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【摘要】背景与目的：探讨热休克是否可诱导中国仓鼠肺细胞 ’()*+中!)%,-焦点的形成，以及热休克对 ./甲基 /.0 /硝基 /./亚
硝基胍 ’1..2+诱导!)%,-焦点形成的影响。 材料与方法：用 133实验检测热休克处理后细胞的生存率，用免疫荧光及流式细胞术
检测细胞的!)%,-焦点的形成。 结果：133结果表明热休克对 ()*细胞有细胞毒性作用；免疫荧光实验发现热休克处理后细胞中

!)%,-焦点数量与对照组相比无显著差异 ’ & 4 56 57+；流式细胞检测结果发现经过热休克预处理再经 1..2处理的细胞与只经过
1..2处理的细胞相比，!)%,-荧光强度由 56 &#8 9 56 5:%下降为 56 #$: 9 56 5##，其差异有统计学意义 ’ & ; 56 57+。 结论：热休克可
以使 ()*细胞死亡，但是并不引起细胞的遗传毒性；热休克预处理可减少 1..2所诱导的!)%,-焦点的形成。

【关键词】热休克；!+,"-；.%"损伤；遗传毒性

中图分类号：<$$:6 8 文献标识码：, 文章编号：#55: = 8#8-’ %55>+ 5% = 55?$ = 5:
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热休克，尤其当其温度超过 :% [时能引起细胞死
亡 \# ]，但是这其中的分子机制还不十分清楚。已有文献

报道 Z.,损伤有可能参与了这个过程 \% ]，也有研究发

现热休克并不能诱导 Z.,的损伤 \& =: ]。所以进一步研究

热休克导致细胞死亡的机制中是否有 Z.,损伤的参与
是非常必要的。

最近以!)%,-’组蛋白)%,-的磷酸化形式 +焦点的

形成来衡量Z.,双链断裂 ’D@CUMH ABIJOD UIHJLA，Z^_A+已
经成为一种敏感、特异的方法。我们在前期研究中以

!)%,-焦点作为指标衡量了一些化学、物理因素的 Z.,
损伤特性 \7 =8 ]，同时还系统比较了彗星实验和!)%,-焦
点这两种方法检测烷化剂 ./甲基 /.0 /硝基 /./亚硝基
胍 ’./QHBGEM/.0 /ONBI@/./ONBI@A@RCJONDNOH，1..2+ 导致的
Z., 损伤的敏感性，发现检测!)%,- 焦点在检测低剂

! ! " #
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量、早期时间点时更敏感 ./ 0。应用!1-23 焦点的形成作
为指标，已有报道热休克可在一些细胞中诱导 4567的
产生 .-，8 0。但应用同样的方法，我们在热休克后的人绒毛

膜 9:细胞中没有检测到!1-23 焦点的形成 .; 0。

前期研究中我们已发现 #,,<可在中国仓鼠肺细
胞 =>1:?中诱导!1-23焦点的形成 .+ 0，因此，为了进一

步探讨热休克是否确实可引起 4,2损伤，我们利用免
疫荧光方法检测热休克处理后的 >1: 细胞中!1-23
焦点的形成情况。同时，为了明确热休克是否可影响

!1-23焦点形成的过程，我们还研究了热休克预处理
对 #,,<诱导的!1-23焦点形成的影响。

! 材料与方法
!" ! 材料
>1: 细胞为本实验室保存。最低必需培养基

=@$A)B C 7 DEFEDGD B77BFHE$) DBIEGD! #@#?、:J谷氨酰
胺、小牛血清均为美国 <EKL(公司产品。#,,<、二甲基
亚砜 =4#5M?、噻唑蓝 =#NN?、OC ! PJ二脒基 J-J苯基吲哚
=42QR?购自美国 5EAD$公司。鼠抗 1-23单克隆抗体购
自美国 ST7H$HB NBLUF()(AV公司。9RN>标记山羊抗小鼠
RA<、进口羊血清工作液购自北京中山金桥生物技术有
限公司。M)VDTG7 23/W 荧光显微镜 =日本 ?。

