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放射生物学

应用慢病毒 ｓｈＲＮＡ 文库结合二代测序筛选
口腔鳞癌放疗抵抗相关分子
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通信作者: 王卫东ꎬ Ｅｍａｉｌ:ｗｗｄｗｙｌ＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ

　 　 【摘要】 　 目的　 用高通量方法筛选口腔鳞癌放疗抵抗相关的激酶基因ꎬ为口腔鳞癌的临床治

疗决策提供理论基础ꎮ 方法　 以慢病毒构建的短发夹核糖核酸(ｓｈＲＮＡ)激酶文库(含 ４ ６７５ 个不同

ｓｈＲＮＡ 序列ꎬ覆盖 ７０９ 个人激酶基因)感染舌鳞癌 Ｃａｌ￣２７ 细胞ꎬ嘌呤霉素筛选去除未成功感染的细

胞后ꎬ以光子射线进行照射(０、１０ 和 １５ ｃＧｙ)ꎬ然后继续培养 ３ ｄꎬ以增加不同射线抗性细胞的丰度差

异ꎮ 提取细胞基因组 ＤＮＡꎬ利用 ＰＣＲ 获得完整 ｓｈＲＮＡ 序列ꎬ同时每组引入不同标签序列ꎬ利用

ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台进行二代测序ꎬ找出丰度发生显著变化的 ｓｈＲＮＡꎬ其对应基因即为影响射线抗性的基

因ꎮ 结果　 本次实验共筛选到 ５ 个影响口腔鳞癌放射线抗性的激酶基因ꎬ其中ꎬＰＫＬＲ 和 ＩＰＭＫ 敲减

后会增加射线抵抗ꎬＡＵＲＫＢ、ＩＴＰＫＢ 和 ＤＬＧ２ 敲减后会导致放射敏感ꎬ其高表达会导致患者对放疗耐

受ꎮ 结论　 本研究利用 ｓｈＲＮＡ 慢病毒文库结合二代测序方法筛选到 ３ 个口腔鳞癌放射抵抗基因ꎬ
但具体作用机制尚需进一步探究ꎮ

【关键词】 　 慢病毒ꎻ 短发夹核糖核酸ꎻ 口腔鳞癌ꎻ 放疗ꎻ 二代测序
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　 　 放射治疗是口腔癌的重要治疗方式ꎬ 但放射

耐受会导致患者治疗失败ꎮ 已有研究发现ꎬ 阴阳 １
(ｙｉｎ ｙａｎｇ １ꎬ ＹＹ１) 可通过调控 ＰＴＥＮ / Ｒａｄ５ 信号

通路诱导射线抗性[１]ꎻ ＣＤ４７￣ＳＩＲＰα 能通过调节上

皮￣间质转化和肿瘤干细胞的表型ꎬ 使癌细胞对射

线产生耐受[２]ꎮ 但该类研究均不是从整体水平上

探寻放射抵抗相关分子ꎮ 有研究者通过分析已有

的一份基因表达汇编 ( ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓꎬ
ＧＥＯ) 数据ꎬ 发现 ＣＤ２２５ 可通过调控 ｐＳＴＡＴ / ｐ２１
信号通路增加口腔癌细胞的放射抗性[３]ꎮ 本研究

将利用慢病毒 ｓｈＲＮＡ 文库结合二代测序技术ꎬ 从

人全部激酶基因中筛选影响放射抵抗的基因ꎬ 探

究射线对癌细胞的作用机制ꎬ 为口腔鳞癌的临床

治疗决策提供理论基础ꎮ

材料与方法

１. 试剂与材料: Ｄｈａｒｍａｃｏｎ ＧＩＰＺ 蛋白激酶

ｓｈＲＮＡ 慢 病 毒 文 库 ( ＲＨＳ６０７８ ) 购 自 美 国 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司ꎬ 人舌鳞癌细胞系 Ｃａｌ￣２７ 购自中国

科学 院 上 海 细 胞 库ꎬ ＤＭＥＭ 培 养 基 购 自 美 国

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎬ 胎牛血清购自以色列 ＢＩ 公司ꎬ 嘌呤

霉素 (ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ)、 高保真 ＤＮＡ 聚合酶 (Ｐｈｕｓｉｏｎ
Ｈｏｔ Ｓｔａｒｔ ＩＩ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ) 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司ꎬ 聚凝胺 (ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ) 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ 基

