
书书书

第二军医大学学报　２００９年２月第３０卷第２期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｅｂ．２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．２

·１３７　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．００１３７ ·论　著·

ＰＴＥＮ在电离辐射诱导旁效应细胞中的表达变化

杨　剑，韩　玲，高　娴
第二军医大学海医系放射医学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：研究ＰＴＥＮ基因在旁效应细胞中的表达变化。方法：采用未照射细胞与直接照射细胞按１１共同培养，以

及将直接照射细胞培养液离心加入未照射细胞中培养形成２种旁效应细胞模型，对比ＰＴＥＮｍＲＮＡ及蛋白表达在２种旁效

应细胞、直接照射细胞、未照射细胞中的变化。结果：直接照射的ＰＴＥＮ蛋白表达与照射剂量有关，照射剂量越大其下调越为

明显；ＰＴＥＮ蛋白表达下调程度与细胞的处理方式有关，以受照细胞培养液培养的旁效应细胞表达下调最为显著，且２种旁效

应细胞中ＰＴＥＮ蛋白的表达下调程度均高于直接受照细胞（Ｐ＜０．０１）。结论：ＰＴＥＮ蛋白表达与低剂量电离辐射生物学效

应及电离辐射旁效应的发生发展密切相关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（２）：１３７１４１］

　　辐射诱导旁效应（ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｉｏｌｏｇｉｃｂｙ

ｓｔａｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔ）是指未直接受照射细胞表现出与受

照射细胞类似的生物学反应［１２］。利用基因芯片技

术可筛选出与旁效应密切相关的基因，与张力蛋白

在１０号染色体同源缺失的磷酸酶（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄ

ｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅｄｅｌｅｔｅｄｆｒｏｍ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０，

ＰＴＥＮ）就是其中之一，它是迄今发现的第一个具有

双特异性磷酸酶活性的抑癌基因［３］，定位在染色体

１０ｑ２３．３上，有９个外显子，编码由４０３个氨基酸组

成的蛋白。近年来有研究［４］表明ＰＴＥＮ与肿瘤的恶

性增殖、侵袭和转移等生物学特性密切相关，不仅在

诱导细胞周期的阻滞及细胞凋亡中起重要作用，同

时在调节细胞粘连、迁移和分化中发挥功能，但它在

旁效应细胞中的表达变化仍不十分清楚。

　　本研究应用不同剂量６０Ｃｏγ射线照射人淋巴细

胞（ＡＨＨ１）及受其影响的旁效应细胞中ＰＴＥＮ蛋

白质的表达情况，探讨其与旁效应发生的关系。

１　材料和方法

１．１　材料　人淋巴母细胞株 ＡＨＨ１（军事医学科

学院馈赠）；ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）；胎牛血

清（杭州四季青生物有限公司）；ＰＴＥＮ引物：上游引
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物 Ｆ５′ＣＡＣ ＡＧＡ ＡＴＴ ＣＣＡ ＧＡＣ ＡＴＧ ＡＣＡ

ＧＣＣＡＴＣ ＡＴＣ３′，Ｔｍ５４．５℃，下游引物 Ｒ５′

ＧＴＧＧＡＴＣＣＴＣＡＴＧＧＴＧＴＴＴＴＡＴＣＣＣＴＣ

ＴＴＧ３′，Ｔｍ５１．５℃，目的片段长１２０９ｂｐ，由上海

英俊生物技术公司合成；抗体：兔抗人ＰＴＥＮ多克隆

抗体（１００μｌ）购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；

１．２　人淋巴母细胞株ＡＨＨ１细胞的培养　ＡＨＨ１
用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养基，培养条件为

