
　　文章编号：１００７－４６２７（２００７）０４－０２８９－０５

Ｐ５３及其相关蛋白对 Ｘ射线照射肝癌细胞周期的调节

刘　辉１，２，张　红１，＃，刘　兵１，王小虎３，郝冀芳１，段　昕１，

（１中国科学院近代物理研究所，甘肃 兰州 ７３００００；
２武汉大学医学结构生物学研究中心，湖北 武汉 ４３００７１；

３甘肃省肿瘤医院，甘肃 兰州 ７３００５０）

摘　要：Ｘ射线照射人肝癌细胞ＨｅｐＧ２，照射后细胞存活随照射剂量增大明显下降。流式细胞术分
析，不同剂量组照射后２４ｈ均发生Ｇ２期阻滞。照射后不同时间组的细胞周期分布也有不同，照射
后１２ｈ，有显著的Ｓ期延迟。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ显示照射后２４ｈＰ５３，ＭＤＭ２，Ｐ２１蛋白表达上升，并有时
间效应：Ｐ５３在照射后２４ｈ之内始终维持较高表达，ＭＤＭ２和 Ｐ２１分别在照射后６和１２ｈ的表达
最高。Ｘ射线照射通过影响Ｐ５３及其相关蛋白的表达影响细胞周期。
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１　引言
电离辐射引起 ＤＮＡ损伤后，Ｐ５３蛋白表达上

升，细胞启动 ＤＮＡ修复过程，同时伴随 Ｐ５３通路
调节的细胞周期紊乱，即 Ｇ１期、Ｓ期和 Ｇ２期的阻
滞或延迟［１，２］。Ｇ１期阻滞过程中伴随着碱基切除修
复、核苷酸切除修复和非同源末端连接，Ｓ期和 Ｇ２
期阻滞过程中伴随有借助同源染色体的同源重组修

复［３］。辐射引起的细胞周期 Ｇ２期阻滞比 Ｇ１期阻滞
更普遍［１］，夏景光等研究表明４种不同的肿瘤细胞
在受到３Ｇｙγ射线辐射后，都有明显的 Ｇ２期阻滞
发生［４］。实验表明，ＤＮＡ错配修复体系能调节 Ｇ２／
Ｍ检查点［５］，而Ｇ２／Ｍ期的阻滞有不依赖Ｐ５３的途
径，也有依赖于 Ｐ５３的途径［６］。辐射引起的 Ｇ１期
阻滞依赖于野生型 ｐ５３基因（ｗｔｐ５３）的调节，刘兵
等用辐射诱导的 Ｐ５３腺病毒重组体转染直肠癌细
胞，发现转染Ｐ５３可引起细胞发生 Ｓ期，Ｇ１／Ｇ０期，
Ｇ２／Ｍ期细胞阻滞

［７］。Ｐ５３通过调节下游效应分子
的转录来调控Ｇ１期的进程。细胞受损后，Ｐ５３上调
Ｐ２１表达，从而抑制 ＣＤＫ／周期蛋白对 ｐＲｂ蛋白的
磷酸化作用，使细胞发生 Ｇ１期和 Ｓ期阻滞。ＭＤＭ２
则通过与Ｐ５３蛋白氨基末端结合来阻止Ｐ５３蛋白的

转录激活功能，形成一个负反馈环，限制Ｇ１期阻滞
的时间，使ＤＮＡ损伤修复后的细胞再进入细胞周
期。目前人们已经认识到Ｐ５３及其相关蛋白在调节
细胞周期过程中的重要作用，但对调节过程中很多

具体环节的了解还不深入，本文研究了Ｘ射线照射
对人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２细胞周期的影响以及 Ｐ５３和
相关蛋白表达的时间效应，从而进一步探讨辐射引

起细胞周期紊乱的机制。

２　材料与方法

２．１　细胞及其培养

　　人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２细胞系，ｐ５３野生型）由中

国科学院近代物理研究所医学物理组细胞实验室冻

存。复苏后细胞培养于含 １０％胎牛血清的高糖

ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓＭｅｄｉｕｍ）培养

基，５％ＣＯ２，３７℃培养。

２．２　细胞照射

　　１×１０６ＨｅｐＧ２细胞接种于１００ｍｌ细胞培养瓶，

２４ｈ后室温下以０．２Ｇｙ／ｍｉｎ剂量率用Ｘ射线（甘肃
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省肿瘤医院放疗科，ＣＬ２１００Ｃ型医用电子直线加速

