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培养的哺乳动物细胞的辐射生物学

赵季英

(中国科学院生物物理研究所〉

近年来，细胞培养的方法在细胞学、生理

学和生化学等方面已开展了大量工作，特别是

结合辐照，利用同位素标记，研究体外培养细

胞的核酸和蛋白的变化，更使细胞培养方法独

树一帜。 在辐射生物学领域内，由于辐射顿伤

是多方面的(如分裂延缓、 DNA 链断裂、碱基

损伤、染色体畸变等)，而且不同辐照源及不同

剂量对细胞的损伤效应又各不相同。因此，整体

水平的研究远不能解释辐射细胞学和辐射分子

生物学中出现的诸多问题。而利用离体培养的

细胞进行研究，可以排除体内的各种因素的干

扰，对细胞增殖和因辐照引起的分裂延缓之间

的关系以及不同环境条件下的细胞辐射敏感性

的变化作出较为合理的解释，而且还能为辐射

所致的核酸一蛋白的变化(如 DNA合成和蛋

白合成关系 、 核酸一蛋白交联、核酸的转录活

性等〉提供实验依据，有助于进一步分析辐射

损伤的机理。

在离体，一般都惯用细胞增撞，生长抑制

和克隆形成作为细胞辐射损伤的标志，结合细

胞生化学的测定，反映辐射损伤的生物学效应。

因此，本文首先谈及细胞增殖与辐射引起的分

裂延缓关系 ， 进而对不同培养条件下细胞辐射

敏感性的问题略作粗没讨论。

-、细胞周期与辐射效应

细胞分裂的整个过程受到一定基 因的控

制，细胞周期的各个时期(吨 ， S ， Gz和M期)都有

-定的时|珉，以中国仓鼠卵巢成纤维细胞为例，

每代时间为 13 小时左右[1] ， 其中 G 1 == 4 小时，

S=7 小时 ， Gz == 15 小时， M==O.7 小时。经

x-线 ， y-线或疏密不同的离子辐照会使细胞周

期的各个时相发生变化，引起 S 期和分裂期的

延缓，特别是 S 期的延缓。任何引起染色体畸

变的辐照都会抑制局部 DNA 的复制，结果产生

有缺陷的子细胞，最后引起细胞的死亡川。

研究 H南乳动物细胞周期的方法很多，这里

只简单地介绍四种 z

1 、 显微镜直观非同步的或同步的细胞，

能测定辐照的细胞进入有丝分裂的时间与对照

细胞进行比较[l ， 3 ， 410 尽管这种方法能精确地

测定延缓， 但只能限制在一定时间内追踪有限

的细胞b

2 、 重复计数悬液培养或单层 培 养 的细

胞。这种方法能分析大量细胞。但是，非有丝

分裂细胞的本底往往干涉了有丝分裂细胞的计

数使结果有波动 [IJ 。

3 、 流动式细胞荧光束。根据细胞内 DNA
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的 量 来 分 析不同细胞周期 的细胞的比

