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12C 重离子与 酌 射线对人外周血淋巴细胞
Peng鄄EBV 增殖、细胞周期及凋亡影响的
比较
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【摘要】 目的 比较 12C 重离子与 酌 射线对人外周血淋巴细胞 Peng鄄EBV 增殖抑制率、细胞周

期和凋亡率的影响。方法 对 Peng鄄EBV 细胞分别进行 2.0 Gy 的 12C 重离子和 酌 射线照射，通过

MTS 法检测细胞增殖变化，流式细胞术检测细胞凋亡率和周期分布。结果 2.0 Gy 重离子射线和

酌 射线作用后，Peng鄄EBV 细胞的增殖抑制率均显著升高。与对照组相比，2.0 Gy 射线照射后 24、
48、72 h 细胞增殖抑制率差异有统计学意义（重离子射线：t=10.53、4.11、37.30，P<0.05；酌 射

线：t=7.18、8.26、26.11，P<0.05）。12C 重离子对细胞的增殖抑制率在照射后 72 h 内呈时间依赖

性升高，而 酌射线则在照射后 48 h 时增殖抑制率最高，而后降低。重离子射线照射后 12 h 和 24 h，
细胞凋亡率分别较对照组增加了 7.92 和 13.41 倍（t=7.09、4.13，P<0.05）；而 酌 射线照射后 12 h
和 24 h，细胞凋亡率分别为对照组的 2.43 和 5.64 倍（t=8.98、20.52，P<0.05）。重离子射线照射

后 12 h 和24 h，细胞 G2/M 期阻滞程度分别较对照组增加 5.11 和 11.77 倍（t=12.06、100.08，P<
0.05）；而酌 射线照射后 12 h 和 24 h，细胞 G2/M 期阻滞程度分别为对照组的 5.82 和 7.68 倍（t=
19.35、10.30，P<0.05）。结论 12C 重离子对人外周血淋巴细胞造成的生物学效应远高于 酌 射线。
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揖Abstract】 Objective To compare the effects of carbon heavy ion and 酌 ray on cell survival, cell
cycle and cell apoptosis. Methods Peng鄄EBV cells were irradiated by carbon heavy ion and X鄄ray. MTS
was used to detect the cell survival. Cell cycle and apoptosis were analyzed by flow cytometry. Results
The proliferation inhibition rate of Peng鄄EBV cell was significantly increased after 2.0 Gy heavy ion rays
and 酌 rays. Compared with the control group, the cell proliferation inhibition rate difference was
statistically significant after 2.0 Gy rays at 24 h, 48 h, 72 h 渊heavy rays院 t=10.53, 4.11, 37.30, all P<0.05;
酌 rays院 t=7.18, 8.26, 26.11, all P<0.05冤. The cell proliferation inhibition rate showed a time鄄dependent
increase, and reached its peak at 72 h after heavy ion rays, while the cell proliferation inhibition rate after 酌
ray reached its peak at 48 h, and then decreased. Compared with the control group, the apoptosis rate of
Peng鄄EBV cell increased 7.92 and 13.41 times respectively at 12 h and 24 h after 2.0 Gy heavy ion rays
渊t=7.09, 4.13, both P<0.05冤, while it was 2.43 and 5.64 times after 2.0 Gy 酌 rays渊t=8.98, 20.52, P<
0.05冤. Compared with the control group, the G2/M phase arrest increased 5.11 and 11.77 times
respectively at 12 h and 24 h after 2.0 Gy heavy ion rays渊t=12.06, 100.08, both P<0.05冤, however, it was
5.82 and 7.68 times after 2.0 Gy 酌 rays渊t=19.35, 10.30, both P<0.05冤. Conclusion 12C heavy ion
irradiation shows more stronger biological effects on human peripheral blood lymphocyte than 酌 ray.
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·论著·

随着航天科技和肿瘤放射治疗技术的迅猛发

展，重离子生物效应研究已成为目前关注的热点。
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图 1 2.0 Gy 重离子射线和 酌 射线作用后 Peng鄄EBV 细胞增殖

