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摘要: 虽然重离子束治癌已经被证明有着射程精确、入口坪区剂量小、相对生物学效应高等显著优点，但重

离子辐照对肿瘤干细胞所产生的辐射生物学效应特性依旧不明确。本研究使用人源神经胶质瘤干细胞来研究

在面对肿瘤干细胞时，重离子相对于传统X射线是否有明显的生物学优势。实验结果证明，在神经胶质瘤干

细胞中，2 Gy碳离子造成的DNA损伤的修复率比X射线造成的损伤修复率要低；MTT实验则证明经过碳

离子辐照的肿瘤干细胞活力要比X射线辐照的肿瘤干细胞低得多。综上所述，面对神经胶质瘤干细胞，碳离

子能更有效地靶向肿瘤干细胞从而相对于传统X射线有明显的生物学优势。这些发现对于更好地理解重离子

束治癌相关的生物学效应有重要的作用。
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1 引言

带电重离子束 (HI)所拥有的倒转剂量深度分布特

性和布拉格峰 (Bragg peak)后剂量的急剧下降，可以

使重离子更加精确地投射到肿瘤区域[1]。也正因为如

此，肿瘤周围的健康组织接收到的剂量也远低于常规

光子放疗，比如X射线。使用重离子放疗，除了有剂

量上的优势，还有生物学上的优势。已经证实高传能

线密度 (LET)的碳离子辐射相比于常规的低LET的光

子，拥有更高的相对生物学效应 (RBE)，因而在诱导肿

瘤细胞DNA损伤、细胞周期阻滞和细胞凋亡上更加有

效[2−4]。因此碳离子即使在有辐射抗性的肿瘤上仍然具

有高致死性 (相对于X射线来说)[5−7]。目前，碳离子放

疗已被批准用于几种特定类型的癌症，比如黑色素瘤、

脊索瘤和神经胶质瘤等[8]。

神经胶质瘤是颅内中枢神经系统最常见的原发

性肿瘤，发生于神经外胚层，约占所有原发颅内肿瘤

的 28%，占恶性肿瘤的 80%[9, 10]。神经胶质瘤具有侵

袭性生长、复发率高、肿瘤所在位置特殊、手术难以完

全切除等特点。目前，手术、常规放疗、化疗等疗法的

疗效总体来说仍不能令人满意。前期手术尽可能切除

肿瘤，术后常辅以常规放疗和或化疗，但复发率仍然极

高[11−14]。

近年来神经胶质瘤干细胞 (glioma stem cell)的发

现、成功分离并证实其存在是对神经胶质瘤研究的重大

突破，对神经胶质瘤的形成、生长、浸润、转移、复发

和治疗敏感性起了决定性作用[15]。神经胶质瘤干细胞

是肿瘤干细胞 (cancer stem cell)的一种，肿瘤干细胞是

存在于实体瘤中少数干细胞样的细胞，具有无限增殖、

自我更新、多向分化的潜能和极高的成瘤性[16]。肿瘤

干细胞通过维持自我更新、增殖和分化间的平衡来维持

肿瘤生长，表现则为神经胶质瘤的生长、转移速度和侵

袭能力。肿瘤干细胞虽然只占神经胶质瘤细胞的极少

数，但它却是神经胶质瘤形成和复发的最根本原因[17]。

肿瘤干细胞假说认为肿瘤干细胞具有较强的治疗抗性，

可以形成原发肿瘤，并且在大部分肿瘤被切除后，仍然

可以再次形成肿瘤[18]。在肿瘤学研究中，肿瘤干细胞

因为有成为辐射治癌靶向因子的潜力，所以此方向的研

究越来越受到大家的关注[19]。

在本文中，我们使用人源神经胶质瘤干细胞来研究

在面对神经胶质瘤肿瘤干细胞时，重离子相对于传统X

射线是否有明显的生物学优势。该研究结果也许能为重
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离子束治疗神经胶质瘤在未来的应用提供一个有力的支

