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摘　要：建立中国仓鼠肺细胞（Ｖ７９细胞）体外染氡早期损伤模型，对Ｖ７９细胞凋亡的分子机制进行探析。筛选确定合

适的染氡浓度及时间后将Ｖ７９细胞分为对照组和染氡组，以每孔１．５×１０５ 个细胞接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养皿，细胞贴壁

后将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养皿置于细胞动式气体染氡装置中染毒，染氡后收集各代细胞，常规培 养 后 检 测 细 胞 周 期、细 胞 凋 亡

及Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达情况。结果表明：确 定 染 氡 浓 度 为４０　０００Ｂｑ·ｍ－３，时 间 为１０ｍｉｎ，染 毒 后 细 胞 Ｇ１期 缩 短，

Ｓ期延长，细胞凋亡率逐渐升高，Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的表达有明显上升趋势，成功构建了Ｖ７９细胞体外染氡早期损伤模型。
在染毒早期阶段，Ｖ７９细胞凋亡率上升与Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达增加间无良好相关性。
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全球每年大约有１２０万人死于肺癌［１］，辐射是已知的环境致癌因子，氡及其子体则是人类本底辐

射的最主要成分，天然本底辐射的５０％来自氡及其子体，它广泛存在于环境与居室中，对人类健康构成

威胁［２］。国际癌症研究机构（ＩＡＲＣ）已将氡及其子体列为Ι类致癌物质［３］。人类肺癌的１０％左右归因

于氡及其子体的照射，其中英国为２２％，德国为７％，美国为１０％～１４％，我国的估计值则为１５％［４－６］。
细胞凋亡是多细胞生物更新正常细胞和清除异常细胞的重要手段，Ｃａｓｐａｓｅ家族被认为是与凋亡

最为密切相关的一类蛋白酶，Ｃａｓｐａｓｅ－３在凋亡信号传递中起关键作用，是细胞凋亡蛋白酶级联反应的

必经之路［７］。肿瘤的发生发展与细胞凋亡有着密不可分的关系。本研究通过对染氡中国仓鼠肺成纤维
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细胞（Ｖ７９细胞）的细胞周期、细胞凋亡以及凋亡相关的Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白的检测，建立Ｖ７９细胞体外染

氡的早期损伤模型，并初步探讨染氡Ｖ７９细胞凋亡的机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器

Ｖ７９细胞（苏州大学医学部放射医学与防护学院馈赠）；ＤＭＥＭ 培养基、新生胎牛血清（维森特公

司产品）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒（ｂｉ－ｐｅｃ）、Ｃａｓｐａｓｅ－３分光光度法检测试剂盒（南京凯基生物

有限公司产品）、细胞增殖活性检测试剂：ＣＣＫ－８（ＷＳＴ－８比色法）（碧云天生物技术公司产品）；细胞培

养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｏｒｍａ公司产品）、细胞气体染毒装置（ＭＥＤ８１７０Ａ，天津合普公司产品）、酶标仪（美
国Ｐｏｗｅｒ　ｗａｖｅ　ＸＳ，Ｂｉｏ－ｔｅｋ公司产品）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养皿、９６孔板（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司产品）、ＣＫ－４０倒

置相差显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品）；流式细胞仪（美国Ｂｅｅｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）。

１．２　细胞培养与染氡方法

将Ｖ７９细胞用ＤＭＥＭ 培养基加１０％胎牛血清置于３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，每２ｄ换 液

１次，每３ｄ传代１次。将对数生长期细胞制备单细胞悬液，以每孔ｌ．５×１０５ 个细胞接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
培养皿中，设立对照组（Ｃ组）和氡染毒组（Ｒｎ组）。细胞贴壁后置于细胞气体染毒装置中（图１），膜上

方氡持续泵入直接对细胞染毒，膜下方通入培养基保持细胞湿润。细胞染氡一次记作染氡１代（Ｒｎ１），
收集细胞后，一部分继续下一次染毒，记作染氡２代（Ｒｎ２），其余常规培养传代，传至第ｎ代记作（Ｒｎ１－
ｎ），共染毒４代，传代１０代。对照组暴露于氡本底值浓度下该装置中，其余条件同染氡组。

