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前言

肿瘤组织具有其内在固有的放射反应性，即所谓的放射敏

感性或放射抗拒性。有研究表明不同组织来源的细胞系或不同

个体同种组织来源的细胞放射敏感性不同[1]。Malaise等研究结

果也证实相同组织学类型的肿瘤细胞对放射反应存在很大的

差异[2]，这种差异与放射诱导的肿瘤细胞基因表达不同有关，可

涉及的基因包括即刻早期基因、细胞凋亡相关基因、细胞信号
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摘要目的：探讨 Egr-1基因沉默对人肺腺癌 A549细胞放射敏感性的影响。方法：选用 A549细胞株作为研究对象，将其分成 A、

B、C三组，即空白对照组(只加入 RPMI-1640培养)、阴性对照组(加入 LV3-NC-shRNA)、实验组(加入 EGR1-homo-2294-shRNA)，

采用慢病毒介导的 shRNA干扰技术使实验组细胞 Egr-1基因沉默表达。利用荧光显微镜、自动化荧光定量细胞成像分析系统分

析 shRNA转染，利用 FQ-PCR分析 Egr-1表达，再利用细胞克隆形成实验检测细胞放射敏感性参数的差异。结果：慢病毒介导

的 shRNA成功转染阴性对照组、实验组细胞；空白对照组与阴性对照组 Egr-1表达无差异(P>0.05)，实验组与空白对照组、阴性

对照组比较 Egr-1 均受到明显抑制(P<0.05)；克隆形成实验中细胞放射敏感性参数 D0、SF2 实验组细胞与空白对照组、阴性

对照组比较均存在明显差异(P<0.05)。结论：Egr-1基因沉默使 A549细胞放射敏感性降低，Egr-1表达可能与肿瘤细胞对放射的

敏感性有关。
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Effects of Early Growth Response -1(EGR-1) Gene Silence
on the Radiosensitivity of A549 Cell*

To investigate the effects of early growth respons-1 (Egr-1) gene silence on the radiosensitivity of human

lung adenocarcinoma A549 cells. The A549 cell line was selected and divided into the blank control group (only to join the

RPMI-1640 Culture), the negative control group (to join LV3-NC-shRNA), the experimental group (to join EGR1-homo-2294-shRNA),

Egr-1 gene expression was silenced in the experimental group with the ShRNA interference technique mediated by lentiviral vector.

ShRNA transfection was analyzed by fluorescence microscopy and automated fluorescence quantitative cell imaging analysis system. The

expression of Egr-1 was analyzed by FQ-PCR. And the difference of parameters of cell radiation sensitivity was detected by cell cloning

experiment. The negative control group and the experimental group cells were successfully transfected with the shRNA by

lentiviral vector. There was no difference in the Egr-1 expression between the blank control group and the negative control group (P>0.

05). Compared with the blank control group and negative control group, the Egr-1 expression was significantly inhibited (P<0.05), the

cell radiosensitivity parameters of D0 and SF2 in the clone formation experiment also showed significant differences in the experimental

group(P<0.05). Egr-1 gene silence reduced the radiosensitivity of A549 cells and the expression of Egr-1 was correlated with

the radiosensitivity of tumor cells.

Egr-1 gene; Radiosensitivity; Apoptosis; A549 cell
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Genes Product length Sequence (5'->3')

茁-actin 71bp Forward primer CCCTGGCACCCAGCAC

Reverse primer GCCGATCCACACGGAGTAC

Probe ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC

Egr-1 200 bp Forward primer AAAGTTTGCCAGGAGCGAT

Reverse primer CAGGGGATGGGTATGAGGTG

Probe CCCTACGAGCACCTGACCGCAGA

表 1 PCR引物和探针

Table 1 PCR primer and probe

传导基因、DNA修复基因和细胞周期检查站基因等[3-6]。在众多

的基因中，由于早期生长反应 -1 (Early growth response-1，E-

gr-1) 基因能被射线照射诱导表达并引起相关下游基因表达改

变，对细胞生长起着广泛的调节作用，认为该基因在肿瘤细胞

放射反应中可能起关键作用[6]，可能是影响肿瘤细胞放射敏感

性的重要原因之一。因此，在肿瘤细胞中，Egr-1对细胞放射敏

感性的作用被广泛研究[7,8]。我们前期[9]通过对肝癌细胞系和正

常肝细胞系 Egr-1基因表达和放射后细胞凋亡水平变化的研

究，发现射线诱导的 Egr-1基因表达水平可能与细胞凋亡成正

相关，所以我们考虑 Egr-1与肿瘤细胞放射敏感性可能相关。

本实验通过 sh-RNA对人肺腺癌 A-549细胞系 Egr-1基因抑制

前后放射敏感性的对比研究，初步探讨肿瘤细胞放射敏感性与

Egr-1基因表达水平的关系。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人肺腺癌 A549细胞株由哈尔滨医科大学附属第二医院

