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　 　 【摘要】 　 目的　 观察照射对肺癌细胞 A549 产生 IL-8 的影响及探索其可能机制。 方法　 采用不

同剂量 X 线照射 A549 细胞,于照射后不同时间收集细胞上清,细胞 RNA 以及蛋白质,采用 RT-PCR
检测照射后 A549 细胞 IL-8

 

mRNA 表达水平,并进一步行实时定量 PCR 验证照射后 A549 细胞 IL-8
 

mRNA 表达水平,行 ELISA 检测照射后上清中 IL-8 表达水平,Western
 

Blot 检测照射后 A549 细胞信号

通路分子表达情况,采用 p38
 

MAPK 抑制剂、NF-κB 抑制剂及 ROS 清除剂预处理细胞,ELISA 验证抑

制剂对照射诱导 A549 细胞产生 IL-8 表达水平的影响。 结果　 照射增加 A549 细胞的 IL-8 的表达水

平,并具有剂量、时间效应。 照射激活 A549 细胞中 p38
 

MAPK 和 NF-κB 信号通路分子。 抑制 p38
 

MAPK 和抑制 NF-κB 能够阻断照射诱导 A549 细胞产生的 IL-8。 抑制 ROS 后并不能抑制照射诱导

A549 细胞产生的 IL-8。 结论　 X 线照射能增加 A549 细胞 IL-8 的产生,可能与通过激活 p38
 

MAPK
和 NF-κB 信号通路相关,并呈 ROS 非依赖性模式。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

irradiation
 

on
 

the
 

production
 

of
 

IL-8
 

in
 

lung
 

cancer
 

cell
 

line
 

A549
 

and
 

explore
 

its
 

possible
 

mechanism.
 

Methods　 A549
 

cells
 

irradiated
 

with
 

different
 

doses
 

of
 

X-rays
 

were
 

used
 

to
 

collect
 

cell
 

supernatant 
 

cellular
 

RNA
 

and
 

protein
 

at
 

different
 

time
 

points
 

after
 

irradiation.
 

The
 

expression
 

level
 

of
 

IL-8
 

mRNA
 

in
 

A549
 

cells
 

after
 

irradiation
 

was
 

detected
 

by
 

RT-PCR 
 

which
 

was
 

further
 

validated
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

PCR.
 

The
 

expression
 

level
 

of
 

IL-8
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant
 

was
 

quantitatively
 

measured
 

by
 

ELISA.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

cellular
 

signaling
 

pathway
 

molecules
 

in
 

A549
 

cells
 

after
 

irradiation
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

The
 

A549
 

cells
 

were
 

pretreated
 

with
 

p38
 

MAPK
 

inhibitor 
 

NF-κB
 

inhibitor
 

and
 

ROS
 

scavenger.
 

The
 

effect
 

of
 

these
 

inhibitors
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

IL-8
 

in
 

A549
 

cells
 

induced
 

by
 

irradiation
 

was
 

evaluated
 

by
 

ELISA.
 

Results 　 Irradiation
 

up-regulated
 

the
 

expression
 

of
 

IL-8
 

in
 

A549
 

cells
 

in
 

a
 

dose-and
 

time-dependent
 

manner.
 

Irradiation
 

activated
 

the
 

p38
 

MAPK
 

and
 

NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

in
 

A549
 

cells.
 

p38
 

MAPK
 

and
 

NF-κB
 

inhibitors
 

blocked
 

the
 

induction
 

of
 

IL-8
 

of
 

A549
 

cells
 

by
 

irradiation.
 

Inhibition
 

of
 

ROS
 

failed
 

to
 

inhibit
 

the
 

induction
 

of
 

IL-8
 

of
 

A549
 

cells
 

by
 

irradiation.
 

