华医科技奖项目公示
一、项目名称
肿瘤辐射敏感基因IER5的生物学功能及其调控肿瘤细胞放射敏感性机理
二、推荐单位
中国疾病预防控制中心
三、主要完成单位
中国疾病预防控制中心、河北医科大学第二医院、首都医科大学附属北京妇产医院、辽宁省肿瘤医院
四、主要完成人
丁库克、杨川杰、吴玉梅、张新、刘洋、丁立新、赵现哲、熊强
五、项目简介
目前，肿瘤放疗面临的核心瓶颈在于放疗敏感性不佳，这严重制约了放疗疗效的提升，进而影响肿瘤患者的五年生存率，并加重了整体医疗负担。本项目团队围绕宫颈癌与肝癌放疗增敏这一核心科学问题，开展了系统性研究。研究层面涵盖实验细胞系、临床肿瘤样本、实验动物成瘤组织，以及中药组分联合辐射协同增敏等多个维度。主要内容如下：
1.率先开展IER5基因辐射效应研究，揭示其在放疗增敏中的关键作用
本项目团队自2006年起率先开展IER5基因辐射效应研究。在HeLa细胞中的研究发现，辐射可诱导IER5基因表达上调，促进肿瘤细胞凋亡，并改变细胞周期G₂/M期比例。在此基础上，团队利用基因沉默与过表达技术，构建了HeLa、HepG2及SiHa细胞的稳定转染单克隆细胞系，在不同辐射剂量下系统研究其生物学功能。
2.率先发现调控IER5基因辐射效应的两个转录因子GCF与NFI，揭示其正反相调控机制
实验发现，GCF与NFI是调控IER5基因辐射生物效应的两个关键转录因子，并明确了其各自在IER5基因启动子区的结合位点。二者对IER5基因的表达呈反向调控作用：GCF抑制IER5基因表达，且其抑制作用随辐射吸收剂量的增加而减弱；NFI则促进IER5基因表达。
3.率先揭示IER5通过竞争性结合转录因子NF-YB调控Cdc25B转录的新机制
针对肝癌细胞、宫颈鳞癌细胞及宫颈腺癌细胞，团队开展了IER5与细胞周期标志性蛋白Cdc25B之间作用机理的研究。实验发现：在特定剂量辐射下，IER5表达明显上调，而Cdc25B表达明显下调；在IER5沉默的HeLa单克隆细胞中，辐射诱导的Cdc25B下调作用减弱。进一步机制研究表明，Sp1/Sp3与NF-YB结合位点均参与Cdc25B的辐射调控，其中IER5通过NF-YB结合位点介导辐射对Cdc25B的调控作用。
4.率先揭示IER5与DNA修复通路关键蛋白PARP1、Ku70的相互作用，明确其在宫颈癌放疗增敏中的功能与表达特征
利用宫颈鳞癌细胞SiHa的研究发现：IER5沉默可降低辐射诱导的细胞凋亡率，而IER5过表达则显著促进辐射诱导的细胞凋亡，该凋亡效应在照射后48小时最为显著。在辐射后，SiHa细胞的IER5基因于2小时出现转录高峰；宫颈腺癌HeLa细胞经辐照后，IER5基因mRNA转录与蛋白表达的最佳辐射剂量均为4 Gy，且HeLa细胞中IER5的基础表达水平高于SiHa细胞。进一步机制研究表明，IER5与非同源末端连接修复通路关键蛋白PARP1、Ku70存在相互作用。
5. 率先揭示IER5在多种肿瘤临床样本及离体培养细胞中的表达特征
团队从临床上获取食管鳞癌、胃腺癌、结直肠腺癌、肝细胞癌及宫颈癌组织，系统开展了IER5基因与蛋白表达情况的研究。实验发现：IER5蛋白在食管鳞癌、胃腺癌、结直肠腺癌、肝细胞癌组织中呈现高表达，而在相应远癌正常消化系统组织中低表达，提示IER5蛋白可能与上述消化系统肿瘤的发生发展密切相关。同时，团队在肝癌、宫颈鳞癌、宫颈腺癌的临床样本及其离体培养细胞中，进一步揭示了IER5基因与蛋白的表达规律。
6.率先发现氯化两面针碱及多种中药组分对宫颈癌的辐射增敏作用，其机制与上调IER5基因相关
团队对茼蒿、三氧化二砷、苦参、氯化两面针碱及银杏多糖等中药组分开展了宫颈癌辐射增敏研究。结果发现：氯化两面针碱能够抑制宫颈癌HeLa细胞生长，促进肿瘤细胞凋亡，并呈现一定的“时间-剂量”依赖性；联合辐射后其抑制作用依然存在，且表现为协同增强效应。机制研究表明，氯化两面针碱的辐射增敏作用可能与上调辐射敏感基因IER5有关。
7.成功研发IER5单抗杂交瘤细胞株及4种稳定转染的单克隆细胞系
目前IER5蛋白检测主要使用英国Abcam公司研发、中国生物试剂公司代理的IER5羊抗人多克隆抗体，尚无商品化IER5单抗。为此，团队自2013年起开展IER5单抗杂交瘤细胞株的研发工作，该细胞株已保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心。此外，团队通过分子生物学技术成功建立并筛选出4种与IER5基因相关的稳定转染新型单克隆细胞系。
8.率先揭示IER5蛋白三维结构，修正其氨基酸数量
为进一步阐明IER5蛋白的辐射生物学功能，团队对其三维结构进行了探索与分析。实验发现：IER5是一种不稳定的亲水性蛋白质，共鉴定出18个O-糖基化位点和22个磷酸化位点；更重要的是，IER5蛋白实际包含327个氨基酸，而非1文献报道的308个氨基酸。
[bookmark: OLE_LINK454][bookmark: OLE_LINK455]本项目共发表论文35篇，其中SCI收录文章14篇；获授权专利5项；培养研究生28名。2008年，本研究受到匈牙利学者Géza Sáfrány的关注，其后双方共同申报并获批两国政府间科技合作项目。相关研究成果已在多家医院得到临床应用，并被专业新书《放射生态学》收录。
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