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摘　要：活性氧（ＲＯＳ）和一氧化氮（ＮＯ）是辐射诱导的旁效应信号通路中的两个重要信号分子。实

验研究了这两种信号分子在ＨｅＬａ细胞旁效应信号通路中的关系。通过微核实验，发现Ｘ射线辐照

过的ＨｅＬａ细胞及其旁观者细胞微核形成明显增加，而二甲亚砜（ＤＭＳＯ）预处理显著抑制了微核

形成。另外还发现，接受条件培养基的旁观者细胞的增殖速率增加，而ＤＭＳＯ预处理产生条件培

养基的受辐照细胞则使旁观者细胞的增殖速率降低。以上的结果从不同角度证实了 ＨｅＬａ细胞存

在Ｘ射线诱导的旁效应，且其可以被ＤＭＳＯ预处理所抑制。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ和ＤＡＦＦＭＤＡ荧

光探针检测分别显示出辐照后细胞的诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）和ＮＯ水平均升高，而ＤＭＳＯ预

处理则降低其水平。因此，可以推测Ｘ射线诱导的ＨｅＬａ旁效应当中ＲＯＳ是ＮＯ的上游信号。
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１　引言

辐照过的细胞通过释放信号分子，导致未辐照

细胞发生相应的生物学反应，这种现象称之为辐射

诱导的旁效应。尽管旁效应研究早在半个世纪以前

就已经开始，其具体的分子机制仍然有待阐明。旁

效应涉及的因素众多，如活性氧（Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ

ｓｐｅｃｉｅｓ，简称ＲＯＳ）、一氧化氮（Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，简称

ＮＯ）、细胞因子、转录因子以及线粒体都参与了旁

效应的信号通路［１—７］。

在Ｘ射线辐照下，无论是直接辐照细胞，还是

旁观者细胞，其ＲＯＳ表达都明显升高，并且这种高

水平的ＲＯＳ可以维持３０ｈ以上
［８］。有证据表明，

ＮＡＤＰＨ氧化酶是&

粒子直接辐照的细胞中ＲＯＳ的

主要来源，并且这种ＲＯＳ响应无须直接照射细胞

核，也有证据显示 ＮＡＤＰＨ 氧化酶也参与了Ｘ射

线辐照引发的ＲＯＳ响应
［２，９—１１］。此外，ＲＯＳ清除

剂，如超氧化物岐化酶、过氧化氢酶、二甲亚砜

（Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，简称ＤＭＳＯ）都能够抑制旁效

应，表明ＲＯＳ在旁效应信号通路当中扮演了关键

的角色［８—１０，１２］。ＮＯ同样也是辐射诱导的旁效应的

重要信号分子。Ｓｈａｏ等人发现，当仅１％的细胞的

细胞核接受单个
&

粒子照射后，却有４０％的细胞出

现ＮＯ水平增加
［４］。此外，ｃＰＴＩＯ（ＮＯ 清除剂）和

ＡＧ（诱导型一氧化氮合酶（Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ

ｓｙｎｔｈａｓｅ，简称ｉＮＯＳ）抑制剂）处理，可以有效地抑

制旁效应［３，４，１３］。尽管目前已经清楚ＲＯＳ与ＮＯ都

参与了旁效应的信号通路，但是两者之间是否有联

系、何种联系、如何联系等仍然有待进一步研究。

本实验以微核和细胞增值速率为指标，证实

ＨｅＬａ细胞存在Ｘ射线诱导的旁效应，其旁效应可

被 ＤＭＳＯ 预处理所抑制。另外，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ和 ＮＯ荧光探针实验，发现无论是ｉＮＯＳ

表达还是ＮＯ水平，都能够被ＤＭＳＯ预处理所抑

制，表明在Ｘ射线诱导的 ＨｅＬａ旁效应当中，ＲＯＳ

信号在ＮＯ信号的上游，ＲＯＳ对ＮＯ的调控可能是

通过转录因子ＮＦ(Ｂ进行的。
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２　材料和方法

２．１　细胞培养

ＨｅＬａ细胞在１００ｍｌ的细胞培养瓶中培养，培

养基为ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ?ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＣｅｌｌＣｕｌ

ｔｕｒｅ），另补充１０％小牛血清（ＬａｎｚｈｏｕＮａｔｉｏｎａｌ

ＨｙＣｌｏｎｅＢｉｏｅｎｇｅｅｒｉｎｇＣｏ．Ｌｔｄ）。培养条件为３７

℃，含５％ＣＯ２的潮湿空气。用于辐照和培养基转

移实验的细胞提前１２ｈ接种到培养瓶或培养皿。

２．２　犡射线辐照和微核实验

ＨｅＬａ细胞用甘肃省肿瘤医院 Ｘ射线加速器

（北京医疗器械研究所，ＢＪ６ＢＥ４００）辐照１Ｇｙ（剂

量率３Ｇｙ／ｍｉｎ）。辐照过后，细胞加细胞松弛素Ｂ

（Ｓｉｇｍａ），其终浓度为２μｇ／ｍｌ，继续培养２５ｈ。培

养皿中的细胞用甲醇／冰醋酸浓液（９∶１犞甲醇／

犞冰醋酸）固定２０ｍｉｎ。风干后，细胞用吖啶橙染色

（Ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ，４０μｇ／ｍｌｉｎＰＢＳ，ｐＨ６．９）５

ｍｉｎ，在荧光显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１）下观察，并记

录１０００个双核细胞中的微核数目。

２．３　培养基转移实验

辐照前１２ｈ，细胞接种至培养瓶。辐照前５０

ｍｉｎ，加 ＤＭＳＯ（上海生工生物工程有限公司）。

ＤＭＳＯ在细胞中的存在时间大约２ｈ。辐照过后，

用培养基洗细胞一次以清除残余ＤＭＳＯ，然后换上

正常新鲜培养基。细胞继续培养２４ｈ以产生条件培

养基（Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ），然后收集条件培养

基，经过０．２２μｍ的滤膜过滤后，转移至未辐照细

胞。培养基转移的同时，添加细胞松弛素Ｂ，细胞

继续培养２５ｈ做微核实验。

２．４　细胞增殖分析

ＡＣＥＡＲＴＣＥＳ?Ｓｙｓｔｅｍ（ＡＣＥＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）

是一种微电子的细胞检测系统，能够记录活细胞数

量。对于直接辐照实验，辐射过后细胞按１０００个／

孔的密度接种至电子检测板；对于培养基转移实

验，细胞按１０００个／孔的密度接种至电子检测板，

２４ｈ后换条件培养基。启动ＲＴＣＥＳ系统，Ｃｅｌｌｉｎ

ｄｅｘ（反映被细胞覆盖的电子检测板面积）被系统实

时自动记录下来。

２．５　免疫印迹

细胞辐照过后，用裂解液（５０ｍｍｏｌ／ｌＴｒｉｓＨＣｌ

（ｐＨ８．０），１５０ｍｍｏｌ／ｌＮａＣｌ，１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００，１

ｍｍｏｌ／ｌＰｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ）提取蛋白。

然后以ＢＣＡ（Ｐｉｅｒｃｅ）法测其蛋白浓度。蛋白等量上

样（２５μｇ），６．５％的ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳３．５

ｈ（３０ｍＡ），然后将蛋白转移到硝酸纤维素膜。本

实验使用的一抗为单克隆兔抗鼠ｉＮＯＳ抗体（Ｓａｎｔａ

ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）和多克隆兔抗人βＡｃｔｉｎ（Ｓａｎｔａ

ＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；二抗为辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）。曝光