临床实验中心提供。RPMI1640培养基购自北京索莱宝公司，高

纯度总 RNA快速提取试剂盒、SupermoⅢ RT Kits反转录试剂

盒购自北京百泰克公司，FQ-PCR试剂盒购自美国 Bioneer 公

司。EGR1-homo-2294-shRNA设计、合成以及慢病毒包装均由

上海吉玛公司完成，茁-actin引物、探针由上海吉玛公司设计、合
成，Egr-1引物、探针参照文献[10]，由上海吉玛公司合成(见表1)。

1.2 实验方法

1.2.1 实验分组 根据对 A549细胞 Egr-1基因干扰条件不同

分成 A、B、C三组，A组：空白对照组 (只加入 RPMI-1640培

养)，B组：阴性对照组(加入 LV3-NC-shRNA)，C组：实验组(加

入 EGR1-homo-2294-shRNA)。

1.2.2 细胞培养及 shRNA转染 人肺腺癌 A-549细胞常规培

养于含 10 %小牛血清，含 10万 U/L青霉素和 100 g/L链霉素

的 RPMI-1640培养液中，培养条件为 37℃，体积分数为 5 %

CO2。三组细胞融合至 70-80 %时，病毒液分别以最佳感染指

(MOI=20) 进行转染。转染 72 h后荧光显微镜下激发波长 480

nm、发射波长 520 nm观测细胞，呈 GFP绿色荧光的细胞为转

染阳性细胞。继续每 2-3天用胰蛋白酶消化细胞传代培养，至

各组细胞数足够后续试验使用。参照 NucleoCounter NC3000

自动荧光细胞分析仪(丹麦 Chemoemetec公司)绿色荧光转染

率测定说明书进行细胞转染率测定。

1.2.3 FQ-PCR检测 Egr-1基因表达 分别收集三组细胞，按

照百泰克公司高纯度总 RNA快速提取试剂盒(离心柱型)说明

书进行总 RNA的提取，按照百泰克 SupermoⅢ RT Kitc说明书

合成 cDNA。采用 SYBR荧光染料法进行实时荧光定量 PCR

(FQ-PCR)，在微量离心管内建立 20 滋L PCR反应体系，以合成
的 cDNA作为模板，每个样品设计 3个重复，分别检测三组 E-

gr-1和 茁-actin的 mRNA表达。实时定量 PCR仪循环设置：95

℃5 min预变性，95℃ 5s，60℃ 30 s，进行 40个循环，于每个

循环结束后检测 F1通道荧光信号强度，用相对定量法 2-△ △ Ct值

来表示目的基因的 mRNA水平[11]。

1.2.4 细胞克隆形成实验 (1)单细胞悬液制备：取指数生长

期各组细胞用胰酶消化，加入适量 RPMI-1640培养基反复吹

打，使细胞充分分散以制成单细胞悬液，台盼蓝染色后计数活

细胞百分数。

(2)细胞接种及放射：根据放射剂量不同将细胞悬液作梯度

倍数稀释，以 200~4000个 /孔的细胞密度接种于六孔板内，同

一放射剂量的同种细胞设 4个重复孔。待各组细胞接种 12 h

贴壁后，按照接种数目的不同分别给予 0 Gy、1 Gy、2 Gy、4 Gy、

6 Gy、8 Gy剂量射线放射，放射源为 6-MV XHA600D医用电子

直线加速器，剂量率 4.0 Gy/min，源 -板距离 100 cm，放射野大

小为 18 cm× 25 cm，相同放射剂量的 2块 6孔板同时置于放射

野中心，放射结束后进行常规细胞培养。

(3)细胞放射后送回细胞培养内箱继续孵育 12-14 d，尽可

能不挪动孔板。待孔内出现肉眼可见克隆终止培养，加入纯甲

醇 1.5 mL/孔固定 15 min。弃掉甲醇，加入 0.4% Giemsa染液

1.5 mL/孔染色 30 min，流水缓慢洗去染色液后空气干燥。

(4)计数克隆数和计算存活分数：在凝胶分析仪上应用菌落

计数程序进行拍照计数，倒置显微镜低倍镜下验证计数(每个

克隆大于 50个细胞)。计算克隆形成率 (PE) 和细胞存活分数

(SF)：PE=克隆形成数 /接种细胞数× 100 %，SF=受放射细胞

的克隆形成率 /对照细胞的克隆形成率× 100 %。采用单击多

靶模型拟合细胞放射剂量存活曲线分别求出放射生物学参数

