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摘要  本研究旨在揭示 DNA-PKcs（DNA 损伤修复的关键酶之一）与基因组不稳定性、辐射超敏感性的关系。

以人神经胶质瘤细胞系 M059K（DNA-PKcs 野生型）和 M059J （DNA-PKcs 缺陷型）为实验模型，用常规克

隆形成法测定细胞存活率、cytochalasin-B（细胞松弛素 B）阻断-微核法跟踪克隆形成过程中基因组不稳定性

变化。实验结果表明，存在辐射超敏感性的 DNA-PKcs 野生型细胞 M059K 在 0.2 Gy 辐照后随着培养时间的

延长基因组不稳定性与 0.6 Gy 辐照水平一致；不存在辐射超敏感性的 DNA-PKcs 缺失型细胞 M059J 经 0.6 Gy

辐照后，基因组不稳定性水平明显高于 0.2 Gy 辐照。这些结果提示，DNA-PKcs 可能是导致辐射超敏感性的

关键因素之一。 
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低剂量辐射超敏感性因其有望为肿瘤放射治

疗提供全新的剂量分割方式，以提高治疗增益比

而倍受关注。其发生机理涉及细胞凋亡、周期调

控以及 DNA 双链断裂（DNA double- strand break，

DSB）修复等多个方面[1]。哺乳动物细胞存在两

种重要的 DSB 修复方式：同源重组（Homologous 

Recombination，HR）和非同源末端连接（Nonhomo- 

logous end-joining，NHEJ），DNA 依赖的蛋白激酶

（DNA-PK）是一种 DNA 活化的核丝氨酸苏氨酸

蛋白激酶[2]，在 NHEJ 修复方式中起主要作用[3]，

其核心蛋白是 DNA-PKcs 。虽然有研究表明

DNA-PK 可能与辐射超敏感性有关[4]，但尚未见研

究报道。另外，DNA DSB 是导致基因组不稳定性

的重要因素之一[5]，基因组不稳定性在生物体内

表现为多种形式的延迟效应，如延迟的基因突变、

延迟的染色体畸变、延迟的细胞凋亡和增殖性死

亡等[6]，因此，基因组不稳定性也可能与辐射超

敏感性相关。 
本研究选用具有不同 DNA-PKcs 表达水平的细

胞为实验模型，在受到低剂量辐照后利用

cytochalasin-B（细胞松弛素 B）阻断-微核法，跟踪

单个细胞在克隆形成过程中基因组不稳定性水平，

以揭示 DNA-PKcs 与基因组不稳定性、低剂量辐射

超敏感性之间的关系。 

1 材料与方法 

1.1 细胞培养 

人神经胶质瘤细胞系 M059K（DNA-PKcs 野生

型）和 M059J（DNA-PKcs 缺陷型）分别购自美国

ATCC。用含 10%胎牛血清（Hyclone）、100U／mL

青霉素、100U／mL 链霉素的 DMEM／F12 培养基

培养在 37 ℃、5% CO2 的恒温培养箱中。 

1.2 照射条件 

取对数生长期的 M059K 细胞和 M059J 细胞，

计数后按 300 cells／mL 接种于 35 mm 培养皿中 

（1 mL／皿）。接种后培养 4 h，然后进行 X 射线照

射。辐照在兰州军区陆军总医院放疗科 BJ-6B 型医
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用直线加速器上进行，6 MV，0.8 Gy/min，照射剂

