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摘 要：研究了用传能线密度 125．5 keV／／~m的 C汁辐照小 鼠黑色素瘤、中国仓 鼠肺、人 的宫颈 

癌 、人的肝癌细胞的敏感性以及 DNA双链断裂和 DNA双链断裂片段分布，结果表 明细胞敏感性 

与 DNA双链 断裂之间没有一致的关系，提 出了细胞辐射敏感性的一种可能的分子机理，即 DNA 

序列敏感性位点协同 DNA双链断裂互补性机理．由此解释 了4种细胞 系的不同敏感性问题． 
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1 引言 

电离辐射哺乳动物细胞的敏感性依赖于许多因 

素，包括 DNA损伤(单链断裂 、双链断裂 、碱基或 

糖损伤、DNA一蛋 白质交联 ) 引、DNA修复 ]、 

细胞增殖率和周期不同时相 的细胞 比例[4 ]，以及 

DNA含量．已经证明，每一个因素对不同细胞的敏 

感性影响是不一样的，而且在某些情况下辐射敏感 

性与一个或更多的因素有关[6]．然而 ，有更多的证 

据表 明 DNA双链 断裂 (DSB)与 细胞 死亡 关 系最 为 

密切．最有力的证据来 自于啮齿类突变体的敏感性 

细胞的研究．许多被分离出的突变体与野生型的细 

胞系比较，这种敏感性的突变体具有 DNA双链断 

裂修复率低的特性[7 ]．比较有争议 的是 Radford 

提出的观点 ，认 为 DNA断裂的起始水平才是决定 

细胞死亡 的主要 原 因[9 ¨． 

对人的肿瘤细胞 ，人们描述 了 DNA断裂的起 

始量及其修复率这两个 因素．Mcmillian等[1 ]发现 

人体不同组织的肿瘤细胞 中，具有不同的 DNA双 

链断裂水平 ，而且在人 的肿瘤细胞敏感性和 DSB 

之间存在明显的统计学关系 引．Schwartz等 ] 

的结果表明，相对敏感的磷状癌细胞的 DSB修复 

率低，而且采用较新的更为敏感的脉冲场凝胶电泳 

(PFGE)得到了进一步证实[1引． 

然而，DSB产额和修复作为确定细胞辐射敏感 

性的两个因素遇到了困难 ，出现了一些相反或无相 

关性的结果：例如，近年来引起放射生物学界广泛 

重视的人类毛细血管扩张性共济失调症(AT)是对 

电离辐射高度敏感的一种疾病．来 tl AT病人的细 

胞在离体实验中表现出对电离辐射的致死效应及染 

色体断裂效应高度敏感性．然而，采用各种分析方 

法 ，其 中包括中性洗脱法[1 、中性琼脂糖梯度沉 

降法[2h ]及 脉冲场 凝胶 电泳法[2 ，均未 发 现 

AT细胞和正常细胞之间在 DSB和辐射敏感性关系 

上存在差异 ，尽管两种类型的细胞辐射敏感性有很 

大不同．同时，AT细胞和对照的成纤维细胞之间也 

没有发现存在 DNA双链断裂修复的区别(在 4。C 

下照射 30 Gy，然后在 37。C下修复 6 h)[2引．另外 ， 

辐射敏感 的 irs突变体修复 DSB与其母本 V79细 

胞几乎有相同的效率[26]等． 

可见 ，DSB产额及修复作为确定细胞辐射敏感 

性的两个因素是有其局限性的，因此，有理由认为 

还存在未被揭示细胞辐射敏感性的其它机制．鉴于 

此，我们最近对哺乳动物细胞辐射敏感性进行了实 

验研究 ，对其可能分子机制进行 了深入探讨．其 目 

的在于试图解决在用 DNA双链断裂量解释不同细 

胞具有不同辐射敏感性时所遇到的困难问题． 
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2 实验材料与方法 

