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miR-339-5p通过抑制NUDT5增强肺癌A549细胞的放射敏感性
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[摘 要] 目的：探讨miR-339-5p通过调控Nudix结构水解酶5（Nudix hydrolase 5，NUDT5）的表达对肺癌A549细胞放射敏感

性的影响。方法：体外低浓度梯度递增结合大剂量间断冲击方法诱导产生耐X射线的肺癌A549细胞株（RA549），qPCR检测

miR-339-5p 在人正常肺上皮细胞（BEAS-2B）、肺癌细胞系（A549、L78、H1299、H460 和 RA549 细胞）中的表达水平。根据对

RA549细胞的处理，实验分为NC组、5 Gy组（5 Gy X射线处理RA549细胞）、5 Gy+miR-339-5p mimic组、5 Gy+si-NUDT5组和5

Gy+si-NUDT5+miR-339-5p inbibitor 组，CCK-8 法、Annexin V-FITC/PI 双染流式术和 WB 分别检测各组细胞增殖、凋亡以及

NUDT5、γ-H2AX和H2AX蛋白表达的变化，双荧光素酶报告基因系统验证miR-339-5p和NUDT5的靶向关系。结果：miR-339-

5p在各肺癌细胞系中表达显著低于BEAS-2B细胞（均P<0.05），其中RA549细胞表达水平最低。验证显示NUDT5是miR-339-5p

的靶基因。与NC组相比，5 Gy组RA549细胞增殖活力和NUDT5表达显著降低（均P<0.01），凋亡率显著升高（P<0.01）；与5 Gy

组相比，5 Gy+miR-339-5p mimic组RA549细胞的增殖活力显著降低（P<0.05）、凋亡率[（12.97±1.48）% vs（5.21±0.62）%，P<0.01]

和 γ-H2AX的表达水平（P<0.05）显著升高，5 Gy+si-NUDT5 组 RA549 细胞中 NUDT5 的表达水平（P<0.01）和细胞增殖活力

（P<0.01）均显著降低，凋亡率[（11.21±1.06）% vs（5.54±0.44）%，P<0.01]和 γ-H2AX 表达水平（P<0.01）均显著升高，而 5 Gy+si-

NUDT5+miR-339-5p inhibitor组细胞中上述指标均回复至5 Gy组水平。结论：过表达miR-339-5p通过靶向下调NUDT5表达肺

癌A549细胞的放射敏感性。
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miR-339-5p inhibits NUDT5 and enhances radiosensitivity of lung cancer A549
cells
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[Abstract] Objective: To explore the influence of miR-339-5p on the radio-sensitivity of lung cancer A549 cells by regulating the

expression of Nudix hydrolase 5 (NUDT5). Methods: X-ray-resistant lung cancer A549 cells (RA549) were induced by treatment with

low concentration gradient increment combined with large dose intermittent shock in vitro. The expression level of miR-339-5p in hu‐

man normal lung epithelial cells (BEAS-2B) and lung cancer cell lines (A549, L78, H1299, H460 and RA549 cells) was detected by qP‐

CR. According to the treatment, RA549 cells were divided into NC group, 5Gy group (treatment with 5Gy X-ray), 5Gy+miR-339-5p

mimic group, 5Gy+si-NUDT5 group and 5Gy+si-NUDT5+miR-339-5p inhibitor group. CCK-8 assay, Annexin V-FITC/PI double stain‐

ing flow cytometry and WB were used to detect the proliferation, apoptosis and the protein expressions of NUDT5, γ-H2AX and H2AX

in each group. The targeting relationship between mir-339-5p and NUDT5 was detected by Dual-luciferase reporter gene system.

Results: The expression of miR-339-5p in lung cancer cell lines was significantly lower than that in BEAS-2B cells, with the lowest ex‐
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pression level in RA549 cells (all P<0.05). NUDT5 was the target gene of miR-339-5p. Compared with the NC group, the prolifera‐

tion activity and NUDT5 expression of RA549 cells in the 5 Gy group were significantly reduced (all P<0.01), and the apoptosis rate

was significantly increased (P<0.01). Compared with the 5 Gy group, the proliferation activity of RA549 cells in the 5 Gy+miR-339-5p

mimic group was significantly reduced (P<0.05), the apoptosis rate ([12.97±1.48]% vs [5.21±0.62]%, P<0.01) and the expression level

of γ-H2AX (P<0.05) were significantly increased; the expression of NUDT5 (t=7.58, P<0.01) and cell proliferation activity (t=6.58, P<

0.01) of RA549 cells in the 5 Gy+si-NUDT5 group were significantly reduced, while the apoptosis rate ([11.21±1.06]% vs [5.54±

0.44%, P<0.01) and the expression of γ-H2AX (P<0.01) were significantly increased; and the above indicators in 5 Gy+si-NUDT5+

miR-339-5p inhibitor group showed insignificant difference from the 5 Gy group. Conclusion: Overexpression of miR-339-5p enhanc‐

es the radio-sensitivity of X-ray-resistant lung cancer A549 cells by targetedly down-regulating NUDT5 expression.

