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低剂量辐射超敏感性研究进展*
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摘暋要:细胞低剂量辐射反应是目前国际上研究的热点。介绍了哺乳动物细胞的低剂量反应———辐

射超敏感性(HRS)和增强的辐射抗性(IRR),即细胞在大约0.1Gy时会出现单位剂量细胞杀伤增

强现象,随着剂量的升高,细胞的IRR增强,到1Gy以上细胞存活符合线性平方模型。评述了近

年来国际上低剂量 HRS领域的研究进展,着重讨论了 HRS/IRR可能的分子机理及辐射传能线密

度与 HRS/IRR的关系,并对 HRS/IRR在肿瘤临床放射治疗中的应用做了初步的探讨,最后提出

了该领域进一步研究的一些问题。
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1暋引言

自从常规克隆形成法[1]发明以来,研究者对受

较大剂量(大于1Gy)辐照的哺乳动物细胞存活效

应进行了广泛研究,然而当这种常规方法用于测量

剂量小于约1Gy辐照后的细胞存活时,由于细胞

稀释、计数和接种等过程中的随机误差,使得该法

并不能准确测量细胞较高存活水平下的存活率。因

而,低剂量(小于1Gy)辐照下哺乳动物细胞存活曲

线通常由较高剂量下细胞存活实验数据外推来确

定。这样得到的低剂量下细胞存活规律与在较高剂

量时对实验数据拟合的辐射生物物理模型有关,因

而它的有效性常被人们所质疑。

暋暋越来越多的事实说明哺乳动物细胞的辐照存活

响应远比人们的想象复杂。近年来发展的新技术如

动态显微扫描成像技术[2](Dynamic Microscopic
ImageProcessingScanner,简称 DMIPS)和流式细

胞术[3](FlowCytometry,简称FCM)等,提高了细

胞存活测量的精度,使得直接测定小剂量辐照下的

存活规律成为可能。

暋暋1993年 Marples和Joiner等在用 X 射线照射

中国仓鼠 V79灢379A细胞时,用前一种方法发现当

剂量低于0.6Gy时,细胞存活低于线性平方(Line灢

ar灢Quadratic,简称LQ)模型由1Gy以上辐照时得

到的数据外推值,单位剂量失活率在1Gy时为

0.19Gy-1,在0.1Gy时为0.37Gy-1,而剂量在

0.6—1.0Gy时,细胞表现出辐射抗性的增加,当

剂量大于1Gy时其存活符合 LQ 模型[4]。随后研

究者又在 HT29细胞[3]和 T98G细胞[5]等细胞系中

发现了类似的现象。

图1 非同步化的SMMC灢7721细胞在50MeV/u12C离子辐

照下的存活曲线[6]

暋暋随着研究的深入,Marples等将低于1Gy时,
单位剂量细胞杀伤增强的现象定义为低剂量辐射超

敏感 性 (Low Dose Hyper灢Radiosensitivity,简 称
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HRS),将随后出现的抗性增强现象定义为辐射抗

性增强(IncreasedRadioresistance,简称IRR)[4]。
到目前为止,在不同的实验室有超过40种细胞系

用不同种类的射线照射时,用上述两种分析方法都

证实了 HRS/IRR的存在[7]。

暋暋图1显示了我们采用人类肝癌SMMC灢7721细

胞经50MeV/u12C离子照射时得到的存活曲线[6],
可以明显看到当剂量小于1Gy时细胞表现出的

HRS和随剂量增大表现出IRR。

2暋HRS/IRR对于存活模型的修正

暋暋目前所用到的细胞存活模型主要为 LQ 模型,
也称连续弯曲曲线模型,该模型用数学方程表示为

SF=exp(-毩D-毬D2),

其中,SF 为细胞存活率,D 为辐射剂量,毩和毬是

LQ模型的两个参数。这个模型是 Kellerer和Rossi
根据二元辐射作用理论提出的,他们认为单击和多

击效应同时存在,总的辐射效应由它们的相对重要

性决定[8,9]。当细胞传代在最初的7代以内时[8],
细胞存活率与LQ模型吻合得很好。但人们用这一

模型对低剂量存活率进行验证时,发现 LQ 模型与

实验结果相差很大。

暋暋Marples和Joiner[7]于1995年提出了用修正的

诱导修复模型(ModifiedInducedRepairModel,简

称 MIRM)描述低剂量细胞存活曲线,他们给出的

公式是

SF=exp(-毩*D-毬D2),

毩* =毩res 1+ 毩sen
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式中,毩res是高剂量存活下的剂量响应值,毩sen是在

