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摘　要：以０，０．０５，０．１，０．２５，０．５Ｇｙ
１２Ｃ６＋ 离子全身预辐照昆明小鼠，间隔４ｈ后再对小鼠进行４

Ｇｙ全身辐射。辐照后１２ｈ用流式细胞仪检测小鼠胸腺脾脏细胞在各细胞周期时相的百分率，同时

用单细胞电泳检测受辐射小鼠胸腺脾脏细胞ＤＮＡ损伤程度。结果显示，相对于大剂量预照射组，

各低剂量预照射组胸腺细胞Ｓ期细胞百分率显著减少；脾脏细胞Ｇ０／Ｇ１期细胞百分率明显减少；同

时胸腺脾脏细胞的拖尾率及拖尾长度明显减少，以０．１Ｇｙ预辐照效果最为明显。这些结果表明，低

剂量预辐射处理可以减弱胸腺细胞的Ｓ期阻滞及脾脏细胞的Ｇ１期阻滞，并明显减轻胸腺脾脏细胞

的ＤＮＡ损伤程度。
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　　现在普遍认为低剂量常规的电离辐射能诱导辐

射适应性反应，即低剂量辐射预照射可减轻随后的

高剂量照射造成的细胞遗传损伤，如降低染色体畸

变程度和基因突变频率等［１］。低剂量辐射能诱导一

些蛋白激酶如ＰＫＣ和ＭＡＰＫ等的表达，这些蛋白激

酶可调节许多相互关联的过程（如细胞生长、凋亡

和ＤＮＡ修复等），所以低剂量预照射可以改变高剂

量辐射后细胞的修复能力和细胞周期进程［２—４］。重

离子作为一种致密的电离辐射，具有高传能线密

度（ＬｉｎｅａｒＥｎｅｒｇｙＴｒａｎｓｆｅｒ，简称ＬＥＴ）、能量沉积

密集、局部剂量大和相对生物学效应高等特点，在

各学科领域展现出极大的应用前景，如重离子治癌

是肿瘤定位放疗的发展趋势，其相关的生物学研究

已成为当今放射生物学、放射医学、放射治疗学与

重离子物理交叉学科研究的热点和前沿课题［５，６］。

但是，关于低剂量重离子预辐射的生物学效应的相

关报道数量较少。张红等研究发现低剂量重离子预

辐射可减轻大剂量辐射所致小鼠睾丸组织损伤［７］。

夏景光等研究发现低剂量重离子预辐射可进一步促

进ｈｅｐＧ２细胞在Ｇ２／Ｍ期累积
［８］。本文采用流式细

胞术（ＦＣＭ），对不同低剂量１２Ｃ６＋离子预处理后攻

击剂量辐射小鼠的胸腺及脾脏细胞周期进程的变化

进行了较系统的研究，同 时用单细 胞凝胶电

泳（ＳＣＧＥ）检测胸腺细胞及脾脏细胞ＤＮＡ损伤情

况，总结最佳预辐射剂量，以期为重离子治疗恶性

肿瘤及宇宙空间飞行过程中的辐射防护提供基础数

据。

１　材料与方法

１．１　动物与分组

昆明小鼠６０只（购自兰州生物制品研究所），体

重（２０±２）ｇ，雌雄各半，随机分为６组，每组１０只。

分别为假照组、Ｄ２对照组和Ｄ１＋Ｄ２实验组。Ｄ１为预

辐射剂量，分别为０．０５，０．１，０．２５和０．５Ｇｙ。Ｄ２为

攻击剂量，大小为４Ｇｙ。两次照射间隔４ｈ。
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１．２　 主要试剂及仪器

