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摘要  采用条件培养基和共培养处理方式，应用微核形成试验研究人神经胶质母细胞瘤 T98G 细胞，在乏氧条

件下经 X 射线诱导的旁效应及其发生机制。研究发现，乏氧条件下，X 射线诱导未照射组细胞的微核率与相

应的照射剂量之间存在显著的正相关关系；条件培养基方式下自由基抑制剂二甲基亚砜(Dimethyl sulfoxide，

DMSO)可显著降低未照射组细胞的微核率；条件培养基处理乏氧或有氧的 T98G 细胞，有氧条件培养基处理

乏氧细胞引起的旁效应微核率比其它各组均要显著，而诱导型一氧化氮合酶(Inducible nitric oxide syntheses, 

iNOS)特异性抑制剂氨基胍(Aminoguanidine，AG)可抑制条件培养基所诱导的旁效应。推测乏氧条件下，受辐

射的 T98G 细胞所诱导的旁效应与受照射细胞产生的自由基有关，尤其是活性氧自由基和一氧化氮。 
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乏氧是多数实质性肿瘤微环境的基本特征之

一，是肿瘤治疗预后不良，易产生耐受性的原因之

一，甚至是肿瘤发生恶性转化和转移的始动因素[1]。

近年来，越来越多的证据证明：未直接受到照射的

细胞可以因相邻的细胞受到照射而表现出多种与直

接受照细胞相似的生物学效应，如：DNA点突变、

DNA双链断裂、基因不稳定、微核形成、细胞调亡

或延迟死亡以及细胞生长异常等[2-7]。这种现象被称

作辐射诱导的旁效应(Radiation induced bystander 
effect，RIBE)。对辐射诱导旁效应的报道多集中在

有氧条件下。本文用微核形成实验方法研究了乏氧

条件下神经胶质瘤细胞T98G细胞的辐射诱导旁效

应，并对其发生的机制进行了探索，希望为改善实

体肿瘤乏氧区的临床治疗提供实验和理论依据。 

1 材料和方法 

1.1 试剂 

细 胞 松 弛 素 B (Cytochalasin B ， CB) 、
Hoechst33342、吖啶橙 (Acridine orange，AO)、

RPIM1640 培养液、胰蛋白酶、胎牛血清、青霉素/
链霉素、二甲基亚砜(Dimethyl sulfoxide，DMSO)、
氨基胍(Aminoguanidine，AG)、HEPES 缓冲液、L-
谷氨酰胺(L-Glutamine)、Sodium pyruvate 等均购于

Sigma 公司；PBS 缓冲液购于英国 OXOID 公司；

其他试剂均为分析纯。 

1.2 细胞及其培养 

T98G细胞接种到灭菌的 22 mm×22 mm的玻璃

盖玻片上，置于 60 mm的培养皿内，浸泡于含 10%
胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素、 
2 mmol/L-谷氨酰胺和 1% 丙酮酸钠的RPMI1640 培

养基，在 37℃，5% CO2培养箱中。乏氧组细胞生长

于INVIVO2 400 乏氧培养仓中，培养条件：37℃， 
0.5% O2，5% CO2，94.5% N2，饱和湿度。乏氧照射

时培养基不含血清，含 10 mmol/L Hepes 缓冲液。 

1.3 照射 

细胞照射采用 Pantak X 射线装置，能量为  
240 kV，剂量率为 0.73 Gy/ min。 
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1.4 细胞处理方法 

