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摘 要：利用早熟染色体凝集技术预测研究了7射线对肝癌细胞 SMMC一7721的辐射效应。结果表 

明，G1和 G2期细胞 内的染色单体和等点染色单体断裂数与照射剂量之间存在线性相关性，染色 

单体断裂总数与细胞存活率之间存在 良好的线性相关性。说明辐射诱导的染色单体 断裂可以作为 

预测 SMM@7721细胞 内在辐射敏感性的指标，也可为临床诊断和治疗肝癌提供依据。 
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l 引言 

癌症是致死率很高的疾病之一。放射生物学家 

都把研发一种能够预测肿瘤放射效应的方法作为主 

要 目标。精确的肿瘤放射效应的预测分析方法不仅 

可以为癌症的治疗提供理论依据 ，而且能够给临床 

医生选择诊疗方案提供极大的帮助。 

克隆形成法是一种常用的研究肿瘤放射效应的 

方法之一 ，但是作为一种常规的方法，它至少 

需要 14—21 d的时间才能形成克隆，对于临床诊断 

和治疗就不太可行 。应用早熟染色体凝集技术来研 

究肿瘤的辐射效应 ，从细胞处理到结果统计仅需要 

2 d时 间 。 

自从 Johnson等[ ，Hittelman等[ 和 Corn— 

forth等 应用早熟染色体凝集(premature chromo— 

some condensation，简称 PCC)技术研究放射诱导 

的染色体损伤以来 ，PCC技术已经成为一种研究辐 

射诱导各细胞周期时相染色体原初损伤的成熟的方 

法 ” ，尤其在 G2期 ，这一技术效果更佳 。文献 

[12--193介绍了不同种类的细胞系经不同种类的射 

线，如 x射线 、7射线以及重离子束 ，照射后表现出 

了线性剂量依赖关系。但大多的研究侧重于对细胞 

G2期的研究，对于 G1期以及 G1期和 G2期相关 

性的研究报道很少。我们采用 了化学诱 导的 p(-(- 

技术对人类肝癌细胞系 SMMC一7721进行 7射线的 

放射效应研究。 

2 材料和方法 

细胞培养 人类肝癌细胞系 SMM@7721(购 

自CCTCC)用含有 10 胎牛血清的 RMPI一1640培 

养液在 37℃，5 co 的恒温培养箱内培养。 

细胞照射 用 兰州 医学 院第一 附属 医院 Co 

源产生的 7射线 (剂量率 0．2 Gy／min)照射指数生 

长期的 SMMC-7721细胞。 

PCC方法和染色体制备 Calyculin—A (购 自美 

国 BI()M()I 公 司)是一种 良好的 PCC诱导剂，将 

其溶于 100 的乙醇制成 1 mmol／l 的储存液。照 

射前将其加入需照射细胞的培养液内，终浓度为 50 

nmol／l 。细胞照射后在 37℃，5 9／6C()：的恒温培养 

箱内继续培养 30 min。收集细胞，75 mMKCI低渗 

处理 20 min，卡诺氏液固定，最后以少量固定液悬 

浮细胞 ，滴片 ，在热蒸汽上烘干 ，5 9／5 Giemsa染色。 

染色体观察与计数 按照 Savage[2~3的标准 ， 

观察每个剂量点不少于 40个的 G2期细胞并计算 

其染色单体和等点染色单体的断裂数。同时，记录 
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在此过程中出现的 G1期细胞 ，并计算其染色单体 

断裂数。每个等点染色单体断裂被计为两个断裂。 

3 结果 

3．1 细胞存活率测定 

图 1为 SMMC一7721经 7射线照射后的存活曲 

线。该曲线经线性平方拟合后结果 良好，拟合 函数 

为 s—exp(一aD一 )，相关 系数 R 一1，a和 卢 

值 分别 为0．0 3和0．06。』9值 大于a值 表 明在细 胞 
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图 1 SMMC一7721细胞存活曲线 

