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摘要: 重离子辐射具有独特的深度剂量分布和较高的相对生物学效应，被认为是理想的放疗手段。重离子的

生物学效应在径迹形成过程中由多个物理参量共同决定，而这些物理参量和离子入射深度紧密相关，因此明

确离子不同入射深度的生物学效应对重离子肿瘤放疗方案的设计和优化有着重要的理论和应用价值。使用兰

州重离子研究装置HIRFL-CSRe终端的碳离子束作为辐射源，以活体模式动物线虫作为实验对象，以线虫生

殖细胞的凋亡水平作为生物学检测终点，研究了 10和 20 Gy碳离子辐射在辐射的入口、坪区和峰区的当代生

物学效应和对后代个体基因组不稳定性的影响。结果表明：10和 20 Gy碳离子辐射在三个不同的辐照区域内

均显著增加了辐射当代的线虫生殖腺细胞的凋亡水平，并表现出一定的辐射区域和辐射剂量依赖性。同时，

辐射诱导的后代个体基因组不稳定性也表现出一定的辐射区域和辐射剂量相关性。
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1 引言

重离子是指原子序数大于 2的原子被剥掉或部分剥

掉核外电子后的带正电荷的原子核，重离子通过大型粒

子加速器被加速成为重离子射线。作为高线性能量传

输 (LET)的电离辐射，重离子辐射在靶组织内有明显

的能量沉积峰(布拉格峰)和较高的相对生物学效应，因

此，在对正常组织影响较小的前提下对肿瘤细胞具有很

好的杀伤效果[1−2]。目前对于癌症的重离子治疗，虽然

其内在机制尚不完全明晰，但研究表明重离子对于癌症

细胞的杀灭与辐射诱导的肿瘤细胞凋亡密切相关[3−5]。

另外，重离子的生物学效应在径迹形成过程中由多个物

理参量共同决定，而且这些物理参量随离子入射深度的

改变而改变，因此明确重离子不同入射深度的生物学效

应对重离子肿瘤放疗方案的设计和优化有着重要的理论

和应用价值。然而到目前为止，关于重离子辐射生物效

应的深度分布的相关实验都是采用离体的细胞实验体系

完成的。离体培养的细胞所处的微环境和信号调控机制

都和个体内的细胞有很大的不同，并不能很好地模拟个

体对环境胁迫的生物学响应。因此在活体水平上研究重

离子辐射的生物效应及其在深度分布上的差异对理解重

离子辐射机理有着更重要的意义。

秀丽隐杆线虫 (Caenorhabditis elegans)属于线形

动物门、线虫纲动物，是一种在土壤中自由生活的杆状

蠕虫。线虫因其个体小 (成虫体长约为 1 mm)、生长周

期短、操作简单、易于观察、遗传背景清楚等特点被作

为良好的模式生物广泛应用于遗传与发育生物学、行为

与神经生物学、衰老与寿命、药物筛选等研究。同时，

秀丽隐杆线虫也被作为一个优良的活体动物模型广泛应

用于辐射生物学研究领域，并且在线虫上已经建立了多

个与肿瘤相关的组织研究模型，其中之一就是生殖细胞

凋亡模型[6]。线虫的生殖细胞对电离辐射非常敏感，经

常被用来研究辐射诱导的细胞凋亡。在正常生理条件

下，为维持生殖细胞的稳态，约 50%的处于有丝分裂的

生殖细胞会在发育过程中凋亡，这一过程称为“生理性

细胞凋亡”。环境胁迫能通过与生理性生殖细胞凋亡完

全不同的信号转导途径诱导生殖细胞的凋亡，而电离子

辐射主要通过P53相关的DNA损伤诱导的生殖细胞死

亡机制来诱导生殖细胞凋亡[7]。研究表明在线虫生殖腺

细胞内无论是生理性生殖细胞凋亡还是胁迫诱导的生殖

细胞凋亡，它们都是由 ced-9，ced-3和 ced-4组成的下

游核心凋亡途径介导的[8−10]。另外，线虫的许多基因
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和信号转导通路与高等动物，包括人，都有很高的同源

