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　　【摘要】　目的　探讨 mtDNA4977bp缺失检测分析法用于预测肿瘤细胞辐射敏感性的可能性。方法　采用巢式
PCR法检测人肝癌细胞(HepG2)和人前列腺癌细胞(PC-3)经不同剂量 X射线照射后的 mtDNA4977bp缺失率。结果
　经照射后检测到辐射可诱发 mtDNA4977bp缺失 , HepG2细胞和 PC-3细胞的 mtDNA4977bp缺失率具有剂量依赖
性 , HepG

2
细胞在各剂量点的缺失率显著高于 PC-3细胞(P﹤ 0.05), 提示 HepG

2
细胞的辐射敏感性高于 PC-3细

胞。结论　简便快捷的检测 mtDNA4977bp缺失有可能成为预测肿瘤细胞辐射敏感性的方法。
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【Abstract】　Objective　 Toevaluatethepossibilityofpredictingtheradiosensitivityoftumorcelllinesusingtheassay
ofthemtDNA4977bpdeletion.Methods　 ThemtDNA4977bpdeletionofHepG2 cellsandPC-3 cellsweredetectedbynes-
tedPCRafterirradiatedbyvariousdosesofx-ray.Results　 Theradiation-inducedmtDNA4977bpdeletionofthetumor
celllinesofHepG2 andPC-3 weredetectedafterirradiated.TherewasadosedependentinthemtDNA4977bpdeletionof
twotumorcelllines.ThedeletionrateofHepG2 washighersignificantlythanthatofPC-3ateachpointofradiationdose(P
﹤ 0.05), whichimpliesthattheradiosensitivityofHepG2 washigherthanthatofPC-3.Conclusion　 Theassayofthe
mtDNA4977bpdeletionmaybeanapproachtopredicttheradiosensitivityoftumorcells.
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　　线粒体基因是独立于核外的唯一遗传物质 , 由于其结构和

功能的特点 , 较核 DNA发生基因突变的频率明显增高 , 其中具

有代表性的是线粒体 DNA(mitochondrialDNA, mtDNA)4977bp

的缺失。大量研究表明 , 此缺失在一定程度上可以作为年龄 、

光老化和生物能量学疾病等方面的生物标记 ,但是有关其辐射

生物学的研究并不多 。本实验应用巢式 PCR技术检测经 X射

线照射后肿瘤细胞 mtDNA4977bp缺失 , 根据剂量效应关系判

断肿瘤细胞的辐射敏感性 , 初步探讨电离辐射致 mtDNA4977bp

缺失检测用于预测肿瘤细胞辐射敏感性的可行性。

1　材料与方法

1.1　细胞系与细胞培养　人肝癌细胞系 HepG2(中国医学科

学院放射医学研究所提供), 人前列腺癌细胞系 PC-3 (天津

市泌尿外科研究所惠赠)。细胞培养用 RPMI1640培养基

(GIBCO公司),含 10℅小牛血清(杭州四季青公司)、 100U/ml

青霉素 、100μg/ml链霉素 , 置于 37℃、5℅ CO2、饱和湿度的培

养箱中培养 , 隔天用 0.25%胰蛋白酶消化传代。

1.2　主要仪器　直线加速器 (Varian600C美国)、酶标仪

(ThermoMK3美国)、低温超速离心机(HitachiSCR20BA日

本)、紫外分光光度计(BeckmanDU800美国)、PCR仪(Thermo

美国)、凝胶图像处理系统(Bio RadDOC1000美国)。

1.3　细胞照射　取对数生长期的细胞 , 将培养瓶翻转平放 ,上

面放置 1.5cm厚的有机玻璃板 , 射野 10cm×10cm, 源皮距

100cm,用 6MV-X射线在室温环境中照射细胞 , 剂量分别为

2Gy、4Gy、8Gy、12Gy和 16Gy, 剂量率为 320cGy/min。未照射对

照组置于相同环境中。

1.4　细胞 mtDNA提取　细胞照射后在 37℃培养箱中放置 2h,

然后消化离心获得大于 5×106个细胞的沉淀。参照文献 [ 1]

