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六价铬诱发 rDNA拷贝数变异对不同细胞系DNA
损伤反应的影响
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摘要：目的 观察六价铬暴露致 rDNA拷贝数变异对不同细胞系DNA损伤反应的影响，为六价铬诱发 rDNA拷贝数变异

参与DNA损伤反应过程的研究提供思路和方法。方法 人正常肺上皮细胞（BEAS-2B）和人胚肺细胞（MRC-5）采用

2 μmol/L重铬酸钾10 μL染毒，24 h后去毒，置于新鲜培养基继续孵育，对照组用等体积磷酸盐缓冲液处理；收集染

毒24 h、去毒后3 d和去毒后7 d的细胞，采用实时荧光定量PCR法检测 rDNA拷贝数；采用Muse细胞分析仪检测细胞

周期、细胞凋亡和DNA损伤情况，通过共济失调毛细血管扩张突变基因（ATM）激活率、DNA双链断裂率和变体组蛋

白（H2A.X）磷酸化率评估DNA损伤情况。结果 MRC-5细胞背景45S rDNA（1.54±0.26）和5S rDNA拷贝数（6.97±
1.07）高于BEAS-2B细胞（1.02±0.18和 3.00±0.15）（均P<0.05）。去毒后 3 d，MRC-5细胞 45S rDNA拷贝数（0.80±
0.04）低于对照组，BEAS-2B细胞45S rDNA拷贝数（1.43±0.07）高于对照组（均P<0.05）。MRC-5细胞染毒24 h时发

生G0/G1期阻滞，去毒后 3 d和去毒后 7 d总凋亡率（11.53%±1.53%和 18.33%±0.70%）高于对照组（3.53%±0.93%）

（均P<0.05）；BEAS-2B细胞染毒24 h和去毒后3 d总凋亡率（2.80%±0.17%和3.33%±0.57%）、去毒后3 d时ATM激活

率（3.37%±0.67%）、DNA双链断裂率（4.45%±0.85%）和H2A.X磷酸化率（1.68%±0.56%）均高于对照组（1.53%±
0.61%、1.18%±0.22%、0.97%±0.21%和0.29%±0.06%）（均P<0.05）。结论 六价铬诱发 rDNA拷贝数变异对不同细胞系

