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线粒体 DNA 减少在  
氡及其子体致人支气管上皮细胞凋亡中的作用  

王伟鹏  孙 静  陈玉之  李冰燕  童 建 
（苏州大学医学部 放射医学与公共卫生学院卫生毒理教研室  苏州 215123） 

摘要  使用溴化乙锭(Ethidium bromide, EtBr)诱导方法构建线粒体数目减少支气管上皮细胞(Human bronchia 

epithelia with mitochondrial DNA knock-down, ρHBE)模型并进行长期氡照射，用克隆形成法测定氡照射后

HBE 细胞的增殖能力，用流式细胞仪进行细胞凋亡和线粒体膜电位的检测。结果发现，氡照射后，与线粒体

DNA数量正常的HBE细胞(ρ+ HBE)相比较，ρHBE细胞存活分数明显增高，虽然早期凋亡率明显低于正常细

胞，但是总凋亡率增加，同时线粒体膜电位也显著降低。结果提示，氡照射后引起的线粒体减少HBE 细胞增

殖能力提高与总凋亡率的减少有关，并且与线粒体膜电位的变化相关。 
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近年来的研究显示，核外遗传在辐射致癌过程

中起着重要的作用。线粒体是真核细胞内唯一具有

DNA 的细胞器，线粒体功能不全是肿瘤细胞最重要

的特征之一。与核基因组相比，线粒体 DNA 

(Mitochondrial DNA, mtDNA)缺乏组蛋白保护，而

且没有有效的损伤修复系统，因此极易受到自由基

攻击，是致癌物作用的重要靶点[1]。流行病学调查

和实验研究证实支气管上皮细胞是氡及其子体直接

作用的靶细胞[2-3]，线粒体在辐射旁效应的调节中起

重要作用[4-5]。早在 1930 年，Warburg[6]就提出线粒

体功能不全可能导致细胞去分化，进而参与细胞癌

变过程。但到目前为止，仍未肯定 mtDNA 突变与

致癌作用间的因果关系。 

本研究使用线粒体 DNA 部分敲除人支气管上

皮 细 胞 (Human bronchia epithelia with mtDNA 

knock-down, ρHBE)的细胞模型[7]，观察氡及其子体

体外照射对 ρHBE 细胞增殖和凋亡的影响，为揭示

线粒体 DNA 在氡致支气管上皮细胞恶性转化中的

作用机制提供实验依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料、试剂和仪器 

母代人 支 气管上 皮 细胞 (Human bronchia 

epithelia, ρ+HBE)由中山医科大学公共卫生学院陈

雯教授赠送，使用高糖 DMEM 培养基常规培养。

将 HBE 细胞培养于含 20 ng·mL−1 EtBr 的诱导型高

糖DMEM培养基（含 100 mg·L−1丙酮酸钠、50 mg·L−1

尿嘧啶及 20 g·L−1 溴化乙锭）中，连续培养 60 d 后，

采用有限稀释法挑取一个单克隆细胞株扩增培养。

扩增后使用 DNAZol 试剂盒提取细胞总 DNA，用

Real-time PCR 法检测其线粒体 DNA 含量，把对照

组HBE细胞的线粒体拷贝数（mtDNA / nDNA比值）

定义为 1，计算 EB 处理后 HBE 细胞的相对线粒体

拷贝数（即 ρHBE 细胞的线粒体拷贝数与 ρ+HBE

细胞线粒体拷贝数的比值），分析处理组与对照组

mtDNA 缺失的变化率。将 EB 处理后 mtDNA 含量

降低了(76±4)%的细胞定义为 ρHBE 细胞[7]。 

丙酮酸钠、二甲基亚砜和溴化乙锭等购自

Sigma 公司；高糖 DMEM 培养基、胰酶等为 Hyclone

公司产品；细胞凋亡测定试剂盒和 JC-1 探针为

Invitrogen 公司产品。 

恒温培养箱(Cell 150, Thermo Forma)，倒置显

微镜 (IX51, Olympus)，酶标仪 (XS, Olympus)，流

式细胞仪(FC500, BIO-TEK)，细胞照射装置(CSED- 

C, Beckman Coulter)。 
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1.2 细胞照射和分组 

