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摘要  利用重离子7Li和γ射线在同一剂量和不同浓度下对质粒DNA的水溶液和添加了甘露醇的溶液进
行了辐照. 凝胶电泳结果表明, 随着DNA浓度的降低, 经重离子7Li和γ射线辐照后, DNA损伤越来越严
重. 当添加了自由基清除剂甘露醇后, 重离子7Li和γ射线辐照后的结果出现了很大的不同. γ射线辐照
DNA后, DNA损伤很轻, 只有开环形态出现轻微变化. 重离子辐射后的结果表明在自由基被大部分清除
的条件下, 线性DNA依然存在且随着DNA浓度的降低而增加, 进一步证明了在重离子辐照致DNA双链
断裂中由于直接作用而诱发的DSB(double-strand break)是不能被清除的. 对实验数据的计算与分析表明, 
当DNA浓度低于一定值(比如 50 ng/μL)后, 重离子辐照过程中自由基的间接作用与电离的直接作用所
造成的平均双链断裂损伤的比例是一定的, 与DNA的浓度没有关系. 随着浓度的增加, 重离子辐照的
直接作用在辐照损伤过程中所占的比重增加. 还讨论了DNA浓度在重离子7Li和γ射线辐照过程中对
DNA损伤影响的可能成因, 诸如重离子的径迹结构、反应几率和DNA构象变化等.    
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DNA作为生物体中的一类基本生物大分子 , 是
遗传信息的载体 , 也是电离辐射引致细胞杀伤或转
化的主要靶分子 . 辐射可引起DNA的各种损伤 , 如
碱基变化、糖基损伤、单链断裂(single-strand break, 
简称SSB)和双链断裂(double-strand break, 简称DSB)
以及DNA和蛋白质的交联等[1]. 其中DSB是辐射所致
生物效应中最重要的原初损伤 , 非重接性的DSB则
被认为是细胞杀伤效应的最重要的原初损伤 . 在辐
射致生物损伤过程中, 射线种类、剂量以及生物体的
辐射敏感性等多种因素对生物体的损伤都有很重要

的影响 [2]. 如高LET(linear energy transfer)的离子辐
射由于其能量沉积方式、离子复杂的径迹结构及其他

物理过程 , 因而与生物体的作用机理比γ射线等低
LET辐射更为复杂, 能诱发更严重的损伤 [3,4]; 另外, 
药物也可以增加生物体的辐射敏感性等[5].  

在水溶液中, DNA以微观的形态存在, 由于布朗
运动以及DNA之间的相互作用的存在, 使得DNA的
浓度可能影响着DNA的微观分布, 从而影响DNA损
伤, 这在我们以前的实验中有了初步的发现. 至今关
于DNA浓度对DNA损伤的影响的研究不多, 1993 年
和 1994 年, Milligan等[6,7]用凝胶电泳方法研究了在

0~100 Gy剂量范围内  γ  辐射致质粒DNA水溶液的单

链断裂(SSB), 得到了在溶液中不添加或添加自由基
清除剂两种条件下单链断裂产额G(SSB). 结果表明, 
当自由基清除剂不存在时, G(SSB)在很宽的DNA浓
度范围内基本保持一致 , 当添加了自由基清除剂
DMSO后, G(SSB)则随着DNA浓度线性增加, 在很高
的浓度时进入坪区. 2000 年, 邵春林等[8]得到了类似

的结果, 即DNA浓度对辐射过程中DNA的损伤程度
存在影响.  

总之, 关于DNA浓度对DNA损伤的影响的报道
很少, 实验结果不统一, 也不系统, 并且以前的报道
都是利用低LET射线进行辐射后的结果. 关于高 LET
的重离子的研究还没有见到报道 . 在分子水平上研
究高 LET辐射致DNA损伤的浓度效应具有一定的学
术价值和潜在的应用前景 . 因为处于不同周期的细
胞染色体和 DNA具有不同的形态、结构和浓度分布, 
在 DNA 损伤中 DNA 浓度效应的研究在理解辐射致
细胞和细菌等生物体的损伤机制方面有重要的参考

价值 , 可以为辐射生物学及癌症的重离子治疗等提
供重要的实验数据.  

