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摘要  利用 X 射线对体外培养的人肝癌细胞 SMMC-7721 和正常人肝细胞 HL-7702 进行辐照，以细胞克隆形

成法测定细胞存活率，多聚酶链式反应银染端粒重复序列扩增法（Telomeric repeat amplification protocol, 

TRAP-PCR）检测细胞中端粒酶活性变化，探讨辐照后细胞存活与细胞中端粒酶活性变化的关系。结果表明，

SMMC-7721 和 HL-7702 细胞的存活率都随辐照剂量的增加而相应降低。在 1—4 Gy 剂量范围内，两种细胞的

端粒酶活性变化均呈剂量依赖性增强。但在 1 Gy、2 Gy、3 Gy 剂量下，SMMC-7721 其端粒酶活性较对照

（0 Gy）细胞低；当辐照剂量达 4 Gy 时，端粒酶活性略高于对照细胞。在 1—4 Gy 剂量范围内，HL-7702 和

SMMC-7721 的细胞存活与端粒酶活性在变化趋势上呈负的关系。 
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端粒是存在于真核生物染色体末端的一种特殊

的 DNA 结构，由串联重复的 DNA 序列及其相关的

蛋白组成，其功能是防止染色体的端-端融合、重组，

以维持染色体结构的完整性。端粒酶（Telomerase）

是一种核糖核蛋白（Ribonucleoprotein），由 RNA

和蛋白质构成，具有反转录酶活性，其最主要的功

能是延长端粒。1989 年，Morin[1]首次在人肿瘤细

胞 HeLa 细胞中检测出端粒酶活性。此后，端粒酶

研究一直是生物学和肿瘤学研究的一个热点。 

恶性肿瘤是常见的临床疾病，也是导致人类死

亡的主要原因之一。放射治疗是肿瘤治疗的主要手

段之一，50%—70%的癌症病患需要接受放射治疗。

放射治疗后肿瘤细胞的存活状况是肿瘤复发的重要

原因。因此如何评价电离辐射对肿瘤细胞的杀伤性

是放射治疗的一个重要问题。端粒酶与肿瘤的发生

发展关系密切，放疗与端粒酶活性关系研究也成为

放射医学研究的焦点之一。部分研究结果说明，辐

照后肿瘤细胞中端粒酶活性下降或消失。30 Gy γ射

线照射细胞后继续培养 48 h，人粒细胞白血病细胞

Jurkat 和人 T 淋巴细胞白血病细胞 CEM-6 中的端粒

酶活性分别下降了 82%和 93%[2]。端粒酶阳性的宫

颈癌细胞 HeLa、成纤维细胞 GM5849、人结肠癌细

胞 RKO，经 20 Gy γ射线照射后培养 168 h，则检测

不到端粒酶活性；25 Gy γ射线照射小鼠肿瘤，发现，

对照组小鼠肿瘤的端粒酶活性水平没有变化，受照

射鼠的肿瘤的端粒酶活性水平在照射后大幅下降，

而且他们认为细胞存活下降与端粒酶活性下降是成

比例的[3]。HeLa、人皮肤鳞癌细胞 A431、人口腔鳞

癌细胞 KB 在受到 2 Gy、4 Gy、 8 Gy γ射线照射后

端粒酶活性下降，这种下降与辐射剂量成正比[4]。辐

照后细胞存活下降，端粒酶活性水平降低的研究结

果使得端粒酶活性水平被认为反映了细胞存活情

况，端粒酶活性测定可作为评估放射疗效的可靠指

标。Sawant 等[3]在 1999 年也提出希望能研究建立端

粒酶与细胞存活之间的一种关系。但目前国内外的

研究并没有对细胞存活与端粒酶活性变化关系进行

具体的分析，两者间的关系还存在争议，相关结论[3]

缺乏数据支持。本研究以肝癌细胞 SMMC-7721 和正

常肝细胞 HL-7702 为研究对象，用 X 射线对细胞进

行照射，研究辐照后细胞存活以及端粒酶活性变化，
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探讨细胞存活与端粒酶活性变化间的关系，为端粒酶