例[l，2J 。

4 、 有丝分裂选择的方法来分析细胞周期

刊，6，7]。利用培养的细胞在有丝分裂时变圆，

贴壁力减弱的特性， 通过水平向振动很易脱落

下来， 收集脱落下来的有丝分裂的细胞，记录

有丝分裂的速度。 此法可对较宽范围的剂量引

起的分裂延缓的时间作定量的分析，可克服上

述三种方法的缺点 [ I J 。

辐照引起哺乳动物细胞的变化与辐照时细

胞的周期有一定的依赖关系，尤其进入 S 期的

延缓与辐照剂量密切有关[ 8 J 。 例如同步在有丝

分裂的中国仓鼠卵巢成纤维细胞对 x - 线引起

的杀伤- 比 G1 期 、 早 S 期或晚 S 期的细胞都敏

感， 如用存活的子细胞来表达在有丝分裂的细

胞内的辐射损伤， 辐照以后的第一代的晚 S 期

到第二代的 G1 期时 ， 存活的细胞能完全 恢复

累积的亚致死损伤，而有丝分裂细胞至少受到

两种辐射损伤， 即致死的和亚致死的损伤，而

且随着辐照剂量的增加有丝分裂延缓也增加。

根据 Brent [町的实验 ， 在 S 期辐照的细胞的

DNA 合成速度减少 ， 而且在下一个周期内的

DNA 合成速度比有丝分裂期辐照的细胞大大

地减慢。为了进一步阐明在M期同步化以后，存

活细胞进入第二个周期的 S 期的情况 ， 用 3H一

胸腺略、览核音加到温高 12 小时的形成克隆的

培养液中，处理 30 分钟倒掉有放射性的格液，

用正常的溶液洗细胞，然后继续培养 6 天， 形

成克隆， 计数克隆， 结果看到在有丝分裂期辐

照以后 25 小时，标记的细胞的接种率是未标

记细胞的 10 % ， 这意味着存活的细胞已进入

S 期，而且已逐步被标记上了 [10 J 。

同样地， 对细胞增殖也做了实验，辐照同

步在M期的细胞和同步在 S 期的细胞，对照组

在 15 小时左右达到两倍的细胞数，而照射组在

17 小时才达到两倍的细胞数， 在 20 - 45 小

时之间照射组的细胞增殖明显下 降。 我 们用

1 , 000rad 60Co_y 线分别辐照 G1 期及 S 期的中

国仓鼠的卵巢成纤维细胞 ，在辐照后不同时间 F

用 3HTdR 标记， 看到无论在 G1 期辐照还是在

S 期辐照的细胞内 ， 3HTdR 的参入都大大减少

了。两者的差异仅是 S 期辐照的细胞内 DNA

合成抑制更甚 ， 这点与 Dewey [lOJ 的 S 期辐照

的细胞延缓较长的观点相一致。

3∞ 

余 2

!f 
剖
面目
余
王r
除 100

50 100 150 200 250 300 
剂量 (拉德)

固 1 CHO-二倍体、CHO-四 倍体、CHO-卵巢

癌三株细胞，辐射引起分裂延缓的比较

。一-O CHO- 二倍体

.一一.CHO- 四倍体

x -一 x CHO- 卵巢癌细胞曰|自 1 ] 

另外 ， B , F , Kiner et al , [l J 对 CHO-二倍

体、 CHO- 四倍体和卵巢癌细胞株分别进行辐

照，测定这三株细胞因辐照引起的平均分裂延

缓情况(图 1 )。他认为 CHO- 二倍体和 CHO­

四倍体的分裂延缓的敏感性没有明显差异 (分

别为 62 士 2 和 61 士 1 分jGy) ， 这个结果并不

奇怪，因为 BudR 参入 DNA 不改变辐照引起

分裂延缓的敏感性，卵巢癌细胞的延缓系数是

39 土 4 分jGy ， 因此染色体多倍化似乎也不影

响辐射引起分裂延缓的敏感性，故推测一定另

有与癌发生细胞有关的某些代谢的或细胞表面

的改变，增加了分裂延缓的敏感性。

二、不同培养条件对辐射细胞的影响

许多研究者都认为辐射引起的细胞生物学

效应与辐照时细胞所处的时期有依赖关系。尤

其对同步的 CHO 细胞来讲，辐照对细胞周期

的每个时期的延缓都有相同的敏感性。但也有

人认为只有进入 S 期的延缓与剂量有关。为了
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阐明这些相互矛盾的结果， D. B. Leeper et al. 