辐射生物效应的研究多是在细胞和微生物层面

上开展的[9~12], 但是在活细胞或微生物的辐射效应研
究中 , 由于有许多生物和化学过程的参与 , 尤其是
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DNA的修复对于损伤效应有着重要的影响, 使得实
验的进行和分析很复杂 , 因此近来的理论和实验研
究采用了添加或不添加自由基清除剂的纯化DNA分
子水溶液[13,14]. 本文利用γ  射线和重离子7Li在含有甘
露醇和不含有甘露醇两种情况下对不同浓度的质粒

DNA水溶液进行了辐照, 并利用凝胶电泳及其相关
的软件对结果进行了观测分析, 得出了DNA的形态
分布和平均每个DNA上的DSBs随着原始DNA浓度的
变化 , 较系统地研究了在两种辐射致DNA损伤中
DNA浓度变化的影响.  
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1  材料与方法 

(ⅰ) 实验用 DNA 样品及设备.  使用 pUC19 质
粒 DNA, 平均长度 2686 bp, 样品形态为超螺旋(约占
90％以上)和开环. 购买于大连宝生物工程有限公司, 
原始浓度为 500 ng/μL, 保存在 TE Buffer溶液环境下, 
存放于−20℃以备实验用. 使用的自由基清除剂为甘
露醇, 初始浓度为 1.1 mol/L, 由中国人民解放军三零
六医院提供, 辐照过程中将甘露醇以 600 mmol/L 的
终浓度稀释于 DNA溶液中.  

凝胶电泳设备为北京市六一仪器厂沃德生物医

学仪器公司生产的 DYY-6B 型稳压稳流电泳仪和美
国 Alpha公司生产的数字凝胶成像系统.  

(ⅱ) γ射线和重离子7Li对DNA样品的辐照.  γ射
线辐照利用中国原子能科学研究院原子高科股份有

限公司的60Co源, 其活度为 12 万居里, 能量为 1.25 
MeV, 辐照剂量率为 10 Gy/min, 辐照剂量为 482 Gy, 
采用这个剂量是为了与重离子辐照结果进行比较 , 
辐射过程中采用FeSO4试剂监测辐照剂量.  

利用中国原子能科学研究院HI-13串列加速器加
速的 43 MeV的7Li离子对DNA水溶液进行辐照. 辐照
是在Q3D磁谱仪上进行的. 被加速的重离子7Li经金
靶散射后, 通过Q3D磁谱仪散焦, 在谱仪的出口处透
过 50 μm厚的Kapton薄膜、1.5 cm的空气层和 5 μm的
Mylar膜之后 ,到达DNA样品表面 , 此时 7Li能量为
37.3 MeV. 在大气环境下, 对不同浓度DNA样品水溶
液进行均匀辐照, 辐照剂量为 500 Gy. 在样品表面, 

7Li离子相应的物理参数(在水中)如表 1. 在辐照的同
时,选用位置灵敏半导体和金硅面垒半导体探测器来
监测入射粒子数 , 以得到相应的粒子注量F和剂量 . 
重离子剂量和离子注量之间的关系利用下式来进行

换算: 

表 1  辐射用重离子7Li在水中的物理参数 
加速器产生的7Li
离子能量/MeV

离子到达样品 
表面时的能量/MeV 

LET/keV·μm−1 射程/μm

43.00 37.30 70.24 307.11 

 
剂量(Gy) = 1.6×10−9×LET(keV/μm) 

×F(离子数/cm2)×1/ρ (g/cm3),       (1) 
其中ρ 是水的密度.  

在辐照前, DNA 溶液被四次蒸馏水稀释成浓度
分别为 10, 20, 30, 50和 100 ng/μL的样品, 辐照过程
中, DNA溶液均被放置于一个特制的固定装置中, 辐
照完成之后, 将辐照好的 DNA 溶液从固定装置中取
出, 移入微量离心试管, 保存于−20℃待用. 

辐照后的DNA 样品混以 1/6体积的上样缓冲液. 
然后加入 1%琼脂糖凝胶, 在 4 V/cm的电场下电泳 90 
min, 然后, 以 Alpha Innotech 数字成像系统在 302 
nm 处对凝胶进行扫描, 即可得到 DNA 超螺旋(SC), 
线性(L)和开环(OC)3 种形态分布的电泳图, 进而可
得 DNA各形态的份额(百分比).  

