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摘要  放射治疗在肺癌的治疗中起着重要的作用。然而，提高肺癌的治愈率是一个重要的课题。MDM2 基因

在肿瘤的形成和增殖过程中起着重要的作用，可能是一个重要的靶基因。本研究自行设计了针对MDM2的反

义核酸药物，通过 RT-PCR和Western blotting检测其抑制效率，然后通过流式细胞仪观察转染细胞受 5 Gy照

射后的细胞死亡情况，MTT 观察细胞照射后的增殖能力。结果发现通过反义治疗的策略成功降低了 MDM2

在肺癌细胞中 A549中的表达，这导致了 A549细胞辐射敏感性的增加。表明MDM2参与了 A549的辐射抗性

的形成，靶向MDM2的反义寡核苷酸可以增强肺癌细胞 A549的辐射敏感性。 
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肺癌为最常见的恶性肿瘤之一，死亡率很高[1]。

Spira 等[2]对肺癌的治疗现状进行了综合分析，认为

多种治疗相结合，尤其是针对基因靶分子的结合治

疗，可能是肺癌治疗的发展方向。反义脱氧寡核苷

酸（Antisense oligodeoxynuclecotide, ASO）是肿瘤
治疗的潜在新型药物[3]，其能封闭或抑制肿瘤细胞

的关键编码基因，从而对肿瘤细胞增殖作特异性抑

制。MDM2（Murine double minutes2，鼠双微粒体
2）是一个促进细胞生长转化的癌基因。紫外线和电
离辐射可以诱导 MDM2 基因的表达，MDM2 在阻
断这两种辐射诱导的细胞死亡过程中具有关键性的

作用[4-6]。在以前的研究中发现，照射 5 Gy 后，使
用寡核苷酸基因芯片动态检测不同辐射敏感性肺癌

细胞的基因表达谱，发现MDM2基因在辐射抗性的
A549 细胞中是高表达的 ,而在辐射敏感性的
NCI-H446 细胞中是低表达的，MDM2 可能是一个

提高肿瘤辐射敏感性的靶基因[7]。因此，针对MDM2
基因使用反义策略提高肺腺瘤细胞 A549 的辐射敏
感性。 

1 材料和方法 

1.1 反义寡核苷酸的制备 

根据反义计算神经网络设计模型、核糖核酸 
(Ribonucleic acid, RNA)的二级结构预测和 ASO的
作用机制[8,9]，设计了针对 MDM2 基因的序列，经
BLAST（Basic local alignment search tool，同源性分
析）分析确定了其特异性，然后在本实验室使用

applied biosystems 391 DNA synthesizer 进行合成，
OPC (Perkin-Elmer, Foster City. CA)纯化。所有的
ASOs经过硫代修饰（见表 1）。

Table 1  The sequence of the ASOs 

No. Position Sequence (5’- 3’) 
ASO 1: 689-708 5’ GAT CAC TCC CAC CTT CAA GG 3’ 
ASO 2: 3-22 5’ GCA GCC AAG CTCGCC GCG GT 3’ 
ASO 3: 686-705 5’CAC TCC CAC CTT CAA GGT GA 3’ 
ASO 4: 1560-1579 5’ CTC TCT TCT TTG TCT TGG GT 3’ 
ASO 5: 2339-2358 5’CAT GCC TGT AAT CCC AGC AC 3’ 
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1.2 细胞培养、照射及转染    

取本室保存的肺腺癌细胞系 A549，培养于含有
10%小牛血清和抗生素的 RPMI-1640培养液中，置
于 37℃、5%CO2的孵箱中进行培养。用

60Co 放射
源进行 5 Gy照射, 剂量率为 1.51—1.68 Gy/min，以
假照射组作为对照。细胞转染在有 Lipofectin (In-
vitrogen，CA)的无血清和抗生素的培养液中进行转
染。 

1.3 RT-PCR检测  

使用 Trizol (Invitrogen life technologies)提取
A549细胞的总 RNA，使用 ImProm-IITM 逆转录系
统（Promega）进行逆转录和 PCR扩增，PCR引物
为：MDM2,上游 5’ AAG ACT ATT CTC AGC CAT 
CA 3’,下游 5’ CAT ACT GGG CAG GGC ATT 3’。 
GAPDH,上游 5’ ATC CCA TCA CCA TCT TCC AG 
3’,下游 5’ CCA TCA CGC CAC AGT TTC C 3’。条
件为：94℃ 5 min，然后 94℃ 30 s，55—58℃ 30 s， 
72℃ 40 s , 共 28—30个循环，72℃，5 min。取 5 µL 
PCR 产物在 2% 琼脂糖上进行电泳，溴化乙锭染
色，Quantity one (Bio-Rad)软件进行分析。 MDM2
扩增片段为 259 bp，GAPDH扩增片段为 363 bp。 

