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摘要 为寻找放射敏感性基因，采用基因芯片技术筛选出辐射可诱导表达 mRNA上调的基因，其中就有 IER5．为探索 IER5
基因的生物学功能及其在宫颈癌放疗中的作用，采用 RNA 干扰技术构建 IER5 基因表达抑制的质粒载体并构建
IER5-siRNA-HeLa细胞系．对该细胞系与 HeLa细胞进行辐射，旨在了解 IER5-siRNA-HeLa的细胞生长曲线、细胞周期等实
验参数的变化，揭示了 IER5基因在辐射诱导中的生物学功能．实验发现，IER5基因表达抑制可提高细胞分裂进入 S期与
G2-M期的比例，促进细胞分裂，促进细胞生长，提高细胞对辐射的拮抗性，同时发现 IER5-siRNA-HeLa细胞在尺寸上大于
HeLa细胞．研究表明，IER5基因表达抑制可促使细胞受辐射后发生 S期与 G2-M期的阻滞，IER5参与辐射细胞周期的调
控，对临床宫颈癌放疗有一定的潜在应用价值．
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当前，宫颈癌严重危害妇女的健康与生命．放

疗作为肿瘤治疗的常规手段之一，广泛地应用在宫

颈癌治疗上．通过临床观察，发现放疗常存在治疗

效果不佳与辐射敏感性不理想等问题，这些问题严

重影响着宫颈癌的治疗．因此，人们试图从基因水

平寻找对辐射敏感的放疗靶基因，若该基因对辐射

有很好的剂量效应和时间效应，在很短的时间内出

现基因表达[1～6]，并能在某些辐射剂量下引起细胞

凋亡，或者引起细胞周期发生变化，那么该基因很

有可能成为潜在的辐射靶基因，有利于肿瘤的放

疗．本课题组运用基因芯片检测方法，筛选出了一

批对不同剂量辐射反应敏感的基因，其中就有

IER5基因．
IER5是 Immediate early response 5的简称，人

IER5基因位于 1号染色体上 1q25.3， cDNA全长
2 369 bp，而鼠的 IER5 基因位于 1 号染色体上
181.5 cM，cDNA 长度为 2 123 bp [7]． IER5 属于早
期慢反应基因家族中的一员．Williams 等证实，
IER5是一种富含脯氨酸且具有多个核酸位点的蛋
白质，与其他早期反应基因 pip92、IER2、ETR101

一样，具有同源氨基端，其生长因子的诱导动力学

与 pip92、IER2、ETR101相似，不同之处在于其
转录激活不需要磷酸激酶 C的活化．通过调节血
浆生长因子反应证实：IER5启动子区域序列可由
转录因子结合位点决定并予以检测，包含多种

AP-1 位点及 Ets-1 位点，但缺少 CArG 及类似
CArG的序列． IER5通过磷酸化和(或)去磷酸化作
用对外界刺激有快速调节作用，这暗示 IER5可能
对细胞有丝分裂发挥重要作用[8]．有研究通过实验

了解到 IER5的辐射诱导表达规律，但对该基因辐
射效应的作用机理及其生物学功能尚不清楚[5, 9]，因

此，有必要利用 RNA 干扰等技术研究 HeLa细胞
IER5基因的辐射敏感性等问题．
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1 材料与方法

1.1 细胞株和质粒

人宫颈癌细胞系(HeLa细胞)与淋巴母细胞系
(AHH1)由军事医学科学院放射与辐射医学研究所
第四实验室保存，用于 siRNA表达的质粒载体
PsilencerTM 3.1-H1 hygro 购于 Ambion公司．DH5琢
感受态细胞购自博大泰克公司．

1.2 主要试剂

T4 DNA连接酶购自 Promega公司，质粒提取
试剂盒为 Vigrous公司产品，Hind芋和 BamH玉为
NEB公司产品；DMEM和 Lipofectamine为 GIBCO
BRL公司产品；潮霉素(Hygromycin)B为 Roche公
司产品；Trizol 试剂和反转录扩增试剂盒为
Invitrogen公司产品；IER5鼠抗人多克隆抗体(中国
台湾 Abnova 公司 )；Ecl Anti-Mouse IgG (二抗 )，
ECL显色液购于 PerkinElmer公司；10%灭活的新
生牛血清 DMEM，蛋白质裂解液．
1.3 60Co 酌射线照射
在军事医学科学院辐射中心采用 60Co源产生

