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AS1411 辐射增敏机理的研究  
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摘要  为研究 AS1411 对宫颈癌 HeLa 细胞的辐射增敏机理，采用 γ-H2AX 免疫荧光法观察 HeLa 细胞 DNA 损

伤情况；流式细胞术检测 AS1411 对 HeLa 细胞周期及凋亡的影响。结果显示：经 AS1411 预处理的 HeLa 细

胞核内 DNA 断裂点数目明显增多；AS1411 预处理不影响由辐射引起的细胞周期阻滞，但能够促进辐射诱导

的 HeLa 细胞凋亡率的增长。AS1411 通过阻止由辐射引起的 DNA 损伤的修复及诱发细胞凋亡增加 HeLa 细胞

的辐射敏感性，但此作用机理与细胞周期无关。 
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核仁素是核仁中含量最丰富的磷酸化蛋白，它

具有多种生物学功能：调控核糖体的合成与成熟，

参与细胞增殖、生长、胞质分裂、染色质复制、核

仁的发生等。核仁素在正常细胞中分布在细胞内，

但在肿瘤细胞和快速分裂细胞的细胞质中过度表达

并转移到细胞膜[1-2]。AS1411 是核仁素的特异性核

酸适配体，可以与肿瘤细胞表面的核仁素特异性结

合[3-4]。AS1411 是含 26 个碱基的 G4 序列核酸，目

前已作为抗癌药物进入二期临床试验研究，显示出

积极的抗肿瘤细胞增殖活性[5-6]。AS1411 通过干扰

各种增殖信号以破坏核仁素及其结合伴侣的相互作

用来提高它的抗肿瘤细胞增殖作用，这些信号通路

有 NF-kB 通路、PRMT5 致癌基因通路和 bcl-2 抗凋

亡途径等[3-7]。本课题组通过克隆形成实验已经证明

AS1411联合X射线能够降低照射后HeLa细胞的存

活率，且 HeLa 细胞在 AS1411 浓度为 500 nmol·L−1

时的放射增敏比(SER)达到 1.89[8]。本研究以人宫颈

癌细胞 HeLa 为对象，从 DNA 损伤、细胞周期和细

胞凋亡检测方面进一步研究 AS1411 的辐射增敏机

理，为其应用于肿瘤放射治疗提供实验依据。 

1 材料与方法 

1.1 主要试剂和仪器 

AS1411 及其对照适配体 cApt（生工生物工程

（上海）有限公司），AS1411 序列为 5'-TTG GTG 

GTG GTG GTT GTG GTG GTG GTG G-3'，cApt 序

列为 5'-TTC CTC CTC CTC CTT CTC CTC CTC 

CTC C-3'。DMEM 细胞培养基、小牛血清（美国

Gibco 公司）、胰酶（苏州恩泰试剂有限公司）、碘

化丙啶(Propidium iodide, PI)染料（自美国 Sigma 公

司）、抗 γ-H2AX 小鼠单克隆抗体（自美国 Upstate

公司）、二抗(羊抗鼠-FITC)（苏州工业园区博美达

试剂仪器有限公司）、BSA（Roche 公司）、TritonX100

（Amersharm 公司）、DAPI 染液和抗荧光淬灭封片

剂（碧云天生物技术研究所）、Annexin V-FITC 细胞

凋亡检测试剂盒（南京凯基生物有限公司），激光共

聚焦显微镜(TCS SP2，Leica 公司)，流式细胞仪

(Cytomics FC500, Beckman Coulter)，CO2 培养箱

(Thermo Forma3111)，酶联免疫检测仪(BIO-TEK 公

司 powerwave xs)，倒置显微镜(Olympus CK41)。 

1.2 细胞培养 

宫颈癌细胞株 HeLa 为本实验室保存，置于含

有 10%小牛血清的 DMEM 培养基中，在 37 ℃、5% 

CO2 培养箱中培养，培养瓶内单层传代培养，取指

数生长期细胞进行实验。 

1.3 AS1411 和 cApt 储存条件 

AS1411 和 cApt 采用去离子水配制成浓度为
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1mmol·L−1 的储存液，于 4 ℃冰箱保存，使用时用

