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【摘要】 目的 探讨 miR-148a对肺癌 A549、H460以及 H1299细胞放射敏感性的影响。方法
根据不同的处理方法，分别按以下方式将肺癌 A549、H460和 H1299细胞进行分组。（1）将肺癌
A549和 H460细胞分为 3组：空白对照组、4 Gy 酌射线照射组和 8 Gy 酌射线照射组。采用实时定
量 PCR检测 miR-148a的表达水平；（2）将肺癌 A549细胞分为 2组：空白对照组、miR-148a转染
组；同时，将肺癌 H460细胞分为 2组：空白对照组、anti-miR-148a转染组。分别对转染 2组细
胞进行不同剂量的 酌射线照射，并采用克隆形成实验方法来检测细胞增殖；（3）将肺癌 A549和
H1299细胞分为 3组：空白对照组、miR-148a单独处理组、miR-148a和雌激素受体（ER）共转染
组。分别对 3组细胞进行不同剂量的 酌射线照射，并采用克隆形成实验方法检测细胞生长情况。
采用 Student t-test对数据进行统计学分析，P<0.05表示差异有统计学意义。结果 实时定量 PCR
实验结果显示，酌射线照射能够显著下调肺癌 A549和 H460细胞中 miR-148a的表达水平。克隆
形成实验结果显示，与空白对照组相比，miR-148a转染能够显著增强肺癌 A549细胞的放射敏感
性，差异有统计学意义（t=12.16，P<0.01），而 anti-miR-148a转染能够显著降低肺癌 H460细胞的放
射敏感性，差异有统计学意义（t=11.93，P<0.01）。同时，miR-148a过表达可以明显下调肺癌A549
细胞中 ER的 mRNA及蛋白表达水平；而 anti-miR-148a能够显著上调肺癌 H460 细胞中 ER 的
mRNA及蛋白表达水平。另外，与 miR-148a单独处理组相比，miR-148a和 ER共转染组中 miR-148a
对肺癌 A549和 H1299细胞增殖的影响显著降低，差异有统计学意义（t=11.34、12.68，均 P<0.01）。
结论 照射可以诱导 miR-148a的表达水平降低，人为过表达 miR-148a能够抑制 ER的蛋白表达水
平，进而降低肺癌 A549和 H1299细胞的增殖能力，同时增强其放射敏感性。
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揖Abstract】 Objective To explore the effects of miR-148a on the radiosensitivity of lung cancer
cell lines A549, H460, and H1299.Methods Lung cancer cells were divided into various groups based on
different treatment methods. (1) A549 and H460 cells were classified into three groups: control, 4 Gy 酌-
irradiation, and 8 Gy 酌-irradiation groups. miR-148a expression levels were analyzed through qRT-PCR. (2)
A549 cells were categorized into two groups: control and miR-148a transfection groups. H460 cells were
also divided into two groups: control and anti -miR-148a transfection groups. The cells were treated with
different doses of 酌-irradiation, and cell proliferation was detected through a clonogenic assay. (3) A549 and
H1299 cells were grouped into three: control, miR -148a transfection, and miR -148a +ER transfection
groups. The cells were treated with different doses of 酌-irradiation, and the proliferation of A549 and H1299
cells was detected via clonogenic assay. Statistical significance was determined with SPSS and analyzed
with Student t test. P<0.05 was considered statistically significant. Results qRT-PCR analysis revealed

·基础研究·
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that the miR-148a expression in the A549 and H460 cells treated with 酌-irradiation decreased significantly.
Clonogenic assays showed that miR-148a could sensitize A549 cells exposed to irradiation compared with
that of the control group (t=12.16, P<0.01). H460 cells were more resistant to irradiation in the presence of
anti-miR-148a (t=11.93, P<0.01). miR-148a overexpression could also downregulate the mRNA and protein
levels of estrogen receptor (ER) in A549 cells, but anti-miR-148a could increase the mRNA and protein
levels of ER in H460 cells. The miR-148a and ER overexpression significantly decreased the effect of
miR-148a on the proliferation of A549 and H1299 cells (t=11.34, 12.68, respectively, both P<0.01).
Conclusions Irradiation could decrease miR-148a expression levels, and miR-148a overexpression could
downregulate the ER level and suppress the proliferation of A549 and H1299 cells, thereby enhancing the
radiosensitivity of lung cancer cells.
【Key words】 Lung neoplasms; Radiation tolerance; MiRNA-148a; Estrogen receptor; Cell

proliferation
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肺癌是全球发病率较高的恶性肿瘤，同时也是