DNA损伤反应的影响不同，背景 rDNA拷贝数较低的BEAS-2B细胞反应更明显，而背景 rDNA拷贝数较高的MRC-5细

胞相对稳定。
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Effect of hexavalent chromium-induced ribosomal DNA copy number
variation on DNA damage response in various cell lines
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Abstract: Objective To investigate the effect of ribosomal DNA (rDNA) copy number variation caused by hexavalent
chromium exposure on DNA damage response in different cell lines, so as to provide insights into the involvement of
hexavalent chromium-induced rDNA copy number variation in DNA damage responses. Methods Human lung epithelial
BEAS-2B cells and human embryonic lung MRC-5 cells were treated with 2 μmol / L potassium dichromate for 24
hours, and then cells were transferred to fresh media for further incubation, while cells treated with the same volume of
phosphate buffer solution served as controls. Cells treated with potassium dichromate for 24 hours, and 3 and 7 days
post-detoxification, were harvested, and rDNA copy number was quantified in cells using a quantitative fluorescent real-
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time PCR assay. Cell cycle, apoptosis and DNA damage were detected using a Muse cell analyzer, and the DNA dam⁃
age was evaluated with the proportion of ataxia telangiectasia-mutated (ATM) gene activation, proportion of double-
strand DNA breaks and the percentage of the H2A.X variant histone phosphorylatio. Results The 45S and 5S rDNA
copy numbers of were significantly higher in MRC-5 cells than in BEAS-2B cells [(1.54±0.26) vs. (1.02±0.18), P<0.05;
(6.97±1.07) vs. (3.00±0.15), P<0.05]. The 45S rDNA copy number was lower in MRC-5 cells 3 days post-detoxification
(0.80±0.04) than in controls (P<0.05), and was higher in BEAS-2B cells 3 days post-detoxification (1.43±0.07) than in
controls (P<0.05) . G0 /G1 phase arrest was found in MRC-5 cells 24 hours post-treatment, and the apoptotic rates
were significantly higher in MRC-5 cells 3 and 7 days post-detoxification than in controls [(11.53±1.53)% , (18.33±
0.70)% vs. (3.53±0.93)%, P<0.05]. The overall apoptotic rates 24 hours post-treatment and 3 days post-detoxification
[(2.80±0.17)%, (3.33±0.57)% vs. (1.53±0.61)%, P<0.05], proportion of ATM gene activation 3 days post-detoxification
[(3.37±0.67%) vs. (1.18±0.22)%, P<0.05], proportion of double-strand DNA breaks 3 days post-detoxification [(4.45±
0.85)% vs. (0.97±0.21)%, P<0.05] and percentage of the H2A.X variant histone phosphorylation 3 days post-detoxifica⁃
tion [(1.68±0.56)% vs. (0.29±0.06)%, P<0.05] in BEAS-2B cells were higher than in controls. Conclusions Hexavalent
chromium-induced rDNA copy number variation affects DNA damage response in different cell lines. A stronger DNA
damage response is found in BEAS-2B cells with a low rDNA copy number, and a relative stable response is observed
in MRC-5 cells with a high rDNA copy number.
Keywords: hexavalent chromium; ribosomal DNA; copy number variation; DNA damage response

