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应用单细胞微凝胶电泳技术检测
成纤维细胞的放射敏感性
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摘要　 应用单细胞微凝胶电泳（SCGE）技术以及噻唑蓝（MTT）比色法检测辐射诱发的成纤
维细胞系 AT5BIVA 和 GM637的初始 DNA 双链断裂数及断裂后的修复与细胞放射敏感性之间的
关系。结果表明�AT5BIVA 细胞系的放射敏感性显著高于 GM637。两种细胞系的初始 DNA 双链
断裂数均随剂量的增加而增加�呈显著的剂量效应关系�在给定的剂量点�辐射诱发的 AT5BIVA
细胞系的初始 DNA 双链断裂数显著高于 GM637。AT5BIVA 细胞系对辐射诱发的 DNA 双链断裂
的修复能力小于 GM637。结果提示�辐射诱发的初始 DNA 双链断裂数及断裂后的修复与细胞的
放射敏感性均有一定的相关性�作为细胞放射敏感性预测指标具有很大的应用潜势。
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细胞放射敏感性预测在放射生物学和肿瘤学领域中一直是研究的热点之一。由于 DNA
双链是射线所致细胞损伤和死亡的敏感靶分子之一�DNA双链断裂和细胞死亡之间的关系已
明确。因而�目前有很多的研究都集中在 DNA 双链断裂及修复的检测上。研究表明�辐射诱
发的 DNA双链断裂、细胞对断裂后 DNA 修复能力与细胞辐射敏感性有很好的相关性�有望
成为细胞辐射敏感性的预测指标［1�2］。目前用于 DNA 双链断裂及修复检测的方法主要有脉
冲电场凝胶电泳（PSFE）、梯度电压电泳（GVGE）及单细胞微凝胶电泳（Single cell microgel
electrophoresis�SCGE）技术等。其中由 Singh 等［3］于1988年发展的 SCGE 技术已成为检测
DNA损伤的一种快速、灵敏和简便的技术。
1　 材料和方法
1．1　细胞系和培养

成纤维细胞系 GM637�AT5BIVA由德国国家环境与健康研究中心放射生物实验室提供。
细胞接种于 RPMI1640培养基（含10％小牛血清和100U／mL 庆大霉素）�在37℃、5％CO2培
养箱中传代培养。
1．2　 MTT比色实验［4］

取对数生长期细胞用胰酶消化�计数活细胞并调整细胞密度为2×105／mL。在有氧条件
下�用60Coγ射线照射�吸收剂量分别为0、0．5、1、2、3、4Gy（剂量率1．0Gy／min）。将照射与未
照射细胞100μL 分别接种96孔酶标板后培养（每个剂量点平行做6孔）。调零孔加100μL



RPMI1640培养基�5d后于终止培养前4h 每孔加10μL MTT（5mg／mL）。培养完毕�每孔另
加100μL10％SDS－0．1mol／L HCl�37℃过夜。用酶标仪在590nm 波长下检测各孔 OD 值。
细胞存活率以各剂量点 OD值与未照射细胞孔 OD值的百分比表示。
1．3　单细胞微凝胶电泳

按 Banath等提供的方法［5］略加修改。
1．3．1　单个细胞悬液的制备和照射　取对数生长期细胞�胰酶消化后用 RPMI1640培养基
调整细胞密度为106／mL。60Coγ射线照射�吸收剂量分别为0、5、10、20、40Gy（剂量率5．0Gy／
min）�照射时将细胞置于冰上�照射后立即测定。当观察细胞 DNA 双链断裂修复动力学时�
将照射20Gy 的细胞放置37℃继续培养30、60和90min后再测定。
1．3．2　 制片　 分3层�第1层为0．5％正常熔点琼脂糖（NMA）�第2层为含细胞的0．7％低
熔点琼脂糖（LMA）�第3层为不含细胞的0．7％LMA。
1．3．3　细胞裂解、漂洗、电泳、染色　将制好的玻片浸入新配制的细胞裂解液（2mol／L NaCl�
30mmol／L EDTA�1％肌氨酸钠�10mmol／L Tris�用前加1％Triton X－100�10％二甲基亚砜�
pH8．2）中4℃裂解2h。然后将玻片浸入漂洗液（2mmol／L EDTA�90mmol／L Tris�90mmol／L
硼酸�pH8．2）中漂洗3次。漂洗后电泳（电泳缓冲液同漂洗液） 、溴化乙锭（EB）染色。
1．3．4　 观察结果　EB染色后的标本在 Olympus BX60荧光显微镜下观察电泳图像�在 IY
激发光下�DNA图像呈红色�可清楚地看到核 DNA 和尾 DNA（即慧星�见图1）。每个样本随
机选择50个细胞�用目镜测微尺测定核 DNA直径和 DNA迁移的长度并拍照。

