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低温等离子体联合辐射对三种癌细胞系
放射增敏效应的研究
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【摘要】 　 目的　 探讨低温等离子体对人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２、非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９ 及人宫

颈癌细胞系 ＨｅＬａ 的放射增敏作用及其机制。 方法　 应用克隆形成实验观察低温等离子体对 ３ 种细

胞的放射增敏作用；流式细胞仪分析 ３ 种细胞周期分布、凋亡率及活性氧含量；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

单纯照射（Ｒ 组）、单纯等离子体作用（Ｐ 组）及其联合辐射（Ｐ ＋ Ｒ 组）对 ３ 种细胞中 Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白表达的影响。 结果　 低温等离子体对 ＨｅｐＧ２、Ａ５４９ 及 ＨｅＬａ 细胞均有放射增敏作用，放射增敏

比（ＳＥＲＤ ０）分别为 １􀆰 ２８、１􀆰 ３２、１􀆰 ２９。 ＨｅｐＧ２、Ａ５４９ 及 ＨｅＬａ 细胞 Ｐ ＋ Ｒ 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期比例、凋亡率及活

性氧含量与 Ｒ 组比较均明显增高（ ｔＧ２ ／ Ｍ期 ＝ ９􀆰 ５２、８􀆰 ２４、９􀆰 ５３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｔ凋亡率 ＝ １０􀆰 ６７、３８􀆰 ５６、６􀆰 ７４，
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｔ活性氧含量 ＝ ９􀆰 ４１、１５􀆰 ４２、１３􀆰 ５３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＨｅｐＧ２ 和 Ａ５４９ 细胞 Ｐ ＋ Ｒ 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期比例、凋亡

率及活性氧含量与 Ｐ 组比较均明显升高（ ｔＧ２ ／ Ｍ期 ＝ ８􀆰 ７５、２０􀆰 ３７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； ｔ凋亡率 ＝ ８􀆰 ４３、９􀆰 ９９，Ｐ ＜
０􀆰 ０５；ｔ活性氧含量 ＝ ４􀆰 ８２、５􀆰 ２７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ３ 种癌细胞中 Ｐ ＋ Ｒ 组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达较 Ｒ 组降低，而
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高。 结论　 低温等离子体可提高 ＨｅｐＧ２、Ａ５４９ 及 ＨｅＬａ 细胞系的放射敏感性，
其对 ＨｅｐＧ２ 及 Ａ５４９ 细胞系的放射增敏机制可能与抑制亚致死损伤修复，使细胞周期阻滞在 Ｇ２ ／ Ｍ
期，以及提高细胞内 ＲＯＳ 水平诱导细胞凋亡有关。
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　 　 等离子体医学是近几年兴起的，且具有重大研

究前景。 目前，国内外已在多个应用领域取得了成

果， 如血液凝固、灭菌、口腔治疗、皮肤病治疗、杀灭

癌细胞等［１⁃４］。 等离子体对肿瘤细胞杀伤的研究刚

刚起步，它能够诱导癌细胞凋亡［５⁃９］，促使肿瘤细胞

从基底脱落，抑制肿瘤的浸润和转移［１０⁃１１］。 然而，
关于等离子体放射增敏作用的研究少见报道。 本

实验初步探讨低温等离子体对 ＨｅｐＧ２ 细胞、Ａ５４９
细胞及 ＨｅＬａ 细胞放射敏感性的影响及其可能的

机制。

材料与方法

１． 细胞、试剂、仪器：人非小细胞肺癌细胞系

Ａ５４９、人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２、人宫颈癌细胞系 ＨｅＬａ
均由苏州大学樊赛军教授长江学者实验室惠赠，购
自美 国 细 胞 收 藏 中 心 （ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｔｙｐｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），由该实验室培养和保存。 ＤＭＥＭ
培 养 基 干 粉、 胎 牛 血 清 （ ＦＢＳ ）、 二 甲 基 亚 砜

（ＤＭＳＯ）、胰酶粉末购自美国 ＧＩＢＣＯ 公司，标准蛋

白质分子量、ＲＩＰＡ 蛋白裂解液、３０％ 丙烯酰胺凝胶

液（Ａｃａｒｙ⁃Ｂｉｓ）、Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）、
过硫 酸 铵 （ ＡＰＳ ）、 吐 温⁃２０ （ Ｔｗｅｅｎ⁃２０ ）、 甘 氨 酸