DMEM 培养基稀释。 

1.4 照射条件 

应用美国 RADSOURCE 公司 RS2000PRO 型 X

射线生物照射仪照射细胞，射线能量 160 kV，照射

剂量率 1.15 Gy·min−1。照射时使用直径 60 mm 的一

次性塑料培养皿(Gibco)，皿内培养液总体积 2 mL，

将培养皿平放于照射区域中央，距 X 源中心 40 cm。 

1.5 γ-H2AX 免疫荧光法检测 DNA 损伤 

取指数生长期细胞制备单细胞悬液，培养皿中

预先放置盖玻片，种植于培养皿中爬片，设置正常

对照组、单纯药物组、单纯照射组和照射+药物组，

培养 8 h 至细胞贴壁。在单纯药物组、照射+药物组

中加入 AS1411(或 cApt)使终浓度为 500 nmol·L−1 和

1 μmol·L−1。24 h 后，X 射线照射单纯照射组、照射

+药物组细胞，吸收剂量分别为 0 Gy、4 Gy 和 8 Gy，

照后 2 h 做相应处理：加入抗 γ-H2AX 小鼠单克隆

抗体(1: 500) 4 ℃冰箱中过夜，再于羊抗鼠-FITC 二

抗(1: 400)室温孵育 1 h，加入 DAPI 染液染核 5 min，

最后滴加 6 μL 抗荧光淬灭封片剂，将盖玻片倒置在

载玻片上，避光，在激光共聚焦显微镜下观测每个

细胞核内 DNA 双链断裂所产生的荧光斑点数量。

每个视野至少观测 100 个细胞，记录 3 个视野。 

1.6 细胞周期检测 

取指数生长期细胞制备单细胞悬液，培养皿培

养 8 h 至细胞贴壁。换用无血清 DMEM 培养基，同

步化 12 h 分组：正常对照组、单纯药物组、单纯照

射组和照射+药物组。单纯药物组、照射+药物组加

AS1411(cApt) 使 终 浓 度 为 500 nmol·L−1 和

1μmol·L−1。24 h 后，单纯照射组、照射+药物组 X

射线照射细胞，照射剂量 8 Gy，照射后于 24 h 时间

点收集细胞；制备单细胞悬液，计数细胞调整细胞

浓度为(5−10)×105 mL−1，离心(1000 r·min−1, 5 min)，

弃上清，用 PBS 洗 2 遍，加入 70%冰乙醇 1 mL，

吹打均匀，固定过夜，第 2 天加 50 μɡ·mL−1 PI 染色

液，置 4 ℃避光染 1 h 后流式细胞仪检测细胞周期。 

1.7 细胞凋亡检测 

取指数生长期细胞制备单细胞悬液，取 105 个

细胞种植于培养皿中，分设正常对照组、单纯药物

组、单纯照射组和照射+药物组，培养 8 h 至细胞贴

壁。单纯药物组、照射+药物组中加入 AS1411(cApt)

使终浓度为 500 nmol·L−1和 1μmol·L−1。24 h 后，单

纯照射组、照射+药物组用 X 射线照射细胞，吸收

剂量分别为 0 Gy、4 Gy 和 8 Gy，照射后 24 h 用胰

酶消化细胞，收集细胞，制备单细胞悬液，计数细

胞并调整细胞浓度为(2−5) ×105 mL−1，离心(1000 

r·min−1, 5 min)，悬浮细胞，Annexin V-FITC 和

Propidium Iodide 染色，避光染 30 min 后流式细胞仪

检测细胞凋亡。 

1.8 统计学处理 

实验时设 3 个平行样，实验重复 3 次。应用

SAS8.0 统计软件进行分析。实验结果用( x s )表

示，重复测量采用方差分析，组间比较采用 t 检验。

p<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 AS1411 对 HeLa 细胞 DNA 损伤的影响 

图 1 和图 2 分别为使用共聚焦显微镜观察

AS1411 和 cApt 联合 X 射线照射对 HeLa 细胞 DNA

双链断裂情况，蓝色(DAPI)为细胞核，红色(γ-H2AX)

