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摘要!研究
.

粒子和酒精联合作用对肝细胞恶性转化生物效应的影响#为系统评价
.

粒子辐射风险提供实验

依据)通过建立辐射和酒精联合作用细胞模型#分析比较
.

粒子辐射(酒精单因素与两者复合对人正常肝细

胞的细胞周期(迁移和侵袭等恶性转化生物特征及相关基因
85(G

水平表达的影响)与对照组比较#复合因

素作用的细胞发生迁移和侵袭的细胞数量明显增多#在
85(G

水平抑癌相关基因
]

#"

和细胞粘附蛋白相关

基因
247+

表达量明显降低#原癌相关基因
848)

表达量明显升高#复合因素作用下肝细胞发生明显的恶性转

化趋势)辐射和酒精均能诱导肝细胞发生恶性转化#肝细胞经
.

粒子辐照后再受酒精作用其发生恶性转化的

风险高于单纯接受
.

粒子辐照的细胞#酒精增加了
.

粒子辐照后肝细胞恶性转化风险#可能与影响肝细胞表

面
H

型粘连蛋白的表达有关#导致细胞之间粘连性降低#促进细胞发生迁移和侵袭)因此#在评价
.

粒子内

照射对健康的影响时需要考虑职业人员的饮酒习惯)
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随着我国核技术应用产业的发展#电离辐射

对人类健康的影响越来越受到重视)

.

粒子由于

具有较高的传能线密度%

KHD

&#会导致较强的相

对生物效应能%

5JH

&#它对人体健康的影响一直

是职业健康中关注的重点$

+?!

'

)超铀核素在核材

料生产(

_<O

燃料制造(乏燃料后处理以及高放

废物处理与处置中对人体健康存在潜在风险$

#?A

'

)

超铀核素半衰期长#比活度高#人体内负荷小#

主要考虑通过吸入或从皮肤进入体内后产生的

.

粒子辐射能量沉积对组织器官的影响#肝脏是

其重要的靶器官$

@?L

'

)众所周知#肝脏是人体代

谢的主要场所#且几乎是酒精代谢的唯一场所#

涉核工作人员的饮酒习惯是否会增加
.

粒子内

照射对人体的健康风险#目前没有足够的人群

流行病学调查和实验动物(细胞水平的数据支

持$

>?+)

'

)在
.

粒子内照射氡的健康评估中#已有

流行病学研究表明氡与吸烟的联合致肺癌作用

存在协同效应#与部分细胞学和动物学实验研

究结果一致$

+"?+A

'

)

因此本工作拟通过
.

粒子辐射体#建立体外

细胞实验#开展
.

粒子辐射(酒精单独作用和两者

联合作用肝细胞的实验研究#从细胞生物学(分子

生物学水平探讨单因素(联合因素对人肝细胞生

物学效应的影响#为系统评价
.

粒子内照射风险

提供基础数据)

@
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实验部分

@A@

!

实验细胞

K<)

细胞是人正常肝上皮细胞构建成的永

生化细胞系#购于中国科学院上海细胞库)
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辐射源

苏州大学)!+

G8

.

粒子辐射源装置#如图
+

所

示#

.

粒子源几何尺寸为
"A88i!88

#是有效

直径为
)*88

的面源#其活度为
#'@i+*

A

J

h

#文献

$

+@

'计算给出表面剂量率为
*'+"LF

;

*

86/

)面源

与盖玻片盘平行放置#两者间距离为
+*88

)

图
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粒子辐射源装置图

R6

S

=+

!

)!+

G8

.

?

]

0.:62&36..0460:6%/%1.046%02:6\39%-.239

@AC

!

仪器和试剂
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)

细胞培养箱(酶标仪#

D73.8%

公司!超

洁净工作台#苏州安泰空气技术有限公司!实时荧

光定量
CZ5

扩增仪#

J6%?504

公司!倒置相差显

微镜#

<KN_CQW

公司!流式细胞仪#

J32U80/

公

司!高速冷冻离心机#

W6

S

80

公司)

5C_T?+A!*

培养基(胰蛋白酶(胎牛血清(青

霉素和链霉素#上海生工!

D.6̂%&

%主要成分为苯

酚#含有
L?

羟基喹啉(异硫氰酸胍(

/

?