因组 ＤＮＡ 提取试剂盒和凝胶回收试剂盒购自德国

ＱＩＡＧＥＮ 公司ꎬ Ｘ￣ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ 转染试剂购

自德国 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎮ 人 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞、 ｐＣＭＶ￣
ＤＲ８ ９￣ＥＧＦＰ 质粒和 ｐＣＭＶ￣ＶＳＶ￣Ｇ 质粒为本实验室

自有ꎮ
２. 细胞培养: 舌鳞癌 Ｃａｌ￣２７ (用于基因筛选)

和 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞 (用于大量扩增慢病毒颗粒) 均

置 ３７℃、 ５％ ＣＯ２、 饱和湿度培养箱中ꎬ 用含 １０％
胎牛血清和 １％青霉素￣链霉素的 ＤＭＥＭ 进行培养ꎬ
每次铺板实验均使用对数生长期细胞ꎮ

３. 慢病毒制备及感染率确定: 在 ＨＥＫ２９３Ｔ 细

胞中进行慢病毒包装ꎬ ３ 种质粒质量比为 ＤＲ８ ９ ∶
ＶＳＶ￣Ｇ ∶ ＧＩＰＺ￣ｓｈＲＮＡ ＝ ９ ∶ １ ∶ １０ꎬ 以 Ｘ￣ｔｒｅｍｅＧｅｎｅ
ＨＰ 为转染试剂ꎮ 收集病毒后ꎬ 按 １０ 倍梯度稀释

