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放 射 性核 素
�，�� 诱 发 ����癌细 胞 凋 亡 的

放射毒 理 效应 的 分 子机 理研 究

张军宁 洪承皎 朱寿彭
�苏州人学附属第一医院 苏州 �巧����

摘 要 采用分子病理和定量病理技术研究放射性核素
“ ，�� 诱导的 ����癌细胞凋亡

、

剂量效应关系和重要相关基

因 ���
一

�和 ��� 在其中的表达
。

结果表明
，
����细胞经

“���作用达 �� 和 ���
，

提取 ���
，

琼脂糖凝胶电泳图谱
�

卜出现

典型的
“
阶梯状

”
区带

，

伴有
“
拖尾

” ，

而对照组未见
“
阶梯状

”
区带

�
荧光双标记流式细胞仪法定量检测见

“���

作用 �
、
�

、

��
、
��和 ��� 后

，

����细胞凋亡率
、
����细胞坏死率均较对照组有明显的升高 ������� �

。

免疫组织化学

染色显示
，

对照组 ����细胞中���
一

�
、

���均有表达
，

��卜�表达阳性细胞率��
�

��
，
���表达阳性细胞率�����

，

���
一

�出��

比值 �
�

��
， ”���作用 ���后的 ����细胞中

，
���

一

�表达阳性细胞率 ��
�

��
，
���表达阳性细胞率 ��

�

��
，
���

一

�巧�� 比值

�
�

��
，

与对照组相比
，

差异具有显著性 ��������
�
结果显示

，

放射性核素
����照射 ����细胞后

，

细胞凋亡 ’ 。细胞坏

死并存
，

目 ����诱导���
�
细胞的凋亡可能是通过 ���

一

� 表达蛋白降低
，

���
一

����� 比值下降����调控的
。
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研究表明
，

肿瘤的发生发展是细胞丧失白发凋亡

能力的最终结果
。

因此
，

治疗肿瘤最有效的方法可能

是诱发细胞的凋亡汇’�。 许多外界因素如电离辐射
、

化

学药物
、

细胞因子等均可触发细胞凋亡
，

这为肿瘤治

疗提出了新的策略
。

为了揭示和运用放射性核素内照

射的作用特点
，

本研究采用分子病理和定量病理技术

研究放射性核素
“���诱导的凡

��癌细胞凋亡
、

剂量效

应关系和重要相关基因 ���
一

�和 ��� 在其中的表达
，

探

讨内照射放射性核素 “���诱发 ����癌细胞凋亡的放射

毒理效应的分子机理
，

从而设想考虑将放射性核素与

单克隆抗体或药物偶联用于临床治疗的可能性
，

井为

临床应用放射性核素治疗肿瘤提供新的依据
。

� 材料和方法

液调至细胞浓度 �� ��“���
。

取无菌�� 孔培养板
，

在

每培养孔内放置 ���细胞悬液
。

然后在每一培养孔中

另加入 ���用 ����
一

����全培养液稀释的
”��� 「�作

液
，

使 ���� 的最终放射性活度为 ��
�

������
。

对照组

每孔中加入 �������
一

����全培养液
，

使实验孔和对

照孔细胞最终浓度为 �� ������
。

将 �� 孔培养板置于

��℃ 、

�����的培养箱内培养
，

经不同时间收集细胞用

于凋亡研究
，

选择的观察时间为 �
、
�

、

��
、

��和 ���
。

�� 电泳分析
�

按照文献��
，

��方法

提取细胞基因组 ���
，

空气千燥后保存于��缓冲

液中
�

取 ���样品 �� ��，于��琼脂糖凝胶中 ���� 电

泳 �任一��而�，�� 染色
，

紫外仪 卜观察记录电泳情况
。

�� 主要试剂和药品

小鼠抗人 ���
一

�不����� 单抗������ �����
，
����试

剂盒�华美生物一程公司�
，
������� ����� �������

，

碘化丙陡 ���������� ������
，
����������

。 ����由中

国原子能科学研究院同位素所提供
，

为无色透明液

体，��值 �
�

�，放化纯����
。

�� 细胞培养

收集指数生长期 凡��细胞
，

用 ����
一

���� 全培养

苏州人学附属第一临床学院资助课题

��� 荧光双标记流式细胞仪法定量检测细胞凋亡与

坏死

用������ �
一

���作用 ��作为细胞坏死的阳性对照
，

������ ��比地塞米松作用��作为细胞凋亡的阳性对
照

，

每份样品中加 ������� ������ �� � ������
，
���

。 � ����� �加��
，

冰浴 ��而
� 后

，

用流式细胞仪收集
�� �护细胞

，

并根据不同状态的细胞在激光的激发下

所发出的荧光颜色的不同
，

即正常细胞旱现出绿色荧

光
，

坏死细胞旱现出红色荧光
，

而凋亡细胞旱现橙黄
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色荧光
，

采用����� 软件记录阳性细胞百分数��
一

��
。

��� �� �一�和 ��� 蛋白免疫组化检测

收集并洗涤细胞
，

悬浮于�����的���中
，

浓度为�

� �护加�
，

玻片经多聚赖氨酸处理后
，

每片滴 ���� �

细胞
，

干燥后
，
��多聚甲醛���定

，一

��℃保存备用�染色方

法按下述顺序操作��� ��������，��马血清 ��而��

���
一

�和 ��� 单克隆抗体 �������℃过夜� 生物素化二

抗�������
，

��℃��而�� ���试剂�������
，

���� ��而��

��� ����
。

最后以苏木素复染
，

梯度酒精脱水
，

二甲苯

透明
，

中性树脂封片
。

免疫组化染色
，

空白对照以 ��� 代替一抗
，

胞浆

染成棕黄色或棕褐色为 ���
一

�或 ��� 阳性细胞
。

随机计

数高倍野 �������
一

卜���个细胞中阳性细胞所 ���’的
百分率

。

��� 细胞受 、 �照射的累积吸收剂量估算

对 ����细胞受 ����照射不同阶段的累积吸收剂量

� �����的估算
，

参照下式进行���

���五为�

式中
，
� 为 “���的放射性活度 �����

，
� 为 “���

的刀射线平均能量
，
� 为受照射细胞的质量

。

�� 统计分析

细胞凋亡率
、

坏死率比较采用 �检验
，

���
一

�
、

��� 表达阳性率的组间比较采用 � “ 检验
。

� 结果

��� ��
��

细胞受 四��照射的累积吸收剂量

吮��细胞受不同时间的
“��� 照射后的累积吸收剂

量估算值见表 �
。

���
�

� ��
� ��� ������ �� 凡

�� ����� ������习����������������
�

���� ���������������
一

����������
���� �������������

一

��������
�

���������������
一

������������������
�

��� 荧光双标记流式细胞仪分析结果

‘���作用 �
、
�

、
��

、
��和 ���后

，

����细胞凋亡率
、

凡��细胞坏死率均较对照组有明显的升高 �������� �

另一方面随着
“���作用时间的延长

，

细胞的累积剂量

提高
，

但在照射后不同时间观察组之间细胞凋亡与细

胞坏死均无显著变化 ������� �见表 �
。

介�
�

� ��������� ��� �������� ����� ���，‘����� ��分 ������
�

��������������
������ �� 全�，

��

����������� ���� ���������

�����

���� �� ���� �������� ���� ��

���������

��������� �
�

�士�
�

�� �
�

�士�
�

��

��
�

�士�
�

��
‘�’ ‘�，

���士�
�

��

���
�

� ������一����� ��������������凡“ ��������������
·

����������饱��������
�

�

�士�
�

��
‘ �� ‘�，

��
�

�士�
�

��

����小 � � �� �� ��
��

�

�士�
�

��
��� ���

声

������

��
�

�士�
�

��

�
�

���� �
�

���� �
�

���� �
�

���� �
�

����
��

�

�士�
�

�� ��
�

�士�
�

��

��������
�

�

�士�
�

��‘ �’ ‘�‘
��

�

�士�
�

��

�告����

������

������

〔 �〕 「�，

��〕 ��，

，︸���，山�

��� 细胞凋亡的电泳特征

����细胞经 ����作用达 ��和 ���
，

提取 ���
，

琼

脂糖凝胶电泳图谱上出现典烈的
“
阶梯状

”
区带

，

伴

有
“
拖尾

” � 而对照组未见
“
阶梯状

”
区带见图 �

。

���尸��
�

���� ������������
， 〔�’

