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X 射线对三株肿瘤细胞辐射敏感性比较  

杨宇琴  王丽丽  柯尊晖  玉业英   
黎 晨  尤培蒙  韩 冰  杨 田  郭 忠  赵 晋   

（西北民族大学医学院  兰州 730030） 

摘要  比较研究 X 射线对人子宫颈癌细胞(HeLa)、人肝癌细胞(HepG2)和人粘液表皮样癌细胞(MEC-1)的辐射

敏感性。X 射线照射三株细胞至吸收剂量 2、4、6、8 Gy 后 0.5、4 和 24 h，用克隆形成实验测定细胞增殖，

中性彗星电泳法检测 DNA 双链损伤(DNA double strand breaks, DSB)，免疫荧光染色法检测磷酸化组蛋白

H2AX (γH2AX)焦点的形成。结果显示：2、4、6、8 Gy 剂量组及照射后不同时间点均以 Hela 细胞的存活分数

(Survival fraction, SF)最高；CASP 软件分析显示，DSB 增加呈现时间和剂量依赖关系，照射后 4 h 尾矩 (Tail 

moment, TM)增加最为明显，其中以 MEC-1 细胞增加最为显著；照射后 0.5 和 4 h，γH2AX 阳性细胞率达到

100%，照射后 24 h 逐渐下降，其中 Hela 细胞下降最为明显。结果提示，克隆形成实验、中性彗星电泳和

γH2AX 焦点检测法的联合使用能有效预测肿瘤细胞辐射敏感性。 
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Comparison study on X-ray radiosensitivity in three tumor cell lines  

YANG Yuqin  WANG Lili  KE Zunhui  YU Yeying  LI Chen  YOU Peimeng   
HAN Bing  YANG Tian  GUO Zhong  ZHAO Jin 

(Medical College of Northwest Minzu University, Lanzhou 730030, China) 

ABSTRACT  The present study was to compare the X-ray sensitivity in human cervical cancer cell line HeLa, 

human hepatoma cell line HepG2, and human mucoepidermoid carcinoma cell line MEC-1. At 0.5, 4, and 24 h after 

X-ray irradiation with absorbed doses of 2, 4, 6, and 8 Gy, clonogenic assay, neutral comet electrophoresis, and 

immunofluorescence staining were used to evaluate the cell proliferation, DNA double-strand breaks (DSBs), and 

formation of phosphorylated histone H2AX (γH2AX) foci. The results showed that HeLa cells had the highest 

survival fraction (SF) for 2, 4, 6, and 8 Gy group at different time points after irradiation. Comet assay software 

project (CASP) analysis showed that DSBs increased with irradiation time, and absorbed dose. Tail moment (TM) 

increased most significantly at 4 h after irradiation, especially in the MEC-1 cells. The γH2AX phosphorylation level 
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in the three cell lines reached 100% at 0.5 and 4 h after irradiation, and then gradually decreased by 24 h, this decline 

in γH2AX phosphorylation was the most obvious in HeLa cells. The above mentioned results showed that the 

combined use of clonogenic assay, neutral comet electrophoresis, and phosphorylated γH2AX foci detection can 

effectively predict the radiosensitivity of tumor cells.   

KEYWORDS  X-rays, Tumor cells, Radiosensitivity 

CLC  R739.4 

 

放射治疗是目前肿瘤治疗的主要手段之一[1]，

但同一治疗剂量对不同组织细胞造成的损伤不同。

临床上肿瘤对射线的敏感性不同，放疗效果也存在

很大的差异[2]。本研究对三株肿瘤细胞的 X 射线放

射敏感性进行比较，为临床放射治疗提供辐射敏感

性的预测指标和方法。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

人粘液表皮样癌细胞系(MEC-1)购自第四军医

大学口腔医学院；人宫颈癌细胞系(Hela)、人肝癌

细胞系(HepG2)由本院中心实验室冻存；DMEM 
(Dulbecco's modified eagle medium)（美国 Gibco 公

司 ） ； MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide)（美国 Sigma 公司）；

DAPI (4,6-diamino-2-phenyl indole)（美国 Molecular 
Probes 公司）；碘化丙啶(Propidium iodide, PI)（美国

lsbio 公司）；鼠抗 γH2AX 单克隆抗体（美国 Upstate 
Technology 公司）；其余试剂均为国产分析纯。 

Olympus AX70 荧光显微镜（日本 Olympus 公
司）；酶联免疫分析仪（美国 Bio-Rad 公司）；DYY-6C
型电泳仪（北京市六一仪器厂）。X 射线辐照装置为