2  实验结果 
2.1  γ射线辐照结果 

(ⅰ) γ辐照后 DNA电泳图.  图 1显示的是不同
浓度的 DNA经过 482 Gy的 γ射线辐照后的电泳图. 
在图 1中, 泳道 1, 8和 15为对照样品, 泳道 2~7是浓
度为 100, 50, 40, 30, 20和 10 ng/μL的 DNA样品, 泳
道 9~14是添加了 600 mmol/L自由基清除剂甘露醇浓
度为 100, 50, 40, 30, 20和 10 ng/μL的 DNA样品. 从
图中可以明显地看出 , 在没有自由基清除剂存在的
情况下, DNA中只有开环和线性两种形态存在. 随着
DNA浓度的降低, 线性 DNA逐渐增加, 开环形态减
少, 表明 DNA 损伤越来越严重, 在浓度为 50 ng/μL
时受损的 DNA 中出现了小片段, 当浓度降低到 10 
ng/μL时, DNA全部变成了小片段. 当DNA溶液中含
有 600 mmol/L自由基清除剂甘露醇时, DNA受损的
情况得到了很大抑制, 即 DNA 大部分仍保持为超螺
旋形态, 只有少量的开环, 且形态的变化随着浓度的 

 
图 1  不同浓度的 DNA经过 482 Gy γ射线辐照后的电泳图 
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降低变化不大, 在最低浓度 20 ng/μL和 10 ng/μL时
出现了明显的超螺旋减少, 没有出现线性片段. 

(ⅱ) γ辐照后DNA形态分布.  利用AlphaEaseFC
软件, 从图 1 的电泳结果得到了 DNA 样品被 γ 射线
辐照后各种形态的份额随着 DNA 浓度的变化. 本文
所有图中实验误差均为实验相对误差, 图 2和 3分别
显示的是无甘露醇和含 600 mmol/L甘露醇的DNA样
品被 γ射线辐照后各种形态的份额随着浓度的变化.  

 

 
图 2  无甘露醇 DNA样品被 γ射线辐照后形态份额随着

DNA浓度的变化图 
 

 
图 3  含 600 mmol/L甘露醇的 DNA样品被 γ射线辐照后

形态份额随着 DNA浓度的变化图 
 

从图 2可以看出, 在没有自由基清除剂甘露醇存
在时 , 随着DNA浓度的降低 , 线性DNA以近线性的
趋势增加, 在浓度低到 50 ng/μL时, 线性DNA成为主
要部分 , 其份额随着浓度的降低继续增加 , 而开环
DNA呈现了完全相反的趋势. 当在样品中加入甘露
醇后, 如图 3, DNA样品中则以超螺旋形态为主, 在

浓度高于 30 ng/μL时, DNA的形态变化很小可以忽略
不计. 只有当DNA浓度降低到非常小的 20 ng/μL和
10 ng/μL时, 超螺旋DNA份额才开始减少, 开环形态
增加 , 但是在最低的浓度时 , 超螺旋DNA的份额仍
大于 60%. 从最高浓度到最低浓度, 线性DNA都没有
出现 , 充分反映了甘露醇对DNA双链断裂的保护作
用. 正如以前报道[15~18]所述, 在γ射线辐射DNA溶液过
程中, 由水辐解产生的自由基的间接作用是致DNA
损伤主要因素 , 而自由基清除剂可以有效地清除这
些自由基, 起到保护DNA的作用.  

