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真空、低能离子注入对人宫颈癌（犎犲犔犪）细胞中

狆５３及犮犳狅狊犿犚犖犃的表达影响


张凤秋，方华圣，押辉远，秦广雍

（郑州大学物理工程学院，河南 郑州４５００５２）

摘　要：在具有高效护水功能石蜡油的保护下进行了人宫颈癌细胞（ＨｅＬａ细胞）的低能离子注入及

真空处理，用荧光定量ＰＣＲ的方法分别研究了真空和３０ｋｅＶＮ＋的不同注入剂量下，细胞中狆５３基

因和犮犳狅狊基因的ｍＲＮＡ表达变化。结果表明，上述两个基因的表达与真空及低能离子注入之间存

在着剂量关系。
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１　引言

自然界的粒子辐射，无论是天然的还是人工

的，总有部分离子注入到人体细胞内，引起细胞的

损伤和突变。但是，低能离子对动物细胞的影响研

究一直鲜有文献报道，原因在于实验需要在真空中

进行，而动物细胞对真空的耐受力极低，在没有任

何保护措施下无法进行低能离子注入的研究。

２００２年，冯慧云等
［１］报道选用甘油作为真空保护

剂，研究了不同浓度和处理时间条件下，甘油对细

胞在真空中的保护作用，开创了动物细胞离子注入

研究的先河，但真空后细胞的存活率并不乐观。

石蜡油具有低致敏性及良好的封闭性、及有效

的阻隔水分蒸发的作用［２］。研究人员尝试利用石蜡

油高效护水的作用，将其应用于动物细胞的保护，

以提高动物细胞在真空中处理后的存活率，为低能

离子束应用于动物细胞的研究奠定了基础。实验结

果表明在石蜡油的保护下，单纯真空处理１０′３６″

的ＨｅＬａ细胞（即离子注入１×１０１６ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空

对照样品）７５％以上能够存活，保护效果明显
［３］。

最近研究人员又报道：真空和低能离子注入均可引

起动物细胞的凋亡，但离子注入所引起的细胞凋亡

要远远大于真空所引起的，而真空的主要作用是引

起细胞坏死；另外还证明细胞的凋亡率随着注入剂

量的增加而增加［４］。

随着分子生物学的迅猛发展，已有大量研究结

果证实辐射能影响细胞内一系列基因表达的变化，

使某些基因表达上调、下调或关闭，还可能诱导产

生新基因。

本实验在上述报道的基础上，分别研究了在真

空和不同注入剂量处理下，细胞内狆５３和犮犳狅狊基因

的ｍＲＮＡ相对表达，为进一步探索低能离子束对动

物细胞内基因表达的影响机制奠定了基础。

２　 材料与方法

２．１　细胞培养

ＨｅＬａ细胞接种于６０ｍｍ玻璃培养皿中（接种

密度为１×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌ），在含有１０％的胎牛血清

（Ｈｙｃｌｏｎｅ，ＵＳＡ）和２５μｇ／ｍｌ硫酸庆大霉素的ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基（ＧＩＢＣＯ，ＵＳＡ）中于３７℃，５％ＣＯ２

和饱和湿度条件下培养过夜。

２．２　样品的石蜡油保护处理

培养过夜的ＨｅＬａ细胞经过石蜡油（ＳＩＧＭＡＬｏｔ

２１ｋ００３０）浸泡保护后
［３］，弃掉石蜡油，进行抽真空

和离子注入处理。`

２．３　离子注入

实验是在郑州大学的Ｔｉｔａｎ脉冲式全元素离子
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源注入机上进行的，脉冲式注入 Ｎ＋，束流为３０

