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·基础研究·

人宫颈癌获得性放射抗拒细胞株（ＨｅｌａＲ）ＤＮＡ修复能力的观察

刘　晨，庞学利△

（第三军医大学西南医院肿瘤科，重庆４０００３８）

　　摘　要：目的　观察人宫颈癌获得性放射抗拒细胞株（ＨｅａｌＲ）与其亲本细胞（Ｈｅｌａ）ＤＮＡ修复能力的差异。方法　采用克隆

形成实验测定细胞的放射敏感性；ＣＣＫ８细胞增殖实验检测增殖情况，流式细胞术检测凋亡及周期变化，彗星实验及５乙基２′

脱氧尿苷（ＥｄＵ）掺入检测ＤＮＡ的修复能力。结果　ＨｅｌａＲ细胞株的平均致死剂量显著高于Ｈｅｌａ细胞株。Ｘ射线照射后，Ｈｅｌａ

Ｒ细胞株早、晚期凋亡率均低于 Ｈｅｌａ细胞。２４、４８、７２ｈＨｅｌａ和 ＨｅｌａＲ细胞株的光密度值（ＯＤ）值分别为１．１３±０．１２、１．４６±

０．１３（犘＜０．０５）；１．３４±０．０７、１．２０±０．０７（犘＜０．０５）；１．５８±０．０７、１．４８±０．０７（犘＜０．０５）。ＨｅｌａＲ细胞株放疗后１２～４８ｈＧ２ 期

细胞显著增多。ＨｅｌａＲ细胞株放疗后２４ｈ与４８ｈ，彗星尾长均短于 Ｈｅｌａ细胞株。Ｘ射线照射１ｈ后，ＨｅｌａＲ细胞株ＥｄＵ荧光

强度为１２１．３２±３９．６７（犘＜０．０１），高于 Ｈｅｌａ细胞株。结论　ＨｅｌａＲ较 Ｈｅｌａ细胞株具有显著的放射抗拒性，ＤＮＡ损伤修复能力

的增强是其产生的重要机制之一。
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　　宫颈癌是严重危害妇女健康的恶性肿瘤，死亡率约为

５０％
［１］。目前主要通过手术、放疗、化疗等手段综合治疗，其中

中晚期宫颈癌多以放疗为主。根治性放疗后仍有部分治疗失

败，其中超过５０％为盆腔内复发，且多发生在治疗后两年内。

放疗后复发癌治疗困难，部分患者仍需接受再次放疗，然而平均

５年生存率不到２０％
［２］。一般认为放疗后复发的肿瘤细胞对放

疗敏感性降低，盲目提高照射剂量往往无法消除肿瘤，更可能损

伤正常组织。关于放疗后诱导及复发肿瘤放疗抗拒的机制，目

前仍不十分明确。本研究通过对本室建立的人宫颈癌获得性放

射抗拒细胞株（ＨｅｌａＲ）的放射生物学特性进行研究，模拟临床

宫颈癌放疗后获得的放射抗拒，着重观察了ＤＮＡ损伤修复的指

标，希望能揭示ＤＮＡ修复能力在放疗抵抗产生中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器　宫颈癌细胞 Ｈｅｌａ细胞株为本科室培养保

存，ＨｅｌａＲ细胞株为本室诱导的放射抗拒细胞株；ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＦＩＴＣ细胞凋亡测试盒、细胞周期试剂盒购自上海贝博（Ｂｅｓｔ

Ｂｉｏ）生物公司；低熔点琼脂糖和琼脂糖购自Ｓｉｇｍａ公司；Ｃｅｌｌ

ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）试剂购自ＤＯＪＩＮＤＯ公司；ＥｄＵ试剂盒

购自锐博生物科技有限公司；放疗设备为美国瓦里安公司的

Ｖａｒｉｎａｎ２３００Ｃ／Ｄ直线加速器；流式细胞仪为美国ＢＤ公司的

ＦＡＣＳＡｒｉａＴＭⅡ型流式细胞仪；荧光显微镜为 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司

ＩＸ７１型荧光显微镜。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养
［３］
　将 Ｈｅｌａ细胞株呈贴壁生长，培养于含

１０％新生牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液，置于３７℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中培养，用０．２５％ 胰蛋白酶消化传代。