制备单细胞悬液，接种于 Transwell 膜培养皿贴

壁过夜后，将 Transwell 培养皿置于氡及子体细胞照

射装置（中国军事医学科学院，北京）照射。膜上

方氡持续泵入直接对细胞染毒，膜下方通过培养基

保持细胞湿润。氧气浓度 21%，流量 10 mL·min−1，

暴露箱氡及子体浓度为 20 000 Bq·m−3，照射 20 min，

3 d 后重复照射 1 次，连续 2 次作为照射第 1 代（记

为 Rn1），用 0.25%胰酶消化收集细胞，并进行常规

培养，一瓶传 6 瓶，进行下一代照射。对照组细胞

置于氡浓度为本底值的装置中，其余条件同照射组。

细胞根据处理方法分为 6 组：HBE 细胞假照射对照

组（ρ+ HBE 组）；HBE 细胞染氡 10 代的低剂量氡

照射组（ρ+ HBE Rn10 组）；HBE 细胞染氡 30 代的

高剂量氡照射组（ρ+ HBE Rn30 组）；线粒体减少

HBE 细胞假照射对照组（ρHBE 组）；线粒体减少

HBE 细 胞 染 氡 10 代 的 低 剂 量 氡 照 射 组

（ρHBERn10 组）；线粒体减少 HBE 细胞染氡 30

代的高剂量氡照射组（ρHBERn30 组）。 

1.3 存活分数检测 

体外氡及子体照射后第二天消化细胞做存活分

数检测。用 0.25%胰酶消化位于 Transwell 膜上的细

胞，离心收集并重悬细胞，接种于 60 mm 培养皿，

接种细胞数以每个皿有 50−60 个细胞存活并形成克

隆为准。每组接种 3 个培养皿，培养 14 d 左右结晶

紫染色细胞并计克隆数。接种效率(Plating efficiency, 

RPE, %)＝克隆形成数/接种细胞数×100%；相对存活

分数(Survival fraction, fS)＝照射组 RPE /对照组 RPE。 

1.4 细胞凋亡检测 

收集包括培养基中悬浮的全部细胞，用不含

EDTA 的胰酶消化并获取对照组和处理组细胞，按

照 AnnexinⅤ- FITC/PI 凋亡检测试剂盒说明书进行

操作。将细胞数调整到 1×106 mL−1，加入 5 μL 

Annexin V-FITC 4 ℃避光孵育 30 min 后，加入 10 μL 

PI 避光孵育 15 min，转移至流式管内。每组设 3 个

平行样，使用流式细胞仪（FC5000, Beckman 公司，

美国）分析，以早期和晚期凋亡百分比之和代表细

胞总凋亡率。 

1.5 线粒体膜电位测定 

待细胞生长至对数生长期时，用 0.25%胰酶消

化吹匀成单细胞悬液，500 μL PBS 重悬两次。每份

样品加入 400 μL 的 JC-1 探针染色，室温避光孵育

30 min 后，使用流式细胞仪分析。在 FL1、FL2 和

FL3 三个通道中，取 FL2/FL1 线粒体膜电位水平进

行比较。 

1.6 统计与分析 

 采用 SPSS 统计软件，以 p<0.05 为检验水准。

用 EXCEL 对实验结果进行图表编辑。 

2 结果 

2.1 氡及子体照射对 HBE 细胞增殖能力的影响 

表 1 的数据显示，与假照射对照组相比较，高

剂量和低剂量组 ρ+ HBE 细胞的存活分数均降低，

而 ρ HBE 细胞的存活分数随着氡照射剂量的增加

而升高（p<0.05，表 1）。在相同的照射剂量下，ρ HBE

细胞的存活分数显著高于 ρ+ HBE 细胞。说明氡及

子体照射提高了 ρ HBE 细胞的增殖能力。 

表 1  氡及子体照射对 HBE 细胞增殖能力的影响 
Table 1  Effects of radon and its progeny on the HBE cell 
                 proliferation              ( x ±s, %) 

Groups fS / %  

 +HBE HBE 

Control 1 1 
Rn10 0.87±0.05* 1.08±0.03* 
Rn30 0.65±0.02* 1.23±0.02* 

注：，ρHBE 与 ρ+ HBE 相比 p<0.05；*，与对照组相比

p<0.05。           

Note: , ρHBE vs. ρ+ HBE, p<0.05; *, ρ HBE vs. control 
group, p<0.05. 