低剂量实验中实际获得的剂量响应值,在低剂量时

毩sen>毩res,这意味着在低剂量下敏感性增加,并且

毩sen/毩res的比值表征细胞 HRS的强弱。毩sen是射线传

能线密度(LET)的函数,经实验验证,对于毩粒子,
当LET值大于80keV/毺m 时,其值增长很快。Dc

是一个转变(transition)剂量点,在这一点上实现了

HRS向IRR的转变。对于具有 HRS/IRR 性状的

细胞,Dc>0,且随着射线LET的增大而减小[10]。

3暋HRS/IRR可能的分子机理

暋暋细胞辐射损伤的实质是 DNA 损伤及其修复的

完整性和忠实性,DNA 双链断裂(DSB)是辐射失

活的基础损伤[8]。因而,目前的研究都显示 HRS/

IRR的实质就是 DNA灢DSB的未修复(当细胞处于

HRS时)和修复(当细胞处于IRR时)的过程。其分

子途径主要由以下两步来完成:(1)对于损伤的确

认和信号的传导;(2)DNA的修复。

3.1暋HRS向IRR转变需要一个阈值

暋暋细胞经射线照射时,低剂量超敏感性和较高剂

量抗性之间的转化,使我们产生这样一种假设:细

胞监控系统不会感知低剂量对细胞造成的某种损伤

或由于某种原因细胞忽略了这种伤害,只有当这种

损伤达到某一阈值,危及细胞存活之后,才启动一

系列的分子途径对其进行修复。而 DNA 是细胞繁

殖、遗传的重要物质基础,是引起细胞一系列生理

生化变化的关键物质,普遍认为 DNA 是射线作用

的关键靶[8]。

暋暋无差错修复机制能很快地修复许多辐射诱导的

DNA损伤(如碱基损伤、单链断裂等),因此这些伤

害对于细胞的存活、基因的突变和不稳定性几乎没

有影响。与之相反,DNA 双链断裂(DSB)是辐射失

活的基础损伤,不能修复和错修复的 DNA灢DSB造

成了细胞的死亡和突变[9]。

暋暋因此,可以假设导致细胞辐射抗性增加的修复

需要DNA灢DSB的量达到阈值才能启动。目前的实

验结果支持这一观点。Marples等[10]在用20cGy
预照射 V79细胞,这一值高于IRR的诱导剂量Dc

(10cGy),再对其进行二次照射,发现 HRS消失,
细胞对射线产生抗性。若用5cGy进行预照射(低
于Dc),则二次照射表现出 HRS/IRR[10]。低浓度

的 H2O2对细胞进行预处理并不能使 HRS消失,而

用100倍浓度处理则消失[10],并且 H2O2的数据说

明造成DNA灢DSB的量对启动IRR的重要性。

暋暋另一个实验也可以证明这一点。用2,20和

200cGy对 MRC灢5细胞进行辐照,其DNA灢DSB修

复的时间间隔相同,当剂量低于0.5cGy时,这一

时间延长,在0.12cGy辐照后24h内未见修复。
这些数据与DNA灢DSB高于某一阈值其修复才能被

激活是一致的[11]。

3.2暋损伤的确认

暋暋辐照后DNA损伤的确认是随后一系列修复途

径的基础。在哺乳动物细胞中有一些损伤确认分
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子,它们单独或联合地参与低剂量修复过程。

暋暋聚 ADP核糖聚合酶(PARP)是一种保守的核

蛋白,它可以直接迅速地被 DNA 单双链断裂所激

活[12]。如果抑制PARP的功能,那么修复能力就会

受到 影 响。用 PARP 的 抑 制 剂 3灢AB(3灢amino灢
benzamic)处理 V79细胞时会抑制其IRR 的产生。
用强力专一性抑制剂 PJ34 处理 T98G 细胞,其

