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[摘  要]  目的：探讨低剂量辐射（LDR）与人端粒酶逆转录酶C末端多肽27（hTERTC27）过表达联合治疗对肺癌A549细胞增

殖和凋亡的影响，同时观察LDR与常规放疗（CONV-RT）结合的体内抑瘤效应。方法：将pEgr-hTERTC27质粒转染人非小细胞

肺癌A549及小鼠LLC肺癌（LLC）细胞，用G418筛选建立稳定表达C27的A549-C27细胞和LLC-C27细胞。细胞实验分为6组，

分别是CONV-RT（A549-Con）、低剂量照射（A549-Low）、C27（A549-C27）、常规剂量联合C27（A549-C27-Con）、低剂量照射联合

C27（A549-C27-Low）和对照（A549-Mock）组，其中Low组的辐照剂量仅为Con组的36%。MTT法检测各组细胞增殖活性，流式

细胞术检测各组细胞凋亡率。通过皮下种植建立LLC肺癌移植瘤小鼠模型，动物实验分组同细胞实验；记录各组小鼠肿瘤生长

情况，并检测各组肿瘤体积和质量，H-E染色观察各组移植瘤组织邻近肌肉浸润情况。结果：与A549-Mock比较，A549-Con和

A549-Low组细胞增殖活性均显著降低（均P < 0.01）；而且A549-C27-Con和A549-C27-Low组细胞增殖活性显著低于A549-C27

组（均P < 0.01）。与A549-Mock组比较，A549-Con组和A549-Low组细胞凋亡率均显著升高（均P < 0.01）；A549-C27、A549-C27-

Con和A549-C27-Low组细胞凋亡率无显著差异（P > 0.05）。与未经照射治疗的荷瘤小鼠相比较，CONV-RT及LDR + CONV-RT

均可使荷瘤小鼠肿瘤质量显著降低（均P < 0.01）。此外，LDR + CONV-RT + C27组肿瘤质量显著减小，局部浸润减少（均P < 0.01）。

结论：LDR与CONV-RT相结合能够在降低辐射总剂量的同时达到与CONV-RT单独使用相似的非小细胞肺癌肿瘤抑制效果。

而且，LDR与C27多肽有协同抗肿瘤作用，两者同时使用能够使移植瘤局部浸润减少。
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[Abstract]  Objective: To investigate the effects of low-dose radiation (LDR) combined with human telomerase reverse transcriptase C-

terminal polypeptide 27 (hTERTC27) overexpression on the proliferation and apoptosis of lung cancer A549 cells, and to observe the in 

vivo antitumor effects of LDR combined with C27. Methods: The pEgr-hTERTC27 plasmid was transfected into human non-small cell 

lung cancer (NSCLC) A549 cells and mouse Lewis lung carcinoma (LLC) cells. Cells stably expressing C27 (A549-C27 and LLC-C27) 

were screened by G418 selection. The cells were divided into six groups: conventional radiation (CONV-RT) group (A549-Con), LDR 

group (A549-Low), C27 group (A549-C27), CONV-RT combined with C27 group (A549-C27-Con), LDR combined with C27 group      

(A549-C27-Low), and control group (A549-Mock). The irradiation dose in LDR group was only 36% of CONV-RT group. MTT assay 
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was used to detect cell proliferation, and flow cytometry was used to measure cell apoptosis. LLC cell-transplanted tumor model in 

mice was established through subcutaneous implantation, and the animal experiment groups were similar with cell experiments. Tumor 

growth, volume, and mass were recorded in each group. Muscle infiltration near the transplanted tumors was observed using H-E 

staining. Results: Compared with A549-Mock group, the proliferative activity of A549-Con and A549-Low group was significantly 

decreased (all P < 0.01). Furthermore, the proliferation activity of A549-C27-Con and A549-C27-Low cells was significantly lower 

than that of A549-C27 cells (all P < 0.01). Compared with A549-Mock, the apoptosis rates were significantly higher in A549-Con and 

