
书书书

　　文章编号：１００７－４６２７（２００８）０１－００６７－０５

彗星电泳检测 １２Ｃ６＋离子束辐照人类肝
Ｌ０２细胞的 ＤＮＡ损伤效应
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摘　要：以传能线密度为３０ｋｅＶ／μｍ的１２Ｃ６＋离子束辐照人类肝Ｌ０２细胞，利用彗星电泳技术检测
了以ＤＮＡ链断裂为生物终点的 ＤＮＡ辐射损伤效应。ＣＡＳＰ软件分析彗星图像，主要检测尾部
ＤＮＡ（ＴＤＮＡ％）、彗星全长（ＣＬ）、尾长（ＴＬ）、尾矩（ＴＭ）和 Ｏｌｉｖｅ尾矩（ＯＴＭ）等指标，ＳＰＳＳ１１．５
软件进行统计学分析，绘制并拟合ＴＭ剂量曲线。结果显示，辐照以剂量依赖的方式引起 Ｌ０２细
胞彗星图像各指标的增大，且ＴＭ值与剂量线性正相关。说明１２Ｃ６＋离子束对ＤＮＡ有较强的致损伤
效应，且与剂量正相关。研究为正确评价重离子对人体正常组织的辐射风险及危害提供了一定的

基础数据和依据。
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１　引言

ＤＮＡ的损伤与修复是辐射生物学的重要研究
课题，尤其是电离辐射所致 ＤＮＡ断裂是决定受照
细胞命运的关键因素之一。近年来，重离子束因其

独特的深度剂量分布和高的相对生物学效应

（ＲＢＥ）等优势，被誉为迄今为止最理想的放射治疗
用射线，因而重离子治癌也被认为是一种最有效的

放射治疗技术［１，２］。美国劳伦斯伯克利实验室

（ＬＢＬ）、日本国立放射线医学综合研究所（ＮＩＲＳ）和
德国重离子研究中心（ＧＳＩ）在基础研究和临床治疗
试验研究的基础上，已证实 Ｎｅ以上的重离子由于
给人体正常组织带来难以容许的伤害而不适用于肿

瘤治疗，认为 Ｃ离子是适合治疗用的重离子。因
此，当前Ｃ离子是作为重离子治癌的唯一离子种
类。然而Ｃ离子在具有对靶区癌细胞的致死损伤效
应的同时，对周围的正常组织也必然会有一定剂量

的辐照。了解这部分辐照对人体正常组织的影响对

评价重离子治癌的安全性显得格外重要。另外，随

着人们对宇宙空间探测水平的提高，载人航天观测

也会越来越多，而宇宙空间中存在大量射线，其中

８５％是质子辐射，１４％是 α粒子辐射，１％是重离
子辐射，这些辐射对宇航员也会产生影响。空间宇

宙辐射是仅次于微重力的环境危险因素，正确评价

各种辐射对宇航员的危害程度对于载人航天事业的

发展具有重要的意义。

彗星电泳（Ｃｏｍｅｔａｓｓａｙ），又称单细胞凝胶电泳
（ＳｉｎｇｌｅＣｅｌｌＧｅｌＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，简称 ＳＣＧＥ），是利
用断裂的ＤＮＡ碎片在裂解液的作用下，从 ＤＮＡ的
超螺旋结构中释放出来，在电泳时移向阳极，通过

分析产生的彗星样影像对 ＤＮＡ进行检测的一种方
法，是检验各种哺乳动物细胞 ＤＮＡ断裂的新技
术［３］。与传统方法相比，它具有简便、快速、敏感、

所需样品量少、无需细胞处于生长状态以及可使用

放射性同位素跟踪等优点。自１９７８年 Ｒｙｄｃｂｅｒｔ等
人成功地将慧星电泳用于检验 ＤＮＡ链断裂以来，
经过不断的改进，它已成为一种快速、灵敏和简便

的检测ＤＮＡ损伤的方法，广泛地应用于 ＤＮＡ放射
损伤研究、ＤＮＡ交联检测、药物的遗传毒性评价和
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细胞凋亡鉴定。由于核内的 ＤＮＡ是电离辐射在细
胞内的主要靶点，通过诱发 ＤＮＡ损伤来诱发细胞
的改变和癌变，因此彗星电泳检测 ＤＮＡ的损伤是
评价电离辐射对细胞损伤作用的良好手段。

本文利用彗星电泳分析法研究中能（８３．６
ＭｅＶ／ｕ）１２Ｃ６＋离子束辐照人类肝 Ｌ０２细胞所致的
ＤＮＡ损伤效应，为正确评价重离子辐射对人体正常
组织细胞的辐射损伤程度提供基础数据和理论依据。