[Key words] lung cancer; miR-339-5p; Nudix hydrolase 5 (NUDT5); radio-sensitivity

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(8): 867-873. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.08.005]

肺癌是世界范围内癌症相关因素致成人死亡的

主要原因[1]，每年诊断的新病例超过200万例，具有复

发率高、耐药率高的特点，5 年生存率约为 15%~

20%[2]，严重威胁人类的生命健康。放射治疗是治疗

肺癌的常用方法[3]，初治缓解率高，但治疗后期极易

发生放疗抵抗，从而降低了放射治疗的预期效果，因

此有必要探索影响肺癌细胞放射敏感性的分子机

制。研究[4-6]证实，miR-339-5p 可通过靶向下调α-1，

2-海藻糖苷转移酶 1促进小细胞肺癌紫杉醇的化疗

敏感性，其过表达可降低食管鳞癌细胞生存活力，促

进DNA损伤以及诱导细胞凋亡，从而增强食管鳞癌

的放射敏感性，但关于miR-339-5p调控肺癌细胞放

射敏感性的机制研究较少。Nudix 结构水解酶 5

（nudix hydrolase 5，NUDT5）参与核苷酸代谢和癌症

发生发展的关键过程，其表达水平与肾透明细胞癌

预后呈正相关[7]；同时，在NUDT5低表达的成纤维细

胞 IMR-90中RNA氧化水平显著升高，细胞衰老和细

胞凋亡率显著增加，细胞活力显著降低[8-9]。但目前

尚少研究证实NUDT5调控肺癌细胞放射敏感性的机

制。此外，根据生物学信息库StarBase预测发现，miR-

339-5p与NUDT5有结合位点。因此，本研究旨在

探讨miR-339-5p通过调控NUDT5影响肺癌细胞放

射敏感性的可能机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人肺癌细胞 A549、L78、H1299、H460 以及人肺