HRS响应向更高剂量延伸[13],这说明受抑制的细

胞其修复的阈值提高。这些实验事实证明PARP在

损伤确认方面是非常重要的。

暋暋ATM(AtaxiaTelangiectasiaMutated)激酶在

DNA灢DSB确认中是很重要的。ATM 激酶在未辐

照的细胞中以二聚体或高聚体形式存在,不具有生

物活性。在辐照后其1981位的丝氨酸自身磷酸化,
二聚体解聚,ATM 活化。大部分 ATM 分子会在

0.5Gy剂量照射后,很快磷酸化(15min之内)[14],
剂量作用范围在0—1Gy之间,这与 HRS/IRR在

剂量上是一致的,ATM 活化的时间也与 HRS/IRR
在时间上是一致的。这种重合说明 ATM 有可能在

HRS/IRR早期的 损 伤 确 认 过 程 中 起 重 要 作 用。

H2AX(一种组蛋白)是一个 ATM 的下游分子,当

DNA灢DSBs达到一定量后,它很快地聚集在其附

近,并在 ATM 的作用下磷酸化,变成 毭灢H2AX,
启动下一步修复[11]。Wykes等[15]的实验证实了

ATM 以及 H2AX在 HRS/IRR的重要作用,他们

发现在存在 HRS/IRR 的 M059K 和 EBS7YZ5细

胞中,用0.2GyX射线照射时(细胞处于 HRS)没
有毭灢H2AX富集,而用较高剂量(0.5,1和2Gy)
照射时,会在几分钟到半小时内引起 毭灢H2AX 富

集,并且这一富 集 在 4h 消 失。而 在 M059J和

EBS7细胞中(无 HRS/IRR 效应,存在修复缺陷)
在4h后富集并不消失。

暋暋近年来,CDK1A(P21)与高 LET 射线照射引

起损伤的关系越来越受到人们 重 视。最 初 发 现

CDK1A分子功能是 CDK 抑制因子,转录表达受

P53调控,参与G1/S期转换的控制,但它只是P53
下游分子之一[8]。Jakob等[16,17]发现重离子照射细

胞后,其DNA 损伤的位点出现特异性 CDK1A 的

富集,其出现的时间很短(辐照后5—15min),并

且是不依赖于P53的调控的,它还参与重离子引起

的DNA修复过程。而在未照射的细胞中未发现此

现象。对于 X射线照射的细胞,在短时间未观察到

CDK1A[18]。因此,对于高 LET 射线,CDK1A 有

可能是一种新的DNA损伤确认分子。

3.3暋HRS/IRR与细胞周期的关系

暋暋Marples等[7,19]通过实验发现 HRS/IRR与细

胞周期密切相关。对于存在 HRS/IRR响应的 V79
和 T98G 细胞同步化后进行辐照,发现 G1和S期

未表现出超敏感性或此性质较弱,存活符合 LQ 模

型,而 G2期细胞 HRS非常明显。这提示:非同步

化的细胞中 HRS的表达完全是由于 G1,S和 G2
期细胞对于辐照不同响应的一 个 综 合 结 果;而

U373细胞 没 有 HRS/IRR 响 应 是 G2 期 少 量 的

HRS响应被 G1和S期细胞所掩盖。因此,HRS/

IRR响应可能仅限于 G2期细胞。

3.4暋HRS/IRR与细胞周期阻滞的关系

暋暋DNA的损伤启动了一系列的检验点,在G1,S
和 G2期阻滞细胞周期,以允许对 DNA 的损伤进

行修复[20]。

暋暋在对磷酸化组蛋白 H3标记时,发现在辐照1
h后,10—30cGy照射的细胞进入 M 期的数量未

减少,而40cGy以上,进入 M 期的数量急剧减少,
这说明 HRS/IRR产生后导致 G2/M 期阻滞[21]。

暋暋 而 G2/M 期有两个不同的检验点:第1个是

早期 G2/M 检验点,特点是短时性,ATM 依赖和

非剂量依赖(1—10Gy),主要作用是阻止 G2期细

胞进入凋亡;第2个检验点是在辐照几小时后才表

达,它依赖于剂量,但不依赖 ATM,主要起 G2期

细胞富集作用[22]。

暋暋 第1个检验点与IRR响应存在着很大程度的

一致性。首先,它们都具有短时性,在辐照后立即

被激活;其次,激活检验点的剂量与IRR的阈值要

求大致相同。因此,我们认为在照射剂量低于40
cGy时,不能激活检验点,不能引起周期阻滞,由

于DNA断裂未修复,辐照后的 G2期细胞进入凋

亡,表现出与 HRS相似的情况。

3.5暋DNA灢DSB的修复

暋暋DNA灢DSB修复存在许多机理,在低等生物中

主要是同源性重组,真核生物至少存在3种途径:
同源性 重 组、DNA灢PK 依 赖 型 非 同 源 末 端 加 入

(NHEJ)和互接重复末端加入[23,24]。在哺乳动物细

胞系中,DNA灢DSB修复途径主要是 NHEJ,参与
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编码的基因是Xrcc4,染色体定位于5q13灢14,缺陷