!" # 实验方法
!" #" ! 细胞培养 培养液包含#@#、*WX小牛血

清、W& WYX :J谷氨酰胺、* Z *WO S [ :青霉素、*-; DA [ :
链霉素。培养条件为 Y/ \，;X >M-。

!" #" # 细胞毒性试验 $%&&比色法 ’ 取 *W块 +P
孔板，用 ;块 +P孔板进行热休克处理后分别放置 W、
W& ;、-、8和 -O U，每个时间点分设空白组。将细胞制成
单细胞悬液后，调节细胞浓度至 O Z *W/ [ :，按每孔
*WW")接种到 +P孔板，每组设 O个复孔，培养 * I后进
行 O; \、YW DEF的热休克处理。细胞分别继续培养 W、
W& ;、-、8和 -O U，每个时间点后加 ; A [ : #NN -W")，
Y/ \条件下继续孵育 O U后终止培养。小心吸弃孔内
培养上清液，每孔加入 *;W") 4#5M，振荡 *W DEF，使
结晶物充分溶解，选择 O+W FD波长，在酶标仪上测定各
孔吸光值 =2O+W?，按下式计算细胞存活率：
相对存活率 ]实验组吸光值平均值 [对照组吸光值平均值 Z

*WWX。

另一组 #NN试验的分组方法为：#,,<单独处理
- U组和 O; \、YW DEF的热休克处理后再用 #,,<处
理 - U，其余方法同上。

!" #" ( 免疫荧光和!)#*+焦点定量 免疫荧光
方法按 ^U(G等 .; 0 的方法并稍加改变。将 - D)浓度为

* Z *W; [ D)的细胞接种到每孔内已放有盖玻片的 P孔板
中，分设空白组 =未经热休克处理 ?和 * DA [ : #,,<阳
性处理组。细胞培养 -O U后用热休克处理 YW DEF。处理
结束后，间隔 W、W& ;、-和 8 U，细胞在 OX多聚甲醛中固
定 *; DEF，Q65洗涤，W& -X N%EH(FJ3*WW破膜 *; DEF，羊
血清工作液封闭 *& ; U，接着用鼠抗!1-23 单抗
= * _ *WWW? 孵育 - U，再与 9RN>标记二抗 = *‘ ;WW? 作用
* U。然后 42QR进行细胞核衬染 *; DEF，+WX甘油封片，
荧光显微镜下观察。

!1-23焦点定量按 4$FEB)等的方法 .*W 0。为防止在

细胞选择上出现偏差，一个视野中的所有细胞 =至少 ;W
个 ?都统计了!1-23焦点。应用 RD$AB Q%( Q)G7软件计
数细胞中的!1-23焦点数目。

!" #" , 流式细胞术 以 *W/个细胞为 *组，共 Y
组，设空白组 =未经热休克及 #,,<处理 ?，热休克
O; \、YW DEF后加 * DA [ : #,,<处理 - U组和单独
* DA [: #,,<处理 - U组。在 /WX甲醇中固定细胞。用
NQ65润洗细胞并离心收集。细胞在 OX多聚甲醛中固定
*; DEF，Q65洗涤，W& -X N%EH(FJ3*WW破膜 *; DEF，羊血
清工作液封闭 *& ; U，接着用鼠抗!1-23 单抗
= * _ *WWW? 孵育 - U，再与 9RN>标记二抗 = * _ ;WW? 作用
* U。6BLaD$F >(G)HB%流式细胞仪分析。

!" ( 统计学方法
实验数据以 &’ b ( 表示，采用 5Q55*-& W软件进行单

因素方差分析和 5HGIBFH C 7 )检验，以#] W& W;为检验水
平。

# 结 果
#" ! 热休克对 -).细胞的细胞毒性
>1:细胞在 O;\热休克处理 YWDEF后 =定义为时

间 W?，立即用 #NN实验检测其相对存活率，或将细胞继
续在 Y/\放置 W& ;、-、8和 -OU后检测。发现热休克 YW
DEF即可使 >1:细胞的存活率下降至 W& 8/* b W& WW- =表
*?。将细胞放置于 Y/\继续孵育并不能逆转热休克后
生存率下降的趋势，在热休克后 W& ;、-、8和 -O U，>1:
细胞的存活率与未经热休克处理的对照组相比差异均

! ! " !

NEDB $cHB% UB$H 7U(La dB)$HEeB 7G%eEe$) (c >1: LB))7
>(FH%()!

