
生理学报 Acta Physiologica Sinica, October 25, 2019, 71(5): 698–704    
DOI: 10.13294/j.aps.2019.0068    http://www.actaps.com.cn

698

X射线对A549细胞DNA的损伤可能与JAK/STAT信号通路的激

活有关
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摘  要：本研究旨在观察不同剂量X射线对A549细胞DNA的损伤和JAK/STAT信号通路激活水平之间的关系。分别用2、4、8 
Gy X射线对A549细胞进行照射后，用CCK8法检测A549细胞增殖情况，用酶联免疫法检测照射后不同时间点培养液上清中

白介素6 (interleukin 6, IL-6)的含量，用免疫荧光染色法检测细胞IL-6受体(IL-6 receptor, IL-6R)和p53结合蛋白1 (p53 binding 
protein 1, 53BP1)的蛋白表达情况，用Western blot检测细胞JAK2、p-JAK2、STAT3和p-STAT3的蛋白表达水平。结果显示，

和对照组相比，X射线照射可降低细胞增殖水平，上调53BP1表达，提高细胞培养液上清中IL-6含量，并上调IL-6R、

JAK2、p-JAK2、STAT3和p-STAT3表达水平。X射线照射的上述作用存在一定的剂量依赖性。以上结果提示，X射线造成细

胞DNA损伤的机制可能与JAK/STAT信号通路的激活有关。

关键词：X射线；A549细胞；JAK/STAT信号通路

中图分类号：R734.2

Activation of the JAK/STAT signal pathway may be involved in DNA damage of 
A549 cells induced by X-ray
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Abstract: The aim of this study was to investigate the relationship between the effects of different doses of X-rays on DNA damage 
and JAK/STAT signaling pathway activation in A549 cells. The A549 cells were radiated with X-rays at doses of 2, 4, and 8 Gy. The 
proliferation of A549 cells was detected by CCK8 method. The content of interleukin 6 (IL-6) in culture medium at different time 
points after irradiation was detected by enzyme-linked immunoassay, and the expression levels of IL-6 receptor (IL-6R) and p53 binding 
protein 1 (53BP1) were detected by immunofluorescent staining. The expression levels of JAK2, p-JAK2, STAT3 and p-STAT3 were 
detected by Western blot. The results showed that, compared with the control group, X-ray irradiation reduced the cellular proliferation, 
up-regulated the expression of 53BP1, increased the IL-6 content in the medium supernatant, and up-regulated the protein expression 
levels of IL-6R, JAK2, p-JAK2, STAT3, and p-STAT3. The above effects of X-ray irradiation were dose-dependent. These results 
suggest that the mechanism by which X-rays cause DNA damage in A549 cells may involve activation of the JAK/STAT signaling 
pathway.
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肿瘤放射治疗是利用放射线治疗肿瘤的一种局

部治疗方法，临床上大约 70% 的肿瘤患者接受过

放射治疗，因此，放射性治疗为恶性肿瘤的主要治

疗手段之一 [1]。目前常用的放疗仪器 X 射线治疗机

或加速器所产生的 X 射线具有波长短、穿透力强、

能量高等特点 [2]。当一定剂量的 X 射线对人体病灶

部位进行照射时，被照射的细胞和组织将受到损伤

或抑制，达到对肿瘤的治疗目的 [3]。非小细胞肺癌

在临床上约占肺癌病例的 80%~85%，由于其多以

浸润性形式生长，难以通过手术完全清除，通常还

需进行放、化疗，但放射治疗可能会导致放射性肺炎、

放射性食管炎和放射性脊髓炎等并发症，且并发症

的发生几率和程度与放疗剂量存在正相关关系 [4]。

研究显示，高能 X 射线能够抑制宫颈癌 HeLa 细胞

存活率，并与辐射剂量相关 [5] ；不同剂量的 X射线

照射能够影响人肺癌相关成纤维细胞 (cancer-associated 
fibroblasts, CAFs) 表型蛋白的表达，但在 0~16 Gy
的辐射剂量范围中，8 Gy 剂量的 X 射线照射对其