为双链断裂点。图 3a、图 3b 分别是依据图 1、图 2

统计的平均每个细胞核中 DNA 断裂点数的柱状图。

从图 3a 可以看出，吸收剂量为 0 Gy 时，AS1411 加

药组与正常对照组无差别；吸收剂量为 4Gy 时，对

照组、500 nmol·L−1/AS1411 组和 1 μmol·L−1/AS1411

组核内双链断裂斑点数分别为(9.681±2.13)个、

(16.137±2.03)个和(21.024±2.25)个；吸收剂量为 8 

Gy 时，对照组、 500 nmol·L−1/AS1411 组和 1 

μmol·L−1/AS1411 组核内双链断裂斑点数分别为

(20.789±2.73)、(45.685±3.04)和 (61.052±2.68)个；

即 AS1411 能够增加辐射对 HeLa 细胞 DNA 的双链

断裂。从图 3b 可以得到，吸收剂量为 0 Gy 时，cApt

加药组与正常对照组无差别；吸收剂量为 4 Gy 时，

对照组、500 nmol·L−1/cApt 组和 1μmol·L−1/cApt 组

核内双链断裂斑点数分别为(9.681±2.13)、(11.011

±1.63)和(10.026±1.22)个；吸收剂量为 8 Gy 时，

对照组、500 nmol·L−1/cApt 组和 1 μmol·L−1/cApt 组

核内双链断裂斑点数分别为(20.789±1.73)、(19.057

±1.86)和(21.052±2.16)个；即在同一照射剂量下，

各组核内双链断裂斑点数相比较无差别。
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                     Control                       500 nmol·L−1                                    1μmol·L−1 

 

图 1  激光共聚焦显微镜观察 AS1411 联合 X-射线照射对 HeLa 细胞 DNA 双链断裂的影响 
Fig.1  Confocal microscopy images of AS1411 combined with X-ray irradiation on HeLa cells DNA double-strand breaks 

 
Control                       500 nmol·L−1                                    1μmol·L−1 

 

图 2  激光共聚焦显微镜观察 cApt 联合 X-射线照射对 HeLa 细胞 DNA 双链断裂的影响 
Fig.2  Confocal microscopy images of cApt combined with X-ray irradiation on HeLa cells DNA double-strand breaks 
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图 3  不同浓度 AS1411(a)、cApt (b)联合 X 射线照射下平均每个细胞核中 DNA 断裂点的数目 

Fig.3  The average number of DNA breakage points in each cell nucleus treated by AS1411 (a) and cApt (b) of different 
concentrations combined with X-ray irradiation  

    *Compared with the corresponding control group with different irradiation dose, p<0.05 (a) and p>0.05 (b) 
 

2.2 AS1411 对 HeLa 细胞周期的影响 

表 1 和表 2 分别为流式细胞仪检测 AS1411 和

cApt 对 HeLa 细胞周期分布实验结果。表 1 可看出，

在不接受 X 射线照射条件下，不同浓度 AS1411 处

理后 G0/G1 期、S 期、G2/M 期与正常对照组相比

无明显差别；8 Gy X-射线照射后出现 G2/M 期阻滞，

但 AS1411 预处理并没减少 G2/M 期阻滞，这表明

AS1411 增加 HeLa 细胞辐射增敏的机理与细胞周期

无关。表 2 可看到，不接受 X 射线照射条件下，不

同浓度 cApt 处理后与正常对照组相比较，各期细胞

周期分布没有发生变化；8 Gy X 射线照射后出现

G2/M 期阻滞，cApt 处理组与单纯照射组相比无变

化，可得出 cApt 对 HeLa 细胞周期分布没有影响。 
 

表 1  AS1411 不同处理组对 HeLa 细胞周期分布的影响                     
        Table 1  The effect of different treatment groups of AS1411 on Hela cell cycle distribution          (%, x s ) 

组别/Grouping 样本量/Sample number G0/G1 S G2/M 

Control 3 48.86±0.25 36.53±1.70 14.61±1.95 

500 nmol·L−1 3 53.45±0.97 35.66±1.49 10.89±1.74 

1 μmol·L−1 3 54.25±0.82 34.69±1.02 11.06±0.87 

Irradiation 3 3.15±0.32 6.57±0.34 90.28±0.02 * 

Irradiation+500 nmol·L−1 3 3.82±0.48 9.09±0.30 87.09±0.58 * 

Irradiation+1 μmol·L−1 3 3.96±0.99 9.27±1.59 86.77±2.45 * 

注: *与单纯对照组相比，p<0.05。 

Note: *Compared with the control group, p<0.05. 

