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摘　要：利用Ｘ射线辐照人正常肝细胞系 ＨＬ７７０２细胞，运用胞质分离阻滞微核法实验检测细胞

微核率，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡率，细胞微核率和凋亡率随着辐照剂

量的增加而显著增加。Ｘ射线照射后细胞传代培养，第７代时不同剂量辐照后子代细胞微核率和凋

亡率同未辐照细胞相比已无明显区别。对不同剂量辐照后传代７代的细胞再次照射２．５Ｇｙ的相同

剂量，发现它们细胞微核率和凋亡率存在明显差异，即初次受辐照剂量高的细胞，再次以相同剂量

辐照后的微核率和凋亡率也高。这些结果表明，Ｘ射线辐照导致了 ＨＬ７７０２细胞基因组不稳定性

这一辐射延迟效应，再次辐照使得辐射的延迟效应得以明显的表现。
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１　引言

近年来，放射治疗在肿瘤治疗中的作用受到了

越来越多的重视，放疗技术和手段的迅速发展为人

们选择放疗创造了更多的机会［１］。放疗是利用电离

辐射对细胞，特别是细胞中的遗传物质ＤＮＡ的损

伤作用，诱发病灶部位不正常细胞的凋亡来治疗肿

瘤的。可是，在治疗的过程中难免对正常组织和细

胞造成一定程度的损伤，而且随着辐射的远后效应

和旁效应的发现，也使得放射治疗肿瘤的安全性受

到了很大的关注。要想充分发挥放疗的优势，而又

使其对人体正常组织的毒副作用尽可能降低，就必

须搞清楚电离辐射对细胞造成各种损伤的类型及其

分子机理，同时还需要了解辐射的延迟效应。

辐射延迟效应的主要表现之一是基因组不稳定

性。基因组不稳定性广泛存在于受到损伤的细胞或

机体中，可能是多级致癌理论中至关重要的一步，

其在受损细胞后代中的传递和表达的最终结果将使

细胞内稳定性突变不断得到积累而有可能导致细胞

癌变。因此，对基因组不稳定性的进一步研究将为

揭示细胞凋亡和癌变形成起到重要的作用。耿晓华

等［２］利用γ射线照射人正常肝细胞，检测克隆形成

率和微核发生率，利用单细胞凝胶电泳技术检测

ＤＮＡ损伤情况。发现γ射线不仅在肝细胞中产生

直接的生物效应，而且还可以诱发产生可遗传的基

因组不稳定性，使子代细胞中的突变频率增加，表

现出滞后的遗传改变。

本文研究了Ｘ射线辐照在 ＨＬ７７０２细胞中诱

导的延迟效应，探讨了二次辐照在使得细胞辐射延

迟效应得以表现中的作用。

２　材料与方法

２．１　细胞培养及辐照

本实验采用人正常肝细胞系 ＨＬ７７０２细胞，

购自上海中国科学院细胞库。细胞在含１５％小牛血

清、１００ｕ／ｍｌ青霉素和８０'ｇ／ｍｌ链霉素的ＤＭＥＭ

培养基中，于３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中培养。辐
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照前一天将细胞接种于２５ｃｍ２的玻璃培养瓶中。Ｘ