图１　细胞染毒装置简要示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｃｅｌｌ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｄｅｖｉｃｅ

１．３　体外染氡细胞模型的建立

通过不同染氡 时 间 及 染 氡 浓 度 对 细 胞 进 行 染 毒 后

测定细胞存活率 来 确 定 最 适 合 染 毒 浓 度 及 时 间。氡 浓

度２０　０００、４０　０００、６０　０００Ｂｑ·ｍ－３对细胞分别染毒１０
和２０ｍｉｎ。完成ｌ次染毒后采用ＣＣＫ－８法测定细胞存

活率。具体方法见文献［８］。
细胞存活率＝（Ａｓ－Ａｂ）／（Ａｃ－Ａｂ）×１００％，式中：

Ａｓ 为试验孔，Ａｃ 为对照孔，Ａｂ 为空白孔。
通过筛选确定合适染氡浓度及时间后，细胞共染氡

４代，每代染氡细胞分别传代至第１０代。染氡结束后收

集Ｒｎ１－１、Ｒｎ１－５、Ｒｎ１－１０、Ｒｎ２－１、Ｒｎ２－５、Ｒｎ２－１０、Ｒｎ３－１、

Ｒｎ３－５、Ｒｎ３－１０、Ｒｎ４－１、Ｒｎ４－５、Ｒｎ４－１０细胞检测指标。
１．４　细胞周期分析

染氡后消化离心收集细胞，流式细胞仪对样品进行细胞周期检测。
１．５　细胞凋亡检测

用不含ＥＤＴＡ的胰酶消化收集细胞，检测细胞凋亡的具体方法见文献［９－１０］。
１．６　总蛋白浓度测定

收集细胞，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，具体方法见文献［１１］。
１．７　Ｃａｓｐａｓｅ－３检测

① 吸取５０μＬ含２００μｇ蛋白的细胞或组织裂解上清；如体积不足５０μＬ用Ｌｙｓｉｓ　Ｂｕｆｆｅｒ补足至总

５０μＬ（各组均采用同样蛋白量进行测定和比较）。② 加入５０μＬ的２×Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｂｕｆｆｅｒ。③ 加入５μＬ
Ｃａｓｐａｓｅ－３Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ并于３７℃避 光 孵 育４ｈ。④ 用 酶 标 仪 在４０５ｎｍ 测 定 其 吸 光 度，计 算Ｄ染 氡 组／
Ｄ阴 性 对 照 来确定细胞凋亡中Ｃａｓｐａｓｅ－３的活化程度。
１．８　统计学处理

各组数据均以均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，运用ＳＰＳＳ　１７．０分析软件进行Ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡ分析

及ＳＮＫ检验。Ｐ＜０．０５为差异显著。
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２　结果与分析

２．１　体外染氡细胞模型的建立

细胞存活率的改变：随着染氡浓度的增加和染氡时间的延长，细胞存活率逐渐降低，各组间比较差

异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。当氡及其子体浓度达到６０　０００Ｂｑ·ｍ－３、时间２０ｍｉｎ时，细胞已全部

死亡（表１）。因此确定染氡浓度和时间为４０　０００Ｂｑ·ｍ－３、１０ｍｉｎ。

表１　氡及其子体对细胞增存活率的影响（珔ｘ±ｓ）＊

Ｔａｂ．１　Ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ａｆｔｅｒ　ｒａｄｏｎ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ％

染氡浓度／Ｂｑ·ｍ－３　 １０ｍｉｎ　 ２０ｍｉｎ

０ ０ｄ　 ０ｄ

２０　０００　 ９０．１５±１．０１ａ ７５．４１±２．１２ａ★

４０　０００　 ７１．９２±１．３２ｂ　 ５９．７１±０．８５ｂ★

６０　０００　 １３．４９±１．２１ｃ　 ０ｄ★

　　　＊ 不同时间、剂量，不同字母数值间表示差异显着；

　　★ 与１０ｍｉｎ组相比Ｐ＜０．０５。

２．２　细胞周期的改变

与对照组相 比，除Ｒｎ４－１、Ｒｎ４－１０外，细 胞 Ｇ１
期均有不同程度的缩短，Ｓ期均有不同程度的延长，
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示细胞受到辐