感染 Ｃａｌ￣２７ 细胞ꎬ 以聚凝胺 ( ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ) 为感染

增强剂ꎬ ２４ ｈ 后ꎬ 流式检测绿色荧光细胞比例ꎬ
并计算病毒含量ꎮ 结果发现ꎬ 感染率控制在 ３０％
时可基本保证 １ 个细胞只接受 １ 个病毒颗粒ꎬ 避免

发生单个细胞的多基因敲减ꎮ
４. 细胞分组及照射: Ｃａｌ￣２７ 细胞感染病毒 ２４ ｈ

后ꎬ 以嘌呤霉素作用 ４８ ｈ 去除未成功感染细胞后ꎬ
更换为新鲜培养基ꎬ 对细胞进行辐照ꎮ 按照射剂

量分为 ０、 １０ 和 １５ ｃＧｙ 组ꎮ 其中ꎬ １０ 和 １５ ｃＧｙ 组

实验重复 ２ 次ꎮ 在差异基因热图分析中ꎬ 重复组用

１０ ｃＧｙ￣１、 １０ ｃＧｙ￣２、 １５ ｃＧｙ￣１、 １５ ｃＧｙ￣２ 组表示ꎮ
采用美国 Ｖａｒｉａｎ ６００ＣＤ 直线加速器ꎬ ６ ＭＶ 光子射

线ꎬ 源靶距 ( ＳＳＤ) 为 ９７ ８５ ｃｍꎬ 剂量率为 ６００
ｃＧｙ / ｍｉｎꎬ 单次照射ꎮ １５ ｃｍ 培养盘和 ６ 孔板的射

野范围分别为 ２０ ｃｍ ×２０ ｃｍ 和 １４ ｃｍ × １０ ｃｍꎬ 底

部垫 １ ５ ｃｍ 厚组织等效物ꎬ 照射液面中间平面ꎬ
各培养盘 (孔板) 单独照射ꎮ

５. 细胞存活率检测: Ｃａｌ￣２７ 细胞感染慢病毒并

经嘌呤霉素筛选后ꎬ 以不同剂量射线 (０、 ５、 １０、
１５、 ２０、 ２５、 ３０、 ３５ ｃＧｙ ) 处 理ꎮ 照 射 后 培 养

７２ ｈꎬ 消化细胞并计数ꎮ 每个照射剂量设 ２ 个复

孔ꎬ 实验重复 ２ 次ꎮ 以 ０ ｃＧｙ 照射组存活率为

１００％进行计算ꎬ 并绘制细胞存活曲线ꎮ
６. 基因组 ＤＮＡ 提取及目的序列扩增: Ｃａｌ￣２７

细胞辐照后继续培养 ７２ ｈꎬ 去除培养基ꎬ 预冷磷酸

盐缓冲液 (ＰＢＳ) 洗 ２ 次ꎬ 然后按照 ＱＩＡＧＥＮ 试剂

盒抽提基因组 ＤＮＡꎬ 经 ＤＭ２０００ 测定浓度后ꎬ 取

相同量进行 ＰＣＲ 扩增目的片段ꎬ 反应体系参照慢

病毒文库说明书ꎮ 引物序列 (５′→３′) 如下: 正向

引物: ＡＡＴＧＡＴＡＣＧＧＣＧＡＣＣＡＣＣＧＡＧＡＴＣＴＡＣＡ
ＣＣＧＣＡＧＣＡＡＣＡＧＡＴＧＧＡＡＧＧＣＣꎬ 反向引物: Ｃ
ＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＣＧＧＣＡＴＡＣＧＡＧＡＴＡＴＴＴＡＴＡＣＣ
ＡＴＴＴＴＡＡＴＴＣＡＧＣꎮ

７. ＰＣＲ 产物纯化及送样: ＰＣＲ 产物先以醋酸

钠法浓缩ꎬ 然后经琼脂糖凝胶电泳ꎬ 切割目的条

带后以 ＱＩＡＧＥＮ 胶回收试剂盒纯化ꎬ 再经凝胶电泳

检测ꎬ 各组无杂带且浓度基本一致后ꎬ 送样测序ꎮ
８. 建库及测序: 经 Ｑｕｂｉｔ ３ ０ 质量检测合格后ꎬ

以 ＰＣＲ 产物建库ꎬ 文库片段大小为 ６６０ ｂｐꎬ 以

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ４０００ 平台的 ＳＥ ５０ 进行测序ꎬ 使用
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慢病毒文库提供引物进行测序ꎬ 读长 ４９ ｂｐꎮ 数据

质量控制标准为: 每组样本测得的有效序列数

>１０×１０６ 个 (ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ>１０ Ｍ)ꎬ 碱基识别正确率

>９８ ５％ (Ｑ２０> ９８ ５％)ꎮ 去除污染、 接头序列后

的数据通过微生物重测序分析软件与人类基因组

ｈｇ１９ (ＧＲＣｈ３７) 为参考序列进行比对ꎬ 生成初步

分析数据ꎮ
９. 数据分析: 细胞存活曲线和目的 ｓｈＲＮＡ 覆

盖率采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 软件进行分析ꎮ 测序数

据的生物信息学分析采用 Ｒ 软件 (ｖｅｒｓｉｏｎ ２ １５ ２)
进行ꎬ 分析方法参照 Ｄｈａｒｍａｃｏｎ 生物信息学分析技

术说明书ꎮ

结　 　 果

１. 照射剂量选择: 结果如图 １ 所示ꎬ 由于细

胞本身先经 ｓｈＲＮＡ 敲减处理ꎬ 照射剂量过大ꎬ 受

影响基因过多ꎬ 会难以筛选到合适的基因ꎬ 因此

选择对细胞总体存活率影响较小的 １０ 和 １５ ｃＧｙ 进

行照射ꎮ

注: 二代测序中ꎬ 每个测序反应得到的序列称为一个 “ｒｅａｄ”ꎬ 测序得到的原始图像数据文件经碱基识别分析转化为测序序列ꎬ 称之

为 Ｒａｗ ｒｅａｄｓ 或 Ｒａｗ ｄａｔａꎬ 本图中统计的是 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ 即将 Ｒａｗ ｒｅａｄｓ 去除带接头的、 低质量的 ｒｅａｄｓ 后得到的ꎮ 统计某一 Ｒｅａｄ 在整

个测序中出现的数量ꎬ 即 Ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔꎬ 该数值与 ＲＮＡ 丰度成正比ꎮ 横坐标 ｓｈＲＮＡ 序列频数分布 (Ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ) 表示每个

　 　 　 　 ｓｈＲＮＡ ｒｅａｄｓ 数的频数分布ꎬ 纵坐标 ｓｈＲＮＡ 序列数 (ｓｈＲＮＡ ｎｕｍｂｅｒｓ) 表示 ｒｅａｄｓ 数在对应频数区间的 ｓｈＲＮＡ 数量

图 ２　 ｓｈＲＮＡ 文库敲减后的 Ｃａｌ￣２７ 细胞经不同剂量放射线处理后检测到的 ｓｈＲＮＡ 序列频数分布图 　 Ａ. ０ ｃＧｙ 组ꎻ Ｂ. １０ ｃＧｙ 组ꎻ
　 　 　 　 Ｃ. １５ ｃＧｙ 组