抑制率的变化

Fig.1 The proliferation inhibition rates changes of Peng鄄EBV cells
after 2.0 Gy heavy ion rays and 酌 rays irradiation

免疫系统作为电离辐射敏感靶器官之一，在受到急

性辐射损伤后，机体免疫功能受到抑制，免疫平衡

失调，严重影响机体损伤的恢复。众所周知高剂量

X 或 酌 射线照射可以导致机体免疫功能受到严重抑

制。最近越来越多的证据表明，重离子射线也会严

重影响机体的免疫系统[1-2]。由于重离子射线属于

高传能线密度（linear energy transfer，LET）射线，传

统的 X 或 酌 射线属于低 LET 射线。那么两种不同

的 LET 射线对免疫系统的影响有何不同？为回答

这一问题，本研究选择转化人淋巴细胞 Peng鄄EBV
（Epstein鄄Barr virus）为研究对象，通过检测相同剂

量照射后细胞增殖、凋亡及周期分布的变化，比较
12C 重离子射线与 酌 射线对淋巴细胞的生物学效应

的影响。本问题的阐明将为重离子生物效应研究和

不同 LET 射线对免疫系统影响的机制研究提供基

础资料。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

Annexin V鄄异硫氰酸荧光素/碘化丙啶染料细胞

凋亡试剂盒和碘化丙啶染料细胞周期试剂盒购自中

国南京凯基生物科技发展有限公司，3鄄（4，5 鄄二
甲基吡啶鄄2鄄基）鄄5 鄄（3鄄羧基甲氧基苯基）鄄2 鄄（4 鄄磺
苯基）鄄2H鄄四唑（MTS）一步法细胞活力检测试剂盒

购自美国 Promega 公司。

1.2 细胞系与分组

人外周血淋巴细胞 Peng鄄EBV 购自中国科学院

昆明动物研究所。实验分为：对照组（不作任何照

射处理）、2.0 Gy 12C 重离子射线照射组和 2.0 Gy 酌
射线照射组。

1.3 照射条件

重离子束由中国科学院近代物理研究所兰州重

离子研究装置辐照终端引出，每个原子核能量为

165 MeV，照射剂量率约为 0.3~0.5 Gy/min，单次

吸收剂量为 2.0 Gy； 酌 射 线 采 用 60Co 治 疗 机

（GWGP80，中国核动力研究设计院设备制造厂）发

出，照射野 10 cm伊10 cm，源靶距 80 cm。剂量率

为 0.72 mGy/min，单次吸收剂量为 2.0 Gy。
1.4 细胞增殖实验

取对数生长期的细胞，用胰酶消化制备单细胞

悬液，接种于 96 孔板中，每孔 100 滋l（约 15 000
个细胞），分别给予 2.0 Gy 的重离子束和 酌 射线照

射。用酶联免疫检测仪在 490 nm 波长处测定其吸

光度（A）值。计算细胞的增殖抑制率，抑制率=（1-
实验组 A 值/对照组 A 值）伊100%。

1.5 流式细胞术检测细胞凋亡

分别取 2.0 Gy 照射后 12、24 h 的细胞，制备

成单细胞悬液，用 1伊PBS 洗两遍，加入适量的 An原
nexinV鄄异硫氰酸荧光素和碘化丙啶溶液，室温孵

育 20 min。采用美国 Beckman Coulter 公司生产的

Cytomics FC500 流式细胞仪进行检测，收取细胞并

用 EXP032 软件分析数据，记录凋亡细胞的百分

数，每样收集10 000 细胞，每组设有 3 个平行样。

1.6 流式细胞术检测细胞周期

分别取 2.0 Gy 照射后 12、24 h 的细胞，制备

成单细胞悬液，严格按照细胞周期试剂盒说明书进

行操作，每个样品设 3 个平行样。细胞周期结果用

Multicycle for windows 32鄄bit 软件分析 G0/G1、S、G2/
M 期细胞含量。

1.7 统计学分析

实验数据均以 x依s 表示，用 IBM SPSS Statistics
V21.0 软件进统计学分析，组间差异采用 t 检验，

P<0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 重离子射线和 酌 射线作用后 Peng鄄EBV 细胞增