A549-Low groups (P < 0.01); however, no significant difference in apoptosis rates were observed among A549-C27, A549-C27-Con 

and A549-C27-Low groups (all P > 0.05). In tumor-bearing mice, both CONV-RT and LDR significantly reduced tumor mass compared 

with unirradiated mice (all P < 0.01). In addition, the tumor mass and local infiltration were significantly reduced in both LLC-C27-

Low and LLC-C27-Con groups. Conclusion: LDR combined with C27 achieves similar antitumor effects to CONV-RT alone while 

reducing the total radiation dose in NSCLC. Moreover, LDR and C27 peptide synergize in their anti-tumor effects, with their 

combination reducing local tumor infiltration in transplanted tumor models. 

[Key words]  low-dose radiation (LDR); human telomerase reverse transcriptase C-terminal polypeptide 27 (hTERTC27); gene 

therapy; non-small cell lung cancer (NSCLC)

[Chin J Cancer Biother, 2024, 31(12): 1218-1226. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2024.12.007]

肺癌是世界上最常见的癌症之一。有研究[1]报

道，每年约有 2 200万新发肺癌病例和 179万肺癌病

死病例，其中非小细胞肺癌（non-small cell lung 

cancer, NSCLC）约占肺癌病例的85%，是肺癌相关死

亡的主要原因[2-4]。放疗作为临床治疗癌症的有效方

法[5]，对肿瘤的局部控制性强，在NSCLC的治愈性和

姑息性治疗中都起着关键作用[6-7]，但最大辐射剂量

通常受到正常组织耐受性的限制，从而制约了放射

治疗的疗效。低剂量辐射（low-dose radiation, LDR）

是指剂量< 0.2 Gy 的低传能线密度（linear energy 

transfer, LET）辐射或剂量< 0.05 Gy的高LET辐射同

时剂量率在0.05 mGy/min以内[8]。目前，大量的研究

资料[9-11]证明LDR引起的生物学效应包括兴奋效应和

适应性反应等，在恶性肿瘤治疗中存在巨大潜力和

重要应用价值。研究[12]证明，LDR（以全身或半身照射

的形式）与化疗的联合能够有效地提高肿瘤治疗效果。

hTERT-C27是一分子量为 27 000的人类端粒酶逆转

录酶（human telomerase reverse transcriptase, hTERT）

的C端多肽，能够促进染色体后期端至端的融合并诱

导端粒功能障碍[13]。此前的研究[14-15]证实，该多肽的

异位过表达能够明显降低人宫颈癌和胶质母细胞瘤

细胞的增殖。本研究以人NSCLC 细胞A549为体外

研究模型，以小鼠LLC肺癌细胞建立动物研究模型，

将LDR和hTERTC27基因药物联合应用于抗肿瘤研

究，旨在探讨LDR的应用能否在降低辐射总剂量的

同时达到理想的肿瘤抑制效果。

1  材料与方法

1.1  细胞与主要试剂

人A549细胞和小鼠LLC细胞由深圳大学医学

部 公 共 卫 生 学 院 毒 理 学 教 研 室 保 存 ，pEgr-

hTERTC27-GFP和 pEgr-hTERTC27质粒为深圳大学

医学部基础医学院生理学教研室保存。健康清洁级

C57BL/6 小鼠 36 只，雄性，6～8 周龄，体质量 18~22 

g，购自珠海百试通生物科技有限公司，动物生产许

可证号：SCXK（粤）2020-0051。Lipo6000TM转染试剂

购自碧云天公司，MTT试剂盒购自美国Sigma公司，

凋亡试剂盒Annexin Ⅴ-FITC/PI购自碧云天。荧光

倒置显微镜（Eclipse Ts2）购自日本尼康公司，凝胶成

像 系 统 购 自 美 国 Bio-Rad 公 司 ，荧 光 酶 标 仪

（INFINITE M PLEX）购自德国Tecan公司，小动物辐

照仪（RS2000L）购自德国 SIEMENS公司，小动物活

体CT（Quantum GX2）购自美国PerkinElmer公司，流

式 细 胞 仪（CytoFLEX）购 自 美 国 BECKMAN 

COULTER公司。

1.2  质粒的构建和鉴定

在 pEgr-hTERTC27-GFP 质粒中，巨细胞病毒启

动子被Egr-1启动子取代。以 pcDNA3.1-hTERTC27

和 pEGFP-N2（BD Biosciences）为模板，通过 PCR 分

别获得 hTERT C 端多肽（hTERTC27，氨基酸残基

882-1 132）和 EGFP 的 cDNA。将 hTERTC27 cDNA

亚克隆到pEgr质粒的Kpn Ⅰ和EcoR Ⅰ位点，先得到

pEgr-C27 质粒；再将 EGFP cDNA 亚克隆到 EcoR Ⅰ

和Xba Ⅰ位点，生成共表达 hTERTC27和EGFP融合

蛋白的 pEgr-C27-GFP质粒。按常规操作过程扩增、

纯化和提取质粒。采用Kpn Ⅰ和EcoR Ⅰ双酶切法

对提取的质粒进行鉴定。琼脂糖凝胶电泳结果显

示：真核表达载体pEgr-C27-GFP及pEgr-C27经Kpn Ⅰ

和EcoR Ⅰ双酶切后，均各自产生一个长度为 696 bp

的C27特异基因片段和 1个长片段（图 1A），初步判

定质粒构建成功。

1.3  细胞培养和转染

用含10%胎牛血清的DMEM（高糖）培养基培养

A549细胞，用含 10%胎牛血清的RPMI培养基培养
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LLC细胞，于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。收

