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揖 摘要铱 目的 观察用小干扰 RNA渊 siRNA冤敲降 B7-H3 蛋白的表达对人肺癌细胞 A549 的细

胞周期和凋亡的影响遥 方法 培养人肺癌 A549 细胞袁 将 B7-H3 蛋白 siRNA 瞬时转染于 A549 细

胞渊 称为 siB7-H3 转染组冤遥 实验分为 4 组袁 即对照组尧 siB7-H3 转染组尧 照射组尧 照射+siB7-H3
转染组遥 采用 137Cs 酌 射线一次性照射袁 照射剂量为 4 Gy曰 用 Western blotting 法和实时定量 PCR
分别检测 B7-H3 蛋白和 mRNA 的表达曰 流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡的改变遥 结果 与

对照组相比袁 siB7-H3 转染组的 B7-H3 蛋白水平明显降低袁 mRNA 表达量也明显低于对照组且差

异有统计学意义渊 t=-4.222袁 P=0.013冤遥 siB7-H3 转染组细胞的 G0/G1 期细胞阻滞袁 S 和 G2/M 期

细胞数量减少曰 与对照组相比袁 照射组出现轻微的 G0/G1 期阻滞和明显的 G2/M 期细胞阻滞袁 照

射+siB7-H3 转染组的 G0/G1尧 G2/M 期均有明显的阻滞遥 照射后 48 h袁 与对照组相比袁 照射组细

胞的坏死率和凋亡率明显升高袁 siB7-H3 转染组和照射+siB7-H3 转染组的坏死率和凋亡率均无明

显改变遥 结论 降低肺癌 A549 细胞中 B7-H3 蛋白表达水平可明显增加辐射诱导的 G0/G1 期阻

滞袁 从而提示 B7-H3 表达水平的改变可能通过调节 G0/G1 细胞周期检查点而对肺癌细胞放射敏

感性产生重要的调节功能遥
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揖Abstract铱 Objective To explore the effects of B7-H3 down-regulation on cell cycle and apoptosis
in lung cancer A549 cells. Method Human lung cancer cell line A549 were cultured. siB7-H3 RNA which
can specifically silence the expression of B7-H3 protein was transfected into A549 cells. 137Cs 酌 -ray
irradiation was used with a single dose of 4 Gy. Experiments included control group, siB7-H3 transfected
group, irradiation group, and irradiation+siB7-H3 transfected group. After transfected with siB7-H3, Western
blotting and quantitative real -time PCR assays were used to detect the expression of B7 -H3 protein and
mRNA in A549 cells. The cell cycle and apoptosis of A549 cells following 4 Gy irradiation were detected by
flow cytometry. Results The protein and mRNA expression of B7-H3 were significantly decreased in A549
cells transfected with siB7-H3 compared with the control group, and the differences between the two groups
were statistically significant渊t=-4.222, P=0.013冤. siB7 -H3 transfection induced significant effect on cell
cycle with increase of G0/G1 phase arrest and reduction of S and G2/M phase population. A mild enhanced
G0/G1 phase arrest and an obvious enhanced G2/M phase arrest of irradiation group were detected compared
with the control group. An enhanced G0/G1 and G2/M phase arrest of irradiation+siB7-H3 transfected group
were detected compared with the control group. Compared with the control group, the necrosis and apoptosis
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肺癌是最常见的恶性肿瘤，其中，非小细胞肺

癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）是肺癌中最

高发的（约占 80%）。放疗是治疗 NSCLC 的一种主

要治疗方式，但是，辐射抵抗是限制放疗被广泛应用

的主要原因[1-2]。改变肿瘤细胞中特定的基因表达水

平以影响肿瘤的放射敏感性是提高放疗疗效的一个

有效方法，基因治疗与放疗联合使用会成为有前景的

肿瘤治疗策略[3-4]。B7-H3 蛋白于 2001 年首次被发现

并被克隆，其是 B7共刺激分子家族中的一员，具有

调节 T 细胞介导的免疫反应的功能[5]。越来越多的

研究揭示 B7-H3 蛋白可以抑制 T 细胞的增殖，减少

其细胞因子的释放和转录因子的活化[6-7]。在正常组织

中，B7-H3蛋白低表达[8]而在多种恶性肿瘤中都呈高

表达，包括胰腺癌[9]、前列腺癌[10-11]、肾细胞癌[12-13]、
NSCLC[14]等。但 B7-H3 蛋白在NSCLC 中的临床意义

和预后价值仍存在一定争议[15-17]。我们通过研究人

为降低 B7-H3 基因表达对 酌 射线辐射诱导的人类肺

癌 A549细胞的凋亡和细胞周期的影响，探讨 B7-H3
在调节肺癌细胞放射敏感性中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人肺癌 A549 细胞（由中国医学科学院肿瘤医

