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摘要：【目的】探讨甘草素对非小细胞肺癌（NSCLC）细胞放疗敏感性的作用及机制。【方法】体外培养NSCLC细胞株A549。使

用不同浓度甘草素处理，筛选20%抑制浓度（IC20）的甘草素浓度。经甘草素处理后，克隆形成实验观察细胞放疗敏感性，选

择半数细胞存活分数（SF）对应的放射线剂量进行后续实验。A549细胞随机分为对照组、甘草素组、miR-21 mimics-NC组、

miR-21 mimics组、甘草素+miR-21 mimics组。miR-21 mimics-NC组转染miR-21模拟物阴性对照，miR-21 mimics组、甘草

素+miR-21 mimics组转染miR-21模拟物，24 h后观察转染效果，甘草素组、甘草素+miR-21 mimics组加入0.2 mmol/L 甘草

素作用24 h、4 Gy 6 MV-X射线照射3 h进行后续实验。细胞计数试剂盒8（CCK-8）法检测细胞活力；流式细胞术检测细胞凋

亡情况；定量聚合酶链反应（qPCR）检测miR-21、蛋白络氨酸磷酸酶MEG2 mRNA相对表达量；双荧光素酶报告基因实验验

证miR-21与MEG2的靶向关系；蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测MEG2蛋白相对表达量。【结果】 选取甘草素浓度为

0.2 mmol/L，甘草素处理后，A549细胞SF降低（P＜0.05），放射增敏比＞1。与对照组比较，甘草素组细胞相对活力、miR-21
相对表达量降低，细胞凋亡率、MEG2 mRNA和蛋白相对表达量升高（P＜0.05），miR-21 mimics组细胞相对活力、miR-21相

对表达量升高，细胞凋亡率、MEG2 mRNA和蛋白相对表达量降低（P＜0.05）；与甘草素组比较，miR-21 mimics组、甘草

素+miR-21 mimics 组细胞相对活力、miR-21相对表达量升高，细胞凋亡率、MEG2 mRNA 和蛋白相对表达量降低（P＜

0.05）；与miR-21 mimics-NC组比较，miR-21 mimics组细胞相对活力、miR-21相对表达量升高，细胞凋亡率、MEG2 mRNA
和蛋白相对表达量降低（P＜0.05）；与miR-21 mimics组比较，甘草素+miR-21 mimics组细胞相对活力、miR-21相对表达量

降低，细胞凋亡率、MEG2 mRNA和蛋白相对表达量升高（P＜0.05）。双荧光素酶报告基因实验结果显示，miR-21直接靶向

MEG2。【结论】甘草素可以抑制NSCLC细胞增殖，促进细胞凋亡及增强放疗敏感性，其机制可能与调控miR-21对MEG2转

录和翻译的抑制有关。
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Abstract：Objective To explore the effect and mechanism of liquiritigenin on radiosensitivity of non-small cell
lung cancer（NSCLC）cells. Methods NSCLC cell line A549 was cultured in vitro. Different concentrations of
liquiritigenin were used to screen out the liquiritigenin concentration at 20% inhibitory concentration（IC20）. After
treatment with liquiritigenin， the cell radiosensitivity was observed by clonal formation assay， the radiation dose
corresponding to half cell survival fraction（SF）was selected for subsequent experiments. A549 cells were randomly
divided into control group， liquiritigenin group， miR- 21 mimics- NC group， miR- 21 mimics group， and
liquiritigenin + miR-21 mimics group. miR-21 mimics-NC group was transfected with miR-21 negative control，
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miR- 21 mimics group and liquiritigenin + miR- 21 mimics group were transfected with miR- 21 mimics. The
transfection effect was observed 24 hours later. And then the liquiritigenin group and the liquiritigenin + miR-21
mimics group were treated with 0.2 mmol/L liquiritigenin for 24 hours， followed by 4 Gy 6 MV-X irradiation for
3 hours. Cell viability was detected by cell counting kit 8（CCK- 8）； cell apoptosis was detected by flow
cytometry；quantitative polymerase chain reaction（qPCR）was used to detect the mRNA relative expression levels
of miR-21 and protein tyrosine phosphatase MEG2；dual luciferase reporter gene assay was verified the targeting
relationship between miR- 21 and MEG2； relative expression of MEG2 protein was detected by Western Blot.
Results The concentration of liquiritigenin was 0.2 mmol/L was selected，and after liquiritigenin treatment，SF of
A549 cells was decreased（P＜0.05），and the radiosensitization ratio＞1. Compared with the control group， the
relative viability of cells and the relative expression level of miR-21 were decreased，and the apoptosis rate and
the mRNA and protein relative expression level of MEG2 were increased in the liquiritigenin group（P＜0.05），the
relative viability of cells and the relative expression level of miR-21 were increased，and the apoptosis rate，the
mRNA and protein relative expression level of MEG2 were decreased in the miR-21 mimics group（P＜0.05）；