Conclusion　 Irradiation
 

can
 

increase
 

the
 

production
 

of
 

IL-8
 

in
 

lung
 

cancer
 

cells
 

A549 
 

possibly
 

through
 

the
 

activation
 

of
 

p38
 

MAPK
 

and
 

NF-κB
 

signaling
 

pathways
 

in
 

a
 

ROS-independent
 

pattern.
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Lung
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cell
 

line 　 IL-8 　 p38
 

MAPK
 

inhibitor 　 NF-κB
 

inhibitor 　 ROS
 

scavenger
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　 　 目前认为放射性肺损伤是由于射线照射引起血

管内皮损伤引起无菌性炎症反应,以及肺泡Ⅱ型细

胞损伤后分泌活性物质减少引起的肺功能障碍[1] 。
研究发现照射正常肺组织能引起 IL-6、IL-8、MCP1、
TGF-β 等细胞因子升高,认为是局部细胞损伤引起

炎症反应,而肺泡Ⅱ型细胞损伤是修复的产物[2] 。

在胶质瘤中发现照射能够诱导 IL-8 的上调,在皮肤

细胞以及皮肤疾病模型中也发现照射能诱导 IL-8
的上调[3-4] 。 可是,有趣的是在临床观察中发现低水

平的基线 IL-8 的表达与放射性肺损伤的高发生相

关[5] 。 那么,照射对肺癌本身的 IL-8 的影响暂不明

确,本研究拟以肺癌细胞系为研究对象,采用不同剂
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量照射细胞后于不同时间收集细胞上清,观察 IL-8
的上升水平和探索其可能的机制,为进一步阐明放

射对肿瘤微环境的影响提供理论依据。

材料与方法

　 　 1. 细胞与培养:人肺腺癌 A549 细胞购自中国

科学院细胞库,由本实验室保存。 A549 细胞培养于

含 10%胎牛血清、100
  

U / ml 青霉素和 100
  

U / ml 链
霉素的 DMEM 培养液,置于 37℃ 、5%的 CO2 培养箱

中培养,取指数生长期细胞进行实验。
2. 细胞照射:6 MV

 

X 直线加速器照射,剂量率

400
  

cGy / min, 射 野 大 小 40 cm × 40 cm, 源 皮 距

100 cm,分别予 0、2、4、8 Gy 照射。
3. 药品及试剂:p38

 

MAPK 抑制剂(SB202190)、
NF-κB 抑制剂( Bay117082)、ROS 清除剂( N-acetyl-
L-cysteine)购自 Sigma 公司。 DMEM 培养基、胎牛

血清购自 Hyclone 公司。 PCR 引物由上海生工生物

技术公司合成。 实时荧光定量 PCR 试剂盒购自上

海罗氏公司。 IL-8
 

ELISA 试剂盒购自北京宝赛公

司。 Western
 

Blot 蛋白提取、 SDS-PAGE 凝胶试剂

盒、活性氧检测试剂盒( S0033) 购自碧云天生物公

司,Western
 

Blot 抗体购自 CST 公司。
4. RT-PCR:A549 细胞均匀铺版,予以 0、2、4、

8 Gy 照射后第 4 天收集细胞,或予以 8 Gy 单次照射

后第 0、1、2、3、4 天收集细胞。 采用 TRIZOL 法提取

总 RNA,总 RNA
 

(1 μg)用 RT 反转录试剂盒(Ther-
mo

 

Fisher)进行 RNA 的反转录,合成 cDNA 后进行

Q-RT-PCR。 应用 Light
 

Cycle
 

96
 

Real
 

Time
 

PCR
 

Sys-
tem 进行操作,采用 Universal

 

SYBR
 

Green
 

PCR
 

mas-
ter

 

mix 进行检测。 PCR 反应为 95℃ 预变 600 s,
95℃ 10 s、 60℃ 10 s、 72℃ 10 s, 即 45 次循环扩增,
95℃10 s、65℃ 60 s、97℃ 1 s,即 1 个循环溶解曲线。
实时荧光定量 PCR 检测采用 2-ΔΔCt 方法分析相对基

因表达的差异,以 GAPDH 为内参。 正向引物序列

IL-8-F 为 5’-TTGGCAGCCTTCCTGATTT-3’,反向印

引物序列 IL-8-R 为 5’-TCAAAAACTTCTCCACAAC-
CC-3’,正向 GAPDH-F 为 5’-GCACCGTCAAGGCT-
GAGAAC-3 ’, 反 向 GAPDH-R 为 5 ’-TGGT-
GAAGACGCCAGTGGA-3’。