院詹启敏教授实验室馈赠）用含 10%胎牛血清的

DMEM 培养液在 5% CO2 的 37益 恒温培养箱中培

养，待细胞生长浓度约为 80% 时进行传代亚培养。

选择处于对数生长期的 A549 细胞进行实验。

1.2 B7-H3 蛋白小干扰 RNA（small interfering RNA，

siRNA）转染 A549 细胞

转染前 1 d，将细胞接种于六孔板中，每孔加入

2 mL 无抗生素培养基，使细胞密度达到 50%；取

2 滋L/孔 Lipofectamine 3000 与 50 滋L Opti-MEM（减血

清培养基）混匀，室温下孵育5min；取 2滋L/孔 siRNA
与 50 滋LOpti-MEM混匀，室温孵育 5min。将以上 2
种混合液混匀，室温放置 30 min，即为 siRNA 转染

液。将 siRNA 转染液加入待转染 A549 细胞液中，

轻轻混匀，培养 6 h 后将培养基换成含血清的完全培

养基。转染成功的细胞称为 siB7-H3转染组。

1.3 分组与照射条件

实验分为 4 组，即对照组、siB7-H3 转染组、

照射组、照射+siB7-H3 转染组。其中，对照组为

转染了阴性 siB7-H3 的 A549 细胞；siB7-H3 转染

组为转染了靶向 B7-H3 蛋白 siRNA 的 A549 细胞；

照射组为经过照射的 A549 细胞；照射+siB7-H3 转

染组为经过照射的转染了靶向 B7-H3 蛋白 siRNA
的 A549 细胞。照射组、照射+siB7-H3 转染组的照

射条件为 137Cs 酌射线照射源（Autocell40，加拿大原

子能有限公司），一次性照射，照射剂量为 4 Gy，
剂量率为 1 Gy/min。
1.4 Western blotting 法检测 B7-H3 蛋白的改变

将对照组、siB-H3 转染组的细胞用细胞裂解

液冰上裂解，提取总蛋白，采用 BCA法进行蛋白定

量。取各组等量蛋白用 SDS-PAGE 凝胶电泳分离，

恒流 180 mA 湿转 1 h 至 PVDF 膜，用含 5%脱脂奶

粉的 TBST（Tris-HCl 缓冲盐溶液+非离子型去污剂

Tween）缓冲液室温封闭 1 h 后，分别加入小鼠抗人

B7-H3 蛋白抗体（1 颐 1000 稀释）和甘油醛-3-磷酸脱

氢 酶（glyceraldehyde - 3 -phosphate dehydrogenase，
GAPDH）（1 颐 6000 稀释）内参抗体，4益 孵育过夜。

次日用 TBST洗涤 3次，每次 10min，并在摇床上振

摇，加入辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG（H + L）（1 颐
5000 稀释），室温孵育 1 h 后 TBST 洗涤 3次，每次

10min。用化学发光法显色，凝胶成像系统采集成

像（ChemiDoc MP 型号，美国 BIO-RAD 公司）。以

induction of the irradiated group significantly increased at 48 h after irradiation. However, No significant
alterations of necrosis and apoptosis induction were observed between irradiation group and irradiation+
siB7-H3 transfected group. Conclusions Down-regulation of B7-H3 can significantly elevated the G0/G1
arrest inA549 cells following radiation. This conclusion indicated that the alteration of B7-H3 expression could
play a key role in the regulation of the radiosensitivity of lung cancer viamediating theG0/G1 checkpoint.

