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微束在辐射诱导的旁效应研究中的应用

熊杰，韩玲

摘要：辐射诱导的旁效应现象近年来已经引起了越来越多的关注，它对于目前低剂量辐射效应的研究将产生

重大影响。在其研究过程中，由于电离粒子在能量、径迹上的随机分布，用常规照射的方法无法提供旁效应

的直接证据以及准确的单一粒子与生物体的作用结果。微束的发展，特别是单粒子微束通过将精确数量的粒

子准确地射入细胞或细胞特定位置，为辐射诱导的旁效应的研究提供了直接有用的手段。为此，论述了辐射

诱导的旁效应现象以及微柬在其研究中的应用。
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The application of microbeam in the research on radiation-

induced bystander effects

XIONGIie，HAN Ling

(Institute0，RadiationMedicine，NavyMed掂ineFaculty,SecondMilitaryMedicalUn&enity,Shangha／200433,China)

Abstract：There has been In。l_e and more attention to the phenomenon known as radiation—induced bystander effects，

which will have a tremendous effect oil the research in low—dose radiation biological effects．However,due to the

stochastic nature of energy deposition and the random position of tracts，direct evidence for bystander effects and exact

results of singie particle interacts widl a eell cannot be provided by using conventional broad-fidd i=adiafion．The

availability of mlerobeam，especially the in垂8 particle mieroheam in the wodd，whereby ix),dividuaI ceils or precise

location of cells c811 be irradiated with either a single or an exact number of particles provides a useful tool for the

research on radiationAndueed bystander effects．This report describes the radiation·induced bystander
effect and the

application ofmicrobeam
in the㈣areh Oll it
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1微束装置简介

微束是一种采用聚焦或准直的方式将辐射束

径缩小至微米水平的装置。目前在世界上建成的微

束装置主要有荷电粒子微束、x射线微束和激光微

束，其中荷电粒子微束被广泛应用于辐射生物学研

究中。现代微束采用了可靠的单粒子探测器，精确
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第二军医大学海医系蔡建明

的细胞定位技术，快速的柬流开关以及计算机控

制，可以准确地将单一或精确数量的粒子射人细胞

或细胞不同部位。Texas A&M大学、Gray实验室和

哥伦比亚大学的三台利用准直方式建造的单粒子微

束装置最具代表性，其中哥伦比亚大学的微束装置

更是目前世界上惟一一台可研究生物终点多于10‘4

频率发生的事件的装置。我国只有中科院等离子体

物理研究所正在研制微束装置，目前尚不能使用。

2微束在辐射生物学研究中的基本应用

目前现代微束装置在辐射生物学研究中主要

应用在精确估计低剂量辐射效应、辐射敏感性的相

关问题以及辐射后细胞内信号转导、细胞问通信等

方面，并且已经取得了重大进展。通过使用Texas

  