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｍａｐ ｏｆ ｓｈＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ Ｃａｌ￣２７ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｓｈＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ
　 　 　 　 ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ　 Ａ. ０ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ. １０ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐꎻ Ｃ. １５ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐ

２. ｓｈＲＮＡ 整合情况分析: ＧＩＰＺ 文库中共含

７０９ 个激酶基因ꎬ 每个基因有 ３ ~ ８ 个针对不同位

点设计的 ｓｈＲＮＡ 敲减序列ꎬ 合计 ４ ６７５ 个不同序

列ꎮ 在所有样本组中ꎬ 均能检测到 ９４％ 以上的

ｓｈＲＮＡ 序列ꎬ 覆盖全部激酶基因ꎬ 表明 ｓｈＲＮＡ 敲

减文库构建成功ꎮ
３. ｓｈＲＮＡ 序列数 (ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ) 分布情况检测:

不同 ｓｈＲＮＡ 敲减基因后会导致细胞对射线敏感性

图 １　 不同剂量照射下 Ｃａｌ￣２７ 细胞存活曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｃａｌ￣２７
ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

产生差异ꎬ 继续培养过程中ꎬ 敏感细胞的丰度会

不断降低ꎬ 能检测到的对应 ｓｈＲＮＡ ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ 也会

降低ꎮ 由 Ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ 频数分布图 (图 ２) 可知ꎬ 各

剂量组都呈偏态分布ꎬ 且 Ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ 在 １ ０００ 左右

的 ｓｈＲＮＡ 分布最多ꎮ 与照射组相比ꎬ ０ ｃＧｙ 组的

ｓｈＲＮＡ 频 数 分 布 比 较 均 匀ꎬ 可 能 是 由 于 一 些

ｓｈＲＮＡ 敲减本身就会影响细胞生长速度ꎮ 此外ꎬ
由于各组接受的照射剂量差别不大ꎬ 因此 Ｒｅａｄ
ｃｏｕｎｔ 分布情况基本一致ꎮ
　 　 ４. 数据均一化处理: 进行基因差异表达分析

前ꎬ 先将每组的 ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ 数进行均一化处理ꎬ 各

组中基因的 ｓｈＲＮＡ 被测定的平均 ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ 数基本

一致ꎬ 表明各组测序深度基本一致ꎬ 可进行差异

分析ꎮ
５. 差异基因分布分析: 将各照射剂量组分别

与 ０ ｃＧｙ 组进行差异基因分析 (图 ３)ꎬ 红色圆点
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为差异基因 (ｃｕｔ 值为 Ｐ<０ ００５ 及 Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ 值>
１ ５ 或<０ ６６７)ꎮ 位于黑色主集落下方红色圆点代

表的基因是照射后丰度减少的基因ꎬ 即敲减后会

导致细胞对射线的敏感性增加ꎬ 即为放疗抵抗基

因ꎮ 反之ꎬ 上方红色圆点为放射敏感基因ꎮ 由图 ３
可见ꎬ 在 １０ 和 １５ ｃＧｙ 照射组分别发现 ５ 个和 ４ 个

显著差异基因ꎮ

图 ３　 ｓｈＲＮＡ 文库敲减后的 Ｃａｌ￣２７ 细胞不同剂量照射组组间基因差异倍数分布图

Ａ. １０ ｃＧｙ 组与 ０ ｃＧｙ 组间的差异ꎻ Ｂ. １５ ｃＧｙ 组与 ０ ｃＧｙ 组间的差异

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃａｌ￣２７ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｓｈＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
Ａ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ １０ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ０ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐꎻ Ｂ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ １５ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ０ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐ

图 ４　 ｓｈＲＮＡ 文库敲减后的 Ｃａｌ￣２７ 细胞不同剂量照射组组间差异基因分布热图

Ａ. ０ ｃＧｙ 组与 １０ ｃＧｙ 重复组之间的差异ꎻ Ｂ. ０ ｃＧｙ 组与 １５ ｃＧｙ 重复组之间的差异

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃａｌ￣２７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｓｈＲＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
Ａ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ０ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １０ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐｓꎻ Ｂ. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ０ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １５ ｃＧｙ ｇｒｏｕｐｓ

