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【摘要】 目的 研究肺癌细胞 A549和 H460对 137Cs 酌射线的辐射敏感性差异及核因子 E2相关
因子2（Nrf2）蛋白含量的差异。方法 使用 2、4、6 Gy 137Cs 酌射线照射 A549和 H460细胞；1、2、
4、6 Gy 137Cs 酌射线照射 H460细胞，用克隆形成法检测细胞增殖能力，单细胞凝胶电泳检测细胞
DNA损伤修复情况，casp_1.2.3b1彗星分析软件分析 olive尾距值和尾部 DNA含量，蛋白质印迹法
检测 Nrf2蛋白表达量。克隆形成率、olive尾距值和尾部 DNA含量采用独立样本 t检验进行比较。
结果 经 2、4、6 Gy 137Cs 酌射线照射后，肺癌 A549细胞的克隆形成率分别为（73.78依14.69）%、
（42.26依3.19）%、（17.50依2.18）%；H460细胞的克隆形成率分别为（56.38依6.28）%、（23.82依8.25）%、
（4.66依0.87）%，肺癌 A549细胞克隆形成率高于 H460细胞，且差异均有统计学意义（t=7.99，P=
0.015；t=6.75，P=0.019；t=12.03，P=0.005）。4 Gy 照射后 2 h，肺癌 H460细胞的olive 尾距值
（1.27依0.05）和尾部 DNA含量（4.51依0.19）%明显高于 A549细胞[0.68依0.04、（2.12依0.14）%]，且差
异均有统计学意义（t=8.69、10.30，均 P约0.05）。蛋白质印迹实验结果显示，肺癌 A549比 H460
细胞系的 Nrf2蛋白丰度高，照射后两种细胞中的 Nrf2蛋白水平均升高，但肺癌 A549细胞明显高
于 H460细胞。结论 肺癌 A549细胞系对 137Cs 酌射线的辐射抗性强于 H460细胞系，这种辐射抗
性差异可能与两种细胞系内 Nrf2蛋白的含量相关。
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揖Abstract】 Objective This study aims to compare radiosensitivity to 酌 ray between A549 and
H460 cells and explore the relationship between different radiosensitivities and Nrf2 expression. Methods
A549 and H460 cells were exposed to 2, 4, and 6 Gy 137Cs 酌 ray, and H460 cells were exposed to 1, 2, 4, and
6 Gy 137Cs 酌 ray. Cell proliferation was assessed by clone formation assay. DNA damage was evaluated using
comet assay. Nrf2 protein level was measured by Western blot analysis. Results Clone formation assay
indicated that the clone formation rates of A549 cells were (73.78依14.69)%, (42.26依3.19)%, and (17.5依
2.18)%, and those of H460 cells were (56.38依6.28)%, (23.82依8.25)%, and (4.66依0.87)% after exposure to
2, 4, and 6 Gy, respectively (t=7.99, P=0.015; t=6.75, P=0.019; t=12.03, P=0.005). Lung cancer H460 cells
possessed higher olive tail moments (1.27依0.05), and tail DNA(4.51依0.19)% than A549 cells[0.68依0.04,
(2.12依0.14)%] in the comet assay conducted 2 h after 4 Gy irradiation(t=8.69, 10.30, both P<0.05). The
Western blot assay indicated that the Nrf2 protein level was higher in A549 cells than in H460 cells.
Radiation might induce the increase in the Nrf2 protein level in A549 and H460 cells. Moreover, the Nrf2
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protein level was higher in radioresistant H460R cells than in radiosensitive H460 cells. Conclusion A549
cells are more resistant to 137Cs 酌 ray than H460 cells, and different radiosensitivities may be related to Nrf2
protein level.
【Key words】 Lung neoplasms; Gamma rays; Radiation tolerance; A549 cells; H460 cells曰Nuclear

factor erythroid-2-related factor 2
Fund program: National Natural Science Foundation of China(31670859); Foundamental Research

Funds for the Central Public Welfare Research Institutes, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking
Union Medical College(2016ZX310198); Youth Foundation of Peking Union Medical College(3332016100);
Founds for Creative Research Group, Institute of Radiation Medicine, Chinese Academy of Medical Science
& Peking Union Medical College(1650)