巯基乙醇等

抑制内源和外源
5(G

酶&(

5(G

反转录(荧光定

量
CZ5

试剂盒#天根公司!细胞周期试剂盒(

ZZb?L

试剂盒#凯基生物!酒精#分析纯#南京碧

云天生物工程有限公司!

D.0/9X3&&

板(

_0:.6

S

3&

基质胶#美国康宁公司)

@AD

!

实验方法

@ADA@

!

细胞培养
!

K<)

人肝细胞在
"@l

恒温

#a

%体积分数&

Z<

)

环境下的细胞培养箱中#用

含
+*a

%体积分数&胎牛血清的
5C_T?+A!*

培养

基进行培养#贴壁细胞生长至培养瓶底面积的

#"!

第
#

期
!!

刘红艳等"
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L*a

#

>*a

#经
*')#a

%质量分数&胰蛋白酶消

化#进行
+I"

传代#传代一次计
+

代%

C+

&#培养细

胞瓶于倒置相差显微镜下观察细胞状态)

@ADAB

!

细胞生长增殖检测
!

细胞生长增殖采用

ZZb?L

试剂盒进行检测#已广泛应用于细胞毒理

试验)首先制作人肝细胞生长标准曲线#取对数

生长期细胞#用血球计数板计数细胞浓度#并将肝

细胞密度分别调整为每毫升
+

万个(

)

万个(

!

万

个(

L

万个(

+A

万个#每孔分别接种
+**

*

K

于
>A

孔板进行培养#每组设置
#

个复孔)待接种细胞

贴壁后#加入
ZZb?L

试剂#

"@l

孵育
"7

后#采用

酶标仪于
!>*/8

波长处测量吸光度%

<E

&值)

@ADAC

!.

粒子辐照剂量筛选
!

在文献$

+L?+>

'调

研的基础上#初步确定了
#

个剂量点对肝细胞进

行
.

辐照#剂量分别为
*'*#

(

*'+*

(

*')#

(

+'**

(

)'**F

;

#根据辐照剂量
e

剂量率
i

辐照时间#

.

源的剂量率为
*'+"LF

;

*

86/

#计算出各实验点

所需辐照时间分别为
)+'@

(

!"'#

(

+*L'@

(

!"!'L

(

LA>'A9

#辐照前细胞接种于已消毒的玻片上#滤

纸吸控细胞表面培养基#将贴有细胞的玻片面朝

.

源#置于
.

粒子辐射源装置辐照区卡槽内)辐

照完成后#玻片直接放入培养基#待细胞继续生长

数小时后进行消化转移至细胞培养瓶培养)对照

组细胞同时置于玻片接受假辐照%

*F

;

&#辐照后

!L7

进行细胞增殖活力检测#显微镜动态观察细胞

形态和生长状况#筛选合适的辐照剂量进行后续
.

粒子辐照实验)

@ADAD

!

酒精作用浓度筛选
!

在文献$

)*?))

'调研

的基础上#根据中国人群饮酒习惯#计算血液和肝

脏代谢酒精浓度#初步采用酒精浓度%体积百分

比&

*'#a

(

+'*a

(

)'*a

(

"'*a

(

!'*a

(

#'*a

(

A'*a

和
@'*a

的细胞培养基进行肝细胞酒精作

用
)!7

#结束后换成正常培养基#进行细胞增殖

活力检测#显微镜动态观察细胞形态和生长状况#

筛选合适的酒精浓度和作用时间进行后续酒精作

用肝细胞实验)

@ADAE

!

联合作用方式及实验分组
!

根据
.

粒子

辐射和酒精单因素作用模型#建立复合作用方式)

实验分为
!

组"对照组%不进行任何处理&!辐射组

%单纯
.

粒子辐照&!酒精组%单纯酒精处理&!复合

组%辐射组
f

酒精组#即细胞先经
.

粒子辐照后再

经酒精作用处理&)实验用细胞经消化后进行传

代#采用相同代数的各组细胞#且均处于
!*

代以

内#进行细胞生物学指标检测)

@ADAR

!

细胞生物学效应

%

+

&流式细胞术检测细胞周期

细胞周期是反映细胞生长增殖状态的重要指

标之一)采用
CT

染料进行
E(G

染色#利用流式

细胞术检测肝细胞周期)用
_-&:62

;

2&31%.X6/?

