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［摘要］　目的：以１４ＭｅＶ快中子照射体外培养的Ｕ２５１（人脑胶质瘤）细胞，研究快中子诱发Ｕ２５１的相关生
物效应；方法：快中子照射Ｕ２５１细胞，吸收剂量分别为１、３、５、７Ｇｙ，辐照后检测细胞的存活率、凋亡率、生长
曲线以及周期变化等相关指标；结果：随着吸收剂量的增加，细胞存活率下降，凋亡率上升，呈良好的剂量 －
效应关系。照射后２４ｈ，细胞生长曲线无明显变化；照射后４８ｈ，细胞增殖速度明显变缓；结论：快中子为高
ＬＥＴ射线，与相关文献报道的γ射线相比，快中子具有较高的相对生物效应。
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１　前言

肿瘤是一种常见多发病，对人类健康威胁很大，

其中恶性肿瘤的死亡率相当高，因此，如何有效地治

疗肿瘤是摆在我们面前的一项重要任务。恶性肿瘤

的病因和临床表现非常复杂，现主要采用外科手术、

射线辐照和中西药物等手段进行治疗。射线辐照曾

经只用光子射线，随着电子加速器及其他技术的发

展，疗效虽有所改善，但其生物效应总不如高 ＬＥＴ
射线，这些射线中，以快中子治癌的研究发展速度较

快。

中子是能够释放出直接电离粒子或引起核变化

的非带电粒子。在与组织物质作用过程中产生带电

粒子，有一定能量的次级带电粒子能够引起电离和

激发，从而使机体组织受到损伤［１］。中子属于高传

能线密度（ｌｉｎｅａｒｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ，ＬＥＴ）辐射，它对
ＤＮＡ的损伤比同剂量的 γ射线更“有效”［２］，其细
胞遗传学效应敏感。世界第一届快中子放疗基本理

论与实际应用会议于１９７０年在荷兰召开，至今已开

过多次中子治癌国际专业会议，专家们对中子治癌

的疗效是肯定的［３］。１９７５年至１９８３年４月，日本
对１０１６例癌症患者进行了快中子治疗，以前用光
子射线难治的一些癌症，如喉头癌、班氏肺癌、骨肉

瘤和恶性黑色素癌等，现已取得较好的疗效。美国

费米实验室从１９７６年开始用快中子治癌的临床研
究，１０年中共治疗了１４００名患者，对唾液腺癌和恶
性黑色素癌的局部控制率比光子射线分别高１倍和
２倍左右。可是后来，美国放射治疗肿瘤学组织
（ＲＴＯＧ）对３０７例不能手术的头颈部鳞癌进行快中
子临床随机研究，结果认为，在局部控制率等指标与

光子组无统计学意义的差别［４］。这表明快中子放

疗并不是对所有癌症都有优越性的。另外，几个研

究单位对同一癌症患者采用快中子放疗的效果不一

致，原因是多方面的，它包括放疗设备性能的差异、

发射物理学参数条件的差异和对有关放射生物学因

素掌握程度的不同等。

用快中子代替光子射线治疗，物理效应基本相

似，但其生物效应则优于光子射线：如相对生物效应
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高，即杀灭相同细胞，快中子所需的吸收剂量比光子

小；氧增比小，说明快中子对缺氧细胞杀灭能力强；

另外，在细胞增殖过程中，光子对相对静止期细胞不

敏感，而快中子则无此限制［５］。本实验以 １４ＭｅＶ
快中子照射体外培养的 Ｕ２５１（人脑胶质瘤）细胞，
研究快中子辐照诱发Ｕ２５１细胞的相关生物效应。

２　材料与方法

２．１　材料
实验中所用细胞系为人脑胶质瘤（Ｕ２５１）细胞

系，购自北京协和细胞中心（ＣｅｌｌＲｅｓｏｕｒｃｅＣｅｎｔｅｒ）；
ＭＥＭ（Ｅａｇｌｅ’ｓｍｉｎｉｍｕｍｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｅｄｉｕｍ）培养基购
自迈晨科技公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ细胞凋亡检测
试剂盒购自凯基生物公司。

２．２　细胞培养
Ｕ２５１细胞在含１０％胎牛血清（杭州四季青公

司）、１×１０５Ｕ／Ｌ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素的 ＭＥＭ
培养基中，置于３７℃的５％ ＣＯ２孵箱中培养，保持
饱和湿度。