集处于对数生长期细胞，悬浮细胞，调整其密度为

1 × 105个/mL，按 2 mL/孔将细胞铺于 6孔培养板中，

待次日细胞汇合度达约 70% 时进行转染。使用

Lipo6000™转染试剂将 pEgr-C27-GFP和 pEgr-C27质

粒分别转染到A549和LLC细胞。36 h后用荧光显微

镜观察转染 pEgr-C27-GFP 细胞中 EGFP 的表达情

况，并以未经转染质粒的A549细胞（A549-Mock）和

LLC细胞（LLC-Mock）作为阴性对照，转染效率 = 绿

色荧光细胞数/细胞总数 × 100%。A549及LLC细胞

转染 pEgr-C27-GFP质粒 36 h后，荧光显微镜下显示

hTERTC27-EGFP 融合蛋白在转染的 A549 细胞和

LLC细胞中大量表达，质粒转染效率均 > 50%，并且

蛋白表达主要集中在细胞核内，这与hTERTC27蛋白

多肽表达的位置一致，初步判定转染成功（图1B）。

A: 泳道1为DNA标准分子量，泳道2为pEgr-C27-GFP质粒的酶切产物，泳道3为pEgr-C27质粒的酶切产物; B: 普通光和荧光显

微镜下观察A549细胞和LLC细胞的转染效率（标尺 = 150 μm）。

图1    质粒的酶切及细胞转染效率的鉴定

1.4  C27过表达稳定株的筛选

G418最佳作用浓度筛选：将A549细胞种板后，待

细胞汇合度达约60%时分为未转染组和转染质粒组，

加入浓度呈梯度变化的G418，观察1周后，选取最佳工

作浓度，LLC细胞的筛选方法同A549细胞。其中 A549 

细胞最佳工作浓度为300 mg/L，LLC细胞最佳工作浓

度为200 mg/L。稳定株的筛选：根据筛选出的最佳G418

作用浓度转染C27重组质粒的A549和LLC细胞直至

获得稳定存活的细胞，将稳定转染pEgr-C27载体的A549

细胞和LLC细胞分别称为A549-C27细胞和LLC-C27

细胞，未转染的A549细胞和LLC细胞称为A549-Mock

细胞和LLC-Mock细胞。

1.5  细胞实验照射方案和分组

使用小动物辐照仪进行细胞照射。细胞实验照射

方案分为常规放疗（conventional radiotherapy, CONV-

RT，Con）和 LDR 联合 CONV-RT（LDR + CONV-RT，

Low），均为每天照射1次，连续照射3 d，其中 Con 照射

每天的照射剂量均为 2 Gy（剂量率 1 Gy/min），总剂

量6 Gy，Low 照射第 1 天的照射剂量为 2 Gy（剂量

率1 Gy/min），后 2 d 的照射剂量为 0.075 Gy（剂量率

0.5 Gy/min），总剂量2.15 Gy。细胞实验分为6组，分别

是CONV-RT（A549-Con）组、LDR（A549-Low）组、质粒

转染（A549-C27）组、CONVT-RT联合C27（A549-C27-

Con）组、LDR联合C27（A549-C27-Low）组及对照（A549-

Mock）组（图2A）。

1.6  MTT法检测各组A549细胞的增殖活性

分别将A549-C27细胞和A549-Mock细胞（2 × 103

个/孔）接种于 96孔板，终体积为 200 μL，每组设 4个

平行复孔，37 ℃、5% CO2培养箱培养24 h后，对细胞

进行照射（A549-Con、A549-Low、A549-C27-Con 和

A549-C27-Low 组）。照射处理 24 h 后，每孔加入

20 μL 5 mg/mL MTT 溶液，继续在 37 ℃培养箱培

养 4 h，加入二甲基亚砜后低速振荡。用荧光酶标仪

在 570 nm处测定各孔的光密度（D）值，以仅加入培

养液的空白孔为对照孔调零。以D值代表各组细胞

的增殖活性。所有的实验均重复3次，取平均值后分

析并绘图。

1.7  流式细胞术检测各组A549细胞的凋亡

分别将 A549-C27 细胞和 A549-Mock 细胞接种

于 6 孔板（2 × 104个/孔），37 ℃、5%CO2培养箱培养

24 h后对A549-Con组、A549-Low组、A549-C27-Con

组和A549-C27-Low组分别进行照射。照射12 h后收

获细胞，在冰冷的PBS中洗涤一次，用Annexin Ⅴ-FITC/

PI试剂盒染色，然后立即用流式细胞仪进行分析。

1.8  LLC-Mock细胞和LLC-C27细胞移植瘤动物模

型的构建、照射和分组

分别采集LLC-Mock细胞和LLC-C27细胞，调整

细胞悬液密度至5 × 106个/mL，每只C57BL/6小鼠中

背部皮下注射细胞悬液 0.2 mL，建立皮下移植瘤小

鼠模型。待背部皮下形成肿块（直径约 2~3 mm），以
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小动物活体CT进行扫描以确定肿瘤动物模型成功