 
表 2  cApt 不同处理组对 HeLa 细胞周期分布的影响 

        Table 2  The effect of different treatment groups of cApt on Hela cell cycle distribution            (%, x s ) 

组别/Grouping 样本量/Sample number G0/G1 S G2/M 

Control 3 48.86±0.25 36.53±1.70 14.61±1.95 

500nmol·L−1 3 48.06±3.48 35.75±0.53 16.19±2.93 

1μmol·L−1 3 45.80±0.74 36.66±0.30 17.54±0.58 

Irradiation 3 10.19±1.46 11.45±1.17 78.36±2.52 * 

Irradiation+500nmol·L−1 3 7.64±1.25 11.37±0.91 80.99±1.74 * 

Irradiation+1μmol·L−1 3 9.81±1.28 11.75±2.66 78.44±3.67 * 

注: *与单纯对照组相比，p<0.05。 

Note: *Compared with the control group, p<0.05. 
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2.3 AS1411 对辐射诱导 HeLa 细胞凋亡的影响 

表 3、表 4 分别为流式细胞仪检测的 AS1411

和 cApt 联合不同剂量 X 射线照射对 HeLa 细胞凋亡

率的实验结果。由表 3 可见，在吸收剂量为 0 Gy 时，

随着 AS1411 浓度的增加，HeLa 细胞的凋亡率也逐

渐增高，即单独用药可增加细胞凋亡率；在相同照

射剂量下，AS1411 联合 X 射线照射组较单纯照射

组的细胞凋亡率增加，且与浓度成正比关系，这表

明 AS1411 可增加由辐射所导致的细胞凋亡。由表 4

可见，cApt 对 HeLa 细胞凋亡率没有影响。 

 

表 3  不同浓度 AS1411 对 HeLa 细胞凋亡率的影响 
                    Table 3  The effect of different concentration of AS1411 on Hela cell apoptosis         (%, x s ) 

吸收剂量 / Gy 
Absorbed dose  

凋亡率/Apoptosis rate 

0 nmol·L−1 500 nmol·L−1 1 μmol·L−1 

0 5.86±0.8 7.71±1.51   8.91±1.04 
4 15.44±1.41 19.67±1.90   21.31±1.74 
8 35.90±1.92 39.02±1.91   41.99±0.65  

 

表 4  不同浓度 cApt 对 HeLa 细胞凋亡率的影响 
                       Table 4  The effect of different concentration of cApt on Hela cell apoptosis        (%, x s ) 

吸收剂量 / Gy 
Absorbed dose  

凋亡率/Apoptosis rate 

0 nmol·L−1 500 nmol·L−1 1 μmol·L−1 

0 4.91±1.27 4.99±0.28  5.26±0.41 
4 15.37±1.22 14.31±0.27 15.39±2.58 
8 34.80±0.40 33.67±1.05  34.05±1.65  

 