（Ｇｌｙｃｉｎｅ）、十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、碘化丙啶（ＰＩ）、
Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ ＦＩＴＣ、活性氧检测试剂盒均购自上海碧

云天 生 物 技 术 有 限 公 司。 高 纯 氩 气 （ Ａｒ ）
（９９􀆰 ９９９％ ）和高纯氧气（Ｏ２） （９９􀆰 ９９９％ ）购自上海

五钢气体有限公司。 气体质量流量控制器（Ｄ０８⁃
１Ｆ）购自北京七星华创电子有限公司，ＡｖａＳｐｅｃ⁃２０４８
型八通道光纤光谱仪购自荷兰 Ａｖａｎｔｅｓ 公司。

２． 低温等离子体产生的条件：放电电压 ３ ｋＶ，
放电电流 ４０ ｍＡ，高纯氩气体流量为 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ，高纯

氧流量为 ２０ ｍｌ ／ ｍｉｎ，产生的低温等离子体束约为

１ ～２ ｃｍ。 低温等离子体射流装置的基本原理为高

纯氩气和高纯氧气混合进入石英玻璃管，由内外电

极产生的高电压对混合气体进行电离，产生等离子

体射流。
３． 光谱仪测定等离子体放电的光谱：采用

ＡｖａＳｐｅｃ⁃２０４８ 型八通道光纤光谱仪测定 Ａｒ ／ Ｏ２ 微等

离子体放电的发射光谱（ＯＥＳ），测量波长范围为

２００ ～ １ ０００ ｎｍ，从而确定等离子体中的成分。 微等

离子 体 放 电 的 发 射 光 谱 结 果 波 长 在 ７７７􀆰 ２、
７９４􀆰 ８ ｎｍ 处出现氧的谱线，在 ４０９􀆰 ４ 和 ５００􀆰 ６ ｎｍ
处出现氮的谱线，在 ２２２􀆰 ５、２４６􀆰 １ 和 ２７２􀆰 ９ ｎｍ 处出

现一氧化碳（ＣＯ）的谱线，并出现许多 Ａｒ 的谱线。
因此，放电等离子体中存在活性 Ａｒ、活性氧（ＲＯＳ）、
活性氮（ＲＮＳ）和 ＣＯ。

４． 细胞培养与照射： 用含 １０％ 胎牛血清、
１０ ０００ Ｕ ／ ｍｌ青霉素、１％ 非必需氨基酸、１０ ｇ ／ ｍｌ 链
霉素的 ＤＭＥＭ 全培养基培养 ＨｅｐＧ２、Ａ５４９ 及 ＨｅＬａ
细胞系；３７℃，５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱，每 ２ ～ ３ 天

传代 １ 次，取对数期生长细胞用于实验。 照射时，使
用 ６ ＭＶ Ｘ 射线照射（德国西门子公司 Ｐｒｉｍｕｓ 医用

直线加速器），细胞表面覆盖 １􀆰 ５ ｃｍ 厚补偿膜，吸收

剂量率为 ２ Ｇｙ ／ ｍｉｎ，机架角为 １８０°，源靶距为 １ ｍ，
照射野为 １０ ｃｍ ×１０ ｃｍ。

５． 克隆形成率观察低温等离子体对 ３ 种细胞

的放射增敏作用：将细胞分为单纯照射组（Ｒ）和等

离子体加照射组（Ｐ ＋ Ｒ）。 取对数生长期的 Ａ５４９、
ＨｅｐＧ２、ＨｅＬａ 细胞，经胰酶消化后制成单细胞悬液，
接种于 ６ 孔培养板内，每个剂量点接种的细胞数分

