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摘要: 综述了细胞衰老诱导因素和衰老细胞的特征，提出细胞衰老在癌症发生发展过程中具有双重作

用效应。同时，以X射线和12C6+离子束对黑色素瘤细胞系 92-1或人正常成纤维细胞系MRC5进行辐

照，观察分析DNA损伤应答效应和细胞衰老诱导。实验结果表明，相对于X射线，12C6+离子束能导

致DNA团簇损伤，持续激活DNA损伤应答，更容易诱导细胞衰老；12C6+离子束能同时诱导癌细胞

和正常细胞衰老。这些实验结果暗示开展12C6+离子束诱导细胞衰老研究具有紧迫性。
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1 引言

1961年，Hayflick发现体外培养的细胞，在经历

有限次的细胞分裂后，最终走向细胞衰老[1]。细胞衰

老是独立于细胞凋亡的另外一种死亡方式，不同于凋

亡细胞，这种衰老细胞能在体内存活数年[2]。虽然细

胞衰老已经被研究了几十年，但是由于实验技术限制

和细胞衰老的复杂性，细胞衰老的机理和细胞衰老的

生物学后果一直不清楚。传统观点认为，细胞衰老通

过诱导细胞周期停顿，抑制细胞增殖，从而抑制癌症

的发生[3]。但是近年来，这种观点却受到挑战。首先，

体外实验发现，衰老细胞通过激活p38信号通路，诱

导大量炎症因子和趋化因子表达和分泌[4]，而这些因

子通过旁分泌机制，诱导临近细胞增殖[5]；此外，体

内实验表明，不能清除衰老细胞的小鼠，肿瘤易发，

暗示细胞衰老能促进肿瘤的发生[6]。因此，细胞衰老

在癌症发生和发展过程中起到双重的作用。

放化疗是癌症治疗的重要手段之一，而大多

数化疗药物和电离辐射，通过直接或间接的作用，

导致DNA损伤，诱导细胞衰老[7]。实验表明，重

离子也能诱导细胞衰老。低剂量 (1 mGy)12C6+离

子辐照HFLⅢ细胞，促使其提前衰老[8]；大剂量 (6

Gy)12C6+离子辐照NP-2细胞，虽然主要诱导细胞凋

亡和自噬，但也有不到 1%的细胞呈现衰老特征[9]。

这些研究都只停留在12C6+离子诱导细胞衰老的现象

描述上，其机理还需进一步的研究。

最近两项研究发现，电离辐射诱导的细胞衰老，

来源于持续不可修复的DNA损伤，而这种不可修复

的DNA损伤位于染色体的端粒部分[10−11]，但是其

详细的机理还不清楚。相较于常规电离辐射，重离子

能诱导较难修复的DNA团簇损伤[12]，暗示其更容易

导致细胞衰老。虽然国外开展重离子癌症治疗多年，

已经取得很多有意义的临床实验结果，但是这些研究

都仅限于想象描述，比如重离子能导致DNA团簇损

伤，诱导细胞衰老，其机理却不得而知，而在国内，

只有中国科学院近代物理研究所依托兰州重离子研究

装置 (HIRFL)，进行重离子癌症治疗的研究，且处于

起步阶段，因此，开展重离子诱导细胞衰老相关机理

研究，具有非常重要的科学意义。

本文通过探讨诱导细胞衰老的类型，以及衰老细

胞的特征，提出细胞衰老在肿瘤发生发展过程中的双
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重作用，并为重离子诱导细胞衰老提供评判依据；同

