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丫射线对肝癌细胞 G2染色体的原初损伤 
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摘 要：用Calyculin—A诱导的早熟染色体凝集技术研究了7射线诱导人肝癌细胞株 HepG2细胞 

G2期染色体的原初损伤。结果表明：G2等点染色单体断裂畸变与辐射剂量呈线性平方关系，G2 

染色单体断裂畸变和 G2期染色单体断裂畸变总数与辐射剂量呈线性正相关关系，发生各类断裂畸 

变的细胞率与剂量也呈线性正相关关系。7射线诱发的断裂畸变主要是 G2染色单体断裂畸变，断 

裂畸变的细胞主要是发生G2染色单体断裂畸变。 
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l 引言 

恶性肿瘤经放疗后局部复发率仍然较高，一个 

重要原因是个体或肿瘤细胞本身对射线的反应存在 

很大的差异。用于描述射线对细胞作用的指标很 

多，理论上任何生物学终点都可以反映射线对细胞 

的作用，但是多数指标，如细胞受照后的克隆形成 

率和微核率等，都受到细胞增殖等因素的影响，不 

能快速而直接地反映射线对细胞的作用。研究间期 

染色体畸变则可以避免上述问题。早熟染色体凝集 

(PCC)技术的问世Ⅲ为之提供了有效手段，尤其是 

Calyculin—A能快速诱导间期染色体凝集 并排除 

了诱导细胞的影响。PCC技术多用于研究射线对 

GO／G1期细胞的作用，GO／G1一PCC染色体畸变与 

辐射剂量的关系是线性正相关关系口]，而有关射线 

作用下 G2一PCC染色体畸变的报道很少。本文用 

Calyculin—A诱导的 G2一PCC技术研究了 7射线对 

人肝癌细胞株 HepG2细胞 G2染色体的原初损伤 

作用，以期为辐射敏感性判断提供新的指标。 

2 材料和方法 

2．1 细胞培养 

HepG2肝癌细胞株，用含有 1O 9，5小牛血清 100 

U／mL青霉素和 100#g／mL链霉素的 RPMI一1640 

(GIBCO)的培养液，在 37℃和 5 CO 的条件下 

培养，两天 1次换液，3天 1次传代。 

2．2 辐照 

选取密度适宜的指数生长期细胞，倒掉培养 

液，用 PBS缓冲液洗涤一次，并留少量缓冲液以防 

细胞干死。在兰州大学第一附属医院放射科的 。Co 

源上进行辐照，吸收剂量分别为0，0．5，1，2，4，6 

和 8 Gy，剂量率 0．2O Gy／min，均匀度小于 95 。 

每个样品 3次重复。 

2．3 G2-PCC的制备与观察 

PCC诱导剂 Calyculin—A(13本)用’100 的乙 

醇配成 0．1 mM 的储存液。 

给每个样品各加入 2 ml 的新鲜培养液，并在 

辐照前 5 min加入 Calyculin—A储存液，使之最终 

浓度为 5O nM；辐照结束后。在37℃和 5％ CO。条 

件下培养 3O min ]。制备 G2一PCC同中期染色体制 

片一样[引。Giemsa染色，依据 Savage等Ⅲ的畸变 

标准，在显微镜下，统计 5O个细胞中发生 G2等点 

染色单体断裂数(iso—ehromatid break)和 G2染色 

单体断裂数(chromatid—type break)及发生两类断 

裂畸变的细胞数。G2期染色单体断裂总数(total 
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chromoatid breaks)包括 G2等点染色单体断裂和 