碘化嘧啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，简称ＰＩ）和ＲＮＡ

酶为美国Ｓｉｇｍａ公司产品，购自华美生物工程公司，

其他试剂均为国产分析纯。ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞

分析仪（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ美国）。

１．３　照射条件

重离子照射在兰州重离子研究装置（ＨＩＲＦＬ）

辐照终端进行，１２Ｃ６＋离子束能量为８３．１８ ＭｅＶ，

ＬＥＴ为３５．５ｋｅＶ／μｍ，吸收剂量率为１Ｇｙ／ｍｉｎ。用

空气电离室监测剂量，样品更换及剂量的数据获取

由计算机控制，样品照射在室温下进行。

１．４　细胞悬液制备

照射后１２ｈ，处死小鼠，无菌取出胸腺和脾脏，

加入０．０１ｍｏｌ／ｌＰＢＳ研磨，２００目滤网过滤，将胸腺

及脾脏细胞调成３×１０７ｃｅｌｌｓ／ｍｌ的单细胞悬液，每

个样本取０．５ｍｌ，ＰＢＳ洗２次，弃上清液，收集细胞

一半做单细胞电泳，另一半取０．３ｍｌ，加入１．２ｍｌ

７０％（－２０℃）的冷乙醇，－２０℃固定１６ｈ以上用做

细胞周期检测。

１．５　流式细胞仪检测细胞周期

按Ｄｏｓｉｋ等人的方法但有所修改。取固定的各

组织细胞，室温下用ＰＢＳ１２００ｒｏｔａｔｉｏｎｓ／ｍｉｎ离心清

洗２—３次，除去固定液乙醇，将细胞计数调整在

１×１０６—２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌ，加入０．５ ｍｌ染色液（１００

μｇ／ｍｌＲＮＡ酶，５０μｇ／ｍｌ碘化丙啶，０．１％（ｖ／ｖ）

ＴｒｉｔｏｎＸ１００）混匀，４℃避光染色３０ｍｉｎ，３７℃黑暗

存放３０ｍｉｎ，３ｈ内用ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪检

测（波长４８８ｎｍ），ＭｏｄＦｉｔＬＴ３．０软件分析细胞周

期的变化。

１．６　单细胞电泳 （犛犆犌犈）

（１）制片 　用３２０＃ 水砂纸打磨载玻片，用７０％

的乙醇浸泡过夜，晾干，预冷备用。用ＰＢＳ液配

制０．５％正常熔点琼脂糖，溶解后，加在事先准备好

的载玻片上，用细玻棒使胶均匀展开，常温下固化５

ｍｉｎ，即第１层胶。取新鲜制备的细胞悬液，在３７

℃下按１∶３的比例与用ＰＢＳ液配制０．５％低熔点琼

脂糖充分混匀后，加入到第１层胶上，立即加盖盖玻

片，４℃固化２０ｍｉｎ，即第２层胶。

（２）裂解　取下盖玻片，将凝胶载玻片浸入新

配制的裂解液中（２．５ｍｏｌ／ｌＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ｌＴｒｉｓ，

１％ 月桂酰肌氨酸钠，１００ｍｍｏｌ／ｌＥＤＴＡＮａ２，先

加１％ Ｔｒｉｔｏｎ１００和１０％ＤＭＳＯ），裂解１—１．５ｈ。

（３）解旋 　从裂解液中取出载玻片用蒸馏水洗

去多余的盐分，移入水平电泳槽解旋２０—３０ｍｉｎ（１

ｍｍｏｌ／ｌＥＤＴＡＮａ２，３００ｍｍｏｌ／ｌＮａＯＨ，ｐＨ１３）。

（４）电泳 　电压２０Ｖ，电流２００ｍＡ，低温避

光，电泳２５ｍｉｎ。

（５）染色　０．４ｍｏｌ／ｌＴｒｉｓ（ｐＨ７．５）漂洗３次，

每次５ｍｉｎ，滴加４０ｍｇ／ｍｌ溴化乙锭２０μｌ。放置４℃

避光保存，保持湿润。２４ｈ内观察，以防荧光淬灭。

（６）观察与计数　选择激发波长４００ｎｍ，光栅

波长５９０ｎｍ，视野２００倍，１３５（ＩＳＯ４００）黑白胶片

同步照相，每个剂量３张片子，每片随机观察５０个细

胞。测定细胞拖尾距离。计算出拖尾细胞数，同时

求出各组平均尾长及标准差，以狋检验测其显著性。

２　结果

２．１　预辐射对小鼠胸腺细胞周期进程的影响

表１显示单纯攻击剂量照射组（４Ｇｙ）小鼠胸

腺Ｇ０／Ｇ１期细 胞 百 分 率 明 显 低 于 对 照 组（犘＜

０．０１），Ｓ期细胞百分率显著高于对照组（犘＜０．０１），

Ｇ２／Ｍ期细胞百分率明显高于假照射组（犘＜０．０１），

表明经攻击剂量照射后小鼠胸腺细胞发生了Ｓ期阻

表１　 预辐射对小鼠胸腺细胞周期进程的影响

剂量／Ｇｙ Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ 期

０ ７８．９２±１．９１ １４．６６±２．２０ ６．４０±０．９０

０＋４ ６８．５８±１．４１ａ ２２．８８±０．８５ａ ８．５４±１．２２ａ

０．０５＋４ ７０．５４±２．９０ｂ ２０．６８±１．４５ｂ ８．７６±１．４２

０．１０＋４ ７４．６２±１．７５ｃ １４．７８±１．４０ｃ １０．６２±１．１１ｃ

０．２５＋４ ７１．４０±２．２１ｂ １８．７０±１．６６ｂ ９．９２±２．４２ｂ

０．５＋４ ７２．６８±２．８９ｂ １６．７６±２．５６ｃ １０．５４±１．２６ｃ

　　　　　　　　　　ａ犘＜０．０１与对照组相比，ｂ犘＜０．０５与４Ｇｙ照射组相比，ｃ犘 ＜０．０１与４Ｇｙ照射组相比。
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滞和Ｇ２期阻滞。相对于４Ｇｙ辐射处理组，经不同低

