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　　摘　要：　目的　通过对比鼻咽癌细胞６１０Ｂ和 ＨＮＥ２的放疗敏感性，为临床鼻咽癌不同分期放射治疗提供
依据。方法　鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２用于放疗敏感性实验检测，通过集落形成实验检测细胞对放疗的敏感程
度、流式细胞术检测细胞周期、流式细胞术与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞凋亡、免疫荧光结合Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ检测ＤＮＡ损伤
标志物γＨ２ＡＸ表达水平。结果　集落形成实验结果初步看出ＨＮＥ２（ＩＣ５０约３．５Ｇｙ）对放疗的敏感性强于６１０Ｂ
（ＩＣ５０约５Ｇｙ）；细胞周期结果可以发现放疗后，两株细胞均出现Ｇ２Ｍ期周期阻滞；ＨＮＥ２细胞放疗引起的ＤＮＡ损
伤和凋亡水平均高于６１０Ｂ。结论　鼻咽癌细胞ＨＮＥ２对放疗的敏感性强于６１０Ｂ，为鼻咽癌的不同分期治疗提供
临床参考。
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　　鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是我国
高发恶性肿瘤之一，发病率为耳鼻咽喉恶性肿瘤之

首。鼻咽癌以种族易感性及地域集中性为特点，主

要见于黄种人，少见于白种人［１３］。鼻咽癌在我国

南部的广东、广西、福建、湖南、江西等省份高发［４］。

我国２０１２年鼻咽癌患者有３３０００例，占全世界总

患者人数的３８％，同年，我国鼻咽癌患者的死亡率
超过６０％［１，５］。放射治疗（ｒａｄｉａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ，ＲＴ）是
鼻咽癌的主要治疗手段，对于早期患者的疗效满意，

５年生存率可达８０％以上，而对于中后期患者，放疗
疗效欠佳，肿瘤产生放疗抵抗的机制之一则是肿瘤

异质性［６８］。

放疗对细胞引起的最严重的后果即双链 ＤＮＡ
损伤，放疗引起的 ＤＮＡ损伤应激反应的标志物为
γＨ２ＡＸ，γＨ２ＡＸ的水平反映了 ＤＮＡ损伤水平。
有研究显示放疗后，Ｈ２ＡＸ蛋白的１３９位即开始发
·８０２·
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生磷酸化，０．５ｈ达到巅峰［９１１］。放疗引起的ＤＮＡ分
子损伤，可使细胞周期停滞，肿瘤细胞在周期停滞

中，若可及时修复损伤的 ＤＮＡ，则可继续进入下一
个周期阶段［８１１］；若损伤的 ＤＮＡ未得到及时的修
复，则细胞将从周期停滞发展为细胞死亡［１２１５］。本

实验通过集落形成实验检测鼻咽癌细胞放疗敏感

性，在通过对细胞周期、凋亡以及 ＤＮＡ损伤情况的
检测，最后发现鼻咽癌细胞 ＨＮ２放疗敏感性强于
６１０Ｂ，为临床鼻咽癌放射治疗提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
人鼻咽癌细胞 ６１０Ｂ和 ＨＮＥ２源自本实验室

（中南大学湘雅医院国家卫生卫计委肿瘤蛋白质组

学重点实验室），ＲＰＭＩ１６４０购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公
司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶试剂盒购自碧云天生物技术公
司；ｃＰＡＲＰ购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司；γＨ２ＡＸ购自英国 Ａｂｃａｍ公司；βａｃｔｉｎ购自武
汉三鹰 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；Ｃｏｃｋｔａｉｌ抑制剂购自德国 Ｓｉｇｍａ
公司；流式周期／凋亡试剂盒购自美国ＢＤ公司。

恒温培养箱购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；化学发光成
像仪购自美国ＧＥＡｍｅｒｓｈａｍ公司；荧光显微镜购自
美国ＬＥＩＣＡ公司；流式细胞仪美国ＢＤ公司；电泳仪
购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司。
１．２　方法
１．２．１　集落形成实验　将对数生长期的细胞消化
下来制成单个悬浮细胞，并进行计数，通过细胞计数

仪计算稀释比例。６１０Ｂ和 ＨＮＥ２集落形成实验种
板细胞数目见表１。

表１　集落形成实验种板数及其放疗剂量

放疗剂量 种板细胞数目（个）

０Ｇｙ ４００
２Ｇｙ ４００
４Ｇｙ ７００
６Ｇｙ １５００
８Ｇｙ ３０００

　　０Ｇｙ组为对照组，其他放疗剂量组为实验组。
每个处理组重复３个复孔，放疗后，于３７℃恒温培
养箱中培养，继续培养７～１０ｄ。当肉眼可见克隆集
落时，显微镜下观察集落，单个集落中细胞数目大于