2.2 氡及其子体照射对 HBE 细胞凋亡的影响 

从图 1 可见，与假照射对照组相比较，氡照射

组 ρ+和 ρ HBE 细胞的总凋亡率均显著升高。而与

同剂量的 ρ+ HBE 细胞相比，ρ HBE 细胞的总凋亡

率明显减少。说明经氡及子体照射后线粒体减少

HBE 细胞的凋亡相对同剂量的 ρ+ HBE 细胞有显著

性的减少，这与氡及子体照射提高 ρ HBE 细胞增

殖能力的结果一致。 

2.3 氡及子体照射对 HBE 细胞线粒体膜电位的

影响 

从图 2 可见，与假照射对照组相比较，氡照射

组 ρ HBE 细胞的膜电位均显著性下降。在 ρ+HBE

细胞中，低剂量染氡组与对照组相比膜电位无明显
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改变，但高剂量染氡组膜电位显著性下降。与相同

剂量的 ρ+ HBE 细胞相比，ρHBE 细胞的膜电位均

明显减少。说明氡及子体照射使线粒体减少 HBE

细胞的线粒体膜电位下降。 

 

图 1  氡及其子体照射对 HBE 细胞凋亡的影响 
,ρ-HBE 与 ρ+HBE 相比 p<0.05；*,与对照组相比 p<0.05 
Fig.1  Effects of radon and its progeny on the apoptosis of  
ρ+ HBE and ρ HBE cells: , ρHBE vs. ρ+HBE, p<0.05;  

*, ρHBE vs. control group, p<0.05 

 

图 2  氡及子体照射对 HBE 细胞线粒体膜电位的影响 
,ρ-HBE 与 ρ+HBE 相比 p<0.05；*,与对照组相比 p<0.05 

Fig.2  Effects of radon and its progeny on the membrane  
potential of mitochondria in ρ+HBE and ρ-HBE cells  