杀伤贡献方面，高剂量辐射较好地克服了细胞修复 

即时效应，存活率以指数形式衰减 ，而不像低剂量 

辐射时以线性衰减为主。 

3．2 PCC诱导效 率 

Calyculin—A是一种蛋白丝氨酸／酪氨酸磷酸酶 

抑制剂，能够 在细胞周 期的不 同时相诱导 PCC形 

成l8 ，尤其在 G2期l2 其诱导效率更高。Calycu— 

lin—A在 50 nM 的浓度下可使混合细胞发生早熟染 

色体凝 集，被凝 集 的染 色体 中，G1期细 胞约 占 

20 9／5，G2期细胞 占 80 左右 ，把这两个时相细胞 

数的比例称为 PCC诱导效率。在各个剂量点 ，当计 

数 40个 G2期细胞时，分别有 5～8个 G1期细胞进 

入计数范 围，说明 在此 实验 中 PCC诱 导效率 是 

12．5 一20 ，结果见表 1。 

3．3 GI和 G2期细胞 照射后染色单体 断裂 

图 2显示 了 G1和 G2期细胞染色单体断裂数 

与照射剂量之间的关系。不论在 G1还是 G2期，染 

色单体断裂数与剂量呈线性增长关系。在同一剂量 

点，G2期染色单体的断裂数约为 G1期的 3～4倍。 

表 1 GI期与 G2期早熟染色体凝集细胞数及比例 

I)C6e 

图 2 G1与 G2期染色单体断裂剂量效应关系 

3．4 G2期等点染色单体断裂 

图 3为 G2期细胞等点染色单体断裂与照射剂 

量之间的关 系。经线性 回归分 析，其 回归方程为 

Y一0．01+0．2x，R 一0．99，说 明两者之 间具 有 良 

好的线性相关 。 

图 3 G2期等点染色单体断裂剂量效应关 系 

3．5 染色单体断裂与细胞存活分数关系 

图 4为 G2期染色单体断裂数和等点染色单体 
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断裂数与细胞存 活之间的关系。应 用直线回归分 

析，在 G2期细胞 中，染色单体断裂数和等点染色 

单体断裂数与细胞存活率之 问具有 比较好的相关 

性。尽管个别数据点小幅偏离拟合曲线 ，但断裂数 

随着细胞存活率下降而增长的趋势是明显的。 

~ vivalfl~C[iOIl 

图 4 G2期染色单体断裂及等点染色单体断裂与细胞存活 

率关系 

4 讨论 

Calyculin—A是一种有效的 PCC诱导剂，它可 

以在细胞周期的各个时相诱导染色体凝集，尤其在 

G2期其诱导效率更高。在此研究中发现，Calycu— 

lin—A诱导G2期染色体凝集的效率是 G1期的 5—8 

倍，与 Goodwin等 和 Durante等 的研究结果 

一 致 ，但其机理有待进一步研究。 

在此研究中，SMMC一7721细胞经 Co 7射线 

照射后细胞存活率和照射剂量之问存在线性关系， 

这已被许多研究_2 “ 所证实。在 G1期和G2 

期，染色单体断裂数的增加与细胞存活率的下降都 

具有 良好的线性相关性。 

Durante等 报道 了经 x射线照射后染 色单 

体断裂数与剂量线性相关，Kawata等 的研究 
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5 结论 

放射治疗是一种非常有效的癌症治疗方法，对 

于临床医生和患者而言，早期诊断和制定治疗方案 

非常重要。化学诱导的早熟染色体凝集技术已经被 

广泛应 用 作者 认 为线 性 增 长 的 肝 肿 瘤 细 胞 

SMMC一7721 G2期细胞染色单体断裂暗示其与该 

细胞系放射敏感性之问存在着密切的相关性。 
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Predictive Assay of Radiant Response of Hepatoma Cells 

Exposed to丫一rays M easured by PCC Technique 
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Abstract：W e investigate the radiation response of hepatoma cells SM MC一772 1 by premature chromosome 

condensation (PCC) technique． A dose—dependent increase in radiation-induced chromatid／isochromatid 

breaks was observed in G1 and G2 phase respectively．A good relationship was found between cell survival 

and chromatin breaks． The resoults implied that low I ET radiation～induced chromatid／isochromatid 

breaks can be possibly used as a good predictor of radi0sensitivity of SM M C一772 1 hepatoma cells，also it 

could be used to design radiotherapy schedule for liver cancer patients
．  

Key words：premature chromosome condensation technique；predict；liver cancer；radiation；response 
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