3 讨论 

辐射增敏剂(Radiosensitizing agents)的研究是

肿瘤放射治疗的一个重要研究方向。辐射增敏剂是

能够增强生物体放射敏感性的一类物质，通过选择

性地杀伤乏氧肿瘤细胞、抑制放射损伤修复、调节

细胞周期等来增强肿瘤细胞的放射敏感性，提高肿

瘤治愈率，对于临床治疗具有重要意义。 

核酸适配体 AS1411 具有多种优越性能：亲和

力强、特异性高、制备廉价、高效快速、高稳定性、

尺寸小、易于修饰、免疫原性小和渗透性好等。核

仁素是 AS1411 与细胞作用的靶点，AS1411 能够通

过抑制核仁素的多种功能发挥抗肿瘤作用[3-4,9-10]，

如引起抗−凋亡 bcl−2 蛋白表达量降低而促进细胞凋

亡，抑制 NF−κB 的活性，阻止 DNA 的复制等。Bates

等[6]已经研究了 AS1411 对 80 种人类细胞系的抗增

殖活性，发现其几乎对所有的肿瘤细胞增殖都有很

好地抑制作用，而对正常细胞的毒性作用小。

AS1411 具有上述优点，使其可以作为辐射增敏剂比

较理想的候选者，本项研究希望进一步证明用

AS1411 抑制核仁素的功能，来提高肿瘤细胞的辐射

敏感性。 

双链断裂(DSBs)是电离辐射作用后 DNA 最严

重的损伤形式，DSBs 修复缺陷导致辐射敏感性的

显著提高。DNA 双链断裂后，断裂点附近的组蛋白

H2AX 的 C 末端丝氨酸残基会快速发生磷酸化，形

成 γ-H2AX。γ-H2AX 数目可以用来检测 DSBs 的数

量[11]。由于 γ-H2AX 与 DSB 在数量上是 l:l 的关系，

检测 γ-H2AX 已成为探测 DSB 数量的金标准[12]。本

实验应用激光共聚焦显微镜观察不同浓度 AS1411

联合 X 射线对 HeLa 细胞 DNA 损伤的影响，结果

显示：剂量为 0 Gy 时，AS1411 加药组与正常对照

组相比较无差别；剂量为 4 Gy、8 Gy 时，500 

nmol·L−1/AS1411 组和 1 μmol·L−1/AS1411 组核内双

链断裂斑点数明显多于单纯照射组；这表明 AS1411

能够增加辐射对细胞 DNA 的双链断裂，即 AS1411

对HeLa细胞的辐射增敏机理与其增加DNA损伤作

用有关。 

细胞的辐射敏感性与多种因素有关，比如 DNA

双链断裂修复、细胞周期、细胞凋亡、蛋白激酶 C、

表皮生长因子受体、细胞内谷胱甘肽的含量等[13]。

在放射治疗中，肿瘤细胞受到中、高剂量电离辐射

照射后引起 DNA 损伤，都会发生细胞周期阻滞现

象，细胞周期的阻滞与细胞凋亡、分化密切相关，
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细胞通过G1/S期检查点和G2/M检查点保证细胞的

复制[14]。当 DNA 损伤程度超过细胞的修复能力时，

凋亡相关基因将被激活，则促使细胞凋亡。本实验

中用流式细胞仪检测细胞周期和凋亡的变化，从细

胞周期实验结果可以看出：在不接受 X 射线照射的

条件下，不同浓度 AS1411 处理后 G0/G1 期、S 期、

G2/M 期与单纯对照组相比无明显差别；8 Gy X 射

线照射后出现 G2/M 期阻滞，但 AS1411 预处理并

没有减少 G2/M 期阻滞，这表明 AS1411 增加 HeLa

细胞辐射敏感性的机理与细胞周期无关。从细胞凋

亡实验结果得出，AS1411 提高 HeLa 细胞的凋亡率

与药物浓度正相关，表明 AS1411 能够促进辐射诱

导的 HeLa 细胞凋亡，这与之前的研究结果一致[4]。

本课题组通过克隆形成实验已经证明 AS1411 联合

X 射线可以降低照射后 HeLa 细胞的存活率，能够

提高 HeLa 细胞的放射敏感性[8]，本研究更进一步证

明 AS1411 通过增加辐射对 HeLa 细胞 DNA 的双链

断裂、促进辐射诱导的 HeLa 细胞凋亡率的增加来

提高其对 HeLa 细胞的辐射增敏作用，将为宫颈癌

的放射治疗提供进一步的理论依据和基础实验依

据。但是其确切的增敏机制尚不确定，还有待于进

一步的深入研究。 
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Study on radiation sensitizing mechanism of AS1411  

LI Dongmei  HONG Chengjiao  ZHANG Baoguo 

(School of Radiation Medicine and Public Health,Medical, College of Soochow University, Jiangsu Provincial Key Laboratory 

of Radiation Medicine and Protection, Suzhou 21512, China) 

ABSTRACT  The aim is to investigate the effects of AS1411 on radiosensitivity and the relative mechanism on 

uterine cervical cancer HeLa cells. γ-H2AX immunofluorescence technique was applied to observe the DNA damage 

of HeLa cells; change in cell cycle and cell apoptosis rate was detected by flow cytometry. The results show that 

γ-H2AX foci of HeLa cell increase significantly after being pretreated by AS1411; AS1411 pretreatment does not 

influence the cell cycle arrest caused by radiation, but it does accelerate the apoptosis rate of HeLa cells induced by 

radiation. By increasing the DNA double-strand breaks and inducing cell apoptosis of the HeLa cells caused by 

radiation, AS1411 can enhance the radio sensitization of HeLa cells. However, the mechanism of the radiosensitizing 

effect is uncorrelated with cell cycle. 
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