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低能离子注入犈．犮狅犾犻犓１２的 犎犚犛／犐犚犚效应及

狉犲犮犃基因在其诱发中的作用
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摘　要：以ＭＧ１６５５（野生型），ＬＥ３９２（狉犲犮犃
－）和ＤＨ５α（狉犲犮犃

－）３株犈．犮狅犾犻Ｋ１２菌株为材料，研究

了３０ｋｅＶＮ＋离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２时ＨＲＳ／ＩＲＲ效应的诱发情况及狉犲犮犃 基因在其诱发中的作用。结

果显示：小于１０×１０１４　ｉｏｎｓ／ｃｍ
２低剂量离子注入大肠杆菌可诱发ＨＲＳ／ＩＲＲ效应；３０ｋｅＶＮ＋离子

注入ＭＧ１６５５，ＬＥ３９２菌株都可诱发ＨＲＳ／ＩＲＲ效应，而在ＤＨ５α菌株中无法诱导ＩＲＲ效应。狉犲犮犃
－

与ＨＲＳ／ＩＲＲ效应相斥性表明狉犲犮犃 基因在ＨＲＳ／ＩＲＲ效应的诱发中发挥了重要作用。
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１　引言

２０世纪末，英国Ｇｒａｙ实验室Ｍａｒｐｌｅｓ等
［１］以４０

多株不同的细胞系为材料系统研究低剂量电离辐射

对细胞存活率的影响时，发现在小于０．５Ｇｙ的剂量

范围内，随剂量的增加，细胞存活急剧下降，而随

后在０．５—１Ｇｙ剂量范围内细胞的存活率有所上升，

他们将低剂量范围内这种反常剂量存活效应称

为ＨＲＳ／ＩＲＲ，即低剂量辐射超敏感效应（ｌｏｗ#ｄｏｓｅ

ｈｙｐｅｒｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，简称 ＨＲＳ）及增强的辐射抗

性（ｉｎｃｒｅａｓｅｄｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，简称ＩＲＲ）
［２—４］。国内

学者也发现并报道了类似效应，余增亮等［５，６］利

用ｋｅＶ能量范围的低能离子注入微生物、植物组织

和种子等时，发现随着辐照剂量的增大，生物存活

率呈现先降后升再降的存活现象，他们将这种完全

不同于辐射中常见的指数性和肩型下降的剂量存活

效应称为 “马鞍型”。目前，由于ＨＲＳ／ＩＲＲ效应在

癌症治疗方面的意义突出，已经成为辐射生物学中

研究的热点。

ＨＲＳ／ＩＲＲ效应的相关研究目前主要集中在国

外，国内相关研究报道不多［４，７，８］。国外主要以哺

乳动物细胞为主，而在微生物中的研究报道甚少。

特别是，ＨＲＳ／ＩＲＲ效应形成的分子机理国内外目

前还没有定论，只是存在一些辐射生物学假说和生

物物理模型，一时还难以从分子生物学的角度阐明

其形成机制。不过，辐射生物学家比较一致的看法

是ＤＮＡ双链断裂的损伤修复状态可能在其形成中

发挥了重要的作用［９］。大肠杆菌中狉犲犮犃 在ＤＮＡ双

链断裂重组修复中起着很关键的作用［１０，１１］。在研

究低能离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２野生型菌株ＭＧ１６５５诱

发ＨＲＳ／ＩＲＲ基础上，以狉犲犮犃 缺陷型犈．犮狅犾犻Ｋ１２菌

株ＤＨ５α（狉犲犮犃
－）为主要研究材料，以犈．犮狅犾犻Ｋ１２野

生型菌株ＭＧ１６５５和犈．犮狅犾犻ＬＥ３９２（狉犲犮犃＋）为对照，

研究低能离子注入时 ＨＲＳ／ＩＲＲ效应的诱发情况，

探讨了狉犲犮犃 基因在低能Ｎ
$离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２诱

发ＨＲＳ／ＩＲＲ效应中的作用，从分子水平证实狉犲犮犃

基因 在ＨＲＳ／ＩＲＲ效 应 诱 发 中 的 作 用，从 而 揭

示ＨＲＳ／ＩＲＲ效应与狉犲犮犃 参与的ＤＮＡ修复途径的内

在关联，并从狉犲犮犃 参与的ＤＮＡ损伤修复角度推测

了犈．犮狅犾犻Ｋ１２中 ＨＲＳ／ＩＲＲ效应的形成机制。

２　实验材料和方法

２．１实验菌株

犈．犮狅犾犻Ｋ１２野 生 型 菌 株ＭＧ１６５５；狉犲犮犃－ 的

犈．犮狅犾犻Ｋ１２菌株ＤＨ５α，基因型为狉犲犮犃１，狊狌狆犈４４，
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Δ犾犪犮犝１６９（φ８０犾犪犮犣Δ犕１５），犺狊犱犚１７，犲狀犱犃１，犵狔