射损伤程度大于其修复能力，细胞周期阻滞于Ｓ期

（表２）。

２．３　细胞凋亡率的改变

与对照组相比，除Ｒｎ１－１、Ｒｎ４－５，Ｒｎ４－１０凋亡

率下降，其余各代染氡细胞凋亡率均升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表２）。
表２　氡体外染毒对Ｖ７９细胞周期及凋亡的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｒａｄｏｎ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｏｎ　ｃｅｌｌ　ｃｙｃｌｅ　ａｎｄ　ａｐｏｐｔｐｓｉｓ

组　别 Ｇ１／％ Ｓ／％ Ｇ２／％ 凋亡率／％ Ｃａｓｐａｓｅ－３表达相对值

Ｃ　 ４６．２５±０．８　 ３８．９７±０．８　 １４．７６±０．１＊ ６．１１±０．５４　 １．０
Ｒｎ１－１　 ３８．４８±０．５＊ ４７．１６±０．８＊ １４．３６±０．４＊ ５．４９±０．６１＊ ０．８６±０．１４
Ｒｎ１－５　 ３６．３６±０．７＊ ４４．１９±１．１＊ １９．４５±０．３＊ ９．５４±０．７３＊ １．０７±０．０３
Ｒｎ１－１０　 ４３．５４±０．９＊ ４２．０７±０．８＊ １４．５８±０．５＊ １１．３６±０．６９＊ ０．９４±０．１４
Ｒｎ２－１　 ４３．１６±０．７＊ ３９．９６±０．６＊ １６．８８±０．３＊ １２．６８±０．８１＊ ０．９１±０．１２
Ｒｎ２－５　 ４４．７４±０．４＊ ３９．７６±０．４＊ １５．５１±０．３＊ １１．４４±０．８３＊ ０．９９±０．０１
Ｒｎ２－１０　 ４３．３７±０．５＊ ４０．８３±０．８＊ １５．８０±０．７＊ ８．７１±０．５３＊ ０．９６±０．０７
Ｒｎ３－１　 ２８．１５±０．３＊ ５２．９３±１．２＊ １８．９２±０．７＊ ６．６７±０．３１＊ １．５５±０．０９＊

Ｒｎ３－５　 ３１．２０±０．７＊ ４６．８８±０．７＊ ２１．９２±０．６＊ ６．３７±０．３６＊ ２．０８±０．４１＊

Ｒｎ３－１０　 ２９．２４±１．２＊ ４８．３４±０．３＊ ２２．４２±０．６＊ ８．０６±０．３９＊ １．６１±０．１１＊

Ｒｎ４－１　 ５０．１７±２．１＊ ３４．７０±１．９＊ １５．１３±１．５＊ ６．８７±０．４１＊ １．９６±０．２２＊

Ｒｎ４－５　 ３９．２７±０．９＊ ３９．９９±１．２＊ ２０．７４±１．１＊ ３．５１±０．２２＊ ２．４８±０．３９＊

Ｒｎ４－１０　 ５２．３６±１．９＊ ３３．０７±１．３＊ １４．５７±１．７＊ ４．２６±０．１３＊ １．２７±０．１２＊

　　　＊ 与对照组相比差异显著，Ｐ＜０．０５。

图２　对照组及各染氡组细胞Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达情况

Ｆｉｇ．２　Ｃａｓｐａｓｅ－３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｎｏｒｍａｌ　ａｎｄ
ｒａｄｏｎ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｃｅｌｌｓ

＊ 与对照组相比差异显著（Ｐ＜０．０５）

２．４　细胞Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达改变

与对照 组 相 比，Ｒｎ１－ｎ和 Ｒｎ２－ｎ　Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋

白表达无明 显 变 化，而Ｒｎ３－ｎ和Ｒｎ４－ｎ　Ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白表达 明 显 上 升（表２）；且 随 着 染 氡 次 数 的 增