揖 Key words铱 Lung neoplasms; Carcinoma, non-small-cell lung; Cell cycle; Apoptosis; B7-H3;
siRNA
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上所用试剂均购自英国 Abcam 公司。

1.5 实时定量 PCR 检测 B7-H3蛋白mRNA 的表达

收集瞬时转染 24 h 的 A549 细胞，Trizol 法提

取细胞总 RNA，用反转录试剂盒反转录 mRNA 生

成 cDNA，用 PCR 扩增试剂盒检测对照组、siB7-H3
转染组中 B7-H3 mRNA 的表达，选择 GAPDH 作为

mRNA 的内参。扩增条件：恒温段：50益、2 min，
95益、10 min；循环段：95益、15 s，60 益、1 min；
熔解段：95益、15 s，60益、1 min，95益、15 s，
循环 40 次，数据采用 2-驻驻Ct 法进行分析。以下

为引物序列：

GAPDH 引物

正向：5’-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3’
反向：5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’

B7-H3 引物

正向：5’-AGGGCAGCCTATGACATTCCC-3’
反向：5’-AGCTCCTGCATTCTCCTCCTCA-3’

1.6 细胞周期分析

经过照射的细胞继续培养 48 h。将对照组、

siB7-H3 转染组、照射组、照射+siB7-H3 转染组的

细胞弃掉培养液，胰酶消化后将细胞吹打均匀，4益
下离心（离心半径 10 cm，2000 r/min）10 min 后弃上

清。使用预冷 PBS 洗 2 遍，加入预冷 75%乙醇充分

重悬细胞，4益条件固定过夜。离心（离心半径 10 cm，

2000 r/min）10 min 后弃上清，收集固定细胞，预冷

PBS 洗 2 遍。用 0.5 mL PBS 重悬细胞，加入浓度

为 10 mg/mL 核糖核酸酶 A 10 滋L 于 37益水浴中消

化 30 min，再加入浓度为 1 mg/mL 的碘化丙啶

（propidium iodide，PI）（购自美国 BD 公司）10 滋L
后，在冰浴中避光染色 30 min，流式细胞仪检测。

1.7 细胞凋亡检测

经过照射的细胞继续培养 48 h，将

对照组、siB7-H3 转染组、照射组、照

射+siB7-H3 转染组的细胞弃掉培养液，

用不含EDTA 的胰酶消化，离心（离心

半径 10 cm，2000 r/min）10 min 后收集

悬浮细胞，预冷 PBS 洗涤细胞，调整

每管细胞浓度为 1伊106 个/mL，依次加

入 Annexin V-FITC（磷脂结合蛋白 V-异
硫氰酸荧光素）和 PI 试剂，室温避光

15 min，流式细胞仪（BD Accuri C6 型

号，美国 BD 公司）检测。

1.8 统计学分析

采用 GraphPad Prism 5.0 统计软件对数据进行

统计学分析。计量资料以“x依s”表示，数据均符

合正态分布且方差齐，两组间比较采用配对 t 检
验。P<0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 siRNA 转染降低细胞 B7-H3 表达水平

Western blotting 法和实时定量 PCR 方法检测

B7-H3 蛋白和 mRNA 的改变，如图 1 中 A 所示，

与对照组相比，siB7-H3 转染组细胞中的 B7-H3 蛋

白水平明显降低。实时定量 PCR 结果经2-驻驻Ct 分
析后显示，siB7-H3 转染组细胞中的 siB7-H3 mRNA
表达量也明显低于对照组细胞（图 1中 B），且表达量

