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��一��� 对受辐射 ��一�细胞的

增殖及细胞周期的影响
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摘要 以临床上常用的细胞因子 ��一���刺激受辐射的人髓性白血病细胞株 ��一�
，

观察

细胞的增殖情况及周期变化
。

结果显示
�

�� 一��� 刺激受辐射 ��一�细胞的增殖
，

并且能促

进细胞跳出 ����
� 阻滞

，

对 �期似有促进作用及增加 ��
�� 期

。

对末受照射的 ��一�细胞
，

��一���刺激效应不如受照射细胞
。

关扭词 辐射
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急性放射病和核事故病人的救护及放射治疗后对正常组织的防护是放射医学和放射生物

学的重要研究内容
。

机体受到辐射后一个明显的变化是造血细胞的凋亡和坏死
，

正确地运用

细胞因子挽救造血细胞的凋亡就意味着挽救机体的生命
。

细胞受到辐射后
，

对细胞因子的反

应性显著降低 ���
，

不同的细胞对细胞因子的应答千差万别
，

并且同一细胞因子对不同细胞亦有

不同效应
，

如 ��一�能促进肝细胞的增殖
，

但却抑制某些骨髓瘤细胞的增殖 ���
，

即便是同一细

胞因子和同一细胞株
，
因作用时相的不同还会得出截然不同的结果

，

体现出细胞因子运用的

时控性
。

细胞因子的效应除体现在细胞学方面的改变外
，

亦对细胞周期有影响
。

特别是当细胞

处于外界因素如辐射的作用导致细胞周期阻滞时
，

更能显示出细胞因子的效应
。

本实验选择

了临床上最常用的细胞因子粒
一 巨噬细胞集落刺激因子 ���

一����
，

细胞系则选 ��一�粒系母

细胞
，

与其它常见肿瘤细胞系最大的不同在于 ��一�是 ��� 野生型
，

与 ����� 及其它正常细

胞类似
。

阐明 ��一���对受辐射 ��一�细胞的生物学效应
，

除了揭示细胞因子对受辐射细胞

的作用机理外
，

也对细胞因子的临床运用具有指导作用
。

� 材 料 与 方 法

�
�

�细胞
��一�为粒系母细胞

，
���野生型

，
��一���非依赖株

。

�
�

� 主要试剂

�� 一 ���
，

由瑞士 ������公司生产
。

���� 培养基
，

为美国 ����� 公司产品
。

小牛血

清为杭州四季青生物工程材料研究所生产
。

唾哇兰 �����
，
����� 公司生产

。

碘化丙睫 ����
�

�����
公司生产

，

配法如下
�
������

，

升��
��一������

，

生理盐水 ����
。
��� 酶 �

，
������

生产
，

配成 ������ 的水溶液
。

�
�

� 主要仪器

酶联仪
，

芬兰产 ���� ��������
，
����型

。

流式细胞仪
，

����������� 型
，

美国 �� 公司

生产
。
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�实验方法

��
�

�细胞培养 细胞培养于 ����培养瓶
，

用含 ��� 小牛血清的 ����培液
，

在 �� ℃ 、
��

��� 、

饱和湿度为 ���� 的条件下常规培养
，

细胞长至指数生长期时离心收集细胞
。

�
�

���照射 ��一�细胞用
“ ��。 甲 射线照射

，

照射剂量分别为 �
、
�

、
����

，

照射剂量率为

�
�

�������
� 。

�
�

�
�

���� 比色法测定细胞增殖 将 ��� 用生理盐水配成 ������
。

用含 ���小牛血清的培

养液稀释已离心洗涤的细胞
，

调整细胞浓度为 �只 ���加�
。

在 �� 孔板上
，

每孔加细胞 ���拜�
，

另加 ���拼� 用培养液配好的倍比稀释的 ��一������户�
，

分别培养 ��
、
��

、
���

，

加入 ��，�

���
，
��后进行离心

，

弃上清
，

每孔加入二甲基亚砚 ���������拼�
，

振荡 ��而
� ，

测 �� �����

值
。

�
�

���流式细胞仪检测细胞周期 取指数生长期细胞 ��“ ，

离心
，

分成照射组和对照组
，

每一组

又分成加 ��一��� 组和不加 ��一���组
。
��一��� 的刺激浓度为 ��������

，

照射剂量分

别为 �
、
�

、
����

。

检测时相分别为照射后或加 ��一���后 �
、
��

、
��

、
��

、
���

。

细

胞经 ���洗两遍
，
��� 乙醇固定过夜

，

离心吸净乙醇
，
���洗一遍

，

加 ����� ���即�混

��
�
�孵育 �����

，

加 ��溶液 ���户�混匀
，
�
�
�避光保存 ��而

� ，

上机检测
。

结 果

�
�

� ��一��� 对受辐射 ��一�细胞的增殖作用
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而有下降的趋势
。

对照组曲线变化较平稳
，

与前一浓度比较有显著性差异 �� ��
�

���
。

将 ��一�细胞调整浓度为 �� ��“���
，

分

别照射 �
、
�

、
�和 ����

。

照射后把细胞加

到 �� 孔板
，

分别以不同浓度的 ��一���进

行刺激
，

���后用 ���法测细胞的 ��值
，

观察细胞因子对受辐射细胞增殖的作用
，

结

果见图 �
。

从图 �中可看出
，

随着 �射线照射剂量

的增大
，

细胞增殖明显减少
。

对于同一照射

剂量的实验组
，

随着 ��一���浓度加大
，

细

胞增殖逐渐增多
，

并且后一种浓度点较前一

种浓度点的 �� 值有显著性差异 �� ������
，

但当 ��一���浓度大于 �������������组

大于 ���������时
，

细胞增殖末见增加
，

反

对 ��一���反应不如实验组
，

仅在 ��������处

�
�

� ��一��� 对受辐射 ��一�细胞周期的影响

��一�细胞经 ���照射后
，

分成对照组与实验组
，

实验组加入终浓度为 ��������的 ��
�

���
，

分别培养 �
、

��
、

��
、
����

，

流式细胞仪检测细胞周期
，

结果见图 �和图 �
。

图 �表示受辐射 ��一�细胞随着照射后时间的延长逐渐跳出 �。
��

�
周期阻滞

，

处理组加

了 ��一��� 比对照组更早跳出周期阻滞
，

在照射后的 ��� 有显著性差异 �� ��
�

���
，

在照射后

�� �
，
��一���的作用更加明显

，

与对照组同时相相比
，
� ��

�

��
。

图 �示意 ��一���对受辐

射 ��一�细胞 �期的影响
。

由图可见
，

尽管处理组与对照组同一时相比无显著性差异 �� ��
�

���
，

但从自身对照来看
，

对照组 �期各时相点之间仅在 ��� 与 ��� 之间有显著性差异 �� ��
�

���
，
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而处理组 ���与 ��
、
���与 ���及 ���与 ���比皆有显著性差异