射线辐照是在兰州军区兰州总医院放射治疗科的医

用６ＭＶ电子直线加速器（ＣＬ２１００，Ｖａｒｉａｎ）上完成

的。辐照时该加速器产生的Ｘ射线剂量率为４Ｇｙ／

ｍｉｎ。细胞样品初次辐照的剂量分别为０，０．５，

２．５，４．０和６．０Ｇｙ，每个剂量设３个重复。

２．２　细胞传代及二次辐照

Ｘ射线辐照后存活的 ＨＬ７７０２细胞继续传代，

传代培养条件与照前相同。在含１５％小牛血清、

１００ｕ／ｍｌ青霉素和８０ 'ｇ／ｍｌ链霉素的ＤＭＥＭ 培

养基中，于３７℃，５％ＣＯ２的培养箱中培养。传代７

代后，接种于２５ｃｍ２的玻璃培养瓶中，次日对初次

辐照剂量分别为０，０．５，２．５，４．０和６．０Ｇｙ的传

代细胞再次以２．５Ｇｙ的相同剂量辐照。Ｘ射线辐

照条件同初次辐照。

２．３　荧光染色胞质分离阻滞微核实验

本研究采用１９８５年Ｆｅｎｅｃｈ等提出的胞质分离

阻滞微核法［３，４］进行微核检测，并在具体操作方法

上做了适当改进。具体操作如下：辐照后的细胞用

含２'ｇ／ｍｌ细胞松弛素Ｂ的培养基培养３６ｈ后，倒

掉培养基用１×ＰＢＳ清洗两次，用０．０７５Ｍ 的ＫＣｌ

溶液３７℃低渗１５ｍｉｎ，然后用－２０℃预冷的甲醇

固定两次，每次２０ｍｉｎ，用ＡＯ染色后在荧光显微

镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１）下观察、拍照，对双核细胞数

（犖）、含１个微核的双核细胞数（犕１）、含２个微核

的双核细胞数（犕２）、含３或４个微核的双核细胞数

（犕３，犕４）进行计数统计。每个剂量计数１０００个左

右双核细胞。微核的确定标准：位于主核大小一致

的双核细胞胞质内，核膜独立或条带（核浆桥）相

连；微核直径是主核的１／１６—１／３，面积是主核的

１／２５６—１／９；圆形或卵圆形，染色与主核相同，可

与主核分开；无折光性，可与伪影分开［５］。微核率

计算公式［５］如下：

微核率＝［犕１＋２犕２＋３（犕３＋犕４）］／犖。

２．４　犃狀狀犲狓犻狀犞犉犐犜犆细胞凋亡检测

本研究检测细胞凋亡所用试剂盒为凯基 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒，所用流式细胞

仪是ＢＤＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（美国）。细胞凋亡检测的具

体操作步骤参照试剂盒使用说明书。每个剂量点检

测１００００个细胞。

３　结果

ＨＬ７７０２细胞初次受不同剂量辐照后的微核

率实验结果见图１。可以看到，未受到辐照细胞的

微核率为０．０１８，随着照射剂量的增加微核率相应

增加，当剂量达到４．０Ｇｙ时基本达到最高值，６．０

Ｇｙ时略有升高但不明显。

图１ Ｘ射线辐照后 ＨＬ７７０２细胞的微核率

ＨＬ７７０２细胞初次受不同剂量辐照后细胞凋

亡率的实验结果见图２。很明显，随着照射剂量的

增加辐照后７２和９６ｈ时ＨＬ７７０２细胞凋亡率逐渐

增加，但辐照后９６ｈ时的细胞凋亡率要明显高于辐

照７２ｈ的。

图２ Ｘ射线辐照后７２和９６ｈ时 ＨＬ７７０２细胞的凋亡率

Ｘ射线不同剂量初次辐照后 ＨＬ７７０２细胞继

续传代７代时，再次接受２．５Ｇｙ相同剂量辐照后

细胞的微核率实验结果见图３。初次受不同剂量辐

照后传代７代的 ＨＬ７７０２细胞的微核率与未受到

辐照细胞的微核率相比已经没有很大区别，但当再

次接受２．５ＧｙＸ射线辐照后，细胞微核率又明显

升高，且与初次辐照剂量呈现正相关性。

传代７代的细胞再次接受２．５Ｇｙ相同剂量辐
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照后９６ｈ细胞的凋亡率见图４。初次受不同剂量辐

