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Abstract
AIM: To analyze the properties of radiation-
induced apoptosis and cell cycle changes in liver 
cancer cell lines.

METHODS: Liver cancer cell lines HepG2 and 
SMMC-7721 were included in this study, and 
normal liver cell line HL-7702, pulmonary small 
cell carcinoma cell line HCI-H460 and lung ad-
enocarcinoma cell line A549 were used as con-
trols. After routine culture for 48 h, all the cells 
were irradiated under 4Gy X-radiation. The cell 
cycle and apoptosis were detected by flow cy-
tometry (FCM) before and 6, 12, 24, 36, 48 h after 
irradiation.

RESULTS: After irradiation, cell apoptosis 
started from the 6th h and reached to the peak 
at 12 h in HepG2 cells (ΔApoHepG2 = 45.16%, t = 
8.864, P < 0.0025), while at 24 h in SMMC-7721 
cells (ΔApo7721 = 24.94%). In comparison with 
SMMC-7721 cells, HepG2 cells had an earlier 
and higher apoptosis peak. The cell cycle and 
apoptosis were generally in the same situa-
tion in HCI-H460 and A549 cells as those in 
SMMC-7721 and HepG2 cells. The pre-S-phase 
cell apoptosis was found in both kinds of liver 
cancer cells. Significant blockage of G2/M phase 
occurred 12 h after irradiation.  

CONCLUSION: After 4Gy X-radiation, premi-
totic apoptosis occurs both in HepG2 and 
SMMC-7721 cells. Furthermore, X-radiation may 
induce G2/M-phase cell injuries and deaths in 
HepG2 cells.
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line; Flow cytometry
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摘要
目的: 探讨肝癌细胞系放射诱导的细胞周期和
细胞凋亡的变化特点. 

方法:  研究细胞系为肝癌细胞系H e p G2和
SMMC-7721, 对照细胞系为正常肝细胞系
HL-7702、肺小细胞癌HCI-H460和肺腺癌
A549. 常规培养48 h后接受4Gy射线照射, 收
获受照前(0 h)和受照后6, 12, 24, 36和48 h的
细胞, 采用流式细胞术(FCM)检测各细胞系细
胞周期和细胞凋亡. 

结果: 4Gy X线照射后, HepG2在照射后12 h出
现细胞凋亡高峰, 射线诱导的细胞凋亡比率为
45.16% (t  = 8.864, P <0.0025), 而SMMC-7721
在24 h达高峰, 诱导的细胞凋亡比率为24.94%, 
HepG2较SMMC-7721射线诱导的细胞凋亡高
峰出现早、比率高; HepG2和SMMC-7721与

■背景资料
射线照射不仅使
受照组织细胞坏
死, 更可诱导组织
细 胞 凋 亡 ,  是 肿
瘤放射治疗的主
要机制. 射线诱导
细胞凋亡的发生
与射线剂量、细
胞周期和组织源
性等有关. 大剂量
(20Gy)射线可使
受照细胞在4-6 h
内发生快速细胞
凋亡, 主要发生在
细胞周期S相的细
胞, 伴有caspase-3
的 快 速 激 活 .  低
剂量(5Gy)射线照
射使受照细胞在
24 h后发生延迟
细 胞 凋 亡 ,  主 要
发生在细胞周期
G1相的细胞 ,  且
在24 h内不伴有
caspase-3的激活. 
但EL-4细胞即使
在20Gy射线照射
下也只发生延迟
细胞凋亡. 这种差
异的确切机制尚
不清楚, 可能与细
胞凋亡信号传导
系统和DNA损伤
修复系统功能有
关, 决定了组织细
胞的放射敏感性.
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■研发前沿
不同的射线剂量
和照射后时间诱
导的基因转录谱
和蛋白表达谱差
异的研究是目前
研究的热点, 有助
于阐明放射诱导
的细胞凋亡的机
制.
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HCI-H460和A549变化较一致, 凋亡变化的走
势和峰值均与S期的相反, 两株肝癌细胞可能
均发生了射线诱导的有丝分裂前S期细胞凋
亡. HepG2在照射后12 h有明显的G2/M期阻滞, 
可能有射线诱导的G2/M期细胞损伤, 发生了
延迟的间期死亡.

