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摘　要：选取对数生长期人肺癌细胞Ａ５４９接受０—６．０Ｇｙ碳离子照射，用克隆形成法检测细胞的

存活率；并于照射后１２和２４ｈ收集细胞，用流式细胞术检测细胞周期各时相的细胞百分比，观察

不同剂量碳离子辐照对Ａ５４９细胞周期进程的影响。结果显示：０—６．０Ｇｙ碳离子照射后细胞存活

率显著下降；照射后１２ｈ细胞发生Ｇ０／Ｇ１期阻滞，而照射后２４ｈ，１．０Ｇｙ照射组细胞在Ｇ０／Ｇ１

期阻滞，２．０—６．０Ｇｙ照射组细胞在Ｇ２／Ｍ期阻滞。上述结果表明，在Ａ５４９细胞接受碳离子照射

后的１２和２４ｈ内，１．０Ｇｙ照射可持续激活细胞Ｇ１期检查点，而２．０—６．０Ｇｙ碳离子照射后其细

胞周期进程是随时间变化的。
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１　引言

放射治疗是治疗恶性肿瘤的重要手段之一，射

线之所以能广泛用于肿瘤治疗，是因为电离辐射能

有效杀伤肿瘤细胞。同时，电离辐射能通过引起各

种细胞周期阻滞来抑制细胞的增生，能使细胞滞留

在Ｇ１，Ｓ或Ｇ２期不能进入有丝分裂。正是由于这

种细胞周期阻滞的自我保护机制，使肿瘤细胞可逃

避射线杀伤并导致放射性抗拒，严重影响恶性肿瘤

放疗效果。为了提高治疗效果，放疗的同时常常联

合使用其它药物。目前人们正在寻找和设计靶向细

胞周期检查点的抗癌药物，其目的就是为了破坏细

胞周期检查点，促进肿瘤细胞的分化和凋亡［１］。

　　重离子是一种致密的电离辐射，与传统的Ｘ射

线和γ射线相比，具有高的传能线密度（ＬＥＴ）、能

量沉积密集、局部剂量大和相对生物学效应高等特

点［２，３］。因此，重离子辐照对肿瘤细胞周期的影响

有别于传统Ｘ射线和γ射线的影响。本文研究了

Ａ５４９细胞经碳离子照射后的细胞周期阻滞，分析

了不同剂量的碳离子辐照后在不同时间点Ａ５４９细

胞周期变化情况，为碳离子辐照联合药物治疗过程

中细胞周期靶向药物的选择和用药时间的选择提供

基础数据。

２　材料与方法

２．１　实验材料及照射条件

　　人肺癌细胞Ａ５４９培养于含１０％胎牛血清（兰

州民海生物工程有限公司）ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ）培

养液中。

　　取对数生长期的Ａ５４９细胞接种到直径３５ｍｍ

的培养皿中（１×１０５ｃｅｌｌ／ｐｌａｔｅ），置５％ＣＯ２、３７℃

培养过夜后进行照射。重离子辐照是在兰州重离子

研究装置（ＨＩＲＦＬ）辐照终端进行的，束流为１２Ｃ６＋

离子束，能量为８３１．２８ＭｅＶ，ＬＥＴ为３５．５ｋｅＶ／

μｍ，吸收剂量率２Ｇｙ／ｍｉｎ，细胞吸收剂量分别是

０，１．０，２．０，４．０和６．０Ｇｙ。用空气电离室监测剂

量，样品更换和剂量的数据获取由计算机控制。所

有样品照射都在室温下进行。

２．２　克隆形成法测定细胞存活率

　　辐照后用胰酶将贴壁细胞消化下来，取少量细

胞悬液计数，并将样品稀释至适当浓度。按不同剂
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量和不同重复组计算预置细胞数，按预置数（２００—