铬是自然界普遍存在的一种重金属，主要用于

制革、镀铬、化工、采矿和钢铁等行业，六价铬是

铬中毒性最强的价态，已被列为第一类职业致癌

物［1］。六价铬化合物通过吸入、皮肤接触和口服方

式被人体吸收［2］，长时间暴露可导致皮炎、支气管

炎、肺充血水肿、胃肠溃疡、肝肾损害，甚至鼻咽癌

或肺癌等［3-5］。有研究表明，六价铬暴露可引发核糖

体 DNA （ribosomal DNA， rDNA） 拷贝数变异 （扩

增、缺失）［6］。

rDNA 是指位于 13、14、15、21 和 22 号染色

体上的 45S rDNA （编码 18S、5.8S 和 28S rRNA）
和位于 1 号染色体上的 5S rDNA［7］。rDNA 位点是

基因组维持稳定的重要因素［8］，rDNA 重复序列损

伤可引起 rDNA 拷贝数变异，进而触发 DNA 损伤

反应［9-10］。rDNA 拷贝数变异可能与肿瘤等多种疾

病密切相关，WANG 等［11］在胃癌、肺腺癌、卵巢

癌等肿瘤及配对正常组织全基因组数据中发现 5S
rDNA 片段扩增和 45S rDNA 片段缺失，伴有增殖速

率提高和核仁活性增强。不同个体的 rDNA 拷贝数

也存在较大差异，细胞背景 rDNA 拷贝数可能影响

细胞对外界刺激的反应，从而影响相关疾病的发

生［12］。课题组前期实验发现，人正常肺上皮细胞

（BEAS-2B）和人胚肺细胞（MRC-5）是背景 rDNA
拷贝数差异明显的 2 种细胞系，本研究拟通过体外

实验探究六价铬暴露致 rDNA 拷贝数变异对这 2 种

细胞 DNA 损伤反应的影响，为六价铬诱发 rDNA
拷贝数变异参与 DNA 损伤反应过程的研究提供思

路和方法。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂 BEAS-2B、MRC-5 细胞购自

中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。CO2 培养

箱（日本 SANYO 公司）；倒置显微镜（日本 Olympus
公司）；Ⅱ级生物安全柜、高速冷冻离心机、超微量

分光光度计（美国 Thermo Fisher 公司）；梯度 PCR
仪、实时荧光定量 PCR 仪 （美国 BioRad 公司）；

Muse 细胞分析仪（德国 Merck Millipore 公司）。胎牛

血清 （南美 Bovogen Biological 公司）；DMEM 培养

基、MEM 培养基、胰酶（美国 Thermo Fisher 公司）；

磷酸盐缓冲液（PBS）、DEPC 水（北京兰杰柯科技有

限公司）；DNA 提取试剂盒 （德国 Qiagen 公司）；

RNAiso Plus、反转录试剂盒和荧光定量试剂盒（日本

Takara 公司）；PCR 引物（美国 Thermo Fisher 公司）；

细胞周期检测试剂盒、细胞凋亡检测试剂盒、DNA 损

伤检测试剂盒（美国 Luminex 公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与染毒 BEAS-2B 细胞培养于含

10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，MRC-5 细胞培养

于含 10% 胎牛血清的 MEM 培养基、1% 丙酮酸钠、

1%NEAA（非必需氨基酸）和 1% 谷氨酰胺，并置于

37 ℃、5%CO2 培养箱中。细胞按 2×105 个/孔接种于

6 孔板，接种体积均为 2 mL。孵育 12 h 后分别加入

终浓度为 2 μmol/L （细胞活力能保持在 50% 左右，

便于后续实验）的重铬酸钾溶液 10 μL，对照组加入

等体积 PBS，每种处理做 3 个重复。重铬酸钾溶液

处理 24 h 后的细胞采用 PBS 清洗 2 遍去毒，对照组
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加入等体积 PBS 处理，分别收集染毒 24 h、去毒后

3 d 和去毒后 7 d 的细胞，每个时间点做 3 个重复。

1.2.2 rDNA 拷贝数检测 按照试剂盒说明书提取

DNA，以 TP53 为内参基因进行 PCR 扩增，引物序

列见表 1。反应体系：2×SYBR®PremixExTaqⅡ10 μL，
ROXReferenceDyeⅡ0.4 μL，正、反向引物各 0.4 μL；
DNA 20 ng，添加 ddH2O 至 8.8 μL。反应条件：

95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 3 s，60 ℃退火 30 s，
40 个循环。采用 2-ΔΔCt 计算 rDNA 拷贝数的相对表达

量。45S rDNA 拷贝数为 18S、5.8S 和 28S rDNA 拷

贝数的平均值。

表 1 rDNA 基因引物序列

Table 1 The primer sequences of rDNA gene amplification
基因

28S
18S
5.8S
5S
TP53

正向引物

GCGGGTGGTAAACTCCATCT
CGCGCTCTACCTTACCTACC
CGACTCTTAGCGGTGGATCA
TCGTCTGATCTCGGAAGCTAA
TGTCCTTCCTGGAGCGATCT

反向引物

CACGCCCTCTTGAACTCTCT
GGCCGTGCGTACTTAGACAT
GATCAATGTGTCCTGCAATTC
AAGCCTACAGCACCCGGTAT

CAAACCCCTGGTTTAGCACTTC

1.2.3 细胞周期检测 以 300×g 离心 5 min 后收集

各组细胞，弃上清液，用 1 mL PBS 清洗后 300×g 离

心 5 min，弃上清液，每 106 个细胞约留 50 μL PBS，
通过反复移液或轻轻涡旋将细胞颗粒重悬在残留的

PBS 中。将重悬细胞缓慢滴入含 1 mL 70% 冰乙醇

（-20 ℃预冷）的离心管中，同时以中速涡旋振荡，

置于-20 ℃冰箱孵育过夜固定。加入 200 μL 固定的

细胞到新管中，300×g 离心 5 min 后弃上清液，每管

加入 500 μL PBS 洗涤 1 次后弃上清液，加入 200 μL
Muse Cell Cycle 试剂重悬，室温下避光孵育 30 min
后使用 Muse 细胞分析仪检测细胞周期情况。