性，因此在线虫上获得的研究信息可以直接运用于高等

动物。

本研究主要使用兰州重离子研究装置HIRFL-

CSRe终端，利用线虫体积小的特点，设计特定的实

验，以辐射后生殖细胞凋亡作为生物学检测终点，研究

重离子细胞损伤的当代效应和子代效应 (基因组不稳定

性)，为重离子更好地应用于肿瘤放疗提供一些理论基

础。

2 实验材料和方法

2.1 线虫的培养和准备

实验所用线虫品系：N2 Bristol 野生型，购自美

国NIH资助的国际线虫种质中心 (CGC)。线虫培养

和同步化处理参照标准程序[11−12]。同步化具体过

程为：将怀卵成虫用M9洗下至 1.5 mL的EP管，待

线虫沉降后弃上清，再加M9至总体积为 0.7 mL，依

次加入 0.2 mL体积分数为 20%次氯酸钠，0.1 mL 5

mol/L的NaOH后颠倒混匀，2 ∼ 3 min震荡一次至

约 2/3的虫体裂解后，5 500 r/min离心 1 min，弃上

清，用 1 mL M9离心洗涤 3次，转移至含 3 mL M9的

一次性塑料培养皿 (直径为 35 mm)中，20 ℃孵化 24

h。辐照实验前线虫经过同步化处理并培养至L4期。

2.2 辐照

进行辐照实验时碳离子加速后能量为 350 MeV/u，

理论穿水深度为 205 mm，最大能量沉积位置为 204

mm(水介质)，束斑大小为 5 cm×5 cm。根据碳离子

的能量沉积曲线选择离子辐射的入口(即离子束照射

到实验材料时不经过任何遮挡，直接辐射在实验材料

上)，平均能量为 338.4 MeV/u，Trim程序模拟计算对

应LET为 3.702×10−3 MeV/mm，碳离子能量沉积的

坪区 (辐照时用 90 mm降能片遮挡使实验材料辐射位置

落在能量沉积的坪区位置)，平均能量为 241.7 MeV/u，

对应LET为：5.054×10−3 MeV/mm，以及用能量调

制器展宽[13]后宽度为 5 mm的峰区 (辐照时用 204 mm

降能片遮挡使实验材料辐射位置处于能量沉积的展

宽的峰区位置)，平均能量为 44.5 MeV/u，对应LET

为 2.388× 10−2 MeV/mm。降能片的厚度选择由人工

输入后系统自动控制，线虫培养皿直径为 35 mm，辐

照时敞口垂直于束流方向放置，同步化后培养到L4

期的线虫置于正对着束流方向的培养基表面接受辐

射，如图 1所示。辐照剂量为 10和 20 Gy，辐射剂量率

为 0.35 Gy/min 左右。入口和坪区辐照时 1 Gy对应的

粒子计数为 3.18×106，峰区辐照时 1 Gy对应粒子计数

为 1.06×106。

图 1 (在线彩图)碳离子线虫辐照示意图

坪区、峰区降能片厚度分别为 90 mm和 204 mm。

2.3 辐射当代线虫生殖腺细胞凋亡检测

对于辐射当代，在辐射完成后的 6，12和 24 h，进

行细胞凋亡的检测。细胞凋亡的测定参照Kelly等[14]的

实验流程。具体过程是将处理后的线虫置于 24 孔板内，

加人 500 µL含 1%的OP50的M9溶液，以 25 µg/mL

的吖啶橙染色 1 h，然后将虫体吸出并置于 35 mm含

有OP50的NGM培养皿上恢复 40 min，挑取线虫置于

滴加有 30 µL 20 mol/L的NaN3的载玻片中央，使用

奥林巴斯BX51荧光显微镜进行观察，凋亡的细胞呈亮

黄色或橙黄色，未凋亡的细胞呈现均匀的浅绿色[15]。

2.4 辐射子代线虫生殖细胞凋亡检测

部分辐射当代的线虫辐照后转移到新涂的OP50

NGM板上继续培养直至其产卵并在其开始产卵 12 h后

将成虫移除，待所产卵发育成为成虫后随机挑取一定数

量的个体检测生殖腺细胞的凋亡情况，剩余个体转移

至新的涂有OP50的NGM板上继续培养以待传代和检

测。

2.5 数据统计

每个辐照实验重复 3次，并且每次试验设置了 3个

平行组，每组平行样品进行凋亡检测的线虫量至少为 25

条， 3个平行试验结果统计后算得平均值，3次辐照实

验的平均值以Turkey多重比较检验对照和不同辐照能

量区域之间的差异，显著性水平为P < 0.05。

3 实验结果

3.1 重离子辐射诱导当代线虫生殖腺细胞凋亡

10和 20 Gy剂量碳离子辐射后，在 6，12和 24 h

时间点分别检测处于不同辐射区域 (入口、坪区和峰区)

的线虫的生殖细胞凋亡水平。如图 2所示，对于 10 Gy

的辐射处理组，尽管对照组的生殖细胞的凋亡水平随着

时间有一个上升的趋势，但是在这三个时间点之间并没

有显著的差异 (P > 0.05)。10 Gy碳离子辐射后，无论

是入口区、坪区和峰区的线虫相对于对照组其生殖细胞
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的凋亡水平都有明显的增加。在辐射后的 6和 12 h，坪

