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长链非编码RNAMALAT１对肺癌细胞放疗敏感性的作用

福建省肿瘤医院 福建医科大学附属肿瘤医院放疗科 (福州３５００１４) 　郑　飞　李建成１
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【摘　要】　目的　研究长链非编码 RNA (LncRNA)肺腺癌转移相关转录本１ (MALAT１)对肺癌细胞放射治疗敏感

性的作用.方法　运用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应 (qRTＧPCR)检测肺癌细胞 A５４９中 MALAT１的表达,应用慢病

毒在 A５４９细胞中干扰或者过表达 MALAT１,并通过克隆形成实验检测干扰或者过表达 MALAT１后 A５４９细胞放疗敏感性

的改变,通过 Westernblot检测干扰或者过表达 MALAT１后 A５４９细胞放疗后 DNA 损伤标记物γＧh２ax表达的改变.结果

　通过慢病毒在 A５４９细胞中干扰 MALAT１后,A５４９细胞的放射敏感性增加,放疗后 DNA 损伤标记物γＧh２ax的表达增

加.通过慢病毒在 A５４９细胞中过表达 MALAT１后,A５４９细胞的放射敏感性降低,放疗后 DNA损伤标记物γＧh２ax的表达
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减少.结论　调控长链非编码 RNA MALAT１可以影响肺癌细胞的放射治疗敏感性,且有可能成为肺癌放疗增敏的新靶点.
【关键词】肺癌;放射治疗;长链非编码 RNA
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EffectoflongnonＧcodingRNAMALAT１onradiosensitivityoflungcancercells　　ZHENGFei,LIJiancheng．
Departmentof Radiology,Fujian Cancer Hospital,Fujian Medical University Cancer Hospital,Fuzhou,Fujian
３５００１４,China

【Abstract】　Objective　TostudytheeffectoflongnonＧcodingRNA MALAT１onradiosensitivityoflungcancercells．
Methods　qRTＧPCRwasusedtodetecttheexpressionofMALAT１inlungcancercellsA５４９,lentiviruswasusedtoknockdown
oroverexpressMALAT１inA５４９cells,andcloneformationexperimentwasusedtodetectthechangesinradiosensitivityof
A５４９cellsafterknockdownoroverexpressionofMALAT１,WesternblotwasusedtodetectthechangesintheexpressionofγＧ
h２ax,aradiationinducedDNAdamagemarkerinA５４９cellsafterknockdownoroverexpressionofMALAT１􀆰Results　Afterthe
knockdownofMALAT１inA５４９cellsbylentivirus,theradiosensitivityofA５４９cellsincreased,andtheexpressionofDNA
damagemarkerγＧh２axincreasedafterradiotherapy．AfteroverexpressingMALAT１inA５４９cellsbylentivirus,theradiosensiＧ
tivityofA５４９cellswasreduced,andtheexpressionofDNAdamagemarkerγＧh２axafterradiotherapywasreduced．Conclusion
　TheregulationoflongnonＧcodingRNAMALAT１canaffecttheradiosensitivityoflungcancercells,anditmaybecomeanew
targetforlungcancerradiotherapysensitization．

【Keywords】lungcancer;radiotherapy;longnonＧcodingRNA

　　作为我国发病率最高的恶性肿瘤,肺癌严重危害着人民

的身体健康[１].放疗是不可手术局部晚期肺癌的标准治疗手

段之一,随着研究的进展,目前对于早期不可手术的肺癌患

者可行立体定向放疗 (SBRT),而晚期肺癌可以接受姑息性

放疗[２Ｇ３].因此,目前放疗在肺癌治疗中的地位越来越重要;
因此,需要进一步探索如何提高肺癌的放射治疗效果.长链

非编码 RNA (LncRNA)作为目前医学基础研究领域的一

个重要热点,被发现在多种肿瘤的发生、发展及治疗抵抗中

发挥重要的作用[４].LncRNA同样被证实其可以影响肺癌的

治疗疗效.LncRNA肺腺癌转移相关转录本１ (MALAT１)
位于人类染色体１１q１３􀆰１[５],其在肺癌 A５４９细胞中高表达,

并且与 A５４９细胞的增殖、侵袭、凋亡及化疗抵抗相关[６].
然而对于 MALAT１与肺癌细胞放射敏感性的研究,目前尚

未见文献报道,因此,本研究了 MALAT１对 A５４９细胞放

射敏感性的作用,以期寻找到肺癌放疗增敏的新靶点.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:肺癌细胞株 A５４９细胞购自中科院上海细胞库;

