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摘要  探讨重离子辐照对人舌鳞癌 Tb 细胞的凋亡及 Bax/Bcl-2 蛋白表达的影响。采用 0、0.5、1.0、2.0、4.0 Gy

重离子束辐照人舌鳞癌 Tb 细胞，应用 MTT 法检测细胞存活，流式细胞技术检测细胞周期变化，Hoechst 

33258/PI 复染法观察 Tb 细胞凋亡形态，并采用 Western-blot 法检测 Bax/Bcl-2 蛋白表达情况。结果发现，Tb

细胞经 12C6+离子束辐照后存活率显著下降，呈剂量依赖性的生长抑制；Tb 细胞呈现蓝色荧光浓集成团的凋亡

形态，且凋亡比例随辐照剂量增加；G2/M 期细胞百分数随照射剂量增加而增加（P＜0.05）。Western-blot 结果

显示 Bax 蛋白表达水平随辐照剂量逐渐上升，但在 4 Gy 组其表达不再增高，Bcl-2 蛋白在 1.0、2.0、4.0 Gy

组随剂量增大呈下降趋势。以上结果提示重离子束辐照对 Tb 细胞有抑制作用，Bax/Bcl-2 蛋白表达是重离子

治癌的机制之一。 
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舌癌为口腔常见的恶性肿瘤，一般恶性程度较

高，生长快，浸润性强，常波及舌肌。手术治疗损

伤大，且易复发。放射治疗是目前治疗的主要手段

之一，临床上常用的 X、射线传能线密度（LET） 

低，对肿瘤乏氧细胞和 G0 期细胞敏感性差，组织剂

量分布不理想，限制了治疗效果。 

经过半个多世纪的探索，发现高传能线密度的

重离子束在肿瘤的治疗中比传统的放射治疗具有显

著的优势[1]。在生物方面，其相对生物效应（RBE） 

高，对肿瘤乏氧细胞的杀伤力比 X、射线大，对

细胞生长周期依赖较小。在物理方面，重离子束在

通过介质时，速度会逐渐降低而损失其能量并形成

明显的电离吸收峰（Bragg），并且吸收峰的深浅及

宽度均可通过特殊装置调节以适应大小形状不同的

病灶，重离子在体内到达的位置也便于观察确定，

是一种理想的放射治疗方法。 

日本和德国在重离子治疗肿瘤的临床试验中已

取得了很好的疗效[2-4 ]，我国的研究才刚刚起步。本

研究采用中国科学院近代物理研究所的重离子加速

器（HIRFL）提供的 12C6+离子束辐照人舌鳞癌 Tb

细胞，观察细胞增殖、凋亡及 Bax/Bcl-2 蛋白表达

情况，探讨重离子辐射诱导的 Tb 细胞凋亡机制，

为重离子治疗头颈部肿瘤提供实验依据。 

1 材料与方法 

1.1 细胞培养 

人舌鳞癌 Tb 细胞（兰州大学医学实验中心提

供）用含 10%胎牛血清（兰州民海生物工程有限公

司）RPMI-1640（GIBCO)培养液，在 37℃、5%CO2

孵箱中常规培养，传代 3 到 4 次使细胞达到良好的

生长状态。 

1.2 照射条件 

重离子照射在兰州近代物理研究所 HIRFL 重

离子装置辐照终端进行，束流为 12C6+离子束，束流

能量为 831.28 MeV，LET 为 35.5 keV/μm。采用分

组照射，吸收剂量率 2 Gy/min。细胞吸收剂量分别
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是 0、0.5、1.0、2.0、4.0 Gy。用空气电离室监测剂