别为 １００、１００、２００、３００、４００、６００ 和 ８００，每组 ３ 个复

孔。 等离子体处理时间分别为 ＨｅｐＧ２ 细胞 １８ ｓ，
ＨｅＬａ 细胞 ２０ ｓ，Ａ５４９ 细胞 ２１ ｓ，处理后将 ＤＭＥＭ 细

胞培养液加至 ３ ｍｌ，将两组细胞用 ６ ＭＶ Ｘ 射线给

予不同剂量（０、０􀆰 ５、１、２、４、６ 和 ８ Ｇｙ）照射。 照射后

在培养箱中继续培养 １２ ～ １４ ｄ，弃培养基，ＰＢＳ 洗两

次，无水甲醇固定约 ３０ ｍｉｎ，弃无水甲醇，ＰＢＳ 洗两

次，晾干，姬姆萨染色，计数肉眼观察到的集落细胞

数。 细胞存活分数（ＳＦ） ＝ 照射组细胞的克隆形成

率（ＰＥ） ／对照组细胞的克隆形成率（ＰＥ），ＰＥ 为 ＞
５０ 个细胞的克隆细胞数 ／接种细胞个数，ＳＦ２ 为照射

２ Ｇｙ 时的存活分数。 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件，
按单击多靶模型 ＳＦ ＝ １ － （１ － ｅＤ ／ Ｄ０） Ｎ，拟合存活曲

线，计 算 反 映 细 胞 敏 感 性 的 参 数 Ｄ０、 Ｄｑ、 Ｎ、
ＳＥＲＤ０

值。
６． 细胞周期分析：将每种细胞分为空白对照组

（Ｃ）、等离子体处理组（Ｐ）、单纯照射组（Ｒ）和等离

子体加照射组（ Ｐ ＋ Ｒ）。 取对数期生长的细胞以

１ × １０５ ／孔接种至 ６ 孔板内，培养至细胞生长贴壁融

合 ７０％ ～ ８０％ 。 将 ６ 孔板置于喷嘴下方照射等离

子体，处理时间为 ＨｅｐＧ２ 细胞 １８ ｓ，ＨｅＬａ 细胞２０ ｓ，
Ａ５４９ 细胞 ２１ ｓ，每组照射 ３ 孔癌细胞后，将 Ｐ 组细

胞放在培养箱中继续培养 ２４ ｈ。 Ｒ 和 Ｐ ＋ Ｒ 两组细

胞置于直线加速器下，用 ６ ＭＶ Ｘ 射线照射，细胞的

吸收剂量为 ４ Ｇｙ，照射后在培养箱中继续培养２４ ｈ。
后用胰酶消化，离心半径 ６ ｃｍ，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心
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５ ｍｉｎ。 用 ＰＢＳ 洗两次后，加 ４ ｍｌ ４℃预冷的 ７０％冰

乙醇固定过夜，检测之前离心去上清，ＰＢＳ 洗两次，
加入 ５００ μｌ ＰＩ 溶液中，避光放置 ３０ ｍｉｎ 后用流式

细胞仪检测。
７． 磷脂酰丝氨酸外翻法（Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ 和 ＰＩ 双染

法）检测细胞凋亡：分组和处理方法同细胞周期实

验，各种方法处理后培养 ２４ ｈ，然后用胰酶消化，离
心半径６ ｃｍ，３ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ。 离心后去上

清，加入 ５００ μｌ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ 结合液悬浮细胞，加入

５ μｌ 的 ＰＩ 和 Ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ ＦＩＴＣ，吹打均匀，避光孵育

１０ ｍｉｎ 后，用流式细胞仪检测。
８． 细胞内活性氧（ＲＯＳ）含量的检测：分组和处

理方法同细胞周期实验，各种方法处理完培养 ２４ ｈ，
后将细胞消化、离心、去上清，加入 １ ｍｌ 不含血清的

ＤＭＥＭ 培养基，加入 １ μｌ ＤＣＦＨ⁃ＤＡ，使其浓度为

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ，混匀，使 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 充分与细胞接触，置于

培养箱中孵育 ３０ ｍｉｎ，离心半径 ６ ｃｍ，２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离
心 ５ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 洗 ３ 次，用流式细胞仪检测。

９． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达：收集细胞

并转至于 １􀆰 ５ ｍｌ 的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管中，离心半径 ３ ｃｍ，
２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，并加入适量细胞裂