4%X9")?V6:

软件统计分析人肝细胞在
F*

*

F+

(

W

(

F)

*

_

这
"

个不同时期的细胞占比)每个实验样

品设
"

个平行样#收集人肝细胞约
+i+*

A 个#加

入无水乙醇过夜固定肝细胞#用预冷的磷酸盐缓

冲溶液%

]

7%9

]

70:3V-113.3490&6/3

#

CJW

&清洗细

胞去掉乙醇!加
CT

染料#室温避光孵育
"*86/

后#用流式细胞仪进行定量检测)

%

)

&细胞迁移和侵袭能力检测

细胞迁移和侵袭实验是反映细胞发生恶性转

变的重要指标)采用
D.0/9X3&&

实验测定细胞迁

移和侵袭能力)细胞迁移检测"细胞接种于
)!

孔

板
L

*

8

孔径滤膜的
2708V3.

上室#下室加入

#**

*

K

含胎牛血清培养基#避免起泡产生)每个实

验组接种
"

个平行样#于
"@l

培养箱培养
)!7

后

终止#用
*'+a

%质量分数&结晶紫染色#棉签擦去上

室内膜上的细胞#将
D.0/9X3&&

小室反过来底朝上#

显微镜下观察小室底膜上附着细胞#随机选取

#

#

+*

个视野#显微镜拍照#记录图像中细胞数量)

检测细胞侵袭能力时#

D.0/9X3&&

小室底部膜需

要包埋
_0:.6

S

3&

基质胶#将冰上缓慢溶解的

_0:.6

S

3&

基质胶与无血清培养基按体积比
+IL

稀释后#加入小室底部#室温待其凝固#再接种细

胞悬液#其余步骤与细胞迁移检测一致)采用

T80

S

3,

图像处理软件进行肝细胞数量自动计数)

%

"

&

85(G

分子水平表达

采用实时荧光定量聚合酶链锁反应%

530&?

:683

h

CZ5

&测定肝细胞恶性转化相关
85(G

表

达水平)在文献$

)"?)#

'调研的基础上#根据美国

国家生物技术信息中心%

(ZJT

&

E(G

序列数据库

F3/3J0/U

公布的序列#设计
530&?:683

h

CZ5

引

物#结果列入表
+

)实验细胞待生长至
L*a

#

>*a

#用
CJW

冲洗
"

遍后#直接加入
D.6̂%&

试剂#

提取细胞总
5(G

#并逆转录成
2E(G

#并以此为

模板进行
530&?:683

h

CZ5

检测#每个样本设置
"

个重复样#结果采用
--

ZD

法进行分析)

@AE

!

统计学分析

实验设计
"

#

#

个平行样本)实验数据均以

9

4n/

表示#用
WCWW))'*

软件进行统计学分析#多

组间数据比较采用单因素方差分析#两两组间显

A"!

核化学与放射化学
!!

第
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表
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引物序列
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C.683.93

h

-3/23

基因 序列%

#o

,

"o

&

D8

功能

]

#"?R GZGZFZDDZZZDFFGDDFF !@=#

与肿瘤相关性高的抑癌基因

]

#"?5 GZFFZGGFFFFFGZGFGG !L=#

与肿瘤相关性高的抑癌基因

247+?R DFFGZZFGFGFGFDDDZZZD !L=@

编码
H?

钙粘蛋白#在
H_D

过程初期下调表达#

247+?5 GZFGZFDDGFZZDZFDDZDZ !L=@

功能缺失的细胞更易发生侵袭(转移

848)?R GDZDGZGFFFGZFZZGDZFGG !>=)

原癌基因

848)?5 DFGGGZDFGGDZZDFGDZZGGZZG !L=@

原癌基因

S

0

]

47?R GFFDZFFGFDZGGZFFGDDD !A=A

内参基因

S

0

]

47?5 DFGZGGFZDDZZZFDDZDZG !A=A

内参基因

著性差异比较采用独立样本
(

检验#

A

%

*'*#

认

为具有统计学差异)

图
)

!

不同剂量辐照
!L7

后对肝细胞存活分数的影响

R6

S

=)

!