量，样品更换和剂量的数据获取由计算机控制。 

1.3 细胞增殖测定 

取对数生长期细胞在辐照前 48 h 接种到直径

35 mm 的培养皿中（1×105 个/皿）。分为 5 组，分别

给予为 0、0.5、1.0、2.0、4.0 Gy 照射。将照射后的

细胞用胰酶消化，计数并将样品稀释至适当浓度。

以 MTT 法检测细胞增殖，按每孔 2.5×104 个/200 L

将定量的细胞悬液接种到 96 孔板中，每个剂量点设

6 孔重复，在 5% CO2、37℃条件下培养 12、24、

48 h 后，检测前每孔加入四甲基偶唑蓝（MTT）

10L，培养 4 h 后，弃去培养液，加入二甲亚砜

（DMSO）100 L/孔，用 Bio-Rad550 型酶标仪在

490 nm 处测定光密度值（OD 值）。重复检测 3 次，

计算平均值，得出细胞存活率，以剂量为横轴，细

胞存活率为纵轴绘制剂量－效应曲线图。 

1.4 流式细胞术测定细胞周期 

辐照后 24 h 收集细胞，PBS 洗 2 遍，4℃预冷

70%乙醇固定过夜。加入适量 RNA 酶(终浓度 100 

g/mL)和 PI 染料(终浓度 50g/mL)抚育 30 min，用

FACSCalibur 流式细胞分析仪（Becton Dickinson）

检测。每个样品设 3 个平行，取均值。 

1.5 凋亡细胞形态观察 

消化收集各组不同剂量辐照后 24 h的Tb细胞，

离心，PBS 洗 2 遍，加入 Hoechst 33258 染液（终

浓度 5g/mL），避光 5 min，加入 PI（终浓度

5g/mL），37℃避光保存 30 min，PBS 洗 1 遍，在

荧光显微镜下观察凋亡细胞和坏死细胞[5 ]。 

1.6 Bax/Bcl-2 蛋白表达测定 

采用 Western-blot 法检测 Bax/Bcl-2 蛋白表达，

消化收集各组不同剂量辐照后 6、12、24 h 的 Tb 细

胞，PBS 洗 2 遍，弃上清，用细胞裂解液（10 mmol·L-1 

Tris-HCl，pH＝7.4；10 mmol·L-1 edetic acid pH＝8.0；

0.5% Triton-X 100）在冰浴中裂解提取蛋白，用

Bradford 检测试剂盒（南京凯基生物科技发展有限

公司）测定蛋白含量，采用相同蛋白量上样，经

SDS-PAGE 电泳分离蛋白，后转移到硝酸纤维素

膜，封闭后分别按 1: 1000 稀释加入兔抗人 Bax，

Bcl-2 抗体 (中杉公司)，4℃孵育 8 h，按 1: 2500 稀

释加入辣 根过氧化 物酶耦联 的羊抗兔 IgG

（Invitrogen）孵育 2 h，化学发光法显色观测。重

复 3 次。 

1.7 统计学分析 

实验数据均采用 SPSS10. 0 for windows 软件

包处理，进行 Pearson 相关分析。P < 0. 05 为差异

有显著性。 

2 结果 

2.1 细胞增殖率测定 

经 MTT 比色法测定细胞增殖能力，绘制剂量-

效应曲线图。从图 1 可见随收集时间的增加，细胞

存活率逐渐降低。12、24、48 h 曲线都呈“L”形，

随辐照剂量的增加，呈显著下降，其中 0.5 Gy 剂量

组在 24 和 48 h 后细胞存活率即可降为 15%左右。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1  Survival fraction of Tb cells after 12C6 ions irradiation 
 of different doses（n=6） 

 

