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摘要 以人
一

中国仓鼠卵巢杂交细胞��
�
细胞�为靶

，

通过在照射源
’，受照射细胞间插入网格对细胞进行定比照射

，

以发用受照射细胞培养液培养未受照射细胞两种方式
，

检测未受照射细胞存活率变化
，

研究� 粒了照射细胞时对未

受照射细胞存活的影响
。

通过观察自由基清除剂一甲基亚讽 ������和细胞间通讯阻断剂 ������� 对� 粒了照射

诱发的细胞存活旁效应的抑制作用探讨其可能的机理
。

研究结果表明
，
�粒了照射细胞时的未受照射幻��胞

，

以及受

� 粒了照射细胞的培养液培养的未受照射细胞
，

其存活率均明�醚低于预期值或正常细胞水平
�
���� ����和 ������

�

均能明显提高细胞存活率
。

这提示� 粒了照射细胞存在旁效应
，

活性执和细胞间通讯在� 粒了诱发细胞存活旁效应

中可能起着重要作用
。

关键词 �粒了照射
，

细胞存活
，

旁效应
，

活性城
，

细胞间通讯

中图分类号 ��� �
�

�

近年来
，

随着对辐射损伤研究的深入
，

人们发现

机体对辐射的反应是群体现象
，

而不仅是单个细胞对

损伤的累积反应
。

辐射除可损伤直接受照的细胞
，

还

可通过受照射细胞产生一些信号或分泌一些物质引起

共同培养的未受照细胞产生同样的损伤效应
，

即所谓

的电离辐射
“
旁效应

”
川

。 “
旁效应

”
��������������

���
，

也称为
“
旁观者效应

” ，

即通过细胞接触或细胞间通讯
，

将接触损伤因素的原始细胞的应答传递给周围并未直

接受到损伤因素作用的其它细胞
，

使之产生与前者相

同的应答���
。

如果这种现象发生在体内
，

就可以很好

地解释极低剂量� 粒子照射的致癌过程
。

本实验采用

在细胞与放射源之间插入 白制网格定比照射细胞
，

以

及用培养过受照射细胞的培养液培养未受照射细胞方

血清购白北京元亨圣马生物技术研究所
� � 粒子照射

用玻璃环�中�����由本院仪器厂
一

定作
�
照射网格�中

����
，

每 ��，上
一

个孔
，

平均孔径 ���士� 林�
，

照

射比例 巧��为在侣箔纸上川打孔针
一

精确打孔制备
�

高
�

�虽席
、

耐高泪的 �����月莫�平均�旱�耍 �
�

����
，

密度 �
�

��

����
‘

�刀楷幽 人���� 七������ ��������� 云
��广而

� �

粒子照射源户
��� 电镀源

，

活性区直径 �� �
，

放射

性活度 ������
，

剂量率为 �
�

�� �������购白核 �
一

业

部 ��� 厂
� � 粒子照射装置由本实验室设计

，

核
�

�
�

业

部 ��� 厂定制
�
其余均为市售国产分析纯试剂

。

�� 细胞培养及处理

，

研究受照射细胞对未受照射细胞存活旁效应的影
，

井对其机理进行初步探讨
。

材料和方法

法响�

�� 材料

���
耐培养瓶

、

��� 培养皿
、

�
�

����刻度吸管

为 ������公司产品
�包含单条人类 �� 号染色体的人

一

中国仓鼠卵巢杂交细胞��
�
细胞�由美国哥伦比亚人

学放射生物中心 ��
�

�����教授惠赠
�����

、

�������

购于 �����公司� �
一

�� 培养液购于������公司
�
胎牛

��细胞用含 ��胎牛血清和�� 林����庆大霉素的

���培养液培养为 ��℃ 、

�����
、

���湿度的培养箱

中
。

收 集 细 胞 时
，

用 含 �
�

��� 胰 酶 �������和

�
�

�������
一

��� 的 �
一

����
’�
液消化

，

夕卞用 �
一

����
’
�

液洗 �一�次
，

计数细胞数
。

按 ����“接种�粒子照射

皿
，

�� �后用� 粒子照射装置进行照射
。

��������

或 ����������林������在� 粒子照射前 �一��加入
。

��� 细胞存活分数测定

细胞经� 粒子�直接或加入网格�照射
，

或用照射细

胞的培养液培养 �� �后
，

接种于培养皿中
。

继续培养

�一� �后用 ���洗涤 �一�次
，
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������ 染色 巧 ���
，