结论: 两株肝癌细胞可能均发生了射线诱导
的有丝分裂前S期细胞凋亡, HepG2可能伴有
射线诱导的G2/M期细胞损伤, 发生了延迟的
间期死亡.

关键词: X射线; 细胞周期; 细胞凋亡; 细胞系; 流式细
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0  引言

射线诱导的肿瘤细胞凋亡是放射治疗的主要机

制之一, 与肿瘤组织细胞放射敏感性或放射抗

性有关[1-2]. 在临床放射治疗中, 不同组织器官或

不同组织来源的肿瘤具有不同的放射敏感性, 
如肺小细胞癌较肺腺癌或宫颈癌放射敏感性高. 
对体外细胞系的研究也表明, 同种组织不同个

体或不同组织来源的细胞系放射敏感性不同[3]. 
这可能与射线诱导的依赖细胞周期的细胞凋亡

特点不同有关[4-5]. 为了更好的利用细胞系开展

放射治疗的相关研究, 我们对我院科研实验中

心正在使用的肝癌细胞系放射诱导的细胞周期

和细胞凋亡的特点进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系HepG2和SMMC-7721, 
正常肝细胞系H L-7702,  肺小细胞癌细胞系

H C I-H460和肺腺癌细胞系A549均购于中国

医学科学院上海肿瘤研究所 .  直线加速器为

XHA600C(山东新华医疗器械厂). 流式细胞仪

为FAC sort(美国BD公司). 流式细胞术(FCM)检
测所用试剂为Becton Dickinson公司的试剂盒

(Cycle TestTM Plus DNA Reagent Kit).
1.2 方法 以肝癌细胞系HepG2和SMMC-7721
为研究细胞系, 以正常肝细胞系HL-7702为同

种组织对照细胞系, 以放射敏感的肺小细胞癌

细胞系HCI-H460和相对放射抗拒的肺腺癌细

胞系A549为不同肿瘤组织对照细胞系; 用含

100 mL/L小牛血清的DMEM常规培养细胞, 5

×105个/孔接种6孔板, 培养48 h. 用4Gy X线照

射(剂量率: 250 cGy/min)后, 继续培养受照细

胞. 按试剂盒要求收获照射前0 h和照射后6, 12, 
24, 36和48 h的细胞, 并用FCM进行细胞周期和

细胞凋亡检测. 
      统计学处理 率的比较采用t检验, P<0.05有统

计学意义.

2  结果

2.1  放疗前后细胞凋亡(Apo)的变化(图1) 4Gy X
线照射后6 h HepG2和SMMC-7721与HL-7702
和A549较一致均未诱导明显的细胞凋亡, 照射

后12 h均诱导了明显的细胞凋亡, 诱导的细胞凋

亡率 分别为45.16%, 12.25%, 27.45%和37.93%, 
而且HepG2和HL-7702, A549一样达到高峰, 诱
导了显著的细胞凋亡(t  = 8.864, P <0.0025). 而
SMMC-7721在24 h达高峰, 诱导的细胞凋亡率为

24.94%, 接近HL-7702在12 h时诱导的细胞凋亡

水平. 没有细胞系与HCI-H460一致, 在射线照射

后6 h即诱导了明显的细胞凋亡, 在12 h达高峰, 
而且在36 h出现第二个细胞凋亡峰, 两峰分别为

30.41%和35.79%. 两株肝癌细胞在放射前后也呈

现不同的细胞凋亡特点, HepG2在照射前细胞凋

亡水平较低, 在照射后12 h诱导了较高的细胞凋

亡比率, 而SMMC-7721在照射前细胞凋亡水平较

高, 在照射后24 h才诱导了较高的细胞凋亡比率, 
低于HepG2(24.94% vs  45.16%).
2.2 放疗前后细胞周期的变化(图2) 在G0/G1期, 
HepG2和HL-7702较一致, 呈现先降后升或平的