时，比对重离子与常规电离辐射诱导细胞DNA损伤，

诱发细胞衰老，为重离子治癌积累数据。

2 细胞衰老的诱导因素

根据细胞衰老的诱导因素，细胞衰老可分为复制

型衰老和胁迫诱导的衰老。

2.1 复制型衰老

复制型衰老的产生与染色体端粒变短及DNA损

伤有关。体外培养的原代细胞会经历 3个阶段，少数

细胞分裂阶段、快速的细胞增殖阶段和逐渐的细胞分

裂阻滞阶段，最后进入衰老性的细胞死亡通路[1]。体

外细胞培养伴随染色体端粒变短，虽然人的端粒长

度从几千到 15 kb不等，但是与干细胞不同，体细胞

不能表达端粒酶，伴随体外细胞原代培养，DNA多

聚酶不能复制滞后链，形成端部复制问题，每经过一

次细胞分裂，细胞会缺失 50-200 bp的端部DNA [13]，

从而导致端粒逐渐变短，诱导细胞增殖阻滞，也叫

“Hayflick limit”。因端粒变短而导致细胞衰老的证

据还来源于，异位表达端粒酶 hTERT时，能克服

细胞衰老阻滞[14]。当端粒变短达到一定的阈值后，

端粒结合蛋白不能有效地保护端粒，形成DNA双

链断裂，激活DNA损伤应答 (DDR，DNA damage

response)，磷酸化H2AX，从而募集下游效应因子，

如 53BP1，NBS1和MDC1等。这些改变能短暂地激

活细胞周期阻滞，为细胞修复赢得时间，然而，一

旦DNA损伤超过一定的阈值，就不能被有效地修复，

而是持续激活DDR，就会诱导长期的细胞周期阻滞，

导致细胞凋亡或衰老。

2.2 胁迫诱导的衰老

除了端粒依赖的复制型衰老以外，DNA损伤、

肿瘤基因激活和抑癌基因失活也能诱导细胞衰老。

2.2.1 DNA损伤胁迫诱导细胞衰老

在复制型细胞衰老过程中，端粒变短持续地激

活DNA损伤应答，从而诱导细胞周期长期阻滞，最

终导致细胞衰老。同样DNA损伤药物 doxorubicin、

或者X射线也能导致大量的DSBs产生，虽然大部

分损伤很快被修复，但是少部分DSBs持续不可修

复，最终导致细胞衰老[15−16]。最近两个课题组，

用 immuno-FISH技术，发现这种不可修复的DSBs

共定位于染色体端粒处[10−11]。长期的进化机制，使

端粒具有抑制DSBs修复的能力，以保持线性化的染

色体，避免染色体末端融合，诱导基因组不稳定[11]。

因此体外胁迫诱导的细胞衰老，和复制型衰老一样，

同样依赖于端粒处的DNA损伤。

2.2.2 肿瘤基因组成型激活诱导细胞衰老 (OIS,

Oncogene-Induced Senescence)