μＡ，频率为２５Ｈｚ，脉冲宽度为４００μｓ，真空度约

为５×１０－２Ｐａ，注入能量为３０ｋｅＶ （参照低能离子

束诱变微生物时的仪器条件）。实验样品放在离子

注入机的无菌微环境小靶室内，可保证无菌条件。

注入剂量分别为５×１０１４和２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２。各注

入样品的真空对照是指与注入样品同样经过石蜡油

的预处理，同时进出靶室进行抽真空但不接受离子

注入的样品。

２．４　细胞总犚犖犃提取

分别将实验组细胞和对照组细胞溶解在ＴＲ

Ｉｚｏｌ试剂中（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ），按照ＴＲＩｚｏｌ试剂的

说明书进行细胞总ＲＮＡ的提取。

２．５　犚犖犃样品反转录

利用ＴａＫａＲａ的反转录试剂盒（ＥｘＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴ

ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ）将提取到的细胞总ＲＮＡ反转录，反转

录体系按照反转录试剂盒操作说明进行。

反转录反应条件如下：混匀离心３－５ｓ，４２

℃反应１５ｍｉｎ，９５℃反应２ｍｉｎ，最后２５℃孵育２

ｍｉｎ，得到ｃＤＮＡ，－２０℃下保存。

２．６　实时荧光定量犘犆犚分析

本研究中的实时荧光定量ＰＣＲ采用的是ＴａＫａ

Ｒａ的ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ试剂盒。ＰＣＲ反应

是由ＣｏｒｂｅｔｔＲｅｓｅａｒｃｈＲｏｔｏｒＧｅｎｅ２０００型实时定

量ＰＣＲ仪进行，并由 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅＲｅａｌＴｉｍｅ软件给

出分析结果。用实时荧光定量ＰＣＲ方法做基因表达

量分析时，需要对目的基因和管家基因进行定量。

管家基因作为参比基因对样品进行归一化处理，然

后再对不同样品之间的目的基因表达量进行比较。

本实验选 用ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ

ｇｅｎａｓｅ（犌犃犘犇犎）即葡萄糖醛酸脱氢酶作为实时定

量ＰＣＲ实验的管家基因。用于实时荧光定量ＰＣＲ的

引物（犌犃犘犇犎，狆５３，犮犳狅狊）序列如表１所示。

表１　 用于实时荧光定量犘犆犚分析的基因名称及其引物序列

基因名称
引　物　序　列

上游（５’ｔｏ３’） 下游（５’ｔｏ３’）
扩增片断长度

ＧＡＰＤＨ ＴＣＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＣＡＧＧ ＣＴＣＴＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣ ３４６

狆５３ ＴＧＣＣＣＡＡＣＡＡＣＡＣＣＡＧＣＴＣ ＣＣＡＡＧＧＣＣＴＣＡＴＴＣＡＧＣＴＣＴＣ １２３

犮犳狅狊 ＣＴＣＧＧＧＣＴＴＣＡＡＣＧＣＡＧＡＣＴＡ ＧＧＡＡＴＧＡＡＧＴＴＧＧＣＡＣＴＧＧＡＧＡＣ １７７

　　ＰＣＲ反应 体 系 完 全 参 照ＴａＫａＲａ的Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ试剂盒说明书进行，混匀离心３—

５ｓ，将ＰＣＲ反应管放入实时定量ＰＣＲ反应系统中进

行反应。扩增反应程序如下：（１）９５℃１０ｓ进行一

个反应；（２）９５℃反应５ｓ，６０℃反应３２ｓ，共进

行４０个循环。序列分析软件根据仪器探测的荧光信

号给出每个反应管的扩增曲线以及融解曲线。

２．７　统计学处理

所有统计由ｓｐｓｓ１３．０软件完成。

３　结果与分析

本实验采用实时荧光定量ＰＣＲ的方法分别将空

白对照样品、石蜡油保护样品、注入５×１０１４ｉｏｎｓ／

ｃｍ２样品，注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品、

注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品、注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２