刀��
�

���� ����������������������

��� �� �一�和 ��
� 蛋白的免疫组织化学结果

免疫组织化学染色显示
，

���
一

�和 ��� 阳性细胞胞

浆被染成棕黄色或棕褐色
。

对照组 畴
��细胞中���

一

�
、

��� 均有表达
，

���
一

�表达阳性细胞率 ��
�

��
，
��� 表
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达卜��性细胞率科
�

��
，

���
一

�儿�� 比值 �
�

���“���作用 ���

后的 ��
��细胞中

，

���
一

�表达阳性细胞率 ��
�

��
，
���

表达阳性细胞率 ��
�

��
，

���
一

����� 比值 �
�

��
，

与对照组

相比
，

差异具有显著性 ������� �见表 �
。

起 ��
一

�细胞凋亡的增加
，

并可抑制 ��
一

�细胞坏死的

发生
。

飞�
·

蠢
。 ������

畔了
” �，·

�“ �� ” �� ���，‘，����
‘，��，，����

����� 占� �������脚鞠

���������� ��

���
一

���������

����澎�

���������� ��

��� ��������

�������

���
�

�化��

������� ��
�

����������� ��
�

���������� �
�

��

������������ ������������
‘ �’

��
�

���������� �
�

��

���
�

�����������

� 讨论

辐射诱发细胞凋亡的研究目前主要集中在外照射

方面
，

而对放射性核素内照射诱发细胞凋亡的研究报

道较少
。

由于放射性核素具有作用部位的选择性和作

用时间的持续性等特点
，

以及细胞对核素的吸附及吞

噬作用
，

因此放射性核素诱发的凋亡途径就更为复杂
，

涉及到的因素更多
。

��� 、 �照射可诱导 际
�

细胞凋亡

������
�等���观察到 ���可诱导 ������� 淋巴瘤细胞

凋亡
，

文献〔�，

���报道也观察到
’�，�� 可诱导 ����

一

�

细胞和骨肿瘤细胞的凋亡现象
。

但至今尚未见 “��� 诱

导细胞凋亡的报道
。

本实验从琼脂糖凝胶电泳图谱上出现典型的核小

体 ����
�一

�

������整倍数的 ��� “
阶梯状

”
区带

，

证

实一定剂量的 “���内照射可诱导 吮��肿瘤细胞凋亡
。

���
’�
�� 照射可诱导 ����细胞凋亡与坏死并存

日前对电离辐射诱导肿瘤细胞凋亡和坏死的同时

研究报道尚不多见
。

本研究采用 ������� ������和��双荧光探针流式

细胞术
，

发现
“��� 内照射后 凡

��细胞坏死与细胞凋亡

并存
，

但随着作用时间的延 长
、

累积剂量的提高
，

并

不引起细胞凋亡与细胞坏死的增加
。

有研究表明�” �
，

受照射细胞在 。 一���剂量范围内
，

凋亡率随着照射剂

量的增大而增加
�
另有研究表明�

’�������的辐照足以

破坏基因的转录
，

并对细胞膜造成损伤
，

此时引起的

细胞死亡实际上是坏死而非凋亡
� ���� 等【” �也报道

����
一

�细胞在受照剂量 �一����时
，

出现坏死与凋亡

并存的情况
。

文献����报道 ��一������ � 射线不弓�

�
�

� ���一�
、
��� 参与 ���� 照射诱导的 ����细胞

凋亡

���
一

�和 ��� 是两个凋亡相关基因
，

���
一

�能抑制

细胞凋亡
，

而 ��� 则促进细胞凋亡�’�� 。

本研究发现
，

吮
��细胞中���

一

�
、
���均有表达

，

但 ���
一

�高于 ���
，

提示 ���
一

�抑制细胞凋亡可能是 凡
��细胞癌性增殖的

重要原因
。

近年研究发现
，

���
一

�基因家族都是以二聚体的形

式发挥调控作用的
。

���
一

�
、

��� 以同源二聚体或异源

二聚体的形式调控细胞凋亡
，

两者之间的比例决定了

是抑制细胞凋亡还是促进细胞凋亡�’�
·

’�� 。

电离辐射诱

导的细胞凋亡都伴有 ���
一

�
、

��� 表达水平的变化
。

目

前尚未见有 “���诱导细胞凋亡 ���
一

�
、

��� 表达水平的

变化的报道
。

本组研究采用分子和定量病理技术
，

发现 �，’��内

照射诱导 凡
��细胞凋亡的同时

，

���
一

�及 ��� 的表达水

平发生了相应变化
，

与对照组比较
，

���
一

�表达蛋白降

低
，

���
一

�� ��� 比值下降
，

表明 “���诱导 ����细胞凋

亡也可能是通过 ���
一

�
、
��� 而调控的

。
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