３００００ｃｅｌｌ／ｐｌａｔｅ）将一定量的细胞悬液接种到直径

６０ｍｍ的培养皿中，每个剂量点３皿重复。在饱和

湿度、５％ＣＯ２和３７℃下培养９ｄ后，用亚甲基兰染

色，统计多于５０个细胞的集落数。绘制存活曲线。

２．３　流式细胞术检测受照后细胞周期变化

　　照射后，分别在１２和２４ｈ收集细胞，离心弃

上清，用ｐＨ７．２的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次，

弃上清，将沉淀悬起，加入７０％的乙醇振荡混匀后

在－２０℃固定３０ｍｉｎ，离心弃上清，将沉淀悬起，

加入１００μｌ的ＰＩ染料（含２０μｇ／ｍｌＰＩ，０．２ｍｇ／ｍｌ

ＲＮａｓｅＡ，０．１％（狏／狏）Ｔｒｉｔｏｎ１００），振荡混匀后室

温避光染色３０ｍｉｎ后，用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞

分析仪分析（激发波长为４８８ｎｍ）。

３　结果

３．１　细胞存活率

　　图１显示了碳离子束照射后Ａ５４９细胞的存活

分数。细胞存活分数（犛犉）可按以下公式计算：

犛犉（％）＝（犛Ｘ／犛０）×１００％，式中犛Ｘ为受照细胞克

隆形成率，犛０为对照细胞克隆形成率。绘制细胞的

剂量存活曲线，并进行线性平方模型的拟合。从图

中可见，照射后各剂量组细胞存活分数显著下

降，Ａ５４９细胞的剂量存活曲线符合线性平方模

型，是不带“肩”的剂量存活曲线。

图１ 不同剂量的碳离子辐照Ａ５４９细胞后的存活分数

３．２　细胞周期变化

　　图２（ａ）显示了Ａ５４９细胞经不同剂量碳离子束

照射后１２ｈ的细胞周期变化情况。由图可见，与未

照射组比较，１．０，２．０，４．０和６．０Ｇｙ碳离子束照

射后Ａ５４９细胞 Ｇ０／Ｇ１期细胞百分数均显著上升

（狆（统计显著性水平）＜０．０１），Ｓ期细胞百分数显

著下降（狆＜０．０１），而Ｇ２／Ｍ 期细胞百分数变化不

大（狆＞０．０５）。说明在碳离子照射后１２ｈ细胞发生

Ｇ０／Ｇ１期阻滞。另外还发现，１．０Ｇｙ照射组 Ｇ０／

Ｇ１期细胞上升百分数显著高于２．０Ｇｙ照射组（狆

＜０．０１），与４．０和６．０Ｇｙ水平相当（狆＞０．０５），同

时其Ｓ期细胞下降百分数也显著高于２．０Ｇｙ照射

组（狆＜０．０１）。

图２ 不同剂量的碳离子辐照后１２ｈ（ａ）和２４ｈ（ｂ）Ａ５４９细胞周期各时相细胞百分数的变化

＊狆＜０．０５，＊＊狆＜０．０１ｖｓ０Ｇｙ，＃＃狆＜０．０１ｖｓ１Ｇｙ；■ 为Ｇ０／Ｇ１，为Ｓ，▲为Ｇ２／Ｍ。

　　图２（ｂ）显示了Ａ５４９细胞经不同剂量碳离子束

辐照后２４ｈ的细胞周期变化情况。从图中可见，与

未照射组比较，１．０Ｇｙ碳离子束辐照后细胞Ｇ０／

Ｇ１期细胞百分数显著升高（狆＜０．０５），Ｓ期细胞百
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分数显著下降（狆＜０．０５），Ｇ２／Ｍ 期细胞百分数略

