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端粒是位于真核细胞染色体末端的特殊蛋白

结构，对维持线性染色体的稳定性至关重要，与衰

老、肿瘤密切相关 < & =。端粒的长度反映着细胞的复

制潜力，被称为细胞的 “有丝分裂钟” >.0:7:0;
;17;? @ <! =。正常体细胞因有丝分裂不断进行而端粒

长度不断缩短，最终失去分裂能力。恶性肿瘤细胞

的生存虽然也依赖于端粒长度的稳定，但与正常体

细胞相比，大多数恶性肿瘤细胞的端粒长度较其相

应正常细胞缩短，且其长度可由端粒酶调控和替代

性端粒延长机制 （/1:AB5/:0CA 1A56:3A5056 7D :A17.$
ABAEF GHI）< % =来维持。放射治疗仍是目前治疗恶性
肿瘤的主要手段之一，最近有研究表明端粒是放射
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摘 要：【目的】探讨放射线对人舌鳞癌细胞系 I;/J&&% 端粒长度变化的影响。【方法】采用流式原位杂交

法（KHLM$KNOP）检测 I;/J&&% 细胞的端粒相对长度 >QIH@。【结果】与未照射细胞相比，经 R线处理后，I;/J&&%
细胞 QIH值明显下降（! S ", "’）；在照射后 & 3至 % 3间，不同照射剂量的细胞 QIH值均有一定程度上升；’ 3
时，除 ! TU组外，其它各照射剂量组的 QIH值均下降。 【结论】经 R线照射后，I;/J&&% 细胞端粒明显缩短。端

粒缩短可能是放射损伤的机制之一。
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线诱导基因组不稳定的重要靶结构之一 E !F " G。端粒

长度与细胞生命密切相关，有关放射线对端粒长度

影响的报道少见。因此，本实验拟从端粒长度着手，

用流式原位杂交法（BHIJKBCLM）检测经 $线处理
后人舌鳞状细胞癌细胞系 %&’())* 的端粒相对长
度 N 04:’61O4 64:7<404 :48P6-，Q%HR，研究 $线对口腔
鳞癌细胞端粒长度变化的影响，试图从端粒角度解

释放射损伤机制，以利于进一步研究以端粒为靶点

的抗肿瘤策略。

) 材料和方法

), ) 材 料
人舌鳞状细胞癌细胞系 %&’())*，上海第二医

科大学口腔医学院建立，本室保存；人宫颈癌细

胞株 M4H’由中山大学附属第二医院医学研究中心
保存；细胞培养基 =STS （低糖型）购自 UC@DI
公司；胎牛血清购自杭州四季青生物材料研究

所；用于流式细胞仪检测的 %4:7<404 V>+ W16 A
BC%D 购自丹麦 =+XI 公司； VQCSYL 型 ZSYK$
线直线加速器为德国 LCTST>L 公司产品；B+DK
LD’:1/;0型流式细胞分析仪为美国 @TD%I> =CDXK
C>LI>公司产品。
), [ 细胞培养与分组

%&’())*细胞、M4H’细胞培养于 =STS \ 胎
牛血清 N )]] <H A HR 中，在 *^_、体积分数 "‘ DI[

培养箱中常规培养传代。放射前 !( - %&’())*细胞
按 [ a )]Z A瓶接种于 [" &<[培养瓶中，并于照射前

[! -换液。根据 $线给予量分 "组，单次照射剂量
分别为 [、!、(、)[、[] U.。对照组和 M4H’细胞不受
$线照射。
), * 照射条件
选择处于指数生长期的细胞，使用 ZSYK$直

线加速器进行照射。剂量率 [ U. A <18，源皮距 )]]
&<，射野大小为 )] &< a )] &<，照射时于培养瓶内
加培养液至 !] <H（相当于瓶上置 ), " &<厚的等效
蜡板），旋紧瓶口。实测细胞平面百分剂量为

)]]‘。
), ! 样品收集
于照射后 ], "、)、*、" -收集细胞（含培养上清

液内细胞），每个剂量组分别收集 *瓶，磷酸盐缓冲
液（V@L）漂洗 )次，制成单细胞悬液，加二甲基亚砜

（=SLI）N )]] <H A HR冻存于 b (] _，待样品收集齐
全后一次完成所有测试。M4H’细胞不受照射，同法
收集，包括 [份作为荧光质控品的样品。

), " 原位杂交
取冻存细胞在 *^ _水浴箱中快速解冻，制成

单细胞悬液，每一样品分别取 ! 支离心管，分别加
入 ) a )]Z个细胞，加 ) <H V@L，"]] a !离心 N )K)*
台式常温高速离心机，LCUS+公司 R " <18，弃上清；
随机取 [管细胞标记为杂交管，加入 *]] !H含异
硫氰荧光素标记的 N DDD%++R *端粒 =>+序列特异
性探针 E BC%DK NDDD%++R *K=>+ ?07/4 G 杂交液，另 [
管标记为背景管，加入 *]] !H不含探针的杂交液，
振荡混匀，([ _避光孵育，变性 )] <18；再次振荡
混匀，室温避光杂交过夜；次日加入 ) <H洗液洗涤
细胞，振荡混匀，!] _孵育 )] <18，再次混匀，"]] a
!离心 " <18，弃上清，重复洗涤 )次；加入 ], " <H
=>+染液（碘化丙啶，VC），混匀，! _避光染色孵育

* -，*]]目筛网过滤后进行流式细胞仪测定。

), Z 流式细胞仪测定
在流式细胞仪上通过光电倍增管 BH)通道（带

通滤光片为 ")! 8<）检测 BC%D荧光强度，通过光
电倍增管 BH[（带通滤光片为 !Z] 8<）检测 VC荧光
强度；用对数 BH)和线性 BH[散点图分析细胞的平
均 BC%D荧光强度 N图 ) R，端粒相对长度按下式计
算：