　 　 ６. 差异基因热图分析: 上述显著差异基因中ꎬ
在经 ｓｈＲＮＡ 敲减后ꎬ 与 ０ ｃＧｙ 组相比ꎬ １０ ｃＧｙ 组

对放 射 线 抗 性 增 加 的 基 因 为 丙 酮 酸 激 酶 １
(ｐｙｒｕｖａｔｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｚｙｍｅｓ Ｌ / Ｒꎬ 即 ｐｙｒｕｖａｔｅ ｋｉｎａｓｅ
１ꎬ ＰＫＬＲ)ꎬ 抗性降低的为 ＰＲＫＣ３、 ＰＲＫＡＣＡ、 肌

醇￣１ꎬ ４ꎬ ５￣三 磷 酸 ３￣激 酶 Ｂ ( ｉｎｏｓｉｔｏｌ￣１ꎬ ４ꎬ ５￣
ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ３￣ｋｉｎａｓｅ￣Ｂꎬ ＩＴＰＫＢ) 和极光激酶 Ｂ
(ａｕｒｏｒａ ｋｉｎａｓｅ Ｂꎬ ＡＵＲＫＢ)ꎻ １５ ｃＧｙ 组敲减后抗性

增 加 的 为 肌 醇 多 磷 酸 盐 多 激 酶 ( ｉｎｏｓｉｔｏｌ
ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｍｕｌｔｉｋｉｎａｓｅꎬ ＩＰＭＫ )ꎬ 减 少 的 为

ＶＲＫ１、 碟状大同系物 ２ ( ｄｉｓｃｓ ｌａｒｇｅ ｈｏｍｏｌｏｇ ２ꎬ
ＤＬＧ２) 和 ＳＩＫ３ꎮ 为确认上述差异基因在重复组中

变化是否一致ꎬ 进行了热图分析ꎬ 结果显示ꎬ 在

重复组中有相同变化趋势的基因为 ＰＫＬＲ、 ＩＰＭＫ、
ＩＴＰＫＢ、 ＡＵＲＫＢ 和 ＤＬＧ２ (图 ４)ꎮ

７. 信号通路分析: 通过对 ５ 个差异基因进行

信号 通 路 分 析ꎬ 发 现 放 射 敏 感 基 因 ( ＰＫＬＲ、
ＩＰＭＫ) 主要调控代谢途径和细胞膜的稳定性ꎻ 而

抗性基因 (ＩＴＰＫＢ、 ＡＵＲＫＢ 和 ＤＬＧ２) 主要调控细

胞周期和凋亡途径ꎮ

讨　 　 论

放射治疗是癌症治疗的重要手段ꎬ 但是ꎬ 对
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于放疗生物学效应的分子机制研究不足一直是阻