W U
W& ; U
- U
8 U
-O U

*
W& 8/* b W& WW-"

W& +WY b W& WW8"

W& 8-; b W& W*O"

W& 8PY b W& W-P"

W& /Y* b W& WYO"

表 + !,-细胞在经过热休克处理后的细胞生存率 . ! / 01 "# 2 $ 3
’4567 + #7896:8 ;< =764:>?7 89=?>?46 ;< !,- @7668 4<:7= A74: 8A;@BC
.! / 01 "# 2 $ 3

>(DT$%BI fEHU L(FH%() ! "* g W& W;h !L(FH%() ‘fEHU(GH UB$H 7U(La &
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有统计学意义 ’ & ( )* )+,，见表 #。表明热休克具有细胞
毒性。在此基础上，我们选择了热休克后 )、)* +、%和 -.
这 /个时间点来检测!0%12焦点的形成。

!" ! 热休克不能诱导!#!$%焦点的形成
图 #为 304细胞在 /+ 5热休克 &) 678后继续在

&9 5孵育不同时间后!0%12焦点形成的免疫荧光图
像，:;;<处理 - .为阳性对照。发现在大多数空白组
细胞中 ’约 -)= ,没有!0%12焦点的存在，但仍有小部
分细胞 ’约 %)= ,含有 # > #)个或以上的焦点 ’表 %,。热
休克处理 &) 678后，以及 &9 5继续孵育 )* +、%和 - .
后，304细胞中!0%12焦点的数量无明显变化，仅 % .
的时候 304细胞中!0%12焦点的数量稍有增加 ’约有
/)=的细胞中出现!0%12焦点 ,，而 ) .，)* + .，- .时
间点仍然是多数细胞 ’约 -)= , 无!0%12焦点的存在
’表 %,。统计分析显示热休克处理组和空白对照组没有
显著性差异 ’ & ? )* )+,。然而在用 # 6@ A4 :;;<处理 -
. 后，其包含有多于 %) 个焦点的细胞比率达到了
/%* &=，明显高于空白对照组 ’ & ( )* )+,。这些结果表
明热休克不能诱导!0%12焦点的形成。

!" & 热休克预处理可减少 ’(()诱导的!#!$%
焦点的形成

为了研究热休克是否可以影响!0%12焦点的形成

过程，我们首先将 304在 /+ 5热休克 &) 678，再用
:;;<处理 % .。然后以!0%12的平均荧光强度做为指
标，用流式细胞仪进行分析。发现 # 6@ A4 :;;<单独处
理 % .能够强烈诱导 304细胞中!0%12的荧光强度，
从对照组的 )* )%B C )* ))B 上升为 )* &#B C )* )/%
’ & ( )* )+，表 &,。然而，当 304细胞在热休克预处理后，
再用:;;<处理 % .，尽管!0%12的平均荧光强度也较
对照组显著升高，但是与没有热休克预处理的:;;<组
相比有了明显的下降 ’ & ( )* )+! 表 &,。为了排除由于
细胞死亡数增加而导致细胞荧光度减低的可能性，我们

用:DD试验检测了 304在 /+ 5热休克 &) 678，然后用
:;;<处理 % .的细胞生存率以及单独用 :;;<处理
% .的细胞生存率。发现两者之间的细胞生存率差异并
不大，分别为空白对照的 )* 9B%和 )* -)/ ’表 /,。

& 讨 论
关于热休克的遗传毒性目前还没有定论。有部分实

验证据表明热休克不能导致 E;1损伤 F& G，但也有研究

发现热休克可以导致 E;1损伤 F## G。已有研究报道发现

热休克可在一些细胞中诱导!0%12焦点的形成，说明

<HIJK LMNOP7QM RJHQ7QON IS 304TMNNR
3I8PHIN

UHMV.MOP W :;;<
:;;<

#
)* 9B% C )* )+#!

)* -)/ C )* ))-!

表 + !,-细胞经过热休克预处理后在)%%.诱导下的
细胞生存率的变化 / !" 0 # 1

’2345 + ’65 754289:5 ;<7:9:24 => !,- ?544; 9@A<?5A 3B )%%.
9@ C75D6528 ;6=?E5A !,- ?544;/ !" 0 # 1

3I6KOHMX Y7P. TI8PHIN ! !& ( )* )+

<HIJK :MO8!0%12 SNJIHMRTM8P 78PM8R7PZ
3I8PHIN

UHMV.MOP W :;;<
:;;<

)* )%B C )* ))B
)* #$/ C )* )## [ !!

)* &#B C )* )/%!

表 F !,-细胞经过热休克预处理后在)%%.诱导下
!,G"H的平均荧光强度 / !" 0 # 1

’2345 F ’65 I52@!,G"H >4<=75;?5@8 9@85@;98B 9@A<?5A
3B )%%. 9@ C75D6528 ;6=?E5A !,- ?544;/ !" 0 # 1

3I6KOHMX Y7P. TI8PHIN ! ! & ( )* )+\ TI6KOHMX Y7P. :;;< @HIJK !
[ & ( )* )+

D76M OSPMH
.MOP R.IT]

!0%12 SIT7
) #V#) ##V%) ? %)

3I8PHIN"

) .
)* + .
% .
- .