我国病死率增长较快的肿瘤，且发病年龄也呈年轻

化趋势[1-2]。根据病理类型，肺癌可分为小细胞肺

癌和非小细胞肺癌[3]。肺癌的发病原因还不十分清

楚，有研究发现其与吸烟、长期遭受空气污染和职

业中接触致癌物等密切相关[4-6]。放疗是肺癌治疗

的重要手段之一[7-8]，随着治疗的进程，肿瘤细胞

会产生辐射耐受性，而加大放疗剂量势必给患者带

来严重的不良反应及并发症，并严重影响患者的生

活质量[9-10]。因此，寻找肺癌细胞产生耐辐射的机

制，改变放射敏感性调节相关基因、miRNA 等的
表达水平和功能，靶向地增加肺癌细胞的放疗敏感

性，从而提升患者的放疗疗效，一直是肺癌治疗基

础研究的热点。

近年来，有研究发现 miRNA能够通过调控某
些基因的表达及信号通路来参与调节肿瘤细胞的

放射敏感性[11-12]。miR-148a是近年来新发现的一种
高度保守的 miRNA，其前体序列位于人类第 7号染
色体短臂 1区 5带[13]。大量的研究结果表明，miR-
148a的表达水平与肺癌的发生发展呈负相关[14-15]。

miR-148a能够抑制肺癌细胞增殖，同时抑制非小
细胞肺癌的浸润与迁移[16]。miR-148a可以通过抑制
雌激素受体（estrogen receptor，ER）的表达水平，进
而抑制乳腺癌的发生发展及迁移 [17]。但有关 miR-
148a与 ER 在肺癌细胞中的关系，以及 miR-148a
是否能够调控肺癌细胞的放射敏感性，迄今为止尚

不清楚。我们通过分析 miR-148a 过表达对肺癌

A549、H460和 H1299细胞系放射敏感性的影响，
为探索肺癌放疗增敏的新途径提供实验依据和理论

基础。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

人肺癌 A549、H460 和 H1299 细胞购自美国
ATCC 细胞库；MTT、聚偏氟乙烯膜、实时定量
PCR试剂盒均购自美国赛默飞生物有限公司；姬姆
萨染色液（G8220-10 g）购自北京索莱宝生物科技有
限公司；兔抗人ER抗体购自美国 Proteintech公司；
小鼠抗人甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, GAPDH）抗体及山羊抗兔
和（或）小鼠免疫球蛋白 G 购于英国 Abcam公司。
137Cs 酌射线照射源由加拿大原子能有限公司生产
（Autocell40）；ChemiDoc MP 凝胶成像系统由美国
BIO-RAD 公司生产；ABI 7500 型实时荧光定量
PCR 仪由美国 Applied Biosystems 公司生产；RT-
6500酶标分析仪由深圳雷杜生命科学股份有限公
司生产。

1.2 细胞培养、分组及照射

1.2.1 细胞培养

人肺癌 A549、H460及 H1299细胞分别采用含
10%胎牛血清的 RPMI-1640培养液，于含 5% CO2

的 37 益恒温培养箱中培养，待细胞生长至密度约
为 80%时进行传代亚培养。选择处于对数生长期
的肿瘤细胞进行实验。
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1.2.2 细胞分组

我们前期预实验结果显示，miR-148a 在肺癌
A549、H1299细胞中的表达水平相对较低，且细
胞放射敏感性也较低；而 miR-148a在 H460细胞
中的表达水平较高，且细胞放射敏感性也相对较

高。因此，根据细胞放射敏感性的不同以及内源

miR-148a的表达情况，分别按以下方式进行分组。
（1）将肺癌 A549和 H460细胞分别分为 3组：空白
对照组、4 Gy 酌射线照射组、8 Gy 酌射线照射组，
采用实时定量 PCR检测 miR-148a的表达水平；（2）
将肺癌 A549 细胞分为 2 组：空白对照组、miR-
148a转染组；同时，将肺癌细胞 H460分为 2组：
空白对照组、anti-miR-148a 转染组。分别对转染
的 2组细胞进行不同剂量（0、2、4、8 Gy）的 酌射
线照射，采用克隆形成实验方法来检测细胞增殖情

