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　 　 三羟基异黄酮（Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ）是大豆异黄酮的主要成分，属
于多酚类化合物，具有抑制心血管疾病发生、抗肿瘤等生物

学作用；国外研究表明 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 与放射联合可增强肿瘤放

射敏感性，如肝癌、食管癌、前列腺癌和宫颈癌［１⁃４］ 。 但

Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 联合放射对胶质瘤放射敏感性的影响目前尚未有

研究报道。 本实验通过 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 联合放射作用于 Ｕ２５１ 细

胞，观察其对 Ｕ２５１ 细胞增殖与凋亡影响，研究 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 对

Ｕ２５１ 细胞放射敏感性影响，为 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 应用于胶质瘤治疗

提供可靠依据，以期提高胶质瘤的放疗效果。
一、材料与方法

１．细胞系及试剂：Ｕ２５１ 细胞购自中国典型培养物保藏

中心；ＤＭＥＭ 和 ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；瓦里安 ２１００Ｃ 直

线加速器购自 Ｖａｏａｍ 公司；Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ、胰蛋白酶购自 Ｓｉｇｍａ 公

司；Ａｎｔｉ⁃Ｂａｘ、Ａｎｔｉ⁃Ｂｃｌ⁃２、β⁃ａｃｔｉｎ 和辣根过氧化酶标记的二抗

购自 Ａｂｃａｍ 公司。
２．细胞培养：将 Ｕ２５１ 细胞培养在 ＤＭＥＭ 培养液中（含

有 １００ Ｕ ／ ｍｌ青霉素，１００ ｍｇ ／ Ｌ 链霉素和 １０％胎牛血清），置
于 ３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度下培养，收集指数期细胞进行后续

实验。
３．克隆形成实验：取指数生长期 Ｕ２５１ 细胞加入终浓度

为 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｇｅｉｎｓｔｅｉｎ 处理 ２４ ｈ，然后分别进行 ０、２、４、６、
８ Ｇｙ 照射，照后 ４８ ｈ 收集细胞接种到 ６ 孔板中，于 ３７℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中继续培养 １０～１４ ｄ，ＰＢＳ 清洗 ３ 次，甲醇固定后

用结晶紫染色并于显微镜下进行集落计数（＞５０ 个细胞），计
算存活分数后采用单击多靶模型拟合细胞存活曲线。

４．流式细胞仪检测细胞凋亡率和细胞周期：取指数生长

期 Ｕ２５１ 细胞分别接种于 ５ ｍｌ 培养皿中分为对照组、
Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组、放射组、Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组，置于 ５％ＣＯ２、３７℃细

胞培养箱中培养，Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组和 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ＋放射组加入 ４０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｇｅｉｎｓｔｅｉｎ，２４ ｈ 后给予放射组和 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组

８ Ｇｙ 照射，继续培养 ２４ ｈ 后收集细胞，乙醇固定，调整细胞

浓度为 １×１０６ ／ ｍｌ。 使用 ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ 检测细胞凋亡率。 使用 ＰＩ 避光染色 ３０ ｍｉｎ，检测各细胞

周期比例。
５．蛋白印迹法检测蛋白表达：Ｕ２５１ 细胞处理方法如

１ ５，将处理的 Ｕ２５１ 细胞进行培养，提取待测细胞样本总蛋

白，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，取等量蛋白用 ８％或 １２％ ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 中进行电泳分离，转膜 ２ ｈ 后用 ５％脱脂奶粉室温封闭

１ ｈ，加入一抗（ａｎｔｉ⁃Ｂａｘ 和 ａｎｔｉ⁃Ｂｃｌ⁃２）及内参（β⁃ａｃｔｉｎ）４℃孵

育过夜，使用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后加入辣根过氧化酶标记的二

抗，３７℃孵育 １ ｈ，采用 ＥＣＬ 法进行显色，然后于凝胶图像分

析系统拍照并分析蛋白表达量的差异。
６．统计方法：采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件绘图，两组样本

差异比较采用成组 ｔ 检验。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。
二、结果

１．Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 单纯及联合放射对 Ｕ２５１ 细胞存活影响：４０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ＋放射组生存分数低于单纯放射组，
Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组的放射生物学参数显著低于放射组，以上

结果说明 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 对 Ｕ２５１ 细胞的生长有明显的抑制作用。
２．Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 单纯及联合放射对 Ｕ２５１ 细胞凋亡的影响：

凋亡检测显示单纯 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ、单纯放射、Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组细

胞凋亡率分别为 １１ ５％、２８ ２％、４３ ２％，与对照组相比显著

增加（５ １％，Ｐ＝ ０ ００８）。

表 １　 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 联合放射的单击多靶模型拟合参数

项目 Ｄ０（Ｇｙ） Ｄｑ（Ｇｙ） ＳＦ２ ＳＥＲ
单纯放射 ５．１９７ ２．３３５ ０．８３３
Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射 ２．２７４ １．３８３ ０．６２７ ２．２８５

　 　 ３．Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 单纯及联合放射对凋亡相关蛋白表达影响：
蛋白印迹检测 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 单纯及联合放射对凋亡相关蛋白

Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 表达水平的影响，结果如图 １Ａ、１Ｂ、１Ｃ 所示，
Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组 Ｂａｘ 蛋白表达量最大，其次依次为放射组、
Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组和对照组，相反 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达