照后传代７代的 ＨＬ７７０２细胞的凋亡率仍略高于

未受到辐照细胞的凋亡率，而再次受到２．５Ｇｙ相

同剂量辐照后，其凋亡率显著升高，且与初次辐照

剂量存在正相关性。

图３ 不同剂量Ｘ射线辐照后传代７代的细胞再次照射２．５

Ｇｙ后的微核率

图４ 不同剂量Ｘ射线辐照后传代７代的子代细胞及再次照

射２．５Ｇｙ后９６ｈ的凋亡率

用ＳＰＳＳ１７．０对微核实验结果进行相关性分析

表明：初次辐照剂量、初次辐照微核率、二次辐照

微核率之间在狆＝０．０１水平上存在明显的相关性，

而它们与传代７代后细胞的微核率则不存在相关

性。

用ＳＰＳＳ１７．０对凋亡实验结果进行相关性分析

表明：初次辐照剂量、初次辐照细胞凋亡率、二次

辐照细胞凋亡率之间在狆＝０．０１水平上存在明显的

相关性，而它们与传代７代后细胞的凋亡率之间则

不存在相关性。

用ＳＰＳＳ１７．０对二次辐照后微核实验结果和凋

亡实验结果进行相关性分析表明：初次辐照剂量、

二次辐照微核率与二次辐照细胞凋亡率之间在狆＝

０．０１水平上存在明显的相关性。

４　讨论

受到Ｘ射线辐照后的 ＨＬ７７０２细胞传代７代

以后，微核率和细胞凋亡率都已经明显下降，基本

恢复到正常水平，可是当再次受到相同剂量Ｘ射线

辐照以后，微核率和细胞凋亡率与初次辐照剂量之

间仍存在着明显的剂量效应关系，说明初次辐照

所造成的细胞损伤不会随着细胞传代而马上消失，

而是传递到子代细胞中，从而对二次辐照的损伤作

用产生影响。

这种可遗传的损伤一般被认为是电离辐射诱发

的基因组不稳定性引起的，可供检测的生物学终点

有染色体的改变、多倍体数的改变、微核形成、基

因突变和扩增、小卫星和微卫星（短串联重复序列）

不稳定性以及克隆形成率的下降等［６］。本研究中把

检测细胞遗传学中的微核率作为衡量细胞基因组不

稳定性的指标。

初次辐照后微核率随着辐照剂量的增加而增

加，在２．５Ｇｙ到４．０Ｇｙ时上升迅速，而４．０到６．０

Ｇｙ时变化不大；辐照细胞传代７代以后再次检测，

受到不同剂量辐照的细胞微核率都显著下降，而且

各组之间已经没有显著差异。这是因为细胞经过多

次传代以后ＤＮＡ损伤已经得到修复，微核作为染

色体畸变的一种表现形式，也就进入了稳定表达阶

段。但是这种修复并不能使细胞真正恢复到受照前

的状态，当再次给予相同剂量的辐照之后，初次辐

照对细胞造成的损伤被激活，微核率与初次辐照剂

量之间呈现出明显的剂量相关性。这说明电离辐射

对细胞造成的损伤是可以遗传的，虽然在传代之后

这种损伤被部分修复，不能够直接通过微核实验检

测到，但却以一种隐蔽的形式保留在细胞中，基因

组不稳定性就是这种潜伏的延迟损伤的表现之一。

辐射损伤到底以什么形式得以在细胞传代中保

留一直是广泛争论的焦点。Ｇｒｏｓｏｖｓｋｙ等
［７］和 Ｕｌｌ

ｒｉｃｈ等
［８］认为，由于受到辐照的细胞丧失细胞周期

调控机制，使其继续通过细胞周期，并把损伤传递

给子代。但显然，子代中保留下来的损伤已经不同

于辐照后可以直接检测的损伤，因而这种观点有待

进一步研究。而Ｌｉｔｔｌｅ等
［９］的研究表明，受照细胞

分裂３０代后，犺狆狉狋基因自发突变率显著升高。耿

晓华等［２］的研究表明，γ射线辐照人肝细胞传代４０

代后进行二次辐照，细胞的彗星电泳尾长和微核率

与初次辐照剂量之间仍然存在明显正相关性。综合
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上述研究，可以认为细胞受到电离辐射以后，通过