建立。

体外以小动物辐照仪对肿瘤局部进行照射。将

18 只移植瘤小鼠按随机数字表法分为3组，每组6只

小鼠，体内实验分组设计与体外实验相似，具体实验

设计如图2A所示。LLC-Mock组和LLC-C27组动物

不做任何处理，LLC-Con 组和 LLC-C27-Con 组动物

接受CONV-RT，LLC-Low和LLC-C27-Low组动物接

受常规剂量联合低剂量照射，共进行 2周，具体实验

过程和照射剂量如图 2B、C 所示。CONV-RT每次

的照射剂量均为 2 Gy（剂量率 1 Gy/min），总剂量

12 Gy。常规剂量联合低剂量照射为每周第1次的照

射剂量为2 Gy（剂量率1 Gy/min），后2次的照射剂量

为0.075 Gy（剂量率0.5 Gy/min），总剂量4.3 Gy。

A：实验分组； B：荷瘤小鼠的放疗时间；C：不同组小鼠的放疗剂量。

图2  动物实验分组及荷瘤小鼠的放疗方案

1.9  称量各组小鼠移植瘤质量

从移植肿瘤细胞开始，每天用游标卡尺测量异种移

植瘤的体积大小，根据公式V（mm3） = L × W2/2计算

肿瘤体积，其中L和W分别为肿瘤的长径和短径，制

作生长曲线。根据国际公认的实验肿瘤动物福利，

当大多数小鼠肿瘤直径达到15 mm时即被处死。手

术剥离获得移植瘤并进行称质量、测量大小。

1.10  H-E染色观察小鼠瘤旁肌肉组织的浸润程度

将移植瘤组织标本用4%多聚甲醛固定20 h、脱水、

透明、浸蜡和包埋，将包埋好的移植瘤组织蜡块切片，

厚度为5 μm，按H-E染色试剂盒进行后续步骤。染色

完成后，显微镜下观察各组小鼠肿瘤组织病理形态及

邻近肌肉组织的浸润情况，并用 Image J软件测量各组

移植瘤组织浸润邻居肌肉组织的深度。

1.11  统计学处理

本研究所有数据的计算和统计均采用SPSS 26.0

软件包（SPSS, Inc. Chicago, IL, U S A）进行 ，用

GraphPad Prism 8. 0绘制统计图。符合正态分布的计

量数据用 x̄ ± s表示，两组间比较用独立样本的 t 检

验，多组之间比较用单因素方差分析（One-way 

ANOVA）检验。以P < 0.05或P < 0.01表示差异具有

统计学意义。

2  结  果

2.1  CONV-RT和LDR均可抑制A549细胞增殖活性

MTT法检测结果（图3）显示，在不同放疗剂量处
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理 24 h后，未转染 pEgr-hTERTC27质粒的 3组A549

