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　　［摘要］　目的　研究下调ＡＤＡＲ１基因表达对肺腺癌细胞放射敏感性的影响。方法　慢病毒转染
下调肺腺癌细胞Ａ５４９的ＡＤＡＲ１基因，分别设阴性对照组（ｓｈＮＣ）和 ＡＤＡＲ１敲降组（ｓｈＡＤＡＲ１），同时
以单次剂量０Ｇｙ和６ＧｙＸ射线照射为干预条件。采用蛋白免疫印迹和ＲＴｑＰＣＲ分别检测Ａ５４９细胞
转染后ＡＤＡＲ１的蛋白和ｍＲＮＡ表达水平。ＣＣＫ８实验、伤口愈合实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测细胞
增殖、迁移能力。克隆形成实验检测下调 ＡＤＡＲ１对 Ａ５４９细胞放射敏感性的影响。流式细胞术、蛋白
免疫印迹实验检测细胞凋亡及相关蛋白 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２的表达水平。细胞免疫荧光、蛋白免疫印迹实验
检测γＨ２ＡＸ的表达水平。彗星实验检测细胞ＤＮＡ损伤程度。４～６周、体质量１６～１８ｇ雌性裸鼠１２只，
用随机数表法分为（ｎ＝３）：ｓｈＮＣ组、ｓｈＡＤＡＲ１组、阴性对照联合电离辐射（Ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＩＲ）组
（ｓｈＮＣ＋ＩＲ）和ＡＤＡＲ１敲低联合ＩＲ组（ｓｈＡＤＡＲ１＋ＩＲ），通过皮下成瘤实验检测不同组细胞在体内生长
情况。结果　蛋白免疫印迹和ＲＴｑＰＣＲ实验显示Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞ＡＤＡＲ１的蛋白及ｍＲＮＡ表达量
均明显降低（Ｐ＜０．０５）。ＣＣＫ８实验、伤口愈合实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验结果显示下调 ＡＤＡＲ１抑制
Ａ５４９细胞的增殖、迁移能力，ＩＲ后这种抑制趋势更加明显（Ｐ＜０．０１）。细胞克隆形成实验结果显示随
着辐射剂量增加，两组的克隆形成率均有下降，但ｓｈＡＤＡＲ１组形成的克隆数低于ｓｈＮＣ组。流式细胞术
及蛋白免疫印迹实验结果显示下调ＡＤＡＲ１增加Ａ５４９细胞凋亡率、Ｂａｘ蛋白表达（Ｐ＜０．０１），减少Ｂｃｌ２
蛋白表达（Ｐ＜０．０５），ＩＲ后Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞凋亡率、Ｂａｘ蛋白水平进一步升高（Ｐ＜０．０１），Ｂｃｌ２蛋白
水平进一步降低（Ｐ＜０．０１）。Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞经ＩＲ后γＨ２ＡＸｆｏｃｉ数目及蛋白表达量明显升高（Ｐ＜
０．０５），彗星实验结果显示Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞经ＩＲ后 ＤＮＡ损伤更加明显（Ｐ＜０．０１）。裸鼠皮下成瘤
实验结果显示 Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞皮下成瘤经 ＩＲ后其生长受到明显抑制（Ｐ＜０．０１）。结论　下调
ＡＤＡＲ１可显著抑制ＩＲ后Ａ５４９细胞的增殖、迁移，促进细胞凋亡及 ＤＮＡ损伤，从而增加肺腺癌细胞的
放射敏感性。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＡＤＡＲ１；ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＤＮＡｄａｍａｇｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８２２７３５７２）ａｎｄｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＣＴ２０２１ｊｓｃｘｇｋｓｂＮ００２２）．
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹＡＮＧＺｈｅｎｚｈｏｕ，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｚｚ＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　肺癌是导致癌症相关死亡的最常见原因［１］，中国