美国 RX-650 Cabinet X-Radiator System：能量 100 
kVp (Kilovolt peak，峰值电压)；电流 5 mA；吸收

剂量率 1.38 Gy/min；照射野 20 cm×20 cm。 

1.2 方法 

1.2.1 细胞培养 
三株肿瘤细胞均在 5% CO2、37 ℃的孵育箱中

贴壁培养。培养基为含有 10%灭活小牛血清、抗生

素（100 μ/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素）的

DMEM。每 3~4 d 传代一次，取对数生长期细胞用

于实验。 
 

1.2.2 细胞分组设置 
X 射线照射三株肿瘤细胞，吸收剂量分别是 2、

4、6、8 Gy，以未照射组作为对照，照射后 0.5、4
和 24 h 进行实验。 
1.2.3 克隆形成实验测定 X 射线对细胞增殖的

影响   
将浓度为 4×108 L−1 的细胞接种至 15 个 25 mm

细胞瓶中，每瓶 2 mL，另加 DMEM 培养基 2 mL， 
37 ℃孵育 24 h 后进行 X 射线照射，每个剂量组 3
瓶细胞，照射后 37 ℃继续培养。0.25%胰酶消化细

胞，制成单细胞悬液。将细胞悬液作梯度倍比稀释，

接种于直径 100 mm 培养皿中，每个剂量组 4 个皿，

设两个细胞密度组（对照组除外）（细胞密度：对

照组 5×102 个/皿；2 Gy 组，8×102 个/皿和 4×103 个/
皿；4 Gy 组，1×103 个/皿和 5×103 个/皿；6 Gy 组，

3×103 个/皿和 1.5×104个/皿；8 Gy 组，6×103个/皿
和 3×104 个/皿），每皿 DMEM 终体积 10 mL。轻

轻晃动，使细胞分散，置 37 ℃，5% CO2 条件下孵

育箱培养 10~14 d，弃去培养液，磷酸缓冲盐溶液

(Phosphate buffer saline, PBS)小心浸洗 2 次，加固定

液（甲醇:冰醋酸=3:1）固定 15 min；弃去固定液，

晾干后用 0.4%结晶紫染色 20 min，流水冲洗，空气

干燥。倒置显微镜下计数大于 50 个细胞所组成的克

隆数[3-4]，实验重复 3 次，按下式计算克隆形成率

(Plating effiency, PE) 和细胞存活分数 (Survival 
fraction, SF)。 
克隆形成率(PE)=平均克隆数/接种细胞数×100% 
细胞存活分数(SF)=照射后细胞形成的克隆数/接种

细胞数×未照射细胞克隆形成率×100% 
1.2.4 中性彗星电泳检测 DNA 双链损伤 

消化并调整细胞浓度为 4×107 L−1；将 50 μL 1%
的低熔点琼脂糖凝胶(Agarose type Ⅶ)均匀铺开于

毛玻片上，室温下放置备用。将 400 μL 的上述细胞

和 1.2 mL 1%低熔点琼脂糖凝胶 40 ℃下预热，混匀 
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后迅速铺到第一层凝胶上（约 1.4 mL），室温固化