后，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析条带强度。

２．６　犖犗水平检测

细胞的ＮＯ水平用４ａｍｉｎｏ５ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ２’，

７’ｄｉｆｌｕｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ（ＤＡＦＦＭＤＡ，Ｂｅ

ｙｏｔｉｍｅ）检测。ＤＡＦＦＭＤＡ可以穿过细胞膜，进入

细胞后可以被细胞内的酯酶催化，形成不能穿过细

胞膜的ＤＡＦＦＭ。ＤＡＦＦＭ 本身仅有很弱的荧光，

但在和ＮＯ反应后可以产生强烈荧光，激发波长为

４９５ｎｍ，发射波长为５１５ｎｍ。按照１∶１０００比例，

用ＤＡＦＦＭＤＡ稀释液稀释ＤＡＦＦＭＤＡ，使其终

浓度为５μｍｏｌ／ｌ。去除细胞培养液，加入１ｍｌ稀释

好的ＤＡＦＦＭＤＡ。在３７℃ 细胞培养箱内孵育２０

ｍｉｎ。用ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤细胞３次，以充分去除

未进入细胞内的ＤＡＦＦＭＤＡ。随机选择１００—２００

个细胞，用荧光显微镜自带的相机拍摄。拍摄时保

证所有照片拍摄条件一致，使细胞的荧光强度具有

可比性。荧光强度用图像分析软件ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ

分析。

２．７　统计分析

本实验采用的统计学方法为Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋ｔｅｓｔ。

狆值小于０．０５认为差异显著。

３　 结果

３．１　受辐照细胞及旁观者细胞的微核形成

如图１（ａ）所示，辐照后细胞微核形成与未辐照

细胞相比增加了６３．６％，而与ＤＭＳＯ预处理相比，

未预处理的细胞受辐照后微核形成降低４６．３％。此

外，从图１（ｂ）可以看出，源自受辐照细胞的条件培

养基使旁观者细胞的微核形成显著增加。旁观者细

胞的微核形成同样能够被ＤＭＳＯ预处理抑制，表

明ＲＯＳ参与了旁效应信号的产生。我们的实验结
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果证实了ＨｅＬａ细胞存在旁效应，并且其旁效应能

够被ＤＭＳＯ预处理抑制。

图１Ｘ射线辐照的 ＨｅＬａ细胞及其旁观者细胞的微核形成

以及ＤＭＳＯ预处理对微核形成的影响

表示狆＜０．０５。

３．２　受辐照及旁观者细胞的增殖

图２（ａ）表明在０—７７ｈ，受辐照细胞其增殖速

率与未辐照细胞相比被抑制了２７．５％，尽管直接辐

图２Ｘ射线辐照的细胞及其旁观者细胞的增殖以及ＤＭＳＯ

预处理对细胞增殖的影响

Ｘ表示Ｘ射线辐照，Ｎ表示Ｘ射线未辐照。

照的细胞其增殖速率在７０—７７ｈ时有所恢复，甚至

超过了未辐照细胞。０．５％和１％的ＤＭＳＯ处理则

能缩小两者的差别，并且ＤＭＳＯ预处理的效果与

浓度有关：１％的ＤＭＳＯ比０．５％的ＤＭＳＯ处理更

大程度地恢复了受辐照细胞的增殖速率。另一方

面，如图２（ｂ）所示，源自受辐照细胞的条件培养基

与源自未辐照细胞的非条件培养基相比，细胞增殖

速率增加了１倍。当用ＤＭＳＯ处理辐照细胞时，条

件培养基的刺激生长作用明显降低。ＤＭＳＯ预处理

的效果同样与其浓度相关：浓度越高，条件培养基

的刺激生长作用越小。

３．３　犇犕犛犗预处理降低受辐照细胞的犻犖犗犛水平

为了确定 ＲＯＳ是否能够诱导ｉＮＯＳ表达，我

们分别用０．５％和１％的 ＤＭＳＯ预处理受辐照细

胞，然后检测细胞ｉＮＯＳ表达水平。辐照过后７ｈ，

收集细胞，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析其ｉＮＯＳ表达

水平（见图３）。分析表明，辐照后细胞内的ｉＮＯＳ

图３ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析Ｘ射线辐照及ＤＭＳＯ预处理对

ＨｅＬａ细胞ｉＮＯＳ表达的影响

表示狆＜０．０５。

表达水平显著增高，而ＤＭＳＯ预处理则抑制受辐

照细胞的ｉＮＯＳ水平，并且ＤＭＳＯ的抑制作用同样

是浓度依赖的，即浓度越高其抑制效果越好。

３．４　犇犕犛犗预处理降低受辐照细胞的犖犗水平

为了印证上述Ｘ射线辐照和ＤＭＳＯ预处理对

ＨｅＬａ细胞ｉＮＯＳ表达的影响，我们用 ＤＡＦＦＭ

ＤＡ荧光探针原位检测辐照后９ｈ，细胞内的ＮＯ水

平。图４表明辐照过后细胞内的ＮＯ相对水平与未
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图４ＤＡＦＦＭＤＡ荧光探针分析Ｘ射线辐照及ＤＭＳＯ预处