放疗被广泛应用于肺癌的临床治疗，但肺癌细

胞对射线的敏感性不同，在放疗过程中会发生辐射

抵抗，因此比较不同肺癌细胞的辐射抗性，探究提

高肺癌细胞辐射敏感性的方法具有重要意义。

非小细胞肺癌（non -small-cell lung cancer，
NSCLC）是发病率最高、研究最多的肺癌。过去 20
多年，虽然研究人员深入了解了 NSCLC的分子基
础和基因基础，但肺癌患者总的生存率并没有明显

提高。肺癌细胞产生放化疗抵抗是临床治疗效果差

的重要原因，肺癌细胞抗性产生的机制亟待探究。

放疗和一些化疗药物都可以通过升高细胞内活性氧

（ROS）的水平造成 DNA损伤，从而导致肺癌细胞
死亡或抑制其增殖、转移。然而，肺癌细胞内抗氧

化系统的相关基因突变和蛋白丰度的变化会导致其

产生放化疗抵抗[1-2]。

核因子 E2相关因子 2（nuclear factor erythroid-
2-related factor 2，Nrf2）作为一种核转录因子可以
与抗氧化作用元件（ARE）结合调节一系列抗氧化基
因的表达，如 HO-1（heme oxygenase-1，血红素加
氧酶-1）、NQO1（NAD（P）H:quinone oxidoreductase 1，
还原型辅酶/醌氧化还原酶 1）、GSTs（glutathione
S-transferase，谷胱甘肽 S-转移酶）[3-5]，也可以调

节药物的解毒作用和药物泵出[6]。Nrf2在人体各组
织器官中广泛表达，它的含量主要受到 Keap1 的
调节[7]。正常情况下，Nrf2在胞质中可与 Keap1结
合发生泛素化，并被转运到蛋白酶体降解，氧化应

激可使二者解聚，游离 Nrf2可以稳定存在并转位
入细胞核发挥转录因子的作用 [ 5，8]。肺癌细胞中

Nrf2 常过表达，且 Nrf2过表达的肺癌患者较 Nrf2
正常表达的患者预后差[9]。研究人员对 NSCLC的辐
射抗性机制做了大量研究工作，但 Nrf2 蛋白与
NSCLC辐射敏感性的相关报道很少。由于不同类

型肺癌肿瘤由不同类型细胞组成，因此临床上对放

疗敏感性的表现不同，探究不同肺癌细胞的辐射敏

感性差异以及导致这种差异的原因，有助于临床医

师针对不同患者制定更精准的治疗方案。A549属
于鳞状 NSCLC细胞，来源于外植体肺肿瘤，H460
属于鳞状大细胞肺癌细胞，来源于胸膜积液，两者

在耐药性和辐射抗性等方面存在较大差异，但具体

机制还不明确。笔者通过对肺癌 A549和 H460两
个细胞系的辐射敏感性进行比较，并对比两者的

Nrf2蛋白含量，探讨 Nrf2蛋白水平差异对两种细
胞系辐射敏感性的影响。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

RPMI 1640培养基购于美国 HyClone公司；胎
牛血清购于美国 Gibco公司；二喹啉甲酸（BCA）、
MTT、吉姆萨染液均购于中国 Sigma公司；anti-Nrf2
抗体购于英国 abcam公司；RIPA细胞裂解液购于北
京索莱宝科技有限公司；anti-茁-Tubulin 抗体购于
北京康为世纪生物科技有限公司；山羊抗小鼠

（兔）免疫球蛋白二抗（辣根过氧化物酶标记）购于

北京中杉金桥生物技术有限公司。照射仪器为加拿

大 Atomic Energy of Canada Co. Ltd 137Cs 酌 射线源。
细胞培养箱为力康（Heal Force）生物科技公司HF90/
HF240 二氧化碳培养箱。Powerpac 基础电泳仪和
ChemiDoc MP 化学发光成像系统购于美国伯乐
（BIO-Rad）公司。
1.2 细胞系及细胞培养

