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　　［摘要］　目的　探讨金雀异黄素（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，ＧＥＮ）对Ｌ０２人肝细胞ＤＮＡ辐射损伤的防护作用。方法　（１）Ｌ０２细胞
经不同浓度（１、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）ＧＥＮ预处理２４ｈ后，接受不同剂量（６、８、１２、１６、２０Ｇｙ）Ｘ线照射，利用 ＭＴＴ法检测细胞增

殖情况。（２）Ｌ０２细胞经不同浓度ＧＥＮ预处理后接受８Ｇｙ（３００ｃＧｙ／ｍｉｎ）Ｘ线照射，利用单细胞凝胶电泳检测照射后不同

时间（２４、４８、７２ｈ）细胞ＤＮＡ损伤情况。另设正常对照（Ｎ）、单纯ＧＥＮ处理（Ｇ）及单纯照射（Ｒ）组作为参照。结果　（１）当照
射剂量为６、８及１２Ｇｙ时，５μｍｏｌ／ＬＧＥＮ预处理组细胞增殖率显著高于Ｒ组（Ｐ＜０．０５），而照射剂量为１６Ｇｙ和２０Ｇｙ时，各

浓度ＧＥＮ预处理组细胞增殖率与Ｒ组相比未见明显升高。（２）ＤＮＡ损伤检测结果显示，Ｎ组和不接受照射的各浓度Ｇ组细

胞均未见彗星拖尾。经８ＧｙＸ线照射后２４ｈ，Ｒ组及各浓度ＧＥＮ预处理组彗星出现率均小于１％，各组间彗星尾长差异无统

计学意义；照后４８ｈ，Ｒ组彗星出现率达（２４．２±１．２）％，彗星尾长达（２８３．６±２２．３）μｍ，而各浓度ＧＥＮ预处理组的彗星出现

率和彗星尾长均较Ｒ组明显降低（Ｐ＜０．０５）；照后７２ｈ，Ｒ组彗星出现率较４８ｈ明显下降（Ｐ＜０．０５）、彗星尾长明显缩短（Ｐ＜

０．０５），１、５μｍｏｌ／ＬＧＥＮ预处理组彗星出现率和彗星尾长仍明显低于Ｒ组（Ｐ＜０．０５），但１０、２０μｍｏｌ／ＬＧＥＮ预处理组彗星出

现率则明显升高（Ｐ＜０．０５），彗星尾长明显增长（Ｐ＜０．０５）。结论　低浓度（１、５μｍｏｌ／Ｌ）ＧＥＮ能有效减轻较低剂量（８Ｇｙ）照
射对Ｌ０２人肝细胞的ＤＮＡ辐射损伤。

　　［关键词］　金雀异黄素；肝细胞；Ｘ线；辐射损伤；ＤＮＡ损伤
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ；ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ；Ｘｒａｙｓ；ｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｉｅｓ；ＤＮＡｄａｍａｇｅ
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　　放疗是针对肿瘤的重要治疗手段之一，但其在

