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摘要  采用不同剂量的 X-射线对酿酒酵母细胞进行辐照处理，然后以罗丹明 123（Rh123）为荧光探针，结合

流式细胞术检测酵母细胞线粒体膜电位(ΔΨm)的变化。结果表明，不同剂量 X-射线辐照后，酵母细胞 ΔΨm 较

对照(0 Gy)显著下降(p<0.05 或 p<0.01)且表现出明显的剂量-效应关系。对于辐照后 3、6、12、24 和 48 h 时间

点的剂量-效应，及不同吸收剂量下时间-效应关系的研究中发现：3 h 以前（包括 3 h），ΔΨm 随吸收剂量的增

加而下降，相比于 0 h 点的 ΔΨm，3 h 点略有上升，但仍低于对照；3 h 以后，辐照组的 ΔΨm 维持在高于对照

的水平，且随剂量的增加而上升，上升的程度和最初吸收剂量的大小有关，吸收剂量越大则最终的 ΔΨm 越高，

48 h 时趋于平衡，整个过程呈现出明显的剂量−效应和时间−效应规律。以上结果说明，在 X-射线辐照引起酵

母 ΔΨm 变化的过程中，ΔΨm 并不只是单纯下降，而是表现出更加复杂的变化规律。 
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电离辐射影响生物体基因组的稳定性，遗传物

质的变化可产生严重的遗传毒性；同时，电离辐射

也可以诱导生物体细胞凋亡或坏死。作为一种典型

的电离辐射，X-射线辐射通过直接效应和间接效应

对生物体造成损伤。前者主要是指辐射能量直接沉

积在生物体内而引起物理损伤；后者则是指电离辐

射通过与生物体内环境（主要是水）相互作用，导

致水分子分解产生过量的活性氧(Reactive oxygen 

species, ROS)。与直接效应相比，间接作用产生的

ROS 往往给生物体带来更加复杂的危害，如引起细

胞膜损伤、DNA 的损伤和诱导由线粒体介导细胞凋

亡过程等[1]。线粒体是细胞生命活动的控制中心，

不仅是细胞呼吸链和氧化磷酸化的中心，而且也是

细胞凋亡的调控中心，线粒体功能的改变往往表现

为膜电位降低和膜的不稳定性。在正常情况下，质

子可自由通过线粒体通透性转运孔，形成线粒体跨

膜 电 位 (Mitochondrial transmembrane potential, 

ΔΨm)。当细胞遭受电离辐照时，线粒体通透性转运

孔异常开放，ΔΨm下降或丧失，细胞色素 C 及多种

凋亡诱导因子释放，引起细胞凋亡级联反应[2-4]。 

线粒体内 ΔΨm 的降低被认为是细胞凋亡级联

反应中最早发生的事件，一旦线粒体 ΔΨm剧变，则

细胞凋亡将不可逆。在细胞凋亡的研究中，ΔΨm的

变化多作为凋亡发生的早期特征和观察线粒体凋亡

途径的敏感指标[5-7]。王志成等[8]在研究 X-射线辐照

对细胞 ΔΨm 的影响时发现：细胞凋亡早期 ΔΨm 处

于下降状态，然后又转变为上升趋势。然而对于在

不同剂量的电离辐射下，ΔΨm的变化与吸收剂量的

关系以及与辐照处理后不同时间点的时效性等研究

较少。 

酿酒酵母是真核模式生物，也是研究 ΔΨm变化

的良好标本[9]，已经广泛应用于辐照生物学的研究。

本研究选用酿酒酵母细胞为研究对象，以 X-射线为

辐照手段，采用罗丹明 123(Rhodamine123, Rh123)

染色结合流式细胞术检测不同剂量辐照后的 ΔΨm

以及不同时间点 ΔΨm 的变化情况，旨在阐明在 X-

射线导致的酵母细胞凋亡中，线粒体 ΔΨm变化的剂

量-效应关系以及不同剂量下的时间-效应关系。 



 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 2 0 1 5 , 3 3 : 0 1 0 2 0 1 ( 7 )   