增殖、迁移能力的影响最为显著 [6]。不同种属的肿

瘤细胞对于 X 射线的敏感度、甚至生物学效应都不

同。同时，X 射线对机体的正常细胞和组织也存在

一定的影响，并可能引发一系列病理反应 [7]。本研究

组前期预实验显示，Lewis 肺癌模型小鼠在接受不

同剂量 X 射线干预后，虽然各组均有肿瘤细胞凋亡，

但各组小鼠病理生理状态之间存在明显差异 ( 数据

未示 )。因此，要在 X 射线最大效能范围内合理地

控制辐射有效剂量，使得放射剂量尽可能保持最低。

JAK/STAT 信号通路是 X 射线的敏感通路之一，

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤 PC-12 细胞的 JAK/STAT 信

号通路在 2、4 和 8 Gy X 射线照射条件下均被激活，

且 X 射线可剂量依赖性地上调该通路相关蛋白表

达 [8]。但对于肺癌 A549 细胞，JAK/STAT3 信号通

路是否是 X 射线照射造成其损伤的关键通路，尚不

清楚 ；同时，在不同的辐射剂量下，A549 细胞受

损伤程度与 JAK/STAT3 信号通路的激活程度间的

关系尚不明了。本研究采用 A549 细胞为研究对象，

用文献常用 X 射线剂量 (2, 4, 8 Gy) 进行干预，研

究 JAK/STAT3 信号通路在不同剂量 X 射线诱导

A549 细胞 DNA 损伤过程中的作用，为 X 射线治

疗肿瘤疾病的机制探索提供实验依据。

1  材料和方法

1.1  主要试剂　　0.25% 胰蛋白酶购自 Hyclone 公

司，山羊多克隆抗体荧光二抗抗兔、兔抗人 p53 结合

蛋白 1 (p53 binding protein 1, 53BP1)、JAK2、p-JAK2、
白介素 6 受体 (interleukin 6 receptor, IL-6R) 多克隆

抗体购自美国 Abcam 公司，Blocking Buffer 购自美

国 Thermo 公司，兔抗人 GAPDH 多克隆抗体购自

ImmunoWay 公司，兔抗人 STAT3、p-STAT3 多克隆

抗体购自 Cell Signaling Tech 公司，山羊多克隆抗

兔二抗购自 ImmunoWay 公司，IL-6 酶联免疫试剂

盒购自酶免公司，CCK8 试剂购自 Solarbio 公司，

DMEM 高糖培养基购自 Hyclone 公司，胎牛血清购

自上海翊圣生物科技有限公司。

1.2  细胞来源及培养　　人 A549 细胞购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞资源中心 (Catalog 
No. TCHu150)。细胞培养液用含 10% 胎牛血清的

DMEM高糖培养基。细胞于50 mL细胞培养瓶培养，

置于 37 °C、5% CO2 和饱和湿度细胞培养箱内培养。

取对数生长期内细胞进行实验。

1.3  照射条件及实验分组　　X 射线照射装置 PRE-
CISION X-RAY ( 美国 Faxitron 公司 )，剂量率为 0.6 
Gy·min (100 keV, 5 mA)，照射剂量分别为 2、4 和

8 Gy。实验分不接受 X 射线照射的对照组、2 Gy
照射组 (IR-1 组 )、4 Gy 照射组 (IR-2 组 ) 和 8 Gy
照射组 (IR-3 组 )。
1.4  CCK8 法检测细胞增殖水平　　选取对数生长

期的 A549 细胞，分别接种于 96 孔板，37 °C、5% 
CO2 培养箱中培养，每组 5 个复孔，并对辐射组细

胞进行照射后继续培养，分别于 1、2、3、4 和 5 d
进行 CCK-8 法检测。于各时间点终止培养后，每

孔加入 10 μL CCK-8 溶液，孵育 4 h 后在 450 nm 处

用全波长酶标仪检测各组细胞的吸光度 OD 值。

1.5  酶联免疫法检测 IL-6 表达水平　　在照射后

24 h 收集各组细胞培养液上清，用酶联免疫法进行

测定，每组设 5 个复孔，具体步骤按照 IL-6 酶联免

疫试剂盒说明书进行。

1.6  免疫荧光染色法检测 IL-6R、53BP1 表达情况

　　取对数生长期的 A549 细胞，接种于放置盖玻

片的 12 孔板中，每组设 3 个复孔。照射组分别进

行 2、4 和 8 Gy X 射线照射，对照组不接受照射，

照射前细胞换液，各组细胞分别培养 24 h 后收集。

用 PBS 缓冲液清洗后，4% 多聚甲醛固定 20 min，
用 Blocking Buffer，室温封闭 10 min。加入含兔抗

IL-6R、53BP1 抗 体 (1 : 1 000) 的 Blocking Buffer，
摇床上慢摇过夜。PBS 冲洗后加入含荧光二抗 (1 : 
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500) 的 Blocking Buffer 孵育 1 h。PBS 冲洗后，在