器）照射，剂量为０，１．０，２．０，４．０和８．０Ｇｙ。

２．３　细胞存活测定

　　用克隆形成法测定。细胞照射后立即用胰酶消

化，稀释到合适浓度，按梯度浓度分别接种于直径

为６０ｍｍ培养皿，３７℃培养至第１０天，用醋酸 ∶

甲醇（１∶３）固定液固定，Ｇｉｅｍｓａ染色、计数。

２．４　细胞周期测定

　　用胰酶消化细胞，ＰＢＳ（磷酸盐缓冲液，ｐＨ

７．２）洗涤两次，１０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清后振荡

重悬，７５％乙醇固定３０ｍｉｎ；用 ＰＢＳ洗涤两次，弃

上清后振荡重悬，加０．５ｍｌＰＩ（碘化丙啶）染液染

色（１００μｇ／ｍｌＲＮＡ酶、２００μｇ／ｍｌ碘化丙啶和

０．１％（ｖ／ｖ）ＴｉｔｏｎＸ１００），避光温育３０ｍｉｎ。用流式

细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，ＢＤ公司）检测，用 ＷｉｎＭＤＩ

和Ｃｙｌｃｈｅｄ软件分析。

２．５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞中Ｐ５３，ＭＤＭ２及Ｐ２１

蛋白表达

　　用胰酶消化细胞，ＰＢＳ离心洗涤两次（２００ｇ离
心５ｍｉｎ），弃上清，裂解细胞提取蛋白，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测定样品蛋白浓度。１５％分离胶（水 １．１ｍｌ，
３０％丙烯酰胺储存液 ２．５ｍｌ，１．５ＭＴｒｉｓＨＣｌｐＨ
８．８１．３ｍｌ，１０％ ＳＤＳ０．０５ｍｌ，１０％ ＡＰＳ０．０５ｍｌ，
ＴＥＭＥＤ０．００１５ｍｌ），３０ｎｇ蛋白上样量，１００Ｖ电
压下进行 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳，４℃ １００ｍＡ恒流
电转膜过夜，封闭后，加入Ｐ５３，ＭＤＭ２，Ｐ２１一抗

孵育２ｈ，再加入二抗孵育１ｈ，化学发光法显色。

３　结果

３．１　细胞存活

　　Ｘ射线照射后，ＨｅｐＧ２细胞的存活曲线如图１
所示。随着照射剂量的增加，细胞存活明显下降。

照射剂量小于４Ｇｙ时，曲线斜率大，细胞存活率明
显下降；照射剂量大于４Ｇｙ时，细胞存活随照射剂
量增大的变化（下降）不显著。

图１ Ｘ射线照射剂量与ＨｅｐＧ２细胞存活的关系

３．２　细胞周期变化

　　０，１．０，２．０，４．０及８．０Ｇｙ不同剂量Ｘ射线照
射后２４ｈ，ＨｅｐＧ２细胞周期分布的变化见表１。照
射２４ｈ后，与对照组比较，所有剂量组 Ｇ２／Ｍ期细
胞均显著增多，提示不同剂量 Ｘ射线照射均引起
ＨｅｐＧ２细胞发生Ｇ２期阻滞，而４．０和８．０Ｇｙ照射
组处于Ｇ１／Ｇ０期细胞减少。特别是８．０Ｇｙ组与其它
各剂量组相比 Ｇ１／Ｇ０细胞显著减少，而 Ｓ期的细胞
明显增多，表明细胞在Ｓ期有积累，即８．０Ｇｙ的Ｘ
射线照射下 ＨｅｐＧ２细胞除发生 Ｇ２期阻滞外，还发
生Ｓ期延迟。