010201-2 

1 材料与方法 

1.1 原料与试剂 

酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)，本实验

室保存；酵母浸出粉胨葡萄糖 (Yeast extract peptone 

dextrose, YPD)培养基：葡萄糖 20 g/L，酵母提取物

15 g/L，蛋白胨 20 g/L，pH=6.8；流式细胞仪

(MACSQuant)，德国美天旎公司；冷冻离心机 

(Z323K)，Hermle 公司；罗丹明 123，Sigma 公司。 

1.2 X-射线辐照处理细胞 

取活化后斜面酿酒酵母一环，接种于 25 mL 液

体 YPD 培养基中，在 30 ℃、200 r/min 的条件下培

养 9 h，至菌株生长到对数期。取上述酵母细胞 2 mL

加至直径为 35 mm 的无菌平皿中，将其随机分成 8

组。然后在 RX-650 X-射线仪（FAXITRON，美国）

上进行辐照处理，X-射线仪的辐照电压为 50 kV，

剂量率为 1.25 Gy/min，吸收剂量分别为 25、50、

75、100、125、150 和 175 Gy，其中，对照组(0 Gy)

不做任何辐照处理。随后，为了检测辐照后不同时

间点 ΔΨm的变化情况，将辐照处理后的酵母细胞置

于培养箱内，在正常的生长条件下(30 ℃、200 r/min)

培养至 3、6、12、24 和 48 h 时间点时取样测定 ΔΨm。 

1.3 ΔΨm的检测 

离心收集经过不同剂量 X-射线辐照后的酵母

细胞，用 PBS 洗涤 2 次后稀释至细胞浓度大约为

106 个/mL，取 100 μL 细胞加入 900 μL PBS 和 2 μL 

1 mg/L 的 Rh123，37 ℃避光孵育 30 min, 然后进样

至流式细胞仪检测 (激发光 488 nm，FL1 检测器测

505−545 nm 发射光强度)，每个样计数 10 000 个细

胞，每个样重复 3 次。 

1.4 数据处理 

所有数据均采用 x ±s 表示，两组间均数比较 

（辐照组与对照组）采用单因素方差分析。统计分

析由 SPSS15 软件完成；流式数据均采用 FlowJo7.6

软件处理；统计图采用 Origin8.0 软件绘制。 

2 结果 

2.1 X-射线辐照后酿酒酵母细胞 ΔΨm 变化的剂

量−效应关系 

分别用 25、50、75、100、125、150 和 175 Gy

的 X-射线辐照处理酿酒酵母细胞，其中对照组不做

任何处理，然后使用 Rh123 染色，流式细胞术定量

检测 ΔΨm的变化，其中 Rh123 阳性率(Rh123+)表示

ΔΨm的相对值，结果如图 1 所示。

 

图 1  不同剂量 X-射线辐照对酵母细胞 ΔΨm 的影响 
Fig.1  Effects of X-ray irradiation at different doses on yeast ΔΨm  

 

由图 1 可知，随着 X-射线吸收剂量的增加，

Rh123+逐渐下降，即 ΔΨm表现出下降趋势。尤其是

当吸收剂量为 175 Gy 时，Rh123+的变化具有统计

学差异(p<0.01)，从对照组(0 Gy)的 69.2%下降到

24.2%。随之对其结果进行统计处理，结果见图 2。

由图 2 可知，25 Gy 剂量辐照时，ΔΨm几乎没有变

化，这可能是由于 25 Gy 剂量太低，在此剂量下，

X-射线辐照没有导致酵母细胞线粒体通透性转运
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孔的改变或者产生的 ROS 不足以打破机体 ROS 的

平衡状态，所以没有影响到线粒体的功能。然而，  

 

图 2  X-射线吸收剂量与酵母细胞 ΔΨm 的关系 
(与前一剂量相比，*，p<0.05；**，p<0.01） 

   Fig.2  Relationship between absorbed dose of X-rays and 
ΔΨm of yeast(*, p<0.05；**, p<0.01 vs. prior group) 

 

从 50 Gy 开始，酵母细胞的 ΔΨm逐渐下降，较对照

具有统计学差异 (p<0.05)；相邻大剂量与小剂量比

较发现，前后剂量之间 ΔΨm的下降具有统计学差异 

(p<0.05 或 p<0.01)，说明 X-射线诱导酵母细胞线粒

体 ΔΨm的变化具有剂量依赖性。 

2.2 X-射线辐照酵母细胞不同时间点的 ΔΨm 的

变化 

为了深入研究 X-射线辐照对酵母细胞 ΔΨm 的

影响，本实验对辐照后 3、6、12、24 和 48 h 时间

点不同剂量下 ΔΨm的变化进行了定量跟踪检测，结

果如图 3。在每个剂量下，0 h 点的 ΔΨm均最低，

说明 X-射线辐照导致酵母细胞 ΔΨm 的下降是凋亡

的早期事件，往往在很短的时间内就已经发生。随

后ΔΨm都所上升，48 h时趋于平衡，每个时间点ΔΨm

的变化过程都表现出与吸收剂量的相关性。 

 