癌症的发生伴随基因突变，因此认为基因突变

是癌症发生的原因，但是实验中发现，将肿瘤基因

H-rasV12导入正常细胞IMR90，并不能促进细胞增殖

和转化，反而诱导细胞衰老[17−18]，而这种细胞衰老

的诱导，依赖于 p53和p16INK4A-pRB信号通路。但

是细胞具体通过哪条信号通路，具有物种特异性。小

鼠细胞中，p19ARF作为 p53的抑制因子，可能起到

感应因子的作用，p19ARF或 p53突变能绕过RasV12

诱导的衰老[18]，而对于人的细胞，p16INK4A似乎

比p53的作用更加明显[19]。肿瘤基因突变诱导细

胞衰老的机制并不是很普遍，与细胞的类型和遗

传品质有关，比如 失活p16INK4A-pRB通路，能抑

制RasV12诱导的细胞衰老[18]，而失活 p16INK4A或

者是同时沉默 p14ARF，并不影响BRAFE600触发的

细胞衰老[20−21]。癌基因诱导细胞衰老，可能是癌基

因激活诱导基因组复制，产生复制压力。当癌基因激

活时，通过激活Ras和mTOR信号通路，促进细胞

增殖，诱导基因组复制，但是细胞为了保证基因组的

稳定性，一次细胞周期只能复制一次，导致复制压的

产生，激活DDR通路，诱导细胞周期阻滞，从而抑

制肿瘤的形成[22]。此外，细胞衰老也可通过抑制原

初细胞向多能干细胞转换，抑制癌干细胞的产生，从

而起到抑癌的作用[23]。

2.2.3 肿瘤抑制因子缺失诱导细胞衰老

类似于癌基因突变激活或过表达能诱导细胞衰

老，抑癌基因的缺失或突变失活，同样能诱导细胞衰

老，缺失PTEN 基因的小鼠MEF细胞，能激活 p53

表达，诱导细胞衰老，而 p53缺失的细胞能够克服这

种衰老效应[24]。同样的，抑癌基因NF1的缺失也能

诱导衰老，并伴随ERK和AKT信号通路的激活[25]。

另外一个肿瘤抑制因子VHL的缺失也能诱导细胞衰

老，可能是通过 pRB和p400信号通路[26]。
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3 细胞衰老的标志及其鉴定

人体主要由少数的有丝分裂细胞和大部分的有丝

分裂后细胞组成。这些少数的有丝分裂细胞对机体的

维持是必不可少的，它们主要参与组织或器官的更新

和维持。在这些细胞中，如果发生肿瘤基因突变或端

粒危机，就可能诱导细胞衰老，呈现多种复杂的细胞

衰老特征。

3.1 细胞周期阻滞

长期退出细胞周期是衰老最重要的特征之一，但

是复制失活并不代表细胞衰老，因为有丝分裂后细

胞 (post-mitotic cells)也有类似的复制停顿，它们之

间根本的不同是，分化阻滞是生理过程，并不伴随肿

瘤抑制因子调控网络的激活。早期研究认为衰老性的

细胞周期阻滞是不可逆的[27]，但近年来这个观点却

受到了挑战，尽管细胞通过Rb依赖的异染色质结构和

激活其它抑制因子将细胞锁定在衰老状态，但细胞可

通过多种方式重新进入细胞周期。例如 p53或白细胞

介素失活都能消除衰老引起的细胞周期阻滞[28−30]；

具有衰老特征的黑色素细胞痣，通过分泌大量的炎症

因子和趋化因子，为少部分细胞逃脱细胞周期阻滞提

供微环境，最终形成黑色素瘤[31]。

3.2 形态改变

衰老细胞常常伴随细胞形态的改变，如变大、扁

平、多核等(如图1所示)。扁平的细胞形态比较普遍，

如肿瘤基因H-rasV12和DNA损伤诱导的衰老等[32]。

体外诱导BRAFE600表达或 p400沉默，同样能诱导

衰老，但是这种细胞呈现梭形的形态[20,33]，黑色素

细胞经RasV12诱导后也显示衰老特征，但同时伴随

大量空泡的出现，这些空泡的来源，可能与大量未折

叠或者错误折叠的蛋白有关，这些错误折叠的蛋白能

导致内质网胁迫[32]。

3.3 诱导β半乳糖苷酶表达

β半乳糖苷酶，作为细胞衰老标志被普遍使用。

在细胞衰老过程中，β半乳糖苷酶表达上调，但是非

衰老细胞的β半乳糖苷酶也会被激活[34]，因为接触

抑制或血清饥饿的细胞或组织，以及分裂失调的胃肠

道表皮细胞β半乳糖苷酶都会呈阳性[35−36]。

3.4 衰老伴随的异染色质 foci(SAHF)

衰老细胞伴随染色体结构改变，非衰老细胞

DNA经DAPI染色后，其细胞核均匀分布，呈现同

质性，而衰老细胞核呈现明显的点状富集 (如图 1所

示)[37]，就像DNA损伤形成的 foci一样，所以被称

为SAHF。由组蛋白甲基化转移酶Suv39h1，结合

到E2F靶向基因的启动子区，调节组蛋白H3-Lys9甲

基化，形成高甲基化的异染色质，抑制基因转录，从

而抑制蛋白表达。最近实验表明，microRNA也可能

参与了 SAHF(Senescence-associated Heterochroma-

tion Foci)的形成，通过AGO2，将microRNA定位

到E2F靶向基因的启动区，诱导启动子甲基化修

饰[37]。

图 1 (在线彩图)衰老伴随的异染色质 foci[37]