冲洗晾干
，

在显微镜 卜计数多于

�� 个细胞的克隆数
。

分别按 卜式计算细胞接种效率

����
、

存活分数���
、

预期接种效率�����
、

以及预期

存活分数�����
�

���������� ������
� ���������� �����用����

����������� � �� � �� ����� � ��
一

��� ������
�

������� ���� ����������
。

式中
，
� 为计数的克隆数

� � 为接种细胞数
� �

为受照射细胞比例�本实验中为 巧
�

����
� ���为受照

射细胞接种效率
� ��。 为正常细胞接种效率

。

可以看出
，

照射细胞的培养液使未受照射细胞的存活

分数减少�未转移培养液细胞的存活分数为 �����
，

其

中早期和晚期转移培养液降低更明显
。

提示细胞受到
� 粒子照射后

，

释放到培养液中的活性物质对未受到

照射的细胞发生了作用
，

即存在旁效应
。

���
�

� ���������������� ������ �����
·
�����

��� ����������

����������川
����� �����

����心�

—
�

一一一卫旦鱼一一一一一一�

�� 统计分析

用 ���软���系统进行问归和方差分析
。

� 实验结果

��� �粒子照射 �。 细胞的存活曲线

� 粒子照射 ��细胞的存活曲线如图 �所示
。

从图

�中可以石
·

出
，

经指数模烈拟合后
，
��细胞的活存分

数随着� 粒子照射剂量增大
，

呈线性下降趋势
，

剂量

效 应 曲线 为
�

����� �����������
，

经 计 算 其

�����
�

�����
，
�����

�

�����
。
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�

��� �粒子照射 ��细胞的存活旁效应

�
�

�
�

� 插入网格定比照射 �
。
细胞 在�粒子照射源

与受照射细胞间插入网格对细胞进行定比照射
，

观察

细胞的存活分数
，

结果如表 �所示
。

从表 �中可以看

出
，

与预期存活分数比较
，

观察到的实际存活分数明

显减少
，

其中
，
�

�

���和 �
�

���剂量组有显著性差异
。

提示� 粒子照射后
，

除直接受到照射的细胞外
，

未受

到照射的细胞的存活也受到影响
，

即存在旁效应
。

�
�

�
�

� �粒子照射细胞的培养液培养未受照 �。
细胞

用 ������ 粒子照射 ��细胞
，

分别在照射后 �
、
�

、

��
、

���将照射细胞的培养液转移至未受照射的细胞

中
，

细胞存活分数的测定结果如图 �所示
。

从图 �中

��� 活性氧在粒子照射诱发细胞存活旁效应中的作

用

�
�

�
�

� ���� 对插入网格定比照射细胞的存活的影响

在用 ����� � 粒子加网定比照射 �� 细胞时
，

观察

����对细胞存活的影响
，

结果如表 �所示
。

从表 �

中可以看出
，
���� 对未受照射的正常 ��细胞的存

活无影响
，

但能明显提高� 粒子照射细胞的存活分数
，

表明 ���� 一方面可能对� 粒子照射细胞有保护作

用
，

另一方面可能抑制�粒子照射诱发的旁效应
。

提

示活性氧 ��������� ������ �������
，
����可能是�

粒子照射诱发细胞存活旁效应的因素之一
。

�
�

�
�

� ���� 时转移照射细胞培养液培养未受照细

胞的存活影响 在 ����� � 粒子照射细胞的培养液中

加入 ����
，

观察其对未受照射细胞存活的影响
，

结

果如图�所示
。

从图 �中可以看出
，
���� 能明显增

加早期转移培养液培养的未受照射细胞的存活分数
，
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���是� 粒子照射诱发细胞存活旁效应的因素之一
。