肺癌的新发病例和癌症相关死亡人数在所有癌症中均

占比第一［２］。大约 ８５％的肺癌病理类型为非小细胞
肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ），其中肺腺癌
（ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＵＡＤ）是最主要的病理类型［３］，

５年生存率低于２０％［４］。放射治疗是治疗 ＬＵＡＤ的有
效方法，但绝大多数ＬＵＡＤ患者在接受放射治疗后会产
生放射抵抗，导致治疗失败［５］。因此，寻找提高肺腺癌

细胞放射敏感性的有效方法至关重要。

　　ＲＮＡ编辑是哺乳动物中广泛存在的转录后修饰，
是肿瘤生物学的一种重要机制［６］。ＲＮＡ特异性腺苷
脱氨酶 １（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｄｅａｍｉｎａｓｅａｃｔｉｎｇｏｎＲＮＡ１，
ＡＤＡＲ１）是一种 ＲＮＡ编辑酶，催化腺苷脱氨为肌苷
（ＡｔｏＩ）［７］，其过度编辑现象发生在许多癌症中，如肺
癌［８］、肝癌［９］、慢性粒细胞白血病［１０］、食管癌［１１］，且大

多数促进癌症进展，本课题组前期研究表明肺腺癌患

者 ＡＤＡＲ１表达水平升高，且与淋巴结转移相关［１２］。

有研究表明，缺失 ＡＤＡＲ１的黑色素瘤细胞经电离辐

射（Ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＩＲ）后在动物体内生长受到明显
抑制［１３］，提示ＡＤＡＲ１的缺失与肿瘤细胞的放射敏感
性相关，而ＡＤＡＲ１如何影响肿瘤细胞的放射敏感性，
其具体机制尚不清楚。因此，本研究通过慢病毒感染

肺腺癌细胞，建立低表达 ＡＤＡＲ１基因的稳定细胞株，
探究ＡＤＡＲ１基因对肺腺癌细胞放射敏感性的影响，
以期为肺腺癌放射治疗提供新的思路和理论依据。

１　材料与方法

１．１　细胞系和主要试剂
　　人肺腺癌细胞系Ａ５４９（购自美国ＡＴＣＣ公司），慢
病毒质粒载体及转染试剂盒（购自汉恒生物公司），

ＣＣＫ８试剂盒、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒、
ＲＩＰＡ蛋白裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（购自碧
云天公司），胎牛血清（购自硕华公司），ＤＭＥＭ培养基
（购自源培生物公司），γＨ２ＡＸ、ＧＡＰＤＨ、Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体
（购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司），Ｂａｘ、Ｂｃｌ２
抗体（购自美国 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司），荧光二抗
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（购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＲＮＡ快速提取试剂盒、反
转录试剂预混液、ＰＣＲ试剂盒（购自艾科瑞生物公
司），彗星分析试剂盒（购自美国ＣｅｌｌＢｉｏｌａｂｓ公司）。
１．２　细胞培养及慢病毒转染
　　人肺腺癌细胞 Ａ５４９在含有１０％ＦＢＳ和１％青链
霉素的ＤＭＥＭ培养基，５％ＣＯ２，３７℃的加湿培养箱中
培养。通过转染试剂将慢病毒质粒载体转染到 Ａ５４９
细胞中，并经过１μｇ／ｍＬ嘌呤霉素筛选出慢病毒转染
的Ａ５４９细胞。ＡＤＡＲ１基因敲降序列：５′ＧＣＣＣＡＣＴＧ
ＴＴＡＴＣＴＴＣＡＣＴＴＴ３′；空白对照序列：５′ＴＣＴＣＧＣＴＴＧＧ
ＧＣＧＡＧＴＡＡＧ３′。
１．３　辐射条件
　　利用直线加速器（Ｉｎｆｉｎｉｔｙ，日本），以单次剂量
６ＧｙＸ射线照射细胞，照射条件：室温，６Ｍｖ，剂量率
４００ｃＧｙ／ｍｉｎ，源靶距１００ｃｍ，照射面积２０ｃｍ×２０ｃｍ，
射影覆盖全部细胞，培养皿上方放置１ｃｍ的补偿板。
１．４　ＣＣＫ８实验
　　将 Ａ５４９ｓｈＮＣ和 Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞以 ４×１０３