5. ELISA:A549 细胞均匀铺板,予以 8 Gy 单次

照射后第 0、1、2、3、4 天收集细胞上清,抑制剂组于

照射前分别加入 10 μmol / L
 

p38
 

MAPK 抑制剂

(SB202190, 简称 SB ), 10 μmol / L
 

NF-κB 抑制剂

(Bay117082,简称 Bay)和 2 mmol / L
 

ROS 清除剂(N-

acetyl-L-cysteine,NAC),并一直保持含药培养基培

养。 根据 ELISA 试剂盒操作说明检测各组 IL-8 的

表达水平。
6. Western

 

Blot 法检测信号通路分子相关蛋白

改变:检测空白组、照射组(照射后不同时间收集细

胞) 中 NF-κB / P-NF-κB、 JNK / P-JNK、 ERK / P-ERK、
p38 / P-p38 的表达情况。

7. 统计方法:采用 SPSS
 

13. 0 软件对组间表达

水平行成组 t 检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

结　 　 果

　 　 1. X 线照射 A549 细胞 IL-8
 

mRNA 的表达水

平:随着照射剂量增加和照射后时间延长,A549 细

胞 IL-8 表达均上调,见图 1。 图 1A 表明采用不同照

射剂量照射后第 4 天收集细胞行 RT-PCR 检测,
A549 细胞中 IL-8

 

mRNA 表达上调;图 1B 表明采用

8 Gy 照射后不同时间收集细胞行 RT-PCR 检测,
A549 细胞中 IL-8

 

mRNA 表达上调。
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图 1　 X 线照射增加 A549 细胞 IL-8
 

mRNA 表达( a 为与第 0 天比较
P<0. 05)

　 　 2. X 线照射 A549 细胞后上清液中 IL-8 的表达

水平:随着照射剂量增加和照射后时间延长,IL-8 表

达均上调,见图 2。 图 2A 表明采用不同照射剂量照

射细胞后第 4 天收集细胞上清行 ELISA 检测,A549
细胞上清中 IL-8 表达上调;图 2B 表明采用 8 Gy 照

射后不同时间收集细胞上清行 ELISA 检测,A549 细

胞上清中 IL-8 表达上调,并发现 8 Gy 照射后第 4 天

收集细胞上清,IL-8 表达上调最显著。
　 　 3. Western

 

Blot 检测 MAPKs 及 NF-κB 活化情

况:X 线照射 A549 细胞后可激活 p38
 

MAPK 及 NF-
κB,见图 3。
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图 2　 X 线照射增加 A549 细胞上清 IL-8 水平( a 为与第 0 天比较P<
0. 05)
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图 3　 X 线照射对 A549 细胞信号通路分子的影响

　 　 4. 抑制剂对 X 线照射诱导 A549 细胞产生 IL-8
的影响:研究发现照射诱导细胞产生 IL-8 与 ROS 活

化有关[6] ,因此进一步采用 SB、Bay、NAC 预处理细

胞后 8 Gy 照射后第 4 天收集细胞上清,检测 IL-8 的

表达情况。 结果显示抑制 p38
 

MAPK 活性、NF-κB 活

性后均能抑制照射诱导的 IL-8 的表达,而采用 NAC
组并不能抑制照射诱导的 IL-8 的上调,见图 4。
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图 4　 抑制剂处理细胞后 X 线照射对 A549 细胞产生 IL-8 的影响