“改进高盐沉淀法”的具体步骤提取mtDNA, -20℃保存提取样

品。用 BECKMANDU800紫外分光光度计测定其含量。

1.5　PCR扩增

1.5.1引物的设计与合成　普通 PCR扩增内参片段:内参引物

对扩增 mtDNA中某一稳定的片段 , 代表反应体系中总 mtDNA

含量 ,作为内参计算发生 mtDNA4977bp缺失基因的比例。巢
式 PCR扩增 mtDNA4977bp缺失片段 , 引物对位于缺失片段两

端附近 , P1引物对在模板最外侧 , P3引物对在模板最内侧。分

别用 P1、P2、P3引物对进行巢式第 1、2、3轮 PCR扩增。在限制

PCR反应条件下 , 较短的延伸时间 DNA聚合酶不能够扩增出

约 5kb的片段 , 因此在巢式 PCR反应中 , 未发生 mtDNA4977bp

缺失的线粒体基因模板不能扩增出片段 ,而理论上无论是否存

在 mtDNA4977bp缺失 ,线粒体基因模板均能用普通 PCR扩增

出内参片段。所有引物由上海捷瑞生物工程公司合成。

表 1　PCR扩增 mtDNA的引物

　　　引物位置 　　　引物序列 PCR产物片段(bp)

上游 内参 (3304-3323) 5' -aacatacccatggccaacct-3'

下游 内参 (3836-3817) 5' -ggcaggagtaatcagaggtg-3' 533

上游 P1 (7901-7920) 5' -tgaacctacgagtacaccga-3'

下游 P1 (14220-14201) 5' -ttagtagtagttactggttg-3' 1342

上游 P2 (8201-8220) 5' -ttcatgcccatcgtcctaga-3'

下游 P2 (13851-13832) 5' -gttgaggtctagggctgtta-3' 673

上游 P3 (8282-8305) 5' -cccctctagagcccactgtaaagc-3'

下游 P3 (13650-13631) 5' -ggggaagcgaggttgacctg-3' 391

1.5.2　PCR反应体系　巢式 PCR第一轮扩增加入提取的模板

200ng, 第二轮和第三轮扩增分别加入前一轮扩增产物 1ul作为

模板;普通 PCR加入提取的模板 25ng。 反应体系包含 10 ×

PCRbuffer(无 Mg2 +)5μl, , 20mM MgCl2 2μl, dNTPmix1μl, Taq
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DNA聚合酶 0.5μl(2.5U), 两端引物各 1μl, 最后加 H2O补足

总体积至 50μl。

1.5.3　PCR反应条件　普通 PCR反应条件:第 1个循环 94℃

变性 5min, 55℃退火 5min, 72℃延伸 3min;第 2 ～ 25个循环为

94℃变性 40s, 55℃退火 40s, 72℃延伸 50s;最后 72℃延伸

10min。巢式 PCR第 1轮反应条件:先 94℃预变性 3min;然后

94℃变性 1min, 45℃退火 1min, 72℃延伸 1min,共 35个循环;最

后 72℃延伸 10min。第 2、 3轮反应条件均为先 94℃预变性

3min;然后 94℃变性 40s, 45℃退火 40s, 72℃延伸 40s, 共 35个

循环;最后 72℃延伸 10min。

1.5.4　DNA缺失定量分析　扩增产物在 1%琼脂糖凝胶(含

0.5μg/ml的 EB)中电泳 , 用 Doc1000凝胶成像系统采集图像 ,

用 MolecularAnalysisTM软件分析电泳条带的灰度值 , 用 mtD-

NA4977bp缺失片段的灰度值与 mtDNA内参片段的灰度值之

比代表总体线粒体模板中存在 mtDNA4977bp缺失的模板所占

的比例。

1.6　统计学处理　实验数据以均值标准差(x±s)表示, 采用

SPSS12.0软件进行统计分析 ,以P<0.05表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　缺失片段　肿瘤细胞经X射线照射后分别用普通PCR