2．1 细胞培养 

细胞 为 小 鼠黑 色 素 瘤 (B16)、人 的宫 颈癌 

(HeLa)、中 国仓 鼠肺 (V79)、人 的肝癌 (SMMC- 

7721)．前 3种细胞 由中国医学科学院肿瘤研究所 

提供 ，后 1种由上海第二军医大学提供．辐照前细 

胞用含 10 小牛血清的 RMPI一1640培养基(Gibco 

产品)于培养瓶中在 37。C，5 CO：培养箱中培养， 

每 2—3天传一代．辐照前一天，将细胞接种于 35 

mm的培养皿中培养 ，细胞浓度为 5×10‘／mL，临 

照射前吸出培养基 ，用 PBS冲洗一次 ，然后用经灭 

菌的 4／．tm厚 Mylar膜封 口，将其安装在辐照终端 

样品盘上． 

2．2 DNA样 品准 备 

培养 48 h后 ，胰酶消化，在离心机中以转速为 

1 500 r／min离心 5 min，从而 收集 细胞 ，用 PBS液 

清洗 3次并稀释至细胞浓度为 1×10 ／mL，然后将 

预热的等体积低熔 点琼脂糖 (1 ，pH8．0，Sigma 

产品 )加到细胞悬浮液中，这种混合液体在 4。C下 

被倒人制作胶块的模子中并冷却 1 h至凝固．凝固 

的胶块(直径 5 mm，厚度 2 mm)从模子中取出置于 

反应 液 (1 mg／mL蛋 白酶 K(Sigma产 品)，1 

SDS，0．5 mol／L EDTA，10 mmol／L Tris—HC1， 

pH8．0)中，50。C处理 48 h，然后用 TE(1 mmol／L 

EDTA，10 mmol／L Tris-HC1，pH8．0)洗涤 3次 ， 

加保存液(0．5 mol／L EDTA，pH8．0)在 4。C保存． 

2．3 辐 照 

细胞存活实验 碳离子 由兰州重离子加 速器 

(HIRFL)提供 ，初始能量为 50 MeV／u，经过降能 

吸收片后照射样品的能量为 14．54 MeV／u(在水 中 

LET为 125．5 keV／~m)，剂量为 0，0．5，1，1．5， 

2，3，4，5，6和 8 Gy；剂量率为 3 Gy／min． 

DSB DNA胶块 的辐照采用 50 MeV／u碳 离 

子的展宽峰区，其使用峰区宽度为 2．5 mm (取射 

程 2—4．5 mm的区域)，对应 的 LET在水中的数 

值为 79．96 keV／pm．HIRFL提供的剂量依次为 

0，10，20，30，40，50，60，70，80，90和 100 Gy， 

剂量率为 4 Gy／min．其它与细胞存活方法相同．辐 

照的胶块保存于 4。C 0．5 mol／L EDTA 中． 

细胞和 DNA胶块均由 50 mm×50 mm的束流 

辐照．剂 量和样 品更 换通 过微 机 自动完成 ，束 流辐 

照样品的剂量由空气电离室给出． 

2．4 细胞克 隆分析 

辐照后，细胞用胰酶消化，取少量样 品计数并 

稀释到适宜浓度 ，接种到培养皿( 60 mm)中，每皿 

加 4 mL培养液，于 37。C，CO：含量为 5 的培养 

箱中培养 8—12天取出，PBS冲洗 ，用卡诺液固定 ， 

Giemsa染色 ，统计大 于 50个细胞形成 的集 落数 ， 

每个实验点有 6皿样品重复． 

2．5 DSB产 额测量 

DSB产额的测量方法是倒转脉冲场凝胶电泳 

(FIGE)和荧光扫描．电泳时 ，用 TBE(89 mmol／L 

Tris—HC1，89 mmol／L硼酸 ，2．5 mmol／L EDTA， 

pH8．0)制备 0．8 琼脂糖 (华 美公 司产 品)凝胶 

(0．5 pg／mL溴乙锭)，将样 品块插入样品孔．凝胶 

大小为 13．5 cm×12．5 cm．以 0．5TBE为缓冲液， 

于 36 V，12。C左右，用 DF-4型交变脉冲电泳仪电 

泳 72 h．正反方向交替时间为 5：1．标准 DNA为 

Sacharomyces sereviae (大 小 为 225 kbp一2．2 

Mbp)． 

电泳完毕 ，照相，并用 CS-910型薄层扫描仪 

(Shimadzu)对凝胶进行荧光扫描，激发 波长为 254 

am，发射波长为 600 am．每一个实验点有 3个样 

品重复． 

2．6 DSB产额的计算 

令样 品块 中总 DNA 大小 为 S Mbp(兆 碱基 

对)，并用 PR代表从样 品块 中释放的 DNA百分 

比，则 DNA片段总长为 S×PR Mbp；设 DNA片 

段平均分子量为 T Mbp，则样品块中产生的 DNA 

片段数为 S×PR／T，故 DSBs(DNA双链 断裂数) 

