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放射增敏作用及机制研究  

夏 颖 1  王 叶 1  薛 莲 2  于 冬 1 
1（苏州大学放射医学与防护学院  苏州 215123） 

2（苏州大学公共卫生学院  苏州 215123） 

摘要  采用克隆形成实验检测 U0126 对 A549 细胞的放射增敏作用；MTT 法检测 U0126 联合 X-射线对 A549

细胞的增殖抑制作用；流式细胞术检测 U0126 联合 X-射线对 A549 细胞周期的影响；蛋白免疫印迹杂交法检

测 p-erk 蛋白在 A549 细胞中的表达；衰老相关 β-半乳糖苷酶染色检测 A549 细胞衰老的变化。结果显示，U0126

使 p-erk 蛋白表达下降，能够增加 A549 细胞的放射敏感性，放射增敏比为 1.18。单纯使用 U0126 能明显抑制

A549 细胞的增殖，诱导 G1 期细胞阻滞并具有时间依赖性和剂量依赖性。U0126 联合 X-射线也能抑制 A549

细胞的增殖，增强 G1 期细胞阻滞现象和细胞衰老现象。以上结果表明，U0126 能增加 A549 细胞的放射敏感

性，其作用机制可能与细胞周期阻滞及细胞衰老增强有关。 

关键词  抑制剂 U0126，A549 细胞，放射增敏，细胞周期阻滞，衰老 

中图分类号  R81，TL71                             DOI: 10.11889/j.1000-3436.2014.rrj.32.040201 

 

肺癌是最常见的严重威胁人类生命健康的恶性

肿瘤之一，非小细胞肺癌 (Non-small cell lung 

cancer，NSCLC)约占肺癌病例的 80%[1-2]。放射治

疗是肺癌综合治疗的重要手段。但一定程度的放射

抵抗性限制了放射治疗对 NSCLC 的效率。大量研

究人员在寻找可能的放射增敏方法[3-4]。 

MEK-ERK (Methyl ethyl ketone-extracelluar 

signal regulated kinase)通路是细胞中参与调节增殖、

分化及凋亡等信号的重要转导通路，其异常与多种

肿瘤或增殖性疾病密切相关。在肺癌、大肠癌、胰

腺癌等肿瘤细胞中均可检测到 ERK 的过表达[5]。研

究表明，抑制 MEK-ERK 通路可以抑制 CyclinD1

和 DNA-PKcs 蛋白的表达，从而增加横纹肌肉瘤的

放射敏感性[6]。但也有文献报道，在克隆形成实验

中，单独使用 U0126 时 A549 细胞的克隆存活分数

升高；联合使用 U0126 和 PI3K 抑制剂 LY294002

时 A549 细胞的克隆存活分数降低[7]。 

细胞的放射敏感性与细胞周期、氧效应和 DNA

损伤修复能力等密切相关。处于不同周期的细胞对

射线的敏感性不同。通常，M 期和 G2 期的细胞对

射线最为敏感，G1 期次之，而 S 期的细胞最不敏

感[8-9]。衰老是一种不可逆性细胞周期阻滞现象，可

由射线照射等多种刺激引起。 

本文使用 MEK 特异性抑制剂 U0126 阻断人

A549 细胞的 MEK/ERK 通路，探索增加肺癌细胞的

放射敏感性的可能性，并从细胞周期和细胞衰老两

方面来分析其可能的机制。 

1 材料与方法 

1.1 细胞、药物和照射条件 

A549 细胞购于中国科学院上海细胞库。细胞置

于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中，用含 10%的胎牛血

清的 DMEM 完全培养液培养。U0126 购自美国

Promega 公司，1 mg U0126 粉末溶于 234 L DMSO

溶液中，分装后于−20 ℃保存，加药组使用终浓度

为 10 mol·L−1。对照组加入 DMSO 溶液，终浓度

为 10 mol·L−1。X-射线照射采用美国 Radsource 公

司的 X-射线辐射仪，剂量率为 1.18 Gy·min−1。 
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1.2 克隆形成实验 