上皮细胞BEAS-2B均购自北京北纳创联生物技术研

究院，常规培养；胎牛血清（FBS）、青霉素、链霉素、

DMEM 培养基和 Lipofectamine 2000 转染试剂均购

自Thermo Fisher Scientific公司，一步法逆转录试剂

盒购自上海翊圣生物科技有限公司，TRIzol试剂盒购

自武汉默沙克生物科技有限公司，Annexin V-FITC/PI

购自厦门慧嘉生物科技有限公司，双荧光素酶报告

基因试剂盒购自北京拜尔迪生物技术有限公司，

CCK-8、RIPA裂解液购自上海恒斐生物科技有限公

司，NUDT5一抗、HRP标记的二抗均购自武汉益普生

物科技有限公司，BCA试剂盒和 SDS-PAGE凝胶制

备试剂盒均购自 Solarbio 公司，miR-339-5p mimic、

miR-339-5p inhibitor、阴性对照NC及 si-NUDT5均由

上海吉玛制药技术有限公司设计并合成。

1.2 X射线照射构建放疗抵抗的肺癌A549细胞株

将对数期的 A549 细胞接种于 6 孔板中，使用

Xstragl小动物辐射研究平台（SARRR）2000给予浓度

持续增加的X射线（0.1~3 Gy）处理后，置于培养箱中

培养，淘汰亚致死细胞，剩下的细胞同法继续照射、

培养、传代多次，直至 3 Gy X线照射后A549细胞稳

定增殖且无明显死亡，即为肺癌X射线抵抗株，命名

为RA549。

1.3 RA549细胞转染

选取对数生长期的 RA549 细胞，接种于 6 孔板

中，置 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，待细胞汇合

60%~70% 时按 Lipofectamine 2000 转染试剂说明书

将miR-339-5p mimic、miR-339-5p inhibitor、阴性对照

NC及 si-NUDT5转染RA549细胞，继续培养 48 h后

进行后续实验。

1.4 qPCR 检测 A549 和 RA549 细胞中 miR-339-5p

的表达水平

使用TRIzol试剂盒提取细胞中的总RNA，采用

逆转录试剂盒将 RNA 逆转录成 cDNA，以 U6 为内

参，进行 PCR扩增，扩增程序为 95 ℃预变性 5 min

后，94 ℃变性30 s、60 ℃退火30 s、72 ℃延伸15 s，共

50个循环。引物序列见表 1。采用 2-ΔΔCt法计算目的

基因相对表达量。实验重复3次。

1.5 CCK-8检测A549和RA549细胞增殖活力

取待测细胞，调整细胞密度为 5×104个/ml，将细

胞悬浮液接种至 96孔板中，每孔 100 μl，各组均设置

3个复孔，置于 37 ℃，5%CO2培养箱中培养，分别在

培养0、24、48、72、96 h时加入15 μl CCK-8培养液，继

续培养 2 h，用酶标仪测定在 450 nm处的光密度（D）

值。细胞增殖率=[D（4 Gy）/D（0 Gy）]×100%。用

GraphPad 8.0软件计算X射线对A549和RA549细胞
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的半数抑制剂量（IC50）。

表1 qPCR引物序列

Tab.1 Primer sequences for qPCR

Target

miR-399-5p

U6

Primer sequence

F：5'-GGGTCCCTGTCCTCCCCA-3'

R：5'-TGCGTGTCGTGGAGTC-3'

F：5'-CTCGCTTCGGCAGCACATATACT-3'

R：5'-ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC-3'