的真空对照样品进行基因表达量的分析。

为了保证实验的顺利进行，在进行实时荧光

定量ＰＣＲ反应之前，有目的地验证ｃＤＮＡ质量，即以

图１ 不同处理后的细胞ｃＤＮＡ经ＰＣＲ扩增反应后（引物均

为犌犃犘犇犎）电泳结果

１ＤＮＡ ｍａｒｋ，２—４空白对照样品，５—７石蜡油保护样品，

８—１０注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品，１１—１３注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２

的真空对照样品，１４—１６注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品，１７—１９注

入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品。

ｃＤＮＡ为模板，ＧＡＰＤＨ为引物进行了常规的ＰＣＲ

扩增，反应条件完全同之后的实时荧光定量 ＰＣＲ，
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ＰＣＲ后进行琼脂糖电泳，观察扩增条带。结果如

图１所示：所有泳道的条带均清晰可见（每个处理独

立重复３次），说明ＲＮＡ提取过程没有问题，反转录

的ｃＤＮＡ合成效果较好，可以用于实时荧光定

量ＰＣＲ反应。

实时荧光定量ＰＣＲ反应进行到４０个循环后，仪

器软件给出反应的融解曲线和扩增曲线（见图２和

图３）。结果显示：扩增到的样品融解曲线一致性好，

表明引物设计较好，没有二聚体出现，即实时定

量ＰＣＲ的结果可信。

图２ 管家基因ＧＡＰＤＨ的扩增曲线和融解曲线

图３ 目的基因犮犳狅狊和狆５３的扩增曲线和融解曲线

　　根据实时荧光定量ＰＣＲ反应后仪器软件给出

的Ｃｔ值，用严格比较Ｃｔ值（ΔΔＣｔ）
［５］的方法计算了

不同处理前后的基因表达变化，计算公式为Ｆｏｌｄ

ｃｈａｎｇｅ＝２
－ΔΔＣｔ，其意义是：实验组目的基因的表

达相对于对照组的变化倍数。此处的ΔΔＣｔ＝［Ｃｔ

ＧＩ（未知样品）］－ＣｔＧＡＰＤＨ（未知 样 品）］－［Ｃｔ

ＧＩ（对照样品）－ＣｔＧＡＰＤＨ（对照样品）］。结果（见

图４）表明：犮犳狅狊基因和狆５３基因表达均与实验处理

有一定的关系，其中真空对细胞基因表达的影响要

多于注入的影响。另外，犮犳狅狊基因和狆５３基因都在

注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品中表达量急

剧增加，而在注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品及其相应的

真空对照样品中，表达量又大幅减少。

单因素方差分析（表２）结果显示：（１）犮犳狅狊基

因在注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品中，基因

表达增加较多，即与其他处理结果相比较差异显

著。除此之外的各处理样品间，基因表达差异均不

显著。（２）狆５３基因除了在注入２×１０
１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２的
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样品及真空对照样品间的基因表达量差异不显著 外，其他处理样品间的基因表达结果均差异显著。

图４ 不同处理后犮犳狅狊和狆５３的基因表达变化（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）

１石蜡油保护样品，２注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品，３注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品，４注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品，５注入２×１０１５

ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品。

表２　 不同处理间的基因表达差异显著性分析

　　　　　　　相互比较的不同样品 Ｓｉｇ．犮犳狅狊 Ｓｉｇ．狆５３

石蜡油保护样品—注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品 ０．９４５ ０．０２２ａ

石蜡油保护样品—注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品 ０．０００ｂ ０．０００ｂ

石蜡油保护样品—注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品 ０．４６２ ０．０００ｂ

石蜡油保护样品—注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品 ０．５３２ ０．０００ｂ

注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品—注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品 ０．０００ｂ ０．０００ｂ

注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品—注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品 ０．１８８ ０．１４３

注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品—注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品 ０．４２９ ０．０２７ａ

注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品—注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照品 ０．０００ｂ ０．０００ｂ