时的表型为双链断裂修复缺陷,修复主要是通过

DNA灢PK复合物完成的。DNA灢PK 复合物是由催

化亚单位(PRKDC)和 Ku 异源二聚体(Ku70 和

Ku80)组成,活性是依赖于 DNA灢DSB存在的[25]。

DNA灢PK活性对于 HRS/IRR的重要性是在 Ku80
缺陷型的XR灢15B细胞中首次得到证实的。在用 X
射线对 Ku80缺陷型的 XR灢15B细胞照射时,发现

并不存在IRR响应[26]。

暋暋近来,Marples等[27]又证实了 PRKDC 对于

HRS/IRR的重要性。他们的研究对象是 M059家

族,组成这一家族的细胞系表现出不同的 PRKDC
状态。当照射剂量在0—0.3Gy时,3种细胞表现

出了相同的敏感性,当剂量大于0.4Gy时 M059K
和 M059J/Fus1(PRKDC正常)表现出明显的抗性

增加,M059J(PRKDC异常)没有明显的IRR。

暋暋 由此可见,HRS/IRR 和 PRKDC 的存在与

DNA灢PK的活 性 密 切 相 关,其 修 复 主 要 是 通 过

NHEJ途径来完成。

4暋 LET与HRS/IRR的关系

4.1暋不同LET引起的DNA损伤不同

暋暋LET是指直接电离辐射在单位长度径迹上消

耗的平均能量[8]。在相同能量沉积的情况下,不同

射线有着不同的径迹结构,会产生不同的生物学效

应。用 MonteCarlo方法可以对射线的径迹结构进

行模拟[28]。对于低 LET射线,在其径迹上主要产

生次级电子,对 DNA 的损伤主要由次级电子的能

量沉积造成;而高 LET 射线以很高的电离密度将

能量传递给径迹附近的细胞,这就产生了沿离子径

迹细胞内的多重损伤位点(MDS)和团簇损伤(Le灢
sionClustering,简称LC)。

暋暋由于不同 LET离子的能量沉积行为不同,它

们对DNA 造成的损伤是不同的。以 DNA灢DSB的

片段大小为生物学终点的一系列实验表明,低LET
射线辐照产生的DNA片段分布完全符合随机分布

的结果[29],而高 LET射线,由于其电离密度的致

密性,DNA片段分布是非随机的[29—33],片段的大

小分布存在两个峰值:短片段(200kbp)和中等长

度的片段(1.5Mbp),短片段的大小与核小体的结

构类似,中等长度的片段与染色 体 环 的 结 构 相

关[34]。进一步的分析发现短片段出现的几率随

LET的升高而增大,中等片段与之相反。并且诱导

DSB数目也是随 LET 升高而增加,在离子通量相

同的情况下,225keV/毺m 的14N离子引起的 DSB
数目是80keV/毺m 的2倍[29—33]。

暋暋现有的实验结果都表明,不同 LET射线由于

其不同的径迹结构导致 DNA 损伤在严重程度上及

多样性上是不同的,高LET射线对DNA的损伤更

严重、更难以修复。

4.2暋高LET射线与HRS/IRR

暋暋对于低LET射线(如 毝和毭射线),细胞在低

剂量区表现出 HRS/IRR。对于高LET射线有两种

不同的实验结果:负毿介子其坪区照射(LET的值

为10—20keV/毺m,与 毝和毭射线相类似)表现出

HRS/IRR响应,而峰区(LET的值为35keV/毺m)
没有 HRS/IRR响应[35]。对于中子照射也有相类似

的现象[36]。而用高LET的12C离子束(LET的值为

28keV/毺m)照射 V79细胞,却发现非常明显的

HRS/IRR响应[37]。在我们实验室也证实了上述实

验现象[6,38]。对于这一点可以用以下的观点来解

释:峰区的负毿介子和高LET的12C离子对于DNA
的损伤虽然都是由离子径迹上的电离引起的,但是

这两种离子径迹的展宽是不同的,负毿介子径迹展

宽很窄(<1毺m),其能量沉积在一个很窄的范围

内。而12C离子径迹的宽度相对要大(大约120毺m),
其能量沉积在一个很大的范围 内,两 者 引 起 的

DNA损伤是不同的。

暋暋另外值得注意的一点是,12C离子引起的 HRS
与毭射线引起的相比较,其转变剂量Dc变小,这可

能是由于不同LET引起的损伤效率不同造成的。

5暋HRS/IRR在肿瘤临床治疗中的应
用

暋暋 将 HRS应用到肿瘤临床治疗中要考虑到以下

3个问题:(1)体内(invivo)的肿瘤细胞是否存在

HRS响应;(2)肿瘤周围的正常组织是否也有超敏

感性;(3)分次照射的时间间隔。

暋暋 在前两个问题中,仅有的实验数据是相互矛盾

的:在对 T98G细胞辐照时,超分次(ultrafraction灢
ated,每次0.4Gy,每天3次,30d)与传统的分次

治疗(1.2Gy,每天一次,30d)相比,有不太明显

的增强的肿瘤生长抑制[39]。Beauchesne等[40]对
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G152细胞的研究证 明 了 这 一 点。然 而,Krause
等[41]发现 A7细胞超分次照射的肿瘤细胞控制率与