走势; SMMC-7721和HCI-H460、A549较一致, 呈
现先升后降的走势. 各株细胞在多个时间点均呈

现较高的比例(>40%), 只是HepG2在24 h和36 h
呈明显降低. 在G2/M期, HepG2、SMMC-7721和
HL-7702以及HCI-H460和A549在多个时间点均

呈现较低的比例(<20%), 只是He pG2在12 h和
48 h呈明显增高. 在细胞周期的S期, HepG2和
SMMC-7721与HCI-H460和A549走势较一致, 均
先降后升, 且均在12 h降为最低, 而HL-7702则成

■创新盘点
本 文 同 时 对 比
研 究 了 肝 癌
细 胞 H e p G 2 和
SMMC-7721, 同
种组织的正常肝
细胞系HL-7702, 
不同肿瘤组织细
胞系HCI-H460和
A549在4Gy X射
线照射后细胞凋
亡和细胞周期变
化 特 点 ,  为 以 细
胞凋亡为指标的
放射生物学研究
者选择合适的研
究剂量和检测时
间点提供了实验
依据.
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图  1  4Gy射线照射前后细胞凋亡的变化.
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相反走势先升后降.
2.3 放疗前后细胞凋亡的变化与细胞周期的关系

(图2) HepG2和SMMC-7721与HCI-H460和A549
相似, 在照射后细胞的凋亡峰值均与S期的最低

值相对, 射线诱导的细胞凋亡变化和S期成相反走

势, 射线诱导的细胞凋亡可能主要发生在有丝分

裂前S期(图2A-B, D-E). 没有细胞株与HCI-H460
相似, 在射线照射后6 h即诱导了明显的细胞凋亡, 
在12 h达高峰, 在36 h出现第二个细胞凋亡峰, 可
能也发生了快速间期细胞凋亡和细胞周期延迟

异常的有丝分裂期凋亡, 该细胞系在照射后48 h
未有明显的细胞周期的恢复(图2D). HepG2在照

射后12 h, 出现G2/M期高峰, 可能有G2/M期阻滞. 
HepG2和SMMC-7721与HL-7702和A549相似, 在
照射后24-48 h均有细胞周期的恢复(图2A-C, E).

3  讨论

近年来, 对放射诱导的细胞凋亡与细胞周期的

关系及其分子机制均有了较深入的认识[5-11]. 依
据不同的实验技术分析可得出不同模式的细

胞凋亡. 用染料排除实验(dye exclusion test)可
分析间期细胞死亡(interphase death), 用集落生

成实验(clonogenic assay)可分析细胞增殖性死

亡(reproductive death), 能切实反映细胞的放射

敏感性. 而FCM能够很好地分析细胞凋亡与细

胞周期变化的关系[5,12-13], 已得出几种模式: (1)
快速间期死亡(rapid interphase death), 发生在

射线照射后5-6 h以内, 主要是由DNA双链断

裂识别系统启动S期细胞死亡; 延迟的间期死

亡(delayed interphase death), 发生在G2期阻滞

后, 主要依赖G2期细胞的损伤; 有丝分裂或延迟

的有丝分裂死亡(mitotic/delayed mitotic death), 
发生在一次或几次有丝分裂后 ,  主要由于致

命的染色体异常所致. (2)快速间期凋亡(rapid 
interphase apoptosis), 同快速间期死亡; 延迟

异常的有丝分裂凋亡(delayed aberrant mitotic 
apoptos is), 有一个长时间的细胞周期延迟, 细
胞死亡发生在照射后36-60 h; 有丝分裂后间

