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Abstract
AIM: To study the relat ionship between 
radiation-induced apoptosis and the expression 
of early growth response-1 (Egr-1) gene in liver 
cancer cell lines.

METHODS: The cul tured ce l l s (HepG2, 
SMMC-7721 and HL-7702) were irradiated 
at 4Gy X-radiation. The expression of Egr-1 
gene was detected by fluorescent quantitative-
polymerase chain reaction (FQ-PCR) before and 
1, 2, 4, 6, 12, 24 h after irradiation. Cell cycle 
and apoptosis were detected by flow cytometry 
(FCM).

RESULTS: The expression of Egr-1 was in-

creased from 1 to 4 h after irradiation in the 
three kinds of cell lines HepG2, SMMC-7721 
and HL-7702, and the highest expression was 
in HepG2 cells (ΔEgrHepG2 = 12.9629 ± 1.0649), 
which was significantly higher than that in 
SMMC-7721 or HL-7702 cells (ΔEgr7721 = 0.0017 
± 0.0003, ΔEgr7702 = 0.0096 ± 0.0008, P < 0.01). 
Radiation-induced apoptosis was not significant 
6 h after irradiation in all the three cell lines, but 
it reached the peak value at 12 in HepG2 (41.16%) 
and HL-7702 cells (27.45%). Radiation-induced 
apoptosis was still relatively low in SMMC-7721 
cells at 24 h (24.94%). Radiation-induced 
changes of S phase and apoptosis was opposite 
in the tendency from 6 to 12 h in HepG2 and 
SMMC-7721 cells.

CONCLUSION: X-radiation may induce cell-cy-
cle changes and cell apoptosis by up-regulation 
of Egr-1 gene expression, and radiation-induced 
apoptosis may be associated positively with 
Egr-1 expression level. HepG2 and SMMC-7721 
cells of S phase might be susceptible to apoptosis 
after irradiation.
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摘要
目的: 研究Egr-1基因的表达在放射诱导的细
胞凋亡中的作用. 

方法: 选择肝癌细胞系HepG2, SMMC-7721
和正常肝细胞系HL-7702培养; 培养细胞接受
4Gy X射线照射; 收获受照前和受照后1, 2, 4, 
6, 12和24 h的细胞, 采用荧光定量PCR(FQ-
PCR)检测0, 1, 2和4 h Egr-1基因的表达, 采用
流式细胞术(FCM)检测0，6, 12和24 h细胞周
期和细胞凋亡. 

结果: 随H e p G2, S M M C-7721和H L-7702
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■背景资料
目前的研究表明, 
射线照射与某些
起转录因子作用
的早期基因激活
有关, 如jun, fos和
Egr-1等. Egr-1是
早期生长反应因
子基因(Egr)家族
成员之一, 该家族
包括Egr-1, Egr-2, 
E g r - 3 ,  E g r - 4 , 
Egr-α和Wilms肿
瘤 抑 制 因 子 1 基
因 (WT1). Egr-1
基因启动子区含
有 6 个 高 度 保 守
的CC(A+T) 6GG
模体(motif), 可感
受电离辐射产生
的 氧 自 由 基 ,  而
在其表达产物的
羧 基 端 有 1 个 含
3 个 锌 指 结 构 的
区域 ,  可与DNA
序列5 ' - G C G ( T /
G ) G G G C G - 3 ' 
或 5 ' - T C C ( T /
A)CCTCCTCC-3'
结 合 ,  诱 导 下 游
基 因 的 表 达 ,  如
TGF-β1 ,  PTEN, 
p53, p73和TNF-α, 
他们都是诱导细
胞周期阻滞和细
胞凋亡的效应基
因 .  所以Egr-1基
因在射线诱导的
细胞周期阻滞和
细胞凋亡中可能
起关键作用.



在4 G y  X射线照射后1  h即诱导了E g r - 1
基 因 表 达 增 高 ,  4  h 均 未 达 峰 值 ,  分 别 为

ΔEgrHepG2(12.9629±1.0649)、ΔEgr7702 (0.0096
±0.0008)和ΔEgr7721(0.0017±0.0003), HepG2
显著高于HL-7702和SMMC-7721(P <0.01). 
照射后6 h射线诱导的3株细胞凋亡均不明
显, 但在12 h均诱导了明显的细胞凋亡, 而且
HepG2(41.16%)和HL-7702(27.45%)已达峰值; 
SMMC-7721诱导的细胞凋亡水平较低, 24 h
仅为24.94%, 且未达峰值. 在射线诱导的细胞
周期变化中, HepG2和SMMC-7721 S期的变化
与细胞凋亡变化在6-12 h走势相反.

结论: 在HepG2, SMMC-7721和HL-7702细胞
中, 射线通过诱导Egr-1基因表达而诱导了细
胞周期和细胞凋亡的变化; 射线诱导的Egr-1
基因表达水平可能与射线诱导的细胞凋亡成
正相关; S期肿瘤细胞可能易发生射线诱导的
细胞凋亡.