加，不同染 氡 次 数、相 同 代 数 的Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋 白 的

表达有明显上升趋势，差异显著（Ｐ＜０．０５）（图２）。

３　讨论

氡及其子体对 Ｖ７９细胞 存 活 率 的 影 响 存 在 着

一定的剂量 反 应 关 系。本 试 验 根 据 细 胞 存 活 率 选

择合适的染氡时间及浓度，选择细胞存活率的标准

为７０％～７５％，这样既能保证细胞存活率较高，又

能在一定程度上抑制细胞增殖，因此最后确定染氡

时间为１０ｍｉｎ，浓度为４０　０００Ｂｑ·ｍ－３。
肿瘤的发生、发展与细胞增殖周期调控密切相关，而肿瘤组织发生、发展的重要原因之一是细胞异

常增殖和凋亡失衡［１２］。Ｓａｓａｋｉ等［１３］指出辐射损伤后Ｇ１期阻滞的主要作用是消除染色体损害以保持基
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因组的稳定性，电离辐射等因素损伤细胞时，Ｇ１／Ｓ期检查点和Ｇ２／Ｍ 期检查点可以通过Ｇ１期和（或）

Ｇ２期阻滞，使得细胞能够完成复制前和有丝分裂前的修复。而当损伤超过细胞修复能力时，阻滞去除，
检查点则促进细胞的凋亡。辐照可使细胞从Ｓ期进入Ｇ２期的速度减慢，并且Ｓ期延长，形成所谓的

“Ｓ储积效应”［１４］。本试验研究显示，氡及其子体作用于细胞后，Ｇ１期细胞百分比明显减少，Ｓ期明显

延长，说明氡及其子体对Ｖ７９细胞的辐射损伤超过了细胞的修复能力，细胞进入Ｓ期并诱发凋亡的发

生。Ｒｎ４－１０细胞Ｇ１期延长，说明细胞正进行复制前修复，与凋亡率降低结果一致，可能是由于染氡次

数和传代次数增加，细胞开始出现恶性转化的趋势。
细胞凋亡最早的特征变化之一就是出现一系列蛋白水解酶———Ｃａｓｐａｓｅ酶。活化的Ｃａｓｐａｓｅ酶裂

解许多细胞内酶，引发凋亡细胞的特征性形态改变。这一过程的核心是Ｃａｓｐａｓｅ－３的活化［１５－１６］。因此

本试验通过对Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达情况的检测探 讨 体 外 染 氡 Ｖ７９细 胞 凋 亡 发 生 的 机 制，试 验 结 果 表

明，Ｒｎ１－ｎ和Ｒｎ２－ｎ细胞Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达水平相比对照组无明显改变，Ｒｎ３－ｎ和Ｒｎ４－ｎ　Ｃａｓｐａｓｅ－３
蛋白表达明显上升，而凋亡率的变化与蛋白表达情况并不完全一致，Ｒｎ１－ｎ、Ｒｎ２－ｎ细胞凋亡率明显上

升，而在Ｒｎ３－ｎ、Ｒｎ－ｎ细胞中，Ｒｎ４－５、Ｒｎ４－１０凋亡率出现下降，可能由于凋亡的过程机制比较复杂，多

种基因蛋白参与到凋亡过程中，氡及其子体诱导的细胞凋亡率的变化是否由Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白介导，其中

的具体机制还需要进一步探讨。
综上所述，本研究表明氡体外染毒可以导致Ｖ７９细胞发生辐射损伤，周期与凋亡发生相应改变，可

为深入研究肺支气管肿瘤发生的细胞和分子机制提供细胞模型。氡及其子体导致Ｖ７９细胞凋亡的上

升与Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达增加间并未出现良好的一致性；由于本研究观察的只是体外染氡的早期损伤

效应，因此，还需进一步探讨体外染氡致细胞早期损伤及凋亡发生的机制。
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