compared with the liquiritigenin group，the relative cell viability and the relative expression level of miR-21 in the
miR-21 mimics group and the liquiritigenin+miR-21 mimics group were increased，while the apoptosis rate and
the mRNA and protein relative expression level of MEG2 were decreased（P＜0.05）；compared with the miR-21
mimics-NC group， the relative cell viability and the relative expression level of miR-21 in the miR-21 mimics
group were increased，while the apoptosis rate and the mRNA and protein relative expression level of MEG2 were
decreased（P＜0.05）；compared with the miR-21 mimics group， liquiritigenin+miR-21 mimics group showed
decreased cell viability and relative expression level of miR-21，increased apoptosis rate and mRNA and protein
relative expression level of MEG2（P＜0.05）. The results of luciferase reporter gene experiment showed that miR-
21 directly targeted MEG2. Conclusion Liquiritigenin is effective for inhibiting the proliferation of NSCLC cells，
promoting apoptosis and enhancing radiosensitivity，which may be related to the inhibition of miR-21 on MEG2
transcription and translation.
Keywords： liquiritigenin； non- small cell lung cancer（NSCLC）；miR- 21/MEG2 axis； radiosensitivity；

A549 cells

肺癌是临床常见的呼吸系统恶性肿瘤，发病

率、死亡率居全球所有癌症首位，且呈逐年上升

的趋势。非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，
NSCLC）是除小细胞肺癌之外的所有肺上皮癌，主

要包括腺癌、鳞状细胞及大细胞癌，占肺癌总数

的 75%～80%[1-2]。目前，NSCLC的临床治疗以手

术为主，并联合术前后的辅助治疗，包括放疗、

化疗、免疫治疗、靶向治疗，控制肿瘤进展或复

发[3]。其中，放疗作为重要的辅助治疗手段对提高

治疗效果、改善患者预后具有重要的意义，但肿

瘤细胞对放疗的耐受性降低了其疗效[4]。因此，探

讨NSCLC放疗耐受性机制以及寻找提高肿瘤细胞

放疗敏感性的药物成为研究热点。甘草素是从中

药甘草中提取的二氢黄酮化合物，具有抗炎、抗

氧化应激、抗肿瘤等多种生物学效应 [5-6]。体外细

胞实验表明，甘草素可增加三阴性乳腺癌细胞株

MDA-MB-231和BT549对多柔比星的敏感性，提

高治疗效果 [7]。另外，有研究 [8]证实，甘草素可增

加肺癌细胞株 H1299 放疗敏感性，抑制细胞增

殖、促进细胞凋亡。基于甘草素具有增加化疗及

放疗敏感性的作用，本研究以非小细胞肺癌A549
细胞为研究对象，探讨甘草素对NSCLC细胞放疗

敏感性的影响及其可能的作用机制，为甘草素相

关药物的研发及 NSCLC 的临床治疗提供实验依

据，现将研究结果报道如下。

1 材料与方法

1. 1 细胞株及培养 人NSCLC细胞株A549购自
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中国科学院上海细胞库。复苏人NSCLC细胞A549，
加至体积分数10%优质胎牛血清的RPMI 1640培养

基（NaHCO3 2.5 g/L、100 U/mL青霉素和 100 μg/mL
链霉素），置于体积分数为5%CO2、37 ℃恒温恒湿

密闭培养箱中，于郑州大学医学科学院培养。

1. 2 药品、试剂与仪器 甘草素（纯度≥98%，分子

式：C15H12O4，分子量：256.25，批号：JOT-10442，
成都普菲德生物技术有限公司生产）；miR-21拟似

物（miR- 21 mimics）和 miR- 21 拟似物阴性对照

（miR-21 mimics-NC）（广州市锐博生物科技有限公

司）；Lipofectamine 2000（美国 invitrogen公司）；细

胞计数试剂盒 8（CCK-8）（美国 Sigma Aldrich 公

司）；膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素（Annexin V-
FITC）凋亡检测试剂盒（美国BD公司）；双荧光素

酶报告基因试剂盒（美国Promaga公司）；二喹啉甲

酸（BCA）蛋白定量试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司）；兔抗人蛋白络氨酸磷酸酶 MEG2、
β-actin等抗体和羊抗兔辣根过氧化物酶（HRP）标