研究，端粒酶在肿瘤治疗中的应用等提供基础数据。 

1 材料与方法 

1.1 细胞及其培养 

实验所用人肝癌细胞 SMMC-7721 和正常人肝

细胞 HL-7702 由兰州大学提供，培养基分别为含

10%、15%胎牛血清的 RPMI-1640（Sigma）的培养

液，5%CO2，37 ℃培养箱中培养。以指数生长期细

胞用于辐照实验。 

1.2 照射 

照射前 1 d，将细胞接种至 25 cm2 细胞培养瓶。

X 射线能量为 6 MeV/u，靶皮距 100 cm，剂量率

2 Gy/min，设定细胞吸收剂量为 0 Gy（对照细胞）、

1 Gy、2Gy、3 Gy、4 Gy 组，每个剂量点设四个重

复。细胞照射后，立即更换培养液，继续培养 72 h。 

1.3 细胞存活曲线测定 

照射后，每个剂量点取一瓶细胞进行细胞克隆

形成实验。用 0.25%胰蛋白酶液消化细胞，取少量

细胞悬液进行计数并稀释至适宜浓度，然后接种到

ф60 mm 的培养皿中，每个剂量点四皿重复。5% 

CO2，37 ℃培养箱中培养 7 d，甲醇/冰醋酸（3∶1）

固定，Giemsa 染色，统计细胞数大于 50 的克隆。 

细胞存活率（Survival Fraction'SF)按下式计算： 
 

SF (%)=（SX/SO）×100% 
 
式中，SX 代表受照细胞克隆形成率，SO 代表

对照细胞克隆形成率。数据进行线性平方拟合。 

1.4 端粒酶提取 

受照细胞继续培养 72 h 后进行端粒酶提取。

0.25%胰蛋白酶液消化细胞，PBS 洗两遍（离心

2000 r/min，5 min），将细胞重悬于 200 μL 细胞裂

解液中，冰浴 30 min。细胞裂解液包含 10 mmol/L 

Tris-HCl（pH7.5），1.5 mmol/L 氯化镁（MgCl2），

1 mmol/L 乙二醇二乙醚二胺四乙酸（EGTA），

0.1 mmol/L 苯甲基磺酰氟（PMSF)，0.5%丙磺酸内

盐（CHAPS），5mmol/L β-巯基乙醇和 10%甘油。

细胞裂解后，4 ℃，13000 r/min，离心 20 min。移

取 160—180 μL 上清于一 1.5 mL 离心管，其余上清

保存于另一离心管以备蛋白浓度检测（BCA 法）。

蛋白浓度测定后，用 0.1%DEPC（焦碳酸二乙酯）

水将蛋白样本进行统一定量。 

1.5 TRAP 银染法检测端粒酶活性 

端粒酶活性检测方法是基于 Kim 等 1994 年创

立的 TRAP 技术[5]。PCR 管中依次加入下列试剂：

2×TRAP 反应液 25 μL，20 pM Ts 引物(5'AATCCG- 

TCGAGCAGAGTT3')2 μL，10 mmol/L dNTP 0.25 μL，

Taq DNA 多聚酶（2.5 U/μL）1μL，细胞提取物 4 μg，

加 0.1%DEPC 水补至 50 μL，室温放置 30 min。然

后加入20 pM CX引物（5'CTTACCCTTACCCTTAC- 

CCTAA3') 2 μL，94 ℃，5min；32 个循环，94 ℃，

30 s；55 ℃，30 s；72 ℃，45 s；循环后，72 ℃延

伸 10 min，4 ℃保存 PCR 产物。15%非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳。电泳后的凝胶，10%乙醇固定

5 min；1%硝酸脱色 2—3 min；0.2%硝酸银染色

20—25 min；3%碳酸钠-福尔马林液显影 15 min；

10%冰醋酸固定 5 min，拍照并进行凝胶条带分

析。 

1.6 数据分析 

数据分析借助 Bandleader 和 Band Scan 软件进

行凝胶图像处理和条带分析，计算出灰度值，对端

粒酶活性进行定量，并用 Origin 软件作图。 

2 结果 

2.1 细胞存活曲线测定 

细胞存活曲线描述了辐射吸收剂量与细胞存活

分数之间的关系。用细胞克隆形成法测定，每个剂

量点设四皿重复，数据用线性平方模型进行拟合，

结果如图 1。 

 
 
 
 
 
 
 
 

   

Fig.1  The survival curves of SMMC-7721 and HL-7702 

由图 1 可知，存活曲线有比较明显的肩区。

SMMC-7721 和 HL-7702 两种细胞的存活率都随辐

照剂量的增加而相应降低。4 Gy 处，SMMC-7721

和 HL-7702 的存活率分别为 34%和 29%。相关性分

析结果显示，两种细胞的存活率都与辐照剂量呈负

相关（r = -0.99，p<0.01）。 
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2.2 端粒酶活性定性检测结果 

细胞受照后 72 h 进行端粒酶提取和 TRAP 法

端粒酶活性检测。图 2、图 3 分别代表 HL-7702 和

SMMC-7721 端粒酶活性电泳图。实验以未照射的

端粒酶阳性的人宫颈癌细胞系 Hela 细胞提取物为

阳性对照，电泳凝胶呈现 6bp 间隔的条带；Hela

细胞提取物经 90 ℃高温灭活 10 min 可使端粒酶失

活，其经 TRAP 检测则无可见条带，为阴性对照，

如图 3。 

 
 