狉犃９６，狋犺犻#１，狉犲犾犃１；狉犲犮犃－ 的犈．犮狅犾犻Ｋ１２ 菌 株

ＬＥ３９２，基 因 型 为狊狌狆犈４４，狊狌狆犉５８，犺狊犱犚５１４，

犵犪犾犓２，犵犪犾犜２２，犿犲狋犅１，狋狉狆犚５５，犾犪犮犢１，该菌株

为 狉犲犮犃 基 因 无 缺 损 的犈．犮狅犾犻Ｋ１２菌 株；３株

犈．犮狅犾犻Ｋ１２均用ＬＢ培养基培养，温度３７℃。

２．２　实验方法

２．２．１　制备菌悬液

挑ＭＧ１６５５，ＬＥ３９２，ＤＨ５α３株菌的单菌落于

ＬＢ液体培养中３７℃，２５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养３ｈ，获得

指数期细胞，ＯＤ６００值为０．６左右。

２．２．２　注入前样品的干燥处理

分别取１００μｌＭＧ１６５５，ＬＥ３９２，ＤＨ５α的菌悬

液均匀涂于洁净无菌的载玻片上置于超净工作台中

自然风干。

２．２．３　３０犽犲犞犖
＋注入处理

分别取犈．犮狅犾犻ＭＧ１６５５，ＬＥ３９２，ＤＨ５α３份样

品放入相同的培养皿中，进行离子注入处理。处理

时设３株菌的真空对照，其中每个菌株同时设３个平

行样品。注入参数：离子为Ｎ＋离子，能量为３０

ｋｅＶ，注入剂量为１×１０１４—３００×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２。实

验在郑州大学离子束生物工程实验室进行。

２．２．４　注入后处理

将处理后的样品洗脱，适当稀释后涂于ＬＢ平板

上，每个稀释度做３个平行样品，３７℃培养１４ｈ，采

用平板菌落计数法，通过英国Ｓｙｎｂｉｏｓｉｓ公司Ｐｒｏｔｏ

ＣＯＬ菌落计数系统完成。存活率的计算方法：注入

处理样品的存活率＝注入处理后的活菌数／真空处

理后的活菌数。

３　 实验结果

３．１　３０犽犲犞的犖
＋注入犈．犮狅犾犻犓１２的犎犚犛／犐犚犚效应

３０ｋｅＶ的Ｎ＋离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２（ＭＧ１６５５菌

株）的剂量存活效应曲线见图１。

由图１可见，３０ｋｅＶ的Ｎ＋离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２

的剂量存活效应存在一个急剧下降和回升的过程。

在小于５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的剂量范围内，随剂量的增

加细 胞 存 活 率 急 剧 下 降，当 剂 量 增 至５×１０１４

ｉｏｎｓ／ｃｍ２时，犈．犮狅犾犻Ｋ１２的存活率只有０．４５，该剂

量范围内犈．犮狅犾犻Ｋ１２表现出对３０ｋｅＶＮ＋ 离子注入

极为敏感，呈现ＨＲＳ效应；随着剂量的增加，在

５×１０１４—１０×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的剂量范围内，犈．犮狅犾犻

Ｋ１２的存活率又有所回升，当剂量升至 １０×１０１４

ｉｏｎｓ／ｃｍ２时其存活率达到最大约为０．８７，在大

于１０×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的剂量范围内犈．犮狅犾犻Ｋ１２的存

活率随剂量增加平缓下降，呈现出ＩＲＲ效应。由此

可见，３０ｋｅＶ的Ｎ＋离 子 注 入犈．犮狅犾犻Ｋ１２可 诱 发

ＨＲＳ／ＩＲＲ效应。

图１３０ｋｅＶＮ＋注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２的存活情况

３．２　３０犽犲犞的犖
＋离子注入犈．犮狅犾犻犓１２剂量存活效

应中两个下降过程

低能离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２的剂量存活效应中存

在两个下降的过程，如图１中α线和β线所示。α线和

β线分别表示随低能离子注入剂量增加犈．犮狅犾犻Ｋ１２

存活率下降的趋势，其斜率绝对值的大小可以反映

了细胞对Ｎ＋离子注入敏感性的大小，即按单位剂

量计Ｎ＋离子注入对细胞致死效应的大小。斜率越

大，说明细胞对Ｎ＋离子注入越敏感，反之，越不敏

感。α线和β线的斜率可以通过计算两个下降过程趋

势线的斜率来表示。两个下降过程趋势线的斜率见

图２和图３。

图２和图３中α线和β线的斜率分别为－０．１０４１

和－０．０１１２，α斜率与β斜率绝对值之比约为１０，说

明，犈．犮狅犾犻Ｋ１２对１０×１０１４—８０×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２剂

量的Ｎ＋离子注入耐受力比低剂量０—５×１０１４ｉｏｎｓ／

ｃｍ２高大约１０倍。在较低的剂量范围内（０—５×１０１４

ｉｏｎｓ／ｃｍ２）犈．犮狅犾犻Ｋ１２表现出对３０ｋｅＶ的Ｎ＋离子注

入极为敏感，随着剂量增加存活率急剧下降；当剂

量增加达到阈值（５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２）时，犈．犮狅犾犻Ｋ１２

对Ｎ＋离子注入的抵抗性增加了１０多倍。由此可见，

在小于５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的较低剂量范围内，按单位

剂量计小于５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的较低剂量的比大

于１０×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２较高剂量的Ｎ＋离子对细胞的
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损伤作用更为显著。可见，大肠杆菌对低能离子辐