记的免疫球蛋白（IgG）抗体（英国Abcam公司）。直

线加速器（美国瓦里安医疗系统公司）；多功能酶

标仪、蛋白凝胶电泳仪（美国Thermo Fisher Scientific
公司）；流式细胞仪（美国 BD公司）；荧光定量

PCR仪（美国Bio-Rad公司）。

1. 3 观察指标与方法

1. 3. 1 CCK-8 细胞毒性检测实验观察不同浓度

甘草素对A549细胞增殖的影响 取对数期A549细
胞，磷酸盐缓冲液（PBS）重悬，调整细胞密度为

1 × 105 个/mL，接种至 96 孔板，贴壁培养 12 h
后，加 入 不 同 浓 度 甘 草 素（0.05、 0.1、 0.2、
0.4、 0.8 mmol/L），另设空白组，设置 5个复孔。

24 h后，加入10 μL的CCK-8试剂于培养箱中孵育

4 h，应用多功能酶标仪于波长450 nm处检测光密

度（OD）值。计算细胞增殖抑制率，增殖抑制率=
（1-不同浓度药物OD值/空白组OD值）×100%。后

续实验需联合射线共同作用，因此选取接近于

20%抑制浓度（IC20）的甘草素浓度进行后续实验。

1. 3. 2 克隆形成实验观察细胞放疗敏感性 取对

数生长期A549细胞，调整细胞密度为1×105个/mL，
接种于6孔板，培养基中加入0.2 mmol/L甘草素作

用 48 h。另设空白组，采用不同剂量（0、2、4、
6、8 Gy）6 MV-X 射线室温照射，每组设 5 个复

孔。照射野：10 cm × 10 cm；源皮距：100 cm；剂

量率：1 Gy/min。照射完毕，PBS清洗，甲醇固定

30 min，Giemsa染色 20 min，流水冲洗，室温干

燥，倒置显微镜下观察。计算：克隆形成率=克隆

细胞数/接种细胞数；细胞存活分数（survival fraction，
SF）=照射后细胞克隆形成率/照射细胞克隆形成

率。根据单击多靶模型方程 [9]：SF=1- æ
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合细胞存活曲线，计算平均致死剂量（mean lethal
dose，D0）和 N，准阈剂量（quasi-threshold，Dq）=
D0lnN，其中D为放射剂量，N为外推数或靶数。

放射增敏比（sensitization enhancement ratio，SER）
定义：达到相同生物学效应时，单纯照射的剂量/
药物干预照射的剂量，SERD0=空白组D0/干预组D0，

SERDq=空白组Dq/干预组Dq。

1. 3. 3 细胞转染与分组 将A549细胞按1 × 105个/mL
接种于 6孔板，随机分为 5组：对照组、甘草素

组、miR-21 mimics-NC组、miR-21 mimics组、甘

草素+miR-21 mimics 组。待细胞密度为 70%时，

对照组、甘草素组加入等体积分数 Lipofectamine
2000 的完全培养液，miR-21 mimics-NC 组转染

miR-21 mimics-NC，miR-21 mimics组、甘草素+
miR- 21 mimics 组 转 染 miR- 21 mimics。 按 照

Lipofectamine 2000 说明书进行转染：分别使用

250 μL Opti-MEM稀释 5 μL Lipofectamine 2000和

5 μL miR-21 mimics-NC 或 miR-21 mimics，孵育

5 min后，将 2种稀释物混合，形成复合物，将复

合物加入6孔板进行转染。转染24 h后，荧光显微

镜下观察细胞转染效果，确定转染效果良好后，

甘草素组、甘草素+miR-21 mimics组加入0.2 mmol/L
甘草素，其余各组加入等量细胞培养液作用 24 h，
采用4 Gy 6 MV-X射线照射后进行后续实验。

1. 3. 4 CCK-8法检测细胞活力 收集各组细胞，

PBS重悬，用细胞计数板对细胞悬液进行计数。调

整细胞密度为1 × 105个/mL，接种至96孔板，每组

设置 5 个复孔。贴壁培养 12 h 后，加入 10 μL
CCK-8试剂。培养箱中孵育4 h后，应用多功能酶

标仪于波长450 nm处检测OD值。计算细胞相对活

力：细胞相对活力（%）＝（实验组OD值/对照组OD
值）×100%。

1. 3. 5 流式细胞术检测细胞凋亡情况 收集各组

细胞，4 ℃预冷的PBS清洗2次，以1 200 r/min（离

心半径8 cm）离心10 min，加入500 μL结合缓冲液

重悬细胞。先后加入 5 μL Annexin V-FITC和PI室
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温避光孵育 15 min，流式细胞仪检测各组A549细
胞凋亡率。实验重复3次。

