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低能N+注入E.coli诱发的HRS/IRR
与抗氧化物酶关系的初探
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摘暋要:研究了30keVN+ 注入E.coli诱发的辐射超敏感效应/增强的辐射性(HRS/IRR)及该效

应诱发时E.coli细胞内抗氧化物酶(SOD和 CAT)的诱导表达,探讨了细胞内抗氧化物酶的诱导

与 HRS/IRR诱发之间的关联。研究结果显示,HRS诱发剂量范围内(0—5暳1014 N+/cm2),E.
coli细胞内超氧化物岐化酶(SOD)的酶活基本维持在10Us/mg的较低水平,过氧化氢敏(CAT)酶
活也都低于8Us/mg;IRR诱发的剂量范围内(5暳1014—10暳1014 N+/cm2),SOD和CAT活性升

高并分别达到了58Us/mg和26Uc/mg的最高水平。研究结果初步表明,低能离子注入E.coli
HRS/IRR的诱发与细胞内抗氧化物酶的诱导关系密切。
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1暋引言

20世纪90年代末,国内学者余增亮利用keV
能量范围的低能离子注入微生物[1,2]、植物组织以

及种子[3,4]等时,发现随着辐照剂量的增大,生物

存活率呈现“马鞍型暠,这种先降后升再降的存活现

象完全不同于辐射中常见的指数性和肩性下降的剂

量存活效应。英国 Gray实验室和Jioner等[5]以细

胞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1Gy的剂量范围内,随剂量的

增加,细胞存活率急剧下降,而随后细胞存活率有

所上升,他们将低剂量范围内的 这 种 现 象 称 为

HRS/IRR,即低剂量辐射超敏感效应(1ow灢dose
hyperradio灢sensitivity,简称 HRS)及增强的辐射抗

性(increasedradioresistance,简称IRR)[6,7]。目

前,HRS/IRR已经成为辐射生物学中研究的热点。
然而,至今国内外对 HRS/IRR的诱发机制认知有

限,特别是国内对该效应分子机理的研究甚少,相

关研究亟待开展。
目前,国内外辐射生物学家对 HRS/IRR效应

的分子机理还没有明确定论,只是存在种种的猜

测[5]:(1)与 DNA 损伤修复作用有关;(2)与细胞

凋亡和细胞周期延滞有关;(3)与DNA链的松弛结

构状态有关;(4)存在特殊的细胞修复途径相关等

等。越来越多的研究结果证实辐射产生的自由基及

其清除与细胞的辐射损伤及辐射抗性之间存在关

联,Lee 等[8]研究表明活性氧 (指 ·OH,O桽灢
2 和

H2O2 等)是电离辐射引起细胞损伤的重要因素,而

抗氧化系统,包括超氧化物岐化酶(SOD),过氧化

氢酶(CAT)和过氧化物酶(POD)等在保护细胞抵

御辐射损伤过程中具有重要作用。Fisher[9]的研究

同样证实了自由基清除剂或抗氧化剂能够有效地干

预或减轻辐射损伤的效应。近几年来,D.radio灢
durans耐辐射机理研究的深入开展,越来越证实了

它的超强耐辐射能力与其清除自由基的能力存在密

切联系[10]。
作者前期研究已发现低能离子注入E.coli可

诱发 HRS/IRR,并发现recA基因在其诱发中发挥

一定作用[11],抗氧化物酶与 HRS/IRR诱发是否存
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在一定关联,至今未见相关报道。本文拟研究低能

离子注入E.coli时 HRS/IRR的诱发情况,重点研

究 HRS/IRR诱发剂量范围内细胞内抗氧化物酶

(SOD和CAT)的诱导表达情况,以探讨细胞内抗

氧化物酶诱导与 HRS/IRR诱发之间的内在关联。

2暋实验材料和方法

2.1暋实验材料

大肠杆菌菌株(Escherichiacoli MG1655),美

国密西西比大学生命科学系Justincourcelle提供。

2.2暋试剂和仪器

总超氧化歧化酶(T灢SOD)活力测定试剂盒(南
京建成公司),过氧化氢酶(CAT)测定试剂盒(南京

建成公司),蛋白测定试剂盒(南京建成公司),PBS
缓冲液(pH7.2),TU灢1901双光束分光光度计(北
京普析),超声波破碎仪(美国 SONICS公司),低