D0值(细胞的平均致死剂量)和 SF2值(2 Gy时细胞存活分数)。

1.3统计学方法

全部实验所得数据均重复 3次，用均数± 标准差 (x依s)表
示，利用 SPSS17.0软件单因素方差分析法对三组检测结果进

行比较分析，进一步两组间比较采用 SNK-q检验，以 P＜0.05
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图 3剂量 -存活曲线

Fig.3 Radiation dose survival curve

GLC-82 HT29 Hela F P

D0 2.326± 0.116 2.347± 0.126 3.725± 0.093 74.727 0.000

SF2 0.589± 0.014 0.600± 0.017 0.715± 0.013 33.602 0.001

表 2单击多靶模型放射生物学参数

Table2 Parameter of radiobiology fitted single-hit multi-target model

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 慢病毒介导的 shRNA转染

慢病毒介导的 shRNA转染后，B、C两组细胞在荧光显微

镜下绝大多数均出现明显绿色荧光(如图 1所示)，自动化荧光

定量细胞成像分析系统分析两组转染率分别为 84.58± 1.78

%，78.86± 1.60 %。

2.2 三组 Egr-1 mRNA表达的比较

RT-PCR所测 Egr-1 mRNA表达结果显示：三组细胞 Egr-1

mRNA/茁-actin mRNA值存在明显差异，A组与 B组比较无差

异(P=0.877)，C组 Egr-1 mRNA表达显著低于 A、B组(P<0.05)。

如图 2。

2.3 三组细胞克隆形成情况比较

细胞克隆形成计数后，计算得出各细胞株的存活分数，利

用 Spss17.0 软件非线性回归分析，以单击多靶模型 S=1-

(1-e-D/Do)N拟合剂量 -存活曲线(如图 3)，并计算放射生物学

参数 D0和 SF2(见表 2)。从拟合的剂量 -存活曲线可以看出，

A、B两组曲线基本保持一致，而 C组曲线与 A组和 B组明显

分离。对所得放射生物学参数进行统计分析得出，三组细胞 D0

值比较有统计学意义 (P=0.000)，A、B 两组比较无明显差异

(P=0.840)，A、C两组比较存在明显差异(P=0.011)，B、C两组比

较存在明显差异(P=0.006)；三组细胞 SF2比较结果显示:三组

数值比较具有统计学意义 (P=0.001)，A、B两组间比较无差异

(P=0.639)，A、C两组间比较存在明显差异(P=0.029)，B、C两组

间比较也存在明显差异(P=0.01)。

3 讨论

细胞凋亡即细胞的程序性死亡，其发生受多种基因调控，

其中 Egr-1作为早期反应基因，参与了多种射线诱导的肿瘤细

胞的凋亡过程，在射线诱导的细胞凋亡中起着重要作用[12-14]。

Egr-1基因在绝大多数肿瘤细胞中均有表达，全程参与了肿瘤

的形成、增殖分化、转移及细胞的凋亡。研究显示 Egr-1能激活

许多肿瘤细胞凋亡相关基因表达，如抑癌基因 p53、p21、PTEN

和促凋亡基因 Bax等，是放射诱导 Egr-1抑制肿瘤细胞生长的

主要机制[15,16]。Egr-1启动子中的 CArG盒能够感受到氧自由基

和电离辐射的刺激，在细胞受到放射后的短时间内即可迅速表

达[17]，并引起下游一系列基因的变化[18,19]，进而引起肿瘤细胞的

凋亡。射线照射诱导 EGR-1表达并直接激活靶基因 p53、Rb和

TNF-琢介导的细胞凋亡途径，引起肿瘤细胞的凋亡[13]，EGR-1

图 1 shRNA转染

Fig. 1 shRNA transfection

图 2三组 Egr-1 mRNA/茁-actin mRNA的比较
Fig.2 Comparison of the Egr-1 mRNA/茁-actin mRNA between two groups