1.4.1  条件培养基（Condition medium，CM）制备 
按 2000 细胞/片接种T98G细胞于 22 mm×22 mm灭

菌的盖玻片上，置于 37℃，5% CO2培养箱中 4 h后，

加完全培养基，有氧组继续培养，乏氧组移入

INVIVO2 400 乏氧培养仓中，37℃，0.5% O2，5% 
CO2，94.5% N2，饱和湿度过夜培养，然后换不含

血清但含有HEPES缓冲液的培养液。照射前 1 h，
乏氧组细胞放入密封的铝盒，通含 5% CO2的N2，

并保持在此盒中进行照射，照射后换成完全培养液

继续培养 2 h，之后收集细胞的条件培养液，并经

0.20 μm的过滤器过滤。乏氧组和/或有氧组抑制试

验的细胞在照射后受到 1% DMSO或 20 μmol/L氨基

胍(Aminoguanidine，AG)的处理。 
1.4.2  细胞共培养(Co-culture，CC)  X 射线照射

后，取出长有受照射细胞的盖玻片，移入相应的含

未照射细胞盖薄片的培养皿中，使受照射细胞和未

受照射细胞按 1: 1 的比例共同培养在一个培养皿

中。 
1.4.3  细胞分组  （1）X射线诱导旁效应试验：旁

效应实验分别在乏氧和有氧条件下进行，采用条件

培养基和共培养处理方式，按照射剂量分为 0 Gy、
2 Gy和 5 Gy 剂量组。直接照射效应的剂量选择：

有氧组为：0、0.5、1、2Gy；乏氧组为：0、1、2
和 3 Gy。（2）1% DMSO抑制试验：实验在乏氧条

件下进行，采用条件培养基和共培养处理方式，分

为非照射组和 5Gy照射组，每组又分为加DMSO组

和不加DMSO组。（3）氨基胍抑制试验：实验采用

条件培养基处理方式，分为 4 组：乏氧条件下收集

的条件培养基处理乏氧细胞组（N2→N2）；乏氧条

件下收集的条件培养基处理有氧细胞组（N2→O2）；

有氧条件下收集的条件培养基处理有氧细胞组

（O2→O2）；有氧条件下收集的条件培养基处理乏

氧细胞组（O2→N2）。每组又分为非照射组和 5 Gy
照射组，各组内又进一步分为加AG组和不加AG组。 

微核检测1.5  

理的

形成率(%)＝（双核细胞中的微核数/ 计数

的双

1.6 数据处理 

设 3 个平行组，实验均重复 3 次，

各组

2 结果 

1 射线照射下T98G细胞的直接效应 

体损

Fig. 1  Yield of MN of X-rays radiated T98G cells under  

2.2 T98G细胞引

照射

2.3 对乏氧T98G 细胞旁效应的影响 

理

X 射线照射之后，经过条件培养基或共培养处

细胞分别在乏氧或有氧条件下培养 24 h 后，换

含有 1 μg/mL细胞松弛素B的培养液继续培养 28h，
PBS 轻轻冲洗细胞，用甲醇：乙酸＝9: 1 的固定液

固定，空气干燥后用含有 10 μg/mL Hoechst 33342 
和 10 μg/mL 吖啶橙染色 5 min，空气干燥，使用

Mount Medium 封片，指甲油封住盖玻片四边，荧

光显微镜下计数双核细胞内的微核数，计算微核形

成率： 
微核

核细胞数）×100% 

 每个剂量组

数据取平均值±标准差，应用 SPSS 13.0 ，各

组间差异采用 t 检验，统计界值为 0.01 或 0.05。 

2. X

由图 1 可见，X 射线可以引起 T98G 细胞染色

伤，随着照射剂量的增加细胞的微核率迅速升

高，且氧条件下 T98G 细胞的微核率高于乏氧条件

细胞微核率，存在显著的氧效应；如 2 Gy 时，有氧

与乏氧条件下辐射诱导的微核率之比为 2.4。 
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

hypoxia and normoxia condition 

乏氧和有氧条件下X射线照射

起的旁效应 

由图 2 可见，无论在有氧或乏氧的条件下，受

细胞均能引起未受照射 T98G 细胞微核率的提

高（P<0.05），存在显著旁效应，该旁效应与照射剂

量存在一定相关性，但共培养组和条件培养基组二

者之间的微核形成率无显著的差异（P>0.05），并且

在 CC 和 CM 两种处理方式下，乏氧条件下的细胞

微核率与有氧条件下细胞的微核率亦无显著性差异

（P>0.05）。 

 DMSO 

    由图 3 可见，乏氧条件下，无论是共培养处

还是条件培养基处理，1%的 DMSO 均可显著降低 
5 Gy X 射线照射所诱导的旁效应，即未受照射细胞
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中的微核率有显著降低（P＜0.01），该结果显示：

乏氧条件下X射线照射可以诱发细胞生成活性氧自

由基（ROS），同时 ROS 还可以调节相应的信号因

子的产生，当它们分泌到培养基中后可通过培养液

作用于未受照射的细胞，促使未受照射的细胞表现

出与受照细胞相一致的生物学效应，而 DMSO 阻断

了这一过程。此外， 1% DMSO 处理后旁细胞的微

核率并没有降到未受照射之对照组水平，说明旁效

应的产生除了 ROS 自由基以外还存在其他的作用

机制。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2  Bystander MN of T98G cells in hypoxic and  

 