1. 3. 6 定量聚合酶链反应（qPCR）法检测细胞

miR-21、MEG2 mRNA 相对表达量 收集各组细

胞，用 TRIzol 试剂提取组织中总 RNA，应用紫

外 分光光度计检测 RNA 浓度 [OD（260 nm）/OD
（280 nm）]，反转录为 cDNA。反应条件：30 ℃
10 min，42 ℃ 30 min，99 ℃ 5 min，4 ℃ 5 min。产

物 cDNA 按照定量 PCR 试剂盒说明书进行 Real-
time PCR反应。反应条件：95 ℃ 5 min， 94 ℃ 20 s，
60 ℃ 20 s，40个循环。分别以U6和GAPDH为内

参，采用 2-ΔΔCT法计算miR-21和MEG2 mRNA的相

对表达量。实验重复3次。PCR引物序列见表1。
表1 PCR引物序列

Table 1 PCR Primer sequences

指标

miR-21

U6

MEG2

GAPDH

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

引物序列

5’-CTGGAGGACTGGGACTGACTT-3’
5’-CGGGTAAACGGGGTTTAGCG-3’
5’-CTGGGCTACACTGAGCACC- 3’
5’-AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG- 3’
5’-CCTGCCTTAGACTGGGACT- 3’
5’-TTCGCTTTGTTAGCTTCACT- 3’
5’-GATATTGTTGCCATCAATGAC- 3’
5’-TTGATTTTGGAGGGATCTCG- 3’

扩增长度
/bp
115

154

132

171

1. 3. 7 双荧光素酶报告基因实验验证miR-21与

MEG2 的靶向关系 通过 Starbase V2.0、PicTar、
TargetScan等数据库预测分析miR-21与MEG2之间

的结合位点，将MEG2的 3’UTR区域，插入双荧

光 素 酶 报 告 基 因 pmirGLO 中 ， 构 建 野 生 型

pmirGLO- MEG2- 3’- UTR wild type 和 突 变 型

pmirGLO-MEG2- 3’-UTR mutant 重组质粒。将

A549 细胞按 1 × 105 个/mL 接种至 24 孔板，使用

Lipofectamine 2000将报告质粒与miR-21 mimics或
miR-21 mimics-NC 共转染。24 h 后，每孔加入

100 μL Passive Lysis Buffer置于摇床上裂解15 min，
于 4 ℃、12 000 r/min（离心半径 8 cm）离心 10 min。
转移上清至 24孔板，每孔加入 100 μL Luciferase
Assay Reagent Ⅱ、20 μL细胞裂解液，应用荧光测

定仪检测内参发光值。再加入 100 μL stop & GLO
Reagent，荧光测定仪检测报告基因发光值。实验

重复3次。

1. 3. 8 蛋白免疫印迹（Western Blot）法检测细胞

MEG2蛋白表达水平 收集各组细胞，提取细胞总

蛋白，BCA试剂盒检测蛋白浓度。95 ℃金属浴使

蛋白变性，进行10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨

凝胶电泳（SDS-PAGE），转膜仪将蛋白转移到聚偏

氟乙烯（PVDF）膜上，50 g/L 脱脂牛奶室温封闭

1 h，分别加入MEG2（1∶1 000稀释）、β-actin（1∶
1 000稀释）一抗 4 ℃孵育过夜，TBST洗膜 3次，

10 min/次。再加入HRP标记的二抗（1∶2 000稀释）

室温孵育 1 h，TBST洗膜 3次，10 min/次。最后，

将PVDF膜浸入电化学发光液（ECL），于暗室中曝

光显影，应用 ImageJ软件对胶片蛋白条带进行灰

度分析，以目的蛋白条带灰度值/内参GAPDH蛋白

条带灰度值的比值，作为目的蛋白相对表达量。

实验重复3次。

1. 4 统计方法 采用SPSS 24.0统计软件对实验数

据进行分析，所有实验数据以均数 ± 标准差（x ± 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，进一步两两比较采用LSD-t检验。

以P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果
2. 1 不同浓度甘草素对A549细胞增殖的影响 随

着甘草素浓度增加，细胞增殖抑制率升高（P＜0.05），
表明不同浓度甘草素均可抑制A549细胞增殖，其

中 0.2 mmol/L浓度的甘草素对A549细胞增殖的抑

制率为（20.43 ± 1.86）%，接近于 IC20。为确保后续

实验有效性，故选取甘草素浓度为0.2mmol/L。见图1。
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图1 不同浓度甘草素对A549细胞增殖的抑制作用

Figure 1 Inhibitory effect of different concentrations of
liquiritigenin on the proliferation of A549 cells