解液，吹打混合均匀，置冰上 １ ～ ２ ｈ 后，于 ４℃环境

下，离心半径 ３ ｃｍ，１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清

液至新的 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 管，采用分光光度计检测样品

蛋白含量。 加入适量蛋白上样缓冲液（５ × ）混匀，
放置在恒温混匀器上，１００℃ ５ ｍｉｎ，将蛋白电泳后

转至醋酸纤维膜上，置于封闭液［５％脱脂奶粉，１ ×
磷酸盐吐温（ＰＢＳＴ）缓冲液］中封闭 １ ｈ。 加入一抗

封闭液封闭１ ｈ，ＰＢＳＴ 洗 ３ 次，置于水平摇床上摇

晃，每次间隔１５ ｍｉｎ；加入辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记

的二抗孵育 １ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次间隔 １５ ｍｉｎ；
取等体积 ＥＺ⁃ＥＣＬ Ａ 液、Ｂ 液，混匀，将 ＰＶＤＦ 膜浸入

混合液中约 ５ ｍｉｎ，显影、定影，扫描分析。
１０． 统计学处理：采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件包分析，

计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，组间相关性采用相关与回归

分析，组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统

计学意义。

结　 　 果

１． 低温等离子体对不同剂量照射的 ３ 种细胞

系的放射敏感性的影响：存活曲线参数列于表 １，存
活曲线示于图 １。

２． 不同处理因素对 ３ 种细胞细胞周期的影响：

结果如表 ２ 所示。 在 ４ Ｇｙ 剂量下，３ 种细胞系 Ｐ ＋ Ｒ
组 Ｇ２ ／ Ｍ 期比例与 Ｒ 组比较明显增高 （ ｔ ＝ ９􀆰 ５２、
８􀆰 ２４、９􀆰 ５３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＨｅＧ２ 细胞和 Ａ５４９ 细胞 Ｐ ＋
Ｒ 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期比例与 Ｐ 组比较明显升高（ ｔ ＝ ８􀆰 ７５、
２０􀆰 ３７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＨｅＬａ 细胞中 Ｐ ＋ Ｒ 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期

比例与 Ｐ 组比较，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

表 １　 低温等离子体对 ＨｅｐＧ２、Ａ５４９ 及 ＨｅＬａ 细胞系的

放射增敏效应

细胞系 组别 Ｄ０（Ｇｙ） Ｄｑ（Ｇｙ） Ｎ ＳＦ２ ＳＥＲ
ＨｅｐＧ２ Ｒ ２􀆰 ８６ ２􀆰 ５０ ２􀆰 ３７ ８２ －

Ｐ ＋ Ｒ ２􀆰 ２２ １􀆰 ０２ １􀆰 ５９ ６０ １􀆰 ２８
Ａ５４９ Ｒ ２􀆰 ９４ ２􀆰 ２１ ２􀆰 １２ ７６ －

Ｐ ＋ Ｒ ２􀆰 ２２ １􀆰 １３ １􀆰 ６７ ５７ １􀆰 ３２
ＨｅＬａ Ｒ ２􀆰 ９４ ２􀆰 ５６ ２􀆰 ３９ ８１ －

Ｐ ＋ Ｒ ２􀆰 ２７ １􀆰 ０７ １􀆰 ６０ ６２ １􀆰 ２９
注：Ｒ． 单纯照射组；Ｐ ＋ Ｒ． 等离子体加照射组；ＳＦ２ ． 存活分数；ＳＥＲ．
放射增敏比。 “ － ”为无数据

表 ２　 不同处理因素对 ＨｅｐＧ２、Ａ５４９ 及 ＨｅＬａ 细胞

周期的影响（％ ，􀭰ｘ ± ｓ）
细胞系 组别 样本数 Ｇ０ ／ Ｇ１ Ｓ Ｇ２ ／ Ｍ
ＨｅｐＧ２ Ｃ ３ ５７􀆰 １９ ± ０􀆰 ５４ ２３􀆰 ５４ ± ０􀆰 ７１ １８􀆰 ０６ ± ２􀆰 ３９

Ｐ ３ ３７􀆰 ６０ ± ３􀆰 ３８ ２６􀆰 ８７ ± ２􀆰 １１ ３５􀆰 ５８ ± ２􀆰 ９６ａ

Ｒ ３ ５１􀆰 ８２ ± ３􀆰 ３８ １６􀆰 ５８ ± １􀆰 ３８ ３１􀆰 ６０ ± ２􀆰 ０１ａ

Ｐ ＋ Ｒ ３ ２５􀆰 ８７ ± ２􀆰 ４５ １８􀆰 ７５ ± ３􀆰 ６５ ５５􀆰 ３７ ± ２􀆰 ５４ａｂｃ

Ａ５４９ Ｃ ３ ５７􀆰 ６４ ± ３􀆰 ０８ ２５􀆰 ３４ ± １􀆰 ２４ １７􀆰 ０２ ± ２􀆰 ４６
Ｐ ３ ３５􀆰 ９７ ± ３􀆰 ６８ ３２􀆰 ３７ ± ４􀆰 ７５ ３１􀆰 ６５ ± ３􀆰 ０５ａ