。
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四 ���

，
口 ���

， 口 ���、

� 讨 论

细胞表面没有细胞因子受体
，

就不会对细胞因子产生应答
，

即使细胞表面有相应细胞因

子的受体
，

亦不能确保能对该细胞因子产生应答 ���
，

还要看细胞因子与相应受体结合后能否启

动或调节与增殖分化相关的基因
，

这些相关的基因对增殖起促进或抑制作用就决定了细胞因

子作用的效应是促进细胞的增殖或抑制细胞增殖
。

文献 ��� 报道 ��一�细胞表面有 ���土�� 个 ��一��� 受体
。

实验结果显示
，

在低浓度时

��一���对 ��一�的刺激作用不明显
，

可能是由于 ��一�细胞有自分泌生长因子的能力
，

并不

需要依靠外源性生长因子
，

并且细胞培养液组分之一的小牛血清中亦含有生长因子
。

所以外

源性低浓度的 ��一��� 的刺激作用就被掩盖
，

当随着 ��一���浓度增加
，

外源性 ��一���

的作用逐渐显示出来
。

但当 ��一���高到一定浓度时
，
��一�细胞表面所有的 ��一��� 的

受体都被饱和后
，
��一��� 浓度继续增高就显示不出刺激增殖的作用

。

从实验结果看
，

当

��一���浓度继续增高超过 ��������时
，
��一�细胞增殖并不增加

，

反而有抑制细胞增殖的

趋势
。
��一���对受辐射 ��吸 细胞的刺激增殖作用与末受照射的对照组细胞的作用不同

，

这说明在正常情况下
，
��一 细胞的增殖并不需要 ��一���

，

当细胞受到外界因素如 守 射线

等的作用后
，

出现了细胞增殖抑制和细胞周期阻滞时
，

在这种情况下运用细胞因子 ��一���

能促使细胞跳出周期阻滞而进入有丝分裂期
，

从而促进细胞增殖
。

近年来
，

随着生物化学和分子生物学的长足发展
，

对细胞周期有了较为深入的认识
。

细胞

周期的调控可分为外源性调控和内源性调控 �’� 。

细胞周期有两个主要的调控点
，

一是 ��
��

调控点
，

控制细胞从 ��
期进入 �期

，

另一调控点处于 ��
�� 调控点

，

决定细胞是否进入有丝

分裂相
。

辐射导致的细胞周期阻滞与 ��� 蛋白有关
，
��� 促进 ��� 表达

，
��� 与增殖细胞核

抗原
、

周期蛋白和周期蛋白依赖激酶形成异源四聚体复合物
，

该四聚体有无活性取决于 ���

的含量
，

受辐射细胞 ��� 含量增高
，

四聚体的活性受到抑制
，

从而使细胞阻滞于 ��

期 ���
。

从本实验结果看
，
��一�细胞受辐射后随着时间延长

，

阻滞于 ����
�
期细胞逐渐减

少
，

用 ��一���刺激后能促进细胞跳出 �。��
�
阻滞

，

但与对照组比较 �期的增加不明显
，

并

非从 �。
��

�
双跳出的所有细胞都进入了 �期

，

而有相当一部分细胞阻滞于 ��
�� 期 �具体数

据末列出�
。

这一点与实验前的预期结果不相符
。

因 ��一�是 ��� 野生型细胞
，

受 �射线照射

后通过 ���一���一 周期蛋白及其激酶四聚体途径使细胞周期阻止于 � 。
��

� 。

但实际结果却有
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很大一部分细胞阻止于 ��
�� 期

。

对此可有以下三点解释
�

第一
，

以哺乳动物细胞周期时问

���推算 ���
，

照射后随时间延长 ��
�� 期增高可能不是照射直接引起 ��

�� 期增多
，

而是由

于阻滞于 �。
��

�
期的细胞经过一个停滞时间后进入 ���� 期所致

�第二
，

最近有资料表明
，

��� 本身亦可对 ��
期阻滞有作用 ���

，

辐射促使 ��� 增高
，
��� 可能使 �� 阻滞

，

确有文献报

道从早期骨髓性分化的细胞如 ��一�
、
��一�或 ���细胞受到柔红霉素和米托恩酿等作用后

阻滞于 ��
�� 期 ��� �第三

，
��一�细胞在长期的传代过程中出现了 ��� 突变

。

总之
，

辐射导致

的周期阻滞是多方面的
，

而细胞因子本身又是一把双刃剑
，

对受辐射细胞是否有保护或挽救

作用
，

取决于某一细胞因子及具体的细胞系及细胞因子应用的时机
，

并没有统一可套用的公

式
。
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