杀伤肿瘤细胞的同时，也对肿瘤组织周围邻近的正

常组织细胞造成一定的损伤。长期以来，如何减轻

放疗对正常组织细胞的辐射损伤一直是临床上有待

解决的问题之一。目前，辐射防护剂如半胱胺、胱胺

和 ＷＲ２７２１等由于有效防护期短、口服效果差及毒

副作用大等因素限制了其在临床上的应用［１］。食物

中具有抗氧化功能的活性成分毒性较低，因此，其在

抗辐射方面的应用逐渐受到重视［２４］。金雀异黄素

（ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，ＧＥＮ），又称５，７，４’三羟基异黄酮，是大

豆异黄酮的主要生物活性成分之一。近年来体内及

体外实验研究表明，ＧＥＮ具有抗氧化、抗菌、雌激素

样等多种生物学活性［５７］，并且已有研究表明其对辐

射造成的肺脏等损伤具有防护作用［８１０］，我们的前

期动物实验也表明大豆异黄酮具有较强的抗氧化活

性，能显著减轻受辐射小鼠的肝脏损伤［１１１２］，但机制

尚不清楚。因此，本实验选用Ｌ０２人肝细胞作为靶

细胞，研究不同浓度 ＧＥＮ 对辐射造成的肝细胞

ＤＮＡ损伤的防护效果，并确定其辐射防护的有效浓

度，为后续研究ＧＥＮ的抗辐射分子机制提供理论基

础和实验依据。

１　材料和方法

１．１　细胞、试剂与仪器　Ｌ０２细胞株（人正常永生

化肝细胞，中国科学院上海细胞库），ＲＰＭＩ１６４０培

养液、胎牛血清、０．２５％胰蛋白酶、ＤＭＳＯ（上海索宝

生物科技有限公司），ＧＥＮ（美国Ｓｉｇｍａ公司，纯度

９８％），ＭＴＴ试剂盒、单细胞凝胶电泳试剂盒（南京

凯基生物科技发展有限公司）。二氧化碳培养箱（德

国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司），ＯｌｙｍｐｕｓＢ７０１光学显微镜（日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），Ｖａｒｉａｎ２１００Ｃ／Ｄ直线加速器（美国

Ｖａｒｉａｎ公司），Ｍｏｄｅｌ５５０型酶标仪、水平电泳仪（美

国ＢｉｏＲａｄ公司），荧光显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）。

１．２　细胞培养及条件　Ｌ０２细胞用含１０％胎牛血

清的ＲＰＭＩ１６４０培养液在５％ＣＯ２、３７℃条件下培

养。将ＧＥＮ溶解于ＤＭＳＯ制备成０．１ｍｏｌ／Ｌ储备

液，使用前用培养液稀释成所需的终浓度（ＤＭＳＯ浓

度≤０．０４％）。

１．３　ＧＥＮ对受辐射Ｌ０２细胞增殖的影响　实验

分为正常对照（Ｎ）组、单纯ＧＥＮ处理（Ｇ）组、单纯照

射（Ｒ）组及ＧＥＮ预处理＋照射（Ｇ＋Ｒ）组。Ｎ组细

胞培养液中仅含０．０２％ＤＭＳＯ；Ｇ组分别加入１、５、

１０、２０μｍｏｌ／ＬＧＥＮ；Ｇ＋Ｒ组先用不同浓度 ＧＥＮ
（同Ｇ组）处理２４ｈ后，采用Ｘ线（６ＭＶ）照射，剂量

分别为６、８、１２、１６、２０Ｇｙ，剂量率为３００ｃＧｙ／ｍｉｎ，

源皮距１００ｃｍ；Ｒ组不加ＧＥＮ，照射方法和剂量同

Ｇ＋Ｒ组。采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖情况：将Ｌ０２
细胞接种于９６孔板，细胞密度为１０４个／孔，体积为

１００μｌ。培养６ｈ，待细胞贴壁后弃去旧培养液，每孔

加入１００μｌ含各浓度受试物的培养液。每个浓度设

３个复孔。培养２４ｈ后细胞接受不同剂量 Ｘ线照

射；继续培养４８ｈ后更换不含受试物的新鲜培养液

９０μｌ／孔，并加入ＭＴＴ１０μｌ／孔，继续孵育；４ｈ后终

止培养，每孔加入１１０μｌＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，用

Ｍｏｄｅｌ５５０型酶标仪于４９０ｎｍ波长处测各孔光密

度（Ｄ）值。实验在相同条件下重复３次。细胞增殖
率（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ，ＰＲ）计算公式：ＰＲ（％）＝（实

验组光密度值／正常对照组光密度值）×１００％。

１．４　ＧＥＮ 对受辐射 Ｌ０２细胞 ＤＮＡ 损伤的影

响　实验分组方法基本同１．３所述，仅照射剂量限
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定为８Ｇｙ。采用单细胞凝胶电泳（ＳＣＧＥ）技术进行