:;;< [

-B* - C &* #
--* - C &* #
-#* & C #* /
+$* ) C %* &
-)* + C #* 9
&/* B C #* /!

#%* $ C %* /
##* % C &* #
#-* # C )* /
&B* / C #* $
#$* + C #B* 9
9* # C )* +

)* + C )* $
)* ) C )* )
)* B C )* #
/* 9 C )* /
)* ) C )* )
#B* ) C /* 9!

)* ) C )* )
)* ) C )* )
)* ) C )* )
)* ) C )* )
)* ) C )* )
/%* & C +* %!

表 G !,-细胞经过热休克处理后不同时间
!,G"H焦点的计数 / $ J FK !" 0 # KL1

’2345 G M<2@89>9?289=@ =>!,G"H >=?9 >=7I289=@ 9@
6528 ;6=?E5A !,- ?544;/ $ J FK !" 0 # KL1

3I6KOHMX Y7P. TI8PHIN ! !& ( )* )+\ "TI8PHIN ^Y7P.IJP .MOP R.IT] \
[:;;<^ PHMOP6M8P Y7P. # 6@ A4 :;;< SIH - . *

! ! " #

图 N 热休克处理后 !,-细胞中!,G"H焦点形成的典型图片。
O9P<75 N #5C75;5@8289:5 9I2P5; => 6528 ;6=?ED9@A<?5A !,G"H >=?9
>=7I289=@Q
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热休克具有遗传毒性 .- ! / 0。然而我们在热休克处理的人

12细胞中未能观察到!3-45焦点的形成 .6 0，本研究中

的 732细胞在热休克处理后也没有!3-45焦点的形
成，这些数据都支持热休克没有遗传毒性的结论。我们

已证明某些特定刺激诱导!3-45焦点的形成是具有细
胞特异性的 .6 0，因此，我们与其他研究得到的不同结果

极有可能是由于使用了不同的细胞系造成的。当然热休

克处理还要考虑其作用的温度和时间，不同的温度和不

同的作用时间对细胞的影响也是不一样的，本文中的实

验条件是在 8$9:;( 3等 ./ 0报道的方法与条件下进行

的，所以具有代表性，对细胞的影响与其他文献也具有

可比性。综合以上信息，我们认为热休克的遗传毒性很

可能是细胞特异性的，但其细胞毒性则无细胞特异性，

即各种细胞经热休克处理后其生存率都会降低。

虽然在我们的研究中热休克不能诱导!3-45焦点
的形成，但是热休克能否影响!3-45 焦点的形成过
程？为了回答这个问题，我们首先将细胞用热休克预处

理，再用烷化剂 #,,<处理细胞，观察!3-45焦点的形
成。发现热休克预处理明显降低了 #,,< 诱导的

!3-45荧光强度，即抑制了 #,,<对细胞的遗传毒性
作用 =表 >?。但是荧光强度的改变 =下降 ?会不会是因为
细胞死亡数的增加从而导致细胞数的减少所致？为了排

除这个可能性对结果的影响，我们检测了预热休克对

732细胞在 #,,<处理后细胞生存率的变化。实验结
果显示预热休克并不会造成大量细胞的死亡，从而降低

免疫荧光的强度。因此，热休克可影响!3-45焦点的形
成。虽然其中的具体机制并不清楚，但是我们发现

#,,<诱导!3-45 焦点的形成需要 @A(B@A$CDEF)D9(BDC()
>G;D9$B:=HI>8? 家族成员的参与，因为 HI>8的抑制剂
J(%CK$99D9能抑制 #,,<诱导的!3-45焦点的形成。而
有报道 J(%CK$99D9可使中国仓鼠 ’L+细胞对热休克诱
导的细胞死亡更敏感 .*- 0，因此，我们推测热休克可能通

过影响 HI>8家族成员而使 3-45的磷酸化受到抑制。
综上，我们的数据显示，虽然热休克可以诱导 732

细胞死亡，但是不能诱导细胞!3-45焦点的形成。另
外，热休克的预处理可以降低 #,,<对细胞的遗传毒
性作用，推测其原因可能是热休克影响了参与!3-45
焦点形成的蛋白激酶的功能。这一假设需要进一步的实

验验证。
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