Ｒ ３ ５１􀆰 ６１ ± ３􀆰 ０１ ２０􀆰 ６８ ± ２􀆰 ９５ ２７􀆰 ７１ ± ２􀆰 ５１ａ

Ｐ ＋ Ｒ ３ １８􀆰 １２ ± １􀆰 ９２ ３０􀆰 ６０ ± １􀆰 ３４ ５１􀆰 ２８ ± ２􀆰 ４４ａｂｃ

ＨｅＬａ Ｃ ３ ５１􀆰 ５６ ± ７􀆰 ４１ ３３􀆰 １９ ± ３􀆰 ４５ １５􀆰 ２７ ± ４􀆰 ００
Ｐ ３ ３３􀆰 ２３ ± ２􀆰 ４３ ２７􀆰 ０２ ± ２􀆰 ０８ ３９􀆰 ７６ ± ４􀆰 ５１ａ

Ｒ ３ ４７􀆰 ６８ ± １􀆰 ３２ ２５􀆰 ３６ ± １􀆰 ０３ ２６􀆰 ９３ ± ２􀆰 ３９ａ

Ｐ ＋ Ｒ ３ ２４􀆰 ２４ ± ２􀆰 ４３ ２８􀆰 ２６ ± ２􀆰 ３４ ４７􀆰 ５１ ± ２􀆰 １７ａｂ

　 　 注：Ｃ． 空白对照组；Ｐ． 等离子体处理组；Ｒ． 单纯照射组；Ｐ ＋ Ｒ
组． 等离子体加照射组。ａ 与相应细胞 Ｃ 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期比较， ｔ ＝ ５􀆰 ６７、
６􀆰 １２、１７􀆰 ６８、７􀆰 ３３、４􀆰 ６１、３２􀆰 ４６、１０􀆰 ２７、６􀆰 ６３、９􀆰 ２０，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｂ与相应
细胞 Ｒ 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期比较，ｔ ＝ ９􀆰 ５２、８􀆰 ２４、９􀆰 ５３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｃ与相应细胞
Ｐ 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期比较，ｔ ＝ ８􀆰 ７５、２０􀆰 ３７， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

３． 不同处理因素对 ３ 种细胞凋亡的影响：结果

列于表 ３。 由表 ３ 可知，３ 种细胞系中 Ｐ ＋ Ｒ 组早期

凋亡比例与 Ｒ 组比较明显升高（ ｔ ＝ １０􀆰 ６７、３８􀆰 ５６、
６􀆰 ７４， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＨｅＧ２ 和 Ａ５４９ 细胞 Ｐ ＋ Ｒ 组早期

凋亡比例与 Ｐ 组比较明显升高（ ｔ ＝ ８􀆰 ４３、９􀆰 ９９，Ｐ ＜
０􀆰 ０５），ＨｅＬａ 细胞中 Ｐ ＋ Ｒ 组早期凋亡比例与 Ｐ 组

比较，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。
４． 不同处理因素对癌细胞内 ＲＯＳ 含量的影响：

结果列于表 ４。 由表 ４ 可知，３ 种细胞系中 Ｐ ＋ Ｒ 组与

Ｒ 组比较，ＲＯＳ 明显升高（ ｔ ＝ ９􀆰 ４１、１５􀆰 ４２、１３􀆰 ５３，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 ＨｅＧ２ 和 Ａ５４９ 细胞 Ｐ ＋ Ｒ 组与 Ｐ 组比较 ＲＯＳ
明显升高（ ｔ ＝ ４􀆰 ８２、５􀆰 ２７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＨｅＬａ 细胞中

·１２８·中华放射医学与防护杂志 ２０１５ 年 １１ 月第 ３５ 卷第 １１ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔ， Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １１



　 　 　 　