１．２．２　诱导放射抗拒株的照射条件与诱导方法　常规分割法

依据单次照射剂量与照射次数分为４个组。单次剂量２Ｇｙ，
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照射次数分为１５、２０、２５、３０次照射后，传代至细胞形态、增殖

状态稳定，冻存备用；亚致死剂量法：取对数生长期细胞，分别

给予２、４、６、８、１０ＧｙＸ射线照射。确定６Ｇｙ为 Ｈｅｌａ细胞株单

次照射的亚致死剂量，并传代至细胞形态，增殖稳定，冻存备用。

１．２．３　克隆形成实验　制备单细胞悬液后，利用流式细胞仪

接种于２４孔板内，每孔接种８００个细胞。待细胞贴壁并状态

稳定后，应用６ＭＶＸ射线给予０、２、４、６、８、１０Ｇｙ照射。常规

培养１０ｄ后，结晶紫染色，计数所形成的集落（≥５０个细胞数

的集落）；应用Ｇｒａｐｈｐａｄ５．０绘制并拟合单击多靶模型曲线。

１．２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测　取对数生长期细胞，

消化成单细胞悬液。取５万～１０万个细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，弃上清液，加入４００μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液轻轻重

悬细胞。加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，轻轻混匀后，室温（２０～

２５℃）避光孵育１０ｍｉｎ。加入１０μＬ碘化丙啶（ＰＩ）染色液，用

流式细胞仪检测。

１．２．５　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　取对数生长期的细胞，以

２０００个细胞每孔接种于９６孔培养板内。培养２４ｈ后，给予６

ＧｙＸ射线处理。２４、４８、７２ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液作

用２ｈ。酶联免疫检测仪４５０ｎｍ处检测各孔光密度值（ＯＤ值）。

１．２．６　细胞周期检测　取对数生长期细胞，制成细胞悬液，滴

加到７０％预冷乙醇中，４℃固定２４ｈ以上。ＰＢＳ洗涤去乙

醇，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，洗２遍，０．５ｍＬＰＢＳ重悬细胞，加

入ＰＩ和核糖核酸酶Ａ（ＲＮａｓｅＡ）至终浓度５０μｇ／ｍＬ，３７℃温

浴３０ｍｉｎ，用流式细胞仪测定周期。

１．２．７　彗星实验
［４］
　放射处理后的细胞悬液，加入２００μＬ

０．７％低熔点琼脂糖凝胶（ＬＭＰＡ）混匀，滴于预先处理好的琼

脂糖胶片上，盖上盖玻片。４℃避光，固化１０ｍｉｎ。玻片浸于

新鲜配制并预冷的细胞裂解液中，４℃避光１ｈ。取出玻片，加

新鲜配制的电泳缓冲液至高于玻片表面，４℃避光，解旋２０

ｍｉｎ。调节电压２５Ｖ，调整液面高度使电流达到３００ｍＡ，避

光，电泳２０ｍｉｎ。取出玻片，中和缓冲液浸泡５ｍｉｎ，２～３次。

ＥＢ染色后荧光显微镜下观察，随机取５０个细胞，用 ＣＡＳＰ分

析软件进行分析。

１．２．８　５乙基２′脱氧尿苷（ＥｄＵ）掺入实验　将细胞接种于

９６孔培养板内，每孔２０００个，培养过夜。给予６ＧｙＸ射线处

理，培养１ｈ后，每孔加入１００μＬ５０μｍｏｌ／ＬＥｄＵ培养基孵育

２ｈ。４％多聚甲醛固定后，每孔加入１００μＬ的 Ａｐｏｌｌｏ染色反

应液孵育３０ｍｉｎ。每孔加入１００μＬ的 Ｈｏｅｃｈｅｓｔ反应液孵育

３０ｍｉｎ。采用荧光显微镜获取荧光图片。每组分别从５个不

同视野中选取５０个非Ｓ期细胞（紫色箭头），利用Ｉｍａｇｅｐｒｏ