[IIJ测定了不同培养条件下辐射的细胞周期延

缓的情况，他用振动的方法获得同步在有丝分

裂期的细胞 ， 在有丝分裂后一小时(早 G 1期 ) , 

用 600 拉德 x- 线辐照中国仓鼠卵巢成纤维细

胞 ， 辐照后立刻把瓶壁上的细胞用膜酶消化下

来， 然后再接种到另一个培养瓶壁上或悬液培

养中 ， 在悬液培养内生长的细胞在第一小时内

仍回复悬液培养或接种到培养瓶壁上或单层培

养。分析四种培养条件下细胞的生长情况

(图 2 ) 。

如在 G 1 期时用 60 0 拉德 x- 线辐照，则 所

有四种增养条件下进入 S 期和进入分裂期都延

缓。 尽管在这四种培养条件内 ， 对细胞周期的

延续都有很大影响 ， 但在这种培养条件下， s 
期延缓和分裂期延续之比均保持在一个非常接

近于 0.28 的恒定值(见表 )。也就是说在每种培

养条件下，分裂期延缓比 S 期延续大四倍左右。

故分裂延续不能用 DNA 合成的延缓来计算。

而且细胞一定延缓在通往 S 期和累积在 GZ 期 ，

这些结果表明当 CHO细胞单层培养或悬液培

r.;J )J(I(J {~ 丝分裂细胞
( o /J、 IH. M. I 二 9S . :l % )

/~， 
F二J 士号 600 拉特 Ml!=870% 
/.. '\ / \比

单以 剧在 单尼 EE 
M .M 丁 丁

图 2 同步的中国仓鼠卵巢成纤维组胞的有丝
分裂期细胞经 X… 线辐照后，在四种不

同培"条件下培葬的图解
(1)单层培养-+-x- 线照射+单层培养

(2 ) 单层培养-+-x- 线照射+悬液培养

(3 ) 悬液培养-+-x- 线照射+悬液培养

( 4 ) 悬液培养-+-x- 线照射+单层培养 C引、 自 11 J

养时， 辐射引起的分裂延缓都比进入 DNA 合

成的延续要长。为要测定逐步进入 S 期的情况 ，

用 3H一胸腺唔院 <0.5 微居里/毫升)标记细胞 ，

发现培养条件对细胞进入 S 期的速度是有一定

影响的。 当最优条件是单层培养时，在接种以

后 '&.7 小时细胞进入 DNA 合成期。而最优条

件是悬液培养时，在接种以后 8 小时细胞才进

襄 : 辐射引起周期延缓和 S期延缓对分裂延缓的比例 t引自 1 1 J

延 迟
测定项目 培

SS SM 

DNA 合成 1. 2 0. 9 

分 裂 4 . 0 2 . 9 

l:c 例 0 . 30 0 . 31 

入 DNA 合成期。

C.P.Roaphorst et aly zJ 1 9 7 9 年指出膜酶

化以后细胞是处在一种不正常的生理状态下，

所以当把用 0. 1%膜酶处理以后的细胞在 37 0C

温育不同时间，再进行辐照，细胞的辐射敏感性

有明显不同，发现在膜酶化以后温育 7. 5 小时

再辐照的细胞最敏感 ，剂量加大时存活率下降。

10 00 拉德x-线辐照，温育 2 小时和 7 小时的培

的 时 间 (小时)