2.2  重离子7Li辐照DNA后的结果 

(ⅰ) 7Li辐照后DNA电泳图.  图 4和 5分别给出
无甘露醇和含 600 mmol/L甘露醇的DNA样品在不同
浓度下被 500 Gy的重离子7Li辐照后的电泳图. 在图
4 和 5 中, 泳道 1 均为对照样品, 泳道 2~6 的DNA浓
度分别为 100, 50, 30, 20和 10 ng/μL. 从图 4中可以
看出, 在重离子7Li辐照过程中DNA的浓度同样影响
DNA的损伤程度 . 在相近的辐照条件下 , 随着DNA
浓度的降低, 原始的最高形态超螺旋DNA持续减少, 
双链断裂产生的线性DNA则一直增加, 即DNA受损
伤的程度随着浓度的降低逐渐增加. 这与γ射线的结
果在整体上是一致的, 由此可见, 无论是高LET的重
离子辐照还是低LET的γ射线辐照, DNA的浓度都对
DNA损伤程度存在一定的影响. 但是当DNA水溶液
中含有甘露醇时(图5), 重离子辐照后, DNA损伤虽然
明显减轻, 但是DNA的形态变化仍然存在着与无甘
露醇情况同样的变化趋势, 即线性片段依然存在, 且
随着浓度的降低逐渐增加 . 这与重离子的直接作用
是分不开的.  

 
图 4  无甘露醇DNA样品在不同浓度下被重离子7Li 

辐照后的电泳图 
 

 

图 5  含 600 mmol/L甘露醇的DNA样品在不同浓度下被重
离子7Li辐照后的电泳图 
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(ⅱ) 7Li辐照后DNA形态分布.  图 6和 7分别是
根据图 4 和 5 的凝胶亮度得到的DNA形态的份额随
着浓度的变化分布 . 从两图中可以看出随着浓度的
降低, DNA超螺旋形态份额一直减少, 线性形态份额
增加. 当自由基清除剂不存在时, 最高形态超螺旋份
额最大约为 15%, 双链断裂产生的线性形态的份额
最高却达到了 55%. 而当存在自由基清除剂甘露醇
时, DNA受损伤的程度明显减轻, 超螺旋份额达到了
70%以上. 这是由于甘露醇清除了大部分自由基, 使
得SC的份额相对于无清除剂时要高很多, 但他仍随
着DNA浓度下降而降低, 而OC和L形态的DNA都随
浓度的下降而增加, 说明损伤越来越严重. 与γ射线
辐射结果不同的是, 尽管添加了甘露醇, 仍旧有一定
数量的线性份额 , 这是不能被自由基清除剂清除掉
的直接电离作用诱发的DSB, 他们仍随着DNA浓度
的下降而增加 .  在我们以前的研究中已证实 ,  当
DNA损伤较轻时, 主要是超螺旋DNA转变为开环和
部分线性 ; 随着DNA损伤程度的进一步加重 , 部分 
SSB又变成DSB, 使得由超螺旋转变来的开环形态进
而变为线性, 所以开环形态会呈现一个先增加后减少
的趋势[19]. 在图 6中, 由于不含自由基清除剂, DNA的
损伤比较严重 , 超螺旋含量很少 , 所以随着DNA浓
度的降低, DNA损伤的增加, 开环形态进一步变为线
性, 造成开环的份额减少. 在添加自由基清除剂甘露
醇后的图 7 中, DNA损伤较轻, 超螺旋形态份额仍很
多, 随着DNA浓度的降低和DNA损伤程度的增加, 超
螺旋形态的变化占主要部分 , 其份额渐渐减少导致
开环的份额增加.  

(ⅲ) 7Li离子辐照DNA后的DSBs/DNA.  根据图
6和 7得到的形态分布数据, 可利用如下公式计算 

 
图 6  无自由基清除剂的DNA经过重离子7Li辐照后的 

形态分布 

 
图 7  含有 600 mmol/L甘露醇的DNA经过重离子7Li 

辐照后的形态分布 
 
出平均每个DNA上的双链断裂数(DSBs/ DNA)[20],  

DSBs/DNA = f (LI)/[1−f(LI)],          (2) 
其中 f (FI)为线性 DNA的份额. 得到的平均每个 DNA
上的双链断裂数随着浓度的变化曲线, 如图 8.  