碍放疗进步的重要原因之一ꎮ 高通量筛选技术可

从整体水平快速筛选出特定目标分子ꎬ ｓｈＲＮＡ 慢

病毒文库是其中一种ꎬ 将该技术与二代测序技术

结合ꎬ 可一次性对几百甚至上万个基因进行快速

筛选ꎮ
本研究所用文库为 ＧＥ Ｄｈａｒｍａｃｏｎ 研发的人蛋

白激酶组文库ꎬ 其主要工作流程为: 先用包含数

万个 ｓｈＲＮＡ 的慢病毒文库以低感染率感染目的细

胞ꎬ 使单个细胞基因组中只整合特定的单一

ｓｈＲＮＡꎻ 筛选出成功感染并表达 ｓｈＲＮＡ 的细胞ꎬ
以不同筛选因素 (本研究中为射线) 作用后ꎬ 使

表达某些 ｓｈＲＮＡ 的细胞在细胞群中的丰度发生变

化ꎬ 富集或耗尽ꎻ 然后对提取的基因组 ＤＮＡ 进行

二代测序ꎬ ０ ｃＧｙ 组和各照射剂量组之间存在显著

丰度变化的基因即为目的基因[４]ꎮ 由于其 ｓｈＲＮＡ
文库及测序引物已经过优化ꎬ 可以最大化减小偏

倚ꎬ 且 ｓｈＲＮＡ 靠近测序引物一侧带有 ２２ ｂｐ 可变

区ꎬ 其序列与目的敲减 ｓｈＲＮＡ 序列一一对应ꎬ 可

根据测序结果快速匹配目的基因ꎮ
本研究从 ７０９ 个激酶基因中筛选出 ５ 个可能与

放射线敏感性相关的基因: 其中 ＡＵＲＫＢꎬ ＩＴＰＫＢ
和 ＤＬＧ２ 为放疗抵抗基因ꎬ 经 ｓｈＲＮＡ 敲减后会致

敏细胞ꎬ 而 ＰＫＬＲ 和 ＩＰＭＫ 的功能则相反ꎮ
ＡＵＲＫＢ 属于丝氨酸 /苏氨酸激酶家族ꎬ 主要调

控有丝分裂ꎬ 其高表达与鼻咽癌[５] 和骨肉瘤[６] 患

者预后不良相关ꎮ 已有研究证明ꎬ 抑制 ＡＵＲＫＢ 的

表达可抑制肺癌细胞经放射线照射后的增殖能力

并诱导癌细胞凋亡[７￣９]ꎬ ＭＥＴ / ＡＸＬ / ＦＧＦＲ 抑制剂

Ｓ４９０７６ 也可获得同样效果[１０]ꎬ 但受影响的信号通

路尚不清楚ꎮ 本研究检测到 ＡＵＲＫＢ 敲减后的细胞

丰度在照射后减少ꎬ 与文献 [９￣１０] 结果一致ꎮ
ＩＴＰＫＢ 在细胞代谢中有重要作用ꎬ 其缺乏会导

致严重的联合免疫缺陷[１１]ꎬ 最初有研究发现肺癌

细胞中 ＩＴＰＫＢ 下调[１２]ꎬ 因此认为是抑癌基因ꎬ 在

嗜铬细胞瘤[１３]和结直肠癌[１４] 中的研究也支持这一

观点ꎮ 但后续研究发现ꎬ ＩＴＰＫＢ 可通过调节钙的释

放和细胞骨架运动促进肺癌细胞的转移[１５]ꎬ 其抑

制剂可增强顺铂对肿瘤生长的抑制作用[１６]ꎮ
ＤＬＧ２ 属 于 膜 相 关 鸟 苷 激 酶 ( ｍｅｍｂｒａｎｅ￣

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｕａｎｙｌａｔｅ ｋｉｎａｓｅꎬ ＭＡＧＵＫ) 家族ꎬ 其敲

除之后ꎬ 会导致培养的骨肉瘤癌细胞的 ３Ｄ 克隆形

成能力丧失ꎬ 小鼠异种移植瘤生长变慢[１７]ꎮ ＤＬＧ２

广泛参与细胞生理过程调控ꎬ 与膀胱癌[１８]、 卵巢

癌[１９]和骨肉瘤[２０]的发生发展密切相关ꎬ 并受 ｍｉＲ￣
２３ａ 调控[２０]ꎬ 是抑癌基因ꎮ

ＰＫＬＲ 和 ＩＰＭＫ 敲减后均会导致细胞产生放射

耐受ꎬ 二者分别为胞质内调节糖酵解[２１] 和核内磷

脂代谢[２２]中的关键激酶ꎬ 与癌症的发生发展有着

密 切 关 系[２３￣２４]ꎮ Ｂｏｎｇ 等[２５] 以 高 剂 量 ( ０ ８
Ｇｙ / ｍｉｎꎬ 单次 ４ ５ Ｇｙ) 或低剂量 (０ ７ ｍＧｙ / ｈꎬ 累

积 １ ７ Ｇｙ) １３７Ｃｓ 照射小鼠胸腺ꎬ 在两组中获得的显

著响应基因完全不同ꎬ 其中 ＰＫＬＲ 是高剂量照射组

的显著响应基因ꎮ 本研究使用低剂量照射也发现

ＰＫＬＲ 的响应ꎬ 提示其对放射抗性的调控中存在重

要作用ꎬ 但是体内和体外研究可能会存在较大

差异ꎮ
本实验并未在不同剂量组找到相同的耐受基

因ꎬ 原因一是本研究所用细胞株 Ｃａｌ￣２７ 生长速度

较快ꎬ 为满足实验周期ꎬ 所以每剂量组有 ７ 盘细

胞ꎬ 不同培养盘中的细微差异可能在长时间培养

中被放大ꎻ 二是本研究中ꎬ 射线的作用面是培养

基中间平面ꎬ 与直接照射组织相比ꎬ 可能更容易

引起实验误差ꎮ
由以上分析可知ꎬ 慢病毒 ｓｈＲＮＡ 文库结合二

代测序的方法适用于高通量筛选放射线敏感性相

关基因ꎬ 本研究中发现的 ５ 个放疗抵抗相关基因

中ꎬ 有 ２ 个基因与已有研究一致ꎬ 其余 ３ 个作用尚

不明确ꎮ 由于下游调控的信号通路比较广泛ꎬ 包

括代谢途径、 膜稳定性、 细胞周期和凋亡途径ꎬ
因此还需更多深入研究进行验证ꎮ
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１７￣０１１２.