５０个，即可终止培养。甲醇固定，０．１％结晶紫染

色，计集落数。

细胞存活分数＝（实验组集落数／种板数）／（对
照组集落数／种板数）×１００％。
１．２．２　流式细胞术　结合集落形成实验结果，两株
细胞放疗引起的 ＩＣ５０在３～５Ｇｙ，周期与凋亡实验
采用的放疗剂量为４Ｇｙ。周期：对照组不做处理，
实验组放疗采用４００ｃＧｙ／ｍｉｎ，持续放疗１ｍｉｎ，累积
放疗剂量为４Ｇｙ。放疗后两组继续培养２４ｈ，将细
胞消化下来，离心收集，预冷的 ＰＢＳ洗２次。７５％
的乙醇固定细胞，４℃过夜。将固定好的细胞，４℃，
２０００ｒｐｍ离心 ５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 １次，加 ＰＩ染色液，
３７℃孵育１５ｍｉｎ，置冰上停止孵育，１ｈ内上机。凋
亡：处理方法和周期一致，放疗后培养４８ｈ，收集细
胞，加ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ避光染色１５ｍｉｎ，冰上停止孵
育，１ｈ内上机。
１．２．３　蛋白质免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　提取细胞
总蛋白，然后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。用５％牛奶封
闭液（ｃＰＡＲＰ用）或５％ＢＳＡ（γＨ２ＡＸ用）封闭２ｈ。
封闭结束后，一抗（γＨ２ＡＸ，Ａｂｃａｍ，１∶８００；ｃＰＡＲＰ，
ＣＳＴ，１∶１０００）孵育４℃过夜，二抗室温孵育１ｈ，然后
进行化学发光。

１．２．４　免疫荧光　细胞爬片，对照组不做处理，
实验组放疗采用４００ｃＧｙ／ｍｉｎ，持续放疗１ｍｉｎ，累
积放疗剂量为４Ｇｙ。放疗后０．５ｈ，弃去培基，ＰＢＳ
洗３次。４％的多聚甲醛固定，０．３％ Ｔｒｉｔｏｎ１００破
膜。山羊血清（与一抗同源），室温封闭。一抗体

（γＨ２ＡＸ，１∶２００，Ａｂｃａｍ）４℃孵育过夜。避光加
入二抗，室温孵育１ｈ，ＤＡＰＩ溶液进行核染。荧光
倒置显微镜下，分别在不同波长下检测 ＦＩＴＣ和
ＤＡＰＩ。

２　结果

２．１　鼻咽癌细胞６１０Ｂ和 ＨＮＥ２对放疗敏感性的
初步评估

通过不同放疗剂量的集落形成实验，初步评估

鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２对放疗的敏感性。放量
剂量为０、２、４、６、８Ｇｙ，由图１细胞生存曲线可看出
随着放疗剂量的增加，鼻咽癌细胞６１０Ｂ和 ＨＮＥ２
生存分数逐渐降低，且 ＨＮＥ２生存分数在２－８Ｇｙ
之间下降趋势比６１０Ｂ明显，由６１０Ｂ和 ＨＮＥ２的
生存分数曲线得鼻咽癌６１０Ｂ细胞放疗的 ＩＣ５０≈
５Ｇｙ，ＨＮＥ２细胞ＩＣ５０≈３．５Ｇｙ，初步得出 ＨＮＥ２比
６１０Ｂ放疗敏感性高。

·９０２·
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图１　鼻咽癌细胞６１０Ｂ和 ＨＮＥ２不同的放疗剂量下，细胞
集落形成实验结果

２．２　放疗对鼻咽癌细胞周期的影响
鼻咽癌细胞６１０Ｂ和 ＨＮＥ２经放疗处理后，在

２４ｈ检测细胞周期分布，由图２可以看出，鼻咽癌细

胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２放疗组和对照组相比，Ｇ２Ｍ期明
显增加，Ｓ期明显降低，表明放疗致使细胞周期停
滞。两细胞株周期变化去势和程度相近，无明显