２　材料和方法

２．１　细胞培养

本实验所用的细胞系为中国科学院近代物理研

究所离子生物医学实验室保存的人类肝 Ｌ０２细胞。
Ｌ０２细胞在含有１０％胎牛血清、１００ｕ／ｍｌ青霉素、
１００ｕ／ｍｌ链霉素的 ＤＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ）培养基中，于
３７℃、饱和湿度和５％ＣＯ２条件下培养，每３—４ｄ
传代一次。

２．２ 辐照

１２Ｃ６＋离子束由中国科学院近代物理研究所的
兰州重离子研究装置（ＨＩＲＦＬ）提供，辐照是在ＨＩＲ
ＦＬ的浅层肿瘤重离子治疗终端完成的。细胞在辐
照前２０ｈ左右接种于培养皿中。ＨＩＲＦＬ提供了１００
ＭｅＶ／ｕ的１２Ｃ６＋离子束，经终端真空隔离窗、束流探
测器等降能后１２Ｃ６＋离子束到达细胞样品处的能量
为８３．６ＭｅＶ／ｕ，对应的传能线密度（ＬＥＴ）值约为
３０ｋｅＶ／μｍ，细胞照射时的剂量率为３—４Ｇｙ／ｍｉｎ。
照射分为０，０．５，１，２，４和６Ｇｙ６个剂量点。

２．３ 彗星电泳

参照Ｗｏｊｅｗｏｄｚｋａ等［３］的方法，步骤简述如下：

（１）照射后的Ｌ０２细胞立即用ＰＢＳ洗两遍，经０．２５
胰蛋白酶消化后于１０００ｒ／ｍｉｎ离心收集，精确计
数，用ＰＢＳ将细胞稀释至１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌ左右；（２）将
正常熔点琼脂（０．５％）９０μｌ均匀铺在磨砂玻璃片
上，每个照射剂量吸取１０μｌ细胞悬液与８０μｌ低
熔点琼脂（０．６％）混合，均匀铺在正常熔点凝胶层
上，于４℃冷却；（３）将玻片浸入新鲜配制的碱性
细胞裂解液（２．５ｍｏｌ／ｌＮａＣｌ，１００ｍｍｏｌ／ｌＮａ２ＥＤ
ＴＡ，１０ｍｍｏｌ／ｌＴｒｉｓ，１％桂酰肌氨酸钠，ｐＨ９．５，临
用前加入 １％ ＤＭＳＯ和 １％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００）中裂解
２ｈ；（４）取出玻片，置于碱性电泳缓冲液（１ｍｍｏｌ／ｌ

Ｎａ２ＥＤＴＡ，３００ｍｍｏｌ／ｌＮａＯＨ，ｐＨ＞１３）中解旋 ４０
ｍｉｎ后，在２５Ｖ和３００ｍＡ条件下电泳３０ｍｉｎ；（５）
用ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７．５）中和 ３次后，每片加
１００溴乙锭（２μｇ／ｍｌ）染色，盖上盖玻片在荧光显
微镜下观察并拍照，每个剂量共３张玻片，每片随
机拍摄３３—３４个细胞，单个剂量共拍摄１００个细
胞；（６）拍摄的照片用 ＣＡＳＰ软件分析，结果输入
ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计学分析。

３　结果

３．１ 彗星电泳图像

Ｌ０２细胞经０— ６Ｇｙ的８３．６ＭｅＶ／ｕ１２Ｃ６＋离子
束辐照后发生 ＤＮＡ链断裂。ＤＮＡ解旋后，在电场
作用下，ＤＮＡ断片在电泳液中离开核区域向阳极迁
移，形成特征性的彗星状拖尾。图１显示了不同剂
量辐照后Ｌ０２细胞的彗星电泳图像。可以看到，彗
星图像中ＤＮＡ分布均匀，拖尾明显，杂质干扰少，
准确反映了 ＤＮＡ的损伤程度。另外还可以清楚地
看到，随着照射剂量的增大，彗星全长和彗星尾长

均呈明显的增大趋势。

图１　不同剂量 １２Ｃ６＋离子束（ＬＥＴ＝３０ｋｅＶ／μｍ）辐照
人类肝Ｌ０２细胞荧光显微镜下的彗星图像

３．２　ＤＮＡ链断裂的指标

辐照后ＤＮＡ链断裂的各项指标见表１。从表１
可以看出，随着照射剂量的增大，彗星的头部ＤＮＡ
（ＨＤＮＡ％）逐渐减少，尾部 ＤＮＡ（ＴＤＮＡ％）、彗星
全长（ＣＬ）、尾长（ＴＬ）、尾矩（ＴＭ）和 Ｏｌｉｖｅ尾矩
（ＯＴＭ）都逐渐增加，呈显著的剂量效应关系。