[１１] Ａｌｍｕｔａｉｒｉ Ａꎬ Ｗａｌｌａｃｅ ＪＧꎬ Ｊａｂｅｒ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｖｅｒｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｉｎｏｓｉｔｏｌ￣ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ３￣ｋｉｎａｓｅ Ｂ
(ＩＴＰＫＢ) ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ [Ｊ] Ｊ Ａｌｌｅｒｇｙ Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０２０ꎬ １４５
(６): １６９６￣１６９９. ｅ６. ＤＯＩ: １０ １０１６ / ｊ. ｊａｃｉ. ２０２０ ０１ ０１４.

[１２] Ｊｉｎ Ｙꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣３７５ ｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
[Ｊ] ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１５ꎬ １０ (１２): ｅ０１４４１８７. ＤＯＩ: １０ １３７１ /
ｊｏｕｒｎａｌ. ｐｏｎｅ. ０１４４１８７.

[１３] Ｋｏｅｎｉｇ Ｓꎬ Ｍｏｒｅａｕ Ｃꎬ Ｄｕｐｏｎｔ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＧＦ￣ｄｒｉｖｅｎ
ｎｅｕｒｉｔｅ ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ ｂｙ Ｉｎｓ ( １ꎬ ４ꎬ ５) Ｐ３ ｋｉｎａｓｅ ｉｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｗｏ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅｓ ＩＴＰＫＡ ａｎｄ ＩＴＰＫＢ ｉｎ ａ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ＰＣ１２ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] ＦＥＢＳ Ｊꎬ ２０１５ꎬ ２８２ ( １３): ２５５３￣２５６９.
ＤＯＩ: １０ １１１１ / ｆｅｂｓ. １３３００.

[１４] Ｌｉ Ｂꎬ Ｓｈｉ Ｃꎬ Ｚｈａｏ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＣＣＡＴ１
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ａｓ ａ ｃｅＲＮＡ ｔｏ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣４１０ ｏｎ ｔｈｅ

ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＴＰＫＢ ｉｎ ｈｕｍａｎ ＨＣＴ￣１１６ ａｎｄ ＨＣＴ￣８ ｃｅｌｌｓ
[Ｊ] Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔꎬ ２０１７ꎬ ８ ( ５４ ): ９２８５５￣９２８６３. ＤＯＩ:
１０ １８６３２ / ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ. ２１６１２.

[１５] Ｂäｄｅｒ Ｓꎬ Ｇｌａｕｂｋｅ Ｅꎬ Ｇｒüｂ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｔｉｎ￣ ａｎｄ
ｃａｌｃｉｕｍ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＩＴＰＫＢ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｊꎬ ２０１８ꎬ ４７５ (１２): ２０５７￣
２０７１. ＤＯＩ: １０ １０４２ / ＢＣＪ２０１８０２３８.

[１６] Ｐａｎ Ｃꎬ Ｊｉｎ Ｌꎬ Ｗａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｏｓｉｔｏｌ￣ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ３￣ｋｉｎａｓｅ Ｂ
ｃｏｎｆｅｒｓ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＮＯＸ４￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｅｄｏｘ
ｂａｌａｎｃｅ [Ｊ] Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔꎬ ２０１９ꎬ １２９ (６): ２４３１￣２４４５. ＤＯＩ:
１０ １１７２ / ＪＣＩ１２４５５０.

[１７] Ｓｈａｏ ＹＷꎬ Ｗｏｏｄ ＧＡꎬ Ｌｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｏｓｓ￣ｓｐｅｃｉｅｓ ｇｅｎｏｍｉｃｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ＤＬＧ２ ａｓ ａ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｉｎ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ [Ｊ]
Ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬ ２０１９ꎬ ３８ ( ２): ２９１￣２９８. ＤＯＩ: １０ １０３８ / ｓ４１３８８￣
０１８￣０４４４￣４.