的 酌射线照射离体培养的 HeLa细胞与稳定转染后
的单克隆细胞系 IER5-siRNA-HeLa，采用辐射套照
方式，辐射剂量分别为 0.5 Gy、1 Gy、2 Gy、4 Gy、
6 Gy、8Gy．
1.4 探针标记、杂交与基因杂交谱图像分析

将待预杂交的玻片放入 95℃水浴锅内变性
30 s，取出玻片后立即将其放入无水乙醇中．再将
已加热的预杂交液加到玻片的点样区域内，盖上盖

玻片，预杂交 6 h．在 Eppendorf管内加入三蒸水
23 滋l、逆转录引物 5 滋l、总 RNA 30 滋g，反应终
体积为 50 滋l．水浴后迅速置于冰上，加入逆转录
酶缓冲液 10 滋l、DTT 5 滋l、dNTPs 4 滋l，再加入逆
转录酶 2 滋l、Cy5-dCTP(标记照射组细胞 cDNA )或
Cy3-dCTP(标记对照组细胞 cDNA)3 滋l，混合后水
浴，再加入标记试剂玉3 滋l和标记试剂域4 滋l．标
记完后混匀．避光、真空抽干至 50 滋l左右．使用
DNA纯化柱纯化 DNA，之后进行杂交．期间使用
Parafilm 密封，在 42℃ 杂 交箱 内杂 交 过 夜
(16～18 h)．洗片、晾干后进行荧光扫描．用
ScanArray 4000扫描仪扫描芯片，获得基因表达的
荧光信号强度值．用 Genepix pro 3.0 软件分析
Cy3、Cy5两种荧光信号的强度和比值．为排除假
阳性结果，取两张芯片共同的差异表达基因作为本

次实验的结果．

1.5 将已构建好的带有编码特异性沉默 IER5基因
siRNA的质粒载体转染至HeLa细胞
用含有 10%新生牛血清的 DMEM培养基培养

细胞．在转染前 24 h时，将 3伊105～5伊105个 HeLa细
胞接种在 60 mm的培养皿中，用 LipofectamineM 2000
将 siRNA质粒转染 HeLa细胞(按试剂盒说明操作).
转染后经过潮霉素 B筛选、挑选出阳性单克隆细
胞，从而获得特异性沉默 IER5 基因的 HeLa细胞
系．同时设阴性对照组，即为与人类编码基因序列

无同源性的片段和载体连接后转染的 HeLa细胞．
1.6 检测 siRNA对 HeLa细胞中 IER5基因的抑制
效果

测试 IER5基因 mRNA水平所用的 IER5引物
序列为：上游引物 5忆 CCGGGAACGTGGCTAA-
CC5 3忆，下游引物 5忆 TTCCGTAGGAGTCCCGA-
GAA 3忆；茁-actin引物序列为：上游引物 5忆 GCGC-
GGCTACAGCTTCA 3忆，下游引物 5忆 CTTAAT-
GTCACGCACGATTTCC 3忆． 测试仪器为 7300
real-time PCR system，反应循环次数为 40次，反
应体系为 20 滋l，反应条件为 50℃ 2 min，95℃
10 min，95℃ 15 s，60℃ 1 min．采用该仪器自带
的 7300系统 SDS软件处理这些测试数据．此外，
通过 Western blot 检测 IER5蛋白表达．将离体培
养的细胞在收集后使用蛋白质裂解液处理，提取总

蛋白，经过考马斯亮蓝染色法定量蛋白质．肌动蛋

白作为蛋白质上样量的标定．

1.7 集落克隆形成率法检测细胞辐射敏感性

将 HeLa细胞与 IER5-siRNA-HeLa细胞接种在
60 mm的培养皿中，再按照 0.5 Gy、1 Gy、2 Gy、
4 Gy、 6 Gy、8 Gy的辐射剂量(将未照射细胞作为
对照组，剂量为 0 Gy)进行 酌射线照射．每次实验
每个辐射剂量设置 3个培养皿，共进行 3次独立实
验，具体实验方案如表 1所示．细胞照射后置于
37℃、5% CO2孵箱中连续培养 12天，之后对细胞
进行甲醇固定与吉姆萨(Giemsa)染色，计算不同剂
量的 酌射线对正常 HeLa细胞与 IER5-siRNA-HeLa
细胞的集落克隆形成率，并对细胞集落的计数结果