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度，悬浮培养，隔天半量换液，

１周传代。

１．３　实验分组　照射剂量率为０．７５Ｇｙ／ｍｉｎ。

　　对照组（Ｃ）：未照射细胞，细胞密度为１×１０６／ｍｌ。

　　直接照射组（Ｚ１：０．５Ｇｙ照射细胞；Ｚ２：２Ｇｙ照射

细胞；Ｚ３：５Ｇｙ照射细胞），细胞密度为１×１０６／ｍｌ。

　　旁效应细胞模型（共同培养）的制备：细胞照射

后立即离心，弃上清，将直接受照细胞与未受照细胞

按１１比例在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）中共同培

养。细胞密度为１×１０６／ｍｌ。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ为内置小室

６孔板，小室底部膜孔径为０．４μｍ，可阻止细胞通

过，但允许培养液及细胞因子自由通过，此未受照共

同培养细胞为电离辐射诱导旁效应细胞。

　　旁效应细胞模型（培养液处理）的制备：未照射

细胞离心弃上清；细胞照射后立即离心的上清加入

未受照射细胞中共同培养。细胞密度为１×１０６／ｍｌ。

　　细胞处理好后，在３７℃、５％ ＣＯ２条件下细胞培

养箱中培养。

１．４　总ＲＮＡ的提取、逆转录及ＲＴＰＣＲ检测　在

冰上依次向逆转录产物反应管中加入１０μｌ５×ＰＣＲ
缓冲液，０．５μｌｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），ＰＴＥＮＦ、Ｒ引

物（０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ）各１μｌ，３６．５μｌｄｄＨ２Ｏ，最后加入

１μｌＴａｑＰｌｕｓＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ／μｌ），反应体积５０

μｌ。反应条件：９４℃２ｍｉｎ，然后９４℃４５ｓ、５５℃１

ｍｉｎ、７２℃２ｍｉｎ，２５个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳分析。

１．５　总蛋白抽提　在照射后０（即刻）、６、１２、２４ｈ
收集细胞（５×１０６个），应用 ＮＰ４０裂解液提取细胞

总蛋白，提取的总蛋白冻存于－８０℃冰箱备用。蛋

白质含量测定采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法。

１．６　免疫蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测　蛋白样

品在变性不连续ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离，电转移至

ＰＶＤＦ膜，５％牛奶封闭２ｈ，膜与抗体４℃孵育过夜，

ＴＢＳＴ洗涤，ＨＲＰ标记二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗

涤，应用化学交联增强化学发光剂（ＥＣＬ），显影、定

影，Ｘ线片洗涤干燥后电脑扫描记录。应用Ｓｍａｒｔ

Ｖｉｅｗ密度分析软件进行扫描分析。以看家基因β

ａｃｔｉｎ表达作为内对照校正。

１．７　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ染色检测细胞调亡　在照射后

２４ｈ，收集未受照细胞、受照细胞、受照细胞共培养

细胞（２×１０６个），ＰＢＳ液充分洗细胞，按照Ｂｅｎｄｅｒ
公司 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ凋亡试剂盒说明操作，应用流

式细胞仪（ＦＡＣＳ）分析。

１．８　统计学处理　所得实验数据以珚ｘ±ｓ表示，组

间比较采用ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达　未受照细胞、受照细

胞、旁效应细胞中ＰＴＥＮ基因表达在不同培养条件、

不同照射剂量和不同时间点检测变化均较小，应用

ＳｍａｒｔＶｉｅｗ密度分析软件进行扫描分析，受照细胞、

旁效应细胞与未受照细胞相比均有下调趋势，但变

化不显著，无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图１）。

２．２　ＰＴＥＮ蛋白的表达　结果显示：与未受照细胞

相比，受照细胞、不同处理条件下的旁效应细胞中

ＰＴＥＮ蛋白表达在不同照射剂量和不同时间点检测

均下调，变化明显（图２）。

　　应用ＳｍａｒｔＶｉｅｗ密度分析软件进行扫描分析，
受照细胞蛋白表达的下调程度与照射剂量有关，随
着照射剂量增大，下调越为明显，旁效应细胞蛋白表
达下调程度与处理方式有关，其中以照射后１２ｈ变
化最明显，下调程度旁效应细胞（受照细胞培养液处
理）＞旁效应细胞（共同培养细胞）＞受照细胞＞未
受照细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图３）。但
在照射后１２ｈ检测点中，受照细胞共培养的旁效应
细胞组中，０．５Ｇｙ旁效应细胞较２Ｇｙ旁效应细胞

ＰＴＥＮ表达下调更显著，与前期基因芯片结果一致，
提示ＰＴＥＮ基因与低剂量电离辐射生物学效应及电
离辐射旁效应的发生存在非常密切关系，且考虑

ＰＴＥＮ在低剂量电离辐射旁效应的发生、发展中起
着较为重要的作用。

２．３　细胞增殖的变化　细胞生长曲线分析发现，受
照细胞及旁效应细胞较未受照细胞增殖能力均有所

下降，随照射剂量的增大，增殖能力下降越明显（图

４），在细胞生长１０ｄ后，除０．５Ｇｙ照射组外，其他各
照射组的细胞数与对照组相比均有显著下降（Ｐ＜
０．０５，表１）。受照射细胞组细胞增殖能力下降最为
明显，旁效应细胞组中培养液处理各组下降较共同
培养组明显。
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图１　未受照及照后０ｈ（Ａ１，Ａ２）、６ｈ（Ｂ１，Ｂ２）、