盖玻片上滴加含 DAPI 染料的封片液 VECTASHIELD，
于激光共聚焦显微镜下观察，用显微镜自带 FV10-
ASW3.1 软件进行荧光定量检测。

1.7  Western blot 法检测 JAK2、p-JAK2、STAT3、
p-STAT3 蛋白表达水平　　收集各组细胞，提取蛋

白并定量。各组取 40 μg 蛋白上样，经 5%、12% 
SDS-PAGE 分离，转膜，封闭后，于 4 °C 分别与抗

JAK2 (1 : 1 000)、p-JAK2 (1 : 1 000)、STAT3 (1 : 
1 000)、p-STAT3 (1 : 1 000) 及 GAPDH (1 : 5 000) 抗体

相结合，摇床过夜；次日分别与山羊抗兔辣根过氧

化物酶标记的二抗 (1:5 000) 结合反应，ECL 发光显

色后，凝胶成像系统曝光检测，并采用 ImageJ 软
件对图像进行光密度分析，以 GAPDH 作内参，将

目的蛋白条带与内参GAPDH条带的比值作为结果。

1.8  统计与分析　　应用 SPSS 21.0 统计软件分析。

两组间均数比较采用 t 检验 , 多组均数间比较采用

单因素方差分析，用 LSD 法进行两两比较，P < 0.05
时认为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  不同剂量X射线照射对细胞增殖水平的影响

与对照组比较，IR 组细胞生长速度明显较慢，

差异有统计学意义 ( 均 P < 0.01)。在 X 射线照射后

1~2 d，各 IR 组间增殖活性无明显差异；在 X 射线

照射后 3~5 d，IR-1 组增殖水平高于 IR-2 和 IR-3 组，

差异有统计学意义 (P < 0.05 或 P < 0.01) ；在 X 射

线照射后 4~5 d，IR-3 组 A549 增殖率低于 IR-2 组，

差异有统计学意义 (P < 0.05)( 图 1)。
2.2  各组53BP1表达情况

免疫荧光染色结果显示，对照组细胞核中几乎

没有出现表示 DNA 链损伤的 53BP1 焦点簇；IR 各

组 A549 细胞核中出现了密集的 DNA 损伤标志

53BP1 焦点簇，而 IR-2 和 IR-3 组细胞核中 53BP1
焦点簇数量明显增多 ( 图 2)。
2.3  不同剂量X射线照射对细胞IL-6分泌的影响

与对照组相比，经过辐射后 A549 细胞培养液

中 IL-6 含量升高，差异有统计学意义 (P < 0.01) ；
IR-2 和 IR-3 组培养液中 IL-6 含量高于 IR-1 组，差

异有统计学意义 (P < 0.05) ；IR-3 组培养液中 IL-6
含量显著高于 IR-2 组 (P < 0.05)( 图 3)。
2.4  不同剂量X射线照射对各组细胞IL-6R表达的影响

荧光定量结果显示，与对照组相比，辐射后的

各组 IL-6R 表达量显著上调，其中 IR-2 组和 IR-3
组 IL-6R 表达水平增加明显，差异有统计学意义 ( 均
P < 0.01) ；而 IR-2 和 IR-3 的 IL-6R 表达量之间无

显著差异 ( 图 4)。
2 .5   不同剂量X射线照射对JAK2、p-JAK2、
STAT3、p-STAT3蛋白表达水平的影响

与对照组相比，IR-2和 IR-3组细胞 JAK2、p-JAK2、
STAT3、p-STAT3 蛋白的表达均显著增加，差异有

统计学意义 (P < 0.05 或 P < 0.01) ；相较于 IR-1 组，

IR-2组和 IR-3组 p-JAK2、p-STAT3的表达显著升高，

差异有统计学意义 (P < 0.05)；IR-2组和 IR-3组相比，

各蛋白的表达水平之间未见明显差异 ( 图 5)。

3  讨论

X 射线是一种波长短、能量大的电磁波，能够

被转变成热能，使 A549 细胞器及 DNA 发生损伤，

进而导致细胞增殖抑制 [3, 9]。本研究结果显示，X
射线干预后，A549 细胞增殖均受到明显抑制，但

从第三天开始，IR-1 细胞增殖速度逐渐恢复，IR-2
和 IR-3 组 A549 细胞增殖率仍然处于较低水平，且

IR-3 组的细胞增殖率低于 IR-2 组。另外，53BP1
蛋白是一种关键的 DNA 损伤反应蛋白，53BP1 焦

点簇的数量直接反映 DNA 损伤的程度 [10, 11]。本研

究结果显示，不同剂量 X 射线干预后，各干预组

A549 细胞核内均出现 53BP1 免疫荧光簇集点，且

簇集点的数量与辐射剂量有关，IR-2 和 IR-3 组

53BP1 免荧光簇集点明显多于 IR-1 组。以上结果表

明，X 射线可剂量依赖性地损伤 A549 细胞 DNA，

从而抑制细胞增殖。

图	 1.	 不同剂量X射线对A549细胞增殖活性的影响

Fig.	1.	 The effect of different doses of X-ray on proliferation 
activity of A549 cells during 5 d after X-ray radiation detected 
by CCK8 method. Mean ± SD, n = 5. **P < 0.01 vs Control; #P < 
0.05, ##P < 0.01 vs IR-1; ΔP < 0.05 vs IR-2.
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图	 3.	 不同剂量X射线对A549细胞上清中IL-6表达的影响