温离心机(美国 BECKMAN COULTER),Proto灢
COL菌落计数系统(英国SYNOBIOSIS),超净工

作台(安泰公司),Titan离子注入装置(俄罗斯)。

2.3暋实验方法

(1)低能离子束辐照E.coli的剂量存活效应

分别取100毺lMG1655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,自然风干后进

行离子注入处理。注入参数:离子种类为 N 离子,
能量为30keV,注入剂量为1暳1014—300暳1014

N+/cm2;将注入处理后的样品洗脱,适当稀释后

涂于LB平板上,每个稀释度做3个平行,涂平板,

37曟培养14h,通过ProtoCOL菌落计数系统计数

菌落。
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

。

(2)粗酶的提取

将30keVN+ 处理后E.coli样品(每个剂量同

时处理3个平行样品)转入5ml的 LB培养基中,

37曟培养3h后5000rotations/min离心5min沉

淀菌体,用PBS缓冲液漂洗后重悬于3mlPBS缓

冲液;将样品置于冰上进行超声波破碎,参数:振

辐为25%,辐射时间为4s、间隙时间为6s,辐射

总时间10min的效果;4曟,12000rotations/min
离心10min,上清为酶的粗提液,立即测定粗提液

中SOD,CAT和总蛋白的含量。
(3)SOD活力的测定

SOD测定采用单胺氧化法,测定方法参照 T灢
SOD活力测定试剂盒说明书中的方法。

SOD活力单位定义:反应液每毫克蛋白在1
ml反应液中SOD抑制率达50%时所对应的SOD
量为一个SOD活力单位(Us)。其活力计算公式:

T灢SOD活力(Us/ml)=暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

暋暋暋暋
对照管吸光值-测定管吸光值

对照管吸光值 暳

暋暋暋暋2暳
反应体系稀释倍数

粗酶液中蛋白量(mg/ml)
。

暋暋(4)CAT活力的测定

CAT测定采用钼酸铵法测定方法,参照 CAT
测定试剂盒说明书中方法。

CAT活力单位定义:每毫克蛋白每秒钟分解1
mmol的 H2O2的量为一个活力单位(Uc)。CAT 活

力计算公式:

CAT活力(Uc/ml)=(对照管吸光值-测定管吸光值)暳暋

暋271暳 1.0ml
60s暳取样量(ml)暳

测试前样品稀释倍数
粗酶液中蛋白量(mg/ml)

。

暋暋(5)蛋白含量的测定

蛋白质含量测定采用 Brad灢ford法,使用南京

建成生物工程研究所的蛋白测定试剂盒测试,方法

参照试剂盒说明书。

3暋实验结果

3.1暋30keVN+注入E.coli的HRS/IRR效应

低能 N+ 注入对E.coli存活的影响,30keV
N+ 注入E.coli的剂量存活效应曲线见图1。由图1
可见,30keV N+ 注入E.coli时,在小于5暳1014

N+/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暳1014 N+/cm2时,E.coli
的存活率只有0.45,E.coli表现出对30keVN+ 极

为敏感,呈现 HRS效应。随着剂量的增加在5暳
1014—10暳1014 N+/cm2的范围内,E.coli的存活率

又有所回升。当剂量升至10暳1014 N+/cm2时其存

活约为0.87,E.coli表现出对30keVN+ 具有了一

定抗性,呈现IRR效应。10暳1014 N+/cm2细胞的

辐射抗性表现为最大。在大于10暳1014的剂量范围

内E.coli的存活率随剂量的增加逐渐下降。从0—
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300N+/cm2整个剂量范围来看,30keV N+ 注入