养 的 条 {牛

MS MM M 

1.4 0. 4 0 , 9 平均= 0 , 9 

4 .1 1. 6 3 . 2 平均= 3 , 2 

0. 27 0.2 5 0 . 28 平均 = 0 . 28 

养存活率相差3 . 5倍。说明原酶化以后种植的时

间愈长存活率就愈接近对照组。 在膜酶化以后

3 . 5 小时左右 ， x- 线辐照的存活曲线 与对照相

等。ι 因此说， 细胞的辐射敏感性还取决于在膜

酶化和种植以后细胞被照射的时间。另外，

膜酶 化 还会引起细胞局部同步化， 膜酶化

以后的时间愈长同步化的细胞累积也愈

多q
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三、培养细胞的过热效应与辐射敏感

性的关系

哺乳动物细胞温度稍有增高只几分钟，就

会大大减低细胞的代谢能力 ， 并引起细胞死

亡，尤其 S 期的细胞(以中国仓鼠卵巢成纤维

细胞为例)对温度非常敏感[l S ]，这与 x- 线或

y- 线的效应完全相'反 。 哺乳动物细胞过热时产

生蛋白的变性，尤其有丝分裂细胞内纺锤体蛋

白的变性似乎是最典型的， 而 x- 线辐照主要

是使 DNA 降解产生 DNA 损伤，两者有本 质

上的区别。 超过 37 0C热处理也可引起染色体

畸变。 S 期加热， 染色体畸变频率比 G1 期或

有丝分裂期加热的畸变频率高。在 42 .5 "C加

热的中国仓鼠卵巢成纤维细胞再给以 x- 线照

射会增加非组蛋白对 DNA 的结合和减少 DNA

链断裂的再联合的速度。例如当细胞在 45.5 "C

中温育 17分钟 ， 非组蛋白对 DNA 的结合比例

就增加 〈图 3 ) [14]。如在 x- 线辐照前热处理

过的细胞在 3 7 0C 中培养 12 小时，则非组蛋白

对 DNA 结合比例就恢复正常，但 DNA 链断

裂的再联合的速度减少和细胞辐照敏感性的增

加仍保持不变。 在 12/J'\时以后细胞辐射敏感

性开始减少 ， 4 8 小时-以后细胞辐射敏感性和

DNA 链断裂的再联合速度都回复到正常 ， 因此

推测 DNA 链断裂的再联合速度可能 与 DNA

结构的变化有关。只有当温度撤消后，与 DNA

结合的蛋白回 复正常状态时才能恢复 DNA

的结构。特别值得提到的是温度 在 42"C以上

就会改变哺乳动物细胞的非组蛋白对 DNA 的

结合， 而且这种变化会干涉 DNA 的复制机制

[14] ， 主要有下述两种干涉 : (1)倏复酶可被

直接灭活 ; (2) 变性蛋白能减少修复酶进入

DNA 底物或使它变为一个不合适的模板。撤

消过热， 蛋白的改变也会逆转过来。

由于过热破坏了细胞的平衡， 就一定会发

生许多生化的和代谢的改变，而且超过细胞的

标准温度还会改变染色质的状态 ， 恢复E常温

度就能恢复染包体蛋白的原来状态。故假设电

n
uvo

ku

t 

剧
创
〈
Z
Q
实
要

100 200 300 布百亏而飞而→7百矿丁oõ

沉降系数

图 3 单独过热以后或与 x-线辐照混合处

理以后指戴生长的中国仓鼠卵巢细胞

的 DNA14C 的沉降系敏

( a ) 一- 未处理过的细胞
- --- - 45 . 5 "C 过热 17 分钟的细胞

( b ) -一 没过热处理单给于 1 ， 000 rad X-线辐照
- - - --过热 45 .5 "C 17 分钟后立即 1 ， 000 rad 

X-线辐照 [14]

离辐照的细胞的存活率 与 DNA 损伤修复有

关，而且 x-辐照的细胞的胸腺唔腔损伤是由于

染色质结构改变所致，而不是酶的变性引起的。

故 X二线加过热的潜能在分子水平上可以用两

种不同的定量方法表达 : (1) 在 42.5 0C 以下，

DNA 的损伤是随着温度的增加而变化的。 (2)

超过 42.5 "C实际上与酶的过程发生相互干涉。

45.5 0C处理的细胞进入有丝分裂的时间比

37"C的对照组延缓 11 小时。如在分裂期加热，

则有丝分裂约延缓 32 小时， 甚至更长 ，或根本

不进入分裂。 特别有趣的是在下一个有丝分裂

期时往往引起 90% 的细胞成四倍体。因此说有

丝分裂期热处理主要是影响胞质分裂的完成。

总之电离辐射引起细胞损伤是一个非常复

杂的过程，迄今为止还没有人能全面地解释辐

照引起的分裂延缓和染色体多倍体与细胞辐射

敏感性之间的关系，尤其 S 期是转录最活跃的

时期，辐照后细胞内非组蛋白的特异调控功

能的改变以及 DNA 与组蛋白合成关系的变化

都是有待进一步研究的 课题。 已知 DNA 和
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RNA 都是遗传信息的携带朽，骂: 色质蛋白是否