2.2 流式细胞术测定细胞周期 

表 1 为 0、0.5、1.0、2.0、4.0 Gy 12C6+离子束

照射 Tb 细胞后 24 h 细胞的周期变化，出现 G2 / M 

期明显阻滞，且具照射剂量依赖性（r =0.912， 

P<0.05），1.0、2.0、4.0 Gy 组与对照组相比，具有

统计学意义。 

2.3 Tb 凋亡细胞形态观察   

在荧光显微镜下蓝色荧光均匀分布者为正常细

胞；凋亡细胞对 PI 拒染，对 Hoechst 33258 着色而

呈蓝色，细胞膜完整，核出现浓染致密的固缩蓝色

颗粒，染色质浓缩、凝集在核内形成不规则团块（见

图 2(a)中箭头所示）；死亡细胞为 PI 着色而呈红色

（见图 2(b)中箭头所示）。结果也显示不同剂量组在

照射后 12～48 h 均有不同比例凋亡细胞的出现，有

时间和照射强度依赖性关系，但在 4 Gy 时，凋亡

比例不再明显增加，而坏死细胞明显增多。 
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Table 1  Percentage of cells in different interphases to total cells of Tb 24 h after 12C6 ions  irradiation of different doses 
        (  ̄χ  ±s ) (%) 

Dose/Gy                    G1/ G0 S G2/ M 
0 49.98±3.79 25.48 ±1.22 24.54±0.73 
0.5 50.89±4.79 23.75 ±1.32 25.37±3.67 
1.0 44.34±0.90 20.42±0.56 35.24±2.13(a) 
2.0 13.99±1.94 24.31±1.83 61.70±1.21(a) 
4.0 12.56±0.73 31.45±1.26 55.99±2.46(a) 

Note：n=3. The differences among data of individual groups were performed with the analysis of Student-T test. (a) P<0.05, vs. Control 

 

 

 

 

 

 

 

            

Fig. 2  Effects of carbon ions irradiation on morphologic changes of Tb cells 
(a): Apotosis cells (Hoechst 33258 staining ×400); (b): Necrosis cells ( PI staining ×400) 

 

2.4 Bax/Bcl-2 蛋白表达测定 

Western-blot 结果显示照射后 24 h 的 Tb 细胞中

Bax 蛋白表达水平逐渐增高，但 4 Gy 时其表达不再

增高，略有所下降，Bcl-2 蛋白在小剂量 0.5、1Gy

组略有增加，随后呈下降趋势（见图 3）。 

3 讨论 

重离子是一种理想的放射治疗方式，能通过直

接或间接的方式诱导被照射细胞内的 DNA 断裂，

导致细胞周期改变和凋亡的发生，从而取得良好的

生物学效应。但是，射线照射后细胞会采取多种途

径来维持基因组的完整性，且多数与细胞周期相关
[5]。细胞周期检测点可发现 DNA 的损伤或突变，必

将受损细胞阻滞在相应的检测点处，以赢得时间来

修复断裂的 DNA。本研究发现，人舌鳞状细胞癌

Tb 受照后 G2/M 期的细胞比例显著增高，且呈剂量

依赖性。这意味着细胞摆脱对放射线抗拒的 G0/G1 

期，而进入对放射线敏感的 G2/M 期，当 DNA 损

伤累积到一定程度，凋亡相关基因将被激活，并诱

导凋亡。Danielsson 等[6]研究人头颈部鳞癌细胞株在

放射治疗下，高剂量照射时 G2 期细胞数比率多于低

剂量照射，这与本研究结果相类似。G2/M 期阻滞

可保证有丝分裂分配的忠实性，同时说明该期细胞

对放射敏感性较高，这为剂量选择和后期放疗等提

供了依据，有利于再次照射时对细胞的杀伤效应的

增强，这也是临床分割放疗和超分割放疗的理论基

础之一。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Effects of carbon ions irradiation on the expression of Bax, Bcl-2 in Tb cells 
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Fig.4 Effects of carbon ions irradiation on the relative  
amount of Bax, Bcl-2 proteins in Tb cells 

 