[１８] Ｌｅｅ ＨＹꎬ Ｃｈｅｎ ＹＪꎬ Ｃｈａｎｇ ＷＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ
ｇａｌｌａｔｅ ( ＥＧＣＧ) ｏｎ ｕｒｉｎａｒｙ ｂｌａｄｄｅｒ ｕｒｏｔｈｅｌｉａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ￣ｎｅｘｔ￣
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ [Ｊ]
Ｍｅｄｉｃｉｎａ ( Ｋａｕｎａｓ)ꎬ ２０１９ꎬ ５５ ( １２): ７６８. ＤＯＩ: １０ ３３９０ /
ｍｅｄｉｃｉｎａ５５１２０７６８.

[１９] Ｚｈｕａｎｇ ＲＪꎬ Ｂａｉ ＸＸꎬ Ｌｉｕ Ｗ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣２３ａ ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＤＬＧ２ [Ｊ] Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１９ꎬ ２０ ( ６):
８９７￣９１１. ＤＯＩ: １０ １０８０ / １５３８４０４７ ２０１９ １５７９９６０.

[２０] Ｓｈａｏ ＹＷꎬ Ｗｏｏｄ ＧＡꎬ Ｌｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｒｏｓｓ￣ｓｐｅｃｉｅｓ ｇｅｎｏｍｉｃｓ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓ ＤＬＧ２ ａｓ ａ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｉｎ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ [Ｊ]
Ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬ ２０１９ꎬ ３８ ( ２): ２９１￣２９８. ＤＯＩ: １０ １０３８ / ｓ４１３８８￣
０１８￣０４４４￣４.

[２１] Ｙａｎｇ Ｙꎬ Ｚｈｕ Ｇꎬ Ｄｏｎｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ＮＱＯ１ / ＰＫＬＲ ａｘｉｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｇｌｙｃｏｌｙｔｉｃ ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ [Ｊ] Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔꎬ ２０１９ꎬ
４５３: １７０￣１８３. ＤＯＩ: １０ １０１６ / ｊ. ｃａｎｌｅｔ. ２０１９ ０３ ０５４.

[２２] Ｍａｌａｂａｎａｎ ＭＭꎬ Ｂｌｉｎｄ ＲＤ. Ｉｎｏｓｉｔｏｌ ｐｏｌｙｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｍｕｌｔｉｋｉｎａｓｅ
( ＩＰＭＫ ) ｉｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｕｃｌｅａｒ ｉｎｏｓｉｔｉｄｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ [Ｊ] Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｏｃ Ｔｒａｎｓꎬ ２０１６ꎬ ４４ ( １ ): ２７９￣
２８５. ＤＯＩ: １０ １０４２ / ＢＳＴ２０１５０２２５.

[２３] Ｆａｎ Ｚꎬ Ｆａｎ Ｋꎬ Ｄｅｎｇ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ＨＮＦ￣１ａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｖｉａ ｉｔｓ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ＰＫＬＲ
[Ｊ] Ａｃｔａ Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｓｉｎ ( Ｓｈａｎｇｈａｉ)ꎬ ２０２０ꎬ ５２ (３):
２４１￣２５０. ＤＯＩ: １０ １０９３ / ａｂｂｓ / ｇｍｚ１６９.

[２４] Ｌｉｕ Ｐꎬ Ｑｉ Ｘꎬ Ｂｉａｎ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉｃｒｏＲＮＡ￣１８α ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｏｖａｒｉａｎ
ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ｖｉａ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＴＲＩＡＰ１ ａｎｄ ＩＰＭＫ [Ｊ]
Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔꎬ ２０１７ꎬ １３ ( ６ ): ４０３９￣４０４６. ＤＯＩ: １０ ３８９２ /
ｏｌ. ２０１７ ５９６１.

[２５] Ｂｏｎｇ ＪＪꎬ Ｋａｎｇ ＹＭꎬ Ｓｈｉｎ ＳＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ￣
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＩＣＲ ａｎｄ ＡＫＲ / Ｊ ｍｏｕｓｅ ｔｈｙｍｕｓ
[Ｊ] Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ Ｉｎｔꎬ ２０１３ꎬ ３７ (５): ４８５￣４９４. ＤＯＩ: １０ １００２ /
ｃｂｉｎ. １００６５.

(收稿日期: ２０２０￣０４￣３０)

１７１中华放射医学与防护杂志 ２０２１ 年 ３ 月第 ４１ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２１ꎬ Ｖｏｌ. ４１ꎬ Ｎｏ. ３