1.4 Western-Blotting检测MDM2 蛋白的表达 

脂质体转染 72 h和电离辐射后 48 h收集细胞，
加入 60 µL预冷的 RIPA-PICT细胞裂解液（Roche），
置冰上 40 min。4℃、10000 g 离心 15 min，取上清
进行蛋白定量（Lowrey 酚试剂法）。取 40 µg 蛋白
加入 2×上样缓冲液，经 100℃ 5 min变性，用 12%
的 SDS-PAGE胶分离。凝胶经半干转移至 PVDF膜
上（Millipore, Bedford, MA)。用含 5%奶粉的 TBST
缓冲液 4℃封闭过夜。加入 1∶500 稀释的 MDM2
一抗（鼠抗，Santa Cruz Biotechnology, Inc.）和 1∶
1000 稀释的 β-actin 一抗（羊抗，Santa Cruz Bio-
technology, Inc.）室温 1h，TBST洗涤三次，加入 1∶
2500稀释的MDM2二抗（羊抗鼠，北京中山）和 1∶
3000 稀释的 β-actin 二抗（兔抗羊，北京中山）室
温 1 h，TBST洗涤四次。加 ECL显色剂（北京中山）
1 min，X光胶片曝光成像。 

1.5 细胞凋亡的检测  

A549细胞在RPMI-1640中培养24—48 h, 然后
加入 200 nmol / L ASO在存有 Lipofectin (5 µg / mL)
的无血清和抗生素的培养液中孵育 6 h，然后更换完
全培养液。24 h后，细胞照射 5 Gy，48 h后收集细

胞。按照 Annexin V－FITC凋亡检测试剂盒（北京
宝赛）操作步骤进行，在 FACScalibur 流式细胞仪
检测，CellQuest软件进行分析。 

1.6 MTT分析  

取对数生长期 A549细胞接种 96孔板，每个浓
度设 4个重复孔。经反义核酸和电离辐射处理后按
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Prolifera-
tion Assay(Promega)操作步骤，每孔加入一种新的四
唑复合物 MTS 20 µL,在 37℃条件下继续培养
90 min，在波长 490 nm 酶标仪 (Wallac 1420 Mul-
tilable counter) 下测定吸光度 A 值。试验重复 3次，
结果通过 Student’s t 检验分析。计算肿瘤细胞增殖
抑制率：细胞增殖抑制率(%) = (A 对照－A 实验组 /A 对照
－A 空白 ) ×100 %。 

1.7 细胞克隆分析  

取对数生长期的细胞进行消化，接种在培养皿

中，细胞数为 200—2000个／皿，然后给予 0 Gy、
2 Gy、4 Gy和 6 Gy的照射，剂量率为 1.60 Gy / min。
照射后 10—14 d，姬姆萨染色，计数大于 50个细胞
的细胞克隆，以假照射组为对照计算集落形成率

（PE），按照公式计算细胞存活率（S）：S＝照射后细
胞形成的细胞克隆数／（接种细胞数×PE）×100％。 

2 结果 

2.1 ASOs降低 A549的MDM2水平和细胞增殖
能力 

A549细胞经 200 nmol / L 抗MDM2 ASOs转染
后 48 h，MDM2表达量显著降低，以 ASO5最为显
著（见图 1）。ASO2 没有抑制作用。结合 MTT 结
果，我们以 ASO2作为阴性对照进行实验。分别在 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1  RT-PCR analyses of A549 cells at 48 h after 200 
nmol / L anti-MDM2 ASOs.  M: Marker; Con: A549    
without treatment; Lipo: Lipofectin control  
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RNA水平和蛋白水平上检测了ASO5处理和电离辐
射后的 MDM 水平。由图 2 和图 3 显示在照射后
48 h，MDM2的水平明显增加，而在给予 ASO5后，
MDM2表达显著降低。 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2  RT-PCR analyses of A549 cells treated with ASO and 
IR. ASO5 was administered at 200 nmol / L, IR at 5 Gy 
was given. The cells were harvested 48 h later, RNA 
was extracted for analysis of MDM2 and GAPDH 

   

 

 