２．３　辐照条件及中子剂量测定
用中国原子能科学研究院自行设计的高压倍加

器所产生的中子束照射所有细胞样本。所用的反应

为：

→ｄ＋Ｔ ｎ＋４Ｈｅ
反应产生１４ＭｅＶ中子。
实验组设１、３、５、７Ｇｙ共４个剂量点，另设置对

照组，除不接受照射外，其他条件与实验组相同。

以记录伴随α粒子的方法检测中子，再算出细
胞样本的吸收剂量。

２．４　成克隆方法检测细胞存活率
通过测量受不同辐射剂量照射后，有增殖能力

的细胞的集落形成能力，即存活率随剂量的变化所

绘制出的剂量 －效应曲线，称之为细胞存活曲
线［６］。　

Ｕ２５１细胞接受不同剂量的快中子辐照后，用
０．２５％胰蛋白酶消化并吹打成单个细胞，把细胞悬
浮在培养基中备用。将细胞悬液作梯度倍数稀释，

以适当的细胞密度接种于培养皿中，并轻轻转动，使

细胞分散均匀。置３７℃ ５％ ＣＯ２及饱和湿度的环
境下，静置培养。当培养皿中出现肉眼可见的克隆

时，终止培养。弃去上清液，用 ＰＢＳ小心浸洗２次。
加入１∶３醋酸／甲醇５ｍＬ，固定１５ｍｉｎ。然后去固定
液，加适量Ｇｉｅｍｓａ染色液染１０～３０ｍｉｎ，之后用流

水缓慢洗去染色液，空气干燥。将培养皿倒置并叠

加一张带网格的透明胶片，用肉眼直接计数克隆，最

后计算克隆形成率：

克隆形成率＝某一剂量照射后形成的集落数
接种的单个细胞数×ＰＥ

（１）
式（１）中，ＰＥ为未照射时形成的集落数除以接种的
单个细胞数。

２．５　ＭＴＴ方法测定细胞生长曲线
ＭＴＴ比色法，是一种检测细胞存活和生长的方

法。该方法已广泛用于一些生物活性因子的活性检

测、大规模的抗肿瘤药物筛选、细胞毒性试验以及肿

瘤放射敏感性测定等。

Ｕ２５１细胞接受不同剂量的快中子辐照后，用
０．２５％胰蛋白酶消化并吹打成单个细胞，以适当的
细胞密度接种于 ９６孔板中。在辐照后的 ２４、４８、
７２ｈ加入ＭＴＴ溶液，继续孵育４ｈ后，终止培养，小
心吸弃孔内培养上清液，每孔加１５０μＬ的 ＤＭＳＯ，
脱色摇床振荡 １０ｍｉｎ，使结晶物充分融解。选择
４９０ｎｍ（５７０ｎｍ）波长，在酶联免疫监测仪上测定各
孔光吸收值，记录结果，以时间为横坐标，吸光值为

纵坐标绘制细胞生长曲线。

２．６　细胞凋亡率检测
Ｕ２５１细胞接受不同剂量快中子辐照后２４ｈ，用

不含ＥＤＴＡ的胰酶消化收集所有细胞，按ＡｎｎｅｘｉｎＶ
－异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏ－ｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，
ＦＩＴＣ）／碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）荧光染色试
剂盒（北京凯基公司）操作说明染色后，进行流式细

胞仪检测。具体步骤如下：收集所有细胞后，用ＰＢＳ
洗涤细胞两次，收集 １至 ５×１０５个细胞；加入
５００μＬ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞；加入５μＬ的Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ混匀后，加入５μＬ的 ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏ
ｄｉｄｅ，混匀；室温、避光。孵育５～１５ｍｉｎ，并在１ｈ内
进行流式细胞仪检测。

３　实验结果和讨论

３．１　细胞存活率的剂量效应曲线
Ｕ２５１细胞在接受不同剂量辐照后，其存活曲线

分别见图１和图２。
随着Ｕ２５１细胞吸收剂量的增加，存活率急剧

下降。存活曲线可模拟为辐射剂量的指数函数，符

合单击单靶模型。与低ＬＥＴ射线相比，快中子的细
胞生存曲线基本没有亚致死性损伤修复的肩区，而

是近似直线。
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图１　Ｕ２５１细胞存活曲线
Ｆｉｇ．１　Ｕ２５１ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓ

图２　Ｕ２５１细胞存活曲线对数图
Ｆｉｇ．２　Ｕ２５１ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｌｏｇａｒｉｔｈｍｆｉｇｕｒｅ

３．２　快中子辐射对Ｕ２５１细胞增殖的抑制
从细胞生长曲线的改变（见图３）可见快中子辐

射对Ｕ２５１细胞的增殖抑制和杀伤作用。细胞接受
１Ｇｙ，３Ｇｙ剂量照射后４８ｈ内，并没有出现明显的
增殖抑制。至７２ｈ，快中子对细胞的增殖抑制作用
逐渐体现出来，随着细胞吸收剂量的增大，射线对细