细胞（A549-Mock 组、A549-Con 组和 A549-Low 组）

的增殖活性存在显著差异（F = 89.921, P < 0.01），其

中A549-Con组和A549-Low组细胞的增殖活性均显

著低于 A549-Mock 组（均 P < 0.01），而 A549-Con 组

和A549-Low组两组之间细胞的增殖活性差异无统

计学意义（均P > 0.05）；转染pEgr-hTERTC27质粒的

3 组 A549 细胞（A549-C27 组、A549-C27-Con 组和

A549-C27-Low组）的细胞增殖活性也存在显著差异

（F = 12.126, P < 0.01），A549-C27-Low组细胞增殖能

力显著低于A549-C27组（P < 0.01），而在A549-C27-

Con 组与 A549-C27 组之间及 A549-C27-Con 组和

A549-C27-Low 组之间细胞的增殖能力均没有显著

差异（均 P > 0.05）。实验结果说明，CONV-RT 和

LDR均能明显抑制A549细胞的增殖活性，在过表达

C27的基础上进行LDR能进一步抑制A549细胞的

增殖活力。

2.2  CONV-RT和LDR均可促进A549细胞凋亡率

流式细胞术检测结果（图 4）显示，未转染 pEgr-

hTERTC27 质粒的 3 组 A549 细胞（A549-Mock 组、

A549-Con组和A549-Low组）的凋亡百分比之间存在

显著差异（F = 41.077, P < 0.01）。其中A549-Con组

和 A549-Low 组细胞的凋亡细胞率均显著高于

A549-Mock 组（均 P < 0.01），而 A549-Con 组和

A549-Low组两组之间的细胞凋亡率无显著差异

（P > 0.05）；转染pEgr-hTERTC27质粒的3组A549细

胞（A549-C27组、A549-C27-Con组和A549-C27-Low

组）的凋亡细胞率均无显著差异（F = 0.924，P > 0.05）。

实验结果说明，CONV-RT 和 LDR 均能明显促进

A549细胞凋亡，但在过表达C27的基础上进行LDR

并未见进一步促进A549细胞凋亡。

与A549-Mock比较， **P < 0.01；与A549-C27比较， △△P < 0.01。

图3    MTT法检测各组A549细胞的增殖活性

与A549-Mock比较，**P < 0.01, ***P < 0.001。

图4    流式细胞术检测各组A549细胞的凋亡水平

2.3  CONV-RT和LDR均可抑制移植瘤的生长

每天监测肿瘤生长情况，体内动物实验结果（图

5）表明，对于接种LLC-Mock细胞的荷瘤小鼠，LLC-

Mock组、LLC-Con组和LLC-Low组的肿瘤质量之间

存在显著差异（F = 9.594, P < 0.01）。与 LLC-Mock

组相比，LLC-Con组和LLC-Low组肿瘤的体积和质

量均显著减小（P < 0.05），而LLC-Con组和LLC-Low

组之间无显著差异（P > 0.05）。对于接种 LLC-C27

细胞的荷瘤小鼠，LLC-C27-Con 组和 LLC-C27-Low

组的肿瘤质量均明显降低（F = 9.108, P < 0.01），与

LLC-C27 组比较，LLC-C27-Con 组和 LLC-C27-Low

组肿瘤质量均显著降低（均 P < 0.01），而 LLC-C27-

Con组和LLC-C27-Low组之间的肿瘤质量差异没有

统计学意义（P > 0.05）。此外，LLC-C27 组与 LLC-

Mock 组的 肿 瘤 质 量 没 有 显 著 差 异（F = 0.473, 

P > 0.05），但是LLC-C27组的生存时间明显延长，接

种 LLC-C27 细胞的 3 组荷瘤小鼠比接种 LLC-Mock

细胞的荷瘤小鼠的生存时间整体延长至 1.47 倍
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（图5; t = 50.88, P < 0.01）。实验结果说明，CONV-RT