况；（3）将 A549细胞分为 2组：ER-3’UTR（长非编
码区域）-野生型报告基因载体转染组、ER-3’UTR-
突变型报告基因载体转染组，同时分别转染不同

剂量（0、50、100 nmol）的 miR-148a，采用报告基
因实验检测荧光素酶活性；（4）将 H460细胞分为
2组：ER-3’UTR-野生型报告基因载体转染组，
ER-3’UTR-突变型报告基因载体转染组，同时分
别转染不同剂量（0、50、100 nmol）的 anti-miR-
148a，采用双荧光素酶报告基因实验检测荧光素的
酶活性；（5）将肺癌 A549和 H1299细胞分别分为
3组：空白对照组、miR-148a单独处理组、miR-148a
和 ER共转染组，并对 3组细胞进行不同剂量（0、
2、4、8 Gy）的 酌射线照射，采用克隆形成实验检
测细胞增殖情况；（6）将肺癌 H460细胞分为 3组：
空白对照组、anti-miR-148a单独处理组、anti-miR-
148a和 ER siRNA共转染组，并对 3组细胞进行不
同剂量（0、2、4、8 Gy）的 酌射线照射，采用克隆
形成实验检测细胞增殖情况。

1.2.3 细胞照射

采用 137Cs 酌射线照射源进行照射，照射剂量
分别为 0、2、4和 8 Gy，剂量率为 1 Gy/min。
1.3 MiR-148a及 ER过表达载体的细胞转染

转染前 1 d，将细胞接种于六孔板中，每孔加
入约 2 mL无抗生素培养基，使转染时的细胞密度
能够达到 50%。取 2 滋L/孔 Lipofectamine 3000 与
50 滋L/孔 Opti-MEM 混匀后室温下孵育 5 min；取
50/100 nmol miR-148a和（或）anti-miR-148a mimics

（由华大基因科技有限公司合成）或 pcDNA-ER过
表达载体（本次实验构建）/100 nmol ER siRNA（由华
大基因科技有限公司合成）与 50 滋L/孔 Opti-MEM
混匀后室温孵育 5 min。将以上 2步所得溶液混匀，
室温下放置 30 min，即为转染液。将转染液加入含
有细胞及培养液的孔中，轻轻摇晃孔板，使转染液

与培养液混匀，于 37益的 CO2培养箱中培养 6 h后
可将培养基换成含血清的完全培养基。

1.4 克隆形成实验

肺癌细胞接受瞬时转染及不同剂量照射后，按

不同的照射剂量接种相同数量细胞至 60 mm培养
皿中。细胞连续培养 2周后用甲醇固定，姬姆萨染
液染色，计数细胞数逸50个的克隆个数。计算克
隆形成率和存活分数，其中，克隆形成率=（空白
对照组克隆数/实验组细胞数) 伊100%；存活分数=
实验组克隆数/（实验组细胞数伊克隆形成率），并按
多靶单击模型拟合绘制细胞存活曲线。

1.5 Western blot
收集瞬时转染并接受 酌 射线照射后的细胞，

用细胞裂解液冰上裂解，提取总蛋白，采用聚氰基

丙烯酸正丁酯法进行蛋白定量。取各组等量蛋白用

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，转膜、封闭后，分别加

入兔抗人 ER 抗体（1 颐 1000 稀释）和小鼠抗人
GAPDH（1 颐 6000稀释）作为内参抗体，4 益孵育过
夜。次日洗膜，然后加入辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔和（或）小鼠免疫球蛋白 G（1 颐 5000稀释），
室温下孵育 1 h，洗膜后显色，用凝胶成像系统采
集成像。