１２ｈ（Ｃ１，Ｃ２）、２４ｈ（Ｄ１，Ｄ２）各组ＡＨＨ１细胞

βａｃｔｉｎ、ＰＴＥＮ基因ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　βａｃｔｉｎ，ＰＴＥＮｇｅｎｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｎｏｒｍａｌａｎｄｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０ｈ（Ａ１，Ａ２），

６ｈ（Ｂ１，Ｂ２），１２ｈ（Ｃ１，Ｃ２），２４ｈ（Ｄ１，Ｄ２）ｃｅｌｌｓ
Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｏｒｍａｌ；２：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０．５Ｇｙ；３：

Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ２Ｇｙ；４：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ５Ｇｙ；５８：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０，０．５，２，ａｎｄ５

Ｇｙ；９１１：Ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０．５，２，ａｎｄ５Ｇｙ；１２１４：Ｔｒａｎｓ

ａｃｔｅｄｂｙｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ０．５，２，ａｎｄ５Ｇｙ

图２　未受照及照后即刻各组ＡＨＨ１细胞中

βａｃｔｉｎ、ＰＴＥＮ蛋白的表达

Ｆｉｇ２　βａｃｔｉｎ，ＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｏｒｍａｌ

ＡＨＨ１ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｏｓｅｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

１：Ｎｏｒｍａｌ；２：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０．５Ｇｙ；３：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ２Ｇｙ；４：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ５Ｇｙ

２．４　ＰＩ单染检测细胞周期的变化　细胞内的

ＤＮＡ含量随细胞周期进程发生周期性的变化，利用

ＰＩ染色方法，通过流式细胞仪对细胞内的ＤＮＡ的

相对含量进行测定，可分析细胞周期各个时相的百

分比，实验重复３次。在本实验中我们发现，受照细

胞在照射后即刻各照射剂量组各期的细胞比例与对

照组相比并无明显改变，但在照后１２ｈ随着照射剂

量的增大，处于 Ｇ１、Ｓ期的细胞明显减少，而 Ｇ２ 期

的细胞显著增多。旁效应细胞也出现相同的改变，
细胞Ｇ２期受阻滞的程度趋势为：直接受照细胞＞受
照细胞培养液处理细胞＞受照细胞共同培养细胞
（图５）。表明照射能使未经照射的旁效应细胞出现
与受照细胞相同的Ｇ２期阻滞现象。

图３　照射后不同时间未受照细胞、

受照细胞、旁效应细胞ＰＥＴＮ蛋白表达

Ｆｉｇ３　ＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｏｒｍａｌ，ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ，

ａｎｄｂｙｓｔａｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
１４：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０，０．５，２，ａｎｄ５Ｇｙ；５７：Ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０．５，２，

ａｎｄ５Ｇｙ；８１０：Ｔｒａｎｓａｃｔｂｙｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ０．５，２，ａｎｄ５Ｇｙ；

ｎ＝３４，珔ｘ±ｓ

图４　未受照细胞、受照细胞和

旁效应细胞的细胞生长曲线

Ｆｉｇ４　Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｉｎｎｏｒｍａｌ，

ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ，ａｎｄｂｙｓｔａｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔｃｅｌｌｓ
Ｒ：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｅｌｌ；Ｐ１：Ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｅｌｌ；Ｐ２：Ｔｒａｎｓａｃｔｅｄ

ｂｙｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ． Ｐ ＜０．０１ ｖｓｉｒｒａｄｉａｔｅｄ ｃｅｌｌ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｃｕｌｔｕｒｅｗｉｔｈｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｅｌｌｓ

２．５　ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双标检测细胞早期凋亡　结果

表明：在照射后即刻照射细胞各照射剂量组细胞早期
凋亡率与对照组比较无明显变化，照后２４ｈ早期凋亡
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的细胞明显增加且随着照射剂量的增加而增加（图