殖抑制率的时程变化

如图 1 所示，2.0 Gy 重离子射线和 酌 射线作用

后，Peng鄄EBV 细胞的增殖抑制率均显著升高。与

对照组相比，2.0 Gy 重离子射线照射后 24、48、
72 h 细胞增殖抑制率差异有统计学意义 （t =
10.53、4.11、37.30，P<0.05）；2.0 Gy 酌 射线照射
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后 24、48、72 h 细胞增殖抑制率差异有统计学意

义（t=7.18、8.26、26.11，P<0.05）。其中 酌 射线对

Peng鄄EBV 细胞的抑制程度呈时间依赖性增强，

并于照射后 48 h 达到最强，而后稍有回落。而

重离子射线则在照射后呈时间依赖性持续增强，

并于72 h 达到最高。但在照射后同一时间（24、
48 h）时，酌 射线对 Peng鄄EBV 细胞的抑制程度高

于重离子射线。

2.2 重离子射线和 酌 射线作用后 Peng鄄EBV 细胞凋

亡率的时程变化

从图 2 可以看到，两种射线均可以诱导细胞发

生显著凋亡，并且凋亡率随照射时间的延长而增

高。其中重离子射线照射后 12 和 24 h，细胞凋亡

率分别为对照组的 8.92 和 14.41 倍，两者间的差异

具有统计学意义（t=7.09、4.13，P<0.05）；而 酌 射

线照射后 12 和 24 h，细胞凋亡率分别为对照组的

2.43 和 5.64 倍，两者间的差异同样具有统计学意

义（t=8.98、20.52，P<0.05）。

2.3 重离子射线和 酌 射线对 Peng鄄EBV 细胞周期进

程的影响

从表 1 可以看出，重离子束照射后，可以诱导

Peng鄄EBV 细胞发生显著的 G2/M 期阻滞，照射后

12 h 发生阻滞的程度较对照组增加约 5.11 倍，两

者间的差异具有统计学意义（t=12.06，P<0.05），而

照射 24 h 后细胞发生阻滞的程度较对照组增加

11.77 倍，两者间的差异具有统计学意义（t=100.08，
P<0.05）。同时，酌 射线作用后也可以诱导细胞发

生不同程度的 G2/M 期阻滞，但其阻滞程度明显低

于重离子束，照射后 12、24 h 的阻滞程度分别为

对照组的 5.82 倍和 7.68 倍，两者间的差异具有统

计学意义（t=19.35、10.30，P<0.05）。
3 讨论

本研究采用 60Co 酌 射线和 12C 重离子两种具有

不同 LET 的射线对人淋巴细胞 Peng鄄EBV 进行照

射，重点观察两种射线对细胞增殖抑制率、凋亡率

及周期分布的影响。结果显示，重离子射线和 酌
射线均可以使 Peng鄄EBV 细胞的增殖受到抑制，但

在照射后 72 h 内，重离子束引起的细胞增殖抑制

率呈时间依赖性持续升高，而 酌 射线则在照射后

48 h 增殖抑制率达到最高，而后回落。肖凤君等[3]