1.6 双荧光素酶报告基因实验

（1）将报告基因载体和真核表达载体等共转染
至细胞中，用海肾荧光素酶表达载体 pRL-TK作为
内参；（2）细胞转染 48 h后，室温下用不含钙镁离
子的 PBS洗两次细胞；（3）裂解细胞：用 ddH2O将
5伊Passive LysisBuffer（PLB）稀释成 1伊 PLB，向细胞
中加入 1伊 PLB，每孔 100 滋L。培养板置于水平摇
床上震荡 30 min，保证细胞充分裂解，然后用移液
器将细胞裂解液转入透光度较好的 1.5 mL离心管
中；（4）报告基因活性测定：将荧光素酶底物冻干
粉溶于 10 mL的荧光素酶实验缓冲液域（Luciferase
Assay Buffer 域），配置成荧光素酶实验反应液域
（Luciferase Assay Reagent域，LAR域）；按 50 颐 1的
比例用 Stop&Glo R Buffer稀释 Stop&Glo R Substrate，

250



国际放射医学核医学杂志 2018年5月第42卷第3期 Int J Radiat Med Nucl Med, May 2018, Vol.42, No.3

配制所需 Stop & Glo R Reagent域；（5）按照仪器说明
书操作，测定延迟为 2 s，测试时间为 10 s，加入
100 滋L LAR 域和 Stop & Glo R Reagent；吸取待测
样品 100 滋L 加入到离心管底部，再吸取 LAR 域
100 滋L加入到管底，轻柔吹吸 6 次混匀，立即进
行测定，结果记录为 firefly luciferase的发光值；吸
取 100 滋L Stop & Glo R Reagent加入管底，轻轻吹
吸 6 次混匀，立即进行测定，记录 Renilla lu原
ciferase的发光值；（6）统计数据并分析双荧光报告
基因的结果。第 1次的荧光数值与第 2次数值的比
值为报告基因的相对活性值。每组实验均重复 3
次，以均数依标准差表示。
1.7 实时定量 PCR检测 miR-148a和 ER mRNA的

表达

收集细胞，采用 TRIzol法提取细胞 RNA，反
转录获得 cDNA，检测 miR-148a和 ER mRNA的表
达，同时检测 U6及 GAPDH mRNA的表达作为内
参。PCR 扩增条件：95益预变性 30 s，95 益变性
30 s，60益退火 30 s，72益延伸 30 s，循环 40 次。
数据采用 2原驻驻Ct 法进行分析。实验所需引物来源

于 GenBank 以及 miRBase 数据库，通过 Primer
Premier 5软件进行引物设计，具体序列如下：

淤GAPDH引物序列：
正向 5忆-GGA GCG AGA TCC CTC CAA AAT-3忆;
反向 5忆-GGC TGTTGTCATACTTCTCATGG-3忆;
于U6引物序列：
正向 5忆-AGA GCC TGT GGT GTC CG-3忆;
反向 5忆- CAT CTT CAA AGC ACT TCC CT-3忆;
盂miR-148a引物序列：
正向 5忆- TCA GTG CAC TAC AGA ACT TTG T-3忆;
反向 5忆-GCG AGC ACA GAA TTA ATA CGA C-3忆
榆ER引物序列：
正向 5忆- TAT GCT TCA GGC TAC CAT TAT-3忆;
反向 5忆- TTC GTA TCC CAC CTT TCA T-3忆

1.8 TUNEL检测
将处理后的肺癌细胞用 DNA 荧光染料碘化

丙啶染色液进行细胞核染色 10 min；然后浸入至
0.01 mol/L的 PBS内清洗 3次；4%甲醛固定 25 min
（4 益）；0.2% Triton X-100 孵育 5 min；用 PBS洗
2次，每次 5 min；加入荧光标记反应液，37 益避
光孵育 60 min；再用 PBS洗 2次，每次 5 min；滴
加荧光抗萃灭剂封片，荧光显微镜 520 nm下观察

TUNEL染色结果，620 nm下观察碘化丙啶染色结
果。根据实验结果统计并绘制柱状图。

1.9 统计学分析

应用 IBM SPSS Statistics 21软件进行统计学分
析。原始数据均服从正态分布和方差齐性，采用

Student t-test进行组间差异性分析，组间比较采用
t检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MiR-148a过表达对肺癌细胞放射敏感性的影响
实时定量 PCR结果显示（图 1中 A），与空白