1.6 Annexin V-FITC/PI双染检测RA549细胞凋亡水平

收集各组待测细胞，PBS清洗两次，加入 500 μl

结合缓冲液和5 μl Annexin V-FITC，充分混匀后室温

避光孵育 15 min，再加入 5 μl PI染色液，混合均匀后

孵育5 min，使用流式细胞仪检测RA549细胞凋亡水

平。实验重复3次。

1.7 双荧光素酶验证miR-339-5p和NUDT5的靶向

关系

StarBase数据库预测miR-339-5p和NUDT5的结

合位点，扩增NUDT5基因 3’片段，插入双荧光素酶

报告基因 pmirGLO 中，构建 NUDT5 野生型质粒

（pmirGLO-NUDT5-WT）;应用基因突变技术改变

miR-339-5p和NUDT5的结合位点，用同样的方法构

建 NUDT5 突变型质粒（pmirGLO-NUDT5-MUT）。

将 pmirGLO-NUDT5-WT、pmirGLO-NUDT5-MUT分

别和 miR-339-5p mimics 或 miR-NC 转染到 HEK-

293T细胞内，培养48 h，用双荧光素酶报告基因试剂

盒检测各组荧光素酶活性。

1.8 WB检测RA549中蛋白表达水平

收集各组待测细胞，PBS 清洗 3 次，加入 200 μl

RIPA裂解液，冰上静置 30 min，4 ℃、12 000×g，离心

15 min，收集上清液。BCA法测定蛋白浓度。每组取

50 μg总蛋白样本进行SDS-PAGE分离蛋白条带，用

电转移法将蛋白转移至PVDF膜上，5%脱脂奶粉封

闭 1 h，加入一抗（1∶1 500），4 ℃孵育过夜；次日，

TBST洗涤3次，加入HRP标记的二抗，室温孵育2 h，

TBST洗涤 3次后加入ECL化学发光液进行显影，在

凝胶成像仪上观察并拍照，采用 Image J灰度分析软

件分析灰度值，计算相对表达量。实验重复3次。

1.9 统计学处理

采用GraphPad 8.0软件分析，呈正态分布的计量

数据数据以 x̄±s表示。两组间比较采用 t检验，多组

间比较采用单因素方差分析，以P<0.05或P<0.01表

示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 miR-339-5p在RA549细胞中呈低表达

qPCR 检测人正常肺上皮细胞（BEAS-2B）和其

他常见肺癌细胞系中miR-339-5p的表达水平，结果

（图 1）显示，miR-339-5p在肺癌细胞系中表达水平

显著低于 BEAS-2B 细胞，且在 A549细胞中表达最

低（t=5.68，P<0.01）；在RA549细胞中，miR-339-5p表

达水平较亲本细胞A549更低（t=4.43，P<0.05）。

*P<0.05,**P<0.01 vs BEAS-2B cells; ΔP<0.05 vs A549 cells

The expression of miR-339-5p in lung cancer cell lines and

human normal lung epithelial BEAS-2B cells; B: The expression

of miR-339-5p in A549 and RA549 cells

图1 miR-339-5p在肺癌细胞系和RA549细胞中呈低表达

Fig.1 Low expression of miR-339-5p in lung cancer cell lines

and RA549 cells

2.2 过表达miR-339-5p增强RA549细胞放射敏感性

CCK-8检测结果（图2A）显示，不同剂量X线（2、

4、6 Gy）作用下，其杀伤RA549细胞的 IC50均显著高

于杀伤 A549 细胞的 IC50（2 Gy：t=8.9178、P<0.01；

4 Gy：t=12.25、P<0.01；6 Gy：t=7.62，P<0.01），表明耐

药细胞株构建成功。

qPCR检测结果（图2B）显示，miR-339-5p mimics

组 RA549 细胞中 miR-339-5p 的表达水平显著高于

NC组（t=5.91，P<0.05）。CCK-8检测结果（图 2C）显

示，5 Gy 组 RA549 细胞增殖活力显著低于 NC组

（t=6.21，P<0.01），同时显著高于 5 Gy+miR-339-5p

mimic 组（t=4.33，P<0.05）。Annexin V-FITC/PI 双染

流式术检测结果（图2D）显示，5 Gy组RA549细胞的

凋亡率明显高于 NC 组 [（12.97±1.48）% vs（5.21±

0.62）%，t=8.38、P<0.01]，同时显著低于 5 Gy+miR-

339-5p mimic 组 [（19.25±1.97）% vs（12.97±1.48）%，

t=4.41、P<0.05]。WB 检测结果（图 2E）显示，5 Gy

组中 γ-H2AX 的表达水平显著高于 NC 组（t=5.91，

P<0.01），同时显著低于 5 Gy+miR-339-5p mimic组

（t=3.17，P<0.05）。

·· 869



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(8)

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group; ΔP<0.05 vs 5 Gy group

A: IC50 of RA549 cells and A549 cells were measured by CCK-8 assay; B: qPCR was used to detect the expression of miR-339-5p in

RA549 cells; C: CCK-8 was used to detect the proliferation activity of RA549 cell; D: The apoptosis rate of A549 was detected by

Annexin V-FITC/PI double staining; E: The expression levels of γ-H2AX and H2AX were detected by WB

图2 过表达miR-339-5p增强A549细胞放射敏感性

Fig.2 Overexpression of miR-339-5p enhanced the radio-sensitivity of A549 cells

2.3 miR-339-5p靶向下调NUDT5表达水平

生物学信息库 StarBase预测结果（图 3A）显示，

NUDT5 是 miR-339-5p 的候选靶基因。双荧光素酶

报告基因实验检测结果（图 3B）显示，过表达的miR-

339-5p显著降低 NUDT5/WT 质粒荧光素酶活性

（t=5.47，P<0.01），而对 NUDT5/MUT 质粒荧光素酶

无显著影响。WB 检测结果（图 3C）显示，过表达

miR-339-5p 组 RA549 细胞中 NUDT5 的表达显著低

于对照组（0.55±0.07 vs 1.00±0.12，t=5.61、P<0.01）。

**P<0.01 vs NC group

A: StarBase V2.0 database was used to predict the interaction between miR-339-5p with NUDT5; B: Dual-luciferase reporter gene assay

was carried out to verify the relationship between miR-339-5p and NUDT5; C: WB was used to measure the expression of NUDT5

图3 miR-339-5p靶向下调NUDT5的表达

Fig.3 miR-339-5p targetedly down-regulated NUDT5 expression
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2.4 miR-339-5p通过下调NUDT5增强RA549细胞