Fig．1　SCGE images of AT5BIVA cell line treated with60Coγrays
A．Unirradiated�B．Exposed to20Gy

2　结果
2．1　MTT法细胞存活分析

表1为 AT5BIVA和 GM637两细胞系受不同剂量60Coγ射线照射后细胞存活率的变化�
拟合的细胞存活的曲线分别为 S ＝1．0206e－0．2762D（ R2＝0．9770）和 S＝0．9755e－0．7169D

（R2＝0．9919）�式中�S 为某剂量下细胞存活分数�D为照射剂量。依据细胞存活曲线求出放
射生物学参数：平均致死剂量 （ D0）和细胞受2Gy 剂量照射时的存活分数 （SF2）。对
AT5BIVA细胞系�其 D0和 SF2分别为1．39Gy 和23．26％�而 GM637分别为3．62Gy 和58．
74％。结果表明�AT5BIVA细胞系的放射敏感性高于 GM637细胞系。
2．2　SCGE检测的 DNA双链断裂和修复

表2列出了 AT5BIVA和 GM637两细胞系在受到不同剂量60Coγ射线照射后 DNA 双链
的初始断裂情况（照射后立即检测）�结果用 DNA 平均迁移长度（μm／cell）表示。从表2可看
出�两细胞系的 DNA平均迁移长度都随着照射剂量的增加而增加�呈显著的剂量效应关系。
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此外�在各剂量点�AT5BIVA细胞系的 DNA平均迁移长度均长于 GM637细胞系。表明在相
同剂量下�辐射诱发的平均每个细胞的 DNA双链断裂数�AT5BIVA细胞系多于 GM637。

Tab．1Survival fraction of AT5BIVA and GM637cell lines treated with60Coγrays

Dose／Gy Survival fraction／％
AT5BIVA GM637

0 100 100
0．5 64．39±5．67 89．44±4．05
1．0 46．00±5．26 73．79±4．31
2．0 23．63±3．40 62．20±4．77
3．0 13．49±3．13 48．75±3．89
4．0 4．91±1．97 31．06±3．98

Tab．2Radiation－induced DNA double strand breaks in AT5BIVA and
GM637cell strains detected immediately after irradiation

Dose／Gy The average length of DNA migration／μm．cell－1
AT5BIVA GM637

0 5．2±3．8 4．4±3．7
5 11．3±5．6 8．3±5．5（1）
10 26．3±6．2 20．1±6．3（2）
20 44．6±7．5 37．2±6．1（2）
40 73．4±8．5 61．2±10．3（2）

Compared with AT5BIVA cells�（1） p＜0．01�（2） p＜0．001

表3总结了 AT5BIVA和 GM637两细胞系在受到20Gy 剂量照射后不同时间 DNA 平均
迁移长度的变化情况。在受照射后60min 内�这两种细胞系的 DNA 平均迁移长度都有较大
幅度的下降�但 GM637细胞系下降的幅度（26．4μm／cell43％） 大于 AT5BIVA细胞系（18μm／
cell26％）�表明 GM637细胞系的修复能力大于 AT5BIVA。在照射后60－120min时间段�这
两种细胞系的 DNA平均迁移长度都没什么变化�提示 DNA 双链断裂的修复达到了一个平台
期。

