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关于小鼠白血病细胞 �����对三种

低 ���射线的辐射敏感性研究

林万敏 马承武 罗祖玉
�复旦大学�

摘要 运用琼脂扩散盒����� 培养细胞集落的方法
，

我们比较了用三种低���射线—�����

�射线
、 “ ��� 下射线和 ����� 电子束

，
在两个剂量率��

�

�������
� 和 ��少����� 下

，
照射淋巴型

白血病细胞�����得到的存活曲线
�

细胞在���近交系小鼠和昆明种小白鼠腹腔中的扩散盒中均生长良好
。

每个扩散盒中植入的细

胞数
，
和细胞集落数的关系呈线性

，
在两组数据中无明显差异

�

研究了 ����� � 射线对细胞的辐照效应
。

剂量率为 �
�

��街���� 时
，

存活曲线的 � 。
��

�

��

��
�

����
�

�����
，
件 为�

�

����
�

��、 �
�

���
，
相关系数 �二 一�

�

��
。

而剂量率在 �
�

������
�时

，
� 。
和

外分别为 �
�

����
�

����
�

�����和�
�

����
�

����
�

��
，
相关系数

�二 一�
�

��
。

受
‘ ��� �射线 ��

�

�����
����照射后

，
�

。 、
�和 � 分别为 �

�

了���
�

����
�

�����
，
�

�

����
�

����
�

���和一�
�

��
。 “ ��� 下射线和

����� � 射线相比得到的相对生物学效应 �����为�
�

��
。

����� 电子束��
�

���加���照后的存活

曲线
，

其�
。
和 ” 分别为�

�

����
�

��、 �
�

�����
，
�

�

����
�

��、 �
�

���
，�� 一�

�

��
。

与����� �射线相

比
，
���等于�

�

��
。

关键词 扩散盒� 细胞集落形成效率� 存活曲线� 低 ��� 辐照 � 剂量率 � 相对生物学效应�

平均致死剂量� 外推值 ��

引 言

本文所引用的琼脂扩散盒方法����� ��������� �������
，

以下简称 ����
，

是������ ‘，，

在造血干细胞的研究中首先应用的
。
由于 ���法为细胞提供了一个与体内环境相近似的 生

长条件
，
培养要求简单

，
它已被成功地推广到一些人类肿瘤细胞的研究上

【卜，，。

包括直接从病

人身上得到的
，
以及生长在失去免疫力小鼠体内的人类肿瘤移植物

。

另一方面这一方法 以细

胞集落为观察指标
，
从而可 以应用在细胞放射生物学的基础研究上

。

本文的研究是利用这项

技术比较不同射线对细胞的剂量效应曲线
。

并介绍了用���法培养小鼠淋巴细胞性白血病细

胞的结果
，
以及在此基础上进行的用两种剂量率

，
三种低 ���射线 ������ �射 线

、 ‘
��。 下

射线
、

及�����电予束�照射细胞得到的存活曲线
。

材 料 和 方 法

�
�

�����细胞
�
�腹水型�

� �����细胞是由上海医药工业研究所药理肿瘤组发现
、

传代并在����年通过鉴定的
。
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是在 ���小鼠体内发现和生长的
，
一种可移值性实验动物白血病模型 〔�� 。