1.2.4 细胞凋亡检测 以 300×g 离心 5 min 后收集各

组细胞，弃上清液，用 PBS 清洗 1 次后加入 100 μL 含

1% 胎牛血清的 DMEM 培养基重悬，然后加入

100 μL MuseAnnexinV&DeadCellKit 试剂并混匀，避

光孵育 20 min 后用 Muse 细胞分析仪检测细胞凋亡情况。

1.2.5 细胞 DNA 损伤检测 以 300×g 离心 5 min 后

收集各组细胞，弃上清液，用 PBS 清洗 1 次后加入

200 μL 1×AssayBuffer 重悬细胞，然后加入等量 Fixa⁃
tion Buffer 上下颠倒混匀，冰上孵育 10 min。以

300×g 离心 5 min 后弃上清液，加入 200 μL 预冷的

1 × PermeabilizationBuffer 吹 打 重 悬 ， 冰 上 孵 育

10 min。再次离心弃上清液，加入 90 μL 1×Assay⁃

Buffer 和 10 μL 抗体预混液，避光孵育 30 min。加

入 200 μL 1×AssayBuffer 重悬，离心后弃上清液。

加入 200 μL 1×AssayBuffer 重悬，采用 Muse 细胞分

析仪检测。通过共济失调毛细血管扩张突变基因

（ataxia telangiectasia-mutated gene，ATM） 激活率、

DNA 双链断裂率和变体组蛋白（H2A histone family
member X，H2A.X）磷酸化率反映 DNA 损伤情况。

1.3 统计分析 采用 SPSS 23.0 软件统计分析。定

量资料服从正态分布，采用均数±标准差（x±s）描

述，两组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<

0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 MRC-5 与 BEAS-2B 细胞 rDNA 拷贝数变异分析

MRC-5 和 BEAS-2B 细胞背景 rDNA 拷贝数差异有

统计学意义 （P<0.05），MRC-5 细胞背景 45S、5S
rDNA 拷贝数均高于 BEAS-2B 细胞，见表 2。4 组

细胞 45S rDNA 拷贝数比较，差异有统计学意义（均

P<0.05）；去毒后 3 d，MCR-5 细胞 45S rDNA 拷贝

数较对照组下降，BEAS-2B 细胞 45S rDNA 拷贝数

较对照组上升（均 P<0.05），见表 3。

表 2 MRC-5 与 BEAS-2B 细胞 rDNA 拷贝数比较（x±s）
Table 2 Comparison of rDNA copy numbers between MRC-5

and BEAS-2B cells (x±s)
细胞系

MRC-5
BEAS-2B
t值

P值

45S rDNA拷贝数

1.54±0.26
1.02±0.18

2.808
0.048

5S rDNA拷贝数

6.97±1.07
3.00±0.15

6.374
0.003

表 3 4 组 MRC-5 与 BEAS-2B 细胞 rDNA 拷贝数比较（x±s）
Table 3 Effect of hexavalent chromium on rDNA copy number

between MRC-5 and BEAS-2B cells (x±s)
组别

对照组

六价铬染毒24 h
去毒后3 d
去毒后7 d
F值

P值

45S rDNA拷贝数

MRC-5
1.00

1.20±0.06
0.80±0.04 a

1.08±0.11
19.650
0.001

BEAS-2B
1.00

1.13±0.10
1.43±0.07 a

1.16±0.07
13.290
0.002

5S rDNA拷贝数

MRC-5
1.00

1.09±0.10
0.90±0.06
1.01±0.23

1.082
0.410

BEAS-2B
1.00

1.03±0.12
1.00±0.15
0.99±0.13

0.066
0.977

注：a表示与对照组比较P<0.05，对照组细胞 rDNA拷贝数相对表

达量设为1.00。
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2.2 MRC-5 与 BEAS-2B 细胞周期变化分析 4 组