３．３ 尾矩与剂量间的关系

有实验证明，辐照剂量增大时，ＤＮＡ损伤程度
明显增加而尾长基本不变［４］。为更全面反映 ＤＮＡ
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损伤程度，Ｏｌｉｖｅ等［５］于１９９０年首次描述了 ＴＭ的
概念，定义为尾部 ＤＮＡ占总 ＤＮＡ的百分比与头、
尾部中心间距的乘积。实验证实该指标比上述其它

指标都优越。本实验的 ＴＭ值与剂量的关系曲线如

图２所示。可以清楚地看到，ＴＭ值与剂量（Ｄ）成明
显的线性正相关（ＴＭ值为１８．５９Ｄ＋１．４３，相关系
数Ｒ＝０．９６４４）。

表１　１２Ｃ６＋离子束（ＬＥＴ＝３０ｋｅＶ／μｍ）辐照人类肝Ｌ０２细胞ＤＮＡ链断裂的各项指标（平均值±标准偏差）

剂量 细胞数 ＨＤＮＡ％ ＴＤＮＡ％ ＣＬ（ｐｉｘ） ＴＬ（ｐｉｘ） ＴＭ ＯＴＭ

０ １００ ９６±１．９ ４±１．９ １５０±２８ ２９±１１ １．３±０．７８ ０．８３±０．６６

０．５ １００ ７８±１２．５ ２２±１２．５ ２４６±３２ １３４±２８ １７．６±６．９ １４．３±６．５

１ １００ ７０±１１．７ ３０±１１．７ ３０４±２８ １７８±２３ ２８．９±８．６ １７．２±６．７

２ １００ ６１±８．４ ３９±８．４ ３２３±２４ ２０１±２０ ３８．６±１４．７ ２２．３±７．５

４ １００ ５０±１０．７ ５０±１０．７ ３６２±４１ ２３４±３２ ６１．２±２１．１ ３９．１±１０．９

６ １００ ３７±１１．２ ６３±１１．２ ３９７±６２ ２８５±５７ １０１．９±３５．５ ８６．１±２７．１

　　 各组间两两比较ｐ＜０．０１。

图２　ＴＭ的剂量效应关系 （各组间两两比较ｐ＜０．０１）

４ 讨论

彗星电泳技术是近年来迅速发展起来的一种检

测ＤＮＡ损伤简便、快速的方法。彗星分析能检测到
单个细胞受电离辐射后 ＤＮＡ的损伤程度，对于细
胞周期各时相的细胞同样敏感，因此，这种方法对

于研究 ＤＮＡ损伤与修复、肿瘤治疗方案优化和疗
效是一种很好的手段。ＤＮＡ以片段的形式迁移，与
常规电泳一样，ＤＮＡ的迁移距离与片段的大小相
关。彗尾形成的模式取决于两类主要因素：ＤＮＡ碎
片的大小和数量。ＤＮＡ碎片越小，迁移的距离就越
长。在一定范围内，彗星的长度和经荧光染色后的

彗星荧光强度（代表 ＤＮＡ的量）与 ＤＮＡ损伤程度
有关，这就是定量检测单个细胞中 ＤＮＡ损伤的
依据。

从图１可以看出，未经照射或低剂量照射的样

品，彗头相对较大，而彗尾几乎没有或极少产生彗

尾，随着剂量增大，彗尾变得越来越长。未经照射

的对照组本不应出现彗尾，但实际上出现了少量极

短的彗尾。这可能是与细胞操作的过程有关，或者

细胞自发产生一些 ＤＮＡ断裂，但由于这些彗尾极
少且极短，与预期结果基本一致。本实验分析结果

显示，彗星图像的各指标均对剂量成明显的依赖关

系。随着剂量增大，头部ＤＮＡ的含量逐渐下降，而
尾部ＤＮＡ含量、尾长、彗星全长、ＴＭ值和ＯＴＭ值
都逐渐增大。其 ＴＭ值更是与剂量线性正相关。事
实上，在彗星电泳方法刚刚建立时就被证实了其检