取对数生长期的细胞，以 3105 mL−1 浓度接种

于 60 mm 培养皿中。待细胞贴壁后，+DMSO 组和

+U0126 组分别加入 DMSO 和 U0126 作用 24 h。

0.25%胰蛋白酶消化并制成细胞悬液，分别依据照

射剂量不同接种不同数量的细胞。每个剂量 3 个复

皿。分别予以 0、2、4 和 6 Gy 的 X-射线照射。继

续培养 10−14 d。观察至克隆形成停止培养。细胞

用无水甲醛室温固定 10 min。1 mL 0.25%结晶紫染

色 30 min，流水缓慢洗去染液，空气干燥。计数含

有大于或等于 50 个细胞数的集落数目，并计算接种

效率(Plating efficiency, PE)和存活分数(Surviving 

fraction, SF)： 

接种效率=0 Gy 对照组形成的集落数/接种细胞

数； 

存活分数=某一剂量照射后形成的集落数/接种

细胞数/PE。 

应用单击多靶模型 SF=1−(1− e−D/D0)N拟合细胞

存活曲线，计算各组放射性敏感性参数 Dq、SF2 和

SER 值。其中，D 为吸收剂量(Gy)，D0 代表平均致

死照射剂量（曲线指数下降 63%所需的剂量。D0

值越小，放射敏感性越高），Dq 为准域剂量（代表

细胞累积亚致死性损伤的能力，为克服肩区所需的

剂量），Dq=D0lnN，N 为外推值。SF2 为 2 Gy 时

的存活分数。放射增敏比(Sensitizer enhancement 

ratio, SER)=对照组 D0/加药组 D0 。 

1.3 MTT 实验 

取对数生长期细胞制成 0.5105 mL−1 细胞悬

液，接种于 96 孔板，每孔含 5000 个细胞。待细胞

贴壁后+DMSO 组和+U0126 组分别加入 DMSO 和

U0126，继续培养 0−120 h。或待细胞贴壁后

+DMSO+4 Gy组和+U0126+4 Gy组分别加入DMSO

和 U0126 作用 24 h，予以 4 Gy X-射线照射换液并

继续培养 0−120 h。 

培养后每孔加入 5 mg·mL−1MTT 液于 37 ℃孵

育4 h。加入MTT三联溶解液（10% SDS+0.1 mol·L−1 

HCl+5% 异丙醇）孵育 8 h，待结晶物充分溶解后

用酶联免疫检测仪以波长 570 nm 测定各孔吸光度

(OD)值。 

1.4 蛋白免疫印迹杂交法 

取对数生长期细胞，以 3105 mL−1 浓度接种于

60 mm 培养皿中。待细胞贴壁后，+DMSO 组和

+U0126 组分别加入 DMSO 和 U0126，作用 24 h。

+6 Gy 组给予 6 Gy X-射线照射后换液并继续培养

30 min。培养结束后，细胞用 100−120 L RIPA 裂

解液于冰上裂解 30 min 并收集，4 ℃、10,000 r·min−1

离心 10 min后收集上清液。采用Thermo pierce BCA

蛋白定量试剂盒测定细胞蛋白浓度。计算含有 25 g

蛋白的溶液体积为上样蛋白体积。上样的总体积为

18 L。1.5 mL 的 EP 管中依次加入双蒸水、3 uL 

6SDS 上样缓冲液和样品。上样前将样品于 100 ℃

煮沸 10 min，使蛋白变性。制备 SDS-PAGE 胶，常

规电泳、转膜、封闭、一抗 4 ℃孵育过夜和二抗室

温孵育，ECL 化学发光法显色并使用化学发光仪检

测结果。 

1.5 流式细胞仪分析细胞周期 

取对数生长期的细胞，以 3105 mL−1 浓度接种

于 60 mm 培养皿中。待细胞贴壁后加入 10mol·L−1 

U0126 作用 0−72 h 。或待细胞贴壁后加入

0−30mol·L−1 U0126 作用 24 h。或待细胞贴壁后

+U0126+4 Gy组和+DMSO+4 Gy组分别加入U0126

和 DMSO 作用 24 h，予以 4 Gy X-射线照射换液并

继续培养 0−48 h。 

培养结束后，收集细胞于离心管内，PBS 洗涤

细胞一次。逐滴加入预冷的 70%乙醇溶液 2 mL，吹

散细胞，−20 ℃固定过夜。PBS 洗涤细胞一次。加