理对 ＨｅＬａ细胞ＮＯ水平的影响

表示狆＜０．０５。

辐照细胞相比显著增加，此结果与辐照后ｉＮＯＳ水

平显著增加相吻合。１％的ＤＭＳＯ预处理则显著抑

制了受辐照细胞的 ＮＯ水平，此结果也与 ＤＭＳＯ

预处理抑制受辐照细胞ｉＮＯＳ表达相吻合。

４　讨论

辐射对细胞生长的作用似乎是矛盾的。Ａｒｎｏｌｄ

等人报道当用人体治疗剂量辐照细胞时，受辐照细

胞及其旁观者细胞增殖受到抑制，他们指出这种增

殖抑制作用是由于辐照过后细胞 ＴＧＦβ１表达增

加［１４］。相反，Ｉｙｅｒ等人报道低剂量的&

粒子照射能

够刺激正常人肺纤维原细胞（ｃｌ）增殖，并且受辐照

细胞其条件培养基同样能够刺激未辐照细胞生长，

他们同样把这种增殖刺激作用归因于ＴＧＦβ１表达

增加［１５］。在本实验中，我们发现Ｘ射线辐照抑制了

接受直接辐照的ＨｅＬａ细胞的增殖，而ＤＭＳＯ预处

理能够减轻这种抑制作用。另一方面，受辐照细胞

其条件培养基与未辐照细胞的非条件培养基相比，

能够刺激未辐照细胞的增殖，而ＤＭＳＯ处理减小

两者的差别。因此，辐照对受辐照细胞及其旁观者

细胞增殖促进或抑制作用很可能依赖辐照剂量，即

低剂量的辐照促进细胞增殖，高剂量辐照抑制细胞

增殖。也有可能存在某剂量点，此时受辐照细胞增

殖受到抑制，旁观者细胞增殖却受到刺激，比如我

们的这种情况。但是，也不能排除细胞种类的影响。

这种看似矛盾的辐照对细胞增殖的影响正好与

ＴＧＦβ的双重角色一致：ＴＧＦβ促进还是抑制细胞

增殖取决于其浓度、细胞种类以及细胞生长条

件［１４，１５］。

早期的研究发现照射细胞质和细胞核对于诱导

受辐照细胞和旁观者细胞的ＤＮＡ损伤效果相同，

表明ＤＮＡ损伤是旁效应的次级事件而非起始事

件［１６—１８］。Ｋａｓｈｉｎｏ等人则提供了更为直接的证据，

他们利用野生型ＣＨＯ细胞及其修复缺陷的突变体

发现靶细胞ＤＮＡ损伤的起始水平及修复过程对于

旁效应信号的释放并不重要［１９，２０］。本实验以及其

他研究者的证据表明ＤＭＳＯ预处理能够显著抑制

受辐照细胞及其旁观者细胞的 ＤＮＡ 损伤
［２１—２３］。

ＤＭＳＯ是一种有效的羟自由基清除剂，辐照前的

ＤＭＳＯ处理能够清除短寿命的自由基
［２４］。考虑到

无论对细胞质还是细胞核的照射都会涉及ＲＯＳ的

产生以及ＲＯＳ的ＤＮＡ损伤作用
［２５，２６］，辐照导致

ＲＯＳ的产生很有可能是旁效应的起始事件。本实

验发现ＤＭＳＯ预处理的受辐照细胞其ｉＮＯＳ表达

比未经ＤＭＳＯ预处理的受辐照细胞低，但图３（ａ）

中
)ＡｃｔＩｉｎ表达不一致。可能的原因有蛋白浓度测

量的误差、上样误差、ＤＭＳＯ对)Ａｃｔｉｎ表达的影

响。前两者不影响结果分析，而后一者会影响结果

分析，因此，本实验除了检测ｉＮＯＳ外，还用ＤＡＦ

ＦＭＤＡ荧光探针检测了ｉＮＯＳ的催化产物 ＮＯ的

水平，以此来排除ＤＭＳＯ对)Ａｃｔｉｎ表达的影响。

我们的实验发现 ＤＭＳＯ 预处理的受辐照细胞其

ＮＯ水平也比未经ＤＭＳＯ预处理的受辐照细胞低，

表明在Ｘ射线诱导的 ＨｅＬａ细胞旁效应当中ＲＯＳ

是ＮＯ的上游信号。Ｚｈｏｕ等人的证据表明Ｂａｙ１１

７０８２（ＮＦ(Ｂ抑制剂）处理能够抑制受辐照的细胞

ｉＮＯＳ表达
［６］。其他的研究发现ＲＯＳ可以激活ＮＦ

(Ｂ，而后者可以转录ｉＮＯＳ基因引起 ＮＯ水平增

高［２７，２８］。旁效应信号通路中，ＲＯＳ是否通过ＮＦ(Ｂ

调控ＮＯ水平还有待进一步的研究。
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 犚犲犮犲犻狏犲犱犱犪狋犲：３０Ｄｅｃ．２００８；犚犲狏犻狊犲犱犱犪狋犲：１２Ｊａｎ．２００９

　　 犉狅狌狀犱犪狋犻狅狀犻狋犲犿：ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（１０８３５０１１，１０６７５１５１）；ＫｅｙＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｓ

ｏｆＧａｎｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（０７０２ＮＫＤＡ０４５，０８０１ＮＫＤＡ００１）；ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＬａｎｚｈｏｕＣｈｉｎｅｓｅ

ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ（０７２０７）

　　＃ 犆狅狉狉犲狊狆狅狀犱犻狀犵犪狌狋犺狅狉：ＺｈａｎｇＨｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｈ＠ｉｍｐｃａｓ．ａｃ．ｃｎ



ｄｕｃｅｄｉｎｉｒｒａｄｉａｔｅｄａｎｄｂｙｓｔａｎｄｅｒｃｅｌｌｓｗｈｉｌｅＤＭＳＯｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｉｉｎｂｏｔｈｏｆｔｈｅｍ．Ｗｅａｌｓｏｆｏｕｎｄｔｈａｔｗｈｅｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｒｒａｄｉａｔｅｄｔｈｅｉｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｓｕｐ

ｐｒｅｓｓｅｄｗｈｉｌｅＤＭＳＯｔｒｅａｔｍｅｎｔｅｌｉｍｉｎａｔｅｄｔｈｉｓｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ．Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｒｅｃｅｉｖｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ

ｍｅｄｉｕｍｆｒｏｍｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄｍｏｒｅｑｕｉｃｋｌｙｔｈａｎｔｈｅｃｅｌｌｓｒｅｃｅｉｖｅｄｍｅｄｉｕｍｆｒｏｍｎｏｎｉｒｒａｄｉａｔｅｄ

ｃｅｌｌｓｗｈｉｌｅＤＭＳＯｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｅｌｌｓｈａｄｈｉｇｈｅｒｌｅｖｅｌ

ｏｆｉＮＯＳａｎｄＮＯｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｎｏｎｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｓ，ｗｈｅｒｅａｓＤＭＳＯｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｉｒｌｅｖｅｌｓ．

ＴｈｅｓｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔＲＯＳｉｓｔｈｅｕｐｓｔｒｅａｍｓｉｇｎａｌｏｆＮＯｉｎＸｒａｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｓｔａｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔｓｉｎＨｅＬａ

ｃｅｌｌｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｙｓｔａｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔ；ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ；ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ；ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ；Ｘｒａｙ

·８５２· 原 子 核 物 理 评 论 第２６卷　