量分别为 0 Gy、0.2 Gy、0.6 Gy。 

1.3 微核实验 

照射后每剂量组立即取出一培养皿，加入

3 μg/mL 终浓度的 cytochalasin-B（细胞松弛素 B）

于培养箱中继续培养 24 h，然后用酒精/醋酸 （体

积比 9∶1）固定 10 min，70 % 酒精保存。每隔

24 h 取出一组培养皿重复以上操作。收获细胞经吖

啶橙染色后于荧光显微镜下统计每皿克隆总数，每

个克隆中双核细胞数、含微核的双核细胞数及微核

总数[7]。双核细胞率为（43.00.8）%，每组实验独

立重复 4 次。 

1.4 存活实验 

M059K 和 M059J 细胞分别计数，稀释后种到

T25 的塑料培养瓶中，每瓶接种 100 个细胞。接种

7 h 后进行照射，剂量分别为 0 Gy、0.2 Gy、0.6 Gy，

照射后细胞放入 37 ℃恒温培养箱中继续培养 12 d

后用 70%的酒精固定、1%的结晶紫染色。统计含有

大于 50 个细胞的克隆数。然后按照公式：存活率=

照射后细胞形成的集落数/（接种细胞数×未照射对

照细胞集落形成率）计算出细胞存活率。 

2 结果与讨论 

M059K 和 M059J 细胞经 X 射线照射后，不同

细胞之间的存活率表现出一定的差异性。图 1 所示

为两种细胞在不同剂量照射下的存活率。M059J 细

胞经0.6 Gy辐照后细胞存活率显著低于0.2 Gy的辐

照 （p=0.02），而 M059K 在两剂量辐照下存活率基

本一致 (p=0.98)。说明 M059J 细胞对辐射敏感，细

胞存活率随着辐照剂量的增加显著下降；M059K 细

胞对辐射具有超敏感性和诱导的辐射抗性，0.6 Gy

辐照反而使得细胞的存活率略有上升，与 0.2 Gy 辐

照时存活水平相当。由于两种细胞系的差别在于

DNA-PKcs 的有无，本实验中 M059J 为 DNA-PKcs

缺陷型细胞，说明 DNA-PKcs 与细胞辐射敏感性之

间存在关联。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  Survival of two cell lines exposed to X-rays 

图 2 为单细胞克隆随培养时间的变化曲线。剩

余单细胞克隆的比例反映细胞分裂受抑制的程度。

M059J 的细胞分裂水平与剂量呈负相关，辐照剂量

大，则细胞分裂受到的抑制更显著；M059K 的细

胞分裂水平与辐照剂量没有发现明显的相关性，

0.2 Gy 与 0.6 Gy 辐照对分裂的抑制能力相似。 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     
     

Fig.2   Proportion of mono-cell colonies 

如图 3 所示，辐照后第 4 天，细胞分裂次数与

细胞类型有一定的相关性。未经辐照的 M059J 细胞

分裂比 M059K 细胞快，M059J 细胞有（24.01.4）%

完成了 3 次分裂（8≤1 个细胞克隆中的细胞核总数
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<16）；M059K 仅有（18.12.7）%完成了 3 次分裂，

两者差异显著（p=0.048）。辐照后，M059J 细胞的

分裂受抑制，完成两次以上分裂的细胞低于对照，

两剂量之间没有差异；M059K 细胞的分裂反而受刺

激，0.2 Gy 与 0.6 Gy 辐照后完成 3 次分裂的细胞数

反而高于对照，0.6 Gy 辐照后完成 4 次分裂的细胞

数显著高于 0.2 Gy 辐照的细胞。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3  Distribution of cell numbers in each colony on the fourth day after irradiation 

细胞因外界损害因素作用使染色体发生断裂，

细胞进入下一次分裂时，染色体片段不能随有丝分

裂进入子细胞，而在细胞浆中形成直径小于主核 1/3

的微核，其嗜色与主核一致、完全与主核分开、呈

现圆形或椭圆形。正常细胞中微核的发生率很低；

当细胞受到外界损伤因素刺激时，微核发生率与剂

量表现为较明显的量效关系，是较易被观察到并显

示特定损伤类型的染色体损伤指标。图 4 为细胞克

隆照片。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.4  Typical binucleated cells 

A. An 18-cell colony with 11 binucleated cells, among which there are 4 binucleated cells with micronuclei; B. a 2-cell colony with 2 
binucleated cells; C. a 7-cell colony with 5 binucleated cells, among which there is 1 binucleated cells with micronuclei; D. a 2-cell 
colony with a plasmodesmata between two mononucleated cells 
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微核也是基因组不稳定性的重要生物学指标[8]，