入PI染液（50g·mL−1 PI+10g·mL−1 RNA酶+0.5% 

Triton X-100+1 mg·mL−1 枸橼酸钠）1 mL 并制成单

细胞悬液，4 ℃避光孵育 30 min 后使用流式细胞仪

检测细胞周期分布。 

1.6 衰老相关-半乳糖酶染色实验 

取对数生长期的细胞，以 0.3105 mL−1的浓度

接种于 30 mm 培养皿中。待细胞贴壁后，+DMSO+ 

4 Gy组和+U0126+4 Gy组分别加入DMSO和U0126

作用 24 h，给予 4 Gy X-射线照射后换液，继续培

养 72 h。培养结束后，吸除原培养液，加入 1 mL -

半乳糖苷酶染色固定液，室温固定 10 min。吸除固

定液，用 PBS(pH=6.0)洗涤细胞 3 次，每次 3 min。

吸除 PBS，每皿加入 1 mL -半乳糖苷酶染色工作

液。37 ℃避光孵育 20 min 至 2 h，直至部分细胞的

颜色变蓝。普通光学显微镜下观察并计数衰老细胞

比例。 
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1.7 统计学处理 

采用 SPSS17.0 统计软件对数据进行处理，数据

以 x s 表示，组间均数比较采用独立样本 t 检验分

析，p<0.05 表示差异具有统计学意义。其中，*：

p<0.05, **：p<0.01, ***：p<0.001。 

2 结果 

2.1 U0126 对 A549 细胞的放射增敏作用 

剂量−细胞存活曲线见图 1a，随着剂量的增加，

细胞的存活分数明显下降。与对照组相比，U0126

联合 X-射线照射可以使 A549 细胞的存活率明显降

低。单击多靶模型的主要放射敏感性参数见表 1。

结果显示，U0126 处理后细胞平均致死剂量（D0 值）

减低，存活曲线肩区（Dq 值）变小，放射增敏比为

1.18，表明 U0126 对 A549 细胞有放射增敏作用。

如图 1c 所示，U0126 能明显抑制 A549 细胞的增殖。

随着作用时间的延长，U0126 对 A549 细胞的增殖

抑制作用越显著。如图 1d，U0126 联合 X-射线对

A549 细胞的增殖也具有明显的抑制作用。随着时间

的延长，对 A549 细胞的增殖抑制作用越显著。图

1e 表明，10mol·L−1U0126 作用 24 h 后能明显抑制

A549 细胞 p-erk 蛋白的表达。所以，U0126 通过抑

制 MEK-ERK 信号通路，能明显抑制细胞增殖，并

且 U0126 增加 A549 细胞的放射敏感性。 

 

图 1  U0126 对 A549 细胞的放射增敏作用：(a)剂量−细胞存活曲线；(b)克隆形成实验的典型图片；(c)10mol·L−1 U0126 作
用 0−120 h，MTT 实验测定细胞增殖；(d)10mol·L−1 U0126 联合 X-射线对细胞增殖的影响；(e)10mol·L−1 U0126 作用 24 h

后蛋白免疫印迹杂交实验检测 p-erk1/2 蛋白表达 
Fig 1  Effects of U0126 on radiosensitivity of A549 cells: (a) survival curves of colony formation assay; (b)representative image of 

colony formation assay; (c) viability measured by MTT assay with cells incubated with 10mol·L−1 U0126 from 0 to 120h;  
(d) effects of U0126 combinated with X-rays on cell viability of A549 cells; (e) The expression of p-erk1/2 in  

cells of U0126-treated for 24 h on Western Blot assay 
表 1  单击多靶模型的放射敏感性生物学参数及增敏比 