细胞凋亡是一种受众多分子精细调控的多基因

多途径的细胞程序化死亡过程[7]，可由生理因素、

非生理因素（如辐射、化学药物等）诱发产生。这

种细胞死亡与细胞坏死迥然不同，形态学表现为细

胞变小，核浓缩，核破碎，而细胞膜在凋亡早期相

对完整，在晚期形成由细胞膜包绕的“凋亡小体”。

细胞凋亡已作为探讨和揭示疾病的发生机制，探讨

各种治疗手段的作用机制的手段[8]。本实验采用

Hoechst 33258/PI 复染荧光显微镜观察重离子辐照

人舌鳞癌 Tb 细胞后细胞的形态，发现随着重离子

照射剂量的增加，Tb 细胞发生凋亡的比例增加，呈

现出特征性改变，如核染色体断裂，核固缩，凋亡

小体出现，因此重离子可能在体外诱导 Tb 细胞凋

亡。  

肿瘤的生成不但涉及到细胞增殖，而且也与细

胞凋亡的下降有关，凋亡在肿瘤的形成、发展和治

疗等方面起着重要的作用，它是由 Bcl-2 家族的系

列基因所控制的[9]，其中包括抗凋亡基因 Bcl-2 和促

凋亡基因 Bax，研究认为它们可能是细胞发生凋亡

的重要因素，Bcl-2 表达与口腔鳞癌的早期发生有

关，Bax 表达增强预示着口腔鳞癌的恶性程度，

Bcl-2/Bax 比例的下降又被认为是舌鳞癌患者生存

率的重要指标。本实验结果显示，随重离子辐射剂

量的增加，Bax 表达显著上调，而 Bcl-2 的表达则

受抑制，因此，重离子诱导 Bax 基因表达上调的同

时，也抑制 Bcl-2 基因的表达，进而两者结合，介

导细胞凋亡的发生，这与 Loro 等[10,11]的研究结果相

同，认为 Bax 的激活可由 Bcl-2 所阻滞，两者的比

例可调节线粒体中细胞色素 C 的释放，从而激活

capases 启动细胞凋亡的程序，也可说明 Bcl-2、Bax

表达水平和 Bcl-2/Bax 比例可作为治疗疗效的预测

指标，为临床照射剂量与时间量的调整提供可靠的

依据。 

重离子治癌在我国虽尚未应用于临床，但由于

重离子高的相对生物学效应和独特的剂量分布优势

在肿瘤治疗方面有很大的应用前景[ 12 ]，本研究的目

的是为实现重离子治疗口腔鳞癌的临床应用提供一

定的理论依据。 
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Effects of carbon ions irradiation on apoptosis and Bax/Bcl-2 expression of  

squamous cell in carcinoma of tongue 

LIU Bin1,2  HOU Weiwei2  LI Ning1  ZHANG Jie2  ZHANG Hong1 
1(Institute of Modern Physics, Chinese Academy of Sciences, Lanzhou 730000, China) 

2(School of Stomatology, lanzhou University, Lanzhou 730000, China) 

ABSTRACT  In order to investigate the effect of carbon ion irradiation on apoptosis and Bax/Bcl-2 expression in 

human tongue carcinoma cells, exponentially growing human tongue carcinoma cells (Tb) cultured in vitro were irra-

diated with 0, 0.5, 1.0, 2.0 or 4.0 Gy of 12C6+ ions respectively. Survival rate of irradiated cells at various doses were 

measured by MTT assay. The nucleus changes of apoptosis and necrosis of cells stained by Hochest/PI were observed 

through fluorescence microscope. The cell cycle changes were detected by flow cytometry (FCM). The expressions of 

Bax and Bcl-2 were detected by Western blot analysis. The results show that the viability of Tb cells decreases 

gradually with increment of irradiation doses of carbon ions. The proportions of apoptosis cells in the irradiated 

groups are significantly higher than those in the control group. There is a positive correlation between irradiation 

doses and retardation strength in G2 /M phase at 24 h after irradiation (P<0.05). And the expressions of Bax and bcl-2 

are significantly up-regulated and down-regulated respectively by 12C6+ ion irradiation. It can be concluded from 

above that cell apoptosis induced by heavy ion with high-LET may be mediated through the Bax/Bcl-2 expression 

pathway. 

KEYWORDS  Heavy ion irradiation, Human tongue carcinoma cells, Apoptosis, Cell cycle, Bax/Bcl-2 expression 

CLC  Q274, Q691, R730.2, R735.7  

 
 