区和峰区的线虫生殖腺细胞凋亡水平明显高于入口区的

线虫。但是在辐射后的 24 h，入口、坪区和峰区的凋亡

水平并没有明显的不同。有趣的是，在辐射入口区和坪

区，线虫生殖细胞的凋亡水平随着辐射时间的推移而增

加，但是在峰区，辐射后 12 h凋亡水平就达到了最大

值。

图 2 10 Gy碳离子辐照后 6，12，24 h测得生殖腺细

胞凋亡数

* 表示与对照组比较差异有统计学意义 (P < 0.05)。

而对于 20 Gy的碳离子辐射，在辐射后的不同时间

点 (6，12和 24 h)处于不同辐射区的线虫其凋亡水平相

对于对照组都有明显的增加 (P < 0.05)，其中峰区辐照

后的线虫的生殖细胞凋亡水平最高，如图 3所示。然而

与 10 Gy辐射不同的是，生殖细胞的凋亡水平并不随着

辐射后时间的增加而增加，相反在辐射后的 24 h，生殖

细胞的凋亡水平与 6和 12 h相比却有下降的趋势。

图 3 20 Gy碳离子辐照后 6，12，24 h测得生殖腺细

胞凋亡数

* 表示与对照组比较差异有统计学意义 (P < 0.05)。

3.2 重离子辐射诱导的基因组不稳定性

研究表明，电离辐射不仅可以引起当代的辐射损

伤效应，而且这种损伤也可以通过基因组不稳定性

传递到后代[16]。因此本研究也检测了辐射后线虫F1、

F3和F5代的生殖细胞凋亡的情况。

实验结果如表 1所列，对于 10 Gy碳离子辐射，处

于三个辐射区的线虫的F1、F3和F5子代个体与对照

组相比生殖细胞的凋亡水平都有增加的趋势 (F1代坪区

除外)，但只有辐射峰区的线虫其子代生殖细胞凋亡与

对照相比有显著的增加。表 2所列，对于 20 Gy的碳离

子辐射，处于三个辐射区的虫子的F1、F3和F5子代

个体与对照组相比，生殖细胞凋亡水平也都有上升的趋

势。但是在F1代，只有受到坪区和峰区辐照的线虫的生

殖细胞凋亡水平与对照组相比有显著差异。而在F3代，

表 1 10 Gy碳离子辐照线虫诱导子代生殖腺细胞凋亡

代数 辐照能量区域 生殖腺细胞凋亡数目/个

F1 对照组 2.34±0.28

入口 2.83±0.35

坪区 2.42±0.63

峰区 3.18±0.41*

F2 对照组 2.28±0.41

入口 2.51±0.36

坪区 2.84±0.08

峰区 2.98±0.10*

F3 对照组 2.41±0.41

入口 2.90±0.31

坪区 3.10±0.37

峰区 3.63±0.39*

* 表示与对照组比较有统计高差异。

表 2 20 Gy碳离子辐照线虫诱导子代生殖腺细胞凋亡

代数 辐照能量区域 生殖腺细胞凋亡数目/个

F1 对照组 2.08±0.08

入口 2.56±0.48

坪区 2.54±0.09*

峰区 2.88±0.47*

F3 对照组 2.14±0.17

入口 2.84±0.33*

坪区 2.55±0.27

峰区 3.04±0.41*

F5 对照组 2.09±0.09

入口 2.76±0.14*

坪区 2.80±0.01*

峰区 2.95±0.06*

子代线虫培养到成虫后测定生殖腺细胞凋亡数目。所有数
据均为平均值±标准误，n = 25，*表示与对照组比较差异
有统计学意义 (P < 0.05)。
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入口和峰区辐照后线虫的生殖细胞凋亡水平与对照组相