有升高，表明１．０Ｇｙ照射后２４ｈ主要引发细胞

Ｇ０／Ｇ１期阻滞。但２．０，４．０和６．０Ｇｙ碳离子束辐

照后细胞Ｇ０／Ｇ１期细胞百分数逐渐下降，Ｓ期细胞

百分数变化不大，Ｇ２／Ｍ 期细胞百分数逐渐升高，

表明２．０，４．０和６．０Ｇｙ碳离子束辐照后２４ｈ引发

细胞在Ｇ２／Ｍ期阻滞。

４　讨论

　　目前认为，细胞经射线照射后会通过多种途径

来维持基因组的完整性，绝大多数与细胞周期检查

点相关［４，５］。机体细胞周期检查点能够发现放射线

导致的ＤＮＡ损伤或突变，并将受损细胞阻滞在相

应的检查点处。细胞通过Ｇ０／Ｇ１期、Ｓ期和Ｇ２／Ｍ

期３个检查点来控制细胞周期进程。Ｇ１期阻滞和Ｓ

期延迟，一方面对损伤的ＤＮＡ进行修复，另一方

面对不能修复的损伤细胞诱导凋亡，以降低基因组

不稳定性、减少细胞突变及癌变。有丝分裂的结果

是将复制的染色体同等地分到两个细胞中，而Ｇ２／

Ｍ 期检查点则负责给即将进入有丝分裂的细胞进

行ＤＮＡ修复留出一定的时间，Ｇ２／Ｍ 期阻滞可以

保证有丝分裂分配的忠实性。本实验结果显示，

Ａ５４９细胞经碳离子束辐照后１２ｈ，各剂量组细胞

均发生Ｇ０／Ｇ１期阻滞，而在受照后２４ｈ，１．０Ｇｙ

组细胞主要在Ｇ０／Ｇ１期阻滞，而２．０，４．０和６．０

Ｇｙ细胞在 Ｇ２／Ｍ 期阻滞。以上结果表明：（１）

Ａ５４９细胞经２．０—６．０Ｇｙ碳离子照射后１２—２４ｈ

内细胞周期进程发生了变化。分析原因可能是１．０

Ｇｙ照射引起的ＤＮＡ损伤数量较少，程度较轻，Ｇ１

期检查点可通过修复将损伤清除。而２．０—６．０Ｇｙ

照射组引起的损伤细胞数量增多，程度加深，在Ｇ１

期检查点有部分损伤细胞得以修复，还有部分损伤

细胞脱离Ｇ１期检查点进入周期循环中，但在细胞

周期第二道防线 Ｇ２期检查点处再次被捕获，为

ＤＮＡ损伤修复赢得最后的时间，以确保细胞的生

存；（２）１．０Ｇｙ照射可持续激活细胞Ｇ１期检查点。

图２显示在照射后１２ｈ，１．０Ｇｙ照射组Ｇ０／Ｇ１期

细胞上升百分数显著高于２．０Ｇｙ 照射组（狆＜

０．０１），与４．０和６．０Ｇｙ水平相当（狆＞０．０５），同

时其Ｓ期细胞下降百分数也显著高于２．０Ｇｙ照射

组（狆＜０．０１）。在照射后２４ｈ，１．０Ｇｙ照射组依然

保持这种变化趋势，而２．０—６．０Ｇｙ组的细胞周期

进程已发生改变，这表明Ｇ１期检查点对１．０Ｇｙ照

射剂量较敏感。

　　电离辐射一方面可以引起肿瘤细胞的坏死和凋

亡，另一方面又可改变细胞的周期进程［６］，导致细

胞周期出现Ｇ１，Ｇ２或Ｓ期阻滞，因此人们正在寻

找和设计靶向细胞周期检查点的抗癌药物，其目的

就是为了破坏细胞周期检查点，促进肿瘤细胞的分

化和凋亡。例如，咖啡因是 ＡＴＭ 激酶的抑制剂，

照射以前给予一定浓度的咖啡因可以破坏细胞

Ｇ２／Ｍ期检查点，使损伤的ＤＮＡ无法完全修复，细

胞带着受损的ＤＮＡ提前进入增殖周期，结果启动

了凋亡程序，导致肿瘤细胞的凋亡［７］。ＵＣＮ０１（７

ｈｙｄｒｏｘｙｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ）是一种非特异性的蛋白激

酶抑制剂，也能去除Ｇ２期阻滞，导致细胞凋亡增

加，增加放疗的杀伤效果［８，９］。放疗联合药物治疗

可以提高肿瘤临床治疗效果，而针对细胞周期检查

点和用药时间的选择是这种联合治疗的关键。处于

细胞周期不同时相的肿瘤细胞对药物的敏感程度不

同，不同药物所作用的细胞周期时相亦不同，即存

在周期特异性。因此，研究电离辐射作用后肿瘤细

胞的细胞周期变化，不但具有重要的生物学意义，

而且对放疗后实施化疗过程中有目的的选择化疗药

物具有重要的实际意义。本文论述了人肺癌细胞

Ａ５４９经碳离子照射后的细胞周期阻滞，并分析了

不同剂量碳离子辐射后在不同时间点Ａ５４９细胞周

期变化情况，为碳离子辐射联合药物治疗过程中细

胞周期靶向药物的选择和用药时间的选择提供了基

础数据。
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