差异。

２．３　放疗引起的ＤＮＡ损伤水平的检测
本研究通过免疫荧光实验和蛋白质免疫印迹

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 γＨ２ＡＸ的水平，探究鼻咽癌细胞
６１０Ｂ和ＨＮＥ２对放疗敏感性的差异。图３为鼻咽
癌细胞６１０Ｂ和 ＨＮＥ２放疗后０．５ｈ，γＨ２ＡＸ表达
水平检测结果。Ａ、Ｂ为不同细胞株放疗引起的
γＨ２ＡＸ的免疫荧光结果，６１０Ｂ的阳性率为６８％，
ＨＮＥ２阳性率约为 ９８％，ＨＮＥ２细胞株放疗组
γＨ２ＡＸ荧光信号比 ６１０Ｂ信号强。Ｃ为 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验检测 γＨ２ＡＸ表达水平，验证免疫荧光实
验的结果，实验结果与免疫荧光一致。
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图２　放疗对鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２周期的影响　Ａ、Ｂ：鼻咽癌细胞６１０Ｂ对照组和放疗组周期分布；Ｃ、Ｄ：鼻咽癌细胞
ＨＮＥ２对照组和放疗组周期分布；由图可发现两株细胞Ｇ２Ｍ期明显增加，表明放疗致使细胞周期停滞（ｃｏｎｔｒｏｌ＝对照组，Ｒ＝
放疗组）

·０１２·



闵肖丽，等：鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２放疗敏感性的分析 第３期　

!"#$

%&'()

* )

+

!,!$*- .*/0 12342

!,!$*- .*/0 12342

5
6
7
8
3
6
9

:

5
6
7
8
3
6
9

:

(;< =

(;< =

%&>() !"#$

5678369 :

5678369 :

",!$*-

#,*58?7

图３　鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２放疗后０．５ｈ，γＨ２ＡＸ表达水平检测结果　Ａ、Ｂ：不同细胞株放疗引起的γＨ２ＡＸ的免疫荧
光结果，６１０Ｂ的阳性率为 ６８％，ＨＮＥ２阳性率约为 ９８％，ＨＮＥ２细胞株放疗组 γＨ２ＡＸ荧光信号比 ６１０Ｂ信号强；
Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测γＨ２ＡＸ表达水平（ｃｏｎｔｒｏｌ＝对照组，Ｒ＝放疗组）
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图４　放疗对鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２凋亡的影响　Ａ、Ｂ：６１０Ｂ和ＨＮＥ２流式检测ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡结果，可以发现放疗可促
进鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２的凋亡；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃＰＡＲＰ水平（ｃｏｎｔｒｏｌ＝对照组，Ｒ＝放疗组）

２．４　放疗对鼻咽癌细胞６１０Ｂ和 ＨＮＥ２凋亡的影
响

为了进一步验证鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２对
放疗敏感性差异，采用流式细胞术检测凋亡、Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋亡蛋白ｃＰＡＲＰ表达水平。放疗剂
量为４Ｇｙ，放疗后４８ｈ检测。结果发现放疗可促进
鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２的凋亡，６１０Ｂ放疗组相
对于对照组凋亡细胞增加４．７８％，ＨＮＥ２放疗组相
对于对照组凋亡细胞增加１１．１３％。且 ＨＮＥ２放疗
组凋亡水平高于６１０Ｂ放疗组，再次证实鼻咽癌细
胞ＨＮＥ２放疗敏感性高于６１０Ｂ。具体见图４。

３　讨论

鼻咽癌是我国常见的恶性肿瘤，以低分化的鳞

状细胞癌和未分化癌最为常见，对放射治疗敏感性

较高。由于受鼻咽结构局限，鼻咽癌不宜手术治疗，

且鼻咽癌对常规药物不敏感，放疗是鼻咽癌临床上

最主要和最有效的治疗方法。尽管鼻咽癌放疗敏感

性较高，但鼻咽癌放疗抵抗屡见不鲜，特别是中晚期

鼻咽癌患者放疗抵抗较为常见，从而导致鼻咽癌放

疗失败。鼻咽癌产生放疗抵抗的因素很多，其中肿

瘤组织异质性是放疗抵抗的机制之一，而更进一步

的分子机制可能与放疗引起的 ＤＮＡ损伤以及肿瘤
细胞ＤＮＡ损伤修复能力相关，以及放疗引起的周期
分布改变等相关［１２］。我们设计针对鼻咽癌 ６１０Ｂ
和ＨＮＥ２两株细胞，检测两株细胞放疗后ＤＮＡ损伤
水平和周期分布情况，从而评估两株细胞对鼻咽癌