MRC-5 细胞比例比较，差异有统计学意义（均 P<

0.05）；六价铬染毒 24 h 时 MRC-5 细胞发生 G0/G1
期阻滞，G0/G1 期细胞比例高于对照组，而 G2/M 期

细胞比例低于对照组（均 P<0.01）。各组 BEAS-2B
细胞比例比较，差异均无统计学意义（均 P≥0.05）。

见表 4。

表 4 4 组 MRC-5 与 BEAS-2B 细胞比例比较（x±s/%）

Table 4 Cell cycle variation between MRC-5 and BEAS-2B cells post-exposure to hexavalent chromium (x±s/%)

组别

对照组

六价铬染毒24 h
去毒后3 d
去毒后7 d
F值

P值

MRC-5细胞比例

G0/G1期
39.65±4.38
56.07±1.74 a

44.20±1.34
39.07±5.98

12.490
0.002

S期
7.43±0.07
7.31±0.08
7.35±0.07
9.79±1.86

5.084
0.029

G2/M期

30.60±2.16
22.54±0.67 a

27.70±0.86
32.86±3.51

13.100
0.002

BEAS-2B细胞比例

G0/G1期
59.66±4.14
57.62±0.95
47.94±4.39
50.44±0.91

6.602
0.050

S期
11.50±2.88
13.72±0.91
9.52±0.30
8.57±0.34
4.478
0.090

G2/M期

24.99±6.90
25.34±1.94
36.47±4.31
31.08±1.69

3.247
0.143

注：a表示与对照组比较P<0.01。

2.3 MRC-5 与 BEAS-2B 细胞凋亡分析 MRC-5 细

胞在去毒后 7 d 时早期凋亡率，去毒后 3 d、7 d 时

晚期凋亡率和总凋亡率均高于对照组（均 P<0.05）。

BEAS-2B 细胞染毒 24 h 时早期凋亡率、去毒后 3 d
时晚期凋亡率、染毒 24 h 和去毒后 3 d 时总凋亡率

均高于对照组（均 P<0.05）。见表 5。

表 5 4 组 MRC-5 与 BEAS-2B 细胞凋亡率比较（x±s/%）

Table 5 Comparison of apoptosis between MRC-5 and BEAS-2B cells post-exposure to hexavalent chromium (x±s/%)

组别

对照组

六价铬染毒24 h
去毒后3 d
去毒后7 d
F值

P值

MRC-5细胞凋亡率

早期

0.83±0.31
0.87±0.06
2.02±0.50
5.10±0.85 a

44.880
<0.001

晚期

2.70±0.70
3.10±0.30
9.85±0.87 a

13.20±0.26 a

228.400
<0.001

总计

3.53±0.93
3.97±0.31

11.53±1.53 a

18.33±0.70 a

156.400
<0.001

BEAS-2B细胞凋亡率

早期

0.20±0.17
0.75±0.15 a

0.15±0.05
0.23±0.06

16.110
<0.001

晚期

1.33±0.45
2.05±0.23
3.18±0.60 a

2.33±0.50
8.027
0.009

总计

1.53±0.61
2.80±0.17 a

3.33±0.57 a

2.57±0.51
6.908
0.013

注：a表示与对照组比较P<0.05。

2.4 MRC-5 与 BEAS-2B 细胞 DNA 损伤分析 4
组 MRC-5 细胞 ATM 激活率、DNA 双链断裂率比

较，差异有统计学意义（均 P<0.05）；去毒后 3 d、
7 d 的 ATM 激活率高于对照组（均 P<0.05）。各组

BEAS-2B 细胞 ATM 激活率、DNA 双链断裂率和

H2A.X 磷酸化率比较，差异有统计学意义（均 P<

0.05）；染毒 24 h 的 DNA 双链断裂率，去毒后 3 d
的 ATM 激活率、DNA 双链断裂率和 H2A.X 磷酸

化率，去毒后 7 d 的 ATM 激活率均高于对照组

（均 P<0.05）。见表 6。

3 讨 论

六价铬是一种极易被人体吸收的职业性肿瘤致癌

物，具有强氧化性［13］。研究表明，电离辐射和复制

应激等外源性 DNA 损伤剂造成 rDNA 损伤后，其转

录受到抑制，导致 rDNA 不稳定，引起拷贝数变异，

进而诱发核仁应激，触发 DNA 损伤反应［14］。DNA
损伤反应参与调节 DNA 损伤识别、DNA 修复因子招

募、DNA 修复途径的启动和协调、细胞周期转运和

细胞凋亡信号通路，是细胞为了抵御 DNA 损伤造成
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的伤害而进化出的一种防御机制［15］。本研究针对背