进行统计处理．

1.8 辐射对 HeLa和 IER5鄄siRNA鄄HeLa细胞增殖
的影响

对培养的细胞进行处理、稀释，再根据细胞的

浓度算出实验所需的体积数．用移液器将细胞加在

6孔板中．对于每种实验细胞，均设对照组(即未
照射组)、2 Gy辐射组、4 Gy辐射组．每组实验要
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Fig. 1 The cluster analysis representative of
transcriptional profiles in AHH鄄1 cells after

exposed to 0.05 to 10 Gy 酌鄄rays

HeLa IER5-siRNA-HeLa The size of culture medium (including cell)/ml The number of cell The dose of irradiation/Gy

0.5 Gy+0.2 ml 0.5 Gy+0.2 ml 0.2 200 0.5

0.5 Gy+0.4 ml 0.5 Gy+0.4 ml 0.4 400 0.5

1 Gy+0.2 ml 1 Gy+0.2 ml 0.2 200 1

1 Gy+0.4 ml 1 Gy+0.4 ml 0.4 400 1

2 Gy+0.4 ml 2 Gy+0.4 ml 0.4 400 2

2 Gy+0.8 ml 2 Gy+0.8 ml 0.8 800 2

4 Gy+1.0 ml 4 Gy+1.0 ml 1.0 1 000 4

4 Gy+2.0 ml 4 Gy+2.0 ml 2.0 2 000 4

6 Gy+0.5 ml 6 Gy+0.5 ml 0.5 5 000 6

6 Gy+1.0 ml 6 Gy+1.0 ml 1.0 10 000 6

8 Gy+0.5 ml 8 Gy+0.5 ml 0.5 5 000 8

8 Gy+1.0 ml 8 Gy+1.0 ml 1.0 10 000 8

0 Gy+0.2 ml 0 Gy+0.2 ml 0.2 200 0

0 Gy+0.4 ml 0 Gy+0.4 ml 0.4 400 0

铺设两块 6孔板，共做 3次这样的独立实验．在铺
板的次日照射细胞，在照射的次日开始对细胞进行

消化、计数，做到每天定时计数，上述操作持续 6
天．最后对正常 HeLa细胞与 IER5-siRNA-HeLa 细
胞增殖数据进行统计分析．

1.9 辐射对 HeLa和 IER5鄄siRNA鄄HeLa 细胞周期
的影响

让 HeLa和 IER5-siRNA-HeLa细胞在室温下接
受 2 Gy、4 Gy的 60Co 酌射线照射，同时设对照组，
即为未照射组．在照射后 2 h、4 h、8 h、12 h、24 h
和 48 h时分别收集细胞．用 0.30 ml DMEM培养
液悬浮细胞，加入 95%冰乙醇(-20℃保存)0.70 ml，
使乙醇的终浓度为 70%，放置-20℃冰箱中过夜保
存．经过样品染色，利用流式细胞仪测定细胞

周期．

2 结 果

2.1 基因芯片的结果

用基因芯片检测比较 0.05～10 Gy的 酌射线照
射 AHH1细胞与未经照射(对照组)细胞的基因表达

谱情况．图 1为照射组 AHH1 细胞及对照组细胞
基因表达谱的杂交图．Cy3荧光信号和 Cy5荧光信
号分别表示为绿色和红色．对于某一点的两种叠加

荧光信号，如果 Cy3(标记对照组细胞 cDNA)信号
较强，该点多显绿色，即照射后呈下调趋势；如果

Cy5(标记照射组细胞 cDNA)信号较强，该点多显
红色，即基因表达呈上调趋势；如果强度相似，即

显示黄色．表 2列出了不同剂量 酌射线辐照 AHH1
细胞后表达上调的部分基因，其中就包括 IER5
基因．

Table 1 The test project for cell radio鄄sensitivity

Accession No. Definition 0.05 Gy 0.2 Gy 0.5 Gy 2 Gy 10 Gy

NM_004879 Etoposide induced 2.4 mRNA (EI24) 1.022 1.543 1.652 2.624 2.727

NM_023039 Ankyrin repeat, family A (RFXANK- like), 2 (ANKRA2) 1.071 1.377 1.623 2.556 2.835