 
 
 
 

Fig.2  Telomerase activity of the HL-7702 cells 

 
 
 
 
 
 
 

Fig.3  Telomerase activity of the SMMC-7721 cells 

由图 2 可知，HL-7702 其端粒酶活性随辐照剂

量增加而增高。其中，在 1 Gy、2 Gy 处，其端粒酶

活性较对照升高相对较小，辐射剂量达 3 Gy、4 Gy

时，端粒酶活性大大增强。而 SMMC-7721（见图 3），

其端粒酶活性在 1 Gy、2 Gy、3 Gy 处较对照细胞弱，

在照射剂量达 4 Gy 时，端粒酶活性则明显增高。 

2.3 端粒酶活性定量检测结果 

电泳凝胶图像用 Bandleader 和 Band Scan 软件

处理和条带灰度值分析，灰度值大小代表端粒酶活

性大小。肝细胞和肝癌细胞对照组细胞（0 Gy）端

粒酶活性都定为 1，两种细胞其他剂量点处的端粒

酶活性与他们各自在 0 Gy 处端粒酶活性按比例进

行换算，以相对端粒酶活性为纵标作图。 

由图 4 可知，正常肝细胞 HL-7702 在 0—4 Gy

剂量范围内，其端粒酶活性呈剂量依赖性增强。                                                         

1 Gy、2 Gy、3 Gy、4 Gy 处相对端粒酶活性分别为

1.51、1.90、3.9、4.3，较对照显著增强（p<0.05）。 

由图 5 可知，SMMC-7721 在 1—4 Gy 剂量范

围内，端粒酶活性也呈剂量依赖性递增趋势，其相

对端粒酶活性分别为 0.71、0.84、0.85、1.21。但 1 Gy、

2 Gy、3 Gy 处的端粒酶活性较对照细胞稍低，此三

个剂量点间的端粒酶活性变化不明显。只有当辐照

剂量达 4 Gy 时，其端粒酶活性才略高于对照细胞，

为对照细胞的 1.21 倍。由图 4、5 酶活性定量结果

可知，SMMC-7721 在相对应的剂量点处其端粒酶

活性都低于 HL-7702 细胞。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Fig.4  The relative telomerase activity of the HL-7702 cells 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5  The relative telomerase activity of the SMMC-7721 
cells 

3 讨论 

恶性肿瘤是目前人类最难攻克的顽症之一。而

肿瘤的发生是多基因、多水平、多因素综合作用的

结果，因此，到目前为止尚没有一种有效的治疗肿

瘤的技术或手段。端粒酶的发现以及肿瘤细胞获得

永生性的“端粒一端粒酶”假说的提出为肿瘤学研

究提供了一种新的思路[6]。放射治疗是肿瘤治疗的

主要手段之一，放射治疗与端粒酶活性关系的研究

也成为肿瘤治疗研究的一个热点。 

本研究以 SMMC-7721 和 HL-7702 为研究对象

进行 X 射线照射，发现，两种细胞存活率都随辐照

剂量增加而下降，存活曲线都有明显的肩区。这与

X 射线存活曲线的肩区大，修复亚致死损伤的能力

强的说法相符合[7]。在相同剂量点处，人正常肝细

胞 HL-7702 的存活率较肝癌细胞 SMMC-7721 低，

对两组数据进行 t 检验，两者差异极显著（p<0.01）。
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这说明人正常肝细胞较肝癌细胞可能对X射线更敏