胞的杀伤作用逐渐增强，表现为 ＯＤ值的逐渐下降。
但与低剂量（１Ｇｙ和３Ｇｙ）辐照相比，吸收剂量为
５Ｇｙ和７Ｇｙ时，细胞增殖能力的变化并无显著性差
异。

３．３　快中子诱发的Ｕ２５１细胞凋亡
从流式细胞仪检测的结果可以看出，快中子辐

照可以诱发Ｕ２５１细胞的凋亡，结果见图４，图５。
图４为 Ｕ２５１细胞接受３Ｇｙ剂量照射后２４ｈ

的流式细胞仪检测结果。由图４可见，凋亡细胞中
多数已进入晚期凋亡继发坏死的阶段（第２象限），
有部分细胞处于早期凋亡阶段（第４象限），并有少
量坏死细胞（第１象限）。总的凋亡细胞数为第２，
第４象限细胞数目之和。

图３　Ｕ２５１细胞在辐照后７２ｈ内的
生长曲线

Ｆｉｇ．３　Ｕ２５１ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｗｉｔｈｉｎ
７２ｈａｆｔｅｒｔｈｅｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

图４　流式细胞仪检测细胞凋亡结果
Ｆｉｇ．４　Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｍｅａｓｕｒｅｄ

ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

Ｕ２５１细胞接受不同剂量快中子辐照 ２４ｈ后
（见图５），随着细胞吸收剂量的增大，凋亡率增高，
且主要为晚期继发坏死阶段的凋亡细胞。

３．４　讨论
中子本身并不会引起物质电离，但它在生物体

内会因核反应而引起反冲质子或 α粒子，这些都是
高ＬＥＴ射线，因此中子也属于高 ＬＥＴ射线。高 ＬＥＴ
的射线对细胞的杀伤效应更大。

３．４．１　 ＲＢＥ值
相对生物效应（ｒｅｌａｔｉｖｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ，

ＲＢＥ）指与２５０ｋＶ　Ｘ线相比较，在相等生物效应
的基础上，所需的２５０ｋＶ　Ｘ线和待测定的（如中
子）射线的剂量之比。对快中子而言，ＲＢＥ值不是
固定不变的，影响因素很多，主要是随着分次剂量的

降低，ＲＢＥ值增高。在细胞存活曲线上，若以单次
照射后产生的细胞存活率０．０１为参考点，所对应的
所需中子剂量为６．６Ｇｙ，Ｘ线为１０Ｇｙ，则ＲＢＥ值＝
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图５　辐照２４ｈ后流式细胞术测得的
Ｕ２５１细胞凋亡率

Ｆｉｇ．５　Ｕ２５１ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ２４ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

１０Ｇｙ／６．６Ｇｙ＝１．５；同样的若以细胞存活率０．６为
参考点，则所需的快中子与Ｘ线剂量分别为１Ｇｙ和
３Ｇｙ，ＲＢＥ值为３Ｇｙ／１Ｇｙ＝３。快中子的细胞生存
曲线基本没有低 ＬＥＴ射线亚致死性损伤修复的肩
区，而是近似直线。ＲＢＥ值在肩区剂量范围内即低
剂量区是最高，分次照射实际上就是肩区部分低剂

量的重复照射，故小剂量照射时的ＲＢＥ值较单次大
剂量照射高。

高沛永等［７］研究核爆炸瞬时辐射诱发人血染

色体畸变的剂量效应特点，并与６０Ｃｏγ线进行比较。
结果表明：中子诱发畸变的 ＲＢＥ一般大于３，且随
着受照剂量的降低有增高的现象。

据现代放射生物学的观点，按增值的速度和照

射后损伤表达的潜伏期长短，可把正常组织区分为

早期或急性反应组织和后期反应组织，它们的 ＲＢＥ
也不同。在低 ＬＥＴ射线的照射后的细胞存活曲线
中，后期反应组织肩区较早期反应组织肩区更弯曲。

虽然ＲＢＥ值均随分次剂量降低而增加，但增加的速
度在后期反应组织中更快，以致形成在高剂量区其

ＲＢＥ值较早期反应低，在低剂量区域即临床相关剂
量区域较早期反应组织高［８］。

３．４．２　 对细胞辐射敏感性的影响
在低ＬＥＴ射线照射时，不同的组织和肿瘤细胞

的辐射敏感性有很大差别，表现在细胞存活率的斜

率不一样即 Ｄ０值有较大的差异，但在应用快中子
等高ＬＥＴ射线治疗时，其辐射敏感性差异显著缩
小。

３．４．３　 对肿瘤的ＯＥＲ值的影响
几乎所有的恶性肿瘤都是乏氧细胞，它们对射

线较为抵抗。氧增强比（ｏｘｙｇｅｎｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｒａｔｉｏ，
ＯＥＲ）即是在达到同样生物效应时，乏氧细胞和富氧
细胞所需的剂量之比。低 ＬＥＴ射线单次照射的
ＯＥＲ值在３．０左右。快中子照射时，乏氧细胞和富
氧细胞的放射敏感性差异减小，ＯＥＲ值降为１．６左
右。因而对肿瘤而言，获得了３．０∶１．６＝１．９的治疗
增益。

