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１２Ｃ和 Ｘ射线辐照人肺癌细胞 Ｈ１２９９的生物学效应
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摘　要：用高传能线密度（ＬＥＴ）的１２Ｃ离子束和低 ＬＥＴ的 Ｘ射线辐照体外培养的非小细胞肺癌
Ｈ１２９９（ｐ５３基因缺失），研究它们的辐照生物学效应的差异。用克隆形成率法测定了细胞对射线的
辐射敏感性；用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ试剂盒检测了细胞早期凋亡；用流式细胞仪检测了细胞周期变化。实
验结果表明，１２Ｃ离子束辐照 Ｈ１２９９细胞的存活率明显低于用 Ｘ射线辐照的；１２Ｃ离子束引起
Ｈ１２９９细胞的早期凋亡率明显高于Ｘ射线辐照引起的，且持续时间更长；１２Ｃ离子束引起的Ｈ１２９９
细胞Ｇ２／Ｍ期的抑制更明显。说明Ｈ１２９９细胞对高ＬＥＴ的

１２Ｃ离子束的辐射敏感性高于对Ｘ射线的，
重离子对ｐ５３基因缺失型肿瘤的治疗可实施较低的照射剂量、较少的照射次数和较长的时间间隔。
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１　引言
重离子束具有倒转的深度剂量分布（Ｂｒａｇｇ

峰）、高的传能线密度（ＬＥＴ）和高的相对生物学效
应（ＲＢＥ）等特点，因此，重离子束应用于肿瘤放射
治疗具有传统射线不可比拟的优势［１］。迄今，美

国、德国和日本已经实现了重离子束治癌临床治疗

试验研究，取得非常显著的临床治疗结果，重离子

束对部分肿瘤的局部控制率达到了１００％［２］。我国

从１９９５年起开展了重离子束治癌技术的基础研究，
经过１０多年放射物理、放射生物学、治疗技术和动
物实验等方面的研究积累，目前中国科学院近代物

理研究所已经开始了重离子束治疗浅表肿瘤的临床

试验研究。

在常规射线肿瘤放疗的实践中，治疗方案的设

计依赖于对肿瘤细胞放射敏感性的预期。目前，重

离子束放疗治疗计划的制定多基于长期在低 ＬＥＴ
的Ｘ射线治疗中积累的经验：诸如照射剂量和分次
照射时间间隔等。因此，比较细胞对高ＬＥＴ重离子
束和低ＬＥＴＸ射线的辐射敏感性的差异及其相关
生物学效应的机理，从而为制定更为合理的重离子

束治疗计划提供基础数据和理论依据。本文通过测

定不同剂量１２Ｃ离子束和Ｘ射线辐照 Ｈ１２９９细胞后
的细胞存活和不同时间点的细胞周期阻滞及凋亡来

研究这两种不同 ＬＥＴ的射线辐照肿瘤细胞诱导生
物学效应的差异以及在此基础上的肿瘤细胞辐射敏

感性的差异，为重离子束治癌提供必要的基础数据。

２　材料与方法

２．１　实验材料及照射条件

人非小细胞肺癌Ｈ１２９９（ｐ５３基因缺失）细胞系
为中国科学院近代物理研究所离子生物医学实验室

保存。培养基为含１０％胎牛血清（兰州民海生物工
程有限公司）的 ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ）培养液，ＰＩ，
ＲＮＡａｓｅ（Ｓｉｇｍａ），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡探测试剂盒
（ＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ）购自南京凯基生物科技发
展有限公司，流式细胞仪为美国 ＢＤ公司的 ＦＡＣＳ
Ｃａｌｉｂｕｒ。

２．２　辐照

（１）重离子辐照：重离子辐照在兰州重离子研
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究装置（ＨＩＲＦＬ）的浅层肿瘤治疗终端上进行，１２Ｃ
离子束能量为８３．６ＭｅＶ／ｕ，ＬＥＴ≈３０ｋｅＶ／μｍ，吸
收剂量率为 ３— ４Ｇｙ／ｍｉｎ。用空气电离室监测剂
量，样品更换和剂量的数据获取由计算机控制，样

