｓ ｆｒｏｍ ａ Ｓｉｎｇｌｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ａｓｉａｎ Ｐａｃ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ
Ｐｒｅｖ， ２０１４，１５（２０）：８８７１⁃８８７６． ＤＯＩ ： １０ ７３１４ ／ ＡＰＪＣＰ． ２０１４
１５ ２０ ８８７１．

［６］ 　 Ｓｍａｌｌｅｙ ＳＲ， Ｂｅｎｅｄｅｔｔｉ ＪＫ， Ｈａｌｌｅｒ ＤＧ， ｅｔ ａｌ． Ｕｐｄａｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＳＷＯＧ⁃ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｉｎｔｅｒｇｒｏｕｐ ｓｔｕｄｙ ０１１６： ａ ｐｈａｓｅ Ⅲ ｔｒｉａｌ ｏｆ ａｄｊｕｖａｎｔ
ｒａｄｉｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｖｅｒｓｕｓ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｃｕｒａｔｉｖｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ
ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｏｎｃｏｌ， ２０１２， ３０ （１９）：２３２７⁃２３３３． ＤＯＩ：
１０ １２００ ／ ＪＣＯ． ２０１１ ３６ ７１３６．

［７］ 　 Ｓｋｏｒｏｐａｄ Ｖ， Ｂｅｒｄｏｖ Ｂ， Ｚａｇｒｅｂｉｎ Ｖ． Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ ｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ
ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｒｅｓｅｃｔａｂｌｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ： ２０⁃ｙｅａｒｓ ｆｏｌｌｏｗ⁃ｕｐ ｏｆ ａ
ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ ｔｒｉａｌ［Ｊ］ ． Ｊ Ｓｕｒｇ Ｏｎｃｏｌ， ２００２，８０（２）： ７２⁃７８． ＤＯＩ：
１０ １００２ ／ ｊｓｏ． １０１０２．

［８］ 　 Ｆｉｏｒｉｃａ Ｆ， Ｃａｒｔｅｉ Ｆ， Ｅｎｅａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｏｎ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｒｅｓｅｃｔａｂｌｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ： ａ ｍｅｔａ⁃ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｄａｔａ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｔｒｅａｔ Ｒｅｖ， ２００７， ３３（８）： ７２９⁃７４０．
ＤＯＩ：１０ １０１６ ／ ｊ． ｃｔｒｖ． ２００７ ０８ ００５．

［９］ 　 赵林， 应红艳， 管梅， 等． 老年胃癌的临床特点［ Ｊ］ ． 中国医

学科学院学报，２０１０， ３２（４）： ４１２⁃４１６． ＤＯＩ：１０ ３８８１ ／ ｊ． ｉｓｓｎ．
１０００⁃５０３Ｘ． ２０１０ ０４ ０１１．
Ｚｈａｏ Ｌ，Ｙｉｎｇ ＨＹ， Ｇｕａｎ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｅｌｄｅｒｌｙ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ａｃａｄ Ｍｅｄ Ｓｉｎ， ２０１０，３２ （４）：
４１２⁃４１６． ＤＯＩ：１０ ３８８１ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １０００⁃５０３Ｘ． ２０１０ ０４ ０１１

［１０］ Ｅｉｓｅｎｈａｕｅｒ ＥＡ， Ｔｈｅｒａｓｓｅ Ｐ， Ｂｏｇａｅｒｔｓ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｗ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉａ ｉｎ ｓｏｌｉｄ ｔｕｍｏｕｒｓ： ｒｅｖｉｓｅｄ ＲＥＣＩＳＴ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ
（ｖｅｒｓｉｏｎ １ １）［Ｊ］ ． Ｅｕｒ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２００９，４５（２）： ２２８⁃２４７． ＤＯＩ：
１０ １０１６ ／ ｊ． ｅｊｃａ． ２００８ １０ ０２６．