ｐｌｕｓ软件分析相对荧光强度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，多组间比较采用方

差分析；计数资料采用率表示，组间采用χ
２ 检验，检验水准α＝

０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　克隆形成实验　本实验采用常规分割与亚致死剂量法诱

导选出５组获得性放射抗拒细胞，２Ｇｙ／２０次组未能稳定传

代、成系，最终成功建系４组。采用克隆形成实验，比较各组与

亲本细胞的放疗敏感性；并以多靶单击模型拟合存活曲线。见

表１、图１。本研究发现单次２Ｇｙ，照射２５次后的细胞放疗抗

拒性最强（平均致死剂量Ｄ０＝４．８１２），为亲本的１．７６倍，差异

有统计学意义（犘＜０．０１），将其命名为 ＨｅｌａＲ。

２．２　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测　Ｈｅｌａ与 ＨｅｌａＲ细胞

株在给予６ＭＶ６ＧｙＸ射线照射后２４ｈ，早期凋亡率分别为

２．３２％、１．７６％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；晚期凋亡率分

别为１２．１４％、５．７３％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见图２。

２．３　ＣＣＫ８细胞增殖实验　Ｈｅｌａ与 ＨｅｌａＲ细胞株在以６

ＭＶ６ＧｙＸ射线照射后２４、４８、７２ｈ后，检测各组ＯＤ值分别

为１．１３±０．１２、１．４６±０．１３（犘＜０．０５）；１．３４±０．０７、１．２０±

０．０７（犘＜０．０５）；１．５８±０．０７、１．４８±０．０７（犘＜０．０５）。在放疗

后２４ｈ内 ＨｅｌａＲ细胞株增殖速度明显超过其亲本细胞（犘＜

０．０５），但在４８ｈ与７２ｈ后被亲本赶超（犘＜０．０５）。见图３。

表１　　各组多靶单击模型参数

组别
平均致死

剂量（Ｄ０）

准阈计量

（Ｄｑ）

外推数

（Ｎ）

２Ｇｙ存活

分数（ＳＦ２）

Ｈｅｌａ细胞未照射组 ２．７１９ ０．５８９ １．２４２ ０．５５２

Ｈｅｌａ细胞Ｘ射线照射组

　２Ｇｙ１５次 ３．５２１ ２．７８４ ２．２０５ ０．８０５

　２Ｇｙ２０次（缺失） － － － －

　２Ｇｙ２５次（ＨｅｌａＲ） ４．８１２ ２．９５０ １．８４６ ０．８５７

　２Ｇｙ３０次 １．８８１ ４．７１２ １２．２５０ ０．９４９

　６Ｇｙ１次 ２．７１８ ３．７１０ ３．９１５ ０．８３０

　　－：表示无数据。

图１　　多靶单击模型拟合存活曲线

图２　　Ｘ射线照射后流式细胞仪检测 Ｈｅｌａ和 ＨｅｌａＲ

细胞株的凋亡情况

２．４　细胞周期检测　 Ｈｅｌａ细胞株在以６ＭＶ６ＧｙＸ射线照

射后１、４ｈ，Ｓ期分别为４９．６３％、４２．４２％，在 Ｘ射线照射后

１２、２４、４８ｈ，Ｇ２ 期比率分别为６０．８０％、７１．２６％、３９．５６％。
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ＨｅｌａＲ细胞株在相同Ｘ射线照射后１、４ｈ后，Ｓ期比率分别为

５４．８７％、５３．９２％（犘＜０．０１），在Ｘ射线照射后１２、２４、４８ｈ，Ｇ２

期比率分别８２．５０％、８５．１５％、５４．０７％ （犘＜０．０１）。ＨｅｌａＲ

细胞株的Ｓ期比率在放疗后１、４ｈ，Ｇ２ 期比率在放疗后１２、２４、

４８ｈ，均明显高于 Ｈｅｌａ细胞株。见图４。

　　ａ：犘＜０．０５。

图３　　Ｘ射线照射后 Ｈｅｌａ和 ＨｅｌａＲ细胞株的ＯＤ值

２．５　彗星实验　ＨｅｌａＲ细胞株的彗星荧光图像在１、１２、２４、

４８ｈ 时，尾长 （Ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ）分别为 （４９．４２±１２．９９）μｍ、