个／孔接种于９６孔板中，在细胞培养箱中培养２４ｈ，ＩＲ
处理后２４、４８和７２ｈ，分别每孔中加入１０μＬＣＣＫ８
试剂，孵育 ２ｈ后，多功能酶标仪（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ，
美国）测定光密度Ｄ（４５０）。
１．５　伤口愈合实验
　　将Ａ５４９ｓｈＮＣ和Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞接种到６孔
板中，经ＩＲ处理，当细胞密度达到８０％时，更换为无血
清培养基，饥饿过夜。然后用无菌１０μＬ移液器枪头
垂直于孔底均匀划痕，ＰＢＳ清洗去除细胞碎片，在 ０、
２４ｈ通过倒置荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）采集图像。
１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验
　　用无血清培养基饥饿培养 Ａ５４９ｓｈＮＣ和 Ａ５４９
ｓｈＡＤＡＲ１细胞２４ｈ后，重悬细胞到 ２．５×１０５个／ｍＬ，
于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室中加入２００μＬ，小室下室中加入
５００μＬ含１０％ＦＢＳ的完全培养基，经ＩＲ处理２４ｈ后，
用４％多聚甲醛固定细胞３０ｍｉｎ，结晶紫染色１０ｍｉｎ，
用棉签去除小室上室细胞，应用倒置显微镜采集图像。

在５个随机选择的视野中计算迁移细胞数目。
１．７　克隆形成实验
　　将对数生长的Ａ５４９ｓｈＮＣ和Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞
分别以每孔４００、８００、１２００、１６００、２０００个细胞数接种
于６孔板，设置 ３个复孔。细胞贴壁以后，分别给予
０、２、４、６、８Ｇｙ的单次剂量照射，并继续培养１３～１４ｄ，
每３～５ｄ换液。菌落形成后，用４％多聚甲醛固定细
胞３０ｍｉｎ，结晶紫染色２０ｍｉｎ，统计至少含５０个细胞
的菌落数量。计算克隆形成率（ｐｌａｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＥ）
＝菌落数／接种的细胞数×１００％，存活分数（ｓｕｒｖｉｖａｌ

ｆｒａｃｔｉｏｎ，ＳＦ）＝实验组ＰＥ／对照组ＰＥ，通过多靶点单击
模型拟合细胞存活曲线。

１．８　流式细胞术
　　将Ａ５４９ｓｈＮＣ和Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞（１×１０５个／
孔）在 ６孔板中培养过夜，经 ＩＲ处理后，继续培养
２４ｈ，重悬细胞，用ＰＢＳ清洗细胞２次，再参照试剂盒
说明书，使用膜联蛋白ＶＦＩＴＣ和ＰＩ染色，通过流式细
胞仪检测（Ｂｅｃｋｍａｎ，美国）不同组细胞凋亡。
１．９　蛋白免疫印迹实验
　　利用ＲＩＰＡ缓冲液裂解不同组细胞提取蛋白质，
通过ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白质浓度。使
用１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分离细胞蛋白质（每孔 ２０μｇ），然
后转移至 ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂牛奶封闭１ｈ，与 γ
Ｈ２ＡＸ抗体（１∶１０００），Ｂａｘ抗体（１∶１０００），Ｂｃｌ２抗体
（１∶１０００）在４℃下孵育过夜。随后将膜与二抗在室
温下孵育１ｈ，通过与 ＥＣＬ化学发光底物检测试剂反
应，最终在凝胶成像仪成像。