对照组相比，4 Gy 酌射线照射和 8 Gy 酌射线照射
能够显著下调肺癌 A549 细胞中 miR-148a 的表达
水平，差异有统计学意义（t=10.18、11.66，均 P<
0.01）；另外与空白对照组相比，4 Gy 酌射线照射
对 H460 细胞中 miR-148a 表达水平无显著影响，
差异无统计学意义（t=3.17，P>0.05），但 8 Gy 酌射
线照射能够显著下调肺癌 H460 细胞中 miR-148a
的表达水平，差异有统计学意义（t=10.95，P<0.01）
（图 1中 B）。克隆形成实验结果显示（图 1 中 C、
D），与空白对照组相比，miR-148a转染能够显著
增强 A549细胞的放射敏感性，差异有统计学意义
（t=12.16，P<0.01），而 anti-miR-148a 转染能够显
著降低 H460细胞的放射敏感性，差异有统计学意
义（t=11.93，P<0.01）。以上实验结果表明，照射能
够诱导肺癌细胞中 miR-148a的表达水平下调，而
miR-148a过表达能有效增强肺癌细胞对 酌射线的
放射敏感性。

2.2 MiR-148a对 ER的 3忆UTR序列的作用
信息学分析（http://www.targetscan.org/vert_71/）

提示了 ER的 3忆 UTR（untranslated region）序列中受
miR-148a直接调控的模序（图 2 中 A）。同时，将
该模序进行突变并克隆（图 2中 B），通过报告基因
实验检测 miR-148a对突变前后的 ER-3忆 UTR序列
的调控作用。双荧光素酶报告基因实验结果显示，

miR-148a能够抑制野生型 ER-3忆 UTR的荧光素酶
活性（t=11.52、12.78，均 P<0.01），但对突变型
ER-3忆UTR的荧光素酶活性无显著影响，差异无统计
学意义（t=1.97、2.32，均 P>0.05）（图 2 中 C）；另
外，anti-miR-148a能够增强野生型 ER-3忆 UTR的
荧光素酶活性，差异有统计学意义（t=11.98、13.22，
均 P<0.01），但对突变型 ER-3忆 UTR的荧光素酶活
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性无显著影响，差异无统计学意义（t=2.11、2.42，
均 P>0.05）（图 2中 D）。以上实验结果表明，miR-

148a能够在肺癌细胞中直接靶向调控野生型 ER-3忆
UTR序列。

A

图 1 MiR-148a对肺癌 A529和 H460细胞放射敏感性的影响 图中，A：实时定量 PCR结果显示，与空白对照组比较，4 Gy和 8 Gy

照射能够显著下调 A549细胞中miR-148a的表达水平（**：t=10.18、11.66，均 P<0.01）；B：与空白对照组比较，4 Gy 酌射线照射对 H460

细胞中 miR-148a表达水平无显著影响（t=3.17，P>0.05），但 8 Gy 酌射线照射能够显著下调 H460细胞中 miR-148a的表达水平（**：t=

10.95，P<0.01）；C、D：克隆形成实验结果显示，与空白对照组比较，miR-148a转染能够显著增强 A549细胞的放射敏感性（**：t=

12.16，P<0.01）；同时，anti-miR-148a转染能够显著降低 H460细胞的放射敏感性（**：t=11.93，P<0.01）。PCR：聚合酶链反应。

Fig.1 The effect of miR-148a on the radiosensitivity of lung cancer A549 and H460 cells
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图 2 MiR-148a对 ER 3忆 UTR序列的靶向调控作用 图中，A：ER的 3忆 UTR序列中受 miR-148a直接调控的模序；B：ER-3忆 UTR序

列突变示意图；C：MiR-148a能够抑制野生型 ER-3忆 UTR的荧光素酶活性，差异有统计学意义（**：t=11.52、12.78，均 P<0.01），但对

突变型 ER-3忆 UTR的荧光素酶活性无显著影响，差异无统计学意义（*：t=1.97、2.32，均 P>0.05）；D：Anti-miR-148a能够增强野生型

ER-3忆 UTR的荧光素酶活性（**：t=11.98、13.22，均 P<0.01），但对突变型 ER-3忆 UTR的荧光素酶活性无显著影响，差异无统计学意义

（*：t=2.11、2.42，均 P>0.05）。ER：雌激素受体。

Fig.2 The direct regulation of miR-148a on the ER-3忆 UTR
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2.3 MiR-148a 对 ER 的 mRNA 及蛋
白表达水平的影响