检测：Ｌ０２细胞接受８ＧｙＸ线照射后，继续用不同

浓度ＧＥＮ培养，分别于照射后２４、４８、７２ｈ收集细

胞，用ＰＢＳ重悬使其密度为１×１０６个／ｍｌ。１％低熔

点琼脂糖（ＬＭＡ）在７０℃水浴熔解后放入３７℃水浴

恒温箱内备用。将１００μｌＬＭＡ与３０μｌ细胞悬液

混匀，取７０μｌ混合液均匀铺于２４孔板盖上。４℃放

置１５ｍｉｎ。将胶板置于平皿中，倒入预冷的裂解缓

冲液（使用前每９ｍｌ加入１ｍｌＤＭＳＯ），４℃裂解

２ｈ，取出胶板用ＰＢＳ漂洗。裂解后将胶板置于水平

电泳槽内，倒入新配制的碱性电泳缓冲液（１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ，３００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ），覆过胶面约０．２５ｃｍ左

右，室温放置３０ｍｉｎ，使ＤＮＡ双链充分解开，电泳３０

ｍｉｎ（电压２５Ｖ）。电泳后将载玻片置于平皿内，加入

０．４ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５）缓冲液，使胶板没入，

４℃中和３次，每次１０ｍｉｎ。弃去ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，每

载玻片加２０μｌＰＩ染液，避光染色１０ｍｉｎ。

　　在荧光显微镜下，观察ＳＣＧＥ图像（放大２００
倍），每组计数３００～４００个细胞，计算细胞拖尾率。

每组随机观察３０个细胞，采集图像，计算尾长（即彗

星细胞核中心至彗星尾前端的距离［１３］）。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行

分析，数据用珚ｘ±ｓ表示，组间差异行方差分析，组间

比较采用ｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同浓度ＧＥＮ对Ｘ线照射前Ｌ０２细胞增殖

的影响　如图１所示，与Ｎ组相比，１、５、１０μｍｏｌ／Ｌ

ＧＥＮ处理组 Ｌ０２细胞增殖呈增加趋势，其中５

μｍｏｌ／Ｌ组与 Ｎ 组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；而２０μｍｏｌ／ＬＧＥＮ 处理组细胞呈增殖减少

趋势。

图１　不同浓度ＧＥＮ对Ｌ０２细胞增殖的影响

Ｆｉｇ１　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎ（ＧＥＮ）

ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（Ｎ）ｇｒｏｕｐ；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ

２．２　不同浓度ＧＥＮ对Ｘ线照射后Ｌ０２细胞增殖
的影响　如图２所示，Ｌ０２细胞接受６、８ＧｙＸ线照
射后４８ｈ，１μｍｏｌ／Ｌ和５μｍｏｌ／ＬＧＥＮ预处理组细
胞增殖率明显高于Ｒ组（Ｐ＜０．０５）；照射剂量为１２
Ｇｙ时，５μｍｏｌ／ＬＧＥＮ仍显示出较好的保护效果，细
胞增殖率明显高于Ｒ组（Ｐ＜０．０５），而高浓度（１０、

２０μｍｏｌ／Ｌ）ＧＥＮ预处理组细胞增殖率与Ｒ组比较
差异无统计学意义；当照射剂量≥１６Ｇｙ时，与Ｒ组
相比，各ＧＥＮ预处理组细胞增殖率均未见明显升
高。

图２　ＧＥＮ对不同剂量Ｘ线照射后Ｌ０２细胞增殖的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｒａｄｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆＸｒａｙ
Ｒ：Ｒａｄｉａｔｉｏｎａｌｏｎｅ；Ｇ：Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓＲｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｄｏｓｅｏｆｒａｄｉａｔｉｏｎ；ｎ＝９，珚ｘ±ｓ
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２．３　ＧＥＮ对Ｘ线照射后Ｌ０２细胞ＤＮＡ断裂损