放射敏感性

检测在 5 Gy剂量X射线影响下，miR-339-5p和

NUDT5对RA549细胞的增殖、凋亡及 γ-H2AX表达

的影响，以此判断miR-339-5p与NUDT5对RA549细

胞放射敏感性的影响。WB（图 4A）和 CCK-8 实验

（图4B）检测结果显示，5 Gy组RA549细胞中NUDT5

的表达（t=7.32 ，P<0.01）和细胞增殖活力（t=5.15，

P<0.01）较 NC 组明显降低 ；转染 si-NUDT5 96 h

后，5 Gy+si-NUDT5 组 RA549 细胞中 NUDT5 的表

达水平（t=7.58，P<0.01）和细胞增殖活力（t=6.58，

P<0.01）均显著低于 5 Gy 组；而 5 Gy+si-NUDT5+

miR-339-5p inhibitor组细胞中 NUDT5 的表达水平、

细胞增殖活力均与 5 Gy 组无显著差异。Annexin

V-FITC/PI双染（图 4C）和 WB（图 4D）检测结果显

示，5 Gy 组 RA549 细胞凋亡率 [（11.21±1.06）% vs

（5.54±0.44）%，t=8.59、P<0.01]和 γ -H2AX表达水平

（t=7.78，P<0.01）均显著高于NC组；相比于 5 Gy组，

5 Gy+NUDT5 组 RA549 细胞凋亡率[（15.72±1.47）%

vs（11.21±1.06）%，t=4.30、P<0.05]和 γ-H2AX表达水

平（t=5.13，P<0.05）均显著升高；而 5 Gy+si-NUDT5+

miR-339-5p inhibitor 组 RA549 细 胞 的 凋 亡 率 和

γ-H2AX表达水平均与5 Gy组无显著差异。

**P<0.01 vs NC group; ΔP<0.05, ΔΔP<0.01 vs 5 Gy group; ▲P<0.05 vs 5 Gy+si-NUDT5 group

A: The expression of NUDT5 was detected by WB; B: Cell proliferation viability of RA549 cells was measured by CCK-8 assay;

C: Annexin V-FITC/PI double staining was used to detect the apoptosis of RA549 cells; D: WB was used to detect

the expression level of γ-H2AX and H2AX

图4 miR-339-5p通过靶向下调NUDT5增强肺癌细胞放射敏感性

Fig.4 miR-339-5p enhanced the radio-sensitivity of lung cancer cells by targetedly down-regulating NUDT5

3 讨 论

研究[10]证实miRNA的异常表达能够影响肿瘤对

放射的敏感性。过表达miR-24可通过下调食管癌组

织和细胞中 Fermitin 家族同源物 1 蛋白（Fermitin

family member 1，FERMT1）表达来抑制肿瘤细胞生

长和增强食管癌细胞的放射敏感性[11]；miR-29b在耐

辐射宫颈癌细胞中低表达，过表达miR-29b可通过靶

向PTEN显著抑制肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，诱

导细胞凋亡，从而增加细胞放射敏感性[12]；miR-29-3p
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在耐辐射鼻咽癌细胞中低表达，miR-29-3p高表达使

暴露于射线下的肿瘤细胞存活率降低，抑制细胞增

殖和迁移，增加细胞放射敏感性[13]；过表达miR-1246

可抑制膀胱癌细胞中的p53基因激活，增强膀胱癌细

胞活力和集落形成能力，降低细胞凋亡率，从而增强

膀胱癌细胞放射抵抗性[14]。DNA损伤可导致细胞处

于阻滞状态，以此抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡，而

双链断裂是代表射线诱导的DNA损伤的最重要类型

之一，且在双链断裂早期，DNA损伤位点处的组蛋白

H2AX被快速激活并磷酸化为γ-H2AX[6, 15-16]，因此，检

测细胞中 γ-H2AX表达水平可评估DNA损伤情况。

本研究发现，miR-339-5p在肺癌细胞中低表达，过表

达 miR-339-5p 可抑制 X 线处理的抗耐辐射细胞

RA549的增殖，促进其凋亡和DNA损伤，从而增加

RA549细胞的放射敏感性。

miRNA可靶向其下游靶基因而调控肿瘤细胞放

射敏感性[17]。例如，神经胶质瘤细胞中过表达的

miR-212 通过靶向下调 BRCA1，增强细胞的集落形

成能力，减弱放射诱导的细胞凋亡，从而降低细胞放

射敏感性[18]；miR-144-5p通过靶向下调ATF2增强非

小细胞肺癌的放射敏感性[19]；miR-498通过靶向调控

PTEN促进前列腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，降低

放射敏感性[20]；FERMT1在食管癌组织中高表达，而

过表达miR-24可靶向负调控 FERMT1，从而增加食

管癌放射敏感性[11]。NUDT5是一种与突变体相关的

蛋白，已被鉴定为是乳腺癌细胞中激素依赖性基因

调控和增殖的变阻器，在乳腺癌细胞核中产生ATP，

介导孕激素和雌激素依赖性基因表达，从而调控乳

腺细胞的增殖[7-8]；此外，有研究[21]证实，NUDT5低表

达使宫颈癌 HeLa 细胞周期 G1 期显著延长，S 期和

G2/M期细胞数减少，从而抑制细胞增殖。本研究发

现，在RA549细胞中过表达miR-339-5p可通过靶向

抑制NUDT5的表达，进而抑制RA549细胞的增殖，

促进其凋亡，从而增加细胞的放射敏感性。

综上所述，本研究证实了 miR-339-5p 对肺癌

A549细胞放射敏感性起着重要的调控作用，过表达

的miR-339-5p通过靶向下调NUDT5的表达水平，抑

制RA549细胞增殖，促进RA549细胞凋亡和DNA损

伤，进而增强RA549细胞的放射敏感性。
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