［１１］ Ｆｉｏｒｉｃａ Ｆ， Ｂｅｒｒｅｔｔａ Ｍ， Ｃｏｌｏｓｉｍｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ
ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｅｌｄｅｒｌｙ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｐｒｏｓｔａｔｅ
ｃａｎｃｅｒ： ａ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ａｒｃｈ Ｇｅｒｏｎｔｏｌ Ｇｅｒｉａｔｒ， ２０１０，
５１（３）： ２７７⁃２８２． ＤＯＩ：１０ １０１６ ／ ｊ． ａｒｃｈｇｅｒ． ２００９ １１ ０１９．

［１２］ Ｋａｗａｓｈｉｍａ Ｍ， Ｋａｇａｍｉ Ｙ， Ｔｏｉｔａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｔｒｉａｌ ｏｆ
ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ８０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ａｇｅ ｏｒ ｏｌｄｅｒ ｗｉｔｈ ｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｏｒａｃｉｃ ｅｓｏｐｈａｇｕｓ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｒａｄｉａｔ Ｏｎｃｏｌ
Ｂｉｏｌ Ｐｈｙｓ， ２００６， ６４ （ ４ ）： １１１２⁃１１２１． ＤＯＩ： １０ １０１６ ／ ｊ．
ｉｊｒｏｂｐ． ２００５ ０９ ０２７．

（收稿日期：２０１６⁃０７⁃２０）

（上接第 ８１０ 页）
［１２］ 高彩霞，乔田奎，张彬，等． 肺癌组织中 Ｔｏｌｌ 样受体 ９ 的表达及

其对术后放疗生存的影响［Ｊ］ ． 癌变·畸变·突变， ２０１５， ２７
（４）：２９４⁃２９８． ＤＯＩ： １０ ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００４⁃６１６ｘ． ２０１５ ０４ ００８．
Ｇａｏ ＣＸ， Ｑｉａｏ ＴＫ， Ｚｎａｎｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ９
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｒｖｉｖｏｒｓ
［ Ｊ ］ ． Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ， Ｔｅｒａｔｏｇｅｎｅｓｉｓ ＆ Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ， ２０１５， ２７
（ ４ ）： ２９４⁃２９８． ＤＯＩ： １０ ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００４⁃６１６ｘ． ２０１５
０４ ００８．

［１３］ 刘志坤，祝淑钗，苏景伟，等． ＲＮＡ 干扰 ＭＤＣ１ 基因对食管癌

细胞 Ｘ 线照后细胞周期及相关蛋白表达影响［ Ｊ］ ． 中华放射

肿瘤学杂志， ２０１５， （２４）６：７０８⁃７１２．
Ｌｉｕ Ｚｈｉｋｕｎ， Ｚｈｕ Ｓｈｕｃｈａｉ， Ｓｕ Ｊｉｎｇｗｅｉ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＭＤＣ１ ｇｅｎｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｘ⁃ｒａｙ ｒａｄｉａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ．

Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉａｔ Ｏｎｃｏｌ， ２０１５， ２４ （６）：７０８⁃７１２． ＤＯＩ：１０ ３７６０ ／
ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ． １００４ ４２２１ ２０１５ ０６ ０２５．

［１４］ Ｓａｓａｋｉ Ｈ， Ｙｕｋｉｕｅ Ｈ， Ｋｏｂａｙａｓｈｉ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＣＤＣ２５Ｂ ｇｅｎｅ ａｓ ａ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ⁃ｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔｅｒｓ， ２００１，１７３ （２）：１８７⁃１９２． ＤＯＩ： １０ １０１６ ／
Ｓ０３０４⁃３８３５（０１）００６６９⁃３．

［１５］ 周福祥，周云峰，骆志国，等． 放射抗拒 Υ 细胞模型基因表达

异常对比研究［Ｊ］ ． 中华放射医学与防护杂志， ２００７， ２７（６）：
５２６⁃５２９． ＤＯＩ： １０ ３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ． ０２５４⁃５０９８ ２００７ ０６ ００３．
Ｚｈｏｕ ＦＸ， Ｚｈｏｕ ＹＦ， Ｌｕｏ ＺＧ， ｅｔ ａｌ． Ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ［ Ｊ］ ．
Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔ， ２００７， ２７ （ ６ ）： ５２６⁃５２９． ＤＯＩ：
１０ ３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ． ０２５４⁃５０９８ ２００７ ０６ ００３．

（收稿日期：２０１６⁃０５⁃３１）
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