3 min。将载玻片浸没于新配制的预冷裂解液中（含

0.4~0.5 mg/mL 蛋白酶 K，使用前加入），4 ℃裂解

l h，小心移入 37 ℃孵育箱孵育 18~20 h；TBE 缓冲

液（45 mmol/L Tris-硼酸；1 mmol/L EDTA，pH=8.5）
漂洗载玻片 3 次，每次 30 min。将载玻片静置于电

泳槽中 30 min，注意液面高于载玻片 2 mm，避光；

调整缓冲液液面高度，使电压为 16~18 V，电流约

7 mA，电泳 25 min。1% H2O2 固定玻片 10 min，双

蒸水充分洗涤。PI (5 μg/mL)染色 30 min，置于密闭

湿盒中，4 ℃保存（在 24 h 内观察，以防止荧光淬

灭）。在荧光显微镜（10×40 倍）紫外光(UV)的激

发下，DNA 图像呈橘红色。每个载玻片拍摄至少

50 个细胞，每个药物剂量拍摄 3 张片子，实验重复

3 次，图片用 CASP 软件分析，计算彗星尾长、头

部 DNA 百分含量，尾部 DNA 百分含量、尾矩(Tail 
moment, TM)和 Olive 尾矩(Olive tail moment, OTM)
等指标[5-7]。TM 定义为迁移的平均距离与彗尾部

DNA 的分数的乘积[8]。OTM 计算方法：尾部光密

度重心与头光密度重心之间的距离×尾部DNA百分

含量[9]。 
1.2.5 免疫荧光染色法检测 γH2AX 焦点的形成 

将浓度为 2×108 L−1 的细胞 100 μL 接种至已放

有盖玻片的 35 mm×10 mm 培养皿（盖玻片清洁后

用 95%乙醇浸泡后过火，预先放入培养皿）中，37 ℃
孵育 2 h，加入 DMEM 培养基 2 mL，培养 24 h。免

疫荧光检测参照 Macphail 等[6]的方法，稍作改动。

将盖玻片取出，预冷的 TBS 缓冲液（25 mmol/L Tris, 
137 mmol/L 氯化钠，2.7 mmol/L 氯化钾）洗涤 2
次，4%多聚甲醛固定 20 min；TBS 洗涤，5 min×3
次；0.2% Triton-X 100 破膜，摇床转速 100 r/min，
15 min；TBS 洗涤，5 min×3 次；TTN 封闭液（TBS
加重量浓度 1%的BSA，体积分数 0.2%的Tween 20）
浸泡 10 min，PBS 洗涤 5 min×3 次；标记 TTN 稀释

鼠 γH2AX 单克隆一抗(1: 500)，孵育 2 h；TBS 洗涤，

1 min×2 次，TTN 洗涤 1 min，标记 TTN 稀释山羊

抗鼠 FITC-IgG (1: 200)，孵育 1 h；TBS洗涤，5 min×3
次，注意避光； DAPI (0.05 μg/mL)染色 5 min，TBS
洗涤，5 min×3 次，注意避光；固定液封片，Olympus 
IX51 荧光显微镜下观察。γH2AX 焦点定量按 Daniel
等的方法[10]，用 Image Pro Plus 软件进行 γH2AX 焦

点定量计数，γH2AX 焦点数量大于 5 为阳性细胞。

每张片子至少统计 800 个细胞。 

1.2.6 统计分析方法 
实验数据用 x s± 表示，采用 SPSS 11.5 分析数

据，单因素方差分析检验多组平均数之间的差别，

p<0.05 时，差别具有统计学意义。 

2 结果 

2.1 X 射线抑制 MEC-1、HepG2 和 Hela 细胞增

殖 

克隆形成实验结果显示，X 射线照射 Hela、
MEC-1 和 HepG2 细胞至吸收剂量 2、4、6、8 Gy
后 0.5、4 和 24 h，各组细胞的存活分数均呈现剂量

依赖性降低(p<0.05)，其中，各剂量组和时间点均以

Hela 细胞的存活分数最高；照射后 4 和 24 h，各剂

量组的存活分数均有所回升（图 1）。 

 
图 1  X 射线对 MEC-1 细胞、HepG2 细胞和 

Hela 细胞克隆形成的影响 
Fig.1  Effects of X-rays on clone formation of Hela,  

MEC-1, and HepG2 cell lines  
n=4, *p<0.05, **p<0.01 vs. control group 
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2.2 X 射线诱导了 MEC-1、HepG2 和 Hela 细胞

的 DNA 双链损伤 

中性彗星电泳检测结果显示，X 射线照射 Hela、 
MEC-1 和 HepG2 细胞至吸收剂量 2、4、6、8 Gy
后 0.5、4 和 24 h，三株细胞均呈现出彗星细胞指标