期凋亡(postmitotic interphase apoptosis), 主要

发生在一次或几次有丝分裂后S期细胞. (3)有
丝分裂前凋亡(premitotic apoptosis)和有丝分裂

后凋亡(postmitotic apoptosis). 我们通过对肝癌

细胞HepG2和SMMC-7721在4Gy X线照射后

细胞凋亡和细胞周期进行检测, 并与同种组织

的正常肝细胞系HL-7702, 不同肿瘤组织细胞

系HCI-H460和A549的检测结果比较分析表明, 

HepG2与HL-7702, A549和HCI-H460较一致, 在
射线照射后6-12 h诱导了明显的细胞凋亡, 且
达高峰; 而SMMC-7721略有不同, 在射线照射

后6-24 h诱导了明显的细胞凋亡 ,  且达高峰; 
HepG2和SMMC-7721以及HL-7702和A549均
未出现HCI-H460射线诱导的细胞凋亡特点, 即
在射线照射后6 h即诱导了明显的细胞凋亡, 在
12 h达高峰, 而且在36 h出现第二个细胞凋亡

峰. HCI-H460是小细胞肺癌细胞株, 对射线敏感, 
本实验中该细胞系呈现的射线诱导的细胞凋亡

特点与其放射敏感性较一致, 而A549是肺腺癌

细胞株, 对射线有一定的抗拒性, 两株肝癌细胞

■应用要点
在以细胞凋亡为
指标的放射生物
学研究中, 一定要
考虑特定组织细
胞放射诱导的细
胞凋亡和细胞周
期的特点, 选择合
适的研究剂量和
检测时间点.
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图   2   五 株 细 胞 4 G y 射 线 照 射 前 后 细 胞 凋 亡 和 细 胞 周
期的变化. A:HepG2; B: SMMC-7721; C: HL-7702; D: 
HCI-H460; E: A549.
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和正常肝细胞与其呈现了较相似的射线诱导的

细胞凋亡特点. 两株肝癌细胞在放射前后也呈

现不同的细胞凋亡特点, HepG2较SMMC-7721
射线诱导的细胞凋亡峰出现早、比率高.

将细胞凋亡变化和细胞周期变化综合分

析发现, HepG2和SMMC-7721与HCI-H460和
A549变化模式较一致, 凋亡变化的走势和峰值

均与S期的相反, 可能发生了有丝分裂前S期细

胞凋亡. HCI-H460在照射后6 h内即发生明显

细胞凋亡, 可能发生了快速间期凋亡; 该细胞又

在36 h出现第二个细胞凋亡峰, 可能发生了细

胞周期延迟异常的有丝分裂凋亡, 使该细胞在

48 h时也未有明显的细胞周期的恢复. HepG2
和SMMC-7721, 以及A549和HL-7702不同于

HCI-H460, 均未出现快速间期凋亡和细胞周期

延迟异常的有丝分裂凋亡, 使这些细胞在48 h
时已有明显的细胞周期的恢复. HepG2在照射后

12 h有明显的G2/M期阻滞, 也使该细胞在该时

间点被诱导了较高水平的细胞凋亡, 但在48 h
则表现为最低水平的凋亡, 这与Liu et al [14]的报

道较一致.
在我们的研究中同种组织不同性质或来源

的细胞呈现了不同的细胞周期和细胞凋亡特点, 
进一步证实射线诱导的细胞凋亡和细胞周期变

化有组织细胞依赖性, 可能有不同的分子机制

的参与[15-17], 有待进一步研究. 另外提示, 在以细

胞凋亡为指标的放射生物学研究中, 一定要考

虑特定组织细胞放射诱导的细胞凋亡和细胞周

期的特点, 选择合适的研究剂量和检测时间点. 
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■同行评价
本文以探讨了肝
癌细胞系放射诱
导的细胞周期和
细胞凋亡的变化
特点. 课题设计合
理 ,  实 验 流 程 清
晰, 结论及分析论
点明确. 其实验结
果对临床工作有
一定的指导意义.