剂量１２Ｃ６＋离子预辐射处理后，各组Ｇ０／Ｇ１期细胞百

分率有不同程度的增加，而Ｓ期细胞百分率也有一

定程度的减少，Ｇ２／Ｍ期细胞百分率增加。结果表

明，各个低剂量预辐射处理都可以减弱胸腺细胞

的Ｓ期阻滞，促进胸腺细胞在Ｇ２／Ｍ期累积，以０．１

Ｇｙ预辐射后这种趋势最为明显。

２．２　预辐射对小鼠脾脏细胞周期进程的影响

表２显示经单纯攻击剂量照射后，小鼠脾脏Ｇ０

／Ｇ１期细胞百分率明显高于假照射组（犘＜０．０１），

Ｓ期脾细胞百分率显著低于假照射组（犘＜０．０１），

（Ｇ２＋Ｍ）期细胞百分率低于假照射组但无统计学意

义，表明细胞发生了Ｇ１期阻滞。相对于４Ｇｙ辐射处

理组，经不同低剂量１２Ｃ６＋离子预辐射处理后，各

组Ｇ０／Ｇ１期细胞百分率有不同程度的减少，而Ｓ期

细胞百分率也有一定程度的增加 （犘＜０．０１）。结果

表明，各个低剂量预辐射处理都可以减弱脾脏细胞

的Ｇ１期阻滞，促进胸腺细胞在Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期累积，

以０．１Ｇｙ预辐射后这种趋势最为明显。

表２　预辐射对小鼠脾脏细胞周期进程的影响（珔狓±狊）

剂量／Ｇｙ Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ 期

０ ７０．７４±７．６８ １５．１０±５．０６ ７．４２±０．９７

０＋４ ８６．６８±１．７９ａ ６．９６±１．４５ａ ６．４８±０．７１

０．０５＋４ ８１．７４±３．７２ｂ １１．８８±２．５７ｃ ６．４０±１．８１

０．１＋４ ７５．４４±１．５３ｃ １４．６６±１．１２ｃ ９．９４±０．５０ｃ

０．２５＋４ ８０．９８±４．３１ｂ １１．６２±４．１９ｃ ７．３６±１．０２ｂ

０．５＋４ ８２．６８±１．７９ｂ １０．２６±１．４５ｃ ７．１８±０．７１ｂ

　　　　　　　　　　ａ犘＜０．０１与对照组相比，ｂ犘＜０．０５与４Ｇｙ照射组相比，ｃ犘 ＜０．０１与４Ｇｙ照射组相比。

２．３　预辐射对小鼠胸腺脾脏细胞犇犖犃损伤的影响

在荧光显微镜下，未受损细胞表现为一个荧光

球体，即有头无尾的彗星，而受损细胞由于ＤＮＡ断

裂，彗星尾从细胞核中伸向阳极，形成一个光亮的

形似彗星的荧光头部和尾部。表３显示与４Ｇｙ辐射

处理组相比，各低剂量１２Ｃ６＋离子预辐射处理均可

使小鼠胸腺脾脏细胞的拖尾率及拖尾长度显著减

少（犘＜０．０５，犘＜０．０１），以０．１Ｇｙ预辐射后这种趋

势最为明显。

表３　 预辐射对小鼠胸腺脾脏细胞细胞拖尾率及拖尾长度的影响

组织 剂量／Ｇｙ 观察细胞数 拖尾数 拖尾率（％） 拖尾长度／μｍ

胸腺 ０ ５０ ２ ４．０ １３．３４±６．１３

０＋４ ５０ ３７ ７４．０ ５２．８６±１４．０６

０．０５＋４ ５０ ３２ａ ６４．０ａ ３９．０８±１５．１４ｂ

０．１＋４ ５０ ２４ｂ ４８．０ｂ ２６．３７±１０．５５ｂ

０．２５＋４ ５０ ２９ａ ５８．０ｂ ３７．８８±１１．１９ｂ

０．５＋４ ５０ ３１ａ ６２．０ｂ ３８．０３±１６．８０ｂ

脾脏 ０ ５０ ３ ６．０ １１．２８±５．３４

０＋４ ５０ ４２ ８４．０ ４７．０２±１４．１６

０．０５＋４ ５０ ３４ａ ６８．０ｂ ３８．２９±９．３６ｂ

０．１＋４ ５０ ２５ｂ ５０．０ｂ ３１．８４±９．５８ｂ

０．２５＋４ ５０ ２９ｂ ５８．０ｂ ４１．７９±１２．６７ａ