的典型改变。照射后 0.5 h，各剂量组 TM 明显升高，

且以照射后 4 h 组数值最大，其中，MEC-1 细胞在

照射后 4 h 的 TM 增加最为明显，6 Gy 照射组达到

了 84.56，而 Hela 细胞 TM 增加相对较少，与其它

两株细胞比较有显著性差异(p<0.05)；照射后 24 h，
各剂量组的TM值均有不同程度的回落（图2、表1）。 

 

图 2  X 射线照射后 4 h 细胞中性彗星电泳图  
Fig. 2  Comet images detected by neutral comet assay at 4 h after X-ray irradiation 

 

表 1  X 射线照射后不同时间点三株细胞 TM 比较 
Table 1  Comet tail moment (TM) comparison of three cell lines at different time points after X-ray irradiation 

组别 Groups 剂量 Dose / Gy 
0 2 4 6 8 

MEC-1/Hela at 0.5 h  20.13/17.33 20.32/20.10 24.35/22.51 38.38/23.47* 41.32/20.98** 
MEC-1/Hela at 4 h 20.13/17.33 54.21/23.37** 68.28/33.41** 84.56/34.89** 81.27/33.56** 

MEC-1/Hela at 24 h 20.13/17.33 19.16/20.93 20.85/20.51 31.97/20.27* 30.23/19.70* 

MEC-1/HepG2 at 0.5 h 20.13/17.91 20.32/30.59* 24.35/40.20* 38.38/44.18* 41.32/42.49 

MEC-1/HepG2 at 4 h 20.13/17.91 54.21/33.53* 68.28/41.70** 84.56/51.77** 81.27/47.40** 

MEC-1/HepG2 at 24 h 20.13/17.91 19.16/19.62 20.85/21.85 31.97/23.62* 30.23/22.15* 

Hela /HepG2 at 0.5 h 17.33/17.91 20.13/30.59* 22.51/40.20* 23.47/44.18* 20.98/42.49* 

Hela /HepG2 at 4 h 17.33/17.91 23.37/33.53* 33.41/41.70** 34.89/51.77* 33.56/47.40* 

Hela /HepG2 at 24 h 17.33/17.91 20.93/19.62 20.51/21.85 20.27/23.62** 19.70/22.15 

注：与对照组相比，*p<0.05, **p<0.01。 
Note: compared with control group, *p<0.05, **p<0.01.  

 

2.3 X 射线诱导 γH2AX 的形成具有时间和剂量

效应 

免疫荧光染色检测结果显示，X 射线照射 Hela、
MEC-1 和 HepG2 细胞至吸收剂量 2、4、6、8 Gy
后 0.5、4 和 24 h，γH2AX 焦点均有不同程度表达。

0.5 h 后，三株细胞细胞核内均出现明显的绿色荧光 
 

焦点（图 3）。与对照组相比，照射后 0.5、4 和 24 
h 三株细胞 γH2AX 阳性细胞率均有明显增加

(p<0.05)，其中，2 Gy 组照射后 0.5 h，三株细胞

γH2AX 阳性细胞率即达到 100%；照射后 24 h 阳性

细胞率逐渐下降，但与对照组相比仍有显著性差异

(p<0.05)，其中 Hela 细胞 γH2AX 阳性细胞率下降最

为明显（图 4）。 
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图 3  8 Gy 组 X 射线照射后 0.5 h 三株肿瘤细胞 γH2AX 焦点形成图像 
Fig.3  Digitized images of γH2AX foci at 0.5 h after X-ray irradiation for 8 Gy group 

 

 