Tab．3DNA double strand breaks in AT5BIVA and GM637
cell strains at different time after exposure to20Gy

Time after
exposure／min

The average length of DNA migration／μm．cell－1
AT5BIVA GM637

0 44．6±7．5 37．2±6．1
30 33．1±8．6 21．2±8．3
60 26．8±7．9 10．8±6．0
120 27．9±8．4 9．5±5．6
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3　讨论
文献［6］结果表明�用 MTT 法测定的细胞存活分数与克隆形成法有较好的相关性�是一

种较为快速、简便的测定细胞放射敏感性的方法。本实验所用的成纤维细胞系 AT5BIVA 和
GM637分别来自毛细血管扩张－共济失调症（ataxia－telangiectasia�A－T）患者和正常个体。
本研究表明�用 MTT 法测定的 AT5BIVA细胞系的放射敏感性高于 GM637�与 AT 患者的高
辐射敏感性相一致。

本研究的目的是了解细胞的放射敏感性与 DNA 双链断裂之间的关系。通过对有修复缺
陷的 AT5BIVA细胞系和正常的 GM637细胞系的比较研究后发现�辐射诱发的 AT5BIVA 细
胞系与 GM637细胞系 DNA迁移长度有显著差异�放射敏感性愈高�辐射诱发的初始 DNA 双
链断裂数就愈多�这与文献［7�8］报道的结果相一致。但也有一些研究结果表明�对于不同的
放射敏感性细胞�辐射诱发的初始 DNA 双链断裂数目无显著差异［2�9］。目前�对造成这种实
验结果差异的原因还不清楚�还有待于积累资料作进一步的研究。

本研究还发现�AT5BIVA和 GM637两细胞系对辐射诱发的 DNA 双链断裂的修复有较
大差异�放射敏感性高的AT5BIVA细胞对DNA双链断裂的修复能力弱。这与Dikomey 等［2］

的研究结果相一致�他们对9株具有不同的修复能力和有修复缺陷的细胞系进行研究后发现�
细胞的放射敏感性越高�对 DNA 双链断裂的修复能力越弱�细胞的死亡与未修复的 DNA 双
链断裂呈显著相关（ r2＝0．87）�而与 DNA 单链断裂没有相关性（ r2＝0．27）。这证明射线造
成细胞死亡的主要原因是由于 DNA双链断裂�而 DNA单链断裂的影响很小。文献 ［10］的研
究结果也表明�细胞的放射敏感性与 DNA双链断裂的修复相关。以上结果提示�辐射诱发的
DNA双链断裂及细胞对这一断裂的修复能力是预测细胞放射敏感性的一种有用参数。
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USE OF SINGLE CELL MICROGEL ELECTROPHORESIS TO DETECT
THE CELLUAR RADIOSENSITIVITY OF TWOFIBROBLAST STRAINS
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ABSTRACT　 Single cell microgel electrophoresis（SCGE） and MTT assay were used to de-
termine the relationships between radiation－induced initial DNA double－strand breaks（DSBs）�
the ability of cells to repair DSBs and cellular radiosensitivity in both AT5BIVA and GM637cell
lines．The results demonstrated that AT5BIVA cell line was significantly more radiosensitive than
GM637．The initial DSBs in both AT5BIVA and GM637lines increased with the rise of irradia-
tion dose�and showed significant dependence on dose．At a given dose of 20Gy�radiation－in-
duced initial DSBs in AT5BIVA cell line was signficantly higher than those in GM637．The abili-
ty of AT5BIVA cell line to repair DSBs was more powerful than that of GM637．The results sug-
gested that the radiation－induced initial DSBs in cells and the ability of cells to repair DSBs both
correlated with cellular radiosensitivity to a certain extent�and could be used as potential predic-
tors of intrinsic radiosensitivity of cells．

KEYWORDS　Single cell microgel electrophoresis�DNA double－strand breaks�Repair�
Radiosensitivity
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