持。

2 材料与方法

2.1 细胞培养

62#神经胶质瘤干细胞由中国科学院昆明动物研究

所的赵旭东研究员赠与。此细胞系由病人脑中的神经胶

质瘤组织原代培养而来。

62#神经胶质瘤干细胞使用无血清的DMEM/F12

培 养 基 (Gibco， Life Technologies， NY， USA)配

合B-27血清类似物 (Gibco，Life Technologies，NY，

USA)在 5%CO2 的 37 ℃培养箱中培养。另外添加 20

ng/mL的上表皮生长因子 (EGF，Pepro Tech，Rocky

Hill，NJ，USA)和 20 ng/mL的间形成纤维细胞生长

因子 (bFGF，Pepro Tech，Rocky Hill，NJ，USA)。

消化 62#神经胶质瘤干细胞时使用TrpyLE Ex-

press重组酶 (Gibco，Life Technologies，NY，USA)，

而不是传统胰酶。在种细胞前，为了使此细胞更好地贴

壁，所有的培养皿、培养瓶或培养板要先用Laminin蛋

白 (Sigma，St.Louis，MO，USA )处理 2 h。

2.2 X射线辐照

辐照 62#神经胶质瘤干细胞时使用的传统X

射线由Faxitron 公司的RX-650(Faxitron Bioptics，

Lincolnshire，IL，USA)X射线机产生。辐照时管电

压为60 kVp，管电流为5 mA，室温。剂量计测定的X

射线剂量为0.46 Gy/min。62#神经胶质瘤干细胞用X

射线分别辐照, 1, 2, 3, 4 Gy。

2.3 重离子辐照

62#神经胶质瘤干细胞用碳离子分别辐照，1, 2, 3,

4 Gy。碳离子由兰州重离子研究装置 (HIRFL)产生。

碳离子的初始能量为 165 MeV/u，经过计算，射线坪区

的LET是 17.96 keV/µm，峰区的LET是 80 keV/µm。

照射细胞时使用碳离子射线坪区进行照射。

2.4 53BP1和XRCC1 foci实验

经过辐照的细胞，先使用 4% 的多聚甲醛固

定 10 min，然后在−20 ℃用甲醇浸泡透明 5 min，

随后用 5% 的脱脂牛奶封闭 1 h，然后使用兔源

抗 53BP1抗体 (Upstate Biotechnology，Lake Placid，

NY，USA)或者鼠源抗XRCC1抗体 (Upstate Biotech-

nology，Lake Placid，NY，USA)杂交 2 h。结合上

的抗体，使用Alexa Fluor 594 抗兔抗体 (Molecular

Probes，Eugene，OR，USA)或者Alexa Fluor 488

抗鼠抗体 (Molecular Probes，Eugene，OR，USA)进

行显色，细胞核使用DAPI (PharMingen，San Jose，

CA，USA)进行复染。贴片使用蔡司LSM700共聚焦激

光扫描显微镜 (Zeiss，Jena，Germany)进行观察和拍

照。每个样品最少统计 100个细胞，并计算每个细胞的

平均 foci数量。

2.5 MTT实验

收集未经过辐照的对数期细胞，对细胞进行计数

并调整细胞悬液浓度，在 96孔板每孔加入 200 µL细

胞悬液，铺板细胞密度为 2 000个/孔，(边缘孔加 200

µL无菌PBS进行保湿)。之后将培养板置于培养箱中

直到细胞单层铺满 70%孔底，随后对培养板依照剂量

梯度进行, 1, 2, 3, 4 Gy的碳离子和X射线照射，每组

设10个复孔。照射过的培养板继续在培养箱内培养，并

在显微镜下观察细胞生长情况。在第 24 ∼ 48 h，对照

组细胞将要长满的时候，每孔加入 5 mg/mL的MTT

溶液，继续培养 4 h后终止培养，吸去培养液，每孔

加入 150 µL的DMSO(同时设立只有DMSO的Blank