的差异有统计学意义（t=-4.222，P=0.013）。这些实

验结果表明，siB7-H3 转染确实可以有效地降低

siB7-H3 蛋白和 mRNA 表达水平。

2.2 siB7-H3 转染细胞的细胞周期改变

如图 2所示，流式细胞仪分析结果显示，B7-H3
表达水平的降低导致 A549 细胞的 G0/G1 期细胞阻

滞，S 和 G2/M 期细胞数量减少（图 2 中 B）。正

如预期的，4 Gy 酌 射线照射后 48 h，A549 细胞出

现轻微的 G0/G1 期阻滞和明显的 G2/M 期细胞阻

滞（图 2中 C）。而在 siB7-H3 转染的细胞，照射后

不仅导致明显的 G2/M 周期阻滞，而且也有明显的

G0/G1 期阻滞（图 2 中 D）。
2.3 siB7-H3 转染细胞的细胞凋亡改变

采用 Annexin-V 和 PI 双染色的流式细胞检测

方法观察了 B7-H3 降低对 A549 细胞辐照引起细胞

凋亡的影响。Annexin-V 和 PI 双染色流式细胞检测

典型结果解析为：左下为活细胞，左上为坏死细

图 1 转染 siB7-H3 对肺癌 A549 细胞的 B7-H3 蛋白和 mRNA 表达的影响 图

中袁 A院 用 Western blotting 法检测 B7-H3 蛋白曰 B院 实时定量 PCR 检测 mRNA曰
siB7-H3 转染组院 转染了靶向 B7-H3 蛋白 siRNA 的肺癌 A549 细胞曰 GAPDH院
甘油醛-3-磷酸脱氢酶遥
Fig.1 Effects of siB7 -H3 transfection on the expression of B7 -H3 protein(A) and
mRNA (B) in lung cancer A549 cells
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B
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表 1 siB7-H3 对肺癌 A549 细胞凋亡的影响

Table 1 Effects of siB7-H3 on apoptosis of irradiated lung cancer
A549 cells

组别 活细胞率/% 坏死率/% 凋亡率/%
对照组 89.68 02.59 07.73
siB7-H3 转染组 89.77 02.51 07.71
照射组 67.18 14.88 17.94
照射+ siB7-H3 转染组 69.67 11.34 18.99
注：siB7-H3 转染组为转染了靶向 B7-H3 蛋白的 siRNA 的肺癌

A549 细胞。

400 K 600 K 600 K 800 K

图 2 流式细胞仪检测 siB7-H3 对肺癌 A549 细胞的细胞周期的影响 图中袁 A院 对照组曰
B院 siB7-H3 转染组曰 C院 照射组曰 D院 照射+siB7-H3 转染组遥
Fig. 2 Effects of siB7 -H3 on cell cycle progression of lung cancer A549 cells with flow
cytometer. Un-irradiated (A) and 4Gy-irradiated (C) A549 cells without transfection; Un-irradiated
(B) and 4Gy-irradiated (D) A549 cells transfected with siB7-H3.
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胞，而右象限均为凋亡细胞，其中右上象限为晚