１．１０　ＲＴｑＰＣＲ实验
　　根据 ＲＮＡ快速提取试剂说明书提取 Ａ５４９ｓｈＮＣ
和Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞ＲＮＡ，使用反转录试剂预混液
合成 ｃＤＮＡ，然后利用 ｃＤＮＡ，进行 ＲＴｑＰＣＲ。使用
２－ΔΔＣｔ方法计算目的基因的相对表达。引物序列如下：
ＡＤＡＲ１，正向：５′ＴＣＴＧＡＣＴＣＣＴＣＴＧＣＣＣＴＧＡＡ３′，反
向：５′ＴＡＴＧＧＧＡＧＧＧＧＴＴＧＴＣＣＣＴＴ３′；βａｃｔｉｎ：正向：
５′ＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ３′，反向：５′ＣＴＡＡＧＴＣ
ＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡ３′。
１．１１　细胞免疫荧光染色
　　 将 ０．５×１０５ 个细胞的 Ａ５４９ｓｈＮＣ和 Ａ５４９
ｓｈＡＤＡＲ１细胞接种到带有细胞爬片的 ２４孔板中，待
贴壁后，ＩＲ处理２ｈ，用ＰＢＳ清洗３次，４％多聚甲醛固
定２０ｍｉｎ，０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育５ｍｉｎ，５％ＢＳＡ在室
温下封闭１ｈ，然后将细胞爬片与兔抗人γＨ２ＡＸ抗体
（１∶２００）在 ４℃下孵育过夜。与羊抗兔荧光二抗
（１∶１０００）在室温避光中孵育 １ｈ，然后用 ＤＡＰＩ染色
１５ｍｉｎ，抗荧光淬灭剂封片，用正置荧光显微镜
（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）采集荧光图。
１．１２　彗星实验
　　将 Ａ５４９ｓｈＮＣ和 Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞分别以 ０、
６ＧｙＸ线照射２ｈ后重悬细胞并置于冰上，根据彗星
分析试剂盒实验步骤说明书进行修改，对每份样本的

１．５×１０４个细胞进行碱性彗星实验，并用荧光显微镜
采集图像。通过ＩｍａｇｅＪＯｐｅｎＣｏｍｅｔ软件分析每个样本
中随机５０个细胞。
１．１３　裸鼠皮下成瘤
　　选择１２只，４～６周龄 ＳＰＦ级（无特定病原体）雌
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性裸鼠购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，［许

可证号 ＳＣＸＫ（湘）２０１９０００４］，体质量１６～１８ｇ，适应
新环境 １周。将对数生长期的 Ａ５４９ｓｈＮＣ和 Ａ５４９
ｓｈＡＤＡＲ１细胞用无血清培养基洗涤两次，制备成单细
胞悬液（１×１０７个，１００μＬＰＢＳ），按照随机数字表法分
组，皮下注射至每只小鼠的左侧腋窝外侧。当肿瘤大

小达到约５ｍｍ×５ｍｍ×５ｍｍ时，用６ＧｙＸ射线照射
肿瘤。每３ｄ用游标卡尺测量肿瘤直径，并使用公式
（体积＝１／２×长度×宽度２）计算肿瘤体积。３０ｄ后，解
剖肿瘤并用４％多聚甲醛固定以分析病理。所有动物
实验均得到重庆医科大学附属第二医院动物实验伦理

委员会批准。

１．１４　统计学方法
　　本研究使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件绘图和分析
不同组细胞ＡＤＡＲ１蛋白及ｍＲＮＡ表达水平，增殖、迁
移、凋亡能力，Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｈ２ＡＸ蛋白表达水平和成瘤
体积、体质量，使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析 ＤＮＡ损伤水平，
两组间的比较进行独立样本ｔ检验，数据用 珋ｘ±ｓ表示，
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　慢病毒转染 Ａ５４９细胞，构建稳定转染的 Ａ５４９
ｓｈＡＤＡＲ１细胞