Fig. 3  Effects of 1% DMSO on bystander MN of T98G cells 

2.4 T98G细胞微核

无论是未照射组还是5 Gy照射组，

有氧

Fig. 4  Effects of aminoguanidine on bystander MN of T98G 

3 讨论 

瘤的乏氧细胞对放疗及大多数细胞周期

特异

normoxic condition(* P<0.01) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

in hypoxic condition(﹡P＜0.01 )  

iNOS抑制剂氨基胍对乏氧的

率的影响 

由图4可见，

条件下收集的条件培养基处理乏氧细胞组的微

核形成率均高于其他三组（P＜0.01），而其他三组

之间的微核形成率无显著性差异（P＞0.05）；0 Gy
未照射组添加 iNOS 抑制剂氨基胍后，各组微核率

未见有显著性降低（P＞0.05），而 5 Gy 照射组经氨

基胍作用后，各旁效应细胞的微核形成率均显著降

低（P＜0.05），但有氧条件下收集的条件培养基处

理乏氧细胞组的微核形成率降低最为显著（P＜
0.01），且该组的微核率在受氨基胍作用后仍显著高

于其他三组（P＜0.05）。此外，5 Gy 组经氨基胍作

用后微核率并没有完全降低到未照射组。由此提示：

在辐射诱导的T98G细胞旁效应中除NO参与之外，

还有其他因素的参与，考虑是由于细胞在有氧条件

下经 X 射线照射后产生了多种自由基，尤其是活性

氧自由基，以及通过产生 iNOS 促进 NO 的生成，

而NO和ROS又可以进一步调节相应的信号因子的

产生，当用这种富含活性氧、NO 及受这些自由基

调整的信号分子的培养液处理乏氧细胞时，乏氧细

胞的损伤加重，同时乏氧的细胞再氧合也能加重细

胞的损伤。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

cells in hypoxic and normoxic condition 
 (﹟P＜0.05; ﹡P＜0.01) 

实体肿

性化疗药物很不敏感，因此这部分细胞可逃避

放射损伤，在放疗或化疗结束后重新进入细胞周期

或恢复肿瘤干细胞行为，进而使肿瘤难以局部治愈，

甚至治后复发，并且复发的肿瘤比原来的肿瘤具有

更快的生长速率，这种加速增殖是肿瘤抵抗放疗、

化疗的主要原因。也就是说肿瘤中乏氧细胞亚群的

存在可能是放疗、化疗局部治疗失败及治后复发的

根源。而氧在辐射产生自由基的过程中扮演重要角
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色，细胞含氧状态对放疗杀伤作用有很大影响。放

疗中，也有原来乏氧的细胞可能获得再氧合的机会，

从而对放疗的敏感性增加，肿瘤细胞损伤加重。因

此，人们想尽各种方法减少乏氧细胞数量或增加肿

瘤细胞的氧含量。 
近年来，随着对辐射诱导的旁效应的深入研究

发现

过两
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X-ray radiation induced bystander effects of  

human glioblastoma T98G cells under hypoxia condition 

ZHANG Jianghong1  PRISE K M2  JIN Yizun1  SHAO Chunlin1 

1

2

（Institute of Radiation Medicine, Fudan university, Shanghai 200032, China） 

（Gray Cancer Institute, Oxford University, Middlesex HA6 2JR, UK） 

ABSTRACT  Non-irradiated bystander human glioblastoma T98G cells were co-cultured (CC) with irradiated cells 

or treated with conditioned medium (CM) from irradiated cells under hypoxic condition, then micronucleus (MN) of 

both irradiated cells and bystander cells were measured for the investigation of radiation induced bystander effect and 

its mechanism. It has been found that the MN yield (YMN) of non-irradiated bystander T98G cells is obviously en-

hanced after the cell co-culture, or CM treatment, but this increment is diminished by free radical scavenger, dimethyl 

sulfoxide (DMSO). When hypoxic or normoxic T98G cells are treated with CM obtained from irradiated cells under 

either hypoxic or normoxic condition, the biggest bystander response has been observed in the group of hypoxic by-

stander cells treated with CM from irradiated normoxic cells. However, all of these increments of bystander YMN 

could be eliminated by aminoguanidine, an iNOS inhibitor. Therefore, under hypoxic condition, free radicals, espe-

cially reactive oxygen species and nitric oxide, are involved in the bystander response induced by irradiated T98G 

cells. 

KEYWORDS  Hypoxia, Radiation induced bystander effect, Micronuclei, Reactive oxygen species, NO 

CLC  R14, R811.5, R815.2, R818.03 
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