表１　不同剂量Ｘ射线照射ＨｅｐＧ２细胞２４ｈ后细胞周期变化

Ｄｏｓｅ／Ｇｙ Ｇ１／Ｇ０ Ｇ２／Ｍ ＳＰｈａｓｅ

０ ５５．４０±３．６７ １１．１３±７．３４ ３３．４６±４．０６

１．０ ５１．９６±４．６７ ２０．４６±１．９４（ａ） ２７．５３±２．７３

２．０ ４８．４０±２．４６ ２５．３３±２．５３（ａ） ２６．２３±０．４６

４．０ ４３．０６±０．５０（ａ）（ｂ） ２４．８６±１．５０（ａ） ３２．０６±１．３６

８．０ ２９．１６±４．６５（ａ）（ｂ）（ｃ）（ｄ） ２６．０６±４．９７（ａ） ４４．８０±９．５３（ａ）（ｂ）（ｃ）（ｄ）

　　　　　　　　　 数据表示为平均值±标准差；（ａ）同对照相比 （ｐ＜０．０５），（ｂ）同１Ｇｙ组相比 （ｐ＜０．０５），

　 （ｃ）同２Ｇｙ组相比 （ｐ＜０．０５），（ｄ）同４Ｇｙ组相比 （ｐ＜０．０５）。
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　　２Ｇｙ剂量的Ｘ射线照射后０，６，１２和２４ｈ不
同时间ＨｅｐＧ２细胞的周期分布情况如表２所示。以
照射后 ０ｈ的细胞作为对照，同对照相比，接受
２Ｇｙ的Ｘ射线照射后１２ｈ的细胞处于 Ｇ１／Ｇ０期的
细胞在统计学上显著减少，同时Ｓ期的细胞显著增
加，提示Ｓ期细胞积累较多，细胞出现 Ｓ期细胞延

迟；而照射后６ｈ，细胞周期分布基本没有变化；照
射后２４ｈ，处于 Ｇ１／Ｇ０期和 Ｓ期的细胞都有增多，
Ｇ２／Ｍ期的细胞减少，但在统计学上没有意义。１２ｈ
组比其它时间组 Ｇ１／Ｇ０期细胞显著要少，而 Ｓ期细
胞１２ｈ组和２４ｈ组都比６ｈ组明显增多。

表２　２ＧｙＸ射线照射ＨｅｐＧ２细胞后不同时间细胞周期变化

Ｔｉｍｅ／ｈ（ａｆｔｅｒｒａｄｉａｔｉｏｎ） Ｇ１／Ｇ０ Ｇ２／Ｍ ＳＰｈａｓｅ

０ ４６．３３±２．９７ ３３．６３±４．００ ２０．００±１．２４

６ ４５．７３±１．５６ ３２．２６±５．１４ ２１．９６±６．６０

１２ ３４．９３±１．９７（ａ）（ｂ） ３３．６０±０．７０ ３１．５０±１．５６（ａ）（ｂ）

２４ ４８．４０±２．４６（ｃ） ２５．３３±２．５３ ２６．２３±０．４６

　　 数据表示为平均值±标准差；（ａ）同对照相比 （ｐ＜０．０５），（ｂ）同６ｈ组相比 （ｐ＜０．０５），（ｃ）同１２ｈ组相比 （ｐ＜０．０５）。

３．３ Ｐ５３，Ｐ２１和ＭＤＭ２蛋白的表达

　　图２显示了ＨｅｐＧ２细胞在接受了不同剂量的Ｘ
射线照射２４ｈ后细胞中的Ｐ５３，Ｐ２１和ＭＤＭ２蛋白
的表达情况。ＨｅｐＧ２细胞为 Ｐ５３野生型，对照组中
Ｐ５３有表达，Ｐ２１和 ＭＤＭ２只有微弱的表达，而细
胞在接受照射后３种蛋白的表达均上升，并且表达
量随剂量增大有上升趋势。

图２ Ｘ射线照射２４ｈ后 ＨｅｐＧ２细胞中 Ｐ５３，ＭＤＭ２和 Ｐ２１
表达的ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测