传统方法相比较是下降的。

暋暋在动物的正常组织中也存在类似的实验结果:
在对鼠的皮肤、肾、肺照射和当分次剂量低于1Gy
时,造成同样伤害所用的总剂量要大于分次照射(2
Gy)[42—44]。但是,Wong等[45]在剂量低于0.6Gy
辐照脊髓的实验中未发现有超敏感性。

暋暋目前,对于人类正常组织的低剂量超敏感性数

据非常有限。Hamilton等[46]以皮肤红斑作为生物

学终点对分次照射进行了研究。他们发现,当剂量

低于1.5Gy时,红斑的峰值高于LQ 模型的估计。
最近,Harney等[47]的实验为应用 HRS治疗肿瘤

提供了新的证据。他们发现,超分次(每次0.5Gy,
每天3次,12d)与传统的分次(1.5Gy/d,12d)治
疗相比较,病人的肉瘤的生长抑制提高24%,黑色

素瘤提高11%。

暋暋另据报道,应用超分次方法对哺乳动物细胞进

行分次照射时,照射的结果与分次的间隔时间有

关[48]。这一时间间隔应如何确定? 我们认为只有当

低剂量照射的间隔时间与 G2期细胞完全得到补充

的时间相一致时,HRS才会有累积效应,超分次治

疗才能达到最佳的效果[49]。

6暋结束语

暋暋目前,HRS/IRR 机理的框架已经建立,但其

中还有一些细节性问题还不清楚,需进一步研究。

暋暋最根本的问题是为什么 DNA 修复系统需要一

个阈值来启动? 是由于剂量太低、引起的损伤太轻

微和未被细胞监控所识别,还是由于允许少量细胞

在低剂量下死亡,而不是冒着突变的风险对 DNA灢
DSB进行修复。还有一种假设是 DNA 的修复系统

的活化对于基因是有危险的。特别是 NHEJ是一种

有错误倾向的 DNA 修复,因此一种明智的选择是

保持这一途径关闭,直至需要为止[50]。

暋暋还有一些问题值得探讨,在损伤确认的过程

中,起主导作用的是 PARP分子还是 ATM 分子?
还是这两种分子的协同作用? 还有其它的信号分子

是否也参与了这一确认过程? G2/M 第一检验点只

与超敏感性存在特性上的对应关系,但是其实质是

否相关,还有待进一步证实。

暋暋同时,对于将 HRS/IRR应用到肿瘤临床治疗

上的工作才刚刚起步,还有大量的实际工作需要

做。相信随着对 HRS/IRR研究的深入,将有助于

人们更好地设计治疗分次,在肿瘤放射治疗中最大

程度地杀灭癌细胞同时保护正常组织。
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ProgressinLowDoseRadiationRelatedHyper灢radiosensitivity*
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(1InstituteofModernPhysics,ChineseAcademyofSciences,Lanzhou730000,China;

2GraduateSchoolofChineseAcademyofSciences,Beijing100049,China)

Abstract:Atpresent,cellresponsetolowdoseradiationisattractinggrowinginterestsalloverthe
world.Hyper灢radiosensitivity(HRS)andincreasedradioresistance(IRR)wereintroducedinthispaper.
Thisphenomenonmeansthatanexcesscellkillingperunitdoseappearsatabout0.1Gy(HRS)andthen
thecellradiationsensitivityincreaseswithincreasingdose(IRR).Whenthedoseoutstrips1Gy,thecell
survivingfractioncoincideswiththevaluepredictedbythecommonlyacceptedlinear灢quadratic(LQ)mod灢
el.WefurtherreviewedtheprogresstodateinthestudyoflowdoseHRS,especiallythepossiblemolecu灢
larmechanismsunderlyingHRS/IRRandtherelationshipbetweenHRS/IRRandlinearenergytransfer
(LET).AninitialinsightintotheclinicalapplicationofHRS/IRRintumorradiotherapywaspresentedas
well.Moreover,severaltopicsconcerningtheHRS/IRRinvestigation,whichdeservedtobereinforced,

wereputforward.
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