Q%H c E（含探针 %&’())*BH) 平均荧光强度 b不含探针

%&’())*BH) 平均荧光强度）a M4H’ =>+ 指数 G A E（含探针

M4H’BH) 平均荧光强度 b不含探针 M4H’BH) 平均荧光强

度）a %&’())* =>+指数 G
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表 * 经 +线照射后不同时间点 ,-./**0 细胞端粒相对长度比较

,.123 * 4,5 6.2’3) &7 ,-./**0 -322) 89-’1.:3; 7&% 6.%8&’) (3%8&;) .7:3% 3<(&)’%3 :& +=%.> 8%%.;8.:8&9

图 ! 各种照射剂量组的 "#$值与照射后时间的关系
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4,5 数值表示通过荧光强度表示的 ,-./**0
细胞中染色体的端粒与 I35. 细胞端粒长度的比
值。每一样品均重复测定 *次，取均值。
*B E 统计学分析
所有统计数据以均数 F标准差表示，使用

JKJJ*AB A 7&% L89;&M)统计软件进行分析。两样本
间比较采用成组 !检验。

D 结 果

DB * 荧光质控品的批内重复性比较
本实验所有样品均为一次测定完成，故不存在

批间变异，而批内变异成为实验误差的主要来源。

为了消除批内变异的干扰，本实验另取 D份 I35.
样品作为荧光质控品，从开机到测试结束，每隔 * C
重复测定 * 次，发现两份样品的荧光强度变异不
大，证明仪器性能稳定，能满足实验。

DB D 放射前后 #7+899:细胞端粒长度的变化
放射前后 ,-./**0 细胞端粒相对长度的变化

见表 *。

DB 0 "#$与照射剂量及照射后时间的关系
经不同剂量 + 线照射后，4,5 值均明显下

降。除 D $>组在照射后的 " C内 4,5值呈缓慢上
升外，其余各组 4,5值在 * C时均继续下降，0 C
时，4,5值有所上升，" C又下降至更低。其中，D $>
和 ! $>组在照射后 AB " C时较其它各剂量组下降
更明显 N图 D H。

0 讨 论

O5PL=O@JI法是近年发现的测量端粒长度的

一种新方法，它结合荧光原位杂交法和流式细胞

术，检测原理主要是根据端粒由高度重复序列

,,Q$$$组成，其长度越长，所含重复序列数目就
越多，所结合的 O@,R= NRRR,QQH 0S?Q 探针也越
多，荧光就越强；此外，每个细胞的染色体数目越

多，端粒就越多，荧光也越强。以往测量端粒长度的

经典方法是 J&’:C3%9印迹法，该法虽准确可靠，但
费时费力，且受同位素污染，不适于大样本批量检

测。近年来的研究表明，O5PL=O@JI法可测出小于
0 T1 的端粒差，灵敏度大大提高，且简便、快
速、重复性好，与 J&’:C3%9 印迹法的结果相关良
好 U # V G W。O5PL=O@JI法还可用于临床标本的批量检
测，应用前景较好。

本研究采用 O5PL=O@JI法检测了 ,-./**0细
胞端粒长度，比较了 +线照射前后及不同剂量 +
线照射后 AB " C、* C、0 C、" C端粒长度的变化，首次
从端粒角度证明放射线对舌鳞癌细胞生存的影

响。由于细胞每分裂一次，端粒缩短 "A X DAA 1(，当
端粒缩短到临界水平（D X ! T1），染色体末端原来
被掩藏的重要遗传信息被暴露，细胞将失去分裂

能力，提示端粒长度可作为细胞潜在复制能力的

标志 U *A W。本研究发现，经放射线处理后继续培养不

同时间的细胞的 4,5值均较未照射细胞明显下降
（" Y AB A"），说明细胞端粒长度明显缩短，能继续
进行有丝分裂的次数将会减少，此时，端粒合成与

R&Z(.%3; M8:C 9&9=8%%.;8.:8&9 [%&’( \ * H ! ] #B G00\ " Y AB A"；D H ! ] *0*B A*"\ " Y AB A"；0 H ! ] 0AB G*/\ " Y AB A"；! H ! ] D/B G*A\

" Y AB A"
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丢失的平衡一旦破坏，细胞将会较快地趋向死亡。

在放射线处理后 56 " 7，各照射剂量组的 8&9值出
现不同程度下降，其中 : ;<和 ! ;<组下降较快，
表现出明显的即刻效应；* 7时，除 : ;<组外，其余
!组端粒长度继续缩短，说明大剂量放射线对端粒
的损伤仍在延续；而在 * 7至 + 7间端粒又不同程
度地延长，一方面可能是放射线造成一部分细胞处

于亚致死损伤状态，在没有进一步的追加损伤时，

这些细胞可在 * 7 内进行局部修复：有实验证明
在照射后 !5 0=>之内 ?@A的断链大部分已经重新
连接 B ** C；另一方面可能与细胞受照射刺激后的代偿

性适应有关，有人用标记化合物掺入 ?@A的灵敏
指标来观察照射后短时间内 ?@A合成受抑及恢复
的规律，发现不同辐射剂量照射后 ?@A表现了 + 7
的暂时性代偿适应过程 B ** C。+ 7后端粒又进一步缩
短，可能与潜在致死损伤细胞因端粒缩短未能及时

延长，继续走向死亡有关。然而，本实验仅是从端粒

角度研究放射线对细胞影响的开端，端粒长度的变

化与细胞内端粒酶、端粒相关蛋白调控密切相关，

放射线如何对端粒维持机制起作用，从而影响细胞

的生存将是后续的研究课题。
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