 

 

 

 

Fig.3  Western blot analyses of A549 cells treated with ASO 
and IR. ASO5 was administered at 200 nmol / L, IR at 5 Gy 
was given. The cells were harvested 48 h later, protein was 
extracted for analysis of MDM2 and β-actin levels 

2.2 照射和ASO处理后A549细胞的增殖和细胞
凋亡情况 

A549 细胞是肺腺癌细胞系，辐射抗性较强，
SF2（2 Gy照射后细胞的存活率）为（64±11）%（图
4）。经过流式细胞检测发现，照射 5 Gy后，其细胞
凋亡率仅为（2.56±0.38）%（见图 5)。而经过 ASO5
处理后，其辐射敏感性明显增强，SF2为（46±16)%；
细胞凋亡率为（34.2 ± 6.3)%，在合并电离辐射后，
细胞凋亡率为（47.5 ± 7.9) %。MTT检测，发现ASO5
的抑制率最高，达到(54±10)%，而在合并电离辐射
后，其细胞增殖抑制率达到(76±13)%（见图 6)。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4  Radiation cell survival curves of the A549 cells without 
and with ASO treatment. Error bars represent standard 
deviations for three independent experiments 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5  Density plots of A549 cells treated with ASO5 or / and IR. Apoptosis was quantified 48 h after IR or/and 72 h after ASOs, 

 by staining with Annexin-V-FITC and PI and analyzing by flow cytometry 
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Fig.6  MTT analysis of A549 cells without and with ASOs 
 or / and IR   (1) Compared to Lipo group, a significant 
 difference (p<0.01)           

3 讨论 

放射治疗在肿瘤治疗中占有重要地位。据统计,
在我国约有 70% 的恶性肿瘤病人在病程的某一阶
段需接受不同方式的放射治疗，但是放射治疗的治

愈率仍较低。肺癌为最常见的恶性肿瘤之一，如何

提高部分辐射抗性肺癌的辐射敏感性是放射生物学

和放射肿瘤治疗学的一个重要课题。 
近年来，随着对肿瘤发病分子机制及细胞生长

调控机理研究的深入，肿瘤的基因治疗研究取得了

巨大的进展。目前基因治疗与放射结合治疗肿瘤的

研究正不断深入[5,10-12]。MDM2 是一个促进细胞生
长转化的癌基因，其在体内可以抑制野生型 p53的
转录激活功能。正常情况下，MDM2和野生型 p53
有着精确的平衡，其相互调节形成一种负反馈回

路[13]。MDM2也是电离辐射和紫外线照射时的重要
反应基因，高水平的MDM2基因影响了野生型 p53
激活所产生的细胞毒性作用，它可能是一个提高肿

瘤辐射敏感性的靶基因[4-8]。在我们根据反义核酸设

计模型和二级结构的分析后，设计出了针对MDM2

的反义寡核苷酸，并成功的部分降低了 A549 细胞
中MDM2的表达（见图 1—3）。随后，我们研究了
在抗MDM2 ASO处理后，A549细胞的生物学特征，
发现其辐射敏感性明显增强（图 4—6）。这说明
MDM2 可能是一个提高肿瘤辐射敏感性的重要靶
基因。 
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Antisense MDM2 sensitizer of lung cancer cells A549 to ionizing radiations  
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ABSTRACT  Lung cancer causes a great number of deaths worldwide, and is a leading cause of cancer death in 

China. Radiotherapy plays a key role in lung cancer treatments. Currently, however, it is difficult to further improve 

radiocurability of lung cancers. Murine double minute 2 (MDM2), an important gene in tumorigensis and cell prolif-
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eration, might be a suitable target for gene therapy approaches. In this study, we designed an antisense drug targeting 

to MDM2, and detected inhibitory effect of the antisense in A549 cells by RT-PCR and Western Blotting. Subse-

quently, the radiation-mediated cell killing was detected by Flow Cytometry and proliferative activity was observed 

by MTT assay. The antisense strategy was employed, too, to achieve partial reduction of MDM2 in a lung cancer cell 

line. This suppression of MDM2 resulted in increased radiosensitivity. The results support the hypothesis that MDM2 

gene can be a candidate for radioresistance of A549 lung cancer cells, which may provide a potential molecular drug 

sensitizing the radioresistant cell A549.   

KEYWORDS  Lung cancer cell A549, Radiosensitivity, Antisense oligodeoxynuclecotide, MDM2 gene    

CLC  R811, R730 

 