传代培养，致死的损伤由于细胞死亡而丢失，可以

修复的损伤则被细胞自身修复，不可遗传的损伤则

通过传代而得以隔离，只有那些不能导致细胞直接

死亡的不可修复的可遗传的细胞损伤才得以传递给

子代细胞。这种延迟损伤可能包括多种类型，虽然

长期以来人们都渴望找到这种损伤“记忆”得以保留

的机制，但至今尚未取得突破。

电离辐射是诱发细胞凋亡的环境因素之一，辐

射所致的细胞凋亡除了核固缩、质膜发泡、细胞器

紧缩等普通特征性改变之外，其细胞膜结构与功

能、膜通透性及染色质形态结构变化更加突

出［１０—１２］。细胞凋亡的影响因素也较为复杂，基因突

变、染色体变异、线粒体功能异常、细胞膜结构损

坏等都可以导致细胞走向凋亡。在电离辐射对细胞

损伤作用的研究中，曾经认为是细胞的遗传物质结

构遭到破坏造成的，但是越来越多的证据表明电离

辐射对细胞的损伤作用是一个复杂的事件，不仅与

核内的遗传物质有关而且与细胞质、细胞膜和各种

细胞器存在着十分密切的联系。本研究中把细胞凋

亡作为衡量细胞损伤程度的一个综合指标来考虑。

与微核率类似，初次辐照后细胞凋亡率随着照

射剂量的增加而升高，当传到第７代时，初次受到

不同剂量辐照的细胞的细胞凋亡率都显著降低，各

剂量点间不存在明显差异，而二次辐照以后细胞凋

亡率与初次辐照剂量再次表现出正相关性。这些结

果表明，潜伏在子代细胞中的辐射延迟损伤不仅能

影响第二次照射后细胞的微核率而且同样可以影响

细胞凋亡率。说明微核率和细胞凋亡率作为检测辐

照子代细胞受到再次照射时所表达的辐射延迟损伤

时具有高度的一致性。然而，微核率和细胞凋亡率

分别代表了细胞核和细胞整体的损伤程度，那么在

二次辐照时，初次辐照的延迟损伤是如何被激活并

协调影响这两个不同水平的事件的呢？要解答这个

问题必须从细胞分子层面进行更加深入细致的研究

来确定辐射延迟损伤的具体形式。

有人认为造成基因组不稳定性的原因是受照细

胞子代的突变，而不是由射线本身引起的细胞的直

接损伤。Ｌｉｔｔｌｅ等
［９］的研究表明，在受照细胞分裂

３０代后，犺狆狉狋基因突变率明显高于正常细胞。

Ｋａｄｈｉｍ等
［１３］用

&

粒子照射小鼠干细胞，照射剂量

为每个细胞产生１次损伤，结果却发现有４０％—

６０％细胞的核型发生了异常。Ｌｉｍｏｌｉ等
［１４］用１Ｇｙ

剂量的Ｘ射线照射仓鼠人杂交细胞ＧＭ１０１１５，然

后用荧光原位杂交来检测不稳定性，结果在子代细

胞中观察到辐射诱发的染色体不稳定性约为３％，

而用高传能线密度（ＬＥＴ）Ｆｅ离子照射后，染色体

不稳定性高达４％
［１５］。上述研究中的不稳定性发生

频率大大超过已报道的相同剂量下基因突变发生的

频率。然而，无论是那种观点，目前都缺乏直接的

实验结果的支持，而且受照子代细胞突变率增加与

辐射损伤之间本来就存在着密切的联系，甚至基因

组不稳定性是否是导致辐射延迟效应的唯一根本原

因本身也还有待深入研究。

二次辐照使得初次辐照的辐射延迟效应表现的

可能机制是，初次辐照以后潜藏在辐照存活细胞子

代细胞中的不能导致细胞直接死亡的不可修复的可

遗传的细胞损伤，造成不同程度的细胞基因组的损

伤或基因突变，从而使得细胞受到二次辐照的时候

对于相同剂量的辐射表现出不同的敏感性。

总之，通过本文的研究，证实了Ｘ射线辐照导

致了ＨＬ７７０２细胞基因组不稳定性这一辐射延迟

效应，再次辐照使得辐射的延迟效应得以明显的表

现。电离辐射延迟效应的存在使得辐射安全防护和

癌症放射治疗计划的制定变得更加复杂，必须考虑

正常组织细胞的辐射延迟损伤及其对后期治疗的影

响，这样才能更加真实地反映放疗过程中患者接受

射线辐照的真实情况，增加放射治疗的科学性与安

全性［１６］。
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