B3

]

0:%2

;

:39-.\6\0&0:!L701:3.

3M

]

%9-.3:%46113.3/:4%939

B

!

结果和讨论

BA@

!#

粒子辐照剂量

K<)

人正常肝细胞在含
+*a

新生胎牛血清

5C_T?+A!*

培养基中正常生长#于倒置显微镜下

观察细胞形态#呈上皮样(多角型#贴壁生长状态)

采用)!+

G8

放射源对肝细胞进行不同剂量%

*'*#

(

*'+*

(

*')#

(

+'**

(

)'**F

;

&

.

粒子辐照#辐照后

!L7

检测肝细胞存活分数#结果示于图
)

)由图
)

可知"与对照组%

(Z

&比较#

*'*#F

;

组细胞活力

差异不显著%

A

'

*'*#

&!

*'+*

(

*')#

(

+'**F

;

组肝

细胞的存活分数低于对照组#差异不显著%

A

'

*'*#

&!

)'**F

;

组肝细胞存活分数明显低于对照

组#差异有统计学意义%

A

%

*'*#

&#肝细胞接受

)'**F

;

辐照后#连续培养
@)7

#

#*a

的细胞呈悬

浮状态#出现明显死亡)因此#选择肝细胞存活分

数几乎不受影响的
+'**F

;

辐射剂量进行单因素

.

粒子辐照细胞#记为辐射组)

BAB

!

酒精作用浓度

采用含酒精浓度%体积百分比&分别为
*'#a

(

+'*a

(

)'*a

(

"'*a

(

!'*a

(

#'*a

(

A'*a

和

@'*a

的细胞培养基作用于肝细胞#与对照组比

较#结果示于图
"

)由图
"

可知"酒精作用
)!7

后#

*'#a

和
+'*a

酒精作用组肝细胞存活分数低

于对照组#但差异不显著%

A

'

*'*#

&!

)'*a

和

"'*a

酒精作用组肝细胞存活分数低于对照组#差

异有统计学意义%

A

%

*'*#

&#在作用
#86/

后#长梭

型贴壁细胞变圆#

!7

后形态恢复正常!

!'*a

#

@'*a

酒精作用组肝细胞存活分数显著低于对照

组)因此#选择肝细胞存活分数几乎不受影响的

+'*a

酒精进行作用#记作酒精组)

图
"

!

不同浓度酒精处理
)!7

后

对肝细胞存活分数的影响

R6

S

="

!

B3

]

0:%2

;

:39-.\6\0&01:3.:.30:83/:

X6:746113.3/:2%/23/:.0:6%/9%10&2%7%&1%.)!7

BAC

!#

粒子与酒精联合作用人肝细胞

在以上筛选的单因素辐射和酒精作用肝细胞

模型的基础上#进行
.

粒子辐照和酒精联合作用#

组成了复合作用方式"细胞先接受
.

粒子辐照后再

@"!

第
#

期
!!
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经酒精作用)辐照剂量为
+'**F

;

*次#累计辐照

两次后经酒精作用#采用含
+'*a

酒精浓度的培养

基培养#每代进行一次酒精处理#隔三天传代一次)

BAD

!

细胞生物学效应

BADA@

!

细胞周期
!

流式细胞术检测各实验组肝

细胞周期示于图
!

)由图
!

可知"与对照组比较#

辐射组
W

期细胞比例增加%

A

%

*'*#

&(

F)

*

_

期

细胞比例减少%

A

%

*'*#

&#差异具有统计学意义!

酒精组与复合组肝细胞处于
F*

*

F+

期的细胞比

例均减少(

W

期细胞比例均增加#差异均具有统计

学意义%

A

%

*'*#

&)辐射组与酒精组比较#

F*

*

F+

期细胞比例增加(

W

期和
F)

*

_

期细胞比例减

少#差异均具有统计学意义%

A

%

*'*#

&)复合组

与辐射组比较#

F*

*

F+

期细胞比例减少(

W

期细胞

比例增加#且有显著性差异%

A

%

*'*#

&#各组的肝

细胞周期百分比结果示于图
#

)由图
#

可知"辐

射组细胞出现
F*

*

F+

期阻滞#

E(G

复制前的检

查修复需要更长时间#与辐射致
E(G

损伤有关)

与单因素组相比#复合组肝细胞
F+

期逃逸至
W

期#细胞周期失衡)

%

0

&,,,对照组#%

V

&,,,酒精组#%

2

&,,,辐射组#%

4

&,,,复合组

图
!