Fig.	 3.	 The effect of different doses of X-ray on the expression of 
IL-6 in supernatant of A549 cells detected by ELISA. Mean ± SD,  
n = 5. **P < 0.01 vs Control; #P < 0.05 vs IR-1; ΔP < 0.05 vs IR-2.

JAK/STAT 信号通路是经典的炎性信号通路，

参与细胞的增殖、分化、凋亡以及免疫调节等许多

重要的生物学过程 [12, 13]。外环境中的 IL-6 在与

IL-6R 结合后与细胞膜上 GP130 形成二聚体跨膜激

活 JAK1/2，并进一步激活 STAT3，促使其磷酸化

以实现信号转导 [14,15]。STAT 磷酸化后发生聚合并

以活化的转录激活因子形式存在，随后进入细胞核

内调控相关基因的表达和转录 [16, 17]。JAK/STAT 信

号通路被认为是对 X 射线敏感性较高的通路之一，

但对 A549 细胞而言，其是否是 X 射线损伤的主要

路径尚不清楚。本研究结果显示，X 射线干预后细

胞培养液中 IL-6 含量明显增多，且与照射剂量成正

相关。本研究进一步观察 IL-6R 的表达情况，结果

图	 2.	 不同剂量X射线照射A549细胞后产生53BP1免疫荧光簇集点情况

Fig.	2.	 Immunofluorescence cluster of 53BP1 produced by A549 cells irradiated with different doses of X-ray detected by immuno-
fluorescence staining. Scale bar, 100 μm.
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图	 4.	 不同剂量X射线对A549细胞膜上IL-6R表达水平的影响

Fig.	4.	 Effect of different doses of X-ray on the expression of IL-6R on A549 cell membrane detected by immunofluorescence stain-
ing. Scale bar, 100 μm. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Control.
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图 5.	 不同剂量X射线对A549细胞JAK/STAT信号通路关键蛋白JAK2、p-JAK2、STAT3和p-STAT3表达的影响

Fig	 5.	 Effects of different doses of X-ray on the expression of JAK/STAT signaling pathway key proteins JAK2, p-JAK2, STAT3 and 
p-STAT3 in A549 cells. The protein expressions were detected by Western blot. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05, **P < 0.01 vs Control; #P < 0.05, 
##P < 0.01 vs IR-1.

图 6.	 X射线激活A549细胞JAK/STAT信号通路造成DNA损

伤关系图

Fig.	6.	 Graph of DNA damage in A549 cells induced by X-ray 
through activation of JAK/STAT signaling pathway.

显示，X 射线照射剂量依赖性地上调细胞 IL-6R 表

达水平，但 4 Gy 和 8 Gy X 射线照射的作用无明显

差异。该结果提示，由 X 射线诱导 A549 细胞生成

的 IL-6 与细胞膜上 IL-6R 结合，进一步激活相关通

路；而 4 和 8 Gy X 射线照射对 IL-6R 表达量作用

之间没有明显差异，原因可能是 4 Gy 剂量 X 射线

照射所诱导生成 IL-6 的量已经达到 IL-6R 的饱和结

合量。本研究结果进一步显示，X 射线可上调 JAK2、
p-JAK2、STAT3、p-STAT3 蛋白表达水平，IR-2 和

IR-3 组这些蛋白的表达水平高于 IR-1 组，而 IR-2
和 IR-3 组间无明显差异。以上结果提示，X 射线刺

激 A549 产生大量 IL-6，IL-6 与细胞膜上 IL-6R 发

生结合后激活 JAK/STAT 信号通路，其中，4 Gy 剂

量所产生的 IL-6 已经达到与 IL-6R 饱和结合量，即
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可最大程度地激活 JAK/STAT 通路 ( 图 6)。
综上所述，本研究表明，4 Gy X 射线照射对

A549 细胞 DNA 损伤作用虽然低于 8 Gy 剂量，但

是效果显著，同时，4 Gy 剂量 X 射线已能够充分

激活 JAK/STAT 信号通路，因此 4 Gy 是用于体外

X 射线干预 A549 细胞的合适剂量。此外，鉴于 X
射线可能是多通路、多靶点对肿瘤细胞杀伤作用 [18]，

需要进一步对其他信号转导通路及靶点进行研究。
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