为(S×PR)／(T一，z)，，z为样品块中染色体总条数． 

那么，DNA断裂水平(L)为(S×PR／T—n)／S．每 

个哺乳 动物 细胞 的 DNA 总长约 6 000 Mbp，而染 

色体条数在 40左右(正常人 的体细胞染色体 为 46 

条，小鼠为 40条)，故 n／S~O，则 

L 一 ． (1) 
上 

由该公式计算得到 L与剂量之间一般存 在较好的 

线性关系，由此求拟合直线的斜率就是 DNA双链 

断裂产额． 
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3 实验结果 

3．I 细胞存 活和 DSB 

图 1是 B16，HeLa，V79，SMMC-7721的细胞 

存活曲线．根据细胞存活率从低到高的顺序排列， 

它们依次是 BI6，V79，HeLa和 SMMC-7721，对 

应的半致死剂量 D。。分别是 0．74，1．7O，1．87和 

3．85 Gy．换句话说，低存活率 的细胞 系具有高的 

辐射敏感性．例如，BI6细胞系具有最高的辐射敏 

感性．其次为 V79细胞系 ，第 3为 HeLa细胞系， 

最后为 SMMC-7721细胞系． 

Dose／Gy · 

图 1 125．5 keV／~m ” 离子辐照 4种哺乳动物细胞的存 

活曲线 

△ BI6，口 HeLa，O SMM C-7721，v V79． 

图 2为 L(DSBs／Mbp)与辐照剂量的关系．从 

图 2可以求得 BI6，SMMC-7721，HeLa和 V79细 

胞的 DSB产额分别是 O．4O，O．69，O．82和 O．98． 

I 
o． 

∞ 
C0 

Q 

l0 

Dose／Gy 

图 2 79．96 keY／ m ” 离子辐照 4种脱蛋 白 DSB 

Yield／(DSBa 100 Mbp一 ·Gy- )I口 BI6 0．404，O HeLa 

0．824，△ SMM C-7721 0．689，v V79 0．984． 

3．2 细胞敏 感性与 DNA双链断 裂水 平间的相关性 

如图 3所示 ，当 3种细胞 SMMC-7721，HeLa 

和 V79的敏感性依次增加时，它们 的 L也依次增 

加．但是，当从较敏感的 V79细胞继续向更高敏感 

的 BI6细胞变化时，反而出现 L的倒转变化．这个 

结果表明，细胞敏感性与 L之间不存在线性关系． 

可能还存在未被解释的新机制． 

昌 

苫 

7721 

口 

Molecular weight／kbp 

图 4 79．96 keY／ m ” 离子 10 Gy辐照 DNA分子双链 

断裂的荧光密度扫描迹线 

一H。 0．H。A 00．【南∞∞Q一＼勺一 — ∞∞ 
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分子优先断裂 ，因此 ，DNA分子存在敏感的碱基序 

列，称为敏感位点．B16 DNA 的峰面积 (24．22 ) 