最低，其次依次是放射组、Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组和对照组，各实验组的

Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达与对照组相比均有差异。 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放
射组和放射组在 Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平上也具有差异。
　 　 ４． Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 单纯及联合放射对细胞周期的影响：
Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组与正常组细胞比较，发生 Ｇ０＋Ｇ１ 期阻滞，Ｓ 和 Ｇ２

＋Ｍ 期下调。 放射组与正常组细胞比较出现明显的 Ｇ２＋Ｍ 期

阻滞，Ｇ０＋Ｇ１ 期和 Ｓ 期下降。 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组与放射组相

比，Ｇ２＋Ｍ 期阻滞程度降低，Ｇ０ ＋Ｇ１ 期比例增加，Ｓ 期比例下
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降，详见表 ２。 蛋白印迹法检测周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１的表达发

现 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组、放射组、Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组的 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表达量

均明显降低，Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组的 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表达量明显低于

Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组和放射组（图 ２）。

图 １　 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 单纯及联合放射对凋亡相关蛋白表达的影响（１Ａ 为
Ｂａｘ 蛋白表达，１Ｂ 为 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达，１Ｃ 为免疫印迹检测）

表 ２　 胶质瘤 Ｕ２５１ 细胞不同处理组的细胞周期分布（ｘ±ｓ）

项目 Ｇ０＋Ｇ１期 Ｓ 期 Ｇ２＋Ｍ 期

对照组 ５９．８２±０．９８ ２８．２５±０．７５ １１．９３±１．２５
Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组 ６５．２１±１．７８ａ ２５．４５±０．３５ ９．３４±１．０８ａ

放射组 ４６．２５±１．５２ａｂ ２３．８５±０．４２ ２９．９１±１．８５ａｂ

联合组 ５５．７８±２．１５ａｂｃ ２１．２５±１．６５ａ ２２．９７±０．８５ａｂｃ

　 　 注：ａ 和对照组比较Ｐ＜０．０５；ｂ 和 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组比较Ｐ＜０．０５；ｃ 和放

射组比较Ｐ＜０．０５

　 　 三、讨论

Ｌｉｕ 等［５］发现 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 可以诱导线粒体凋亡途径和抑制 ＤＳＢ
修复途径来提高对肉瘤细胞的放射敏感性。 Ｌｉｕ 等［６］ 报道 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ
通过 ＡＴＭ ／ Ｃｈｋ２ ／ Ｃｄｃ２５Ｃ ／ Ｃｄｃ２ 通路诱导 Ｇ２ ＋Ｍ 期阻滞和线粒体介

导的细胞凋亡，提高乳腺癌细胞 ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 的放射敏感

性。 Ｚｈａｎｇ 等［４］发现 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 通过诱导细胞调亡、减少生存素和延

长细胞周期阻滞来提高宫颈癌细胞的放射敏感性。 但其联合放射对

胶质瘤的放射敏感性的影响目前尚未有研究报道。 本实验克隆形成

实验结果表明 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组的细胞存活分数明显低于单纯放射

组；Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 联合放射组比单纯 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组和单纯放射组具有更高

凋亡率；单纯 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 和单纯放射组均降低 Ｕ２５１ 细胞 Ｂｃｌ⁃２ 表达水

平，明显增强 Ｂａｘ 表达水平，联合放射组加剧这两种蛋白表达水平变

化。 此外，Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组比单纯放射组 Ｇ２ ＋Ｍ 期阻滞程度降低，
Ｇ０＋Ｇ１ 期比例增加，Ｓ 期比例下降。 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 引起 Ｇ０ ＋Ｇ１ 期阻滞、Ｓ
和 Ｇ２＋Ｍ 期下调，且 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组、单纯放射组、Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ＋放射组

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表达均降低，Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ＋放射组 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１表达量又明显低于

Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 组和单纯放射组。 总之，Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 在体外具有抗 Ｕ２５１ 细胞

作用，并增加了胶质瘤细胞放射敏感性。

图 ２　 Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ 单纯及联合放射对细胞周期相关蛋白表达的影响
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［５］ Ｌｉｕ Ｘ，Ｓｕｎ Ｃ，Ｊｉｎ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｓａｒｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｂｙ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＤＳＢ
ｒｅｐａｉｒ ｐａｔｈｗａｙｓ ［Ｊ］ ．Ｊ Ｒａｄｉａｔ Ｒｅｓ，２０１６，５７（３）：２２７⁃２３７．ＤＯＩ：１０．
１０９３ ／ ｊｒｒ ／ ｒｒｖ０９１．

［６］ Ｌｉｕ Ｘ，Ｓｕｎ Ｃ，Ｊｉｎ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ Ｇ （２） ／ Ｍ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｒｒｅｓｔ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１３， １８ （ １１ ）： １３２００⁃１３２１７． ＤＯＩ： １０． ３３９０ ／
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ１８１１１３２００．

（收稿日期：２０１６⁃０７⁃０５）

·２９６· 中华放射肿瘤学杂志 ２０１７ 年 ６ 月第 ２６ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉａｔ Ｏｎｃｏｌ，Ｊｕｎｅ ２０１７，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．６