（４６．００±１２．４２）μｍ、（２９．４８±１０．２５）μｍ、（２１．４８±７．７５）μｍ，

其中１２、２４、４８ｈ尾长明显短于 Ｈｅｌａ细胞株，差异有统计学意

义（犘＜０．０１）。见图５、６。

２．６　ＥｄＵ掺入实验　ＨｅｌａＲ与 Ｈｅｌａ细胞株在Ｘ射线照射１

ｈ后，掺入 ＥｄＵ 荧光强度分别为１２１．３２±３９．６７、４５．２２±

１０．０９，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见图７、８。

图４　　Ｘ射线照射后 Ｈｅｌａ与 ＨｅｌａＲ细胞株的

细胞周期情况

　　Ａ：ＨｅｌａＸ射线照射１ｈ后；Ｂ：ＨｅｌａＲＸ射线照射１ｈ后；Ｃ：ＨｅｌａＸ射线照射１２ｈ后；Ｄ：ＨｅｌａＲＸ射线照射１２ｈ后；Ｅ：ＨｅｌａＸ射线照射２４ｈ

后；Ｆ：ＨｅｌａＲＸ射线照射２４ｈ后；Ｇ：ＨｅｌａＸ射线照射４８ｈ后；Ｈ：ＨｅｌａＲＸ射线照射４８ｈ后。

图５　　Ｘ射线照射后 Ｈｅｌａ与 ＨｅｌａＲ细胞株的彗星荧光图像

　　ａ：犘＜０．０１。

图６　　Ｘ射线照射后 Ｈｅｌａ与 ＨｅｌａＲ细胞株的彗星尾长

　　ａ：犘＜０．０１。

图７　　Ｘ射线照射后 Ｈｅｌａ与 ＨｅｌａＲ细胞株的ＥｄＵ

掺入荧光强度
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　　Ａ：ＨｅｌａＸ射线照射１ｈ后ＥＤＵ染色；Ｂ：ＨｅｌａＲ线照射１ｈ后ＥＤＵ染色；Ｃ：ＨｅｌａＸ射线照射１ｈ后光镜形态；Ｄ：ＨｅｌａＲＸ射线照射１ｈ后光