伤的影响　ＳＣＧＥ检测结果显示，照射处理组可见

彗星拖尾，而未接受照射的Ｎ组及各浓度Ｇ组细胞

在２４、４８及７２ｈ时均未见彗星拖尾（图３Ａ）。如表

１所示，经８ＧｙＸ线照射后２４ｈ，Ｒ组及各浓度

ＧＥＮ预处理组细胞彗星出现率均小于１％；照后４８

ｈ，Ｒ组彗星出现率达到（２４．２±１．２）％，而各浓度

ＧＥＮ预处理组彗星出现率均明显低于 Ｒ组（Ｐ＜
０．０５）；照后７２ｈ，Ｒ组彗星出现率较４８ｈ显著下降

（Ｐ＜０．０５），低浓度（１、５μｍｏｌ／Ｌ）ＧＥＮ预处理组慧

星出现率较 Ｒ组明显下降（Ｐ＜０．０５），而高浓度

（１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）预处理组却较Ｒ组明显升高（Ｐ＜

０．０５），且显著高于照射后４８ｈ的水平（Ｐ＜０．０５）。

　　如图３Ｂ所示，细胞经８ＧｙＸ线照射后２４ｈ，各

实验组彗星尾长差异无统计学意义；照后４８ｈ，Ｒ组

彗星尾长达（２８３．６±２２．３）μｍ，１、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ
处理组彗星尾长均明显短于Ｒ组（Ｐ＜０．０５），缩短

率分别为５８．２％、６５．３％、６９．５％和６９．６％；照后７２

ｈ，Ｒ组彗星尾长较４８ｈ明显缩短（Ｐ＜０．０５），缩短

率为４１．１％，此时１、５μｍｏｌ／ＬＧ＋Ｒ组彗星尾长仍

明显短于Ｒ组（Ｐ＜０．０５），缩短率分别为１８．１％和

９．３％，而１０、２０μｍｏｌ／ＬＧ＋Ｒ组尾长较Ｒ组明显

增长（Ｐ＜０．０５），增长率分别为１４．３％和１８．５％，但

低于Ｒ组照射后４８ｈ的尾长（Ｐ＜０．０５）。

图３　ＧＥＮ对Ｘ线照射后Ｌ０２细胞ＤＮＡ损伤的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎＸｒａｙｉｎｄｕｃｅｄＤＮＡｄａｍａｇｅａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｓｓａｙ
Ａ：ＴｈｅＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ（ｃｏｍｅｔｔａｉｌ）ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００．Ｂ：Ｔｈｅｔａｉｌｏｆｔｈｅｃｏｍｅｔ

ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｉｎｅａｃｈｃｅｌｌｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎμｍａｓａｍｅａｎ±ＳＤｆｒｏｍａｔｌｅａｓｔ３０ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．Ｒ：Ｒａｄｉａｔｉｏｎ

ａｌｏｎｅ；Ｇ：Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓＲｇｒｏｕｐａｔ４８ｈ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＲｇｒｏｕｐａｔ７２ｈ

表１　ＧＥＮ对Ｘ线照射后Ｌ０２细胞彗星出现率的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｅｎｉｓｔｅｉｎ（ＧＥＮ）ｏｎＸｒａｙｉｎｄｕｃｅｄｃｏｍｅｔｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％

Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
ｔ／ｈ

ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＧＥＮｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

０ １ ５ １０ ２０
２４ ＜１ ＜１ ＜１ ＜１ ＜１
４８ ２４．２±１．２ ５．３±１．３ ７．１±１．４ ７．８±１．２ ７．８±０．７

７２ １２．２±１．５△ ８．５±１．２ ８．７±１．１ １６．４±０．８△ ３３．４±４．６△

　Ｐ＜０．０５ｖｓＲ（０μｍｏｌ／ＬＧＥＮ）ｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｒａｄｉａｔｉｏｎｔｉｍｅ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ４８ｈａｔｔｈｅｓａｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