A&M大学的加速器，Neldson JM等”I发现微核的诱

导与照射的q粒子数成正相关，并发现单个d粒子核

照射可以引起减数分裂的延缓，而这种时间延缓的

长短也与粒子数成正比。Hei TK等。利用哥伦比亚

大学微束装置在世界上首次展示了精确粒子的成

活曲线，他们研究显示单个q粒子核照射仅能造成

20％的细胞致死，并且非常惊奇地发现有10％的细

胞在受到8个n粒子核照射后仍能存活。随后的实验

中，Hei TK等又发现单个q粒子在A。细胞中可诱发

高于对照三倍的诱变率，并且这种诱变率随粒子数
的增加而增加。通过精确的单粒子照射C3HIOTl／2

细胞核，哥伦比亚大学的Miller RC等翻发现，单个d

粒子(90 keV／斗m)可在每个成活细胞中产生频率在

～5×10。5的恶性转化，这一结果类似于常规照射中

等剂量照射的诱导频率。

3微束在辐射诱导的旁效应研究中的应用

辐射诱导的旁效应(radiation—induced bystander

effect)是指未直接接受照射的细胞也表现出与直接

接受照射的细胞类似的生物学效应，包括细胞凋亡

或延迟死亡、基因不稳定性、基因突变、基因表达

改变、微核化以及细胞生长异常等。这一现象由

Nagasawa H等”于1992年首次报道，他们将细胞暴露

于极低剂量的“粒子，并计算使得仅有l％或更少的

细胞被q粒子击中，然而却发现有30％～50％的细胞

表现出了姊妹染色体交换(sister chromatid ex．

changes，SCE)。这一现象在以后的试验中也得到了

证实，Deshpande A等8证实，在人成纤维细胞中d粒

子能在没有穿过核的情况下诱导姊妹染色体的交换。

Gray实验室的Belyakov OV等”利用微束装置，

通过对单个细胞的精确定位与检测，发现在a粒子

微束照射3d后，在数量为600—800的细胞群体中，

即使仅有一个细胞的细胞核受到照射，仍会多出80

～100的损伤细胞，较之对照组的细胞损伤水平增

加了2—3倍。这为证实人成纤维细胞在电离辐射后

发生了旁效应提供了直接证据。

3．1旁效应信号的产生
Lehnert BE等17t认为，旁效应的产生是由于照射

后细胞培养基质中产生了细胞外效应因子，而该因

子很可能主要是活性氧(reactive oxygen species，

ROS)，包括过氧化氢和过氧阴离子。进一步研究认

为这种细胞外效应因子可分为两种，一种为短效应
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因子，来源于受照射的细胞培养基(通常含血清)，

可能是由脂质过氧化物生成的超氧自由基；另一种

为，产生依赖于受照射细胞的长效应因子，经过加

热和冷却试验证实，该旁效应因子是蛋白质类的，

但其分泌速度(照后30 min)暗示它不是在照射后由

受照细胞缓慢分泌，可能是一个极早信号传递事

件，并且也不可能是一种新合成的蛋白质，极有可

能是某种细胞因子，例如TNF-n(肿瘤坏死因子a)，

因为它是一种已知具有SCE诱导活性的蛋白质。而

Deshpande A等“发现，IL一8(白细胞介索一8)也可能

与a粒子诱发的旁效应的发生有关。虽然这些蛋白

质在细胞内有明确作用，但其如何导致细胞外作用

尚不清楚，也许有着复杂的信号机制。

Belyakov OV等”，81利用Gray实验室的微束装置

对精确数量的细胞在不同剂量电离辐射下的旁效

应进行了研究，他们发现旁效应的发生不依赖于电

离辐射的剂量以及受照射的细胞数，即使实验细胞

群中仅有一个细胞受到一个d粒子的贯穿，也能出

现明显的旁效应细胞损伤，而且随着d粒子数的增

加而迅速达到剂量一效应的平台状态。同时他们还

考察了细胞培养基质成份对旁效应的影响，认为旁

效应的产生不依赖于细胞培养基质，证实了一个细

胞介导的反应参与其中。Zhou H等”用哥伦比亚大

学的微束装置也发现当10％的细胞受到d粒子照射

后，所发生的旁效应就达到了平台状态。这种近似

于“全或无”的效应现象，表明细胞外效应因子更应

当是一种信号分子，而非细胞毒性因子，因为后者

更可能产生一个线性剂量反应关系而不是一种饱

和现象。可以推测，受照射细胞释放出数量有限的

信号分子，通过一定途径作用于未受照射细胞而使

其表现出旁效应。来源于细胞培养基质的ROS显然

是一种毒性分子，而非信号分子，因而不太可能在

旁效应起始阶段起重要作用。

3．2旁效应信号在细胞间的传递

在辐射诱导的旁效应早期研究中，多数观点认

为ROS对于旁效应的发生起重要作用。Gray实验室

的Prise KM等8利用d粒子微束照射人成纤维细胞核

后，发现旁效应损伤细胞的分布在空间上有一定规

律，主要分布在直接受照细胞周围。由于他们的实

验体系中，受照射细胞均呈亚融合状态，所以他们

排除了细胞间通信，特别是细胞缝隙连接介导的细

胞间通信(gap junction intercellular communication，
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GJIC)在旁效应发生中的作用，并且支持ROS在旁