０．５＋４ ５０ ３０ｂ ６０．０ｂ ３７．５８±１０．０４ａ

　　　　　　　　　ａ犘＜０．０５与４Ｇｙ照射组相比，ｂ犘＜０．０５与４Ｇｙ照射组相比。
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３　讨论

电离辐射可以诱发机体细胞发生细胞周期阻

滞，包括Ｇ１期阻滞、Ｇ２期阻滞和Ｓ期阻滞，受照射

细胞可因细胞种类不同、受照射时的细胞周期时相

不同以及射线种类不同而在细胞周期阻滞时相、阻

滞峰值出现时间、阻滞程度和阻滞过程等方面呈现

显著差异［９，１０］，目前认为，电离辐射所致的ＤＮＡ损

伤可被细胞内特定的感受器（Ｓｅｎｓｏｒｓ）如ＡＴＭ蛋

白、ＤＮＡ依赖性蛋白激酶（ＤＮＡＰＫ）所感知，并且

通过很多个基因及分子参与的信号传导网络传递到

细胞周期Ｇ１Ｓ，ＳＧ２和Ｇ２Ｍ３个检查点（Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｓ），引发检查点调控因子反应，导致相

应周期时相阻滞，其生物学意义在于有利于ＤＮＡ损

伤的修复，保证基因组的遗传稳定性［１１］。已有的研

究表明，低剂量的Ｘ射线预辐射可引起小鼠胸腺细

胞周期进程的适应性反应［１２］。本研究结果显示不

同低剂量的１２Ｃ６＋离子预辐射可以减弱小鼠胸腺细

胞的Ｓ期阻滞，促进胸腺细胞在Ｇ２／Ｍ期累积；同时

减弱小鼠脾脏细胞的 Ｇ１ 期阻滞，促进胸腺细胞

在Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期累积，以１０ｃＧｙ预辐射后这种趋势

最为明显。同样的处理条件为什么会对胸腺和脾脏

造成不同的结果？其内在机制有待于进一步探讨。

ＳＣＧＥ技术是近年迅速发展起来的一种快速检

测ＤＮＡ损伤的方法。彗星分析中的慧头是细胞核，

主要是未断裂的分子量较大的ＤＮＡ 片段，慧尾是

由细胞核电泳出的ＤＮＡ 片段形成，分子量越小

的ＤＮＡ，迁移的距离就越远。本试验利用ＳＣＧＥ的

方法检测到单纯攻击剂量（４Ｇｙ）的
１２Ｃ６＋照射对小

鼠胸腺脾脏细胞ＤＮＡ造成了强烈的损伤效应，采用

不同低剂量１２Ｃ６＋预辐射处理后可以从不同程度减

轻ＤＮＡ的损伤，表现在脾脏及胸腺细胞的拖尾率减

小，拖尾长度变短，以０．１Ｇｙ预辐射后这种趋势最

为明显。此结果说明，不同的低剂量１２Ｃ６＋预辐射可

以减轻攻击剂量造成的ＤＮＡ损伤，以０．１Ｇｙ效果最

佳。这为有效地利用重离子治疗恶性肿瘤及辐射防

护提供了很有价值的基础数据。

细胞周期及ＤＮＡ损伤的修复与时间进程密切

相关，在不同的时间点细胞周期阻滞情况及ＤＮＡ的

损伤修复状况肯定会发生不同的变化，龚守良

等［１２］研究了低剂量Ｘ射线预辐射后间隔不同时

间（３，６，１２，２４和６０ｈ）后再以攻击剂量照射小鼠，

结果发现胸腺细胞周期在间隔时间为３，６或１２ｈ

时Ｓ期细胞百分数明显增加，Ｇ１和Ｇ２期细胞百分数

明显减少，而在其它两个时间段胸腺细胞周期没有

发生明显变化。这说明低剂量预辐射诱导机体的适

应性反应与间隔时间有密切关系。本文只是研究了

间隔４ｈ这一个时间点的细胞周期变化及ＤＮＡ的损

伤效应，不同的时间间隔以及辐照后不同的时间点

对细胞周期及ＤＮＡ损伤的影响将是下一步需要研

究的目标。
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