大于 V79 DNA的峰面积(i0．31 )．这意味着 B16 

DNA 比V79 DNA有更敏感位点，因此 B16细胞比 

V79细胞具有更高的辐射敏感性．比较 V79，HeLa 

和 SMMC-7721细 胞 ，发 现 HeLa和 SMMC-7721 

两种细胞系没有 DSB的片段峰，而 V79细胞却存 

在这样 的峰；表明 V79存在 DSB敏感 区域，即敏 

感位点，这可能是 V79敏感性较高的原因之一．最 

后通过 DNA双链 断裂产额(见 图 3)比较 HeLa和 

SMMC-7721细 胞 ，得 到 HeLa细胞 比 SMMC-7721 

细胞具有较高的敏感性． 

4 讨论 

在本项研究中，提 出了“DNA序列敏感性位点 

协同 DNA双链断裂互补性机理”的观点．应用这一 

观点成功地解释了仅 由 DNA双链断裂观点难 以解 

释细胞辐射敏感性的机理 问题．实际上，该观点是 

DNA双链断裂观点的更为深层次 的发展——DNA 

序列敏感性位点．它是上述两个 因素的统一体 ，缺 

一 不可；其中“DNA序列敏感性位点”起主导地位， 

而“DNA双链断裂”处于从属地位． 

在 DNA 双链断裂实验 中，采 用 了脱蛋 白的 

DNA分子并且在室温下进行辐照，以便消除在辐 

照过程中和停照后 的一段时间来 自细胞修复因素的 

影响．为了达到 同样的 目的，以前 的研究方法是 ： 

在辐照前将细胞放在冰上至少冷却 30 rain，然后在 

冰上辐照；辐照后立刻将培养基吸出并加入 4。C的 

PBS，以阻止 DNA双链断裂修复[1钆。引． 

可以推知，来 自不 同组织结构的 DNA分子尽 

管其碱基排列不清楚 ，但它们具有不同的 DNA序 

列 ，特别是人类细胞和啮齿类细胞之间尤其如此． 

如图 4所 示 ，来 自于 B16，SMMC-7721，V79和 

HeLa细胞的 4种不同的 DNA分子表现出两组不 

同的 DSB分 布．一 组 为 BI6和 V79，均 呈 现 出 

DNA片段峰 ，即 DNA 双链 断裂 片 段 的 非 随机 分 

布；另一组 为 SMMC-7721和 HeLa，都没有出现 

DNA 片段 峰 ，换句话 说 ，都 出现 了 DSB片段 的随 

机分布．显然，上述两组 的区别 是 由人类 细胞 系 

(HeLa，SMMC-7721)和鼠类细胞系(B16，V79)的 

明显差异造成的．从而 ，在 DNA分子水平上证实 

了人类细胞系与 鼠类细胞系 的不同；同时得 出结 

论，DNA双链断裂片段分布与 DNA序列有关． 

最近有关紫外线辐照嘧啶二聚体的研究报道 

了人类 DNA分子中碱基序列的敏感顺序为 T-T． 

T．C．A> T．T．C．A> T—T—G L2"，这证 明了敏感 

位点的存在．另外 ，我们还给 出了敏感位点产生的 

机理 ，认为离子沉积的能量引起 DNA分子化学键 

振动并沿着 DNA链将这种振动直接或间接传递， 

所以相对弱的键优先断裂 ，在 DNA分子上形成敏 

感 位点． 

图 4中 79．96 keV／ m C卧离子 10 Gy照射 

后 ，B16，V79 DNA 分子分别在 1．2和 1．1 Mbp处 

出现 DSB片段峰 (即敏感位点)；而 60 Gy辐照时 

(图 5)，B16和 V79的 DSB片段峰(即敏感位点)不 

在 l-2和 1．1 Mbp处，却出现了较大和较小的 DSB 

片段峰，这是 因为较大剂量照射会 导致较小 DSB 

片段量增加 ，即 出现较小 的 DSB片段峰 ，以及不 敏 

感的较高分子量的 DNA分子在高剂量照射时开始 

断裂，即出现较大的 DSB片段峰．因此给出了不同 

剂量照射时，敏感位点不同的定性解释． 

∞  

矗 
∞  

矗 
H  

C-772l 

口 

Molecular weight／kbp 

图 5 79．96 keV／~m C”离 子 60 Gy辐 照 DNA 分 子 双 链 

断裂的荧光密度扫描迹线 

人 的细胞 系(SMMC-7721，HeLa)没有 DSB片 

段峰 (见 图 4)，这 表 明 SMMC一7721和 HeLa的 

DNA分子在 i0 Gy辐照时没有敏感位点产生，所 
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以它们的敏感性低 于鼠类细胞 系(B16，V79)；然 

而，当人细胞系的 DNA 分子被 60 Gy辐照时，却 

产生了明显的 DSB片段峰，即敏感位点 (见图 5)； 

因此 ，DNA敏感位点的产生依赖于辐照剂量．我们 

注意到，超剂量辐射会在细胞敏感性与 DNA序列 
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A Possible M olecular M echanism of Radi0sensitiVity 

in M ammalian Cells Exposed to Heavy Ions| 

LI Wer卜jian，ZH0U Guang—ming，W EI Zeng-quan，WANG Ju-fang 
● 

LI Qiang，DANG Bing—rong。XIE Hong-mei 

(Institute oy Modern Physics’Chinese Academy of Sciences，Lnnzhou 730000，China) 

Abstract：Four types of cells，melanoma B16，cervical squamous carcinima HeLa，Chinese hamster V79 

and hepatoma SMMC-7721，were irradiated by 125．5 keV／／~m carbon ions．Celullar sensitivities to irradia- 

tion indicated by D5o，DNA double strand break (DSB)and distribution of DSB fragments expressed by 

molecular weight are studied． The results show that there iS not a consistent relationship between cellular 

sensitivity and DNA DSB induction，a possible molecular mechanism of radiosensitivity which is defined as 

“

a complementary mechanism of DNA sequence sensitive sites in cooperation with DNA DSB induction”is 

proposed．It gives a possible explanation of different sensitivity in four types of cell lines． 

1 Y words：heavy ion；mammalian cell；radiosensitivity；mechanism 
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