射极为敏感，而对高剂量低能离子辐射表现出一定

的辐射抗性。

图２Ｎ＋离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２剂量存活曲线中α线

图３Ｎ＋离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２剂量存活曲线中β线

３．３　狉犲犮犃基因对犈．犮狅犾犻犓１２辐射敏感性的影响

低能Ｎ＋离子注入ＭＧ１６５５，ＤＨ５α，ＬＥ３９２３株

犈．犮狅犾犻Ｋ１２菌株剂量存活曲线，见图４。

　　由图４可以看出在ＭＧ１６５５，ＬＥ３９２，ＤＨ５α３

株 犈．犮狅犾犻Ｋ１２中，１，３，５，１０，２０，４０，６０和８０

（×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２）任一剂量点，ＤＨ５α菌株的存活

率都比相同剂量下另外两株（ＭＧ１６５５和 ＬＥ３９２）

低，ＤＨ５α对低能离子注入比另外两株更敏感。可

见狉犲犮犃基因在细胞抗辐射中发挥了重要的作用，其

缺陷存在与否直接影响细胞对离子注入的敏感性。

　　另外，３０ｋｅＶ Ｎ
＋离子注入ＭＧ１６５５和ＬＥ３９２

时，在小于５×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２的剂量范围内，随剂量

的增加两者的存活率都呈现下降趋势；在稍高剂量

范围内（５×１０１４—１０×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２），ＭＧ１６５５和

ＬＥ３９２的存活率又有所回升；剂量升至１０×１０１４

ｉｏｎｓ／ｃｍ２时ＭＧ１６５５存活率达到峰值；在高剂量范

围（大于２０×１０１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２）时，随剂量增加两者的

存活率均逐渐下降。可见，低能离子注入ＭＧ１６５５

和ＬＥ３９２菌株存在ＨＲＳ／ＩＲＲ效应。在小于５×１０１４

ｉｏｎｓ／ｃｍ２的剂量范围，狉犲犮犃 基因缺陷的ＤＨ５α菌株

表现出ＨＲＳ效应，但是随着剂量增加，细胞存活率

并没有表现上升的趋势，即没有表现出ＩＲＲ效应。

３０ｋｅＶＮ＋离子注入 ＭＧ１６５５，ＬＥ３９２和ＤＨ５α菌株

都可以诱导产生ＨＲＳ效应，但是只能在狉犲犮犃＋的菌

株中诱导产生ＩＲＲ效应，而在狉犲犮犃－ 却无法诱导

ＩＲＲ效应。

图４３０ｋｅＶ Ｎ＋离 子 注 入犈．犮狅犾犻Ｋ１２ ＭＧ１６５５，ＬＥ３９２，

ＤＨ５α的存活情况

４　讨论

　　Ｓｋｏｖ等
［１２］研究结果表明，失去损伤修复的ＸＲ．

Ｖ１５Ｂ，Ｖ７９和ＭＯ５９Ｋ３株细胞系，都没有 ＨＲＳ／

ＩＲＲ效应，Ｗｏｊｅｗｏｄｚｋａ等
［１３］对人淋巴细胞也给出

了ＩＲＲ效应是双链断裂修复的结果，Ｍｉｔｃｈｅｌ等
［１４］

利用ｒａｄ５２缺陷型（重组功能缺失）的芽殖酵母突变

体研究ＨＲＳ／ＩＲＲ，发现该菌株完全丧失了ＨＲＳ／