图 3(A)  X-射线辐照后不同时间点不同剂量对酵母细胞 ΔΨm 的影响 
Fig.3(A)  Effects of X-ray irradiation at different doses on yeast ΔΨm at different time(a, 3 h; b, 6 h) 
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图 3(B)  X-射线辐照后不同时间点不同剂量对酵母细胞 ΔΨm 的影响  
Fig.3(B)  Effects of X-ray irradiation at different doses on yeast ΔΨm at different time(c, 12 h; d, 24 h; e, 48 h) 

 

2.3 不同时间点 ΔΨm变化的剂量-效应关系 

为了探索辐照后不同时间点 ΔΨm 与剂量的关

系，本研究对其变化趋势进行了拟合处理。由图 4

可知，在照射后 3 h 内，ΔΨm均处于随剂量的增加

而下降的状态，在同等剂量下，与 0 h 时的 ΔΨm相

比较，3 h 时有所上升，但均低于对照(0 Gy)。从 6 h

开始，ΔΨm表现出增加趋势，48 h 增加到最高值且
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趋于平衡，其中 6 h 到 12 h 之间变化不太明显，整

个过程也表现出与剂量的相关性。这说明在 X-射线

导致的酵母细胞凋亡的早期，ΔΨm明显下降且表现

出对吸收剂量的依赖性，但是到了凋亡后期，特别

是大部分细胞的凋亡过程已经完成或已经处于死亡

状态时，ΔΨm不仅没有继续下降，反而呈现出上升

趋势。这可能是在 3 h 以后，由于辐照引起的凋亡

细胞大多处于死亡状态，在死细胞中 Rh123 可以自

由扩散到线粒体质基质中，所以死细胞表现出更强

的 Rh123 阳性，而对照组（健康的活细胞）中包含

部分Rh123扩散到线粒体内的细胞和部分没有装载

上 Rh123 的细胞，所以在同等条件下死细胞的

Rh123+比正常细胞的更强，而正处于凋亡早期的细

胞 Rh123+相对最弱。 

 

图 4  不同时间点 ΔΨm 变化的剂量−效应关系 
Fig.4  Relation between irradiation doses and ΔΨm at different 

time 

2.4 不同剂量下 ΔΨm变化的时间−效应关系 

对于不同剂量 X-射线辐照下酵母细胞 ΔΨm 随

时间变化（时间−效应关系）的研究中发现：在 X-

射线引起的酵母细胞凋亡过程中，ΔΨm并不只是单

纯的下降，而是表现出更加复杂的变化规律。ΔΨm

的下降是及时的，随后呈现出相对于 0 h 点而上升

的趋势（见图 5）。具体来讲，小剂量 25 Gy 辐照处

理时，在 6 h 以前 ΔΨm稍有下降，6 h 以后虽然略

有上升，但和对照相比整个变化过程均不显著，这

可能是由于 25 Gy 的吸收剂量太小，不足影响到线

粒体通透性转运孔的功能或辐照间接生物学效应产

生的 ROS 没有超过机体的阈值，从而对线粒体内膜

的影响较小，所以 ΔΨm的变化不显著。在剂量超过

25 Gy 的情况下，随着吸收剂量的增加，在 0 h 点

ΔΨm下降越明显，3 h 点开始回升，6 h 接近正常水

平，随后一直呈上升状态，且上升的程度和最初吸

收剂量的大小有关，剂量越大则最终的 ΔΨm越高，

具有明显的时间−效应规律。 

 

图 5  不同剂量辐照下 ΔΨm 变化的时间-效应关系 
Fig.5  Relation between time and ΔΨm at different doses 