　　慢病毒转染Ａ５４９细胞３ｄ，经１μｇ／ｍＬ嘌呤霉素

筛选４ｄ后荧光显微镜观察显示：Ａ５４９ｓｈＮＣ细胞和
Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞均有极强绿色荧光强度（图１Ａ）。
免疫印迹实验和 ＲＴｑＰＣＲ实验检测 ＡＤＡＲ１蛋白及
ｍＲＮＡ表达水平，与Ａ５４９ｓｈＮＣ组比较，Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１
组细胞的ＡＤＡＲ１蛋白及 ｍＲＮＡ表达水平明显下降，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ～Ｄ）。
２．２　下调ＡＤＡＲ１显著抑制ＩＲ后Ａ５４９细胞增殖、迁移
　　ＣＣＫ８实验结果显示：下调 ＡＤＡＲ１后 Ａ５４９细胞
的增殖能力下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而
在ＩＲ后Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞的增殖能力进一步受到
抑制（Ｐ＜０．０１，图２Ａ、Ｂ），提示下调ＡＤＡＲ１抑制ＩＲ后
Ａ５４９细胞的增殖能力。伤口愈合实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实
验检测结果显示：下调 ＡＤＡＲ１后 Ａ５４９细胞的迁移能
力下降（Ｐ＜０．０１），而在 ＩＲ后 Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞的
迁移能力进一步受到抑制（Ｐ＜０．０１，图２Ｃ～Ｆ）。
２．３　下调ＡＤＡＲ１显著增加Ａ５４９细胞的放射敏感性
　　克隆形成实验用于评估细胞增殖能力，同时是检
测细胞放射敏感性的重要标准。与 Ａ５４９ｓｈＮＣ组比
较，Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１组在不同剂量（０、２、４、６和８Ｇｙ）Ｘ
射线照射后形成的细胞克隆数量明显减少；在相同照

射剂量下细胞的集落形成能力受到更强的抑制

（图３）。提示下调 ＡＤＡＲ１可提高 Ａ５４９细胞的放射
敏感性。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ组比较
Ａ：慢病毒转染Ａ５４９细胞的绿色荧光强度；Ｂ：蛋白免疫印迹实验检测慢病毒转染Ａ５４９细胞后ＡＤＡＲ１蛋白表达水平；
Ｃ：ＡＤＡＲ１蛋白表达的定量分析；Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ实验检测慢病毒转染Ａ５４９细胞后ＡＤＡＲ１ｍＲＮＡ表达水平

图１　Ａ５４９细胞感染ＡＤＡＲ１ｓｈＲＮＡ慢病毒后转染效率及感染后ＡＤＡＲ１蛋白和ｍＲＮＡ水平检测　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

１８３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１，与ｓｈＮＣ组比较
Ａ、Ｂ：ＣＣＫ８实验检测Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞与Ａ５４９ｓｈＮＣ细胞在 ＩＲ后细胞增殖能力；Ｃ、Ｅ：伤口愈合实验检测 Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１
细胞和Ａ５４９ｓｈＮＣ细胞在ＩＲ后的迁移能力；Ｄ、Ｆ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞和Ａ５４９ｓｈＮＣ细胞在ＩＲ后的迁
移能力

图２　下调ＡＤＡＲ１抑制ＩＲ后Ａ５４９细胞增殖、迁移　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．４　下调ＡＤＡＲ１显著增加ＩＲ后Ａ５４９细胞的凋亡
　　分别给予 ０、６ＧｙＸ射线照射 Ａ５４９ｓｈＮＣ、Ａ５４９
ｓｈＡＤＡＲ１细胞２４ｈ后，流式细胞术检测显示：ＩＲ组细
胞凋亡率较非ＩＲ组明显增大（Ｐ＜０．００１），ｓｈＡＤＡＲ１＋
ＩＲ组较 ｓｈＮＣ＋ＩＲ组凋亡率升高（Ｐ＜０．０５），提示下调
ＡＤＡＲ１促进ＩＲ诱导Ａ５４９细胞凋亡（４Ａ、Ｂ）。免疫印
迹实验结果显示：ＩＲ组较非 ＩＲ组 Ｂａｘ蛋白表达明显
升高（Ｐ＜０．００１），Ｂｃｌ２蛋白表达明显降低（Ｐ＜０．００１）；