和LDR均能明显抑制移植瘤的生长，在过表达C27

的基础上进行CONV-RT和LDR能明显抑制移植瘤

的生长，过表达C27能明显延长小鼠的生存时间。

A：接种LLC-Mock细胞的荷瘤小鼠移植瘤体积；B：接种LLC-C27细胞的荷瘤小鼠移植瘤体积； C：荷瘤小鼠的肿瘤生长曲线； 

D：LLC接种小鼠治疗第18天后及LLC-C27接种小鼠治疗26 d后移植瘤的质量。与LLC-Mock比较， *P < 0.05，**P < 0.01； 

与LLC-C27比较，△P < 0.05，△△P < 0.01。

图5    荷瘤小鼠的肿瘤体积、肿瘤生长曲线及治疗后移植瘤的质量

2.4  CONV-RT和LDR均可抑制移植细胞向肌肉组

织的浸润

移植瘤组织 H-E 染色检测结果（图 6）显示，对

于接种 LLC-Mock 细胞的 3 组荷瘤小鼠而言 ，

LLC-Mock组荷瘤小鼠的肿瘤全部出现了局部肌肉

浸润，肌肉浸润程度更深，而LLC-Con组和LLC-Low

组均只有 50.00% 的小鼠出现了局部肌肉浸润，

LLC-Mock、LLC-Con和LLC-Low 3组小鼠的肌肉浸

润深度分别为（266.8 ± 23.0）μm、（200.4 ± 14.7）μm、

（118.2 ± 10.7） μm，3组之间存在显著差异（F = 96.46, 

P < 0.01）。对于接种LLC-C27细胞的 3组荷瘤小鼠

而言，LLC-C27组、LLC-C27-Con组和LLC-C27-Low

组出现肿瘤局部肌肉浸润的小鼠分别为 100.00%、

50.00% 和 33.33%，肌肉浸润深度分别为（271.2 ± 

12.6） μm、（211.4 ± 8.7） μm、（42.4 ± 6.1） μm，3 组之

间差异有统计学意义（F = 778.5, P < 0.01）。具有代

表性的肌肉浸润图片见图6。实验结果说明，CONV-

RT和LDR均能明显抑制肿瘤细胞向肌肉组织的浸

润程度，在过表达C27基础上进行CONV-RT和LDR

也均能抑制肿瘤细胞向肌肉组织的浸润程度。

3  讨  论

肺癌为全世界发病率及病死率最高的恶性肿瘤

之一[16] ，也是中国病死率最高的恶性肿瘤之一[17]，其

中近 80%的肺癌为NSCLC[18] ，目前手术切除是早期

NSCLC的唯一治疗方法[19]。然而，57%的肺癌患者

在初诊时已经发生了远处转移[20]。近几年，放疗因其

使用方便、疗效好已成为肺癌的主要治疗方法[21-22] 。

然而，由于高剂量引起的敏感性降低和不良反应，患

者通常不宜给予长期放疗。因此，如何在降低肿瘤

放射治疗总剂量的同时，提高抑瘤效果，减少正常肺

组织损伤已成为放射医学研究的热点问题。

由于端粒酶在绝大多数癌症中（约 80%）都有表

达[23]，但在大多数正常细胞中未检测到，因此它是癌

症基因治疗的一个有吸引力的分子靶点[24] 。近年

来，人们正在研究多种针对端粒或端粒酶的治疗方