Table 1  Radiosensitivity parameters of one-hit multi-target formula and SER 

细胞 
Cell 

分组 
Groups 

D0 Dq N SF2 SER 

A549 +DMSO 2.36 1.37 1.78 0.63 − 
+U0126 2.01 0.74 1.45 0.49 1.18 



 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 2 0 1 4 , 3 2 : 0 4 0 2 0 1 ( 6 )   

040201-4 

2.2 U0126 对 A549 细胞的细胞周期和衰老现象

的影响 

MEK-ERK信号通路与细胞周期G1/S转换关系

密切，所以用流式细胞术检测 U0126 对 A549 细胞

的细胞周期分布的影响。如图 2a，10mol·L−1 

U0126 作用 24 h 后 G1 期细胞比例明显增加，说明

U0126 将 A549 细胞阻滞于 G1 期，并且随着 U0126

作用时间的延长和 U0126 作用浓度的升高，G1 期

阻滞现象愈显著。如图 2c，当给予 X-射线照射后，

+DMSO+4 Gy 组 G2/M 期细胞增多，于 12 h 出现明

显的 G2/M 期阻滞，而+U0126+4 Gy 组持续存在 G1

期细胞阻滞现象。如图 2d 和 2e，单纯使用 U0126

对细胞的衰老无影响。+DMSO+4 Gy组和+U0126+4 

Gy组 72 h后衰老细胞百分比分别为(23.3±0.008)%

和(27.2±0.008)%，A549 细胞的衰老现象明显增加。

以上结果说明，U0126 可以将细胞阻滞于 G1 期，

当联合 X-射线时 G1 期阻滞现象愈显著，并且细胞

衰老现象明显增加。所以，U0126 提高 A549 细胞

的放射敏感性可能与 G1 期阻滞和细胞衰老现象正

相关。 

 
图 2  U0126 对 A549 细胞的细胞周期和衰老现象的影响：(a)10mol·L−1 U0126 作用不同时间后细胞周期的变化；(b)不同浓
度 U0126 作用 24 h 后的细胞周期的变化；(c)10mol·L−1 U0126 或 DMSO 作用于 A549 细胞 24 h，继续给予 4 Gy X-射线 
照射后的 0−48 h 内细胞周期的变化；(d)衰老现象的典型图片；(e)10mol·L−1 U0126 或 DMSO 作用于 A549 细胞 24 h， 

继续给予 4 Gy X-射线照射，培养 72 h 后检测细胞衰老现象变化 
Fig 2  Effects of U0126 on cell-cycle progression and IR-induced senescence of A549 cells: (a) changes in cell-cycle progression of 

cells treated with 10mol·L−1 U0126 from 0 to 72 h; (b) changes in cell-cycle progression of cells treated with 0−30mol·L−1 
U0126 for 24 h;(c) analysis of changes in cell-cycle progression from 0 to 48 h with cells treated with 10mol·L−1 U0126 for  

24 h before 4 Gy X-ray irradiation;(d) representative image of SA--gal positive senescent cells;(e) cells were cultured for  
72 h post -irradiation and measured with SA--gal staining after being treated with U0126 for 24 h 

 

3 讨论 

随着电离辐射技术在医学领域的快速发展和放

射增敏机制的深入研究，射线照射联合化学药物的

放射增敏方法越来越受到人们的重视。本文以 A549

细胞为研究对象，对 MEK 特异性抑制剂 U0126 作

为肺癌治疗的放射增敏剂的可行性进行研究，并探

索其相关机制。 

MEK-ERK 通路是细胞中广泛存在的参与细

胞生长、增殖、分化调节等的信号转导通路。抑制
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剂 U0126 进入细胞内，结合在 MEK 的特定位点上，