注：Ｒ． 单纯照射组；Ｐ ＋ Ｒ． 等离子体加照射组

图 １　 低温等离子体对 ＨｅｐＧ２（Ａ）、Ａ５４９（Ｂ）及 ＨｅＬａ（Ｃ）细胞系的放射敏感性的影响

表 ３　 不同处理因素对 ＨｅｐＧ２、Ａ５４９ 及 ＨｅＬａ 细胞凋亡的影响（％ ，􀭰ｘ ± ｓ）
细胞系 组别 样本数 正常细胞 早期凋亡细胞 晚期凋亡细胞 坏死细胞

ＨｅｐＧ２ Ｃ ３ ９５􀆰 ０７ ± ０􀆰 ２３ ４􀆰 ３３ ± ０􀆰 ２１ ０􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０１ ０􀆰 １２ ± ０􀆰 ０１
Ｐ ３ ２３􀆰 １６ ± ５􀆰 ５１ ５３􀆰 ２２ ± ２􀆰 ８４ａ １７􀆰 ３４ ± ７􀆰 ００ ５􀆰 ７５ ± ４􀆰 ０１
Ｒ ３ ８１􀆰 ５５ ± ３􀆰 ６０ １４􀆰 ６３ ± ２􀆰 ９１ａ ３􀆰 ２３ ± ０􀆰 ６８ ０􀆰 ６０ ± ０􀆰 １０

Ｐ ＋ Ｒ ３ ８􀆰 ００ ± ２􀆰 １４ ６９􀆰 ６４ ± ６􀆰 １６ａｂｃ １９􀆰 ５７ ± ３􀆰 ８０ ２􀆰 ７８ ± ０􀆰 ４１
Ａ５４９ Ｃ ３ ９５􀆰 ６７ ± ０􀆰 ６４ ３􀆰 ８７ ± ０􀆰 ４５ ０􀆰 １６ ± ０􀆰 １６ ０􀆰 １４ ± ０􀆰 １０

Ｐ ３ ５３􀆰 ０１ ± ３􀆰 ０９ ３３􀆰 １６ ± ３􀆰 １１ａ １０􀆰 ５２ ± ０􀆰 ８３ ３􀆰 ３２ ± ０􀆰 ３４
Ｒ ３ ７５􀆰 ９８ ± ２􀆰 ５０ ２１􀆰 １４ ± ２􀆰 ８１ａ ２􀆰 ６３ ± ０􀆰 ４４ ０􀆰 ２５ ± ０􀆰 ０８

Ｐ ＋ Ｒ ３ ２８􀆰 ８３ ± １􀆰 ５２ ５７􀆰 １５ ± ３􀆰 ０３ａｂｃ １３􀆰 ４４ ± ２􀆰 ０２ ０􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０７
ＨｅＬａ Ｃ ３ ７􀆰 ７５ ± ０􀆰 １８ ２􀆰 ０７ ± ０􀆰 ０６ ０􀆰 １２ ± ０􀆰 ０９ ０􀆰 ０６ ± ０􀆰 ０４

Ｐ ３ ８０􀆰 ２０ ± ３􀆰 ６８ １６􀆰 ９４ ± ３􀆰 ７２ａ ２􀆰 ３３ ± ０􀆰 ８１ ０􀆰 ６６ ± ０􀆰 ０９
Ｒ ３ ８９􀆰 ８３ ± １􀆰 ４２ ９􀆰 ２６ ± １􀆰 ９８ａ ０􀆰 ４３ ± ０􀆰 ４２ ０􀆰 １２ ± ０􀆰 ０４

Ｐ ＋ Ｒ ３ ７０􀆰 ０４ ± １􀆰 ５５ ２７􀆰 １３ ± １􀆰 ４１ａｂ ２􀆰 ２４ ± ０􀆰 ２２ ０􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０９
　 　 注：Ｃ． 空白对照组；Ｐ． 等离子体处理组；Ｒ． 单纯照射组；Ｐ ＋ Ｒ 组． 等离子体加照射组。ａ与相应细胞 Ｃ 组早期凋亡比较，ｔ ＝ ３０􀆰 ８０、６􀆰 １５、
１８􀆰 ０６、１７􀆰 ２３、１１􀆰 ６７、３５􀆰 ６１、６􀆰 ８３、６􀆰 １４、１８􀆰 ０３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｂ与相应细胞 Ｒ 组早期凋亡比较，ｔ ＝ １０􀆰 ６７、３８􀆰 ５６、６􀆰 ７４， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｃ与相应细胞 Ｐ 组早
期凋亡比较，ｔ ＝ ８􀆰 ４３、９􀆰 ９９，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