, ρHBE vs. ρ+HBE, p<0.05; *, vs. control group, p<0.05 

3 讨论 

氡的半衰期仅为 3.824 d，衰变后可产生一系列

的氡子体，氡及其子体对健康的主要危害在于其发

射的高能量 α粒子，吸入体内后可对支气管和肺细

胞形成高 LET 照射，诱发支气管上皮细胞恶性转

化，从而导致肺癌的发生[8]。最近有实验表明，线

粒体在 α粒子辐射旁效应的调节中起重要作用[4-5]。

线粒体 DNA (mtDNA)是细胞内唯一的核外遗传物

质，能够独立进行基因的转录、翻译和蛋白质的表

达，在细胞的能量代谢、自由基的产生和细胞凋亡

等过程中都发挥着重要的作用[9]。而且线粒体的基

因结构全部是外显子，无内含子，故 mtDNA 较细

胞核 DNA 更易发生突变，其突变率高于核 DNA 的

10−20 倍[1]。mtDNA 序列微小的改变即可涉及重要

结构基因的变化，导致线粒体功能障碍[10-11]。目前

认为肿瘤的生物学特征与核外的线粒体 DNA 有密

切的关系，mtDNA 在数量和序列上的变化，以及与

核内 DNA 的整合可能是肿瘤发生的重要基础。 

本实验发现，ρ+HBE 细胞随着氡暴露次数的增

多，存活分数明显下降，而 ρ- HBE 细胞的存活分数

随着氡照射剂量的增加而升高（p<0.05, 表 1）。在

相同的照射剂量下，ρ HBE 细胞的存活分数显著高

于 ρ+ HBE 细胞。结果提示，氡及子体照射提高了

ρHBE 细胞的增殖能力。这可能由于 ρHBE 细胞的

线粒体 DNA 减少后更易受到氡及子体的照射，导致

基因组不稳定性增加，并有可能进一步促进细胞发生

恶性转化。 

线粒体在诱导细胞凋亡中起着关键作用[12]。

mtDNA 减少，一方面削弱有氧呼吸功能，使 ATP

合成减少；另一方面活性氧生成增加；另外，也影

响线粒体的其他功能如膜电位变化等。以上三方面

都与细胞凋亡相关。李红霞等[13]研究认为 mtDNA

突变时线粒体功能异常，释放的激活凋亡诱导因子

Caspase3 家族蛋白酶和细胞色素 C 等减少，细胞凋

亡机制受阻，而且活性氧可引起 Bcl-2 的过表达发

挥抗凋亡作用。Yoneda 等[14]发现线粒体缺乏细胞株

对细胞凋亡具有显著的抵抗力。本实验也发现，各

剂量组 ρHBE 细胞的凋亡率显著低于 ρ+HBE 细胞，

与 Tang 等的报道相一致[15]。虽然 ρHBE 细胞在氡

照射后，细胞早期的凋亡率有所升高，但是其总凋

亡率仍然明显低于相同剂量的 ρ+HBE 细胞。结果提

示，经氡及子体照射后线粒体减少 HBE 细胞的凋亡

相对同剂量的 ρ+ HBE 细胞有显著性的减少，这与

其增加 ρHBE 细胞增殖能力的结果一致，可能是由

于 ρHBE 细胞的线粒体 DNA 减少和氡及子体照射

引起的。线粒体膜电位是线粒体电化学电势梯度的

主要构成成分，反映线粒体内膜的结构状态，是维

持线粒体内膜完整性的一个重要指标，也是反映细

胞早期凋亡的标志之一[16]。线粒体膜电位降低可使

线粒体内促凋亡蛋白细胞色素 C，凋亡诱导因子和

核酸内切酶等从开放的膜孔释放到细胞质中，从而

促进细胞凋亡。在肿瘤细胞中，线粒体膜电位一般

处于较高的水平，这是由于线粒体基因表达增强所

引起的细胞凋亡减少，从而促进细胞发生转化和过

度增殖[17]，本实验结果显示，无论是假照射还是氡
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照射组，ρHBE 细胞的线粒体膜电位均显著低于

ρ+HBE 细胞，而且 ρHBE 细胞的线粒体膜电位随着

氡照射剂量的增加而有显著性降低，这与氡及子体

照射减少 ρ HBE 细胞的凋亡结果一致。 

大片段的 DNA 缺失型线粒体相对野生型线粒

体而言，复制速度加快，这可能是线粒体基因组不

稳定的主要原因之一[18]。mtDNA 的片段缺失或拷

贝数的减少，均可能造成能量生成和线粒体膜内外

分子运输的障碍，甚至影响细胞的凋亡过程。但有

关 mtDNA 与放射诱导的细胞凋亡直接关系的研究

还很少，本研究表明了 mtDNA 可能在氡及子体致

人支气管上皮细胞发生恶性转化中起到重要作用，

为后续的研究起到良好的开端作用。 

总之，氡及子体照射后引起线粒体减少 HBE

细胞的增殖能力提高，而细胞凋亡减少，这与线粒

体膜电位的变化有关。  
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Role of mitochondrial DNA decrease in apoptosis of human bronchial epithelial cells  

induced by radon and its progeny 

WANG Weipeng  SUN Jing  CHEN Yuzhi  LI Bingyan  TONG Jian 

(Department of Health Toxicology, School of Radiation Medicine and Public Health,  

Medical College of Soochow University, Suzhou 215123, China) 

ABSTRACT  Human bronchia epithelia with mtDNA decrease (ρ- HBE) cells generated by treatment of ethidium 

bromide (EB) were exposed to radon gas in a special inhalation chamber. Cell proliferation was determined by cell 

survival assay. Cell apoptosis and membrane potential of mitochondria were analyzed by flow cytometry. The results 

showed that the survival fraction of ρ HBE cells significantly increased compared with that of ρ+ HBE cells after 

irradiation with radon and its progeny. Although the apoptosis rate of ρ- HBE cells was lower than that of the ρ+ HBE 

cells at early period, the total apoptosis rate was increased, along with the membrane potential decrease of 

mitochondria in ρ HBE cells. The results indicate that the increased potential of ρ HBE proliferation correlates with 

the total apoptotic rate and mitochondrial membrane potential. 

KEYWORDS  Mitochondrial DNA, Radon and its progeny, Human bronchial epithelial cells, Apoptosis, Cell 

proliferation 
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