G2染色单体断裂，其中每个 G2等点染色单体断裂 

计为两个 G2染色单体断裂。断裂畸变细胞率为 5O 

个细胞中平均每个细胞发生某类断裂畸变的几率。 

3 结果与讨论 

图 1给出了 G2染色体断裂畸变的量效关系， 

G2等点染色单体断裂与辐射剂量之间符合线性平 

方关系，其剂量一效应曲线的回归方程式为y 0．03 
-4-0．015×D-4-0．035×D ，拟合度R。=0．987，P< 

0．01(见图 1(a))；G2染色单体断裂和 G2期染色 

单体断裂总数与辐射剂量之间都符合线性关系，剂 

量一效应曲线的回归方程式分别为 Y=0．324+3．17 

×D，相关系数 r=0．99和 Y一0．486-4-3．75×D， 

相关系数 r=0．99，两者相关系数的显著性 P均小 

于0．01(见图 1(b))。可以看出，随着剂量的增加 

二者与剂量之间都存在显著正相关性。 

Dose|Gy Dose|Gy 

图 I 断裂畸变的量效关系 

(a)等点染色单体断裂的量效关系，(b)染色单体断裂和染色 

单体断裂总数的量效关系。 

按剂量效应曲线估算辐射诱发的 G2等点染色 

单体断裂数与G2染色单体断裂数的比值，范围在 

裹 l G2等点染色单体断裂与 G2染色单体 

断裂的理论比值 

2．3 --9．3 (表 1)。说明 射线诱发的G2染色 

体断裂畸变主要是 G2染色单体断裂畸变；但随着 

照射剂量的增加，两者差别有缩小的趋势，这可能 

是由于随剂量的增加，两个或两个以上电子径迹引 

起两条姊妹染色单体同时断裂的机会增加。 

图2给出了断裂畸变细胞比例的量效关系，结 

果表明：随着剂量的增大，发生各类断裂的细胞比 

例增加；并且随着剂量的增加，发生 G2期总断裂 

畸变细胞比例与G2染色单体断裂细胞比例趋于一 

致。当剂量达到 8 Gy时，G2期总断裂畸变细胞比 

例达 到 86 ，G2染 色单 体断裂 细胞 比例约为 

83 9／6，而此时发生 G2等点染色单体断裂的细胞比 

例约为41 。说明在一定的剂量范围内，含断裂畸 

变的细胞主要发生的是 G2染色单体断裂畸变。G2 

期总断裂畸变细胞比例并不是 G2染色单体断裂细 

胞比例和 G2等点染色单体断裂细胞比例的直接相 

加，而是小于两者之和，这说明发生 G2等点染色 

单体断裂的细胞往往伴随着 G2染色单体断裂。当 

剂量从 4 Gy增大到 8 Gy时，发生 G2等点染色单 

体断裂的细胞比例增大了 1倍，而发生 G2染色单 

体断裂的细胞比例只增大约 0．5倍，这可能是由于 

随剂量的增加，特别是在较大剂量时，辐射诱发的 

含 G2染色单体断裂的细胞已接近饱和状态，随着 

剂量的进一步增大，含 G2染色单体断裂的细胞进 

一 步发生G2等点染色单体断裂的几率增加。 

图 2 照射剂量与断裂畸变细胞比例的效应关系 

G2染色单体断裂和 G2染色单体断裂畸变总 

数与辐射剂量之间呈线性关系，说明 G2原初染色 

单体断裂畸变与吸收剂量直接成正比关系。而 G2 

等点染色单体畸变与剂量呈线性平方关系，其中线 

性系数很低(o．015)，平方系数相对高(o．035)。这 

说明由一个电子径迹诱导等点染色单体断裂的可能 

一 一∞ Q luBJJa Io m置 cm。Jm 
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性是很小的，等点染色单体的断裂主要是由两个以 

上电子径迹引起两条姊妹染色单体同时断裂，即7 

射线诱导等点断裂存在平方协同关系；因此染色单 

体断裂的产额比等点染色单体断裂的产额要高，从 

图 1及表 1可以得出这一点，这正是 7射线这种稀 

疏电离辐射的特性l7 ]。7射线是一种低 LET射 

线，其能量在其射程内呈指数衰减，射线与染色体 

作用发生的物理过程是弹性散射，沉积在单位质量 

染色体内的能量相对较少，因此染色单体断裂的产 

额就比较低，尤其是引起两条染色单体同时断裂的 

产额就更低。在本次实验中平均染色单体断裂产额 

小于 5／(Gy-cel1)，平均等点染色单体断裂产额小 
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Initial Damage of G2-chromosome in Hepatoma 

Cells Induced by y-rays 
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Abstract：A chemically induced premature chromosome condensation technique with Calyculin—A has been 

employed to estimate the initial chromosome damage in HepG2 condensed in G2 phase and the percentage 

of aberrant cells after exposure to 7-rays．The results show that the dose—response for iso—chromatid breaks 

is linear_quadratic manner，while chromatid—type breaks and total chromatid breaks show a positive linear 

dose-response．The percentages of all kinds of aberrant cells are increasing linearly with increasing doses． 

G2 chromatid—type breaks and the percentage of G2 chromatid—type aberrant cells are predominate in G2 to— 

tal chromatid breaks induced by 7-rays． 

Key words；premature chromosome condensation；HepG2 cell；7-ray；G2 chromatid break；percentage of 

aberrant cal1 
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