NM_147188 F-box protein 22 (FBXO22) 1.248 1.454 1.686 2.613 2.846

NM_016545 Immediate early response 5 (IER5) 1.071 1.354 1.608 2.018 2.876

NM_001001342 Biogenesis of lysosome-related organelles complex-1, subunit 2 (BLOC1S2) 1.241 1.560 1.609 2.176 3.321

D87328 mRNA for HCS 1.343 1.571 1.633 2.223 3.464

Table 2 The list of upregulated genes with a dose鄄dependent tendency
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Fig. 4 The survival analysis of IER5鄄siRNA鄄HeLa and
HeLa cells subjected to the different dosage of irradiation

: HeLa; : IER5-siRNA-HeLa.

Fig. 3 The size and configuration of IER5鄄siRNA鄄HeLa
compared with that of HeLa

Fig. 2 The IER5 protein expressions in three cell lines

若将 6 号细胞的 mRNA 值定为 1，按此进行
归一化处理，则转染细胞 1号、2号、3号、4号、
5 号的 mRNA 值分别为 2 -10.824、 2 -15.246、 2 -14.392、

2-9.708、2-9.115．从表 3可以看出：在上述 6 种细胞
中，IER5 的 mRNA 水平表达最高的为对照组 6
号，1～5号细胞中 IER5的 mRNA表达水平都有
不同程度的下降，其中表达量最低的为 2 号细
胞，其次是 3号、1号、4号、5号细胞．该实验
结果说明对 IER5 基因抑制效果最好的就是 2 号
细胞．

测试 IER5-siRNA-HeLa细胞、HeLa细胞与阴
性对照组 6号细胞的 IER5蛋白表达水平，旨在从
蛋白质角度验证 IER5-siRNA-HeLa细胞中的 IER5
基因是否真正受到表达抑制．该实验结果如图 2
所示．

从图 2可看出，正常 HeLa细胞的 IER5蛋白表
达在接受 2 Gy和 4 Gy射线照射时最强、最明显，
而且 2 Gy对应的蛋白质条带比 4 Gy对应的蛋白质
条带要深一些，说明不同辐射剂量引起 IER5蛋白
表达是有差异的，而 IER5-siRNA -HeLa 细胞的
IER5蛋白在相同的照射剂量下表达不明显，比对
照组 6号细胞的 IER5蛋白条带还弱．正常 HeLa细
胞的 0 Gy对应的条带比较浅，是因为该孔蛋白质
样品出现了漏胶所致．此结果表明，我们成功地转

染并挑选、培养出 IER5-siRNA-HeLa 细胞系，在
蛋白质层面上其 IER5基因表达也受到抑制．

2.3 细胞形态对比

在普通显微镜放大倍数相同的情况下观察到

IER5-siRNA-HeLa的细胞(图 3a)比正常 HeLa 细胞
(图 3b)稍大一些，细胞形态呈圆形、卵圆形或三角
形等．

2.4 IER5鄄siRNA鄄HeLa细胞与正常 HeLa细胞辐
射敏感性对比结果

对实验数据统计分析后发现：在相同辐射剂量

下，它们的集落克隆形成率，即 survival ratio(%)具
有显著性差异(图 4)．

2.2 siRNA对 HeLa细胞中 IER5基因抑制效果的
检测

采用 7300 real-time PCR system仪器检测上述
转染细胞 1号、2号、3号、4号、5号以及用阴性

对照序列转染的 6号细胞 mRNA水平．该实验结
果见表 3．表 3中 6号细胞为阴性对照组，control
为整个反应系统的对照组．此外实验中所有的

IER5测定数据均以 茁-actin的数值为参考．

Sample Ct value of IER5 Ct value of actin 驻Ct 驻驻Ct Sample/Control =2-驻驻Ct

1 23.139 19.476 3.914 4.372 2-4.372

2 24.276 15.985 8.291 8.794 2-8.794

3 23.076 15.594 7.482 7.940 2-7.94

4 24.675 21.877 2.798 3.256 2-3.256

5 23.595 21.390 2.205 2.663 2-2.663

6 23.614 31.524 -7.910 -6.452 2+6.452

Control 31.342 31.800 -0.458 0.000 20=1

Table 3 The IER5 expression results of transfected cells

IER5
(31.9 ku)