组)，摇床震荡 10 min 以使结晶物充分溶解。之后

使用 Infinite m200 pro酶标仪 (TECAN，Mannedorf，

Switzerland)检测OD490和OD630的值。所有组别使

用OD490的值减去OD630的值，并减去用Blank组值

校准，最后用Ctrl组结果进行归一。

2.6 统计

所有实验均最少独立重复3次。所有数据均用平均

值±标准误差来表示。数据相关性分析使用 t检验来表

示，P 值小于 0.05被视为在统计学上有显著差异。

3 结果

3.1 碳离子产生的DNA损伤的修复率低于X射线

产生的DNA损伤的修复率

我们用X射线和碳离子对细胞进行辐照并在不同时

间点取样，做了免疫荧光实验，来观察不同辐射对肿瘤

干细胞DNA单链损伤和双链损伤的不同效应。从结果

可以看出 (图 1(a))，两种辐射对肿瘤干细胞双链断裂的

初始产额上，X射线要远多于碳离子，但随着时间推

移，X射线产生双链断裂的修复和碳离子产生的双链断

裂的缓慢增加，这种差距越来越小，到 6 h碳离子产生

的 foci数就超过了X射线的 foci数。由此我们计算了双

链断裂的修复率 (图 1(b))，碳离子造成的双链断裂的修

复率要显著低于X射线造成的双链断裂的修复率。在单

链断裂上，辐射对细胞造成的绝对 foci产额上 (图 1(c))

依旧是X射线明显超过碳离子，但随时间推移，单链断
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裂修复，这种差距越来越小，直到 24 h二者几乎一样。

经过计算 (图 1(d))，单链断裂的修复率上，24 h的时候

碳离子造成的损伤的修复率要显著低于X射线造成的损

伤的修复率。

图 1 碳离子产生的DNA损伤的修复率低于X射线产生的DNA损伤的修复率

(a) 为 62#神经胶质瘤干细胞被 2 Gy碳离子和X射线照射后在不同时间点的 53BP1蛋白结合情况，用来间接表征DNA双

链断裂情况；(b) 为经过计算的DNA双链断链修复率；(c) 为 62#神经胶质瘤干细胞被 2 Gy碳离子和X射线照射后在不同

时间点的XRCC1蛋白结合情况，用来间接表征DNA单链断裂情况；(d) 为为经过计算的DNA单链断链修复率。

3.2 重离子相比于X射线更能明显降低肿瘤干细胞

活力

在MTT实验中，我们分别检测了被碳离子和X射

线 0∼ 4 Gy照射过的神经胶质瘤干细胞的活力，并绘制

成曲线 (图 2)。从结果来看，可以发现， 在图中任何剂

图 2 62#神经胶质瘤干细胞被0 ∼ 4 Gy的碳离子和X射

线照射后的细胞活力情况

量下，碳离子照射过的神经胶质瘤干细胞的活力都显著

比X射线照射过的神经胶质瘤干细胞低。

4 讨论

在本实验中，对神经胶质瘤干细胞模型分别使用重

离子 (碳离子)和X射线对两种模型进行了辐照，发现

碳离子对肿瘤干细胞的杀伤明显优于X射线。

实验中体外实验直接使用了神经胶质瘤干细胞

作为细胞模型，相比于使用普通肿瘤细胞并用干细

胞表面标志物筛选出来的具有干性的细胞 (stem-like

cell)[5, 20−22]，更加直接且更具有说服力。

电离辐射可以导致肿瘤干细胞DNA的双链断

裂 (53BP1 foci表征)和单链断裂 (XRCC1 foci表征)。

相同剂量下，X射线造成的 foci初始产值明显高于碳

离子造成的 foci初始产值，这是因为X射线机所产生

的X射线中的每个光子的平均能量要比一个初始能量

为 165 MeV/u的带电碳离子低得多，所以在粒子的绝

对通量上，相同剂量下的X射线就要高得多[23, 24]。同

时，在DNA损伤领域的许多研究也证明了单一粒子所
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造成的 focus(DNA损伤位点)可能包含超过一个DNA