肺癌细胞 A549和 H460购于中国医学科学院
基础医学研究所。H460细胞接受小剂量（2 Gy）照
射后继续培养筛选得到一种辐射抗性较强的 H460
细胞，将其命名为 H460R。A549、H460和 H460R
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细胞都在直径 10 cm培养皿中培养，用含有 10%胎
牛血清的 RPMI 1640培养液于 37益、5%CO2培养箱

中常规培养、传代，取对数生长期细胞进行实验。

1.3 细胞照射

照射剂量率为 1.02 Gy/min。取对数生长期细
胞接种在培养皿或培养板中，待细胞贴壁后更换

RPMI 1640（加 10%胎牛血清）新鲜培养基并用封口
膜封住培养皿或培养板口，将其置于射线源下，完

全暴露照射（肺癌 A549和 H460细胞克隆形成实验
照射剂量分别为 2、4、6 Gy；肺癌 H460和 H460R
细胞克隆形成实验照射剂量分别为 1、2、4、6 Gy）。
细胞照射后放回培养箱继续培养。

1.4 细胞克隆形成实验

将细胞接种在 60 mm培养皿中，每皿接种细
胞 400个，各照射组均设置 3个平行皿。待细胞贴
壁后分别用 137Cs 酌射线进行照射，继续培养 2 h后
更换新鲜培养基。每 2 d更换 1次培养基，约 2周
后使用吉姆萨染液染色计数，统计逸50个细胞的
克隆数量。

1.5 单细胞凝胶电泳实验（彗星实验）

肺癌 A549和 H460细胞经 4 Gy 137Cs 酌射线照
射后 2 h收集细胞，用 PBS冲洗 2次，使用 PBS重
悬调节细胞悬液密度至 4伊105个/mL耀5伊105个/mL。
彗星实验板每孔铺 0.75%正常熔点琼脂糖凝胶约
500 滋L，待凝胶凝结后，将 30 滋L 细胞悬液与
70 滋L 0.75%低熔点琼脂糖凝胶混匀滴于上层铺平，
将彗星实验板完全浸没在细胞裂解液中，4益下裂
解 2.5 h。将彗星实验板移入装有 Tris-硼酸缓冲液
的电泳槽中进行 DNA解旋 20 min， 30 V电压电泳
20 min，电泳结束后使用中和缓冲液中和 20 min。
彗星实验板用 PBS 冲洗后经溴化乙啶染色，在荧
光显微镜下观察拍照。使用 CASP 6.0软件分析图
像。casp_1.2.3b1彗星分析软件分析 olive尾距值和
尾部 DNA含量。
1.6 细胞蛋白提取和蛋白质印迹实验

收集肺癌 A549、H460 和 H460R 细胞，使用
RIPA 组织 /细胞裂解液在 4益下裂解 20耀30 min，
4益下 12 000伊g离心 15 min，吸取上层液体即为蛋
白溶液，使用二喹啉甲酸对提取的蛋白进行定量。

在 10%聚丙烯酰胺凝胶中每孔上样 40 滋g蛋白进行
电泳，将蛋白转印至聚偏氟乙烯膜上，用 5%脱脂
奶粉 TBST（Tris-Hcl 缓冲液+Tween20）缓冲液在室

温下封闭 1 h，anti-茁-Tubulin 抗体 4益孵育过夜，
山羊抗小鼠（兔）免疫球蛋白二抗孵育 2 h。使用增
强化学发光试剂后，将聚偏氟乙烯膜放入化学发

光凝胶成像系统中曝光成像。

1.7 统计学方法

采用 SPSS 17.0软件进行统计学分析。定量资
料符合正态分布，方差齐，采用独立样本 t检验进
行比较。P约0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 照射后肺癌 A549和 H460细胞的生存情况
经 2、4、6 Gy 137Cs 酌射线照射后，A549细胞

的克隆形成率分别为（73.78依14.69）%、（42.26依
3.19）%、（17.50依2.18）%；H460细胞的克隆形成率
分别为（56.38依6.28）%、（23.82依8.25）%、（4.66依
0.87）%。不同照射剂量的 A549细胞克隆形成率高
于 H460细胞且差异均有统计学意义（t=7.99，P=
0.015；t=6.75，P=0.019； t=12.03，P=0.005），这
表明肺癌 A549 细胞比 H460 细胞的辐射抗性强
（图1）。