4 GY 2 GY 0 GY
The cell of No. 6

4 GY 2 GY 0 GY
IER5-siRNA-HeLa

4 GY 2 GY 0 GY
HeLa

■ ■

1.00

0.01
0 1 2 3 4 5

姻

姻

姻

姻

姻 姻

6
Radiation dose/Gy

0.10

(a) (b)
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由图 4可知：IER5-siRNA-HeLa细胞集落克隆
形成率明显高于正常的 HeLa细胞．这说明抑制
IER5基因的表达可提高细胞的辐射拮抗性．
2.5 辐射对正常 HeLa细胞和 IER5鄄siRNA鄄HeLa
细胞增殖的影响

HeLa细胞与 IER5-siRNA-HeLa 细胞增殖数据
统计分析后的结果如图 5所示．

在 2 Gy、4 Gy的 酌射线辐射下，两种细胞的
增殖数据之间具有显著性差异，并且 IER5-siRNA-
HeLa 细胞生长速度明显大于 HeLa 细胞．这一结
果暗示 IER5基因的高表达具有延缓 HeLa生长的
作用，IER5基因表达抑制能增强细胞的增殖能力.
2.6 辐射对正常 HeLa细胞和 IER5鄄siRNA鄄HeLa
细胞周期的影响

将 HeLa和 IER5-siRNA-HeLa细胞按实验组别
分别接受 2 Gy、4 Gy的 酌射线照射，之后测定它
们的细胞周期，图 6 显示出辐射后不同时间内
G2-M期细胞(图 6a)、G0-G1 期细胞(图 6b)、S期
细胞(图 6c)的时间变化．这些数据为 3次独立实验
的平均值．在图 6中用 NS-siRNA表示 HeLa细胞，
IER5-siRNA表示 IER5-siRNA-HeLa细胞．
图 6a显示：在辐射后 4 h正常的 HeLa细胞与

IER5-siRNA-HeLa 细胞的 G2-M 比例均出现了下
降，之后再次上升，大约在 12 h时达到最高峰．
此外，IER5-siRNA-HeLa细胞的对照组(IER5-siRNA-
0Gy)G2-M比例明显高于正常 HeLa细胞的对照组
(NS-siRNA-0Gy)G2-M比例，IER5-siRNA-HeLa 细
胞的 2Gy、4Gy 实验组 (IER5-siRNA-2Gy、 IER5-
siRNA-4Gy)的 G2-M比例也明显高于其他实验组
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(NS-siRNA-0Gy、NS-siRNA-2Gy、NS-siRNA-4Gy、
IER5-siRNA-0Gy)．这表明，HeLa细胞在受辐射后
4 h内细胞分裂出现了延迟现象，在 12 h时分裂的
细胞增多，而 IER5-siRNA-HeLa 细胞也具有这样
的特性，但是在 4 h至 12 h期间，它的分裂比例大
于 HeLa细胞，即 IER5-siRNA-HeLa 细胞比 HeLa
细胞分裂得快．

由图 6b 可知，在辐射后 0 h 至 24 h 期间，
HeLa细胞与 IER5-siRNA-HeLa细胞 G0-G1的比例
出现先增加而后下降至最低点，之后再次上升，直

到 24 h时它的数值保持基本不变，与此同时随着

辐射剂量的增加，这些实验组的 G0-G1 比例变
小 ． 在 这 段 时 间 内 G0-G1 期 HeLa 细 胞 比
IER5-siRNA-HeLa各实验组的细胞要多一些．
图 6c表明:在辐射后 0 h至 12 h之间，对照组

细胞 S期的比例呈现了先减少后增加的变化趋势，
低于它们受到辐射(辐射剂量为 2 Gy、4 Gy)的情
况．该实验说明辐射可以使更多的细胞处于染色体

复制阶段，即在这个阶段辐射可以促进细胞的染色

体复制．此外，IER5-siRNA-HeLa在 S期的细胞多
于 HeLa在 S期的细胞．
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3 讨 论

早期反应基因的激活被认为是细胞和染色体对

外部刺激作出的第一步反应，且在该反应中起到至

关重要的作用． IER5属于早期慢反应基因．Zeng
等[10]利用基因芯片对 PSP 引起骨髓白血病 HL-60
细胞凋亡的分子机制进行研究，研究发现 IER5、
AP-1、IER2、EGR1等早期转录因子通过上调表达
调控 PSP引起细胞凋亡．Okada等[11]研究发现：在