2. 2 甘草素对A549细胞放疗敏感性的影响 随

着放射剂量增加，空白组与甘草素组A549细胞SF
均逐渐降低，甘草素组细胞 SF较空白组显著降低
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（P＜0.05）。甘草素组A549细胞的SERD0和SERDq分

别为 1.27、1.54，放射增敏比＞1。结果表明，甘

草素可以增强A549细胞的放疗敏感性。照射剂量

为 4 Gy时，A549细胞 SF接近 0.5，因此后续研究

选用放射线剂量 4 Gy作为照射剂量。具体结果见

图2、表2。
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图2 不同剂量放射线照射后细胞存活曲线

Figure 2 Cell survival curve after different
doses of radiation

表2 单击多靶模型参数比较

Table 2 Comparison of single-click multi-target
model parameters

组别

空白组

甘草素组

D0

2.14
1.69

Dq

2.35
1.53

N

3.01
2.42

SERD0

—

1.27

SERDq

—

1.54

2. 3 各组A549细胞相对活力比较 各组细胞相

对活力组间比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。

与对照组比较，甘草素组细胞相对活力降低，

miR-21 mimics组细胞相对活力升高（P＜0.05）；与

甘草素组比较，miR-21 mimics组、甘草素+miR-21
mimics组细胞相对活力升高（P＜0.05）；与miR-21
mimics-NC组比较，miR-21 mimics组细胞相对活

力升高（P＜0.05）；与miR-21 mimics组比较，甘草

素 + miR- 21 mimics 组细胞相对活力降低（P＜

0.05）。结果表明，甘草素可减弱miR-21 mimics促
进A549细胞增殖的作用。具体结果见表3。
2. 4 各组A549细胞凋亡率比较 细胞凋亡率组

间比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。与对照组

比较，甘草素组细胞凋亡率升高，miR-21 mimics
组细胞凋亡率降低（P＜0.05）；与甘草素组比较，

miR-21 mimics组、甘草素+miR-21 mimics组细胞

凋亡率降低（P＜0.05）；与miR-21 mimics-NC组比

较，miR-21 mimics组细胞凋亡率降低（P＜0.05）；

与miR-21 mimics组比较，甘草素+miR-21 mimics

组细胞凋亡率升高（P＜0.05）。结果表明，甘草素

可增加 miR-21 mimics 抑制 A549 细胞凋亡的作

用。具体结果见表4、图3。
2. 5 各组A549细胞miR-21和MEG2 mRNA相对

表达量比较 各组细胞miR-21和MEG2 mRNA相

对表达量组间比较，差异有统计学意义（P＜

0.05）。与对照组比较，甘草素组miR-21相对表达

量降低，MEG2 mRNA相对表达量升高，miR-21
mimics组miR-21相对表达量升高，MEG2 mRNA
相对表达量降低（P＜0.05）；与甘草素组比较，

miR- 21 mimics 组、甘草素 + miR- 21 mimics 组

miR-21相对表达量升高，MEG2 mRNA相对表达

量降低（P＜0.05）；与miR-21 mimics-NC组比较，

miR-21 mimics组miR-21相对表达量升高，MEG2
mRNA 相对表达量降低（P＜0.05）；与 miR- 21

表3 各组A549细胞相对活力比较

Table 3 Comparison of the relative viability of
A549 cells in various groups （x ± s；n = 5）

组别

对照组

甘草素组

miR-21 mimics-NC组

miR-21 mimics组
甘草素+miR-21 mimics组
F值

P值

A549细胞相对活力/%
100.00

78.62 ± 6.09①

101.13 ± 5.84
128.94 ± 6.57①②③

98.37 ± 7.27②④

48.165
＜0.001

①P＜0.05，与对照组比较；②P＜0.05，与甘草素组

比较；③P＜0.05，与miR-21 mimics-NC 组比较；④P＜

0.05，与miR-21 mimics组比较

表4 各组A549细胞凋亡率比较

Table 4 Comparison of apoptosis rate of A549 cells
in various groups （x ± s；n = 3）

组别

对照组

甘草素组

miR-21 mimics-NC组

miR-21 mimics组
甘草素+miR-21 mimics组
F值

P值

细胞凋亡率/%
6.34 ± 0.45

28.67 ± 0.87①

6.12 ± 0.53
3.45 ± 0.38①②③

6.58 ± 0.61②④

920.741
＜0.001

①P＜0.05，与对照组比较；②P＜0.05，与甘草素组

比较；③P＜0.05，与miR-21 mimics-NC 组比较；④P＜

0.05，与miR-21 mimics组比较
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mimics组比较，甘草素+miR-21 mimics组miR-21
相对表达量降低，MEG2 mRNA相对表达量升高