　　　　　　　　 ａ犘＜０．０５，ｂ犘＜０．０１。

４　讨论

近年来，即刻早基因研究较为热门，认为即刻

早基因的表达与细胞凋亡关系十分密切，是细胞凋

亡起始信号与细胞执行自杀的中间环节［６］。原癌基

因犮犳狅狊属即刻早期应答基因（ＩＥＧ）之一，其编码

蛋白是真核细胞内重要的转录因子，可诱导下游报

道基因ｍＲＮＡ的转录和蛋白表达，参与细胞增殖和

凋亡调控。其作用原理为：犮犳狅狊蛋白通过形成碱性

亮 氨 酸 拉 链 与 另 一 转 录 因 子ｃＪｕｎ蛋 白 以

ｃＦｏｓ／ｃＪｕｎ杂 合 二 聚 体 形 式 构 成 活 化 蛋 白

１（ＡＰ１），参与细胞增殖和凋亡动态平衡的调

控［７，８］。

在本研究中，实验的真空条件刺激了细胞中

的犮犳狅狊基因，所以在注入５×１０
１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空

对照样品中 ，犮犳狅狊基因的表达量迅速明显上调。

然而，在注入２×０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品及其相应的真空

对照样品中，因其作用时间变长，犮犳狅狊基因不再表

现瞬间表达作用，逐渐恢复正常表达。此外，发现

真空对犮犳狅狊基因表达的影响大于注入（见图４），说

明犮犳狅狊基因的表达变化与真空环境的刺激作用有

着密切的关系。

狆５３基因编码的蛋白分野生型和突变型两种。

其野生型蛋白与细胞周期的调控、ＤＮＡ修复、细胞

凋亡等重要生物学功能有关，诱导ＤＮＡ损伤的细胞

或损伤不能修复的细胞凋亡，从而保证基因组的稳

定性。野生型狆５３基因对犮犳狅狊基因有抑制转录活性

作用。突变的Ｐ５３蛋白的积聚增强了细胞分裂和增

生能力，对犮犳狅狊基因转录活性抑制作用的减弱
［９］。

因此，在注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品中，

基因狆５３的表达量增加，基因犮犳狅狊表达量理应降

低，但因为低能离子注入中的真空条件，使得犮

犳狅狊基因在真空刺激下主要表现为早应答作用，即

表达量增加。

低能离子注入动物细胞的凋亡研究［４］显示，细

胞的凋亡率随着注入剂量的增大而增加，且离子注
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入时所引起的细胞凋亡要多于真空时的情形。在本

研究中调查的狆５３基因，在注入５×１０
１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的

真空对照样品中表达量上升，但在注入５×１０１４

ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品和注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品中表达

量较低，说明了低能离子注入的细胞凋亡并非通

过狆５３途径，而是由Ｆａｓ或Ｂａｘ等引起。其原因有待

于进一步实验证实。

本文中犮犳狅狊基因和狆５３基因有着相同的变化特

点，即真空对基因表达变化的影响要超过离子注入

的影响，其原因可能是注入的离子与细胞内某些物

质发生了反应，当然也有可能是注入的离子破坏了

细胞的应急能力，使得注入时的基因表达变化低于

真空，其真正的原因还需要进一步的研究来确定。

另外从图４中还发现：犮犳狅狊基因和狆５３基因都

在注入５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品中表达急

剧增加，而在注入２×１０１５ｉｏｎｓ／ｃｍ２样品及其相应的

真空对照样品中，基因表达量大幅减少。统计分析

中也可以发现，该处理下的基因表达变化同其他处

理时的表达结果比较均差异显著。上述结果表明，

细胞在真空靶室中的时间很重要，注入５×１０１４

ｉｏｎｓ／ｃｍ２的真空对照样品内部基因可能发生着一系

列重要的变化。根据报道在此真空处理下细胞的存

活率仍然为８０％以上
［３］，所以在今后的研究中应围

绕该剂量点展开研究，以确定离子注入中真空环境

对生物样品的影响，为进一步证明低能离子注入生

物样品的作用机理奠定基础。
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