扩增 mtDNA内参和用巢式 PCR扩增发生 mtDNA4977bp缺失

的片段 ,以 8Gy照射为例 , 普通 PCR扩增内参片段处于 500 ～

750bp之间 ,与理论长度 533bp片段位置一致(见图 1A);巢式

PCR第 1、 2轮扩增产物从图像中未显现 , 第 3轮扩增产物在

250-500bp之间 , 与理论长度 391bp位置吻合(见图 1B)。

M:DL2000 DNA标准 H:HepG2 P:PC-3 1:第 1轮产物 2:第 2轮

产物 3:第 3轮产物

图 1　PCR扩增肿瘤细胞 mtDNA内参片段和

mtDNA4977bp缺失片段的琼脂糖凝胶电泳图

2.2　经 X射线照射后肿瘤细胞的 mtDNA4977bp缺失率　经 X

射线照射后两种肿瘤细胞 mtDNA4977bp缺失率升高 ,说明 X射

线能诱导 mtDNA4977bp缺失的发生 , 并且随照射剂量的增加 ,

HepG2和 PC-3细胞 mtDNA4977bp缺失率均有不同程度的升

高。与其对照组比较 , 差异有统计学意义(P<0.05), 见表 2。

表 2　照射后肿瘤细胞 mtDNA4977bp缺失率

细胞 0Gy 2 Gy 4 Gy 8Gy 12Gy 16 Gy

HepG2 0.6217±0.0240 0.7750±0.06471) 0.9567±0.07531) 1.2483±0.11791) 1.4517±0.06181) 1.5700±0.07801)

PC-3 0.7383±0.0523 0.7450±0.0437 0.8083±0.03971) 0.7933±0.06651) 0.9500±0.05481) 1.2467±0.05091)