与所有高ＬＥＴ射线一样，快中子射线在体内电
离作用主要是对 ＤＮＡ分子链的直接作用，引起
ＤＮＡ链的断裂，而低 ＬＥＴ射线则以间接作用为主，
即通过对水的电离产生活跃的自由基，后者与生物

大分子结合，作用于 ＤＮＡ链，该过程必须有氧的存
在才能使损伤固定，这也就是低 ＬＥＴ射线对氧的依
赖作用远大于高ＬＥＴ射线的原因。
３．４．４　 对亚致死性损伤和潜在致死性损伤修复的
影响

分次照射中亚致死性损伤和潜在致死性损伤修

复是影响低 ＬＥＴ射线照射生物效应的重要因素。
现在已经证实，ＬＥＴ值的增加会导致损伤修复能力
的减少，这也是为什么每次照射剂量变小时，快中子

的ＲＢＥ值会逐渐增加的原因之一。根据上述关系，
可以知道只有在低ＬＥＴ射线照射时，肿瘤组织的修
复能力大于周围正常组织的修复能力时，那么快中

子照射会得到较好的疗效。

另外，当快中子照射时，由于损伤修复明显减少

甚至消失掉，其等效剂量与分次剂量的关系不像低

ＬＥＴ射线那样密切。换言之，分次剂量的降低不再
能有效地保护后期反应组织，而同时，它带来另一方

面的意义，即适当地增大分次剂量，减少照射次数，

缩短疗程，得以克服肿瘤干细胞加速再增殖。这一

点对增殖快的肿瘤尤为重要。

３．４．５　 对细胞周期时相辐射敏感性差异的影响
低ＬＥＴ照射时，不同细胞周期的放射敏感性差

异很大，最敏感的是Ｇ２／Ｍ期，最不敏感的是Ｓ期后
期，通过细胞周期的重新分布，使不敏感时相细胞有

机会进入敏感时相而在下一次照射中被杀灭。这已

成为分割照射的生物学基础之一。在高 ＬＥＴ射线
照射时，细胞周期时相敏感性差异明显缩小，但由于

细胞周期再分布及正常组织也存在放射敏感性的差

异，因而快中子治疗会带来多大的益处尚不清楚。

因而，从上面的分析中可看到，亚致死性损伤及

修复、乏氧、细胞周期等影响低 ＬＥＴ射线生物效应
的因素在高 ＬＥＴ射线照射时的作用不那么明显。

４９　中国工程科学



在不同的组织之间，快中子产生的是一种较低 ＬＥＴ
射线简单、均一的生物效应，ＲＢＥ值的变化是由于
低ＬＥＴ照射时生物效应的复杂性引起的［９］。

４　结语

快中子治癌是核科学技术在医学领域的应用研

究，是核粒子束流应用于肿瘤放射治疗的前沿研究

重要课题之一。这是涉及到放射物理学、放射化学、

放射肿瘤学等学科交叉的课题。中子属于高 ＬＥＴ
射线，具有相对生物效应高、氧增比小、一次剂量打

击杀死癌细胞较多、癌细胞积累能力及修复亚致死

性损伤能力小、对细胞周期的各阶段均起作用、对大

多数抗辐射类型的肿瘤有效等优点。

由快中子诱导的 Ｕ２５１细胞剂量 －存活曲线可
看出，快中子对细胞杀伤较大，存活曲线可模拟为辐

射剂量的指数函数，符合单击单靶模型，且基本没有

亚致死性损伤修复的肩区。　　
有研究表明，Ｕ２５１细胞的倍增时间约为１８ｈ。

４８ｈ内，低剂量的快中子辐照对细胞的增殖抑制并
不明显，７２ｈ内抑制作用显著，体现出周期阻滞作
用。

细胞凋亡是细胞在病理或生理状态下、启动了

细胞内部的死亡程序而引起的一种主动死亡过程。

细胞凋亡与肿瘤的发生、发展和转归密切相关。以

往的研究表明：γ射线杀死细胞的一个途径是激活
细胞的凋亡机制，本实验的结果表明，快中子同样可

以诱发Ｕ２５１细胞的凋亡，且与 γ射线相比，凋亡率
高，表现出较高的相对生物学效应。
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