表 ４　 不同处理因素对 ３ 种不同癌细胞内活性氧含量的影响（个，􀭰ｘ ± ｓ）
细胞系 样本数 Ｃ Ｐ Ｒ Ｐ ＋ Ｒ
ＨｅｐＧ２ ３ １６􀆰 ８０ ± １􀆰 ３０ ５４􀆰 ００ ± １􀆰 ５０ａ ２６􀆰 ５０ ± ３􀆰 ７２ａ ７９􀆰 １ ± ８􀆰 ２８ａｂｃ

Ａ５４９ ３ １０􀆰 ４７ ± ２􀆰 ６４ ２５􀆰 ００ ± ２􀆰 ００ａ ７􀆰 ３７ ± １􀆰 ２５ａ ３３􀆰 ８２ ± ３􀆰 ５１ａｂｃ

ＨｅＬａ ３ ２５􀆰 ２７ ± １􀆰 ３２ ５７􀆰 ７０ ± ８􀆰 １７ａ ３３􀆰 ３７ ± ３􀆰 １９ａ ７４􀆰 ６７ ± ２􀆰 ５１ａｂ

　 　 注：Ｃ． 空白对照组；Ｐ． 等离子体处理组；Ｒ． 单纯照射组；Ｐ ＋ Ｒ 组． 等离子体加照射组。ａ与相应细胞 Ｃ 组比较，ｔ ＝ ３３􀆰 ５０、８􀆰 ６２、１１􀆰 ３４、１０􀆰 ８６、
８􀆰 ５２、６􀆰 ７２、８􀆰 １９、７􀆰 ５１、２３􀆰 ８１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｂ与相应细胞 Ｒ 组比较，ｔ ＝ ９􀆰 ４１、１５􀆰 ４２、１３􀆰 ５３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；ｃ与 Ｐ 组比较，ｔ ＝ ４􀆰 ８２、５􀆰 ２７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

注：Ｃ． 空白对照组；Ｒ． 单纯照射组；Ｐ ＋ Ｒ 组． 等离子体加照射组

图 ２　 不同处理后 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的蛋白表达　 Ａ． 电泳图；Ｂ． 相对灰度

Ｐ ＋ Ｒ 组与 Ｐ 组比较，差异无统计学意义（Ｐ ＞０． ０５）。
５． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测低温等离子联合辐射对

３ 种细胞中 Ｂｃｌ⁃２、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响：结果

示于图 ２ ～ ４。 由图 ２ ～ ４ 可见，３ 种细胞中，Ｒ 组
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注：Ｃ． 空白对照组；Ｒ． 单纯照射组；Ｐ ＋ Ｒ 组． 等离子体加照射组

图 ３　 不同处理后 Ａ５４９ 细胞 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的蛋白表达　 Ａ． 电泳图；Ｂ． 相对灰度

注：Ｃ． 空白对照组；Ｒ． 单纯照射组；Ｐ ＋ Ｒ 组． 等离子体加照射组

图 ４　 不同处理后 ＨｅＬａ 细胞 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的蛋白表达　 Ａ． 电泳图；Ｂ． 相对灰度

Ｂｃｌ⁃２ 蛋白条带较 Ｐ ＋ Ｒ 组条带灰度更深，面积更

大，提示前者 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达更高；而 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋

白表达则相反，Ｐ ＋ Ｒ 组细胞 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达较

Ｒ 组更高。

讨　 　 论

低温等离子体是为了区别于受控热核聚变产

生的高温等离子体， 高温等离子体的温度要达到

１０ ＭｅＶ以上，如此高温度的物质， 在通常条件下无

法应用［１２］。 低温等离子体中含有多种不同的活性

成分，如紫外线（ＵＶ）、带电粒子（电子、正负离子

等）、化学活性粒子（活性氧和活性氮等）等，依其使

用的工作气体及等离子体源的不同， 其成分和含量

也各不相同［１３⁃１９］，这些成分可能与抗肿瘤作用

有关。
目前，有关低温等离子体用于放射增敏剂的研

究尚未见报道，本研究将 ＨｅＰＧ２ 细胞、Ａ５４９ 细胞及

ＨｅＬａ 细胞作为研究对象，阐明了低温等离子体对人

体不同部位不同来源的恶性肿瘤具有放射增敏作

用，其机制可能为：
（１）抑制照射后亚致死损伤修复：亚致死损伤

修复主要反映在细胞存活曲线的肩段上。 结合集

落形成实验结果，３ 种癌细胞 Ｐ ＋ Ｒ 组中 Ｄ０、Ｄｑ、Ｎ

值均明显降低，曲线左移，且曲线较为平直，“肩区”
不明显，提示细胞亚致死损伤修复能力受到抑制，
由此推测，低温等离子体对肿瘤细胞亚致死性损伤

的修复抑制可能是其放射增敏机制之一。
（２）细胞周期阻滞：在细胞周期中，Ｇ２ ／ Ｍ 期细

胞对放射最敏感，其次为 Ｇ１ 期细胞，Ｓ 期细胞最不

敏感，本研究运用流式细胞仪经不同因素处理两种

癌细胞的周期分布，结果表明，与 Ｃ 组比较，Ｐ 组和

Ｒ 组细胞周期阻滞在 Ｇ２ ／ Ｍ 期，其原因在于辐射可

使癌细胞再分布，使肿瘤细胞增殖周期加快，增殖

比例提高，使更多的细胞进入放射敏感时相；同样，
癌细胞经低温等离子体处理后，也发生了细胞周期

再分布，更多的细胞进入放射敏感时相 Ｇ２ ／ Ｍ 期；而
Ｐ ＋ Ｒ 组 Ｇ２ ／ Ｍ 期比例较 Ｒ 组和 Ｐ 组明显升高，提示

低温等离子体联合辐射可以通过改变细胞再分布，
诱导 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞，进而提高了电离辐射对肿瘤细

胞的敏感性，提高其杀伤效果。
（３）ＲＯＳ 介导的细胞凋亡：Ｙａｎ 等［２０］ 发现肝癌

细胞 ＨｅｐＧ２ 经等离子体处理后，肝癌细胞增殖受到

明显抑制，细胞内凋亡通路被激活，细胞内 ＮＯ 和

ＲＯＳ 水平增高，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、９ 的活性明显变强，下调

了 Ｂｃｌ⁃２ 水平，而上调了 Ｂａｘ 水平，最终导致肿瘤细

胞凋亡。 本实验也证实了低温等离子体可以诱导
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Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达，下调 Ｂｃｌ⁃２ 的表达；联合辐射可以使

这种作用加强。 因此，低温等离子体联合辐射可以

通过 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 途径诱导肿瘤细胞凋

亡。 为了进一步证实上述结果，本研究采用 ＤＣＦＨ⁃
ＤＡ 作为荧光探针测定细胞内 ＲＯＳ 水平和磷脂酰丝

氨酸外翻法检测细胞凋亡，结果显示，在低温等离

子体处理 ＨｅＰＧ２ 细胞和 Ａ５４９ 细胞后，３ 种癌细胞

内 Ｐ ＋ Ｒ 组 ＲＯＳ 含量较 Ｒ 组明显增加，凋亡率与 Ｒ
组相比也明显升高，Ｒ 组和 Ｐ 组的 ＲＯＳ 含量均较 Ｃ
组显著提高。 综上结果，提示电离辐射、低温等离

子体单独和联合使用均可以诱导细胞内 ＲＯＳ 水平

和细胞凋亡率增加，二者联合的效果更加明显。 因

此，推测低温等离子体联合辐射可以提高细胞内

ＲＯＳ 水平，通过 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 途径进一步

诱导肿瘤细胞凋亡是低温等离子体的放射增敏机

制之一。
本实验首次证实了低温等离子体对上述 ＨｅｐＧ２

细胞、Ａ５４９ 细胞及 ＨｅＬａ 细胞具有放射增敏作用，并
具有一定的毒性作用，为临床肝癌、非小细胞肺癌

及宫颈癌等不同部位、不同器官来源恶性肿瘤的治

疗提供了新的思路，但低温等离子体确切的抗肿瘤

机制还需要进一步研究。
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