RPMI１６４０培养基及胎牛血清 (FBS)购自美国 Gibco公

司;CO２ 培养箱购自美国 ThermoFisherScientific公司;荧

光倒置相差显微镜购自德国 LEICA 公司;干扰及过表达

MALAT１的慢病毒购自上海吉凯基因医学科技股份有限公

司;γＧh２ax及βＧactin抗体购自美国CST公司.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　 人 肺 癌 A５４９ 细 胞 培 养 基:含 １０％FBS 的 RPMI
１６４０培养基;培养环境:３７ ℃、５％CO２ 浓度、恒温恒湿

培养箱中培养.

１􀆰２􀆰２　 实 验 分 组:通 过 慢 病 毒 调 控 肺 癌 A５４９ 细 胞 中

MALAT１的表 达,将 A５４９ 细 胞 分 为 干 扰 对 照 组、干 扰

MALAT１组、过表达对照组、过表达 MALAT１组.

１􀆰２􀆰３　qRTＧPCR实验:根据 RNA 抽提试剂盒说明书,取

适量指数生长期的肺癌细胞,提取细胞中的 RNA,然后进

行定量分析,接下来依据逆转录试剂盒按照说明书,合成洗

脑cDNA,最后采用qRTＧPCR试剂盒说明书操作检测细胞

中 MALAT１的表达情况.MALAT１引物序列如下,ForＧ
ward:５′ＧGCCTGGAAGCTGAAAAACGGＧ３′,Reverse:５′Ｇ
TGGAAAACGCCTCAATCCCAＧ３′.

１􀆰２􀆰４　细胞辐射:细胞辐射采用医用直线加速器的６MVＧX
射线进行照射,剂量率设定为３５０cGy/min,SSD 设定为

１００cm,照射野设定为４０×４０cm.

１􀆰２􀆰５　克隆形成实验:计算照射剂量分别为０Gy、２Gy、

４Gy、６Gy、８Gy时的细胞克隆形成率,并计算细胞存活

分数.运用 GraphPadPrism５􀆰０软件,根据模型公式 “SF
＝１－ (１－e－D/D０)N”进行多靶单击模型曲线拟合,得

到克隆形成曲线.

１􀆰２􀆰６　Westernblot检测蛋白表达:将分组处理后的细胞

利用 RIPA裂解液进行裂解,于４℃下进行高速离心,取离

心后的上清液,采用 BCA 蛋白测定法测定蛋白的浓度,接

下来进 行 蛋 白 变 性.采 用 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (SDSＧ
PAGE)进行蛋白质电泳,并采用湿法转膜转印至聚偏二氟

乙烯 (PVDF)膜,于室温下封闭 １h,使用 γＧh２ax抗体

(CST)于４℃下孵育过夜,TBST 缓冲液洗膜后采用二抗

于室温下孵育 １h,TBST 缓冲液洗膜,采用电化学发光

(ECL)试剂显色拍照.

１􀆰３　统计学分析:采用 SPSS２２􀆰０软件进行统计学分析.
计量资料采用t检验进行分析,P＜０􀆰０５ 为差异有统计学

意义.

２　结果

２􀆰１　调控 MALAT１对肺癌 A５４９细胞放射敏感性的影响:
通过慢病毒在 A５４９细胞中干扰 MALAT１后,qRTＧPCR检

测提示干扰 MALAT１组 MALAT１的相对表达量低于干扰

对照组,差异有统计学意义 (０􀆰２１±０􀆰０６vs．１􀆰００±０􀆰０９,

t＝７􀆰２６６,P＝０􀆰００１９)(图１A),克隆形成实验显示 A５４９
细胞的放射敏感性增加 (图１B).通过慢病毒在 A５４９细胞

中 过 表 达 MALAT１ 后,qRTＧPCR 检 测 提 示 过 表 达
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MALAT１组 MALAT１的相对表达量高于过表达对照组,
差异 有 统 计 学 意 义 (２􀆰９６±０􀆰３２vs．１􀆰００±０􀆰０８,t＝
５􀆰９０４,P＝０􀆰００４１)(图１C);克隆形成实验显示 A５４９细

胞的放射敏感性降低 (图１D).