Western blot以及实时定量 PCR实
验结果显示，miR-148a 过表达可以
下调肺癌 A549细胞中 ER的 mRNA及
蛋白表达水平（图 3 中 A）；另外，
anti -miR-148a 过表达可以上调肺癌
H460细胞中 ER 的 mRNA 及蛋白表
达水平（图 3中 B）。同时，miR-148a
及 anti-miR-148a的转染差异有统计学
意义（t=10.82、12.66、11.31、12.31，
均 P<0.01）。这些实验结果表明，
miR-148a 能够在肺癌细胞中抑制 ER
的 mRNA及蛋白表达水平。
2.4 MiR-148a通过抑制 ER的表达水

平对肺癌 A549和 H1299细胞放
射敏感性的影响

TUNEL 染色实验显示（图 4 中
A），与空白对照组相比，miR-148a
单独转染能够显著增强 4 Gy 酌射线照
射对肺癌 A549细胞的促凋亡作用，且差异有统计
学意义（t=13.38，P<0.01）；而与 miR-148a单独转染
组比较，共转染了 miR-148a和 pcDNA-ER的 A549
细胞中，4 Gy 酌射线照射所导致的凋亡作用显著降
低，差异有统计学意义（t=6.47，P<0.05）。克隆形
成结果显示（图 4 中 B、C），与空白对照组相比，
miR-148a 单独转染能够显著提高肺癌 A549 和
H1299细胞的放射敏感性，差异有统计学意义（t=
12.91、13.44，均 P<0.01）；而与 miR-148a 单独转
染组比较，共转染了 miR-148a和 pcDNA-ER的肺
癌细胞则出现明显放射敏感性下降，差异有统计学

意义（t=11.34、12.68，均 P<0.01）。anti-miR-148a
单独转染能够显著降低肺癌 H460细胞的放射敏感
性，且差异有统计学意义（t=12.51，P<0.01），而共
转染了 anti-miR-148a和 ER siRNA的肺癌细胞则出
现明显放射敏感性升高，差异有统计学意义（t=
10.96，P<0.01）（图 4中 D）。上述结果表明，miR-
148a 可以通过抑制 ER 的表达水平进而增强肺癌
A549和 H1299细胞的放射敏感性。

3 讨论

肺癌是全球男性和女性发病率最高的肿瘤。同

时，中国已成为肺癌发病率增长最快的国家之一，

每年约有 60万患者死于肺癌[2]。肺癌的引发因素

有很多，其中吸烟是诱发肺癌的最主要因素[4]。在

全球大部分国家中，90%的肺癌是由吸烟引起的[18]。

目前，放疗是肺癌的主要治疗方法之一，但治疗

过程中患者出现的放疗抵抗现象使治疗效果大大降

低 [19-20]。因此，寻找肺癌的耐辐射基因，减低或

抑制耐辐射基因的表达或提高辐射增敏基因的表

达，有效地增加肺癌的放疗敏感性，是近年对肺癌

治疗的研究热点之一。

最近的研究结果发现，miR-148a 能够抑制多
种肿瘤的发生与发展[14-15]。miR-148a在非小细胞肺
癌组织中的表达水平显著低于正常组织，同时

miR-148a的表达水平与肺癌细胞的淋巴结迁移水
平呈负相关[21]。另外，miR-148a还可以抑制肺癌组
织中上皮细胞转化为间充质细胞，进而抑制肺癌

细胞的浸润与转移[11]。但有关 miR-148a与肺癌细
胞放射敏感性的分子机制迄今为止尚不清楚。因此，

我们重点探究了人为升高 miR-148a的表达水平对
肺癌细胞放射敏感性的影响，结果发现 miR-148a
能够显著提高肺癌细胞的放射敏感性，而且放射敏

感性的提高伴随着 ER的表达水平降低。研究结果
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图 3 MiR-148a或 anti-miR-148a对肺癌 A529和 H460细胞中 ER mRNA表达水
平及蛋白表达水平的影响 图中，A：MiR-148a转染下调了 A549细胞中 ER的
mRNA 及蛋白表达水平；B：Anti-miR-148a 转染上调了 H460 细胞中 ER 的
mRNA及蛋白表达水平。**：MiR-148a及 anti-miR-148a的转染差异有统计学
意义（t=10.82、12.66、11.31、12.31，均 P<0.01）。ER：雌激素受体；GAPDH：
甘油醛-3-磷酸脱氢酶。
Fig.3 The effects of miR-148a or anti-miR-148a on the expression of estrogen
receptor at the mRNA and protein levels in A549 or H460 cells
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提示 miR-148a的增敏作用与其调控的 ER 相关信
号通路有关。前期已有文献报道了 miR-148a能够
在乳腺癌中通过抑制 ER的表达水平，抑制肿瘤的
发生与发展[17]。