2.2 照射后肺癌 A549 和 H460 细胞 DNA 的损伤
修复情况

肺癌 A549细胞和 H460细胞经 4 Gy 137Cs 酌射
线照射后 2 h DNA的损伤修复结果见图 2，H460细
胞的 olive 尾距值为 1.27依0.05，A549 细胞的 olive
尾距值为 0.68依0.04。H460细胞的尾部 DNA 含量
为（4.51依0.19）% ，A549 细胞的尾部 DNA 含量为
（2.12依0.14）%。H460细胞的 olive尾距值（t=8.69，
P=0.04）和尾部 DNA含量（t=10.30，P=0.023）均高
于 A549细胞，且差异均有统计学意义。H460细胞

图 1 137Cs 酌射线照射对肺癌 A549细胞和 H460细胞的克隆

形成率的影响

Fig.1 Clone forming rate of the A549 and H460 lung cancer

cells after irradiated by 137Cs 酌 ray
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图 2 4 Gy 137Cs 酌 射线照射后 2 h 肺癌 A549 和 H460 细胞

DNA的损伤情况 图中，A：单细胞凝胶电泳彗星 olive尾距

值比较；B：单细胞凝胶电泳彗星尾部 DNA 含量比较。

DNA：脱氧核糖核酸。

Fig.2 DNA damage of the A549 and H460 lung cancer cells after

2 h irradiated by 4 Gy 137Cs 酌 ray

4

3

2

1

0

10

8

6

4

2

0

H460 A549

Nrf2

茁-Tubulin

图 4 4 Gy 137Cs 酌射线照射后 2 h肺癌 A549细胞和 H460细

胞中 Nrf2蛋白的表达 图中，Nrf2：核因子 E2相关因子 2。

Fig.4 Nrf2 protein level in A549 and H460 lung cancer cells

after 2 h irradiated by 4 Gy 137Cs 酌 ray
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图 3 肺癌 A549 细胞和 H460 细胞中 Nrf2蛋白的表达 图

中，Nrf2：核因子 E2相关因子 2。

Fig.3 Nrf2 protein level in A549 and H460 lung cancer cells

中存在明显的 DNA损伤，而 A549细胞中的 DNA
损伤基本无法通过彗星实验检测出来。这说明

A549细胞的 DNA损伤修复能力比 H460细胞强。
2.3 肺癌 A549和 H460细胞中 Nrf2蛋白的含量

蛋白质印迹实验结果显示，肺癌 A549细胞比
H460细胞的 Nrf2蛋白含量高（图 3）。经 4 Gy 137Cs
酌射线照射后 2 h提取蛋白，结果发现 A549和H460
细胞中 Nrf2 蛋白含量都会升高，但 A549 细胞内
Nrf2蛋白含量仍明显高于 H460细胞（图 4）。
2.4 H460R细胞中 Nrf2蛋白含量变化情况

经 1、2、4、6 Gy 137Cs 酌射线照射后， H460R
细胞的克隆形成率为（84.15依13.20）%、（62.27依
9.25）%、（31.13依2.55）%、（9.34依1.07）%，与 H460
细胞的克隆形成率进行比较，两者经 4、6 Gy 137Cs
酌射线照射后克隆形成率的差异有统计学意义（t=
9.24、10.33，均 P约0.05），肺癌 H460R细胞的辐
射抗性明显强于 H460细胞（图 5）。通过蛋白质印
迹实验比较两种细胞内的 Nrf2蛋白含量，结果发
现肺癌 H460R细胞中 Nrf2蛋白含量高于 H460细
胞（图 6）。

3 讨论

放疗是一种有效的、被广泛应用的癌症治疗手

段，其治疗原理是电离辐射可以直接或间接造成
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图 6 肺癌 H460细胞和 H460R细胞中 Nrf2蛋白的表达 图

中，Nrf2：核因子 E2相关因子 2。

Fig.6 Nrf2 protein level in H460 and H460R cells
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图 5 137Cs 酌射线照射对肺癌 H460 细胞和 H460R细胞克隆