　　 注:A,qRTＧPCR 检 测 通 过 慢 病 毒 干 扰 MALAT１ 后

A５４９细胞中 MALAT１的表达水平;B,克隆形成实验检测干

扰 MALAT１后A５４９细胞的放射敏感性;C,qRTＧPCR检测通

过慢病毒过表达 MALAT１后 A５４９细胞中 MALAT１的表达水

平;D,克隆形成实验检测过表达 MALAT１后 A５４９细胞的放

射敏感性.

图１　慢病毒调控 MALAT１后A５４９
细胞放射敏感性的变化

２􀆰２　调控 MALAT１对肺癌A５４９细胞放疗后DNA损伤的影

响:通过慢病毒在 A５４９细胞中干扰 MALAT１后,Western
blot实验显示 A５４９细胞放疗导致的 DNA 损伤标记物 γＧ
h２ax的表达增加 (图２A);通过慢病毒在 A５４９细胞中过表

达 MALAT１后,Westernblot实验显示 A５４９细胞放疗导致

的 DNA损伤标记物γＧh２ax的表达降低 (图２B).

３　讨论

肺癌是全球第一大恶性肿瘤.在我国,其发病率和癌症

死亡率均居我国恶性肿瘤之首[１].放疗作为恶性肿瘤的重要

治疗手段之一,在肺癌的治疗中扮演着重要的角色,不可手

术的局部晚期肺癌接受根治性同步放化疗,早期不可手术的

肺癌患者可行SBRT,而晚期肺癌可以接受姑息性放疗以达

到减症甚至提高疗效的目的[７].而肺癌放射治疗的疗效有

限,仍有相当一部分患者由于放疗不敏感而无法获得应有的

疗效.我们的研究发现调控长链非编码 RNA MALAT１可

以影响肺癌细胞的放射治疗敏感性,其有可能成为肺癌放疗

增敏的新靶点,进而帮助临床提高肺癌患者的放射治疗

疗效.
长链非编码 RNA (LncRNA),作为曾经的基因组 “转

　　注:A,Westernblot检测干扰 MALAT１后 A５４９细胞放

疗后γＧh２ax的表达;B,Westernblot检测过表达 MALAT１
后 A５４９细胞放疗后γＧh２ax的表达.

图２　慢病毒调控 MALAT１后A５４９细胞放疗

导致DNA损伤的变化

录噪声”,正成为当前医学研究领域的一个重要新兴热点,
逐渐 被 大 量 的 基 础 研 究 揭 开 其 神 秘 的 面 纱[４].LncRNA
MALAT１ 位 于 人 类 染 色 体 １１q１３􀆰１, 既 往 研 究 显 示

MALAT１在肺癌 A５４９细胞及肺癌组织中呈现高表达,并

且干扰 A５４９细胞的 MALAT１表达水平后,细胞的增殖、
迁移、侵袭能力及自噬水平下降,而凋亡水平升高,提示调

控 MALAT１可以 影 响 肺 癌 的 恶 性 进 展[６Ｇ９].有 研 究 显 示

MALAT１还参与了肺癌的化疗抵抗,MALAT１可以通过靶

向 miRＧ１９７Ｇ３p和调节p１２０Ｇctn表达来改变 NSCLC细胞的

化疗抵抗[１０].多项研究显示了非编码长链 RNA在恶性肿瘤

放射治疗过程中发挥着关键作用[１１],然而对于 MALAT１与

肺癌细胞放射敏感性的研究,目前尚未见国内外报道.我们

的研究显示通过慢病毒在 A５４９细胞中干扰 MALAT１后,

A５４９细胞的放射敏感性增加、放疗后 DNA 损伤标记物γＧ
h２ax的表达增加.通过慢病毒在 A５４９细胞中过表达 MALＧ
AT１后,A５４９细胞的放射敏感性降低、放疗后 DNA 损伤