图３２ＧｙＸ射线照射后不同时间 ＨｅｐＧ２细胞中 Ｐ５３，
ＭＤＭ２和Ｐ２１蛋白表达

　　ＨｅｐＧ２细胞接受２Ｇｙ剂量 Ｘ射线照射后不同
时间细胞中 Ｐ５３，ＭＤＭ２和 Ｐ２１蛋白的表达如图３
所示。Ｐ５３在照射后２４ｈ内均维持了较高水平的表
达。ＭＤＭ２和 Ｐ２１受 Ｐ５３调节表达，照射后 ６ｈ，

ＭＤＭ２的表达较高，到照射后１２ｈ表达量又降低，
和０ｈ对比没有明显变化；而Ｐ２１照射后２４ｈ内的
表达量均高于０ｈ对照，在照射后１２ｈ达到最高，
照后２４ｈ的表达水平又有下降。由此看出这３个蛋
白接受照射后的表达水平有时间效应。

４　讨论

　　通过细胞存活的实验发现，随着辐射剂量的增
大，细胞存活明显下降。经线形平方拟合可以看出，

存活曲线基本符合线形平方关系。

　　我们的结果显示，ＨｅｐＧ２细胞经１．０，２．０，４．０
和８．０Ｇｙ的 Ｘ射线照射后，均发生有 Ｇ２期阻滞，
８．０Ｇｙ剂量照射后还伴随有Ｓ期的延迟。谢大兴等
也发现小剂量Ｘ射线（２和５Ｇｙ）照射激活细胞 Ｇ２
检测点，大剂量Ｘ射线（１０和２０Ｇｙ）激活细胞 Ｇ１
检测点［８］。我们的研究表明，小剂量范围的 Ｘ射线

照射，引起ＨｅｐＧ２细胞发生Ｇ２期阻滞，即小剂量Ｘ
射线引起的ＤＮＡ损伤，激活细胞 Ｇ２检测点，加之
８．０Ｇｙ剂量照射后伴随有Ｓ期的延迟，说明小剂量
照射后细胞修复过程主要是在 Ｇ２期和 Ｓ期借助同
源染色体的同源重组修复。照射后 Ｐ５３，Ｐ２１和
ＭＤＭ２的表达均上升，提示 Ｐ５３等参与调节了辐射
引起的Ｇ２期阻滞，至于是否存在其它调节途径及具
体的调节过程，是我们以后研究的方向。

　　研究中还发现细胞受到辐射后蛋白的表达有时
间效应，引起细胞周期在不同的辐射时间后的变化
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不同。２ＧｙＸ射线照射后２４ｈ之内，Ｐ５３的表达始
终维持较高水平，ＭＤＭ２和Ｐ２１虽然都受到 Ｐ５３的
上调表达，但在时间上不同步。ＭＤＭ２在照后６ｈ
的表达水平较高，而 Ｐ２１则在照后１２ｈ表达较高。
其它研究也发现，辐射后Ｐ５３等蛋白表达随时间变
化［９］。Ｐ２１是Ｐ５３下游调节细胞周期 Ｇ１期阻滞和 Ｓ
期延迟的重要分子，它具有广泛激酶抑制活性［１０］，

又是ＤＮＡ全酶抑制因子［１１］，ＤＮＡ损伤时期不同，
Ｐ２１蛋白作用机制不同：损伤在 Ｓ期之前，它主要
通过激酶抑制活性使细胞周期停滞于Ｇ１期；而损伤
在Ｓ期，它通过与 ＰＣＮＡ的结合来抑制 ＤＮＡ合
成［１２］。我们研究针对低剂量范围 Ｘ射线照射的相
关效应，故未发现Ｇ１期阻滞，结果显示ＨｅｐＧ２细胞
接受２ＧｙＸ射线照射后１２ｈ，细胞周期有显著的Ｓ
期延迟，这对应了Ｐ２１在照射后１２ｈ表达量最高。
　　电离辐射引起细胞周期紊乱，其信号转导通路
涉及了很多基因和生物大分子的参与，而破坏辐射

引起的细胞周期紊乱，即可增加细胞的辐射敏感

性。从这个意义来讲，本研究就Ｘ射线照射引起细
胞周期紊乱有时间效应的发现，对于临床癌症放疗

实践有一定的指导意义。
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