３　讨　论

　　本研究采用细胞增殖实验探讨ＧＥＮ对人肝细

胞的辐射防护作用。实验结果显示，ＧＥＮ对未经照

射的Ｌ０２细胞增殖呈双向作用，即在低浓度时表现

为促增殖作用，当浓度超过一定范围时则产生增殖

抑制作用，这一现象与以往报道一致［１４］。本实验中

Ｌ０２细胞经６、８Ｇｙ射线照射后继续培养４８ｈ，１、５

μｍｏｌ／ＬＧＥＮ预处理组细胞增殖率明显高于单纯照

射组（Ｐ＜０．０５），与正常对照组（１００％）接近；当

ＧＥＮ浓度≥１６μｍｏｌ／Ｌ时，细胞增殖率低于低浓度

组，与单纯照射组接近，提示ＧＥＮ的抗辐射活性与

其浓度有关。另一方面，经较大剂量（１６、２０Ｇｙ）照

射后，各浓度ＧＥＮ预处理组及单纯照射组之间细胞
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增殖率差异均无统计学意义，但均较低剂量照射时

明显降低，提示ＧＥＮ对大剂量的辐射防护效果尚不

理想。因此，本研究后续实验选择８Ｇｙ的照射剂

量，采用单细胞凝胶电泳（ＳＣＧＥ）技术观察ＧＥＮ对

ＤＮＡ辐射损伤的保护效果。

　　ＳＣＧＥ又称彗星试验（ｃｏｍｅｔａｓｓａｙ），是一种简

便、快速、敏感、非放射性的ＤＮＡ 损伤检测方法，可

为观察细胞ＤＮＡ损伤情况提供直观的信息，且能

够获得细胞ＤＮＡ损伤的整体状况，为评价ＤＮＡ损

伤和细胞自身ＤＮＡ的修复能力，以及评价其他介

入因素的作用提供了一个很好的方法［１５］。本研究

采用２４孔聚苯乙烯培养板盖代替常规载玻片，利用

孔凸边形成的规则的圆形凹槽进行单层铺胶，与传

统方法相比，具有铺胶时间短，及在随后的裂解、解

旋、电泳及中和等操作中不易脱胶等优点；同时，板

面大小一致，胶面平整，反应条件相同，且单片上样

品承载量大，实验结果可显示出清晰的ＤＮＡ图像，

利于批量样品的分析比较，从而提高组间数据的可

比性［１６］。

　　从本实验结果看，单纯照射组细胞ＤＮＡ损伤

程度经历了“轻重恢复”的过程：在照射后早期

（２４ｈ）损伤不明显；照后４８ｈ，ＤＮＡ损伤程度达到

最重；照后７２ｈ，ＤＮＡ损伤程度有所减轻，这是由于

细胞自身存在一些ＤＮＡ损伤修复相关酶类及相关

蛋白（如Ｐ２１、Ｐ５３和 ＨＳＰ７０等），细胞启动了自我

修复系统而表现出一定的自我修复功能。而照后

４８ｈ，各浓度ＧＥＮ预处理组细胞ＤＮＡ损伤程度均

明显轻于单纯照射组（Ｐ＜０．０５）；照后７２ｈ，低浓度

（１、５μｍｏｌ／Ｌ）组 ＧＥＮ 仍然显示出较好的保护效

果，但高浓度（１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）组ＤＮＡ损伤较中期

加剧，进一步提示 ＧＥＮ 抗辐射活性的浓度效应和

时效性，即随着作用浓度的升高和作用时间的延长，

ＧＥＮ表现为辐射增敏［１７］，这与高浓度ＧＥＮ处理细

胞后增殖率下降的变化相一致，有关分子机制需进

一步研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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