形成率的影响

Fig.5 Clone forming rate of the H460 and H460R cells after

irradiated by 137Cs 酌 ray
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DNA损伤，进而诱发癌细胞的死亡。电离辐射可
以造成直接 DNA损伤，细胞内的水被电离产生的
活性氧、自由基造成间接的 DNA损伤。然而，一
些癌细胞由于细胞周期调节基因的突变、DNA损
伤修复基因的突变或氧化还原平衡调节基因的突变

等产生了辐射抗性[10-11]。保持细胞内低水平活性氧

是肿瘤细胞产生辐射抗性的重要原因，已有文献报

道抗氧化酶系统过度活化导致肿瘤细胞产生辐射抗

性，抑制抗氧化系统的突变可以增强肿瘤细胞的辐

射敏感性[12]。

Nrf2 是一系列抗氧化基因的转录调节器，有
研究发现，通过调节 Nrf2 可以提高白血病和甲状
腺癌的化疗效果[13]。在 NSCLC中有 8%耀11%存在
Nrf2/Keap1信号通路的突变，Nrf2过表达可以促进
肿瘤的增殖，导致肿瘤细胞的放化疗抵抗，抑制Nrf2
过表达可以增强这些细胞的放化疗敏感性 [2，9]。不

同的肺癌细胞对 酌 射线表现出不同的辐射抗性。
我们猜想，不同癌细胞的辐射抗性或许与它们的

Nrf2蛋白含量有关，即细胞系中 Nrf2蛋白的含量
越高其辐射抗性越强。通过克隆形成实验和彗星实

验，我们比较了 A549细胞和 H460细胞对 酌射线
的敏感性，通过蛋白质印迹实验比较了二者 Nrf2
蛋白的含量以及照射后 Nrf2含量的变化。结果证
实，Nrf2蛋白含量高的 A549细胞对 酌射线的辐射
抗性强于 Nrf2蛋白含量低的 H460细胞。使用单细
胞凝胶电泳检测细胞 DNA 损伤的过程中，较大
（6 Gy）和较小剂量（2 Gy）照射都不能很好地区分两
种细胞 DNA损伤的差别，4 Gy照射后 2 h比较两
种细胞的 olive尾距值和尾部 DNA含量，可以明显
看出 H460细胞比 A549细胞的 DNA损伤严重。在
受到照射后，两种细胞的 Nrf2蛋白含量都有增加，
但 A549细胞的 Nrf2蛋白含量仍明显高于 H460细
胞，证明在受到 酌射线照射后，Nrf2 蛋白含量较
高的 A549细胞表现出更强的细胞保护作用。由此
可见，较高水平的 Nrf2蛋白含量可能是 A549细胞
比 H460细胞辐射抗性更强的一种原因。小剂量照
射筛选出的 H460R细胞比 H460细胞辐射抗性强，
并且 Nrf2 蛋白含量较高，表明 Nrf2 是影响 H460
细胞辐射敏感性的重要因素。

探寻肿瘤细胞辐射敏感性的标志物有助于我们

提高肿瘤放疗的疗效和进行肿瘤个体化精准治疗。

近年来的研究发现，Nrf2 会影响肺癌的发生、发

展及临床治疗[14-15]，所以详细阐明 Nrf2与肺癌细胞
生物活性的关系具有重要意义。我们的实验结果证

明 Nrf2可能是 A549和 H460两种细胞具有不同辐
射敏感性的原因，所以 Nrf2有望成为一种评价不
同细胞辐射敏感性的标志物。我们只比较了两种细

胞，要想确定 Nrf2可以作为一种辐射敏感性评价
标志物还应比较更多细胞。另外，影响细胞辐射敏

感性的原因还有很多，在研究 Nrf2与细胞辐射敏
感性的过程中还要综合考虑其他影响因素。在临

床放疗治疗癌症的过程中，针对肿瘤细胞 Nrf2过
表达的患者，我们可以研发合适的 Nrf2抑制剂来
增强肿瘤细胞的辐射敏感性，达到更好的临床治疗

效果。
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