ｓｈＡＤＡＲ１＋ＩＲ组较ｓｈＮＣ＋ＩＲ组Ｂａｘ蛋白表达升高（Ｐ＜
０．０５），Ｂｃｌ２蛋白表达降低（Ｐ＜０．００５），见图４Ｃ～Ｅ。
表明下调 ＡＤＡＲ１显著增加 ＩＲ诱导 Ａ５４９细胞凋亡，
提高细胞的放射敏感性。

２．５　下调ＡＤＡＲ１诱导Ａ５４９细胞的ＤＮＡ损伤
　　ＩＲ损伤主要通过诱导 ＤＮＡ损伤介导，因此进一
步评估ＡＤＡＲ１介导的肺腺癌细胞放射敏感性增强是
否与 ＤＮＡ损伤增加相关。对对数生长期的 Ａ５４９

２８３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｓｈＮＣ和Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞分别给予０、６ＧｙＸ射线
照射，２ｈ后进行彗星实验检测（图 ５Ａ），结果表明下
调 ＡＤＡＲ１可引起 ＤＮＡ损伤，这与既往报道相一
致［１４－１５］。ＩＲ处理后 Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞具有更长的
拖尾，彗星尾部 ＤＮＡ占比更高（图５Ａ、Ｄ），提示 ＤＮＡ
损伤更为严重。γＨ２ＡＸ是重要的 ＤＮＡ双链断裂
（ＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，ＤＳＢ）的标志物［１６］，图５Ｃ为
照射后２ｈ，γＨ２ＡＸｆｏｃｉ荧光染色代表图，图５Ｂ、Ｅ为
照射后２ｈ，γＨ２ＡＸ蛋白表达情况，均可发现γＨ２ＡＸ

表达量明显升高（Ｐ＜０．０５），表明下调ＡＤＡＲ１联合 ＩＲ
可通过诱导更多ＤＢＳ从而增加Ａ５４９细胞的ＤＮＡ损伤。
２．６　下调ＡＤＡＲ１联合 ＩＲ协同抑制异种移植小鼠模

型中的肿瘤生长

　　将Ａ５４９ｓｈＮＣ和Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１细胞皮下注射在
裸鼠中，并且在第１０ｄ给予６ＧｙＸ射线照射肿瘤，每
３ｄ测量体积直至处死小鼠。如图 ６所示，与 Ａ５４９
ｓｈＮＣ比较，经ＩＲ后Ａ５４９ｓｈＡＤＡＲ１组的肿瘤生长明显
受到抑制，表现为肿瘤大小、体积和重量均明显减少。
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Ａ：克隆形成实验检测在不同剂量Ｘ射线照射后细胞克隆形成数量；Ｂ：多靶单击模型拟合生存曲线图

图３　下调ＡＤＡＲ１增加Ａ５４９细胞放射敏感性
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１：ｓｈＮＣ组；２：ｓｈＡＤＡＲ１组；３：ｓｈＮＣ＋ＩＲ组；４：ｓｈＡＤＡＲ１＋ＩＲ组　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与ｓｈＮＣ组比较；ｄ：Ｐ＜０．００１，
与ｓｈＡＤＡＲ１组比较；ｅ：Ｐ＜０．０５，ｆ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ＋ＩＲ组比较
Ａ、Ｂ：ＩＲ处理２４ｈ后各组Ａ５４９细胞ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ流式细胞术分析结果；Ｃ：ＩＲ处理２４ｈ后各组Ａ５４９细胞蛋白免疫印迹检测
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达水平；Ｄ、Ｅ：Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达的定量分析