测指标具有剂量效应关系。后来随着研究的不断
深入，在中国仓鼠卵巢细胞［６］、肿瘤细胞［７，８］和生

殖细胞［９］中也都发现了显著的剂量效应关系。说
明这种剂量效应关系是普遍存在的。

在彗星电泳实验的各评价指标中，ＴＭ值是一
个比较常用且重要的参数。分析 ＴＭ可同时得知最
小的发生了迁移的 ＤＮＡ（反映在彗星尾的长度）和
被释放或断裂的 ＤＮＡ片段（通过尾部 ＤＮＡ的荧光
强度反映出来）。从图２线性拟合的结果来看，ＴＭ
值与剂量成良好的线性正相关，说明 ＤＮＡ损伤对
剂量有较强的依赖性，即损伤程度直接取决于照射

剂量的大小。Ｗａｄａ等［１０］用彗星电泳法研究了７．２
ＭｅＶ／ｕ４０Ａｒ离子，１５．７和１０．４ＭｅＶ／ｕ２０Ｎｅ离子辐
照ＣＨＯＫ１细胞引起的ＤＮＡ突变情况，发现ＴＭ值
与剂量拟合的结果也均成线性关系。ＣＨＯＫ１细胞
与Ｌ０２细胞一样，都是正常组织细胞，可见重离子
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束辐照对于人体正常细胞 ＤＮＡ的损伤效应有相似
之处，都与剂量大小有较密切的关系。因此无论是

在重离子治癌过程中还是在空间宇宙射线防护研究

中，尽量避免重离子对人体健康组织直接大剂量的

辐照是十分重要的。

从Ｈａｉｎｅｓ等［９］和Ｍｏｎｅｅｆ等［１１］用Ｘ射线照射不
同种正常细胞的彗星电泳结果来看，Ｘ射线辐照后
彗星的评价指标值偏低，ＤＮＡ损伤随剂量增大的幅
度比重离子弱，变化趋势也与重离子不尽相同。重

离子对ＤＮＡ强的致损效应是与这种高 ＬＥＴ射线的
特征联系在一起的。与 Ｘ和 γ射线这种低 ＬＥＴ辐
射不同，高 ＬＥＴ射线引起细胞 ＤＮＡ损伤有直接作
用和间接作用［８］。虽然尚未检测直接作用所致

ＤＮＡ损伤与间接作用的比值，但一般认为重离子所
致的 ＤＮＡ损伤是由对糖和磷酸位点损伤的直接作
用引起的，因此，重离子辐射造成的ＤＮＡ断裂与离
子注量为线性正相关关系，即随着离子注量值增

大，断裂ＤＮＡ的量也逐渐上升。ＤＮＡ断裂越多，片
段化程度越高，电泳时的拖尾也越长。对于重离子

而言，特别是在超过布拉格峰的区域，如何使ＤＮＡ
造成辐射损伤目前还知道得很少。推测这种损伤可

能因失去了大部分能量之后的重离子或由低能的次

级离子所引起。有实验证明，重离子辐照所产生的

次级离子在其径迹末端造成的最初损伤要比 Ｘ射
线和γ射线造成的损伤更复杂、更致命。因此，尽
管重离子治癌在迄今为止的临床治疗试验研究中取

得了非常显著的临床治疗效果［１２—１５］，但对于布拉

格峰后面的正常组织，也应该充分认识重离子所带

来的辐射危害及风险。

本文实验所用Ｃ离子束的ＬＥＴ（３０ｋｅＶ／μｍ）恰
处于重离子治癌中离子束贯穿健康组织通道到达肿

瘤靶区前所具有的ＬＥＴ范围之内。在利用Ｃ离子治
疗肿瘤的过程中，Ｃ离子束贯穿正常组织时的吸收
剂量通常在 ０．５Ｇｙ左右。从本实验结果来看，
０．５Ｇｙ剂量照射时细胞的ＴＬ数值为１３４±２８，与对
照组的２９±１１相比，数值已经有显著的增加，说明
ＤＮＡ链断裂已达到了一个较高的水平。因此，应当
在充分考虑重离子对正常组织辐射风险的前提条件

下合理地制订治疗计划，确保重离子治癌在有效的

同时也是一种安全的放射治疗模式。

尽管彗星实验可以认为是检测 ＤＮＡ损伤良好
的生物学标志，但由于各实验室的操作方法差异较

大，包括溶解液、电泳波的配方、溶解时间、电泳

参数和 ＤＮＡ结合荧光染料的选择都远远没有标准
化，而且受Ｓ期细胞影响，复制过程中由于ＤＮＡ结
构松散而可能被检测为断裂，小于５０ｋｂ的单链断
裂可能在裂解和电泳过程中丢失，以及分析软件各

不相同等原因，此研究方法仍需进一步改进。
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