!

各实验组肝细胞周期

R6

S

=!

!

Z3&&2

;

2&3%173

]

0:%2

;

:36/3027

S

.%-

]

,

,,,

F*

*

F+

#

3

,,,

W

# ,,,

F)

*

_

图
#

!

各实验组肝细胞周期百分比

R6

S

=#

!

C3.23/:0

S

3%173

]

0:%2

;

:32

;

2&36/3027

S

.%-

]

BADAB

!

细胞迁移和细胞侵袭
!

D.0/9X3&&

实验

测定各实验组肝细胞发生迁移和侵袭的细胞数量

示于图
A

)由图
A

可知"与对照组比较#辐射组(

复合组肝细胞均发生了细胞迁移#差异有统计学

意义%

A

%

*'*#

&!与酒精组比较#辐射组发生迁移

的细胞数量增加#差异有统计学意义%

A

%

*'*#

&#

复合组发生迁移和侵袭的细胞数量也均增加#差

异有统计学意义%

A

%

*'*#

(

A

%

*'**+

&!与辐射组

比较#复合组发生侵袭的细胞数量增加#差异有统

计学意义%

A

%

*'*#

&#复合组发生侵袭的细胞数

量最大#有着明显的恶性转化趋势#提示
.
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%

0

&,%

4

&(%

1

&,%

6

&为显微镜成像图片

图
A

!

各组肝细胞发生迁移%%

0

&,%

3

&&和侵袭%%

1

&,%

[

&&细胞数量

R6

S

=A

!

(-8V3.%186

S

.0:34

%%

0

&

?

%

3

&&

0/473

]

0:%2

;

:39

%%

1

&

?

%

[

&&

6/3027

S

.%-

]

照后再进行酒精处理#酒精增加了肝细胞的侵袭

,

,,,

(Z

# ,,,酒精组#

3

,,,辐射组# ,,,复合组

图
@

!

各实验组
]

#"

(

247+

(

848)

基因
85(G

表达水平

R6

S

=@

!

85(G3M

]

.3996%/&3\3&9%1

]

#"

#

247+0/4

848)

S

3/396/30273M

]

3.683/:0&

S

.%-

]

能力#诱导细胞发生恶性转化)

BADAC

!

分子生物学效应
!

用实时荧光定量聚合

酶链锁反应%

530&?:683

h

CZ5

&的方法#检测与细

胞恶性转化相关的抑癌基因
]

#"

和原癌基因

848)

(细胞粘附蛋白相关基因
247+

在
85(G

水平的表达#结果示于图
@

)由图
@

可知"与对照

组比较#单因素和复合组细胞
]

#"

基因和
247+

基

因在
85(G

水平表达降低#

848)

基因表达升

高#差异有统计学意义%

A

%

*'*#

&!与酒精组比

较#复合组肝细胞
]

#"

(

247+

和
848)

基因表达

有显著差异%

A

%

*'**+

&!与辐射组细胞比较#复

合组细胞
]

#"

基因和
848)

基因表达有显著差

异%

A

%

*'*#

&#提示
.

粒子和酒精均诱导肝细胞

发生恶性转化趋势#复合作用明显高于单因素作

用#即辐照后酒精的作用促进了肝细胞原癌基因

848)

的高表达和抑制了抑癌基因
C#"

的表达#从

分子水平介导肝细胞发生恶性转化)

C

!

结
!

论

研究发现
.

粒子辐射和酒精均能诱导肝细胞

发生恶性转化趋势#复合因素作用下肝细胞原癌

基因
848)

高表达#抑癌基因
]

#"

和细胞粘附相

关基因
247+

低表达#发生明显的恶性转化趋势)

提示
.

粒子辐照后再进行酒精作用的肝细胞发生

恶性转化的风险增高#可能是酒精影响了肝细胞

表面
H

型粘连蛋白的表达#导致细胞之间粘连性

降低#促进细胞发生迁移和侵袭)因此#在评价
.

粒子内照射对健康的影响时需要考虑职业人员的

饮酒习惯)
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