ras基因诱导 IMR90细胞衰老，对照细胞和衰老细胞的细

胞核，经DAPI染色后，荧光显微镜成像。

p53与SAHF 的关系，与细胞的衰老类型有

关。在肿瘤基因诱导的衰老细胞或者复制型衰

老细胞中，SAHF的形成与 p16INK4A-pRB 通路有

关，p16INK4A基因经过 siRNA 干扰后，细胞绕过

衰老。此外，抑制 p53，C/EBPb或 IL− 6等基因

的表达，也能减少 SAFH的形成，同时消除细胞衰
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老[38−39]。 染 色 体 浓 缩 的 起 始 可 能 与HIRA

和PML(Promyelocytic Leukemia Nuclear)有关，其

基因的沉默能部分克服细胞衰老，然而 SAHF的形成

只出现在肿瘤基因突变诱导的衰老和复制型衰老细

胞中[40]，而在其它类型的衰老细胞中，p53激活可能

拮抗 SAHF的形成，因为DNA损伤药物或者辐照胁

迫，主要是通过激活p53信号通路，诱导细胞衰老，

在我们的实验中，91-1细胞 p16启动子被高甲基化失

活，但是电离辐照胁迫后，仍然诱导衰老，然而这种

衰老细胞缺乏 SAHF特征[41]。最近实验发现，p53激

活，直接抑制 Suv39h1的表达，从而抑制SAHF的形

成[42]。

3.5 分泌因子

经历衰老的细胞，细胞周期相关基因被抑制，

而分泌型的基因被转录激活，包括细胞因子和趋

化因子[43]，芯片分析揭示这些因子多数与炎症有

关[44]。衰老细胞分泌促炎症因子，能刺激细胞做

出应答，如癌前细胞与衰老的成纤维细胞共同培

养，能促进癌前细胞的分裂、迁移 (migration) 和

侵润 (invasion)[45−46]。此外一些炎症因子，如 IL-6

和 IL-8等的分泌，能进一步维持衰老性的细胞周期

阻滞，其表达依赖于转录因子C/EBP和NF-κb信号

通路的激活[47]。目前认为，衰老细胞通过分泌因子，

为癌前细胞的增殖提供微环境，促进肿瘤的发生；另

一方面，衰老细胞分泌的部分因子，抑制衰老细胞增

殖，也可通过激活免疫系统，清除受损细胞，从而抑

制肿瘤的扩增。

3.6 活性氧 (ROS)