��� 细胞间通讯在粒子照射诱发细胞存活旁效应中

的作用

在用 ������粒子加网定比照射 ��细胞时
，

观察

细胞间通讯阻断剂 ������� 对细胞存活的影响
，

结果

如表 �所示
。

可以看出
，
������� 对未受照射的正常

��细胞的存活无影响
，

但能明显提高以 粒子照射细胞

的存活分数
，

提示细胞间通讯在�粒子照射诱发细胞

存活旁效应中起重要作用
。

���
�

� ������������ ���� ���������� �� �������
�� �
���

����������������
·
�������� ����������� ��������������������� �����

����

������� �����
一

��������

�����
一

�����
������ ���� �����

一

�����������林� �������

�������� ��������

���
�

���士�
�

�� ���
�

�� ���
�

��士�
�

�� ���
�

��士�
�

��

��
�

��士 �
�

�� ��
�

�� ��
�

��士 �
�

����� ��
�

��士�刀����

������� ��
， ������

�

����� �����
一

�������� �����������

� 讨论

����年
，
�������� 等���

最早观察到旁效应存在
，

他们发现当只有 ��的细胞受到� 粒子照射时
，
��

一

一

���的细胞发生了姐妹染色体互换
。

此后
，

许多研究

报道都证实了这一现象阵��
，

特别是在低剂量照射的

生物效应中普通存在
。

目前
，

研究旁效应的试验模型

土要有
�

���用微束照射装置定点定比照射细胞���
� ���

在细胞
一

与放射源之间插入网格
，

定比照射���
�
���用培

养过受照细胞的培养液培养未受照射细胞「’�� 。

观察到

旁效应的生物学效应土要包括细胞死亡 【川
、

细胞增殖

反应�’��、 细胞凋亡�’��、 基因突变�’�����基因组不稳定

性等【’��。 本研究中
，

我们用在细胞与照射源之间插

入网格定比照射
，

以及用照射细胞的培养液培养未受

照射细胞
，

观察� 粒子照射的细胞存活旁效应
，

结果

显示
，

当 巧�的细胞受到� 粒子照射时
，

观察到的细

胞存活率明显低于预期值
。

其中
，
���和 �

�

���的�

粒子照射最为显著�见表 ��
，

提示�粒子照射除导致直

接受到照射细胞的增殖死亡外
，

还使周围未受到照射

的细胞出现不同程度的增殖死亡
，

即表明� 粒子照射

诱发的细胞增殖死亡存在旁效应
。

������ 粒子照射

后的观察值与预期值经统计分析没有差异
，

可能是由

于 �����照射使大部分受照细胞死亡
，

导致旁效应消

失
。

用� 粒子照射后的细胞培养液培养未受照射细

胞
，

结果使未受照射细胞的存活率明显降低
，

而单纯

照射没有细胞的培养液没有这种效果 【’“�， 表明受�

粒子照射后细胞释放到培养液中的某些活性物质介

导了末受照射细胞出现与受照射细胞类似的反应
，

即

旁效应
。

实验中还发现
，
� 粒子照射后不同时间转移

的培养液
，

对细胞存活的影响也不同
，

早期和晚期的

影响较大
，

推测早期可能土要是活性氧等短寿命活性

物质起作用
，

而晚期则可能是一些细胞因子的影响
。

是否如此还有待进一步研究证实
。

关于辐射诱发旁效应的机理
，

目前的研究认为主

要有两个方面
，

一是受照射细胞释放的一些活性物质

或信号分子对未受照射细胞发生作用【’刀 ，

二是细胞间

通讯连接介导这一过程 【’��。

本研究用活性氧清除剂

���� 和细胞通讯阻断剂 ������� 对旁效应产生的可

能机制进行了初步探讨
，

结果表明
，
���� 对加网定

比照射和转移受照射细胞的培养液诱发的细胞增殖死

亡的旁效应均有明显的抑制作用�见图 �和表 ��
，

虽然

加网照射不能排除可能是由于 ���� 对� 粒子照射

细胞的保护效果
，

但转移培养液的实验结果可以充分

表明活性氧在介导旁效应的产生中起作用
。

止如图 �

结果所示
，

对照射后早期的转移培养液
，
���� 能明

显提高细胞的存活率
，

但随着时间的延 长作用越来越

不明显
，

�� �后儿乎没有作用
，

这不仅证实活性氧白

由基在诱发旁效应中的作用
，

而且还提示受照细胞释

放的一些 民效应因子也参与了旁效应的过程
。

这些长

效应因子的鉴定及其作用机理也有待进一步研究探

索
。

细胞与细胞间通讯即细胞通过细胞间连接直接进

行信息物质的交换
，

土要是指缝隙连接细胞间通讯
。

缝隙连接是相邻质膜间形成的一种能开放和关闭的一

种特殊通道
，

当其开放时能允许相邻的细胞交换物质

信息如代谢产物 ����
、

��及其它小分子物质通过
，

完

成组织间及细胞群体内的信号传递
，

进而调竹控制细

胞的增殖分化和代谢功能�’”�。 本研究观察到 �������

能明显增加加网定比照射细胞的群体存活率
，

结果达

到接近预期值的水平
，

表明 ������� 抑制了� 粒子照
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射细胞诱发的旁效应
，

提示缝隙连接细胞间通讯介导

了� 粒子照射诱导的细胞存活旁效应
。
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