品照射在室温下进行。克隆存活实验的细胞吸收剂

量分别为１，２，３，４和６Ｇｙ；其它实验的细胞吸收
剂量分别为２和６Ｇｙ，照射后收集样品的时间点分
别为６，１２，２４，４８和７２ｈ。

（２）Ｘ射线照射：用兰州军区兰州总医院放射
治疗中心的电子直线加速器（ＣＬ２１００，Ｖａｒｉａｎ）产生
的８ＭＶ的 Ｘ射线照射，ＬＥＴ≈０．２ｋｅＶ／μｍ，吸收
剂量率为４Ｇｙ／ｍｉｎ，其它同上。

２．３　用克隆形成法测定细胞存活率

处于对数生长期的细胞在照射后用胰酶消化，

取少量细胞悬液计数并将样品稀释至适当浓度。按

不同剂量、不同重复组计算预置细胞数，按预置数

（２００—５００００ｃｅｌｌｓ／ｄｉｓｈ）将一定量的细胞悬液接种
到６０ｍｍ培养皿中，每个剂量点３皿重复。放置
于ＣＯ２培养箱中３７℃下培养８ｄ，卡诺液固定，Ｇｉ
ｅｍｓａ染色，统计多于５０个细胞的集落数。细胞存
活率（ＳｕｒｖｉｖａｌＦｒａｃｔｉｏｎ，简称 ＳＦ）按下式计算：ＳＦ
（％）＝（Ｓ／Ｓ０）×１００％，式中 Ｓ为受照细胞克隆形
成率，Ｓ０为对照细胞克隆形成率。

２．４　用流式细胞仪检测辐照后细胞周期的变化

照射后不同时间，胰酶消化收集细胞悬液，离

心，ＰＢＳ（ｐＨ７．２）洗涤二次，弃上清，将沉淀悬浮，
７５％冰冷乙醇固定，－２０℃保存待用。已固定的细
胞，离心弃上清，沉淀用５００μｌＰＩ溶液（５０μｇ／ｍｌ）
重悬，加ＲＮＡａｓｅ（１ｍｇ／ｍｌ）１μｌ，振荡混匀后室温
避光染色３０ｍｉｎ，ＤＮＡ含量用 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细
胞仪测定，Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件采集数据，用 Ｆｌｏｗｊｏ（Ｖｅｒ
ｓｉｏｎ５．７．２，ＴｒｅｅＳｔａｒＩｎｃ公司）软件进行细胞周期
分析，每个样本采集１×１０４个细胞。

２．５　用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡

根据ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双标记试剂盒说明书
操作，胰酶消化、离心收集细胞，ＰＢＳ重悬细胞，并
调整细胞浓度为２—５×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌ。取１９５μｌ细胞
悬液，加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀，加１０μｌ浓
度为２０μｇ／ｍｌ的ＰＩ，室温避光反应１５ｍｉｎ，用流式
细胞仪分析，通过空白对照和选门，每样本收集

２００００个细胞荧光信号，Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件采集数据，
用Ｆｌｏｗｊｏ软件进行凋亡百分率分析。

２．６　统计学处理

数据分析采用美国 ＳＰＳＳ１０．０统计软件，相同
剂量组，相同取样时间点，１２Ｃ离子束和 Ｘ射线引
起的细胞凋亡率的比较采用ｔ检验。

３　结　果
３．１　细胞存活率

图１给出了１２Ｃ离子束和Ｘ射线照射Ｈ１２９９细
胞的剂量存活曲线。结果显示，Ｈ１２９９细胞经 Ｘ射
线和１２Ｃ离子束辐照后细胞存活率和照射剂量之间
存在不同的剂量效应关系，前者的存活曲线上有

“肩”区，符合线性平方（ＬＱ）模型的描述，后者的
无“肩”区。相同细胞存活率条件下，所需Ｘ射线的
辐照剂量明显大于１２Ｃ离子束的。从表１可知，１２Ｃ

图１　１２Ｃ和Ｘ射线辐照Ｈ１２９９细胞后的剂量存活曲线

表１　Ｈ１２９９细胞辐射敏感性参数

射线
ＬＥＴ

／（ｋｅＶ／μｍ１）

α

／Ｇｙ－１
Ｄａ０

／Ｇｙ

Ｄ１０

／Ｇｙ
ＲＢＥ１０

失活截面ｂ

／μｍ２

８ＭＶＸｒａｙｓ ０．２ ０．０７４４８ ２．３２１ ３．６６５ １．０ ０．０１４

８３．６ＭｅＶ１２Ｃ ３０ １．２６４６ ０．７７５ １．８２４ ２．０１ ６．２０

　　　　　　 ａ平均致死剂量，即为３７％的致死剂量，Ｄ０＝Ｄ３７；ｂ失活截面，计算公式：ＬＥＴ×０．１６０２／Ｄ０。
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离子束的 ＲＢＥ值明显高于 Ｘ射线的，１０％细胞存
活水平下的１２Ｃ离子束的 ＲＢＥ值是 Ｘ射线的２．０１
倍，Ｈ１２９９细胞对１２Ｃ离子束的失活截面是 Ｘ射线
的４４３倍。这些结果都说明 Ｈ１２９９细胞对１２Ｃ离子
束的辐射敏感性要明显高于对 Ｘ射线的辐射敏
感性。