（P＜0.05）。结果表明，miR- 21 可能与 MEG2
mRNA表达相关。具体结果见表5。

表5 各组A549细胞miR-21和MEG2 mRNA相对

表达量比较

Table 5 Comparison of the relative expression levels of
miR-21 and MEG2 mRNA in A549 cells

of various groups （x ± s；n = 3）
组别

对照组

甘草素组

miR-21 mimics-NC组

miR-21 mimics组
甘草素+miR-21 mimics组
F值

P值

miR-21
1.94 ± 0.12
1.12 ± 0.09①

1.97 ± 0.17
4.15 ± 0.21①②③

1.89 ± 0.13②④

172.971
＜0.001

MEG2
3.67 ± 0.21
4.98 ± 0.26①

3.59 ± 0.23
2.12 ± 0.18①②③

3.73 ± 0.24②④

60.611
＜0.001

①P＜0.05，与对照组比较；②P＜0.05，与甘草素组

比较；③P＜0.05，与miR-21 mimics-NC 组比较；④P＜

0.05，与miR-21 mimics组比较

2. 6 miR-21与MEG2的靶向关系 通过数据库预

测miR-21与MEG2的靶向关系，结果显示，miR-21
可以结合MEG2的 3’-UTR区域，见图 4-A。双荧

光素酶报告基因实验结果显示，与共转染miR-21
mimics-NC、MEG2 3’-UTR野生型载体的A549细
胞比较，共转染miR-21 mimics、MEG2 3’-UTR野

生型载体的细胞荧光素酶活性显著降低（P＜0.05），
与共转染miR-21 mimics-NC、MEG2 3’-UTR突变

型载体的A549细胞比较，共转染miR-21 mimics、
MEG2 3’-UTR突变型载体的细胞荧光素酶活性无

明显变化。结果表明，miR-21 直接靶向调控

MEG2表达。具体结果见图4-B。
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光
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miR-21 mimics-NC组
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①

A. miR-21与MEG2存在连续结合位点（1482和 1488指
的是碱基位点）；B. 双荧光素酶报告基因实验验证结果

①P＜0.05，与miR-21 mimics-NC组比较

图4 miR-21与MEG2的靶向关系

Figure 4 Targeting relationship between miR-21
and MEG2

2. 7 各组A549细胞MEG2蛋白相对表达量比较

各组A549细胞MEG2蛋白相对表达量组间比较，

差异有统计学意义（P＜0.05）。与对照组比较，甘

草素组 MEG2 蛋白相对表达量升高，miR- 21
mimics 组 MEG2 蛋白相对表达量降低（P＜0.05）；

与甘草素组比较，miR-21 mimics 组、甘草素+
miR-21 mimics组MEG2蛋白相对表达量降低（P＜

0.05）；与 miR- 21 mimics- NC 组比较，miR- 21
mimics 组 MEG2 蛋白相对表达量降低（P＜0.05）；

与miR-21 mimics组比较，甘草素+miR-21 mimics
组MEG2蛋白相对表达量升高（P＜0.05）。表明甘

草素可减弱miR-21对MEG2的抑制作用。具体结

果见图5、表6。
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图3 各组A549 细胞凋亡情况比较

Figure 3 Comparison of A549 cell apoptosis in various groups
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3 讨论