镜形态；Ｅ：ＨｅｌａＸ射线照射１ｈ后融合；Ｆ：ＨｅｌａＲＸ射线照射１ｈ后融合；Ｇ：ＨｅｌａＸ射线照射１ｈ后ＤＡＰＩ染色；Ｈ：ＨｅｌａＸ射线照射１ｈ后ＤＡＰＩ

染色。

图８　　Ｘ射线照射后 Ｈｅｌａ与 ＨｅｌａＲ细胞株的ＥｄＵ掺入图像

３　讨　　论

宫颈癌治疗放射治疗失败的主要原因为肿瘤未控与局部

复发。目前认为放疗未控与放射后肿瘤细胞后程加速增殖相

关，而对于局部复发的解释存在多种假说，其中以“肿瘤放疗筛

选”与“辐射致肿瘤突变”学说影响较大［５６］。这两个学说均认

为放疗后产生了不同于亲本的异质细胞，称之为获得性放疗抗

拒细胞。

目前国内外学者针对头颈部鳞癌、非小细胞肺癌、食道癌、

鼻咽癌等多种恶性肿瘤［７１０］，都有建立获得性放疗抗拒细胞株

的报道。本文以宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株系常规剂量多次筛选法建

株，通过放射后细胞的克隆形成能力判断放射抗拒性。经２

Ｇｙ２５次诱导建立的 ＨｅｌａＲ，２Ｇｙ照射后克隆形成能力为亲

本的１．５５倍。流式细胞仪检测显示，在给予６ＧｙＸ射线照射

后２４ｈ，ＨｅｌａＲ细胞株的早、晚期凋亡率都明显少于亲本细

胞，提示Ｘ射线对 ＨｅｌａＲ细胞株的杀伤作用相对较弱，而杀

伤效果与放疗后ＤＮＡ损伤修复密切相关。

本研究细胞周期检测的结果显示，ＨｅｌａＲ细胞株在放疗

（６Ｇｙ）１２～４８ｈ内出现了强烈的 Ｇ２ 期阻滞。进一步通过

ＣＣＫ８观察放疗（６Ｇｙ）后７２ｈ的增殖变化，本研究发现放疗

后 Ｈｅｌａ细胞株的增殖从未停止，而 ＨｅｌａＲ细胞株在４８ｈ与

２４ｈ相比，出现了增殖的负增长。而７２ｈ又恢复了增殖，但没

有亲本的速度快，表现为“先快、中退、后慢”。上述结果提示，

ＨｅｌａＲ细胞在放疗后的Ｇ２ 期阻滞，导致了其４８ｈ时增殖抑

制。目前研究认为在抑癌基因 Ｐ５３功能缺失的细胞中
［１１］，

ＤＮＡ损伤 Ｇ１ 期检查点缺失，ＤＮＡ损伤只能依靠 Ｇ２ 期检查

点，所以存在ＤＮＡ损伤的细胞大量停滞于 Ｇ２ 期，进行ＤＮＡ

损伤的修复。这就说明 ＨｅｌａＲ细胞株通过 Ｇ２ 期阻滞，获得

了ＤＮＡ损失的修复时间。

随后，彗星实验更直接地观察了ＤＮＡ损伤修复的情况。

在放疗（６Ｇｙ）后１、１２、２４、４８ｈ４个观察时间点上，本文分析了

Ｈｅｌａ与 ＨｅｌａＲ细胞株的彗星尾长，结果显示 ＨｅｌａＲ细胞株

随着时间的变化，尾长明显缩短。ＥｄＵ是一种胸腺嘧啶核苷

酸类似物，能够在ＤＮＡ损伤后代替胸腺嘧啶（Ｔ）渗入正在修

复的ＤＮＡ分子中，利用ＥｄＵ与 Ａｐｏｌｌｏ荧光染料的特异性反

应检测ＤＮＡ损失的修复
［１２］。本研究在检测过程中排除了处

于ＤＮＡ合成期的细胞（图７Ｂ中绿色粗箭头）。统计结果显

示，ＨｅｌａＲ细胞株在放疗１ｈ后，吸收了更多的 ＥｄＵ 用于

ＤＮＡ的修复。以上实验结果，说明 ＨｅｌａＲ细胞株在ＤＮＡ损

伤修复能力上优于其亲本细胞。

综上，本研究成功建立了人宫颈癌放射抗拒细胞，为宫颈

癌获得性放射抗拒研究提供了良好的细胞模型，其放射抗拒性

的产生与Ｇ２ 期阻滞、ＤＮＡ损失修复密切相关。这些现象为进

一步探讨宫颈癌细胞获得性放射抗拒提示了路径与方向。
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３　讨　　论

流行病学调查和实验研究证实，蔬菜、水果等植物性食物

的摄入量与许多慢性病特别是肿瘤的发病率呈负相关，这使得

人们认识到，存在于这些食物中的某些活性成分对于人类健康

极为重要［８］，植物类黄酮就是这些重要活性化合物中的一类。

植物类黄酮为一大类天然植物多酚化合物，种类繁多，但这些

化合物分子结构中都具有Ｃ６Ｃ３Ｃ６碳架的基本结构特征
［９］。

乳腺癌是世界范围内导致女性死亡的主要癌症，探讨如何通过

膳食营养途径有效防治乳腺癌，对于维护女性生命健康具有积

极意义。

ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ是一类由内源基因编码的长度约为２２个核

苷酸的非编码单链小 ＲＮＡ分子，它可以与其靶 ｍＲＮＡ的３′

端非特异区结合，并招募相关活性蛋白质，进而引起靶 ｍＲＮＡ

降解，抑制靶基因的蛋白质翻译，发挥转录后基因表达调控作

用。越来越多的研究显示，ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ在众多细胞生命过程

中发挥重要作用，对于细胞周期调控、细胞增殖、分化、凋亡以

及干细胞特性等都具有显著影响，而ｍｉｃｒｏＲＮＡ的异常表达和

调控在很多疾病特别是肿瘤的发生、发展过程中发挥明显作

用，因此成为近期肿瘤研究中的一个热点。某些 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ

在多种肿瘤组织中显著高表达，发挥癌基因作用，目前对于

ｍｉＲ２１的研究广受关注，ｍｉＲ２１在乳腺癌、肺癌、直肠癌等多

种癌组织细胞中高表达，特别是在乳腺癌发生、发展过程中，

ｍｉＲ２１的过量表达发挥着显著癌基因效应
［１０１１］，但其详细作

用机制尚需要深入研究。植物黄酮化合物抗肿瘤研究一直备

受关注，但其作用机制是否涉及对关键ｍｉｃｒｏＲＮＡ的影响研究

较少。本研究结果表明，ｍｉＲ２１在木犀草素诱导乳腺癌细胞

凋亡过程中发挥重要作用，木犀草素至少部分是通过抑制

ｍｉＲ２１的表达水平发挥促凋亡作用的。木犀草素是如何抑制

ｍｉＲ２１的表达，其抗肿瘤作用机制是否还涉及对其他关键 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡｓ的影响等，尚需要进一步研究。
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