关键词: X射线; Egr-1基因; 细胞凋亡; 细胞周期; 
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0  引言

早期生长反应因子1(early growth response-1, 
E g r - 1 )基因启动子区含有 6个高度保守的

CC(A+T)6GG模体(motif), 可感受电离辐射产生

的氧自由基的刺激而诱导基因表达[1-4]. 在Egr-1
基因表达产物(EGR-1)的羧基端有1个含3个锌

指结构的区域, 可与DNA同意序列5'-GCG(T/
G)GGGCG-3'或5'-TCC(T/A)CCTCCTCC-3'结
合. 已在许多基因的启动子区域发现该类DNA
序列, 如转录因子、生长因子、受体、细胞周

期调控子和促凋亡等基因[5-6]. 所以, 由射线诱导

的Egr-1基因表达, 可能是射线诱导的细胞周期

阻滞和(或)细胞凋亡的关键因素. 为此, 我们对

肝癌细胞系HepG2, SMMC-7721和正常肝细胞

系HL-7702射线诱导的Egr-1基因表达水平, 以
及射线诱导的细胞周期和细胞凋亡的变化进行

了检测. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HepG2, SMMC-7721和正常

肝细胞系HL-7702均购于中国医学科学院肿瘤研
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究所; 流式细胞术(FCM)检测所用试剂为Becton 
Dickinson公司的试剂盒(CycleTESTTM PLUSDNA 
Reagent Kit); 由上海生物工程有限公司合成; 
SYBR GreenⅠ和荧光定量PCR(FQ-PCR)反应试

剂(RealMasterMix)由Tiangen Biotech(Beijing)公
司提供; 其他试剂均购于Promega公司. 直线加

速器为XHA600C(山东新华医疗器械厂); 流式细

胞仪为Becton Dickinson FACsort(美国BD公司). 
FQ-PCR仪为LightCycler(美国Roche公司). 普通

PCR仪Bioer XP Cycler(中国博日公司).
1.2 方法 HepG2, SMMC-7721和HL-7702用含

100 mL/L小牛血清的DMEM培养, 5×105个/孔
接种6孔板, 培养48 h. 用4Gy X线照射(剂量率: 
250 cGy/min). 继续培养受照细胞. 按试剂盒要

求收获照射前和照射后1, 2, 4 h的细胞用于基因

表达水平检测. 采用荧光染料(SYBR GreenⅠ)
标记的荧光定量PCR(FQ-PCR)技术. 引物设计

参照文献[6-7], β-actin: 上游引物5'-CCCAGCACA
ATGAAGATCAAGATCAT-3', 下游引物5'-ATCT
GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3'; Egr-1: 上游

引物5'-AAAGTTTGCCAGGAGCGATG-3', 下游

引物5'-CAGGGGATGGGTATGAGGTG -3'. FQ-
PCR反应体系20 mL, 含2.5xRealMasterMix 8 mL, 
20xSYBR GreenⅠ 1 mL, 上下游引物各1 mL, 
cDNA 2 mL(50-100 ng总RNA逆转录产物). 反应

条件: 94℃预变性5 min; 94℃变性30 s, 58℃退火

40 s和72℃延伸20 s, 40个循环, 于每个循环延伸

结束后, 以SINGLE方式检测F1通道的荧光强度. 
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■研发前沿
Egr-1基因在放射
生物学反应中的
作用及其启动子
序列在放射诱导
的基因治疗中的
应用是目前关注
的热点.
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图  1  4Gy射线照射前后Egr-1(Egr-1 mRNA/actin mRNA)的
表达水平. A: HepG2; B: SMMC-7721和HL-7702.
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按试剂盒要求将β-actin和Egr-1的普通PCR产物

纯化, 连接到pEM-T载体上, 构建标准质粒pEM-
actin和pEM-Egr. 常规提取标准质粒, 建立荧光定

量标准曲线. 按试剂盒要求收获照射前和照射后

6, 12和24 h的细胞, 并用流式细胞术进行细胞周

期和细胞凋亡检测.
统计学处理 数据处理采用SPSS 10.0软件系

统, 照射前后和细胞系之间基因表达和细胞凋

亡变化的比较采用t检验, P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 X射线诱导的Egr-1基因表达 3株细胞均在射

线照射后1 h诱导了Egr-1基因表达水平的增高, 
HepG2照射后2 h明显增高, HL-7702则在照射

后4 h明显增高, 而SMMC-7721的Egr-1基因表

达水平始终较低. 在照射后4 h射线诱导的Egr-1
基因表达分别为: ΔEgrHepG2, 12.9629±1.0649; 
ΔEgr7702, 0.0096±0.0008和ΔEgr7721, 0.0017±
0.0003, HepG2显著高于HL-7702和SMMC-
7721(P <0.01, 图1).
2.2 X射线诱导的细胞凋亡 3株细胞在射线照

射后6 h均未诱导明显的细胞凋亡, 而在照射

后12 h均诱导了明显的细胞凋亡, 且HepG2和
HL-7702细胞凋亡达高峰, 而SMMC-7721细
胞凋亡比率继续增高. 在照射后12 h诱导的细

胞凋亡率分别为: ΔapoHepG2, 45.16%; Δapo7702, 
27.45%和Δapo7721, 12.25%. SMMC-7721在照

射后24 h诱导的细胞凋亡达24.94%, 仍未达到

HL-7702诱导的细胞凋亡水平(图2).
2 .3  X射线照射后细胞周期的变化  H e p G2, 
S M M C-7721和H L-7702在照射前后不同时