放疗敏感性的差异，再通过细胞凋亡水平验证其差

异。本实验首先通过集落形成实验检测鼻咽癌细胞

６１０Ｂ和ＨＮＥ２对放疗的敏感性，结果显示６１０Ｂ放
疗的ＩＣ５０约５Ｇｙ，ＨＮＥ２的ＩＣ５０约３．５Ｇｙ，初步显
示 ＨＮＥ２放疗敏感性高于 ６１０Ｂ，结合两株细胞
ＩＣ５０，后期实验采用４Ｇｙ。为了进一步验证６１０Ｂ
和ＨＮＥ２放疗敏感性差异，我们再对比两株细胞放
疗后的周期分布、ＤＮＡ损伤水平、凋亡水平等差异。
结果发现放疗可引起鼻咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２周
期阻滞，Ｇ２Ｍ期增多；放疗后０．５ｈ，检测 ＤＮＡ损伤
水平，免疫荧光和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示放疗可
增加鼻咽癌细胞 ６１０Ｂ和 ＨＮＥ２ＤＮＡ损伤，且
ＨＮＥ２细胞 ＤＮＡ损伤水平高于 ６１０Ｂ；放疗后 ４８ｈ
检测细胞凋亡水平，流式细胞术检测 ＡｎｎｅｘｉｎＶ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｃＰＡＲＰ，可以发现放疗可促进鼻
咽癌细胞６１０Ｂ和ＨＮＥ２的凋亡，６１０Ｂ放疗组相对
于对照组凋亡细胞增加４．７８％，ＨＮＥ２放疗组相对
于对照组凋亡细胞增加１１．１３％，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
·１１２·
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与流式结果一致，表明放疗可引起鼻咽癌６１０Ｂ和
ＨＮＥ２细胞的凋亡，且 ＨＮＥ２放疗组凋亡水平高于
６１０Ｂ放疗组。由周期分布、ＤＮＡ损伤水平、凋亡水
平情况，可发现ＨＮＥ２细胞放疗引起的ＤＮＡ损伤水
平以及放疗导致的细胞凋亡水平均高于６１０Ｂ。放
疗引起的 ＤＮＡ分子损伤，可使细胞周期停滞，肿瘤
细胞周期停滞中，损伤的 ＤＮＡ得到及时修复，可进
入下一个周期阶段；损伤的 ＤＮＡ未得到及时的修
复，则细胞将进入凋亡阶段［１３１６］，放疗引起 ＨＮＥ２
细胞ＤＮＡ损伤水平和细胞凋亡水平均高于６１０Ｂ，
而周期Ｇ２Ｍ期阻滞和６１０Ｂ细胞相差不大，我们猜
测ＨＮＥ２对放疗的敏感性高于６１０Ｂ，可引起更高水
平的ＤＮＡ损伤，而６１０Ｂ细胞的 ＤＮＡ损伤修复能
力可能强于 ＨＮＥ２，综合因素导致 ＨＮＥ２细胞凋亡
水平高于６１０Ｂ。这些结果证实鼻咽癌细胞 ＨＮＥ２
放疗敏感性高于６１０Ｂ，这一发现为临床鼻咽癌放
射治疗提供参考。
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［１３］ＨｕａｎｇＳＭ，ＨａｒａｒｉＰＭ．Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｒａｄｉａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅａｆｔｅｒｅｐｉ

ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｂｌｏｃｋａｄｅｉｎｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ

ｍａｓ：ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｄａｍａｇｅｒｅｐａｉｒ，ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｋｉｎｅｔｉｃｓ，ａｎｄｔｕｍｏｒ

ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０００，６（６）：２１６６－２１７４．

［１４］ＪａｃｋｓｏｎＳＰ，ＢａｒｔｅｋＪ．ＴｈｅＤＮＡｄａｍａｇｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｈｕｍａｎｂｉｏｌｏ

ｇｙａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００９，４６１（７２６７）：１０７１－１０７８．

［１５］苏怡，谢景华，孟庆翔，等．紫草萘醌衍生物联合放射线照射

抑制人鼻咽癌细胞增殖和诱导凋亡［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底

外科杂志，２０１７，２３（３）：２０７－２１１．

　　 ＳｕＹ，ＸｉｅＪＨ，ＭｅｎｇＱＸ，ｅｔａｌ．Ｓｅｎｓｉｂｉｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎ

ｄｕｃｔｉｏｎｏｆｒａｄｉｘａｒｎｅｂｉａｅｎａｐｈｔｈｏｑｕｉｎｏｎｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙｏｎｈｕｍａｎｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ，２０１７，

２３（３）：２０７－２１１．

［１６］邹亚超，李国亮，张忠山．细胞增殖和凋亡在鼻咽癌放疗中的

预后价值［Ｊ］．中国耳鼻咽喉颅底外科杂志，２００１，７（４）：２６４

－２６５．

　　 ＺｏｕＹＣ，ＬｉＧＬ，ＺｈａｎｇＺＳ．Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｖａｌｕｅｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ，２００１，

７（４）：２６４－２６５．

（收稿日期：２０１８－０２－１０）

·２１２·