氧水平能影响原代细胞培养的复制潜能，低浓度

的氧压能够阻止OIS的发生，也能抑制MEF细胞中

胁迫诱导的衰老[48]。目前认为，ROS通过诱导DNA

损伤和 p21的表达，诱导细胞衰老，同时与PKC形

成一个正反馈调节通路，维持衰老类似的细胞周期阻

滞[49]。

3.7 衰老细胞的鉴定

衰老细胞常常伴随分裂缺失、形态改变、β半

乳糖苷酶激活、 SAHF形成、DDR激活、同时伴

随p16INK4A，p15INK4B，p21CIP1和p53等的激活表

达[50]，此外还伴随一些炎症因子的分泌，但是不同类

型的损伤导致的衰老，其分子标志可能不同。尽管β

半乳糖苷酶的激活，被普遍作为衰老的分子标志，但

并不能作为唯一的标志，因为非衰老细胞β半乳糖

苷酶表达也会上调。同时 SAHF只出现在复制型衰老

和OIS，而非DNA损伤药物或电离辐照诱导的细胞

衰老。此外，衰老细胞也可能呈现不同的形态特征。

但是细胞不可逆地退出细胞周期和β半乳糖苷酶表达

上调，是所有细胞衰老类型所共有的特征，因此实验

中可以用这两个特征来区分细胞是否衰老。

4 细胞衰老在肿瘤发生发展过程中的

双重作用

正是衰老细胞具有的 2个主要特征，即长期细胞

周期阻滞和分泌大量炎症因子和趋化因子，决定了细

胞衰老在肿瘤发生和发展过程中的双重作用。肿瘤的

发生往往伴随基因突变和DDR的激活[50−51]，而体

外实验表明，肿瘤基因突变或者持续激活DDR，都

能诱导细胞不可逆地退出细胞周期，进入细胞衰老通

路[7, 18, 52]，暗示衰老在癌症早期发展阶段起抑制作

用。但是如果这种衰老细胞不能被免疫系统有效地清

除，往往导致癌症的发生[6]，这与衰老细胞分泌大量

炎症因子或趋化因子有关，体外实验也发现，衰老细

胞分泌的因子，可以通过旁分泌途径，诱导临近细胞

增殖，从而促进肿瘤的发生[5]，这又提示衰老细胞能

促进肿瘤的形成。

5 研究重离子诱导细胞衰老在重离子

治癌中作用的紧迫性

5.1 X射线辐射诱导细胞衰老

黑色素瘤细胞 92-1经 10 Gy X射线或重离子处

理后，诱导细胞周期长期阻滞，其中G1/S期阻滞约

占 40%，G2/M期阻滞约占 50%，并维持这种比率直

到检测的第 6天，且未观察到细胞的增殖和凋亡[41]。

细胞周期长期阻滞的表型，提示辐照处理 92-1细胞

后，可能激活细胞衰老通路，因为细胞衰老最重要的

一个特征就是细胞不可逆地退出细胞周期。如图 2所

示，92-1细胞经 10 Gy X射线处理后，β半乳糖苷酶

表达上调，且阳性细胞比例随着时间的延长而增加，

到第 5天约 50%的细胞都进入衰老性的细胞死亡通

路，并且这种细胞呈现变大、扁平的形态特征。
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图 2 (在线彩图)X射线诱导 92-1细胞衰老

(a) 92-1细胞经 10 Gy X射线辐照处理后，相应的时间取样，β半乳糖苷酶检测试剂盒染色，显微镜成像；(b) 并统计β半乳糖

苷酶阳性细胞所占比率。

5.2 β半乳糖苷酶上调与细胞衰老

β半乳糖苷酶表达上调，作为细胞衰老标志被普

遍使用。之前的实验发现，OCM-1辐照胁迫后，并

不诱导细胞衰老，经过短暂细胞周期阻滞后，又恢复

到下一轮的细胞周期[41]，但是其β-半乳糖苷酶却显

著上调 (如图 3所示)。因此，在判断细胞是否衰老时，

还应该结合其他衰老标志。

图 3 X射线诱导OCM-1细胞β半乳糖苷酶表达上调

5.3 12C6+离子束诱导细胞衰老

关于重离子诱导细胞衰老的研究，还很少有报

道。之前的实验结果表明，12C6+离子束也能诱导 92-

1细胞周期停顿[41]，暗示12C6+离子束辐照同样能诱

导细胞衰老，为了验证这个假设，92-1细胞经 0.5 Gy

或 5 Gy 12C6+离子束辐照处理，5天后检测β半乳

糖苷酶的表达。如图 4(a)所示，β半乳糖苷酶表达上

调，甚至在 0.5 Gy处理的细胞中，也观察到少数衰老

细胞。

12C6+离子束治癌涉及到 2种细胞，即正常细胞

和肿瘤细胞，12C6+离子束在诱导癌细胞衰老的同时，

是否也能诱导正常细胞衰老？采用与 92-1细胞相同

处理，同样在12C6+离子束辐照后的正常细胞MRC5

中，观察到细胞衰老效应 (如图 4(b)所示)。

图 4 (在线彩图) 12C6+离子束诱导细胞衰老

92-1细胞 (a)和MRC5细胞 (b)经 0.5 Gy或 5 Gy 12C6+离子束辐照处理后的第 5天，检测β半乳糖苷酶的表达，显微镜成像。
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5.4 12C6+离子束诱导细胞衰老与SAHF