感，X 射线进行肝癌治疗可能会对治疗区的正常组

织造成较大的损伤。 

在 0—4 Gy 剂量范围内，HL-7702 细胞中端粒

酶活性随辐照剂量的增加而增强。这可能主要与低

LET 的 X 射线辐照诱发的亚致死损伤有关。辐照剂

量提高，细胞受损伤越严重，细胞除了激活正常的

修复机制之外，可能还需要激活一些比较不常用的

修复方式，比如大量激活端粒酶，来维持细胞的正

常功能。Hyeon 等[8]对人结、直肠癌细胞系 SW480、

NA50600、NA59、NA61 进行 X 射线照射后也发现，

吸收剂量在 2—4 Gy 时，24 h 后端粒酶活性均增加，

可达照射前的 3—7 倍[8]。有研究表明端粒酶可能参

与放射诱发的损伤修复[9-12]。 

HL-7702 细胞，在 1 Gy、2 Gy 处端粒酶活性增

加相对较小，3 Gy、4 Gy 处端粒酶活性大大增强。

这与邹跃等人的研究相一致：他们用 1 Gy、3 Gy、

5 Gy γ 射线照射人肺癌细胞系 A549 和人正常肝细

胞系 HL-7702，结果表明，端粒酶活性随辐照剂量

提高而增强。并且 1 Gy 与 3 Gy、5 Gy 间端粒酶活

性差异显著，3 Gy、5 Gy 组间差异不显著[13]。这说

明，辐照剂量相对较低时，端粒酶激活是有限的，

当辐照剂量达到一定值后，细胞受损伤较严重，才

大量激活端粒酶。 

相同辐照剂量下，HL-7702 细胞中端粒酶活性

显著高于 SMMC-7721（p=0.03）的原因之一，可能

是 HL-7702 较 SMMC-7721 对 X 射线敏感，相同剂

量下，细胞受损伤严重，造成端粒酶大量被激活参

与修复损伤；其次，HL-7702 是正常肝细胞，其细

胞结构完整，修复功能比较完善，可以同时激活不

同的修复机制参与修复。而癌细胞本身功能不完善，

端粒酶激活受限。 

SMMC-7721 细胞，在 1 Gy、2 Gy、3 Gy 处其

端粒酶活性较对照低，可能是由于此剂量下所造成

的损伤还不足以激活或是大量激活端粒酶，而细胞

死亡比例大于端粒酶激活比例时，就会出现端粒酶

活性较对照低的现象。4 Gy 时，细胞受损伤程度加

重，需要调动细胞内所有可能的修复机制，包括端

粒酶，共同进行修复以避免死亡。 

从结果可知，HL-7702 和 SMMC-7721 两种细

胞的存活率都随辐照剂量的提高而下降，这与多数

的研究结果相一致[14,15]。细胞存活与辐照剂量之间

的相关性分析结果表明，两种细胞的存活率都与辐

照剂量呈负相关（r=-0.99，p<0.01），辐照剂量越大，

细胞存活越低。两种细胞随辐照剂量的增加，细胞

存活分别下降了 21.4%、42.9%、44.2%、73.7%和

20.1%、39.5%、48.1%、56.7%。在 1—4 Gy 剂量范

围内，HL-7702 和 SMMC-7721 两种细胞的端粒酶

活性不断增强。对于HL-7702,其在1 Gy、2 Gy、3 Gy、

4 Gy 处端粒酶活性分别较对照提高了 0.51 倍、0.9

倍、2.9 倍和 3.3 倍。SMMC-7721 其 2、3、4 Gy 处

端粒酶活性较 1 Gy 处端粒酶活性分别提高了 0.18

倍、0.20 倍和 0.70 倍。这些数据表明，对于 HL-7702

和 SMMC-7721 这两种细胞，在 1—4 Gy 剂量范围

内，其细胞存活与端粒酶活性在变化趋势上呈负的

关系，即细胞存活下降，端粒酶活性增强。但端粒

酶活性变化是受多个因素影响的，包括细胞类型，

射线种类以及端粒酶自身的调控等。因此，细胞存

活与端粒酶活性变化间的具体的关系需要进一步研

究验证；端粒酶活性变化是否真实地反映了放疗对

细胞的杀伤性，能否说明细胞的存活情况，还不能

确定；端粒酶活性检测能否用于放疗效果评估有待

深入研究探讨。 
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The relationship between cell survival rate and telomerase activity of the  

human hepatocellular cells and carcinoma cells irradiated by X-rays 

LIU Jinting1,2  DANG Bingrong1  LI Wenjian1  JING Xigang1  WEI Wei1   

WANG Zhuanzi1  DING Nan1  GAO Qingxiang3 
1(Institute of Modern Physics,Chinese Academy of Science, Lanzhou 730000, China) 

2(Graduate Schol of Chinese Academy of Science, Beijing 100049, China) 
3(School of Life Sciences,Lanzhou University, Lanzhou 730000, China) 

ABSTRACT  In this paper, the relationship between cell survival fraction and telomerase activity was investigated 

with the human hepatocellular cells HL-7702 and carcinoma cells SMMC-7721 irradiated by X-rays. The colony for-

mation assay and TRAP (Telomeric repeat amplification protocol) method were used to determine the cell survival 

fraction and telomerase activity respectively. To both of HL-7702 and SMMC-7721, the telomerase activity was in-

creased in dose-dependent. However, at 1—3 Gy, the telomerase activity was lower than that of control in 

SMMC-7721, and it was a little higher than that of control when irradiated at 4 Gy. At 1—4 Gy, the variation trend of 

cell survive and that of telomerase activity were identical. 

KEYWORDS  X-rays, Cell survival rate, Telomease activity, SMMC-7721, HL-7702 
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