景 rDNA 拷贝数不同的细胞系，观察六价铬诱发 rDNA
拷贝数变异参与 DNA 损伤反应的过程。

MRC-5 细胞背景 rDNA 拷贝数高于 BEAS-2B
细胞，采用 2 μmol/L 六价铬染毒 24 h 再去毒 3 d
后，BEAS-2B 细胞 45S rDNA 拷贝数高于对照组，

而 MCR-5 细胞 45S rDNA 拷贝数低于对照组。rDNA
拷贝数在一个物种内的个体之间，甚至在同一个体内

的细胞之间都存在较大差异［16］，而且与 mRNA 转录

不同，rRNA 不能通过翻译多轮扩增循环［17］。提示细

胞背景 rDNA 拷贝数较高可提供足够的 rRNA 来源，

以维持 rDNA 拷贝数，为细胞维持稳态并快速适应环

境刺激提供了一种可能的分子机制。

研究结果显示，MRC-5 细胞用六价铬染毒 24 h
时细胞周期阻滞在 G0/G1 期，且细胞凋亡率随着去

毒时间的延长而增加，ATM 激活率也在去毒后 3 d
时增加；BEAS-2B 细胞在染毒 24 h 时早期凋亡率、

总凋亡率和 DNA 双链断裂率增加，去毒后 3 d 时晚

期凋亡率、总凋亡率、ATM 激活率、DNA 双链断裂

率和 H2A.X 磷酸化率也增加。在细胞周期进程中，

当细胞内监控成分检测到细胞 DNA 损伤时，会立即

启动修复机制对其进行修复，然后再继续完成细胞周

期。如果不能修复，则会启动细胞周期检测点使细胞

周期阻滞，以便给细胞足够的时间修复损伤。当损伤

太过严重而无法修复时，细胞凋亡机制被激活，导致

细胞的程序性死亡［18］。ATM 是 DNA 损伤修复过程

中关键的蛋白激酶，参与激活细胞周期、DNA 损伤

修复和转录调节等［19］。由此推断六价铬导致 MRC-5
细胞和 BEAS-2B 细胞 rDNA 拷贝数变异可能与

DNA 损伤反应有关。另外，背景 rDNA 拷贝数较高

的 MRC-5 细胞可能由于 G0/G1 期细胞周期阻滞，

导致去毒后期凋亡水平升高；而背景 rDNA 拷贝数较

低的 BEAS-2B 细胞周期阻滞不明显，进入了 S 期复

制，形成了 rDNA 拷贝数在去毒后 3 d 升高又随着细

胞周期进程恢复到正常的过程。然而，rDNA 重复序

列受到损伤时会通过与其他拷贝重组进行修复，引起

复制叉的失控或倒塌，进而导致 DNA 双链断裂［20］。

因此，不同细胞在受到损伤时启动修复或凋亡程序还

需进一步深入研究。

综上所述，六价铬暴露会导致 MRC-5 细胞和

BEAS-2B 细胞 rDNA 拷贝数变异，六价铬诱发 rDNA
拷贝数变异对这 2 种不同细胞系 DNA 损伤反应可产

生不同影响，背景 rDNA 拷贝数较低的 BEAS-2B 细

胞反应更明显，而背景 rDNA 拷贝数较高的 MRC-5
细胞在应对六价铬毒性时呈现相对稳定的状态，可能

和参与 DNA 损伤反应调控的过程不同有关。
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