为 了 观 察 12C6+ 离 子辐 射 诱 导 细 胞 衰 老，

是否伴随SAHF 的出现， 92-1和MRC5 细胞被 5

Gy12C6+离子束辐照处理，5 d后DAPI染色观察细

胞核的形态特征，如图 5所示，12C6+离子束辐照处

理后，92-1细胞和MRC5细胞的细胞核都变大，但是

并不伴随 SAHF的出现，与报道中的SAHF只出现在

复制型衰老和OIS的结果一致。

图 5 (在线彩图)X射线诱导 92-1和MRC5细胞衰老

92-1细胞 (a)和MRC5细胞 (b)经 5 Gy 12C6+离子束辐照处理后的第 5天，DAPI染色，显微镜成像观察细胞核形态。

5.5 重离子导致DNA团簇损伤，诱导细胞衰老

细胞衰老，来源于不可修复的DNA损伤，为了

对比重离子和常规辐射诱导细胞衰老的区别，92-

1细胞经相同剂量的 12C6+离子和X 射线处理后，

通过检测双链端粒识别因子 53BP1形成的 foci，反

映DNA双链断裂水平，其 foci的大小，反映损伤的

程度。实验结果表明，X射线诱导的DNA损伤呈

弥散状，均匀分布于细胞核，且产生的 53BP1 foci

较小，而 12C6+离子束诱导的DNA损伤呈不规则分

布，53BP1 foci比较亮，且比X射线诱导的 foci大

得多 (如图 6所示)，暗示重离子辐照诱导更为复杂

的DNA损伤，即DNA团簇损伤[12]，而这种损伤能

形成明显的径迹效应，在 12C6+离子穿过的路径上，

形成线性化的DNA损伤(如图 7所示)。

图 6 (在线彩图) 12C6+离子束诱导DNA团簇损伤

1 Gy X射线或 12C6+离子处理 92-1细胞，继续培养 1 h后，免疫细胞化学检测DNA损伤。
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图 7 (在线彩图) 12C6+离子径迹

1 Gy 12C6+离子束水平照射 92-1细胞，免疫细胞化学显示 12C6+离子的运动轨迹。

6 展望

由于重离子具有尖锐的Bragg峰、低氧依赖性和

对癌干细胞的超杀效应，能够很好地减少对正常组

织的损伤，最大限度地杀死癌细胞，因此，开展重离

子束的临床癌症治疗，具有很好的前景。重离子相

较于常规的X射线或γ射线，能产生大量的不可修复

的DNA团簇损伤[12]，持续地激活DDR，诱导细胞

周期阻滞，而持续的DDR激活，正是诱导细胞衰老

的原因之一。此外，细胞衰老对于肿瘤的发生具有双

重作用，一方面，细胞衰老可以抑制肿瘤的发生，通

过诱导损伤细胞进入细胞衰老，从而抑制其增殖，同

时也可通过其分泌的炎症因子，激活免疫系统，清除

衰老细胞；但另一方面，如果衰老的细胞不能被机体

有效清除，这些衰老细胞会分泌大量趋化因子和炎症

因子，刺激临近细胞增殖，导致肿瘤的发生。因此，

在重离子治疗癌症过程中，通过平衡细胞衰老在癌症

发生发展过程中的双重作用，即在促进细胞衰老抑癌

作用的同时，抑制细胞衰老促癌作用，以达到最大限

度地杀死癌细胞，尽量避免二次肿瘤发生的目的。
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Research on Cellular Senescence Induced by Heavy Ion
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Abstract: Cellular senescence played double roles in the genesis and development of cancer, which was

put forward through reviewing the cases and characteristics of cellular senescence. In addition, human uveal

melanoma cells and human fetal lung fibroblast (MRC5) cells were irradiated by X-rays or 12C6+ ion beam. DNA

damage response (DDR) and cellular senescence were analyzed. The results showed that DDR was activated

persistently by the unrepairable clustered DNA damage, which indicated that inducing same ratios of cellular

senescence needed lower doses of 12C6+ ion beam than X-rays. Furthermore, both 92-1 cells and MRC5 cells

treated by carbon ion beam underwent cellular senescence. These results pointed out the urgency to investigate

the mechanism of cellular senescence induced by 12C6+ ion beam.
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