法。端粒酶由RNA组分hTR和端粒酶的催化蛋白亚

基端粒酶逆转录酶（TERT）组成[25-26]。现在已知端粒

酶在真核生物中几乎普遍保守，在真核生物中发现

了 7个普遍保守的RT基序都可以在TERT蛋白的中
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心区域内识别出来，蛋白质的多样化说明了TERT的

N端基序和蛋白质其余部分之间存在很大的构象灵

活性[27]。

黑色箭头指向肿瘤浸润肌肉部分。

图6    H-E染色显示肿瘤局部肌肉浸润情况

以往研究[28]在许多生物体中发现了 TERT的同

源物，除了少数例外，这些同源物具有相同的结构

域。TERT家族成员可以通过描述重要的保守序列

来保持稳定，来自小鼠和大多数酵母的端粒酶通常

是非进程性的，在标准反应中只能产生短产物。高

度保守序列可能形成一个共同的支架，物种特异性

结构附着在其上，VSR 基序是哺乳动物特异性的。

在体外表达时，hEST1A和 hEST1B均能独立于RNA

亚基结合的 hTERT[27]。迄今为止，从人类序列开始，

鉴定出的 TERT 同源物经过六次迭代后，误差仅为

0.005，表明整个结构都是守恒的。此外，大多数埋藏

的 TEN 结构域疏水核心残基在家族成员中相对保

守[29]，此前的实验已经证明hTERTC27能够在hTERT

阳性的HeLa细胞中诱导端粒功能障碍和后期染色体

端到端融合[13]，此外NG等[15]通过RT-PCR检测到小鼠

胶质瘤细胞中 hTERTC27和EGFP转录物的表达，间

接证实了其在小鼠体内的表达。基于上述研究，本

研究将 hTERTC27转染于小鼠 LLC细胞，并进行了

相关的动物实验。

LDR可以诱导多种生物效应，如兴奋效应、适应

性反应和超敏感性等 [30-31]。WANG 等[32]研究证明，

250 mGy低剂量间歇预照射可以显著提高大剂量放

射治疗的杀伤效果。因此，LDR被认为是临床肿瘤

放射治疗的一种有前景的辅助手段[33]。魏新锋[30]证

实，在体外肺癌细胞与免疫细胞共存时，LDR可以增

强大剂量辐射（HDR）对肺癌细胞的增殖抑制效应，

以及诱导焦亡和凋亡的方式增强HDR的抑瘤效应。

在体内，LDR局部预照射可以增强HDR局部照射对

肿瘤的抑制作用。本研究结果显示，LDR与CONV-

RT结合可以明显抑制A549细胞增殖，LDR可以使

A549细胞对CONV-RT的处理更加敏感，从而在降低

辐射剂量的条件下达到与CONV-RT同等的抑瘤效

果。hTERTC27与LDR联合治疗能够明显抑制A549

细胞增殖能力。

放射治疗的主要作用方式是诱导肿瘤细胞DNA

损伤，该损伤未及时修复时可能导致凋亡[33]。LDR诱

导的超敏感性（low dose hyper-radiosensitivity, HRS）

与DNA损伤和细胞凋亡密不可分，KRUEGER等[34]