３．２　细胞凋亡

图２展示了０，２和６Ｇｙ１２Ｃ离子束和 Ｘ射线
辐照Ｈ１２９９细胞后早期凋亡率随照射后培养时间
变化的实验结果。可以看到：细胞的早期凋亡率与

辐射剂量成正依赖关系，在辐照的２４ｈ内，细胞的
早期凋亡率达到最大，而后随取样时间的增加，各

剂量组的凋亡率逐渐降低。细胞的早期凋亡率与

ＬＥＴ也成正依赖关系，高 ＬＥＴ１２Ｃ离子束引起的早
期凋亡率要大于同剂量低 ＬＥＴＸ射线。２４ｈ时，２
Ｇｙ１２Ｃ离子束辐照时的凋亡率是 Ｘ射线辐照时的
３．１倍，６Ｇｙ１２Ｃ离子束的凋亡率是 Ｘ射线辐照时
的１．８倍。统计分析表明，同剂量组的１２Ｃ离子束
在各时间点同对应的Ｘ射线相比，引起的凋亡率存
在极其显著性差异（ｐ＜０．０１）。从图２还可看
出，高 ＬＥＴ１２Ｃ离子束引起的凋亡持续时间更长，
尤其是在２Ｇｙ剂量组，该现象更明显。辐照后７２
ｈ，１２Ｃ离子束诱导的凋亡率是对照组的６．４倍，Ｘ
射线诱导的仅为对照组的１．８倍。

图２　不同剂量１２Ｃ６＋和Ｘ射线辐照Ｈ１２９９细胞后不同时间
点的早期凋亡情况（ ｐ＜０．０１）

３．３　细胞周期变化

图３给出了０，２和６Ｇｙ１２Ｃ离子束和 Ｘ射线
辐照Ｈ１２９９细胞后不同时间点 Ｇ１期和 Ｇ２／Ｍ期分
布的实验结果。从图 ３（ａ）可以看出，辐照后，
Ｈ１２９９细胞Ｇ１期的细胞数占细胞总数的百分率显
著降低，Ｇ１期的周期阻滞明显缺失。从时间上看，
辐照后１２ｈＧ１期的细胞百分率降到最低，在图中
呈现一个明显的折点，此后 Ｇ１期的细胞比例趋于
稳定，但仍低于对照组。从辐射剂量上看，Ｇ１期的
细胞比例的降低与辐射剂量成正依赖关系，剂量越

高，降低越明显。从 ＬＥＴ上看，高 ＬＥＴ的１２Ｃ离子
束引起的Ｇ１期阻滞的降低更明显，辐照后４８ｈ内，
２Ｇｙ１２Ｃ离子束引起的 Ｇ１细胞比例的降低和６Ｇｙ
的Ｘ射线引起的相当，在某些时间点甚至更低。

图３　不同剂量１２Ｃ６＋和Ｘ射线辐照Ｈ１２９９细胞后不同时间
点Ｇ期和Ｇ２／Ｍ期的分布情况

从图３（ｂ）可以看出，辐照后，Ｈ１２９９细胞发生

了明显的 Ｇ２／Ｍ期阻滞，Ｇ２／Ｍ期细胞的比例明显

升高，并与辐照剂量成正相关，Ｘ射线在辐照后１２

ｈＧ２／Ｍ的抑制达到最高，此时２和６Ｇｙ分别为其

对照组的１４２％和１７６％，１２Ｃ离子束引起的 Ｇ２／Ｍ

期抑制，２Ｇｙ的在辐照后１２ｈ达到最大值，为对照

组的２０５％，６Ｇｙ的在辐照后２４ｈ处达到最大值，

为对照组的２３５％。辐照后４８ｈ内，１２Ｃ离子束与Ｘ

·４７· 原 子 核 物 理 评 论 第２５卷　



射线相比较，其对 Ｈ１２９９细胞的 Ｇ２／Ｍ阻滞更显
著，持续时间更长，即使在辐照后４８ｈ处，其 Ｇ２／
Ｍ期的阻滞也和Ｘ射线的 Ｇ２／Ｍ阻滞的峰值相近。
辐照后７２ｈ，１２Ｃ离子束引起的 Ｇ２／Ｍ期抑制显著
降低，应是细胞对辐照的“崩溃释放”现象。