目前，我国每年非小细胞肺癌（NSCLC）新发

病例约73.3万，死亡病例约59.1万[10]。NSCLC发生

发展过程中原癌基因表达下调和抑癌基因表达上

调，基因异常表达及长期积累引起细胞增殖凋亡

调控失常，细胞异质恶性增殖导致 NSCLC 发

生[11-12]。NSCLC病情进展隐蔽，多数患者确诊时已

处于中晚期，多失去手术治疗的机会。非手术患

者应首先考虑进行常规或立体定向放射治疗[13]。放

射治疗是通过电离辐射在肿瘤细胞中产生自由

基，损伤癌细胞基因组DNA，细胞周期停滞，损

伤修复失败直接或间接导致细胞凋亡[14]。肿瘤细胞

对致死性损伤修复的能力高低是导致肿瘤细胞产

生放疗耐受性的机制之一，NSCLC患者的放疗抵

抗性极大降低了放疗效果[15]。因此，寻找安全、低

毒、高效及副作用小的放疗增敏药物对提高放疗

效果意义重大。

目前，甘草素在多种肿瘤细胞中的抗肿瘤作

用及放疗增敏作用已被证实[16-17]，但应用于NSCLC
放疗增敏方面鲜有报道。为探讨甘草素对NSCLC
细胞放疗敏感性的影响及其可能的作用机制，本

研究以NSCLC细胞A549为实验对象，使用不同浓

度甘草素处理A549细胞，结果显示不同浓度甘草

素均对A549细胞具有增殖抑制作用。本研究采用

克隆形成实验检测A549细胞放疗增敏作用，CCK-
8实验检测A549细胞增殖活力及流式细胞术检测

A549细胞凋亡情况，结果显示，使用甘草素后的

SERD0和SERDq分别为1.27、1.54，且甘草素组A549
细胞相对活力较对照组下降，凋亡率升高。结果

表明甘草素可抑制A549细胞增殖，促进A549细胞

凋亡并增强其放疗敏感性。

微小RNA（microRNA，miRNA）是 18 ~ 25个核

苷酸组成的非编码单链RNA，可在转录后水平调

节基因表达，参与多种生理和病理过程，包括细

胞增殖、凋亡、分化、发育及癌细胞浸润等[18]。既

往研究显示，通过与辐射相关信号转导途径中的

关键成分如上游受体、中游换能器和下游效应因

子等相互作用，miRNA可有效激活细胞核中DNA
损伤反应基因和细胞周期相关基因的表达，调节

肿瘤细胞的辐射反应和放射敏感性 [19]。Liu等 [20]研

究表明，miR-21是通过第10号染色体同源丢失性

磷酸酶张力蛋白（PTEN）/蛋白激酶B（Akt）途径调节

电离辐射诱导肺上皮细胞上皮-间质转化的关键因

子。Liu等[21]研究表明，过表达miR-21可降低晚期

宫颈癌通过 SMAD7 对放化疗的敏感性，提示

miR-21具有放疗增敏作用。miRNA可通过调控下

游靶基因，发挥相应生物学作用。Bao等[22]研究表

明，miR-21通过直接靶向MEG2促进结直肠癌细

胞的增殖、侵袭并抑制凋亡。饶钟鸣等 [23]研究显

示，miR-21可通过靶向抑制MEG2表达，参与调

节肺癌细胞增殖、侵袭和凋亡过程。本研究将

A549细胞转染miR-21 mimics诱导miR-21过量表

达，MEG2 mRNA和蛋白相对表达量降低，细胞相

对活力升高，凋亡率降低，再经甘草素干预后

miR-21相对表达量降低，MEG2 mRNA和蛋白相

对表达量升高，细胞相对活力降低，凋亡率升

高，逆转了miR-21表达上调的作用效果，双荧光

素酶报告基因结果表明miR-21直接靶向MEG2，
提示甘草素可能通过miR-21/MEG2轴抑制NSCLC
细胞增殖，诱导细胞凋亡和增强其放疗敏感性。

MEG2
GAPDH

68 kDa
36 kDa

图5 各组A549细胞MEG2蛋白表达比较

Figure 5 Comparison of MEG2 protein expression in
A549 cells of various groups
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表6 各组A549细胞MEG2蛋白相对表达量比较

Table 6 Comparison of protein relative expression level
of MEG2 in A549 cells of various groups （x ± s；n = 3）

组别

对照组

甘草素组

miR-21 mimics-NC组

miR-21 mimics组
甘草素+miR-21 mimics组
F值

P值

MEG2
0.76 ± 0.07
1.21 ± 0.08①

0.73 ± 0.06
0.45 ± 0.04①②③

0.81 ± 0.08②④

48.616
＜0.001

①P＜0.05，与对照组比较；②P＜0.05，与甘草素组比

较；③P＜0.05，与 miR- 21 mimics- NC 组比较；④P＜

0.05，与miR-21 mimics组比较
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综上所述，甘草素可以抑制 NSCLC 细胞增

殖，诱导凋亡，增强其放疗敏感性，可能是通过

调控 miR-21 对 MEG2 转录和翻译的抑制发挥作

用。本研究结果可为甘草素相关药物的研发及应

用于NSCLC的临床治疗提供理论依据。

参考文献：
［1］ BRAY F，FERLAY J，SOERJOMATARAM I，et al. Global cancer

statistics 2018： GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries［J］. CA Cancer
J Clin，2018，68（6）：394-424.

［2］ SIEGEL R L，MILLER K D，JEMAL A. Cancer statistics，2018［J］.
CA Cancer J Clin，2018，68（1）：7-30.

［3］史湖波，徐祎慧 . 非小细胞肺癌新辅助治疗的进展［J］. 中国医

药导报，2021，18（3）：43-47.
［4］ MAYEKAR M K，BIVONA T G. Current landscape of targeted

therapy in lung cancer［J］. Clin Pharmacol Ther， 2017， 102
（5）：757-764.