研究发现，HRS与低剂量暴露后细胞凋亡水平升高

有关，可导致剂量范围内凋亡显著增加。CHEN等[35]

进一步研究发现，与单纯接受高剂量X射线照射的细

胞相比，LDR作为预照射使细胞凋亡增多。本研究

结果发现，LDR与常规放疗结合能够在降低辐射总

剂量的前提下，达到与常规放疗同等的促进A549细

胞凋亡的作用。然而，LDR与hTERTC27协同促进肿

瘤细胞凋亡的作用不明显，其机制尚需进一步研究。
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在荷瘤小鼠模型中，注射LLC-Mock细胞的小鼠

5 d后（肿瘤长径普遍达 3~4 mm时）成瘤，第 18天统

一处死，而注射LLC-C27细胞的小鼠12 d后成瘤，第

26天统一处死。结果显示，LDR与CONV-RT的结合

可以在降低总辐射剂量的条件下，达到与CONV-RT

同等的抑瘤效应，明显抑制肿瘤生长，这可能与LDR

可以增强NSCLC的辐射敏感性有关，其机制涉及多

种方面，如细胞因子、趋化因子和DNA损伤修复通路

等。此前的研究[36]表明，引入Egr-1启动子作为桥梁

能够放大 hTERTC27的抗肿瘤作用，Egr-1启动子通

过 5-FU 引起的活性氧中间体增加了 hTERTC27 在

NPC细胞中的表达，hTERTC27 的高表达使细胞对

5-FU更加敏感，使细胞产生更多的活性氧中间体，从

而导致 hTERTC27蛋白水平的进一步升高。本研究

显示 hTERTC27 + CONV-RT 与 hTERTC27 + LDR + 

CONV-RT 的协同抗肿瘤作用无显著差异，但联合

LDR的放射总剂量由12 Gy降低到4.3 Gy，有效减少

对周围正常组织的损伤。此外，注射LLC-C27组小

鼠成瘤时间明显晚于注射LLC-Mock组小鼠，且注射

LLC-C27组小鼠整体的生存时间也明显延长，说明

过表达 hTERTC27多肽与放疗在体内具有协同抗肺

癌肿瘤作用。

电离辐射能够激活Egr-1启动子的表达[37]，但其

表达效率与辐射剂量是否有关尚无相关报道。本研

究结果显示，LDR同样能够通过电离辐射产生的活

性氧激活 Egr-1 启动子 ，从而诱导其下游基因

hTERTC27 在 LLC 细胞中的表达，hTERTC27 的表

达导致 LLC 细胞放射敏感性的增加，从而进一

步导致治疗过程中活性氧的增多。相较于辐射

剂量，这种类似于 5-FU 治疗所产生的活性氧生物

放大效应应该是决定 hTERTC27 表达水平的主要

原因。

综上所述，LDR结合CONV-RT的联合放射治疗

能够在提高肿瘤控制率的前提下，抑制肿瘤细胞增

殖，促进肿瘤细胞凋亡，降低放射治疗的总剂量，减

少肿瘤周围正常组织的损伤，从而提高肿瘤放射治

疗的疗效。而LDR + CONV-RT与Egr-hTERTC27联

合，能够发挥射线和基因药物的双重肺癌杀伤作用，

提高肺癌的治疗效果，延长肺癌动物模型的生存期。

这些结果提示LDR和hTERTC27的协同作用可能是

肺癌治疗的潜在临床策略，并可能为提高肺癌的放

射治疗疗效提供新的参考。
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