标记物γＧh２ax的表达减少.
肿瘤放射治疗敏感性变化的相关机制十分复杂,我们的

研究提示了长链非编码 RNA MALAT１可以影响肺癌细胞

的放疗敏感性,对于在临床上克服肺癌放射治疗抵抗提供了

新的理论依据和潜在的治疗靶点,但 MALAT１调控放疗敏

感性的具体机制尚不明确,需要进一步的深入机制研究予以

阐明;并且体内研究的结果如何目前尚不明确,期待未来开

展动物实验及临床组织标本验证以进一步明确 MALAT１对

于肺癌放疗敏感性的调控作用.
本研究显示调控长链非编码 RNA MALAT１可以影响

肺癌细胞的放射治疗敏感性,其有可能成为肺癌放疗增敏的

新靶点.
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􀅰基础研究􀅰

中低强度运动训练对早期高血压大鼠中枢系统ACE２ＧAng(１Ｇ７)ＧMas与

ACEＧAngIIＧAT１轴ACE２、ACE、AT１的影响

厦门大学附属福州第二医院康复医学科 (福州３５０００１) 　陈舜喜　王宏秀　苏锦兰

基金资助:２０２０年福建省自然科学基金面上项目 (２０２０J０１１１９９)

【摘　要】　目的　考察中低强度运动训练对早期高血压大鼠 (SHR)中枢系统血管紧张素转化酶２Ｇ人血管紧张素 (１Ｇ
７)ＧG蛋白偶联受体 [ACE２ＧAng (１Ｇ７)ＧMas]与血管紧张素转化酶Ｇ人血管紧张素ⅡＧ血管紧张素１型受体 (ACEＧAngⅡＧ
AT１)轴的影响,探讨中低强度运动训练对SHR血压调节能力的作用机制.方法　采用大鼠跑台的训练方式对大鼠进行中

低强度运动训练,采用静脉快速注射苯肾上腺素引起反射性心动过缓或过速,采用 “尾套法”记录心率变化 (ΔHR)、血压

变化 (ΔMAP),利用大鼠脑立体定位仪结合大鼠脑图谱进行大鼠中枢系统延髓腹外侧部 (RVLM)、孤束核 (NTS)和室旁

核 (PVN)组织的定位剥离,采用 RealＧtimePCR检测 ACE２ＧAng (１Ｇ７)ＧMas与 ACEＧAngⅡＧAT１轴血管紧张素转化酶２
(ACE２)、G蛋白偶联受体 (Mas)、血管紧张素转化酶 (ACE)、血管紧张素１型受体 (AT１)的 mRNA 表达.结果　与同

源正常血压大鼠安静 (WKY＋Sed)组相比,自发性高血压大鼠安静 (SHR＋Sed)组 LVEDP、LVM 升高,Ｇdp/dtmax降

低,差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５),自发性高血压大鼠运动 (SHR＋ExT)组与自发性高血压大鼠安静 (SHR＋Sed)组

相比,LVEDP、LVM 降低,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５)、＋dp/dtmax、Ｇdp/dtmax升高;与 WKY＋Sed组相比,SHR
＋Sed组压力反射敏感性 (BRS)下降,差异均有统计学意义 (P＜０􀆰０５),SHR＋ExT组的 BRS较SHR＋Sed组增强,差

异有统计学意义 (P＜０􀆰０５);在 RVLM、NTS及PVN中,与 WKY＋Sed组相比,SHR＋Sed组 ACE２均下降,差异均有

统计学意义 (P＜０􀆰０５),RVLM 及PVN中的 ACE、AT１上升,NTS中的 AT１上升 (P＜０􀆰０５);在RVL、MNTS及PVN
中,WKY＋ExT组的 ACE２、ACE、AT１与 WKY＋Sed组差异无统计学意义,SHR＋ExT组的 ACE２较SHR＋Sed组增

强,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５),AT１下降,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５),与 WKY＋Sed组、WKY＋ExT组差异无

统计学意义;在PVN中,与 WKY＋Sed组、WKY＋ExT 组相比,SHR＋ExT 组的 ACE增强,差异有统计学意义 (P＜
０􀆰０５).结论　中低强度运动训练通可能通过改善 BRS、调节 ACE２ＧAng (１Ｇ７)ＧMas与 ACEＧAngⅡＧAT１轴 ACE２、ACE、

AT１的表达改善自发性大鼠血压.
【关键词】中低强度;运动训练;早期高血压大鼠;ACE２ＧAng (１Ｇ７)ＧMas;ACEＧAngⅡＧAT１
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　　高血压作为一种多基因遗传病,其发病机制至今尚未完

全明确,运动训练增强动脉压力反射功能是降低高血压的重

要 手 段, 而 肾 素Ｇ血 管 紧 张 素 系 统 (renin angiotensin
system,RAS)在其中扮演着关键角色.本项目通过选择高
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