图４　下调ＡＤＡＲ１增加ＩＲ后Ａ５４９细胞凋亡　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３８３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）
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１：ｓｈＮＣ组；２：ｓｈＡＤＡＲ１组；３：ｓｈＮＣ＋ＩＲ组；４：ｓｈＡＤＡＲ１＋ＩＲ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＮＣ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．００１，与ｓｈＮＣ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与 ｓｈＮＣ＋ＩＲ组比较；ｅ：Ｐ＜０．０１，与 ｓｈＮＣ＋ＩＲ组比较；ｆ：Ｐ＜０．０１，与 ｓｈＡＤＡＲ１组比
较；ｈ：Ｐ＜０．００１，与ｓｈＡＤＡＲ１组比较
Ａ：ＩＲ处理后２ｈ进行碱性彗星实验分析Ａ５４９细胞的ＤＮＡ损伤；Ｂ：蛋白免疫印迹实验检测ＩＲ处理后２ｈ测量Ａ５４９细胞
的γＨ２ＡＸ蛋白的表达水平；Ｃ：ＩＲ处理后２ｈ对Ａ５４９细胞行 γＨ２ＡＸ免疫荧光染色　红色：示 γＨ２ＡＸ；蓝色：示 ＤＡＰＩ。
Ｄ：示ＤＮＡ损伤定量分析。Ｅ：示Ａ５４９细胞γＨ２ＡＸ蛋白表达的定量分析

图５　下调ＡＤＡＲ１增强ＩＲ后Ａ５４９细胞ＤＮＡ损伤　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

４８３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：ｓｈＮＣ组；２：ｓｈＮＣ＋ＩＲ组；３：ｓｈＡＤＡＲ１组；４：ｓｈＡＤＡＲ１＋ＩＲ组；ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．００１，与 ｓｈＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与 ｓｈＮＣ＋ＩＲ
组比较；ｄ：Ｐ＜０．００１，与ｓｈＡＤＡＲ１组比较

Ａ：异种移植瘤的大体观察；Ｂ：肿瘤体积；Ｃ：肿瘤体质量

图６　下调ＡＤＡＲ１抑制ＩＲ后Ａ５４９细胞异种移植小鼠模型中肿瘤生长　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３　讨论

　　肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，ＬＵＡＤ是
肺癌中最主要的病理类型，因其早期无明显临床症状，

确诊时多为晚期，预后及生存率差［４］。放射治疗作为

晚期肺癌患者的重要治疗手段，但与小细胞肺癌比较，

放射治疗对 ＬＵＡＤ的效果较差［５］。尽管由于过去几

十年来放疗相关技术的不断改进，包括三维适形放疗、

质子和重离子放疗，使这些技术的靶向准确性和有效

性不断提高［１７－１８］。然而，肺腺癌细胞的放射敏感性较

差，放射治疗最终会导致肿瘤细胞产生放射抗性，从而

治疗失败或肿瘤复发。因此，寻求增加肺腺癌细胞放

射敏感性的作用靶点具有重要的临床意义。

３．１　ＡＤＡＲ１参与抑制辐照下肺腺癌细胞增殖和迁移
并促进细胞凋亡

　　ＲＮＡ的稳定性、ＲＮＡ与蛋白质之间的相互作用以
及蛋白质的正确翻译是推动正常细胞向恶性肿瘤转变

的重要因素。ＡＤＡＲ１作为一种重要的 ＲＮＡ编辑酶，
其介导的 ＲＮＡ编辑对哺乳动物的生存至关重要。
ＡＤＡＲ１在 ＮＳＣＬＣ中 ｍＲＮＡ和蛋白水平均存在过表
达，且这种现象在 ＬＵＡＤ中更为突出［１２］。有研究表

明，ＡＤＡＲ１过度编辑的 ＡＺＩＮ１ＲＮＡ可增加 ＬＵＡＤ细
胞的迁移、黏附能力［１９］。ＡＤＡＲ１介导的 ＲＮＡ编辑可
激活ＦＡＫ促进 ＬＵＡＤ细胞增殖、迁移、侵袭［２０］。同