本实验所需的

�����细胞
，
均由上海医药工业研究院供给

。

接种后 �天的 ���小鼠
，
在无菌条件下抽取腹

水供用
。

�
�

材料及试荆的配制

培养基
�

采用日本 ���������培养基���
����������� ��

�

���
�

�
，

内含 ��肠小牛血清
�

青
、

链霉素的含量分别为 ���单位���和 ���环����
，

用 �呱�����
。
调节 �� 值到 �

�

���
�

�
。

�帕琼脂
� 由日本琼脂粉��

��� ��������
�

�����配制
，
经高温高压消毒备用

。

扩散盒
�
用有机玻璃制成

，
单面贴微孔滤膜�孔径 。

�

��户�
，

容积为 。
，

����
，

边缘加样孔

直径为 �
�

���
，

在 ��
�

�下消毒 �� 小时备用
。

实验动物�寄主�
�
采用 ���小鼠及昆明种小白鼠

，
体重 ��一�� 克

，
雌雄随机

。

�
�

实验步骤

先在无菌室内操作
。
用 ��� 培养基调整细胞浓度至所需值

，
然后依照 ������ 的方法 操

作
。

先将细胞悬液在��
“
�水温中预热 �一�分钟

，
随即在每 ��细胞悬液中加入 �帕琼脂

，
使

琼脂的最终浓度为 �
�

�呱
。

随即抽取 �
�

���上述琼脂细胞悬液加入到扩散盒中
，
用石蜡点封

加样孔
，
将扩散盒膜面朝下

，
放入盛有培养液的培养皿内

，
并将培养皿放置在冰块上

，
直至

扩散盒埋入小鼠腹腔中
。

植盒是在无菌室外进行的
， �天后杀死小鼠

，
取出扩散盒

，
揭去微孔滤膜

，
在低倍镜下

计算每个小盒内生成的细胞集落数
。

根据一般标准
，
细胞集落包含有 �� 个以上的细胞

。

计算

用两种不同动物 ���小鼠和昆明种小白鼠作为寄主时
， �����细胞的细胞集落形成效率���。 �

������。 ����
�������

。

细胞集落形成效率等于生成的细胞集落数�植入的细胞数
。

为了研究 �����细胞对三种低 ���射线的辐射敏感性
，
在未加入琼脂前

，
先对细 胞 悬

液进行照射
。
� 线辐照是在 �������深部治疗机上进行

，�����
，
����

，
�

�

����� � �
�

�����
，

剂量率为 �
�

��������
，

和 ��对��
�，

剂量从 �到 �
�

����
。 ���� �射线的剂量率为 �

�

�����

���
，

剂量从 �到 ���
。
����� 电子束辐照是在上海第一医学院肿瘤医院��

一

�� 医用电子感

应加速器上进行的
，
剂量率为 �������

，

剂量从 。 到 �
�

��������
。

供照射的 细 胞 浓 度 为

�����个���
。

照射后的操作及观察过程同上
。
以对照组�零剂量�的细胞集落数 为 ���肠

，
计

算经不同剂量的射线处理的细胞集落数的比例作为细胞的存活率
。

用多靶单击模型在高剂量

时的近似公式 �二�一 “ �
对所得结果进行回归处理

。

结 果

�
�

�����细胞在 ��� 内的生长

植入 ���小鼠和昆明种小白鼠腹腔内的扩散盒中的 ��了��细胞均能良好生长
。

移植后第

二天就已可以观察到由少数细胞组成的小细胞集落
。

植盒后第 �天
，
可见到由 �� 个至数百个

细胞组成的细胞集落
。
在第 �天见到的细胞集落数与第 �天无显著差异

。

细胞集落有的呈密

集状
，
有的则比较松散

。

每个扩散盒中的细胞数分别为 �� 。 个
、
��� 个

、
����个

、
����个及��。 。个时

。
在两种小

鼠腹腔内的扩散盒中生成的细胞集落的数量关系见图 � 。
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不一一佃 扣 碑刃 洲脚 即�

细胞集落数�盒�单位
�

个�

图 � 植入两种小鼠体内的扩散盒中的

细胞数与形成的细胞集落数的关系
� �

寄主为昆明种小白鼠� ��
寄主为���

小鼠
。
每一实验点动物数为�、 ��只 。

表� 两种小鼠作为寄主对细胞

集落数的影响

寄主动物
细胞集落数�盒
��士���

�试验结果

��� 小鼠 ���
�

�士�
�

�����甘

�����
�

�土�
�

�����
份份

对以上数据的统计处理
，
表 明有 如 下关 系

�
对

��� 小鼠
，
回归方程为多二 。

�

。攀� � � ��
，
相关系 数

�二 �
�

���
，

细 胞 集 落 形 成 效率 即 回 归 系 数
，
等 于

。 �

���
。
� 表示植入细胞数

，
�表示细胞集落数

。

对昆明种小白鼠
，
回归方程为 夕��

�

���� 十 �
�

��
，

相关系
���

�

���
，

细胞集落形成效率为 �
�

���
。

对两条直线的回归系数进行了显著性检验
，
结果

为 ���
�

�
，

说明从包括所有实验数据的整体考虑
，
两

种小鼠作为寄主并无明显差异
。

当细胞浓度为 ����个�盒时
，
两种小鼠作为寄主

对形成的细胞集落数可能产生的差异也曾进行了显著

性检验
，
具体结果见表 �

。

结果表明两种小鼠作为寄主并无显著差异
。
在下

面的实验中
，
我们主要选用了昆明种小白鼠

，
也兼用

了少量的 ���小鼠
，
对所得结果不加区分而一起归并

处理
。

�
�

三种低�王�射线对 �����细胞的作用

三种低 ���射线对 �����细胞的作用见 图 �和

图 �
。

朴 动物数

王 � �

料华件

︺��性��
‘

�
���

裤热件

节」量���全 剂 量����

图 � 剂量率为 �
，

��������的 ����� � 射线

和
“ ��� 下射线对 �����细胞的作用

每一实验点取��只小鼠平均值
，
曲线�和曲线�分别

表示 � 射线和
��

�� 丫射线作用下的存活曲线
。

图 � 剂量率为 ������� 的 ����� � 射线和

����� 电子束对 �了���细胞的作用

每一实验点取��只小鼠平均值
，
曲线�和曲线�分别

表示 � 线和电子束作用下的存活曲线

������射线作用下的 �����
�

细胞的存活曲线见图 �� 和图 ��
。

在两种剂量率下
，

剂量

都是 �
、
�

，

���
、
�

�

���
、
�

�

���和�
�

�����
。

回归处理的结果为
�

剂量率为 �
�

�������� 时
，

相对系数
�二 一 �

�

��
， 林��

�

����
�

��一�
�

���
，
� 。 � �

�

����
�

��一�
�

������剂量率为�������

时
， �� 一 �

�

��
， 。 ��

�

����
�

��一�
�

���� �
。 � �

�

����
�

��一�
�

���口�
。
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剂量率为 �
�

�������� 的 “ �� � 射线作用下的 �����细胞的存活曲线见图 ��
。

剂量 为

�
、
�

�

�
、
�
一
�

、
�

�

�和�
�

���
。

回归结果为
�� 一 �

�

��
，�二�

�

����
�

��一�
�

���
，
�。 ��

�

����
�

��一

�
�

�����
。

剂量率为 ������� 的 ����� 电子束作用下的 �����细胞的存活曲线 见 图 ��
。

剂量为

�
、
�

�

���
、
�

�

���
、
�

�

���
、
�

�

���和 �
�

�����
。

回归结果为 �� 一 �
�

��
， ����

�

����
�

��一�
�

���
，

�
。
� �

�

����
�

�了一�
�

�����
。

“ �� �射线和 ����� 电子束对 ������射线的相对生物效应�����
。

以相同的剂量率进

行比较
，
则

���� � 线对 ������ 线的 ���值为 �
�

����
�

����
�

�������� 电子束对 ������

线的 ��� 值为�
�

����
�

��� �
�

��
。

讨 论

�
�

�����细胞的��� 培养

在用体外半固体�琼脂或甲基纤维素�及体内 ���法培养患白血病的 小 鼠与人 类 的骨

髓细胞时
，
其中的白血病细胞形成细胞集落的能力

，
已为人们所注意

。

������� 【�� 等 曾在体

外琼脂培养中
，
得到过小鼠骨髓单核细胞白血病�������

�������� ��������� 细胞发展来的

细胞集落
，
并对它们进行了详细的研究

。