有文献报道， ER在人非小细胞肺癌组织、正
常肺组织中均有表达，其表达与肺癌组织学类型

相关[22-23]。ER主要通过雌激素信号途径调节转录，
通过生长因子受体途径和类固醇信号途径调节其在

肿瘤细胞核的活性，进而影响肿瘤细胞的生长、分

裂和代谢等生物学行为[23]。ER与非小细胞肺癌的
发生、发展及预后密切相关，因此可作为今后肺癌

治疗中的重要靶点[24-25]。本研究结果显示，酌射线
照射可以下调肺癌细胞中 miR-148a 的表达水平，
但过表达 miR-148a能够显著增强肺癌细胞的放射
敏感性，同时抑制 ER的表达水平，说明 酌射线照
射是通过下调 miR-148a 的表达水平同时上调 ER

的表达，最终引发辐射抵抗，即照射寅miR-148a
下调寅ER 上调寅放射敏感性降低。该结论也在
miR-148a和 pcDNA-ER共转染细胞的凋亡及生存
实验中得以验证，即在 miR-148a过表达后再提高
ER的表达水平可以抑制 miR-148a的促凋亡作用以
及放射增敏效应。另外，我们旨在探讨 miR-148a
调控肺癌细胞放射敏感性的分子机制，而细胞的凋

亡及生存实验也是为进一步佐证 ER 通路是 miR-
148a发挥增敏功能的重要靶点，因此上述结果已
充分表明 miR-148a所介导的放射敏感性的提高是
通过抑制 ER的表达水平来实现的。尽管已有文献
阐述了 ER对三阴性乳腺细胞的放射敏感性具有调
控作用[26]，但其与肺癌细胞放射敏感性的关系目前

尚不清晰。本研究中，我们在阐明 miR-148a放射
增敏作用的同时，揭示了 ER对肺癌细胞辐射抵抗
潜在的诱导作用。
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图 4 MiR-148a和 ER对肺癌细胞凋亡作用及放射敏感性的影响 图中，A：与空白对照组比较，miR-148a单独转染能够显著增强
4 Gy 酌射线照射对 A549细胞的促凋亡作用，差异有统计学意义（**：t=13.38，P<0.01）；而与 miR-148a单独转染组比较，共转染了
miR-148a和 ER的 A549细胞中，4 Gy 酌射线照射所导致的凋亡作用显著降低，差异有统计学意义（*：t=6.47， P<0.05）； B、C：与
空白对照组比较，miR-148a单独转染能够显著提高肺癌 A549和 H1299细胞的放射敏感性，差异有统计学意义（**：t=12.91、13.44，
均 P<0.01），而与 miR-148a单独转染组比较，共转染了 miR-148a和 ER的肺癌 A549和 H1299细胞则出现明显放射敏感性下降，差异
有统计学意义（**：t=11.34、12.68，均 P<0.01）；D：与空白对照组比较，anti-miR-148a单独转染能够显著降低肺癌 H460细胞的放射
敏感性，差异有统计学意义（**：t=12.51，P<0.01），而与 anti-miR-148a单独转染组比较，共转染了 anti-miR-148a和 ER siRNA的肺癌
H460细胞则出现明显放射敏感性升高，差异有统计学意义（**：t=10.96，P<0.01）。ER：雌激素受体。
Fig.4 Effects of miR-148a and estrogen receptor on the apoptosis and radiosensitivity of lung cancer cells
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综上所述，我们通过本研究发现人为地提高

miR-148a的表达水平能够增强肺癌细胞的放射敏
感性，而这种作用是通过抑制 ER的表达水平来完
成的。因此，深入研究 miR-148a作为肺癌细胞放
疗敏感性调控的新靶点具有临床意义和价值，为肺

癌放疗的增敏提供新的实验依据，也为临床肺癌放

疗疗效的提高奠定了基础。
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