效应发生中起重要作用。

Gray实验室的Belyakov OV等”l在d粒子微束照

射细胞的试验中发现，尽管细胞密度很低(<8／

nⅡn2)，但共聚焦显微成像却显示出在受照射时，部

分细胞的细胞质突起可达数百微米(Ixm)，由此他

们认为无法排除细胞间通信参与旁效应的发生。

哥伦比亚大学辐照中心的Zhou H等／90q经过一

系列微束照射试验后认为，旁效应的发生过程中除

羟自由基等介导的氧应激之外，细胞缝隙连接介导

的细胞阿通信起着更为重要的作用。细胞缝隙连接

是相邻脂膜间形成的一种具有开关功能的特殊通

道，基于分子大小，它还具有相对的选择性，开放

时允许Ca“、K+、cAMP等分子质量小于1 000的物质

通过，阻止蛋白质或核酸通过。Zhou H等在微束照

射前分别用无毒剂量的DMSO(二甲基亚砜，一种有

效的自由基保护剂)和Lindane(六氯环己烷的1一异

构体，一种有效的缝隙连接细胞通信阻断剂)预处

理受照细胞，结果发现，用DMSO预处理并未对旁

效应的程度有明显影响，相反，Lindane贝tJ显著抑制

了旁效应的发生，仅稍高于对照水平。由于Lindane

除可阻断GJIc之外，还可影响细胞内其他结构和功

能，包括膜流动性，Zhou H等继续深入研究，通过

转染AHl-9细胞，使其缺乏连接蛋白43(eonnexin

43)或过度表达connexin 43(connexin 43是构成缝隙

连接的主要成份)，并重复前面的微束照射试验，

结果，过度表达colglexin43的AHl一9细胞发生了更

严重的旁效应，而connexin 43阴性的AHl—9细胞中

却未发生辐射诱导的旁效应。由此证实，GJIc在介

导辐射旁效应中起相当重要的作用。

也有不同观点认为，旁效应信号可能通过受体

介导或者只是以简单的扩散形式作用至受体细胞，

而GJIc只是一种附加机制而非必需。来自Gray实验

室的资料显示，微束照射单个角质细胞后，距离很远

的细胞也发生了旁效应，而并未通过细胞间的接触

lit]。Albanese J等04则报道了细胞照射后膜小泡的脱

落，内含有表达增加的TNFsF6(肿瘤坏死因子配体超

家族6)。由于它们小到足以穿过试验中所用的过滤

器，因而在受照射细胞培养液中能发现这些膜小泡，

由此推测这些膜小泡携带着旁效应信号在细胞间传

递，从而使得细胞完成远距离的相互联系与作用。

3．3旁效应信号在受体细胞中的效应阶段

目前认为，旁效应信号作用于受体细胞后，通

过多种不同细胞内信号转导途径而使旁效应表现

为不同的形式(多为细胞死亡或基因不稳定性)。研

究较多的一条途径是抑癌基因TP53(p53)／CDKNlA

『cyclln—dependent kinase inhibitor IA，细胞周期蛋白

依赖激酶抑制剂1A(P21)】介导的DNA损伤反应通

路，该信号转导途径可通过降低DNA复制的保真度

或增加重组子活性造成细胞的遗传的改变。Iyer R

等I”认为，旁效应的发生依赖于TP53反应途径，而

SeymourC等‘坝Ⅱ认为，旁效应的发生不依赖于TP53
反应途径，他们以用HPV(人乳头状瘤病毒)转染的

角质细胞(E6蛋白已使其053缺失)为受照细胞，同

样观察到了显著的辐射旁效应，而在SW48细胞(含

野生型p53)中则发生了极强的旁效应，在PC3细胞

(含p53突变体)中仅发生了极为微弱的旁效应。对

此的解释，可能是野生型p53的存在有助于旁效应

信号的细胞内转导，而在p53缺失的情况下，则通

过其他替代途径转导旁效应信号。

Iy”R等”·。坯发现，受体细胞内线粒体)摸NADPH
(还原型辅酶Ⅱ)氧化酶／NFKB(核转录因子KB)途

径也参与旁效应的效应阶段中。他们发现发生旁效

应的细胞在照射后30 rain至2 h内，其胞内会出现持

续1—2 rain的Ca2+高峰，经研究这是由于线粒体上

NADPH氧化所致线粒体膜通透性改变的结果。细

胞内Ca2+信号以及线粒体氧化应激产生的ROS$,J可

能通过下游途径激活NFtcB，使受体细胞以凋亡或

基因表达改变的形式而表现出辐射旁效应。

4问题与展望

尽管目前微束用于辐射诱导的旁效应研究起

到了极大帮助，但仍存在许多有待改进的地方。首

先是粒子的探测系统，哥伦比亚大学的装置将探测

器置于细胞的后方，即粒子只有穿过细胞后才能被

探测到，这种设计并不能用于探测停止于细胞中粒

子的生物学效应。Gray实验室和Texas A&M大学的

装置虽将探测器置于细胞与粒子出口的中间，但这

种用光电感应探测粒子技术，限制了粒子照射的速

度。其次是所有目前使用的装置在细胞图像分析上

都采用染色的方法，即通过对细胞核进行荧光染色

来进行细胞的计算机自动定位。因此，有必要发展

一种无染色的细胞定位方法以减少细胞损伤，哥伦

比亚大学目前正在进行这种技术的尝试。此外还有
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微柬的准直系统，使其束径的减小可对单个细胞中

的特定结构如线粒体进行照射。相信微束装置的不

断改进，将有助于回答辐射诱导的旁敛应研究，尤

其是其发生机制中存有争论的问题，弄清旁效应发

生的详细过程，并由此使低剂量辐射效应基本问题

上的研究取得重大突破。
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