E.coli的剂量存活效应曲线呈现出“马鞍暠形状,马

鞍峰大致位于10暳1014 N+/cm2。
图1插图中毩线和毬线斜率绝对值表示随低能

离子注入剂量增加E.coli存活率的下降趋势,其大

小反映了细胞对 N+ 注入敏感性的大小,即按单位

剂量计 N+ 注入对细胞致死效应的大小。斜率越大

说明细胞对N+ 注入越敏感,反之,越不敏感。统计

结果显示 毩线和毬线的斜率分别为-0.1041和

-0.0112,|毩斜率|与∣毬斜率∣比值约为10,说明,

E.coli对10暳1014—60暳1014 N+/cm2剂量的 N+

注入耐受能力比低剂量0—5暳1014 N+/cm2时高大

约10倍。可见,在较低的剂量范围内0—5暳1014

N+/cm2E.coli表现出对30keV的 N+ 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

到一定阈值5暳1014N+/cm2时,细胞内可能被诱导

产生了某种抗辐射机制,使得E.coli对 N+ 注入的

抵抗性增加了10倍。

图1 30keVN+ 注入E.coli的存活情况

在低能离子注入E.coli诱发 HRS/IRR的剂量

范围内,各剂量点上E.coli的存活率相差不是很

大,为说明峰点和谷点的存活率数值是否具有统计

学上的意义,我们对存活曲线中谷和峰的存活率数

值进行了差异显著性分析(见表1)。
用t检验法对5暳1014和3暳1014 N+/cm2两个

剂量点的 E.coli存活率进行假设检验,计算得

∣t∣=4.066,查 表 得t0.01(8)=2.896。∣t∣>
t0.01(8),故P<0.01。说明在1%的检验水平上3暳
1014 N+/cm2剂量点的E.coli存活率显著高于5暳
1014 N+/cm2剂量点的存活率;对5暳1014和10暳

1014 N+/cm2两个剂量点的E.coli存活率进行假设

检验,计 算 得∣t∣=9.736,查 表 得t0.01 (8)=
2.896。|t|>t0.01(8),故P<0.01。说明在1%的检

验水平上10暳1014 N+/cm2剂量点的E.coli存活率

显著高于5暳1014 N+/cm2剂量点的存活率。可见,
低能离子束与生物体相互作用诱发的 HRS/IRR峰

点和谷点存活率数值具有统计学意义。

表1暋3暳1014,5暳1014和10暳1014N+/cm2

3个剂量点E.coli存活率

Dose/(N+/cm2) Meansur.rate RSD(%)

3暳1014 0.566 0.033

5暳1014 0.442 0.06

10暳1014 0.88 0.081

3.2暋不同剂量30keVN+ 离子注入E.coli细胞内

SOD酶活变化

30keVN+ 离子注入E.coli诱发剂量范围为

0—100暳1014 N+/cm2,研究着重考察了该剂量范

围辐照时,N+ 注入对E.coli细胞内SOD酶活的影

响见图2。从图2可见,在剂量0—5暳1014N+/cm2

范围内时,E.coli细胞内SOD酶活基本维持在10

U/mg的较低水平,随剂量基本无太大变化。当注

入剂量高于5暳1014 N+/cm2SOD酶活开始急剧上

升,说明SOD酶开始诱导表达酶活增强,10暳1014

N+/cm2剂量时酶活达到最高58U/mg左右。随

后,随剂量增加酶活逐渐降低,剂量大于60暳1014

N+/cm2,SOD酶活大小随剂量变化很小,基本维

持在20U/mg左右。

图2 30keVN+ 离子注入对E.coliSOD酶活的影响
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3.3暋不同剂量30keVN+ 离子注入E.coli细胞内

CAT酶活变化

低能 N+ 离子注入对E.coliCAT 酶活的影响

见图3。从图3可见,N+ 离子注入E.coli的 CAT
酶活变化趋势与SOD基本相似,小于5暳1014 N+/

cm2剂量时,E.coliCAT酶活变化很小,5暳1014—

10暳1014 N+/cm2,随剂量增加 CAT 酶活开始升

高,在10暳1014 N+/cm2剂量CAT酶活达到最高;
随后,随剂量剂量增加酶活逐渐降低,剂量大于40
暳1014 N+/cm2,CAT 酶活维持在10U/mg左右