图 4  X 射线照射后三株肿瘤细胞 γH2AX 焦点形成的 
时间和剂量效应 

Fig.4  Time and dose effects of γH2AX foci formation in 
X-ray irradiated Hela, HepG2, and MEC-1 cell lines  

n=3, *p<0.05, **p<0.01, compared with control group 

3 讨论 

放射治疗是目前肿瘤治疗的主要手段之一。肿

瘤细胞对放射治疗的敏感性受各种因素的影响，其

中，肿瘤组织的细胞类型是最主要的因素，而肿瘤

细胞的增殖能力也起着很重要的作用[11]。本研究选

用不同组织来源的肿瘤细胞，研究 X 射线对三株肿

瘤细胞的辐射敏感性。 
克隆形成实验结果显示：各剂量组及照射后不

同时间点均以 Hela 细胞的 SF 最高；随着照射后时

间的推移，三株细胞的 SF 均有所升高。该结果说

明，与 其它两株肿瘤细胞相比，Hela 细胞对 X 射

线具有更强的耐受性（图 1）。 
进一步研究显示，肿瘤细胞对射线的敏感性与

细胞的 DNA 损伤程度及修复能力密切相关。一般

认为，射线可直接导致 DNA 损伤，同时使细胞中

以及细胞间的水发生电离，产生大量氧自由基，间

接产生 DNA 损伤进而导致细胞死亡[12]。DNA 损伤

类型中最严重的是 DNA 双链断裂(DNA double 
strand breaks, DSB)，如果修复不及时，可以引起染

色体转位、遗传信息缺失，甚至细胞死亡[13]。DNA
损伤的检测方法包括荧光原位杂交、彗星实验、高

效毛细管电泳、序列凝胶电泳等，其中的中性彗星

实验被广泛用于 DSB 检测[6]。本实验以 TM 为彗星
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实验的检测指标，研究显示，X 射线诱导三株肿瘤

细胞 DSB 呈现时间和剂量依赖关系，均以照射后 4 
h TM 变化最为明显。其中，6 Gy 组的 X 射线照射

MEC-1 细胞后 4 h， TM 值高达 84.56，说明相比于

HepG2 和 HeLa 细胞，MEC-1 细胞对 X 射线照射最

为敏感(p<0.05)；就 HepG2 和 HeLa 细胞而言，照

射后 4 h HepG2 的 TM 值大于 HeLa 细胞(p<0.05)，
这与上述克隆形成实验结果一致，即 Hela 细胞对 X
射线具有更强的耐受性（表 1）。 

DNA 损伤应答(DNA damage response, DDR)是
一个异常复杂的调控系统。当发生电离辐射造成

DSB 时 ， 磷 脂 酰 肌 醇 -3- 激 酶 样 激 酶 家 族

(Phosphate-dyl-inositol-3-kinase-like proteinkinases, 
PIKKs) 成 员 ： ATM(Ataxia telangiectasia 
mutatedgene)、ATR(Ataxia-telangiectasia and Rad-3  
related) 和 DNA-PK(DNA-dependent protein  
kinase)被激活，动员一系列磷酸化级联反应，启动

应激系统，活化 DDR 信号途径的下游分子，如

γH2AX、MRN、Chk2 和 p53 等，进行 DNA 修复，

产生细胞周期阻滞或者启动凋亡程序[14]。研究表

明，磷酸化组蛋白 H2AX (γH2AX)是反映 DSB 的敏

感性指标[15]，且 γH2AX 焦点与 DSB 的数量关系呈

一一对应关系，γH2AX 荧光染色是检测 DSB 存在

的金标准[16]。本课题组开展了一系列 γH2AX 作为

辐射和化疗敏感性指标的研究工作，证实了 γH2AX
是预测放化疗敏感性的有效研究参数[17-18]。 

本研究采用免疫荧光染色法对 γH2AX 的表达

进行检测。该方法可对 γH2AX 形成的焦点数进行

直观计数，比传统的 DSB 检测方法操作更简便、灵

敏度更高[19-20]。实验结果显示：照射后仅 0.5 h，
γH2AX 阳性细胞率在各照射剂量组均达到 100%，

且 100%的高表达率持续到照射后 4 h；照射后 24 h，
三株细胞 γH2AX 阳性细胞率逐渐下降，但是与对

照组相比仍有显著性差异，与其它两株细胞相比，

Hela 细胞下降最为明显（p<0.05，图 3），说明 Hela
细胞对 DSB 修复最快，证实了 Hela 细胞对 X 射线

照射具有更强的耐受性。 
综上所述，克隆形成实验、中性彗星电泳和

γH2AX 焦点检测法的联合使用能有效预测肿瘤细

胞辐射敏感性。该研究为临床肿瘤的放射治疗提供

了有益的参考依据。 
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