*注：D0，平均致死剂量; SF2，2 Gy放射时的存活分数。

*Note: D0, mean lethal dose; SF2, surviving fraction at 2Gy.
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还可直接引起 PTEN的表达，促进肿瘤细胞凋亡[12]。放射还可

诱导 EGR-1表达并与 YAP-1结合形成 EGR-1-YAP-1复合体，

复合体再诱导促凋亡蛋白基因 Bax的转录，被认为是射线引起

前列腺癌细胞凋亡的主要机制[20]。在其他的研究中，肿瘤坏死

因子凋亡诱导配体(TRAIL)和存活素(survivin)也被报道与放射

诱导 EGR-1表达引起的细胞凋亡有关[21,22]。此外，EGR-1还可抑

制 NF-资B和 bcl-2等基因的促存活功能，而增加细胞的凋亡[6]。

Egr-1在不同的肿瘤细胞中表达水平不同，且在同一肿瘤

的不同基因表型中表达水平有所不同。Ahmed等研究发现前

列腺癌细胞的放射敏感性随着 Egr-1的表达升高而增加，当 E-

gr-1被抑制后其放射敏感性下降[20]。我们实验组早期曾选择肝

癌细胞系 HepG2、SMMC-7721和正常肝细胞系 HL-7702，经 X

射线照射后，检测 Egr-1基因的表达、细胞周期和细胞凋亡的

变化，结果显示照射诱导 Egr-1基因表达水平明显增高，并有

不同程度的细胞凋亡和细胞周期的变化，说明射线诱导的 E-

gr-1基因表达水平可能与射线诱导的细胞凋亡相关[9]。我们另

一关于细胞放射敏感性的研究显示，与 Hela细胞相比较，A549

细胞 Egr-1表达水平高，放射敏感性亦明显高于 Hela细胞，提

示不同肿瘤细胞 Egr-1表达水平可能与其放射敏感性相关[23]。

本实验利用慢病毒介导 sh-RNA转染人肺腺癌 A-549 细

胞，B、C 两组细胞转染率分别达到 84.58± 1.78%和 78.86±

1.60%，说明慢病毒介导的 shRNA高效转染，Egr-1的表达被有

效抑制。克隆形成实验以单击多靶模型拟合存活曲线显示 E-

gr-1基因沉默的细胞对射线敏感显著降低。根据单击多靶模型

拟合存活曲线所得放射生物学参数除 D0、SF2外，还可同时得

出 N(外推数)和 Dq(准阈剂量)两个参数，但其中 D0和 SF2是

代表细胞放射敏感性的重要指标，是肿瘤内在放射敏感性的 "

金标准 "[24,25]。本实验中 A、B两组 D0、SF2值无明显差异，C组

比 A、B两组数值明显增大，也表明 C组细胞放射敏感性低于A、

B两组。研究结果表明人肺腺癌 A-549细胞 Egr-1基因被慢病

毒介导的 Egr-1-sh-RNA有效抑制后，细胞的放射敏感性明显降

低，说明 Egr-1基因表达水平直接影响肿瘤细胞放射敏感性。

同时，本实验从另一角度补充和证实了我们前期关于 E-

gr-1基因表达对肿瘤细胞放射敏感性具有重要影响的研究，我

们后续将通过增加 Egr-1基因表达来验证其对肿瘤细胞放射

敏感性的影响。但是，Egr-1基因表达水平对放射敏感性影响的

研究在国内外还较少，Egr-1基因在肿瘤中的表达差异和发挥

作用的机制现在的研究结果还不是非常明确，放射诱导后下游

相关基因表达变化以及基因间的相互作用还不确切，还需从分

子生物学进行深入研究。随着这些问题的深入研究和解决，E-

gr-1基因在肿瘤中的作用将进一步阐明，对肿瘤的治疗和预后

将有可能产生重大影响，特别是 Egr-1基因将有可能成为指导

肿瘤放射治疗重要的分子标志物，为实现肿瘤的个体化放疗提

供理论依据。
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