４　讨论
与低ＬＥＴ的Ｘ射线相比，高ＬＥＴ的１２Ｃ离子束

辐照Ｈ１２９９细胞后，细胞存活率明显低于 Ｘ射线
照射的细胞。说明１２Ｃ离子束与 Ｘ射线相比，能显
著提高非小细胞肺癌 Ｈ１２９９肿瘤细胞的杀伤能力。
如表１所示，１２Ｃ离子束的 Ｄ０明显低于 Ｘ射线的，
Ｄ０越小，细胞辐射敏感性越强，

１２Ｃ离子束的 ＲＢＥ
值和失活截面也明显大于 Ｘ射线的，ＲＢＥ值和失
活截面也是衡量辐射敏感性的重要参数，其值越

大，辐射敏感性越强。表现在图２的凋亡上，１２Ｃ离
子束引起的凋亡率明显高于Ｘ射线的，而且持续的
时间更长。表现在图３的细胞周期分布上，１２Ｃ离
子束引起的Ｈ１２９９细胞Ｇ２／Ｍ期的抑制更明显。这
些都证明，高ＬＥＴ的１２Ｃ离子束与低ＬＥＴ的Ｘ射线
相比，确实具有明显杀伤肿瘤细胞的能力。

依据 Ｃｈａｒｌｔｏｎ［３］提供的 ＬＥＴ与 ＤＮＡ单链断裂
（ＳＳＢ）和双链断裂（ＤＳＢ）的关系可知，Ｘ射线引起
的ＤＮＡ链的断裂以单链断裂为主（ＳＳＢ∶ＤＳＢ＞９∶
１），１２Ｃ离子束引起的 ＤＮＡ断裂以双链为主（ＳＳＢ
∶ＤＳＢ＜１∶５６）。它们的主要修复机制、参与的蛋白
分子也不尽相同，ＤＮＡ的 ＤＳＢ的损伤修复主要是
由ＡＴＭ（ａｔａｘｉａｔｅｌａｎｇｉｅｃｔａｓｉａｍｕｔａｔｅｄ）介导的非同源
末端连接（ＮｏｎｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓＥｎｄＪｏｉｎｉｎｇ，简称 ＮＨＥＪ）
修复和同源重组（ＨｏｍｏｌｏｇｏｕｓＲｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，简称
ＨＲ）修复，而 ＳＳＢ的修复主要是由 ＡＴＲ（ＡＴＭ
Ｒａｄ３ｒｅｌａｔｅｄ）介导的 ＨＲ修复［４］。其中，ＤＮＡ的双
链断裂直接破坏了ＤＮＡ结构的完整性，修复难，为
非忠实修复，所以 ＤＳＢ损伤被认为是最严重的
ＤＮＡ损伤类型，该损伤对于细胞来说是致死的，同
Ｘ射线相比，１２Ｃ离子束引起的 ＤＮＡ损伤修复被显
著推迟，同时在修复过程中产生更多错误修复［５］。

对于低ＬＥＴ的Ｘ射线，其损伤以ＳＳＢ为主，ＳＳＢ存
在着亚致死损伤修复，表现在图１的剂量存活曲线
上是有“肩”区，作为高 ＬＥＴ的１２Ｃ离子束，其细胞
损伤以ＤＳＢ为主，ＳＳＢ比例很低，亚致死损伤修复
比例很低，因此，其 α，Ｄ０，Ｄ１０比 Ｘ射线的要低，
ＲＢＥ１０、失活截面比Ｘ射线的要高。