 
图 8  重离子辐照后的 DSBs/DNA随 DNA浓度的变化 

 
图 8 中的曲线B和C分别表示不含和含甘露醇的

DNA水溶液经7Li辐照后, 每个DNA上的双链断裂数
目DSBs与DNA浓度的关系. 可见, 含甘露醇的DNA
水溶液经7Li辐照后, DSBs/DNA数目明显减少, 但是
仍有不少DSBs的存在, 说明导致DNA链断裂的自由
基已被清除, 但直接作用还存在. 重离子辐射过程中, 
有部分DSB是在直接作用下由局部多重损伤位点而
诱发的 , 这部分DSB是不可能靠自由基清除剂来清
除 的 [21]. 在 图 中 还 可 以 看 到 在 两 种 情 况 下 , 
DSBs/DNA都随着DNA浓度的降低而增加. 将曲线C
向曲线B归一, 得到曲线D(归一化系数为 6.87). 曲线
D与曲线B在低浓度的时候符合的比高浓度的时候好
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很多, 当去除最高浓度(100 ng/μL)的实验点后, 再将
曲线C向曲线B归一, 得到曲线E(归一化系数为 7.83). 
这时曲线E与曲线B符合的情况要比曲线D更好一些.  

3  讨论 
通过重离子 7Li和 γ射线在不同浓度下对质粒

DNA的水溶液和添加了甘露醇的溶液进行了辐照 , 
并利用凝胶电泳及其理论公式对结果进行了分析 . 
结果表明DNA受损伤的程度随着DNA浓度的降低而
增加 , 尤其在更低浓度的时候更加明显 . 当DNA溶
液中含有甘露醇时, 经7Li离子辐照后DNA的损伤情
况要明显重于γ射线辐照.  

由γ射线的实验结果可以看出, 没有自由基清除
剂时, 在近 500 Gy的剂量下自由基的浓度很高, 造成
的DNA损伤非常严重, DNA损伤随着DNA浓度的降
低而增加, 这可能和DNA与自由基的反应几率有关. 
此时, γ辐射使水辐解产生大量的自由基, 在自由基
浓度一定时, DNA的密度越低, 与每个DNA发生反应
的自由基数目就越多, 即每个DNA受到的攻击越多, 
因此损伤也越严重. 当添加了自由基清除剂后, DNA
损伤明显减轻, DNA形态和其所占比例都向着更高的
结构变化, 即此时DNA总体损伤很轻. 甘露醇的存在
使得自由基的含量减少, 浓度为 600 mmol/L的甘露醇
为自由基清除剂甘露醇的近饱和浓度 [22], 此时大部
分的自由基都被甘露醇清除 , 只有一小部分会对
DNA产生作用 . 在DNA浓度较高的情况下 , 自由基
的浓度可能比DNA的小很多, 因此与DNA进行反应
的自由基的个数很少, 此时, DNA浓度的变化对每个
DNA链断裂的影响很小 , 甚至可以忽略 , 所以DNA
形态随着DNA浓度的变化很小, 正如图 3所示, 没有
出现线性DNA, 少量开环形态随DNA浓度变化不明
显 , 只在DNA浓度很低时开环份额有所增加 , 说明
在γ射线辐照时, 以自由基对DNA的攻击为主, 添加
甘露醇后自由基的数目骤减 , 剩余的自由基不足以
形成双链断裂.   

在近 500 Gy剂量下, 重离子7Li造成的DNA损伤
随浓度的变化与γ射线的趋势相近, 但是在无自由基
清除剂情况下, 在相近的剂量下, 重离子7Li致DNA
损伤随浓度的变化不像γ射线辐照那么严重. 这主要
是因为质粒DNA在水溶液中是均匀分布的, γ射线为
均匀面照射方式, γ光子和产生的自由基比较均匀地
分布在水溶液中 , 且自由基的浓度很高 , 与DNA相
互作用的几率较大. 而重离子7Li由于其径迹结构的

特点, 使得产生的次级电子等在径迹附近高度聚集, 
而随其径向距离的增大呈指数递减 , 由此造成的自
由基同样在径迹附近聚集 , 所以重离子的直接效应
和自由基的间接效应只能和径迹附近的DNA发生更
加有效的作用, 造成DNA的损伤随浓度的变化没有γ
射线造成的严重. 但是质粒DNA在水中是均匀分布
的, DNA浓度越高, 在离子径迹附近, 与离子进行电
离相互作用的DNA个数的增加会减少离子对DNA的
有效攻击 , 而远离径迹的DNA浓度虽然增加 , 但是
损伤情况却不会有多大变化. 对于自由基来说, DNA
的增加相对减少了与DNA相互作用的自由基个数 , 
这对于DNA损伤的影响更加明显, 所以没有自由基
清除剂时, 重离子7Li辐射DNA损伤随浓度的变化也
很明显. 由于重离子致DNA的损伤是直接作用和间
接作用的共同结果[23,24], 当存在甘露醇时, 大部分自
由基都被清除 , γ射线造成的DNA损伤大幅度减轻 , 
而重离子的直接作用诱发的链断裂是不能被自由基