６）。旁效应细胞组在处理后２４ｈ早期凋亡的细胞也
明显增加，与对照组相比均有统计学差异（Ｐ＜０．０１），

但与照射剂量无明显联系，表明与照射细胞共培养或
用照射细胞培养处理的细胞均可产生与照射细胞相

同的早期细胞凋亡率增加的现象。

图５　照射后即刻及照射后１２ｈ未受照细胞、受照细胞和旁效应细胞周期变化

Ｆｉｇ５　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆｃｅｌｌｓｉｎｎｏｒｍａｌ，ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ，ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ１２ｈｌａｔｅｒｇｒｏｕｐｓａｎｄｂｙｓｔａｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔｃｅｌｌｓ
１４：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０，０．５，２，ａｎｄ５Ｇｙ；５７：Ｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｉｒｒａｄｉａｔｅｄ０．５，２，ａｎｄ５Ｇｙ；８１０：Ｔｒａｎｓａｃｔｅｄｂｙｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ０．５，２，ａｎｄ５

Ｇｙ

图６　照射后各组细胞凋亡率变化比较

Ｆｉｇ６　Ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓｃｅｌｌｓｉｎｎｏｒｍａｌ，ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙ，

ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ２４ｈｌａｔｅｒｇｒｏｕｐｓａｎｄｂｙｓｔａｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔｃｅｌｌｓ

１：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｉｍｍｅｄｉａｔｅｌｙｇｒｏｕｐ；２：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ２４ｈｇｒｏｕｐ；３：Ｃｏｃｕｌ

ｔｕｒｅｄｗｉｔｈｉｒｒａｄｉａｔｅｄ２４ｈｇｒｏｕｐ；４：Ｔｒａｎｓａｃｔｅｄｂｙｉｒｒａｄｉａｔｅｄｃｕｌｔｕｒｅ

ｍｅｄｉｕｍ２４ｈ；ｎ＝１４，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＰＴＥＮ作为第一个具有磷酸酶活性的抑癌基
因，自发现以来就备受关注。在电离辐射中，ＰＴＥＮ
的表达变化已被学者证实［５］，但国内外关于ＰＴＥＮ

在电离辐射旁效应细胞中的表达研究甚少。随着对
辐射损伤研究的深入，旁效应被发现，对深入理解电
离辐射生物效应本质，揭示辐射致癌分子机制具有
重要的理论意义和实际价值。大量实验均观察到旁
效应的存在，然而目前尚未对产生旁效应的机制有
统一的定论。

　　我们的研究结果显示：（１）直接照射及旁效应细
胞的ＰＴＥＮ蛋白表达与照射剂量有关，照射剂量越
大其下调越为显著。在照射后１２ｈ变化最显著，在
照射后２４ｈＰＴＥＮ表达量有所增高，由此我们分
析，ＡＨＨ１细胞在受到辐射损伤后，于照射后１２ｈ
逐步启动自身修复功能，对其自身损伤进行修复。

ＰＩ单染检测细胞周期的变化中显示，照后１２ｈ随着
照射剂量的增大，处于Ｇ１、Ｓ期的细胞明显减少，而

Ｇ２期的细胞显著增多，Ｇ２ 期停滞的目的也是进行
检查和修复。（２）ＰＴＥＮ蛋白表达下调程度与细胞
的处理方式有关，以受照细胞培养液培养的旁效应
细胞表达下调最为显著，且２种旁效应细胞中

ＰＴＥＮ蛋白的表达的下调程度均高于直接受照细
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胞。（３）与受照细胞共同培养产生的旁效应细胞组，

０．５Ｇｙ旁效应细胞较２Ｇｙ旁效应细胞ＰＴＥＮ表达
下调更显著，推测ＰＴＥＮ对低剂量电离辐射更为敏
感，与低剂量电离辐射旁效应细胞的发生、发展有一
定关系，考虑两者具有协同关系，提示ＰＴＥＮ蛋白
表达与低剂量电离辐射生物学效应及电离辐射旁效

应的发生发展密切相关。

　　另外，细胞凋亡检测结果显示，受照细胞早期凋
亡率随照射剂量的增大而增高，且旁效应细胞的凋亡
率较未受照细胞也有所上升，结合细胞中ＰＴＥＮ蛋白
的表达抑制情况，推测ＰＴＥＮ蛋白是通过影响细胞凋
亡的过程，从而在旁效应的发生过程中起调节作用。
但ＰＴＥＮ在电离辐射旁效应细胞中的表达机制及作
用目前尚不是很清楚，还有待进一步研究。
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