研究发现，2.0 Gy 12C 重离子抑制人外周血分离获

得的淋巴细胞增殖，与本研究结果一致。而本研究

中两种射线在相同剂量照射后增殖抑制率变化趋势

的差异可能与其 LET 不同有关。60Co 酌 射线属低

LET 射线，低 LET 射线穿过生物体时产生的是稀

疏电离，所致损伤比较简单且相对较易修复；而重

离子属高 LET 射线，其穿过生物体时产生的是密

集电离，所致损伤比较复杂且不易修复[4]，因此随

着照射后时间的延长，酌 射线诱导的 DNA 损伤逐

渐被修复，从而使射线对细胞的抑制能力减弱。另

外汪传高等[5]研究表明，12C 重离子造成的人外周血

淋巴细胞微核率明显高于 60Co 酌 射线。因此 12C 重

离子对人外周血淋巴细胞持续较高的增殖抑制率也

可能与其诱导的细胞微核率较高有关。本实验结

果表明在照射后同一时间（24、48 h），酌射线对

淋巴细胞的抑制程度高于重离子射线。这可能与电

离事件的饱和机理有关，靶学说观点认为射线要杀

死细胞，必须给靶部位以足够的能量，稀疏电离辐

射的带电离子径迹上的电离事件被分散在较长的间

距中，同一靶部位发生多于一次的电离事件几率不

图 2 2.0 Gy 重离子射线和 酌 射线作用后 Peng鄄EBV 细胞凋亡

率的变化

Fig.2 The cell apoptosis rates changes of Peng鄄EBV cells after
2.0 Gy heavy ion rays and 酌 rays irradiation
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表 1 2.0 Gy 重离子射线或 酌 射线作用后 Peng鄄EBV 细

胞周期的变化（%，x依s）
Table 1 The cell cycle changes of Peng 鄄 EBV after 2.0 Gy

heavy ion rays or X rays irradiation（%，x依s）

65.80依3.77 14.40依2.46 19.80依1.25
62.7依4.78 11.18依1.74 26.12依3.53

组别 G1 期

51.89依2.37 27.33依1.45 20.79依3.82

S 期 G2/M 期

31.52依1.67 3.40依0.76对照组

重离子射线照射组

65.11依0.87

38.48依0.45 18.10依0.01 43.43依0.46
2.0 Gy-12 h
2.0 Gy-24 h

酌 射线照射组

2.0 Gy-12 h
2.0 Gy-24 h
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大，随着 LET 的增加，径迹上的电离密度增大，

靶部位发生的电离事件增多，对细胞的杀伤作用也

随之增大[6]。当 LET 高到一定程度时，致死损伤已

经产生，多余的电离事件并不能对杀死细胞作出贡

献，而产生超杀效应，造成能量的浪费。如果 LET
射线剂量再高，离子径迹间的几何空间变小，反而

不利于电离事件的产生，而使失活效应降低[7]。因

此本研究结果所示的 12C 重离子在照射后相同时间

时对淋巴细胞的增殖抑制率比 酌 射线低，可能与

其较高 LET 产生的超杀效应有关。

众所周知，哺乳动物细胞的生长与增殖依赖

于细胞周期的正常运转，细胞周期阻滞的发生会

为损伤细胞的修复创造时间，修复成功的细胞周

期正常运转，修复失败的细胞则进入凋亡途径。

电离辐射作用可改变细胞的周期进程。细胞经过

G1 期、S 期和 G2/M 期 3 个检查点来控制细胞周期

进程。细胞的 DNA 损伤后将启动一个快速的磷酸

化级联反应，通过人共济失调毛细血管扩张症突

变基因和人共济失调毛细血管扩张症 Rad猿 相关蛋

白的转导，将损伤信号传至检测点激酶 1 或检测

点激酶 2，后者调控细胞周期蛋白/细胞周期依赖

性蛋白激酶复合物，进而引起细胞周期阻滞[8]。电

离辐射主要引起细胞发生 G1 或 G2/M 期阻滞 [9]。
本研究结果显示，重离子射线与 酌 射线作用后，

Peng鄄EBV 细胞 G2/M 期检测点被激活，细胞将对

损伤进行修复，且随着照射时间的延长阻滞程度

增强；从凋亡率可以看出，大部分细胞已经发生

凋亡，细胞的修复并没有成功。此外，实验结果

表明，12C 重离子射线造成的 G2/M 期阻滞与凋亡

率均高于 酌 射线。这可能与不同 LET 射线对 DNA
造成损伤的类型及修复程度不同有关，高 LET 射

线造成的损伤以 DNA 簇损伤且以双链断裂为主，

造成的损伤更难修复[5]，因此其诱导的淋巴细胞凋

亡发生率明显高于 酌 射线，提示具有高 LET 的 12C
重离子射线对人外周血淋巴细胞造成的生物效应

远高于 酌 射线。

综上所述，12C 重离子射线更易损伤人外周血

淋巴细胞及免疫系统。而有效防护是重离子射线应

用于肿瘤放射治疗及宇航员飞行防护中亟需解决的

问题。本研究对重离子肿瘤治疗、宇航员宇宙飞行

中受到的辐射损伤研究等具有重要的指导意义。
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