间点呈现了不同的变化模式 .  在G 0 - G 1期 , 
SMMC-7721与其他两株细胞呈现不同的走势, 
前者在照射后12 h内随时间延长该期的百分

比呈增高走势, 而后者则相反呈降低走势, 但

变化均不明显. 在S期, 3株细胞呈现不同的走

势, HL-7702在观察时间内其百分比略呈增高走

势; HepG2在6-12 h则呈明显降低走势, 而随后

在12-24 h又呈增高走势; SMMC-7721在6-12 h
与HepG2相似也呈明显降低走势, 但在随后的

12-24 h则没有明显变化. 在G2-M期, 在照射

前和照射后6 h内3株细胞均为极低比例, 此后, 
SMMC-7721和HL-7702呈相同走势, 且保持较

低水平, 而HepG2则完全与其S期走势相反(图3).
2.4 射线诱导的细胞凋亡与细胞周期变化关系 
HepG2和SMMC-7721在照射后6-12 h射线诱导

的细胞凋亡和S期成相反走势, 射线诱导的细胞

凋亡可能发生在S期. 而正常细胞株未有相同趋

势(图3).

3  讨论

放射治疗产生DNA损伤, 诱导细胞周期阻滞[8-11]

■创新盘点
用荧光定量PCR
法研究射线诱导
的Egr-1基因表达
的变化, 同时用流
式细胞术研究射
线诱导的细胞周
期和细胞凋亡的
变化, 为放射生物
学机制研究提供
了实验依据.
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图  2  3株细胞4Gy射线照射前后细胞凋亡的变化.
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图  3  4Gy射线照射前后细胞周期和细胞凋亡的变化. A:
HepG2; B: SMMC-7721; C: HL-7702.
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和细胞凋亡[12-15], 并有许多基因参与[16-17]. 如近年

来, 采用微阵列技术已检测了射线诱导的基因表

达谱, 如低剂量照射(2cGy)可诱导细胞信号传导

和DNA损伤反应等基因谱的表达; 大剂量(4-6Gy)
则诱导细胞增殖、细胞修复和细胞凋亡等基因

谱的表达, 其中包括Egr-1基因[18-19]. 已有研究表明

Egr-1基因可介导组织细胞凋亡[20-22]. 又因Egr-1基
因启动子区含有6个高度保守的CC(A+T)6GG模

体(motif), 可感受电离辐射产生的氧自由基, 而在

其表达产物的羧基端有1个含3个锌指结构的区

域, 可与DNA同意序列5'-GCG(T/G)GGGCG-3'或
5'-TCC(T/A)CCTCCTCC-3'结合, 诱导下游基因的

表达, 如TGF-β1, PTEN, p53, p73和TNF-α, 他们都

是诱导细胞周期阻滞和细胞凋亡的效应基因. 所
以Egr-1基因在射线诱导的细胞周期阻滞和细胞

凋亡中可能起关键作用[23-27]. 我们研究的HepG2, 
SMMC-7721和HL-7702 3株细胞在4Gy射线照射

后均诱导了Egr-1基因表达水平的增高、细胞凋

亡的增加和细胞周期的变化.
在照射前, 3株细胞Eg r-1基因表达水平均

较低, 与文献报道较一致[28]. 在4Gy照射后2 h和
4 h, HepG2和HL-7702均诱导了较高水平的基

因表达, 在12 h诱导了最大程度的细胞凋亡. 而
SMMC-7721在4 Gy照射后2 h和4 h, 诱导的基

因表达水平相对较低, 在12 h不仅诱导的细胞

凋亡比例相对较低, 而且未达到峰值. 这些结果

提示同种组织不同细胞株射线诱导的Egr-1基因

表达水平可能不同; 射线诱导的Egr-1基因表达

水平可能与射线诱导的细胞凋亡成正相关. 另
外, 在照射前后细胞周期与细胞凋亡变化的比

较中, 我们发现, 在4Gy照射后6-24 h, HepG2 S
期细胞比例变化与细胞凋亡比例变化成相反走

势, 提示HepG2 S期细胞可能易发生细胞凋亡. 
SMMC-7721 S期细胞比例变化与细胞凋亡比例

变化也成相反走势, 可能与HepG2有类似的结

果. 而HL-7702则未发现细胞周期与细胞凋亡之

间有相关的变化.
我 们 的 研 究 结 果 表 明 ,  在 H e p G 2 , 

SMMC-7721和HL-7702 3株细胞中, 射线通过诱

导Egr-1基因表达而诱导了细胞周期和细胞凋亡

的变化; 射线诱导的Egr-1基因表达水平可能与

射线诱导的细胞凋亡成正相关. 在不同细胞株

射线通过Egr-1基因诱导细胞凋亡的确切分子机

制有待进一步明确. 
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