断裂，甚至包含多种DNA损伤类型，比如双链断裂、

单链断裂和剪辑端粒，与此同时，高LET射线也更容

易造成DNA团簇损伤[25]。DNA损伤的复杂性才是对

肿瘤干细胞杀伤的关键，而不仅仅是初始损伤产额。虽

然DNA损伤的初始产额是X射线大于碳离子，但损伤

的修复速度上碳离子明显慢于X射线，这和之前的一

些研究是吻合的[26]。DNA损伤的高残留才是高LET

射线所拥有相对高的生物学效应的关键。同时在MTT

实验中也可以看出，碳离子对肿瘤干细胞的活力影响

是明显大于X射线的，这也和之前的一些研究相吻

合[23, 27]。

在辐射生物学中，对于不同LET的电离辐射对细

胞的杀伤效应已经早有研究。对普通肿瘤细胞而言，

目前普遍认为电离辐射对其的失活效应先随着LET值

的增大而增大，在 100 keV/µm左右达到最大值，如

果LET值继续增大，电离辐射对细胞的失活效应反而

会降低[28]。根据辐射生物学中靶学说的观点，电离辐

射要杀死细胞必须传递给靶位足够的能量，低LET电

离辐射的离子径迹上的电离时间被分散，在靶位的发生

电离事件的概率小，而高LET电离辐射径迹上的电离

密度大，靶位电离事件多，对细胞的杀伤也就更强[29]。

在LET高达一个阈值时，多余的靶位电离事件并不

能为杀死细胞做出更多的贡献，也就是产生了超杀效

应 (overkill effect)，如果LET再继续增大，离子径迹

间的空间变小反而不利于电离事件产生，对细胞的杀伤

效应反而会下降[30]。干细胞的辐射抗性是要高于普通

细胞和肿瘤细胞的，根据辐射生物学原理，推测其产生

超杀效应的LET阈值也应比普通细胞和肿瘤细胞略大，

但这一推测还有待具体实验结果的证明。在本实验中使

用到的碳离子射线坪区的LET为 17.96 keV/µm，X射

线的LET往往被认为是在 0.2 ∼ 3.5 keV/µm，从细胞

实验结果也可以看出碳离子对肿瘤干细胞的杀伤明显优

于X射线，符合辐射生物学规律。

综上所述，根据62#神经胶质瘤干细胞模型的实验

结果，可以总结为碳离子相比X射线能更高效地杀灭

神经胶质瘤干细胞。碳离子作为一种新兴的辐射治疗手

段，为我们提供了一种相比传统X射线更加有效的治癌

方式。根据研究结果，我们认为虽然碳离子束治癌花费

相对传统X射线更高，但因其更好的疗效，值得普及。
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Study of Carbon-Ion Irradiation Killing Glioma Stem Cells

SUN Fang1,2, ZHANG Xurui1,2, ZHAO Xudong3, ZHOU Guangming1, WANG Jufang1,†

( 1. Gansu Key laboratory of Space Radiobiology & Key Laboratory of Heavy Ion Radiation Biology and Medicine of Chinese

Academy of Sciences, Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China;

2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China;

3. Key Laboratory of Animal Models and Human Disease Mechanisms of the Chinese Academy of Sciences & Yunnan

Province, Kunming Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China )

Abstract: Though heavy-ion therapy has demonstrated significant benefits such as well-defined range, small

entrance dose and high relative biological effectiveness, the characteristics of radio-biological effects on cancer

stem cells induced by heavy-ion treatment is not completely clear. In this paper, we used human glioma cancer

stem cells to investigate whether heavy ions offered a biological advantage, by effectively targeting cancer stem

cells, in comparison to conventional X-rays. Our results showed that the repair rate of DNA damage generated

by 2 Gy of carbon ions was lower than that generated by X-rays in glioma stem cells. MTT assay showed that

the viability of cancer stem cells irradiated by carbon ions was significant lower than that irradiated by X-rays.

Taken together, carbon ions showed a biological advantage over X-rays by effectively targeting glioma cancer

stem cells. These findings have significant importance in understanding the biological effects related to heavy-ion

therapy.
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