ＩＲＲ效应。虽然ＨＲＳ／ＩＲＲ的分子机制还有待于进一

步阐明，但是ＤＮＡ损伤及修复被认为在其中发挥重

要的作用，特别是ＤＮＡ双链断裂的损伤修复状

态［１５］。本研究利用狉犲犮犃 缺陷的犈．犮狅犾犻Ｋ１２菌株研

究ＨＲＳ／ＩＲＲ效应诱发情况，发现ＤＨ５α完全丧失诱

发ＩＲＲ效应的能力，可以看出狉犲犮犃 参与的 ＤＮＡ损

伤修复的途径在ＨＲＳ／ＩＲＲ效应中的重要作用。

犈．犮狅犾犻Ｋ１２细胞内ＤＮＡ损伤修复存在多种修复系

统，常见的有光复活（ｐｈｏｔｏｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）、切除修

复（ｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ）、重组修复和ＳＯＳ反应（ｉｎｄｕｃ

ｔｉｏｎｒｅｐａｉｒｏｒＳＯＳｒｅｐａｉｒ）等。狉犲犮犃主要参与重组修

复和ＳＯＳ修复。作者推测重组修复和ＳＯＳ修复这两

种ＤＮＡ损伤修复途径可能对于ＨＲＳ／ＩＲＲ效应的诱

发尤为重要。但是，目前的研究不足以充分证实重

组修复和ＳＯＳ修复中哪条途径对于反常效应诱发贡

献更大，ＨＲＳ／ＩＲＲ效应诱发的分子机制还有待于

·９９３·　第４期 杨天佑等：低能离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２的 ＨＲＳ／ＩＲＲ效应及狉犲犮犃 基因在其诱发中的作用



深入研究。

根据国外在哺乳动物细胞中提出的ＨＲＳ／ＩＲＲ

效应的诱导修复模型中的阈值假说［２］及国内谢传晓

博士的同类研究结果［１６］，结合本文研究结果可对

低能离子注入犈．犮狅犾犻Ｋ１２诱发ＨＲＳ／ＩＲＲ效应的可

能机制作以下推测：较低剂量（≤５×１０
１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２）

低能离子注入时，注入离子导致ＤＮＡ的损伤，然

而，此时ＤＮＡ的损伤程度无法诱导狉犲犮犃 基因高表

达，细胞内的ＲｅｃＡ蛋白只处于一种本底水平，不足

以诱导细胞启动ＲｅｃＡ相关的修复途径及时修复损

伤的ＤＮＡ，特别是双连断裂的ＤＮＡ分子，细胞表现

为对辐射极为敏感，随剂量增加犈．犮狅犾犻Ｋ１２存活率

急剧下降；当剂量达到一定的剂量阈值（５×１０１４

ｉｏｎｓ／ｃｍ２左右），注入离子对ＤＮＡ的损伤诱导狉犲犮犃

基因高表达，大量的ＲｅｃＡ蛋白启动了细胞内重组

修复、ＳＯＳ等ＤＮＡ修复途径，使得双连断裂的ＤＮＡ

分子及时得以修复，从而使得细胞存活增加；在高

剂量（＞１０×１０
１４ｉｏｎｓ／ｃｍ２）离子注入时，此时ＤＮＡ

损伤严重，辐射对ＤＮＡ损伤作用已超出了细胞的损

伤修复的能力，所以，随注入剂量增大，虽然细胞

表现为对离子注入具有一定抗性，但其存活细胞也

会越来越少。ＨＲＳ／ＩＲＲ效应的分子机理目前只是

处在一个推测阶段，其中还有大量细节性问题还不

清楚，需进一步研究。
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