注:1)与其对照组比较 , P<0.05。

2.3　HepG
2
和 PC-3肿瘤细胞辐射敏感性的比较　两种肿瘤

细胞在未照射组均检测出 mtDNA4977bp缺失 , 即基础缺失率。

本实验 HepG2 和 PC-3 的平均基础缺失率为 0.6217 和

0.7383,比较两种细胞辐射敏感性之前 , 应排除基础缺失率的

干扰 , 即扣除各自基础缺失率后得出由辐射诱导的 mtD-

NA4977bp缺失率。如图 2所示 , HepG2细胞 mtDNA4977bp缺

失率随照射剂量的增加呈升高趋势。 PC-3细胞在较低剂量

范围(0 ～ 8Gy)mtDNA4977bp缺失率随剂量变化不显著 , 8Gy照

射后缺失率比 4Gy略有下降;较高剂量范围(8 ～ 16Gy)照射后

的缺失率显著升高 , 表明 PC-3细胞的 mtDNA4977bp缺失累

积主要发生在相对高剂量范围。 HepG2细胞在各剂量点的缺失

率均显著高于 PC-3细胞(P﹤ 0.05), 提示 HepG2细胞的辐

射敏感性高于 PC-3细胞。

3　讨论

有文献报道肿瘤组织存在 mtDNA4977bp缺失 , 肿瘤细胞
增值过程中 , 遗传方面 、不确定的环境因素和氧化应激等都可

能会引起 mtDNA4977bp缺失的增加。本实验中两种肿瘤细胞

未照射组也检测到此缺失的存在。 Kamalidehghan等 [ 2]检测到

胃癌组织的 mtDNA4977bp缺失低于癌旁组织和正常组织 , 可

能是含有 mtDNA4977bp缺失的肿瘤细胞由于线粒体功能缺

陷 , 不能像其他肿瘤细胞一样无限增值。 Yang等 [ 3]则发现皮

肤肿瘤的 mtDNA4977bp缺失与光暴露皮肤无差别 , 认为可能

是光照射引起的缺失增多。目前对于肿瘤组织的基础缺失率

尚缺乏明确的认识 , 而且不同种类的细胞基础缺失率不尽相

同 , 校正基础缺失率是准确判断细胞缺失对射线敏感性的前

提 , 我们在比较肿瘤细胞辐射敏感性之前 , 分别扣除各自基础

缺失率 , 避免基础缺失率的差异影响统计结果的准确性。

有关辐射诱导细胞 mtDNA4977bp缺失的研究发现 , 缺失

可以累积并且与辐射剂量有关。 Prasanna等 [ 4]分析间期淋巴

细胞 mtDNA4977bp的缺失可准确估算 0.25Gy～ 2Gy之间急性

照射的剂量 , 提示辐射剂量与缺失之间有明确的剂量效应关

系。本实验结果也得出两种细胞的缺失率具有剂量依赖性 , 尤

其是 HepG2细胞在 0Gy～ 16Gy和 PC-3细胞在 8Gy～ 16Gy剂

量范围。本实验用 mtDNA4977bp缺失率代表基因辐射损伤程

度来判断细胞放射敏感性 ,得出 HepG2细胞的放射敏感性高于

PC-3细胞 ,这与石卫民等 [ 5]和廖安燕等 [ 6]通过克隆形成法分

别测定体外 HepG2和 PC-3细胞的辐射敏感性结果一致。同

时与临床肿瘤放射治疗的一般印象相吻合。

本实验 PC-3细胞经 8Gy照射后的缺失率略低于 4Gy, 我

们认为除了实验误差外 , 还可能是 PC-3细胞经 8Gy辐射

mtDNA4977bp缺失及其累积不稳定 ,需要更精细的剂量划分和

大量实验验证。 Prithivirajsingh等 [ 7]应用 PCR检测分别经 2、5、

10和 20 Gy照射后的五种人肿瘤细胞系的 mtDNA4977bp缺失

情况 ,未发现辐射诱导 mtDNA4977bp缺失与剂量之间的联系。

可见并非所有肿瘤细胞或者任何剂量范围都存在明显剂量依赖

关系 , 因此选择合适的肿瘤细胞和存在明显剂量效应关系的辐

射剂量范围 ,是能否准确预测放射敏感性的关键因素。本实验

仅处于初步探讨阶段 ,有待深入研究 ,建立一套成熟的检测技术

和准确的评价体系 , 供肿瘤临床个案化和预测疗效之用。
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低剂量多层螺旋 CT对儿童气道异物检查的防护价值
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　　【摘要】　目的　探讨低剂量多层螺旋 CT(MSCT)对儿童气管 、支气管异物检查的防护价值 , 并与标准剂量作对
比。方法　对临床怀疑气管 、支气管异物的儿童患者 80例进行低剂量 MSCT前瞻性研究 , 并按照不同剂量随机分成
四组(50mA, pith=3;50mA, pith=6;30mA, pith=3;20mA, pith=3), 每组 20例。 并随机抽取常规剂量组(150mA,
pith=3)20例气管 、支气管异物儿童患者进行对照。结果　低剂量各组的权重 CT剂量指数(CTDIw)和剂量长度乘积
(DLP)均与常规剂量组有明显的差别(P<0.01)。低剂量组(50mA, pith=3)扫描图像质量以优为主 , 与常规剂量组
没有差别(P>0.05),其余各组图像质量以良为主 ,未出现差级图像 , 不影响诊断。低剂量各组与常规剂量组对图像
后处理质量没有差别(P>0.05)。结论　低剂量 MSCT既能对气道异物得以正确的诊断和显示 , 又能大大降低儿童
的辐射剂量 , 在对儿童进行气道异物的 MSCT检查中可常规采用 20mA至 50mA低剂量扫描。

【关键词】　气管;支气管;异物;儿童;低剂量;辐射剂量;体层摄影术
RadioprotectiveValueofLowDoseMulti-sliceCTinPediatricPatientswithForeignBodyinTracheaandBronchi.

TANGQun-feng, CHENGHong-wei, WULi-yuan, etal.DepartmentofRadiology, WuxiPeople' sHospital, Wuxi
214000China.