本文细胞周期的实验结果显示，Ｈ１２９９细胞辐
射损伤以后，Ｇ１期阻滞缺少，大量细胞被阻滞在
Ｇ２／Ｍ期。本实验所用的非小细胞肺癌 Ｈ１２９９细胞
是ｐ５３基因缺失。ｐ５３基因是细胞Ｇ１期阻滞延迟的
关键基因。目前已发现的Ｇ１阻滞存在的３条主要信
号通路：ＡＴＭ→Ｐ５３途径；ＡＴＭ→ＭＤＭ２→Ｐ５３途
径；ＡＴＲ→Ｐ５３途径［６］，均需要 Ｐ５３蛋白的参与，
因此，对于ｐ５３基因缺失的Ｈ１２９９细胞，辐射损伤
后也必然存在Ｇ１期阻滞的缺失。图３（ａ）中的实验
结果很好地证明了这一点，这和 Ｉｗａｄａｔｅ等［７］的研

究结果相一致。在本实验中，相对于Ｘ射线，１２Ｃ离
子束引起的 Ｇ１期阻滞降低得更明显，这在多篇文
献中均有报道，目前尚未有明确解释，可能是因为

高ＬＥＴ１２Ｃ离子束引起的 Ｇ０期细胞非凋亡性死亡、
启动了Ｇ１期阻滞通路中某些效应蛋白，Ｇ２／Ｍ高阻
滞引起相对应的 Ｇ１期的减少，明确的结论还有待
于进一步的研究。本实验中高 ＬＥＴ１２Ｃ离子束对
Ｈ１２９９细胞的Ｇ２／Ｍ阻滞更显著，持续时间更长的
现象，这和多篇文献已有的高 ＬＥＴ和低 ＬＥＴ射线
对Ｇ２期的阻滞研究相一致

［８］。Ｍａｔｓｕｍｕｒａ等［９］认

为，同Ｘ射线相比，１２Ｃ离子束辐照肿瘤细胞后，能
使Ｗｅｅ１蛋白更高地表达。Ｗｅｅ１蛋白是一种细胞周
期调节蛋白，该蛋白通过对 ｃｄｃ２的 Ｔｙｒ１５和 Ｔｈｒ
１４位点的磷酸化抑制 ｃｄｃ２／ＣｙｃｌｉｎＢ蛋白激酶的活
性，阻止细胞进入Ｍ期［１０］。在肿瘤的分次治疗中，

Ｇ２期的阻止显得尤为重要，因为，Ｇ２期的细胞辐射
敏感性最强［１１］。

射线辐照是引起细胞凋亡的重要理化因子之

一。当增值细胞的ＤＮＡ受到射线损害后，细胞不仅
启动周期阻滞，为损伤修复争取时间，而且对不能

完成修复的细胞，启动细胞凋亡机制，以避免ＤＮＡ
损伤进入子代细胞。通过本试验观测发现，细胞的

早期凋亡率不仅对辐射剂量成依赖关系，而且对

ＬＥＴ也成正依赖关系。相对于 Ｘ射线而言，２Ｇｙ
１２Ｃ离子束辐照引起细胞的早期凋亡比例不仅更
高，而且早期凋亡比例更稳定、持续时间更长，在

辐照后７２ｈ处，其凋亡比例与 Ｘ射线辐照时的峰
值（１２ｈ）相当，这和 Ｔａｋａｈａｓｈｉ等［１２］的研究结果相

一致。究其原因，还是因为高 ＬＥＴ的１２Ｃ离子束辐
照对细胞 ＤＮＡ产生的 ＤＳＢ致死损失更多，因而
Ｈ１２９９细胞的Ｇ２／Ｍ期阻滞更强烈，使更多的不可
修复的损伤细胞进入凋亡程序。

与低ＬＥＴ的 Ｘ射线相比，高 ＬＥＴ的 １２Ｃ离子
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束辐照将引起细胞更多的和更密集的致死性靶分子

ＤＮＡ的损伤，将启动细胞更强烈的应激机制，在细
胞水平上主要表现为辐射敏感性、周期阻滞和细胞

凋亡程度不一样。由本实验结果：高 ＬＥＴ的１２Ｃ离
子束对细胞的辐射敏感性更强；高 ＬＥＴ的１２Ｃ离子
束对于ｐ５３基因缺失型肿瘤细胞周期 Ｇ２／Ｍ期阻滞
更强烈、持续时间更长；高 ＬＥＴ的１２Ｃ离子束引起
的细胞早期凋亡比率更显著、持续时间更长。可以

说明：同低ＬＥＴ的Ｘ射线相比，高 ＬＥＴ的１２Ｃ离子
束更适合于肿瘤的放射治疗，对ｐ５３基因缺失型肿
瘤的治疗可实施较低的照射剂量、较少的照射次数

和较长的时间间隔。
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