讨　 　 论

　 　 放射性肺损伤根据接受照射的时间及其病理变

化可延续几个时期,最先开始的是以白细胞浸润为

主要表现的急性炎症期,导致肺泡内水肿和血管出

血[7] 。 IL-8 是放射性肺炎中重要的早期始动细胞因

子之一,因为 IL-8 是一种促炎性趋化因子,可促进

中性粒细胞趋化性和脱粒,并通过与 IL-8Rα 或 IL-
8Rβ 结合发出信号,同时还可刺激胶原生成和血管

生成[8] 。
目前对于放射性肺炎的具体机制尚不清楚,认

为是放射引起的内皮细胞、肺上皮细胞、巨噬细胞和

其他细胞参与的复杂过程。 放射后不仅正常肺组织

能产生多种细胞因子参与炎症发生发展,非小细胞

肺癌肿瘤组织中也存在细胞因子的过表达。 研究证

实 IL-6 可以由淋巴细胞、巨噬细胞、成纤维细胞、内
皮细胞、 细支气管上皮细胞和一些肿瘤细胞产

生[9] 。 最近的一项研究表明接受过放射治疗的肿

瘤患者,肿瘤细胞是其循环细胞因子的主要来源,更
加支持肿瘤细胞在放射性肺炎过程中发挥更重要的

观点[10] 。
本研究发现,X 线照射肺癌细胞后能够诱导 IL-

8 的明显上调,并呈剂量和时间依赖性,如果认为

IL-8 的水平部分代表了放射性肺炎的程度,这一结

果与放射性肺炎发生与照射剂量和暴露照射后时间

有关是一致的。
本研究发现细胞模型在放射后第 3 - 4 天显著

升高。 临床研究中,研究人员发现基线水平 IL-8 的

低表达与放射性肺损伤的高发生相关,但在放疗期

间 2 周水平的 IL-8 的动态改变不能预测≥2 级的放

射性肺炎的发生[5] 。 我们推测放疗期间 2 周的 IL-8
不是照射后的峰值,导致它失去预测值。 并且我们

正在收集胸部放疗患者的血标本检测基线水平 IL-8
和照射后 4 天的 IL-8 水平以分析 IL-8 的动态变化

与≥2 级的放射性肺炎之间的关系。
文献报道照射能诱导皮肤细胞、血管内皮细胞、

角膜细胞等产生 IL-8 与激活 MAPKs 以及与 ROS 相

关[6,11-12] 。 本课题组前期研究 A549 细胞放射敏感

性时发现照射能够活化 NF-κB 和 STAT3[13] ,此次研

究发现照射能活化 p38
 

MAPK 和 NF-κB,而对 JNK、
ERK 影响不大。 虽然 JNK 于照射后第 2 天,ERK 于

照射后第 3 天似乎有活化的趋势,采用 JNK 抑制剂

和 ERK 抑制剂对照射诱导的 IL-8 上调并无影响,
我们认为在 A549 细胞中照射并不能活化 JNK 和

ERK,这个结果与前人研究部分一致[14-15] 。 并且我

们采用 p38
 

MAPK 和 NF-κB 的抑制剂抑制其活化

后能够抑制照射诱导的 A549 细胞产生 IL-8,进一步
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验证了照射产生的 IL-8 与该信号通路分子密切相

关。 而其他研究认为照射诱导细胞因子的产生与

ROS 相关[6] ,我们采用 NAC 处理细胞后并未能阻断

照射诱导 IL-8 的产生,可能与其细胞模型为正常细

胞,而本研究为肿瘤细胞模型有关。 并且在临床中采

用抗氧化剂对放射性肺炎的缓解程度并不理想,验证

了这一过程可能为 ROS 非依赖性[16] 。 抑制细胞因子

是放射性肺损伤的一个重要治疗靶点,IL-8 的中和抗

体应用于炎症性疾病掌跖脓疱病已获得临床获

益[17] 。 鉴于 IL-8 在肿瘤微环境中发挥重要的促肿瘤

作用,目前已开展 IL-8 中和抗体治疗晚期恶性肿瘤

的临床试验(NCT02536469)。 本课题为 IL-8 的中和

抗体治疗放射性肺炎提供了更多的理论依据。
总之,X 线能诱导肺癌细胞产生 IL-8,可能与激

活 p38
 

MAPK 和 NF-κB 信号通路分子相关,并呈

ROS 非依赖性模式,为阐述放射性肺炎的发生机制

提供了一个新的思路。
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