但是 ������� 〔�� 等用急性淋巴细胞性白血病 �����

人的骨髓
，
以及 ����〔��等用急性粒细胞性白血病 �����人的骨髓

，
作体外甲基纤维素培养

时
，
观察到在这两类白血病人的骨髓中

，
只有正常的粒系细胞能形成细胞集落

，
而白血病细

胞基本上是不能形成细胞集落的
。

同时
，
发现后者对前者的形成有抑制作用

。

由此作者提出

了可 以根据在培养物中正常粒细胞集落的数 目来判定病人是处于发作期�细胞集落数减少�
，

还是缓解期�细胞集落数回升到正常水平�
。

�������� 〔��作了类似的实验
，
得到了 基本同样的

结论
，
但却又在 ��� 病人的骨髓培养物中发现了大量的小细胞集落���������

。

作者 认为它

们是由白血病细胞形成的
，
并且设想

，
只要加入合适的集落刺激因子 �����

，

它们同样可以

形成细胞集落
。
我们的实验则表明

，
小鼠腹水型白血病细胞�����在 ���中可以成活和以一

定的比例形成细胞集落
。

这一结果和上述一些作者的差异
，
除了可 以一般地归结为实验材料

和方法的不同外
，
似乎可 以特别强调这样一个事实

，
即 �����细胞

，
在供体和受体小鼠中都

生活在非常相近的腹腔环境中
。

本文的结果可以与另一些作者的观察有共同之处
。

比如
，

��
�

����� ‘��等已经证明过小鼠淋巴瘤细胞可以在不加琼脂的扩散盒����中生长
。
����

��
「���等讨

论过恶性细胞在 �� 中的增殖特性
。

我们的实验也表明
，

把 ���法推广到其它实验小鼠的腹

水型肿瘤细胞的研究上是可 以尝试的
。

����� 细胞原为生长在 ��� 小鼠腹腔内的可移植性白血病细胞
，
它在 ��� 小鼠体内的扩

散盒中的生长是不难理解的
。

然而
，
在本实验中若 以昆明种小白鼠为寄主

， �����细胞也能

成活
，
并有同样的细胞集落形成效率

。

这可 以归结为扩散盒上的膜起了保护作用
。

关于这一

点
，
������ “ ‘，早在 ����年就作过总结

。

另一方面
，
本实验得到两个无显著差异的细胞 集 落

形成效率
，
说明了在两个不同品种的小鼠体内

，
为细胞生长所必需的营养成份及细胞集落刺

激因子都处在同一水平上
。

用 ���法培养人的骨髓细胞
〔 ’ ，，和肿瘤细胞

【，一�� ，

寄主需经事先辐照
，
但是在培养小鼠骨
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髓细胞
〔��时

，
寄主不需辐照

，
本实验的寄主小鼠是不必事先辐照的

。

这一事实提示
，
寄主是

否需照射
，
与寄主

一

供体之间的亲缘关系有联系
，
当然这一假设还待进一步证实

。

�
�

关于�����细胞的辐射敏感性

�����细胞在剂量率为 �
�

��������和 �������的三种低 ���射线作用下表现出了相近

的辐射敏感性
。

在所有实验中
，
存活曲线都呈现单值线性函数的特性

， 托 值都近似 �
，
� 。
值

也落在一定的范围内
，
说明在体外辐照

，
体内 ���法培养的条件下

，
�����细胞对亚致死损

伤的耐受力较差
。
和文献中一些类似的细胞 〔��一���相比

，
可见 �����细胞和大多数一 样

，
是

一种对辐射比较敏感的腹水型肿瘤细胞
。

�
�

剂�率的影响和 ��� 值

一般把低剂量率辐照下的损伤称作
“
慢性

”
的

，

高剂量率辐照作用下的损伤称作
“
急性

”
的

。

一些作者 〔�‘一，��在进行这一类研究时
，
把 �������� 以下和数十至一百 ������� 分别作为

“ ’

度

性
”
和

“
急性

”
损伤的剂量率

。

参照这一标准
，
结合实验中得到的存活曲线

，
我们认为

，
本文的

结果应属于
“
急性

”
损伤

。

实验结果还表明
，
对 �����细胞

，
每分钟几十到一百 ���的剂量率

并不能引起在生殖死亡上的很大的差异�对两条在不同剂量率的 ����� � 射线作用下的 存活

曲线的 � 。
值进行了 �试验

，
结果为 ���

�

���
。

按本实验所采用的两种剂量率所得到的数据推得
�
��� �射线对 ������射线的 ��� 为

�
，

��一�
�

��
，
而 ����� 电子束对 ����� � 射线的 ��� 为�

�

����
�

��
。

关于前者
，
已有不少

报道
�玲一���

，

由于所用材料和方法的不同
，
大致值在 �

�

“ ��
�

�� 范围内
，
我们的结果是符合

这一普遍情况的
。

关于后者
，
文献报道相对较少

，
其值范围大致在�

�

����
�

�之间
〔 ‘�一���

，

我

们的实验结果可以认为接近于这一区域的下限
。

对第二军医大学张明华副教授及宁选同志的技术帮助表示感谢
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