凋，右下为早凋（图 3）。如图 3 所示，当对数生长

的 A549 细胞受到 4 Gy 酌 射线照射，细胞的坏死率

（从 2.59%上升至 14.88%）和凋亡率（从 7.73%上升

至 17.94%）明显增加（表 1）。siB7-H3 转染组与对

照组相比，降低 B7-H3 蛋白表达，A549 细胞的坏

死率和凋亡率无明显改变；照射+siB7-H3 转染组

与照射组相比，B7-H3 蛋白的降低没有明显改变辐

照诱导的细胞坏死率和凋亡率（图 3 和表 1）。

4 讨论

放疗通过电离辐射直接或间接损伤细胞的

DNA，导致 DNA 双链断裂，

进而启动一系列生物效应导致

细胞死亡。然而，无论是正常

细胞还是肿瘤细胞都有完善的

DNA 损伤修复系统，该系统

既是正常细胞维持自身基因组

稳定的保护和防御机制，同时

也是肿瘤细胞对放疗抵抗的重

要机制之一[18]。分子靶向治疗

是现阶段肿瘤治疗的一个新趋

向，将其与放疗结合，可以在

增强放射敏感性的同时减少不

良反应，改善患者预后，降低

病死率[19]。
本研究结果显示，给予

A549 肺癌细胞 4 Gy 酌 射线的

照射，细胞发生了轻微的 G0/
G1 期检查点阻滞和明显的 G2/
M 期检查点阻滞，提示辐照导

致的细胞 DNA 损伤启动了典

型的细胞周期阻滞，允许细胞

在进入下一个细胞周期分裂之

前进行 DNA 损伤修复。而非常有趣的是敲降 B7-H3
的 A549 细胞，给予相同剂量照射，除了细胞发生

了明显的 G2/M 期阻滞外，也出现明显的 G0/G1 期

阻滞。显然，照射导致敲降 B7-H3 的 A549 细胞有

明显的 G0/G1 期阻滞的可能性有 2 种情况：（1）B7-
H3 表达水平的降低可能直接作用 G0/G1 细胞周

期，解除了其对细胞 G0/G1 检查点其他控制蛋白

的抑制作用，从而提示 B7-H3 可能是 G0/G1 检查

点的重要调节蛋白。（2）B7-H3 表达水平的降低可能

导致辐射引起的 G2/M 检查点的中断（disruption），
换句话说，辐照敲降 B7-H3的 A549 细胞出现的

G0/G1 期细胞数量的增加可能原因是来自辐照导致

的第一个细胞周期的 G2/M 检查点阻滞中断而进入

第二个细胞周期的 G0/G1 期。我们已知，细胞调控

周期蛋白异常、细胞周期检查点缺陷是肿瘤发生的

根本原因，通过对它的研究，将帮助我们在临床上

实现对肿瘤的预测、预警及早期诊断。G2/M 检查

点是由 p53 激活Gadd45琢（生长抑制及 DNA 损伤诱

导基因 45琢）蛋白所控制的，在没有p53 的肺癌细

胞中，hnRNPA0（人异质性胞核核糖核蛋白）可稳
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图 3 流式细胞仪检测 siB7-H3 对肺癌 A549 细胞凋亡的影响 图中袁 A院 对照组曰 B院
siB7-H3 转染组曰 C院 照射组曰 D院 照射+siB7-H3 转染组曰 AnnexinV-FITC院 磷脂结合蛋白

V-异硫氰酸荧光素曰 PI院 碘化丙啶遥
Fig. 3 Effects of siB7-H3 on apoptosis of irradiated A549 cells with flow cytometer. Un-irradiated
(A) and 4Gy-irradiated (C) A549 cells without transfection; Un-irradiated (B) and 4Gy-irradiated
(D) A549 cells transfected with siB7-H3.
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定编码 Gadd45琢 的mRNA。而启动G1/S 的检查

点，p53 激活 p21 细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂

蛋白。当p53 缺失时，hnRNPA0 可稳定编码 p27
（p21 的一个备份）蛋白的 mRNA。总之，Gadd45琢
和 p27 可帮助癌细胞中止细胞周期，并修复 DNA，

继续分裂。因此，我们目前正在开展的工作就是通

过分别采用G0/G1 期驱动蛋白抑制剂以及 M 期驱

动蛋白抑制剂，深入研究 B7-H3 是影响 G0/G1 检

查点还是影响 G2/M 检查点，从而导致 G2/M 检查

点阻滞的中断。在机制研究方面，B7-H3 是直接影

响细胞周期检查点，还是通过 p53 依赖或者 p53 非

依赖性信号通路调节而影响细胞周期检查点，这些

也是我们研究的内容。实际上，已有研究结果揭示

B7-H3 与 p53 之间确实存在密切关系[20] 。
辐射导致敲降 B7-H3 的 A549 细胞明显的 G0/

G1 期阻滞，提示 B7-H3 在调节肺癌细胞放射敏感

性上存在两种截然不同的作用。如果是发生第一种

假设的细胞周期阻滞，B7-H3
可能参与提高辐照导致 DNA
损伤的修复，则导致细胞辐射

耐受性的增加。但是，如果是

第二种细胞周期阻滞改变的发

生，由于 B7-H3 导致辐照诱导

的 G2/M 期阻滞中断，则可能

导致肺癌细胞辐射敏感性的提

高。因此，无论是哪一种情况

的发生都提示了 B7-H3 通过参

与辐射诱导的肿瘤细胞周期阻

滞，从而在肿瘤细胞的放射敏

感性调节中起到重要作用。

此外，我们也发现 B7-H3
蛋白水平的降低并不对辐射诱

导的细胞坏死和凋亡产生明显

的影响，而 B7-H3 蛋白是否参

与辐射引导的细胞自噬等其他

细胞凋亡模式的发生，这是我

们目前正在进行的研究。

综上所述，通过本研究，

我们首次发现 B7-H3 蛋白参与

了调控辐射诱导的细胞周期阻

滞，提示 B7-H3 在肺癌细胞放

射敏感性的调节中起着重要作

用。细胞周期调控蛋白异常和细胞周期检查点缺陷

或中断是肿瘤发生和发展的关键因素，也可作为临

床肿瘤诊断的重要标志物。同时，细胞周期检查点

缺陷或中断也是研究包括放疗在内的肿瘤特异性治

疗的靶点。因此，深入研究 B7-H3 蛋白作为重要

的肿瘤放射治疗敏感性调控的新靶点具有重要意义

和临床价值。
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