时，ＡＤＡＲ１也被证实具有不依赖于ＲＮＡ编辑的作用。
在黑色素瘤中，ＡＤＡＲ１通过调控ＩＴＧＢ３从而促进黑色
素瘤的生长和侵袭［２１］。此外，有研究表明，ＩＲ可显著
抑制ＡＤＡＲ１缺失的肿瘤细胞在动物体内生长［１３］。本

研究通过慢病毒转染肺腺癌 Ａ５４９细胞，构建低表达
ＡＤＡＲ１基因的细胞株。研究发现，下调 ＡＤＡＲ１可抑
制Ａ５４９细胞的增殖、迁移，予以 ＩＲ后，两组细胞间的
差异更加明显。说明下调 ＡＤＡＲ１后 Ａ５４９细胞对放
射性的敏感性增高。同时通过细胞克隆实验测量集落

形成，我们验证了下调 ＡＤＡＲ１使 Ａ５４９细胞对辐射更

加敏感。Ｂａｘ和Ｂｃｌ２是Ｂｃｌ２家族中最具代表性的促
进凋亡和抑制凋亡蛋白，它们在调控肿瘤细胞凋亡方

面发挥着重要作用［２２］。本研究结果表明，下调

ＡＤＡＲ１可增加ＩＲ后Ａ５４９细胞的凋亡率，同时Ｂａｘ蛋
白表达增加、ＢＣＬ２蛋白表达下降，提示下调 ＡＤＡＲ１
可促进ＩＲ后 Ａ５４９细胞凋亡，增加放射敏感性。上述
实验结果表明，下调 ＡＤＡＲ１联合 ＩＲ可以进一步抑制
肺腺癌细胞增殖、迁移，促进细胞凋亡，增加细胞放射

敏感性，为 ＡＤＡＲ１可能成为肺腺癌放射增敏的作用
靶点提供了新思路。

３．２　ＡＤＡＲ１通过参与 ＤＮＡ损伤修复调控肺腺癌细
胞放射敏感性

　　有研究表明，在下调 ＡＤＡＲ１的乳腺癌细胞中，
ＤＮＡ损伤应答减少［２３］。因此，我们推测 ＡＤＡＲ１可能
参与ＩＲ后细胞 ＤＮＡ损伤，从而影响细胞的放射敏感
性。ＩＲ诱导的 ＤＮＡ损伤主要包括碱基和糖损伤、单
链断裂、双链断裂、成簇 ＤＮＡ损伤和共价链内或链间
交联，其中 ＤＳＢ被认为是细胞对 ＩＲ死亡的主要机
制［２４］。γＨ２ＡＸ是ＤＢＳ标志物，与肿瘤放射敏感性呈
正相关［１６］。我们的研究结果表明，ｓｈＡＤＡＲ１＋ＩＲ组细
胞受到更严重的 ＤＮＡ损伤，γＨ２ＡＸ表达量更高，提
示我们下调ＡＤＡＲ１联合 ＩＲ可通过诱导 ＤＳＢ而增加
肺腺癌细胞的 ＤＮＡ损伤。在体内实验中，ｓｈＡＤＡＲ１＋
ＩＲ组肿瘤的生长同样受到明显的抑制。上述实验结
果表明，下调ＡＤＡＲ１增强Ａ５４９细胞放射敏感性可能
与ＩＲ后ＤＳＢ增加所致ＤＮＡ损伤有关，而参与ＤＳＢ信
号传导和修复的途径对于保护基因组稳定性和放射治

疗的结果至关重要［２５］，为我们后续研究提供了思路。

　　综上所述，下调 ＡＤＡＲ１可显著抑制电离辐射后
肺腺癌细胞的增殖、迁移，促进细胞凋亡及ＤＮＡ损伤，
从而增加肺腺癌细胞的放射敏感性。因此，ＡＤＡＲ１可
能是肺腺癌放射增敏的靶点，但 ＡＤＡＲ１参与肺腺癌
放射增敏的具体分子机制仍有待深入研究，本研究旨

在为这些前景提供理论依据。

５８３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）
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