也能作为遗传物质看待呢?这是一个伯科重视

的研究方向。因为在抗辐射的细胞的核和I染色

质内含有大量高分子量的非组蛋白，而在辐照

敏感的细胞内这种高分子量的非组蛋白的量就

相对的减少。假设染色体结构的稳定受这些非

组蛋白控制， 辐照敏感的细胞内，由于这种特

异的非组蛋白的量很低， 染色质的骨架就相对

地不稳定， 因此辐照后极易崩解， 导致细胞死

亡， 显然组蛋白和非组蛋白对染色体结构功能

有决定性的作用，尤其非组蛋白对特异性遗传

信息的转录起着重要的作用 ρ 如果将来我们能

通过辐照灭活先天性不正常的基因，然后把新

的非组蛋白引入细胞有可能纠正基因转录方向

的错误，为辐射分子生物学开辟新的研究领域。

值得提醒的是虽然细胞培养方洁能精确地研究

辐照细胞内 DNA 和蛋白的各种变化，但因培

养条件也是影响细胞辐射效应的一 个主要因

素， 因此在分析射线对细胞的直接损伤作用的

同时还必须考虑到细胞所在环境因素对细胞辐

射效应的干涉， 才能得出比较准确的结论。

参考文献

[1] B. F . Kimer, D. B. Leeper, and M. H. 
Schneiderman , 1981 ,Radiat. Res. 85: 270一

280. 
[ 2 ] H. Schlag, and C. L. Huhle , 1981 , lnt. J. 

Radiat. Bio l. 40 :75- -8 5. 
[ 3 ] D. B. Leeper, M. H. Schneiderman , and 

W. C. Dewey , 1973 , Radiat. Res. 53:326-
337. 

[ 41 J. S. Bedford , and J. B. Mitchell, 1977 , 
Radiat. Res. 70:17 3- 186. 

[ 5 J M. H. Schneiderman ，明'. C. Dewey , D. B. 
Leeper, and H. Nagasaw口 ， 1972 ,Exp. Cel! 

Res. 74: 430- 438. 
t 6 ] D. P. Highfield , and W. C. Dewey , 1975 , 

Methods Cell Biol. 9: 85一10 1.

[7 J w. C. Dewey , and D. P. High field , 1976 , 
Radiat. Res. 65: 5 11一52 8.

[ 81 W. A. Nagle, and R. M. Humph_rey , 1973 , 
l n.t. J. Radiat. Bio l. 23: 611 - 625 . 

[ 9] T. P. Brent , J. A. Bulter, and A. R. Cra­

thorn , 1966,Nature ,London , 210:393- 394. 

口。J W. C. Dewey , and S. M. Robinette, 1969 , 
lnt. J. Radiat. Biol. 16 :495- 500. 

口1J D. B. Leeper, M. H. Schneiderman , and W. 

C. Dewey , 1972, lnt. J _ Radiat. Biol. 21 : 
191- 196. 

口2J C. P. Roaphorst , S. A. Saparato , M. L. 
Freeman , and W. C. Dewey , 1979 , lnt. J. 

Radiat. Biol. 35:193- 197 . 

口3J W. C. Dewey , A. Westra , M. H. MiIler, 
and H. Nagasawa , 197 1.1nt. J. Radiat. Biol. 

20:505-520 . 
[141 E. P. Clark , W. C. Dewey , and J. T Lett , 

1981 , In.t. J. Radiat. Biol. 85 :302- 313 . 

禾谷类植物的细胞培养和体细胞胚胎发生

王大元

(中国农业科学院柑桔研究所)

应用组织培养技术于农作物的改良巳引起

广泛注意， 并取得了很大进展 [ IJ。从组织、细

胞或原生质体再生植株是应用此技术的一个重

要前提。 虽然双子叶植物的细胞培养已取得很

大进展，但对单子叶植物，尤其是具有重要农

业价值的禾谷类植物 (Graminac阔的，几年前

还认为由组织培养再生植株是相当困难的。至

于从禾谷类植物的原生质体再生植株直到目前

都被认为非常困难。 Potrykus 就培养条件、 植

物的种和原生质体的来源做了 80 ， 000 余种 不

同处理[Z ]，未能从禾本科植物的原生质体培养

获得持续的细胞分裂和产生愈伤组织。 Cock­

ing[ 3 J认为， 用禾本科植物的叶片进行组织培

养，很难获得愈伤组织。 近几年的研究表明 ，

本文是 1982年 12月 在杭州举行的中国细胞生物学

舍组织和细胞培养专题讨论会的学术报告之一。
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