因为微核是由 DNA 发生双链断裂而形成的染色体

片断；同时，微核也是反映细胞辐射敏感性的重要

参数，因为微核率与细胞死亡率之间存在良好的线

性关系[9]。如图 5 所示，M059J 细胞的微核率本底

水平较高（24.21.4）%，并在随后的培养过程中几

乎不变。对于 M059K 而言，培养第 1 天后细胞的

微核率水平几乎为零，很可能是由于有微核的

M059K 细胞贴壁能力弱；培养第 2 天后 M059K 对

照细胞的微核率增加到（30.64.6）%，然后基本维

持在一定水平，推测其原因可能在于培养基中叶酸

等成分的消耗[10]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.5  Frequency of micronuclei varies along post-incubation time 

(MNF means the frequency of micronuclei presenting in binucleated cells) 

 
Oliveira 等[11]2003 年发现 DNA-PK 的抑制剂

Wortmanin 能够增加哺乳动物在被低或者高 LET 射

线照射后的微核形成率。Rapp 等[12]2004 年利用人

的角质化细胞通过 UV-A 照射后发现，HR 和 NHEJ

两个修复系统会相互配合对 DSB 进行修复。而 Vral

等[13]2001年报道经过低剂量的 γ射线照射后B细胞

与 T 细胞相比具有较高的微核率，这与 DNA-PK 的

活性无关。我们的实验结果与 Oliveira 等[11]的一致，

DNA-PK 缺陷型的 M059J 细胞比 M059K 具有更高

的微核形成率。受照射的 M059J 细胞中微核率随着

培养时间的延长始终高于对照，而且剂量越大，微

核率越高，说明电离辐照导致细胞 DNA 损伤，而

又由于 M059J 细胞是 DNA-PK 缺陷型，DNA 损伤

不能被修复所以导致了基因组不稳定性。M059K 与

之不同，受照细胞的微核率与对照细胞几乎没有差

别，而且剂量之间也没有显著差别，一方面说明随

着培养时间延长而上升的微核率主要来自于叶酸消

耗等辐射以外的因素；另一方面也反映 M059K 细

胞中存在诱导的辐射抗性，这与细胞存活实验结果

是一致的。相同剂量辐照后前 3 d，M059J 细胞的

微核率水平显著高于 M059K 细胞，显然是由

DNA-PK 功能缺陷所引起。 

3 结论 

本研究跟踪统计辐照后细胞克隆存活实验过程

中每个克隆的细胞总数、细胞分裂和微核形成，发

现DNA-PKcs缺失的M059J细胞的分裂抑制和微核

率都与辐照剂量成正相关，而 DNA-PKcs 功能完整

的 M059K 细胞分裂与微核率与对照组基本一致，

与剂量无关。以上结果支持了 M059K 细胞对辐射

具有超敏感性这一现象，并揭示了 DNA-PKcs 与基

因组不稳定性密切相关。 
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Study on the relationship between DNA-PKcs and genomic instability & 
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ABSTRACT  To investigate the relationship between DNA-PKcs and genome instability & hyper-radiosensitivity, 

human glioma cell lines M059K and M059J, as a model expressing wild-type DNA-PKcs and a model defective in 

DNA- PKcs activity, were exposed to low doses of X-rays. Cells survival fractions were assessed by colony-forming 

assay and Cytochalasin-B micronucleus assay was employed to detect the genomic instability happening in each sin-

gle irradiated colony. It has been found that as the post-incubation time increased, M059K cells expressing wild-type 

DNA-PKcs exhibited low-dose hyper-radiosensitivity and showed a similar genomic instability after 0.2 Gy and 0.6 

Gy irradiations, but the M059J cells lacking in DNA-PKcs didn’t present low-dose hyper-radiosensitivity and showed 

a higher genomic instability of 0.6 Gy than that of 0.2 Gy. The results indicate that DNA-PKcs may act as one of the 

key factors that lead to low-dose hyper-radiosensitivity. 

KEYWORDS  Genomic instability, Hyper-radiosensitivity, X-rays, DNA-PKcs 

CLC  Q691.5, Q274 
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