修饰改变 MEK 的三维结构，使其 ATP 结合位点不

能被上游激酶磷酸化，从而抑制磷酸基转移到 ERK

的活性位点，有效抑制 MEK/ERK 信号通路。据研

究，在 IGF-1R 缺失的小鼠胚胎成纤维母细胞中，

当高表达 MEK/ERK 信号通路时，细胞具有一定的

放射抵抗性[10]。单独使用 MEK 抑制剂或者 PI3K 抑

制剂时 A549 细胞的 SF 值升高；联合使用 MEK 抑

制剂和 PI3K 抑制剂时 A549 细胞的 SF 值降低。而

对于不含 K-12 GGT→AGT 的 K-RAS 突变的

HNCCUM-02T 细胞，单独使用 MEK 抑制剂 U0126

即可明显降低其存活分数[7]。细胞内的 DSBs 修复

机制是影响放射敏感性的重要方面。应用 siERK 技

术抑制 ERK 表达后，采用流式细胞仪检测 A549 细

胞，其非同源末端连接修复能力明显降低[11]。 

在本实验研究中，克隆形成实验证实抑制剂

U0126 增加 A549 细胞的放射敏感性，根据单击多

靶模型拟合剂量−存活曲线，其放射增敏（SER）比

为 1.18。+U0126+4Gy X-射线明显抑制细胞增殖，

G1 期细胞比例明显增高，衰老细胞比例增加。虽然

单纯+U0126 处理也使 G1 期细胞比例增高，但其总

体周期分布规律与+U0126+4 Gy X-射线组是不同

的。单纯+10mol·L−1U0126 作用 24 h 后主要使细

胞从 S 期和 G2/M 期趋向于 G1 期。撤除药物后细

胞从 G1 期进入 S 期和 G2/M 期，G1 期细胞比例减

少，S 期和 G2/M 期细胞比例增加（数据未显示）。

即使 10mol·L−1 U0126 持续作用至 48 和 72 h，亦

未见 G1 期细胞比例继续增加，而是 G1 期细胞比例

逐渐减少，S 期和 G2/M 期细胞比例分别增加。在

+U0126+4 Gy X-射线组，当 10mol·L−1  U0126

处理 24 h G1 期细胞比例为 78.9%时，联合应用 X-

射线照射后，G1 期细胞比例继续增加，主要是细胞

从 S 期趋向于 G1 期，直至联合作用后的第 48 h。

并且在+U0126+4 Gy X-射线联合作用的 72 h 的衰

老相关-半乳糖苷酶染色实验显示，衰老细胞比例

明显增加。 

综上所述，抑制剂 U0126 的放射增敏作用的机

制可能是通过改变细胞周期分布，促使 G1 期细胞

阻滞现象持续存在，使细胞衰老增多。本研究为临

床的非小细胞肺癌放射治疗和U0126的联合应用提

供了实验依据。 
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The radiosensitizing effects of MEK inhibitor U0126 on  

A549 cells and its molecular mechanism 
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ABSTRACT  The radiosensitizing effects of MEK inhibitor U0126 on A549 cells were determined by colony 

forming assay. A549 cells were exposed to X-ray with or without U0126 treatment. MTT assay was used to evaluate 

the cell viability. Cell cycle distribution was analyzed by flow cytometry. Expression of p-erk protein was confirmed 

by Western Blot. SA-β-gal assay was used to measure the phenomenon of senescence. The results showed that U0126 

could decrease the expression of p-erk protein while enhance the radiosensitivity of A549 cells, and the SER was 1.18. 

ERK inhibition significantly suppressed cell viability and induced G1-phase arrest. After treatment of U0126 com-

bined with X-ray irradiation, the phenomenon of G1-phase arrest and senescence appeared more obvious. U0126 can 

enhance the radiosensitivity of A549 cells. The radiosensitizing effects of U0126 on A549 cells may contribute to the 

increase in phenomenon of G1-phase arrest and senescence. 

KEYWORDS  MEK inhibitor U0126, A549 cells, Radiosensitization, Cell cycle arrest, Senescence 
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