组比有显著的增加。有趣的是，在F5代，入口、坪区

和峰区辐照后线虫的生殖细胞凋亡水平与对照组相比都

有显著的增加。从以上的数据分析可看出，当代线虫受

到的辐射剂量、所处的辐射能量沉积区域的不同，对基

因组不稳定性都有不同程度的诱导。

4 讨论

本研究主要使用碳离子辐射活体动物线虫，检测辐

射当代和辐射后代的生殖细胞凋亡的情况。对于当代，

较小剂量的碳离子辐射 (10 Gy)对生殖细胞凋亡的诱导

有一个明显的时间过程，特别是在入口和坪区，而相对

于较大剂量的碳离子辐射 (20 Gy)，线虫生殖细胞的凋

亡水平在第一个检测时间点 (辐射后 6 h)就达到了最大

的诱导值。这些结果表明活体线虫对不同剂量的碳离子

辐射在其当代有着不同的响应。线虫的生殖细胞的成熟

要经历有丝分裂、过渡时期和减数分裂这一渐进的过

程，而生殖细胞凋亡发生于较为靠后的减数分裂的粗线

期。参照线虫生殖细胞的发育过程，对于辐射后 6 h的

凋亡检测，生殖细胞凋亡主要来自处于粗线期本身的细

胞损伤，在这些效应细胞中，辐射损伤和辐射剂量应该

有一定的正相关性。而对于辐射后24 h的检测，在这个

时期内，前期的有丝分裂细胞已经进入到粗线期，因此

我们检测到的凋亡主要是前期有丝分裂细胞的DNA损

伤。对于 10 Gy的碳离子辐射，这些前期细胞对所处的

辐射区域(不同的径迹结构)并不敏感，而对于 20 Gy碳

离子辐射，辐射后 24 h生殖细胞的凋亡水平有下降的

趋势，表明大剂量的碳离子辐射可能对前期细胞有丝分

裂产生了抑制作用。

有趣的是，碳离子辐射的后代个体也表现出了一定

的生殖细胞凋亡水平的增加。对于 10 Gy的碳离子辐

射，只有在辐射的峰区的线虫其后代有生殖细胞凋亡水

平增加的现象，而对于 20 Gy的碳离子辐射，其子代生

殖细胞凋亡除了在F1、F3和F5代的峰区均明显地增

加外，其它两个区域 (入口和坪区)在F1、F3和F5代

并不稳定。重离子辐射在入口、坪区和峰区不但沉积的

辐射剂量不同，而且有不同的径迹结构。研究表明重离

子辐射的生物学效应和辐射离子的径迹结构是密切相关

的[17]。因此，在本研究中，10和 20 Gy碳离子辐射在

峰区对基因组不稳定性的稳定诱导，可能和峰区沉积的

剂量和径迹结构都是密切相关的。另外，对于 20 Gy的

碳离子辐射，处于辐射的入口和坪区的线虫在F1和F3

代生殖细胞的凋亡水平的增加并不稳定，而在F5代均

有明显地增加，表明辐射损伤通过基因组不稳定性在代

间的传递尽管是持续的，但并不是在每一代都有表现。

总体上，本研究使用碳离子辐射活体线虫研究了不

同剂量和能量沉积区域对辐射当代和后代线虫生殖腺细

胞凋亡的诱导情况，发现 10和 20 Gy碳离子辐射在三

个不同的辐照区域内均显著增加了辐射当代的线虫生殖

腺细胞的凋亡水平，并表现出一定的辐射区域和辐射剂

量依赖性。同时，辐射诱导的后代个体基因组不稳定性

也表现出一定的辐射区域和辐射剂量相关性。该工作可

为重离子辐射放疗和辐射防护提供一定的理论基础。
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Effects of Carbon Ion Irradiation on the Germ Cell
Apoptosis in Caenorhabditis Elegans

LIU Jialu，GUO Xiaoying，LI Qingqing，WANG Ting，BIAN Po，WU Lijun

(Key Laboratory of Ion Beam Bioengineering, Institute of Technical Biology and Agricultural Engineering

Hefei Institutes of Physical Science, Chinese Academy of Sciences, Hefei 230031, China )

Abstract: Heavy ion irradiation is a perfect means in radio-therapy due to its special depth dose distribution

and high relative biological effects. The biological effects of heavy ion irradiation are determined by some major

physical parameters, and vary along the tracks of heavy ions. Therefore, it is very significant for the tumor

radio-therapy to investigate the biological effects along whole range of heavy ion radiation. In the present study,

Caenorhabditis elegans, a model in vivo, was irradiated by carbon ion beams from HCRFL-CSRe, The level of

germ cell apoptosis of worms was used as a checking endpoint for DNA damage, the effects of carbon irradiation

located in the entrance, plateau and peak regions on the genomic instability of the irradiated worm and their

progeny were detected. The results showed that the 10 and 20 Gy of carbon ion radiations led to the increased

germ cell apoptosis in irradiated worms and these effects depend on the worm location along the range of carbon

ions and the irradiation dosage. The results also suggested that heavy ion irradiation induced the up-regulated

genomic instability in their progeny, and might be related to both the irradiation dose and the irradiated location.

Key words: Carbon ion irradiation; Caenorhabditis elegans; Germ cell apoptosis; genomic instability

Received date: 22 Mar. 2014； Revised date: 8 Apr. 2014

Foundation item: National Natural Science Foundation of China (U1332127); Open Research Program from Key Laboratory of

Heavy Ion Radiation Biology and Medicine Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences

Corresponding author: BIAN Po, E-mail: bianpo@ipp.ac.cn.