清除剂清除的, 所以在有自由基清除剂存在时, 7Li离
子的辐照致DNA的损伤随浓度的变化又明显严重于γ
射线. 如图 7, 7Li离子辐照后DNA形态中, 存在开环
形态和线性形态以及它们随浓度的明显变化, 与图 3
中没有线性形态的结果明显不同. 这正是重离子直接
作用的特点, 它会直接地使DNA不可保护的受到了
最为严重的双链断裂损伤 , 这也是重离子在损伤上
重于γ射线、在治疗上优于γ射线的原因之一.  

同时, 重离子的直接作用对 DNA 的损伤也受到
了 DNA浓度的影响, 从图 5和 8中曲线 C可以明显
看出. 图 8 中归一化后的曲线 D 和曲线 B 比较表明, 
只有在最高浓度 100 ng/μL 的时候两者的偏差较大, 
其余的浓度点都符合得很好. 若将最高的浓度点 100 
ng/μL去掉后的归一化曲线 E和曲线 B再次进行比对
后发现, 在相同的低浓度区域, 曲线 E和 B的符合情
况比曲线 D 要更好一些 . 这说明 , 在重离子辐照致
DNA损伤中, 当DNA浓度低于一定值(比如 50 ng/μL)
后 , 辐照过程中自由基的间接作用与重离子的直接
作用所造成的平均双链断裂损伤的比例是一定的 , 
与 DNA 的浓度没有关系. 图 8 中, 曲线 B 反映的是
直接作用和间接作用的共同结果, 曲线C主要为直接
作用结果 . 数据显示(数据没有列出), 最高浓度时 , 
曲线C为曲线B的三分之一, 而在最低浓度时只有八
分之一. 即当浓度变大后, 重离子的直接作用在辐射
损伤过程中所占的比重增加.  

另外, DNA分子为带负电性的分子, 在原子力显
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微镜的观测中为了使DNA易于沉积在云母表面, 常
常在DNA溶液中添加阳离子, 但是高浓度的阳离子
却使DNA的形态发生了更加高级形态的变化 [25~27], 
发生聚集或凝缩等构象变化. 在DNA溶液中添加自
由基清除剂后, DNA的形态也可能向高级结构变化, 
同时高浓度的DNA之间的碰撞几率增加, DNA之间
的互相作用可能造成DNA构象的变化. 有研究表明, 
DNA的构象对DNA的损伤有着一定的影响 [28,29], 所
以DNA的损伤随着浓度的增加会变轻可能与DNA构
象变化有关.  

4  结论 
在7Li离子和γ射线的辐射过程中 , DNA浓度对

DNA损伤存在着不同程度的影响. 随着DNA浓度的
降低, 经重离子7Li和γ射线辐照后, DNA损伤越来越
严重 . 当添加了自由基清除剂甘露醇后 , 重离子7Li
和γ射线辐照后的结果出现了很大的不同. γ射线辐照
DNA后, DNA损伤很轻, 只有开环形态出现轻微变化. 
重离子辐射后的结果表明在自由基被大部分清除的

条件下, 线性DNA依然存在且随着DNA浓度的降低
而增加, 进一步证明了在重离子辐照致DNA双链断
裂中由于直接作用而诱发的DSB是不能被清除的 . 
对7Li实验数据进一步的分析表明, 当DNA浓度低于
一定值(50 ng/μL)后, 辐照过程中自由基的间接作用
与重离子的直接作用所造成的平均双链断裂损伤的

比例是一定的 , 与DNA的浓度没有关系 . 随着浓度
的增加 , 重离子辐照的直接作用在辐照损伤过程中
所占的比重增加 , 其中的机制可能与离子的径迹结
构、反应几率和DNA构象等相关, 有待于进一步的实
验研究, 这些无疑对理论研究工作提出了新的挑战.  
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