【Abstract】　Objective　 Toinvestigatetheradioprotectivevalueoflowdosemulti-slicespiralCT(MSCT)inpediat-
ricpatientswithforeignbodyintracheaandbronchicomparedwithconventionaldose.Methods　 80childrensuspectedair-
waylesionswereprospectivelystudiedwithlowdoseMSCTandrandomlydividedintofourgroups(50mA, pith=3;50mA, pith
=6;30mA, pith=3;20mA, pith=3)averagely.Results　 TheweightedCTdoseindex(CTDIw)anddoselengthproduct
(DLP)inlowdosegroupwaslowerthaninconventionaldosegroupwiththesignificantdifference(P<0.01).Theimaging
qualityinlowdosegroupwasmostlybetterwithnothesignificantdifference(P>0.05), butinferiortoconventionaldose
group, whilethereisnopoorimagestoinfluencethediagnosisofforeignbodyintracheaandbronchi.Therewasnosignificant
difference(P>0.05)betweenpostprocessingimageswithdifferentdoses.Conclusion　 Thelowdosescanningwillbeaccu-
racteindiagnosisofforeignbodyintracheaandbronchi, andbeneficialtoprotectthechildrenwithlowerradiationdose.The
20mAto50mAtubecurrentsmaybeusedasconventionaldoseforevaluatingforeignbodiesintheairwaysinthechildren.

【Keywords】　Trachea;Bronchi;ForeignBody;Children;LowDose;RadiationDose;Tomography

　　近年来 ,随着公众放射卫生和自身防护意识的提高, 低剂
量扫描技术逐渐收到关注。儿童正处于生长发育期 , 在接受同

样辐射剂量产生癌症的风险敏感性是成人的十多倍 [ 1] ,因此将
多层螺旋 CT(MSCT)低剂量技术应用于儿童患者 ,从而降低儿

童辐射剂量, 变得尤其重要。本研究将 MSCT的低剂量技术应
用于儿童气管 、支气管异物的 MSCT检查中 ,探讨其防护价值。

1　材料与方法

1.1　一般资料　自 2005年 1月 ～ 2007年 2月对临床怀疑气

管 、支气管异物的儿童患者 80例进行低剂量 MSCT研究, 并按

照不同剂量随机分成四组(50 mA, pith=3;50 mA, pith=6;30

mA, pith=3;20 mA, pith=3),每组 20例。男 56例 ,女 24例 ,平
均年龄 4岁(2 ～ 15岁)。并随机抽取 2005年 1月前常规剂量组

(150 mA, pith=3)20例气管 、支气管异物儿童患者进行对照。
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1.2　MSCT扫描技术　扫描仪为美国 GE公司 LightSpeed
Plus多层螺旋 CT。扫描条件为电压 120 kv, 层厚 /层间隔 =

2.5/1.25mm, 随机分成四组不同剂量(50 mA, pith=3;50 mA,
pith=6;30mA, pith=3;20 mA, pith=3)进行 MSCT扫描 , 扫描

范围从肺底至胸廓入口。
1.3　辐射剂量观察　从扫描程序设定栏内分别记录不同扫描

剂量组下的辐射剂量参数 , 包括权重 CT剂量指数(CTDIw)、剂
量长度乘积(DLP)。

1.4　图像评价　用胶布封住扫描条件 ,由 CT室 2位资深医师

采用双盲法阅片评估 , 全部图像采用肺窗(窗宽 1 000HU, 窗位

-700HU)及纵隔窗(窗宽 250HU, 窗位 50HU)观察 , 评判标准

分为优(图像清晰 ,无伪影)、良(有一定伪影 , 但不影响诊断)、
差(伪影较多 ,影响诊断)三级。

1.5　图像后处理　扫描后图像送至 AW4.0工作站进行重建:
主要为多平面重建(MPR)和仿真支气管镜(VB)。 同时比较

不同剂量对后处理图像的影响 , 评判标准同前。
1.6　统计学分析　多组间差异的显著性分析用单因数方差分

析(one-wayANOVA),图像质量评判采用校正的卡方(χ2)检
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