丙戊酸引起神经管畸形的过程中 IER5基因出现了
高表达，也暗示 IER5基因与细胞周期的调节、细
胞凋亡有关．但 IER5在辐射后的生物学功能尚属
未知．

本实验通过前期构建好的特异性抑制 IER5基
因的 siRNA质粒载体，转染至 HeLa细胞，通过潮
霉素 B的筛选，挑选出 IER5-siRNA-HeLa 单克隆
细胞系，为研究 IER5基因辐射诱导表达的机理研
究及揭示 IER5生物学功能奠定了基础．
表 3的测试结果说明，IER5-siRNA-HeLa细胞

的 IER5基因 mRNA表达抑制效果明显．在这种情
况下，利用 IER5-siRNA-HeLa细胞与正常 HeLa细
胞进行对比实验，类比的参数有细胞形态、细胞增

殖、辐射敏感性、细胞周期等．它们在细胞形态上

主要区别有：IER5-siRNA-HeLa细胞比 HeLa细胞
体积稍大．在辐射敏感性方面，细胞受到辐射后，

不管是低剂量 (0.5 Gy、1 Gy、2Gy)还是大剂量
(4 Gy、6 Gy、8 Gy)的辐射，IER5-siRNA-HeLa 细
胞的细胞集落克隆形成率明显高于 HeLa细胞，这
说明抑制 IER5 基因的表达可提高细胞的辐射抗
性，反过来，即 IER5基因的表达增加可提高细胞
对 辐 射 的 敏 感 性 ． 细 胞 增 殖 实 验 说 明 ，

IER5-siRNA-HeLa细胞比 HeLa细胞生长快，即使
在受照射的情况下也具有这种特性，并随着辐射剂

量的增加，细胞的生长速度变慢，由此进一步说明

抑制 IER5基因的表达会促进细胞的生长．此外，
细胞周期实验结果说明，IER5-siRNA-HeLa细胞处
于细胞分裂期的细胞比例高于 HeLa细胞处于 S期
的细胞比例，即抑制 IER5基因的表达可促使更多
的细胞在辐射后进入 S期与 G2-M期，促进受辐射
细胞出现 S期与 G2-M期的阻滞现象．由此可见，
IER5基因确与 HeLa细胞的辐射效应有关，并与细
胞生长、辐射敏感性等之间具有明确的直接关系．

众所周知，细胞分裂是指一个细胞经生长、分

裂而增殖成两个细胞所经历的全过程，通常可分为

若干阶段，即 G1期、S期、G2期和 M期．细胞
在 G1期完成必要的生长和物质准备，在 S期完成
其遗传物质———染色体 DNA的复制，在 G2期进
行必要的检查及修复以保证 DNA复制的准确性，
然后在M期完成遗传物质到子细胞中的均等分配，
并使细胞一分为二[12～17]．生物信息通过一系列复杂

的信号传递过程来诱导相关基因的表达、调控细胞

分裂，并决定细胞的转归．相对于 IER5-siRNA-HeLa
细胞而言，HeLa 细胞属于 IER5基因高表达的细
胞，在辐射情况出现了 G2-M期与 G1-S期相对阻
滞的情况，因此我们可以推断 IER5基因高表达可
以抑制细胞的分裂．这个结论是从细胞周期实验中

得到，并与细胞增殖实验相吻合，也与细胞的辐射

敏感性实验相符合，即 IER5 基因具有辐射敏感
性，在一定的辐射作用下可以促进 IER5 基因
mRNA水平高表达，这种 mRNA高表达可抑制细
胞的生长，促进细胞死亡，降低细胞进入 G1- S期
的比例或者阻止细胞分裂．从这种角度来看，

IER5基因是对 HeLa细胞辐射“有利”的基因，与
我们在临床上通过放疗提高肿瘤细胞的死亡率或者

阻止这种肿瘤细胞的生长与细胞分裂的目的一致．

因此，我们可以预测 IER5基因可能有利于宫颈癌
的放射治疗，此推论有待于结合临床上肿瘤放疗样

品对 IER5基因的作用进行更深层次的探索．
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