3 讨论 

在发现酵母中也可能存在凋亡现象之后，酵母

中的一些凋亡调控蛋白类似物也陆续被发现，所有

这些发现都使人们更为确信酵母细胞存在与多细胞

生物中类似的凋亡过程。目前的研究显示，和哺乳

动物细胞类似，酵母细胞凋亡可由内源性信号或外

源性信号引发[10-11]。其中内源性途径主要受到线粒

体的调控[12]，也被称为线粒体途径。在凋亡诱导因

素作用下，线粒体通透性转变孔开放，ΔΨm崩溃，

线粒体内膜通透性增加，线粒体通透性转换孔开放

后导致线粒体基质膨胀，由于外膜表面积较小，易

于破裂，破裂后释放出膜间促凋亡蛋白，凋亡促进

因子释放入胞质，启动凋亡的发生。另外，自由基

在电离辐照氧化损伤效应中发挥着重要的作用，特

别是 ROS。在正常情况下，机体内 ROS 的产生和

ROS 清除系统处于动态平衡状态，细胞可以通过改

变一部分基因的表达以减弱外界环境产生的压力来

拯救细胞，但是当 ROS 产生超过某个阈值的时，这

种平衡就被打破，过量的 ROS 便会提高线粒体外膜

的通透性，并通过对线粒体内膜上与细胞色素 C 结

合的双磷脂酰甘油的过氧化作用，促使细胞色素 C

从线粒体内膜脱落，释放到细胞质中，进而激活

Caspase，并引起一系列级联反应，最终导致细胞凋

亡[13-16]。另外，细胞色素 C 的释放反过来也会影响

ROS 的水平。细胞色素 C 释放后，电子传递链中的

电子不能传递给细胞色素 C，而是以单电子的形式
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传递给氧，产生 O−
2，造成 ROS 大量积累。故细胞

色素 C 的释放也可导致 ROS 的进一步升高[17]。 

在整个线粒体细胞凋亡过程中，最关键的是

ΔΨm的变化，ΔΨm下降也被认为是细胞凋亡级联反

应中最早事件，因此深入而系统的研究 ΔΨm对于线

粒体介导的细胞凋亡具有普遍性意义。流式细胞术

是检测胞内 ΔΨm变化的重要方法。Rh123 是一种具

有亲脂性的阳离子荧光染料，可以与具有高负电性

膜电位的线粒体所结合，Rh123 荧光强度的下降说

明线粒体内膜两侧电位差下降，不能提供足够的电

位梯度使标记物被吸收和保留在线粒体中；电位差

越小，线粒体吸收的染料越少，荧光强度就越弱[18]。

当细胞发生凋亡时，去极化使膜电位降低，Rh123

结合减少，所检测到的荧光强度减弱，所以 Rh123

通常作为一种灵敏的线粒体跨膜电位指示剂[19-20]，

在流式细胞仪 525 nm 处检测到绿色荧光，用荧光

强度可以间接反映 ΔΨm的高低。 

本实验选用 Rh123 为探针，采用流式细胞术间

接检测 X-射线辐照后酿酒酵母细胞内 ΔΨm的变化。

从量效关系看，ΔΨm随着照射剂量的增加而降低，

与 0 Gy 比较差异具有显著性 (p<0.05)，呈现出较

好的剂量依赖性。从时程关系看，ΔΨm在辐照后的

0 h 点最低，随之表现出上升势态，在 6 h 时 ΔΨm

几乎与正常细胞（对照）相当。从 6 h 以后，辐照

组逐渐表现出比对照组更高的 ΔΨm，在 48 h 时趋于

平衡（图 4、5）。并且吸收剂量越高，0 h 点 ΔΨm

下降的越多，对应的 6 h 以后 ΔΨm的升高也更显著，

整个过程具有明显的时程和剂量−效应规律性。 

由于酵母细胞在没有线粒体时也能够生长，同

时又是相对简单的单细胞真核生物，因此被认为是

研究凋亡过程中线粒体作用的良好模型[21]。所以，

上述研究结论不仅为电离辐照诱导酵母细胞线粒体

凋亡途径中 ΔΨm的变化提供理论依据，更为线粒体

及相关蛋白调控细胞凋亡提供了重要的实验证据。 
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Effects on mitochondrial transmembrane potential of  

Saccharomyces cerevisiae by X-ray irradiation  
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ABSTRACT  Saccharomyces cerevisiae cells were irradiated by X-rays with different doses, and then 

rhodamine123, a kind of fluorescent dye, was applied to measuring ΔΨm (mitochondrial transmembrane potential) by 

flow cytometry. According to results, the ΔΨm of S'cerevisiae cell obviously decreased compared with that in control 

group (0 Gy) (p<0.05 or p<0.01), and displayed remarkable correlation with dose after X-rays treatment. The results 

showed that ΔΨm was declined with the increase of dose before 3 h, while slightly went up at 3 h and the whole was 

lower than that of the control. After 3 h, ΔΨm maintained the greater level than the control and revealed rising trend 

with dose and became balanced at 48 h finally. There is a distinct relationship among the ΔΨm and dose, as well as 

time. These results demonstrate that the change of ΔΨm induced by X-ray irradiation is not simply a drop but presents 

more complex relations. 

KEYWORDS  Mitochondrial transmembrane potential, X-rays, Saccharomyces cerevisiae, Rhodamine123 
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