的较低水平。

图3 30keVN+ 离子注入对E.coliCAT酶活的影响

4暋讨论

4.1暋低能离子注入E.coli细胞内抗氧化物酶活的

诱导

30keVN+ 离子注入对E.coli抗氧化物酶活影

响的实验结果显示,在0—100暳1014 N+/cm2的剂

量范围,随着注入剂量的增加,E.coli内抗氧化物

酶SOD和CAT活性变化存在一个先无太大变化,
随后逐渐上升,而后下降的趋势,这种变化趋势在

低能离子注入彩棉种子、D.radiodurans以及E.
coliB菌株[12]也曾经被观察到,只是峰值位置有所

差异。另外,陈剑等[13]也发现当受到不同剂量的毭
射线作用后,D.radiodurans中这两种酶的活性随

着剂量的增加也出现先升高后降低的趋势。可见,
当小于5暳1014 N+/cm2剂量的低能离子注入E.co灢

li时,注入离子对细胞刺激很小,产生的活性氧自

由基很少,无法诱导抗氧化物酶系SOD和CAT大

量表达或者刺激胞内固有的SOD 和 CAT 酶活提

高。随剂量增加,达到10暳1014 N+/cm2注入离子

对合成SOD 基因调控系统产生了激励作用,或是

激活了胞内固有的SOD酶活。对于CAT酶活10暳
1014 N+/cm2的剂量对其酶活刺激作用最大。对于

SOD大于60暳1014和 CAT大于40暳1014 N+/cm2

的注入剂量,会造成细胞严重损伤,尤其是 DNA
的损伤,致使代谢紊乱,SOD 和 CAT 合成受阻、
分解加强及胞内固有SOD和 CAT 空间结构(尤其

是活性中心)被破坏等[9],致使细胞内 SOD 和

CAT的酶活变得较低。

4.2暋抗氧化物酶活诱导与HRS/IRR诱发的关系

作者的研究结果显示,30keVN+ 时E.coli的

抗氧化物酶活变化情况与其存活率变化趋势基本吻

合。较低剂量注入时,细胞内抗氧化物酶活较低无

太大变化,离子注入引起细胞内水分解形成的活性

氧自由基无法及时被清除,其攻击生物大分子特别

是DNA,导致细胞死亡,随着剂量增加产生的活性

氧自由基越来越多,对 DNA 的损伤以及细胞致死

作用也越来越严重。稍高剂量注入时,离子注入刺

激诱导细胞内抗氧化物酶系SOD 和 CAT 表达增

加。另外,越来越多的注入离子沉积和电荷交换有

可能使得细胞内固有的SOD和CAT酶活提高,氧

化酶系活性的诱导提高,使得细胞可以及时清除掉

离子注入产生的活性氧自由基,减 少 活 性 氧 对

DNA的损伤作用导致了存活的细胞越来越多。在

高剂量注入时,细胞损伤严重,过氧化物酶的以及

酶的活性中心被破坏等[14]原因造成了细胞内SOD
和CAT的酶活变得较低,其结果是细胞的存活降

低。
可见,低能离子注入E.coliHRS/IRR的诱发

过程与细胞内抗氧化物酶的诱导酶活变化过程关系

密切。
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ResearchonRelationofHRS/IRRandAnti灢oxidasesin
E.coliImplantedby30keVN+*

YANGTian灢you1,2,1),WANGTie灢gu1,TIANJing1,CHANGJing灢ling1,QINGGuang灢yong2

(1LifeScienceandTechnologyCollege,HenanInstituteofScienceandTechnology,Xinxiang453003,Henan,China;

2ProvincialKeyLaboratoryofIonBeamBioengineering,ZhengzhouUniversity,Zhengzhou450052,China)

Abstract:Theinducementofhyperradiosensitivity/increasedradioresistance(HRS/IRR)andactivitiesof
anti灢oxidasesinEscherichiacoliimplantedby30keVN+andrelationshipbetweenthemwereinvestigated.
Theresultsshowedthechangetrendofthesurvivalrateandtheactivityofsuperoxidedismutase(SOD)

andCatalas(CAT)ofE.coliK12wasconsistent.TheactivityofSODandCATofE.coliwerelower,less
than10and8U/mg,whentheHRSwasinducedat0—5暳1014 N+/cm2doses.AndtheactivityofSOD
andCATofE.coliincreasedandreachedhighestrate,were58and26U/mgrespectively,whentheIRR
wasinducedat5暳1014—10暳1014 N+/cm2doses.ItcouldbeconcludedthatthechangeofSODandCAT
activitywasrelatedwiththeHRS/IRR.

Keywords:N+implantion;hyperradiosensitivity;increasedradioresistance;superoxidedismutase;cata灢
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