［5］ ZHU X， SHI J， LI H. Liquiritigenin attenuates high glucose-
induced mesangial matrix accumulation， oxidative stress， and
inflammation by suppression of the NF- κB and NLRP3
inflammasome pathways［J］. Biomed Pharmacother，2018，106：
976-982.

［6］MENG F C，LIN J K. Liquiritigenin inhibits colorectal cancer
proliferation，invasion，and epithelial-to-mesenchymal transition
by decreasing expression of runt-related transcription factor 2［J］.
Oncol Res，2019，27（2）：139-146.

［7］ LEI S，FAN P，WANG M，et al. Elevated estrogen receptor β
expression in triple negative breast cancer cells is associated with
sensitivity to doxorubicin by inhibiting the PI3K/AKT/mTOR
signaling pathway［J］. Exp Ther Med，2020，20（2）：1630-1636.

［8］王勇，黄大兵，沈夏波，等 . 甘草素调控WIG-1基因对肺癌细

胞增殖、细胞凋亡以及放疗敏感性影响的研究［J］. 中国免疫

学杂志，2020，36（10）：1194-1200.
［9］樊涛，郭彦伟，任金山，等 . 紫草素对卵巢癌细胞株 SKOV3

放疗敏感性的影响及相关机制研究［J］. 中国病理生理杂志，

2019，35（4）：641-645.
［10］周伟，方益荣，马岩 . 2009-2013年浙江省绍兴市肺癌发病率

及时间趋势分析［J］. 中华健康管理学杂志，2016，10（3）：

203-207.
［11］ TANG W， PENG W， ZHANG H， et al. Period 3， a tumor

suppressor in non- small cell lung cancer， is silenced by
hypermethylation［J］. Int J Clin Exp Pathol， 2018， 11（1）：

120-128.

［12］YE L，XIANG T，ZHU J，et al. Interferon consensus sequence-
binding protein 8，a tumor suppressor，suppresses tumor growth
and invasion of non-small cell lung cancer by interacting with the
Wnt/β-Catenin pathway［J］. Cell Physiol Biochem， 2018， 51
（2）：961-978.

［13］ DUMA N，SANTANA-DAVILA R，MOLINA J R. Non-small
cell lung cancer： epidemiology， screening， diagnosis， and
treatment［J］. Mayo Clin Proc，2019，94（8）：1623-1640.

［14］ HUANG R X， ZHOU P K. DNA damage response signaling
pathways and targets for radiotherapy sensitization in cancer［J］.
Signal Transduct Target Ther，2020，5（1）：60.

［15］ GIAJ-LEVRA N，BORGHETTI P，BRUNI A， et al. Current
radiotherapy techniques in NSCLC： challenges and potential
solutions［J］. Expert Rev Anticancer Ther，2020，20（5）：387-
402.

［16］ LIU J，VISWANADHAPALLI S，GARCIA L，et al. Therapeutic
utility of natural estrogen receptor beta agonists on ovarian cancer［J］.
Oncotarget，2017，8（30）：50002-50014.

［17］张荣芳，王春玲，李申，等 . 甘草素通过影响鼻咽癌CNE-2
细胞的自噬增强其放疗敏感性［J］. 中国肿瘤生物治疗杂志，

2018，25（6）：601-606.
［18］MORALES S，MONZO M，NAVARRO A. Epigenetic regulation

mechanisms of microRNA expression［J］. Biomol Concepts，2017，
8（5-6）：203-212.

［19］ LABBÉ M，HOEY C，RAY J，et al. MicroRNAs identified in
prostate cancer： correlative studies on response to ionizing
radiation［J］. Mol Cancer，2020，19（1）：63.

［20］ LIU Z，LIANG X，LI X，et al. MiRNA-21 functions in ionizing
radiation-induced epithelium-to-mesenchymal transition（EMT）
by downregulating PTEN［J］. Toxicol Res（Camb）， 2019， 8
（3）：328-340.

［21］ LIU Q， LIU S， WANG D. Overexpression of microRNA- 21
decreased the sensitivity of advanced cervical cancer to
chemoradiotherapy through SMAD7［J］. Anticancer Drugs，2020，
31（3）：272-281.

［22］BAO Z，GAO S，ZHANG B，et al. The critical role of the miR-
21-MEG2 axis in colorectal cancer［J］. Crit Rev Eukaryot Gene
Expr，2020，30（6）：509-518.

［23］饶钟鸣，马慧，关耀武 . 微RNA-21调控的蛋白酪氨酸磷酸

酶MEG2蛋白低表达促进肺癌发生发展的分子机制［J］. 安徽

医药，2020，24（7）：169-174.

【责任编辑：侯丽颖】

代军强，等． 甘草素对非小细胞肺癌细胞放疗敏感性的影响第 2期 409


