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提要 临床上应用超分割放射治疗疗效不一
，
为了了解超分割放射的生物学特点

， �

本实验采用 ���

“ � 直径 ���� 吕
一�球体为模型

，
从生长

、

集落形成率和细胞周期变化�用流式细胞计�等方面比较单次

放射
，
锈日一次 ���常规放射和两组超分割放射对人体肿瘤细胞的增殖和动力学的影响

。

结果
� �

，

在相同总剂量条件下
，
超分割放射比常规放射和单次放射抑制球体生长作用小

。
�，

球体
受放射后由胰酶消记分散成单细胞

，

其集落形成率以超分割放射组为高
。

与第一结果相一致
，
提示在五

天疗程中细胞有一定修复和再分布发生
。
�

，
细胞周期变化检测表明放射后都有 ��十 � 期细 胞 比例 增

加
，
伴以�

�
和 �期细胞比例减少

。

常规放射后 ��干� 期细胞比例较为恒定
，

而超分割放射后波动大
。

放射后 ���含量无明显变化
。 一 、 ‘ � ’ 一 ‘

如采用较大直径内含乏氧细胞的球体为模型
，

在分割放射期间还可能有再充氧发生
，

实验结果可能

和本实验差异较大
。

关链词 肿瘤多细胞球体， 超分割放射
� 细胞动力学

。

引
‘

言

近年来临床上对应用低���射线超分割放射治疗恶性肿瘤颇感兴趣
。

虽然一些临床 报 道 所

采用的剂量分割方案不尽相同
，

‘

而且与每 日一次照射 ���的常规方案比较 疗 效也不一�‘一 “ �。 但

是从放射生物学观点看
，
每日一次以上的放射治疗对提高治疗比率还有一定裨益 〔 ‘一。 �， 因此设计

合理的超分割效疗方案是很有必要的
。

肿瘤多细胞球体�下称球体
，
���

，
������������� �����

�

���������是一种近年来已较多地用

于研究肿瘤特性和辐射
、

药物
、

加热等效应的体外模型��一 “ �。 这种介于体外单层细 胞 培 养和体

内实体肿瘤之间的三维结构实验模型在细胞群组成
、

组织学结构
、

增殖能力和代谢方面酷似体内

实体肿瘤
，
但又具有体外培养周转较快

、

条件较易掌握等特点
。 一 ’

为了了解超分割放射治疗的基本生物学特性
，
并与每 日照射一次常规方案相比较

，

本文用人体

肿瘤细胞的球体模型
，
从球体生长率

、

单细胞集落形成率和细胞动力学变化等方面
，
研究不同方式

分割放射对人体肿瘤细胞的增殖和胞动力学的影响
，
为设计合理的放射治疗方案提供基础资料

。

材
·

料 与 方 法

�
�

细胞和球体培养

采用���� �一�细胞
，
培养步骤如前报道�“ 一 ‘ “，。

即细胞在含 功�胎牛血清
、
��� 单位加�青

霉素和 ���协后加�链霉素的 ��� 培养液������
‘� ������� ��������� �������内贴壁生长�用生
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长面积 ����
�

一

塑料培养瓶�
，
置 ���仇

‘

孵箱内培养���℃
，
高湿度�

，
每周经胰酶消化传代早次

。

球体培养方法和 ����� 等报道相仿
〔 “ ，‘ ” ，

即在培养瓶内置入 ��琼脂 培 养
�

液������ �����
，
待

凝结后接种 �、 ��“
一 �

�

�����
已

邝 ��培养液的细胞悬液
，

培养 �� �天
，

大部分球体直径达 ���协�

左右
。

为观察球体大小的变化
，

在目
了

镜内装有网形测
‘

距的倒置显微镜下
，
用吸管逐一收 集

，

���林�

的球
·

体
， �

移植到含 ��琼脂培养基和
�

���培养液的
�

���� 多孔塑 料 平 板 内 �����������一����

���

���
，
一个孔内只可置入一个球体以免相互连合

，
然后在 ��℃下 ���

孵箱内培养
。

每三天在显

微镜下侧量每个球体两个相互垂直的最

大径
，
取平均值

。

每实验 组包 括 �� 个

球休
，
图内所示数据为二次或二次以上

，

实验结果的平均值
。
培养期间通常不更

�

换培养液
。

�
�

放射

在空气室温下 用
‘ “ ，
�� 照 射��

��
�

��������， ������ ���邝� ��������
，

�� ��
。

剂
、

量 率经 ������� �一���
�

��

����� 电离室和热释光方 法 测 得
，
为

�
�

�������
。
放射方案模 拟临床所用

�

���单次放针 �
、
�

、
�

、
�

、
����

���常规分割放扮 ����次
， ·

每

日一次
，
�
一

�天
，

一
��� 超 分割放射 ① ������次

， �

每 日二次�间隔 �小时�
， 、…上一 �夭几 ②

�
�

����次
，
每 日主次�间 隔 �小 时��，

�� �天
。 �

一
· ‘

�� 球体分离
�

，

放射后�超分割放射 组 在每 日末次

放射后�立即在显 微 镜下用吸管收集球

体
，

去除培养液
，
加 �

�

����胰酶在 幻℃

下消化 ����
，
用吸管反复吹打即获单

细脚悬液
。 �

经计数���
������”�琳，���

、

稀

释
，
接 种 在 �� �� 培 养 皿 内 ������

������
，
凡�

����进行集落 形成试验
。

各

剂量点接种 �个培养 皿
，
各 卖验 均重

复
。

从 �����招 球体分离所得单细胞的

集落形成率��
‘ �

�
�

�为 ��一���
。

生存

︵三考。工�︶。�﹃的

天数 ��� 天数 ���
﹁��﹄。二么�令长谁断

天数 ��丫 天数 ���

图 飞 放射对 ���� �一�球体生长的影响
���

�

� ��������� ������ �� ���� �一� �������� ������

一 �一���
，

一 。 一 � ��盯
，

一�一 � ����

一△一 � ����
，
一�一 � ����

，
一口一 � ����

比率以对照组为 ����计
，�图表内数据以平均值表示

。

�
�

细胞染色和细胞动力学检测

按 ������。 �等“ ‘ 〕
应用可吮橙进行 ��� 和 ��� 含量同时染色

。

单细胞悬浓
，
离心�������

，
斗久

，
�

去掉上倩液
，
加入

�

�
�

��������
即将球体按上述方法分离为

平衡 液 使 再 呈悬 液 后
，
加
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入 �
，

���胰酶和 ���
�� ������

，
�一�����达到 �

�

������浓 度
。

置 ��℃ 下��
，
后取 �

�

���细

胞悬液
，
加入 �

�

���清洁液��
�

������� ���
，

�

�
‘
一���一��哑��， �

�

�������� �一���
， ������

，

��秒后再加 �
�

� ��叮 咤 橙������������ ���
� ，

��
�������� ， ��，

内 含 �
�

������ ������‘ �

�
�

������构株 酸 平衡液
， �

�

�������氯化钠
，
�� ����� ������ ���� ， �协�加�叮 吮 橙

，

�� �
�

��
。

所有操作均子室温下进行
。

除单次放射外
，
常规放射和超分割放射组的标本都在 次 日

第一次放射前收集
。

经上述染色后 ����� 之 内即 在流 式 细 胞 计 �� ��� ������ ����������，

��
������， ���上进行 ��� 和 ��� 含量测定

。

绿色荧光为��
�，

红色为 ���
。

每次受 测细

脚数都在 ，� “
澳�

’ 以上
。

细胞碎片或细胞团都除去
。

流式细胞计连有微计 算机����
“ ����

，
���“

�����������
� ，

��
������

，
���处理各数据

。

从 ��� 和 ��� 含量分布即可求得细胞群中 ��、

�
、
�� �� 期细胞百分比

。

各组实验进行两次或两次以上
，
图内为平均值并和实 验第一天未经放

射组进行对照
。

结 果

�
�

球体生长
‘

图 �为 ��。 ，� 直 径 ����
‘

�一�球 体受放射后的生长曲线
。

未经放射的球体呈指数性生 长
，

球体最大径倍增时间平均为 “ 天
。

到 ‘ ”一 ‘ “
·

天时球体增方速李减慢
，
生长曲线变平

，
此时球体

直径约 ����� ����协�
。

放 射 后 最初三天球体仍增大
，
然后呈现生长 延迟

。

生长延迟的程度随

、
工

、
、浅

��刁魂
，�占��八�

��︸一�。佗︺�梦

一

�

�

﹄︸
血

�内�

﹃�一卜﹄﹃��井鱿荣州

甘叶砰井月叶仆
�

爪甲
︹日花�����。帕﹃的勺���﹄‘二厉冬长长衍

��

一︺
� � �

�

�� 巧 �� � �
�

� � � ��

天数 ��� 剂璧 ��������

图 �
�

不同分割放射在总剂量
一 ，

相同时球体生长的比较
�

， ���， � �
�

����次
� �次�天 � �

△����次�天 � �� �单次剂量 ���

���
。

� ����‘ ���� ������������ ���������

������ �� ���� �一� ��������

������ ����� ��� ���� �����

���‘ ，

� ���， � �
。
����� ������� ��

公���������� �
� � ������ ���� 多��

圈 � ���� �一�球体放射后单细胞

生存曲线
��

单次测量 �� ����次�天 � �一�

�
� �

�

����次
，
�次�天 � �一�

�
� ����次

，
�次�天 � �一�

虚线为计算生存曲线�详见文内�

���
。

� ��������� ������ ������ �一� �����

����� �� �������� ����� �����������
。

� � ������ ���� �� �����
， ������� �一�

�� �
�

�����
， ������� �一�

�� �����
， ������� �

一�

���������� ���������� ��� �������� ��������冬

‘盯�� ��，��梦�称��礴���。 七
， ��兮 常�其�之
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�

人办、 丫
�

�
，口尸沪

一一
吮

一
�

�

�公�

沁�一门夕

今‘甲�八�奋�艺二毛�����
奋�

别���

� � � � � ��石妙之浦公兰彭友早

一 户

广
’

、 ��
’

� � � 今

�����‘ �人 �‘ �杏一于‘ 十��令
�
一份一啥�吮

� � 了 � � � 任 � � ，

甘 � 甘 仃�� 下作��� 衍价 付

图 �

夭教 ���

放射后 ��十� 期细胞相对数动态变化�箭头表示放射时间�
��未放射

�

�� ����次�天

�� �
�

����次 �次�天 �� ����次 �次�天
���

�

� ������� ����郎� �� �������� ���
��� �� ����� �� ��� � ����� ����� �����������

�

������ ��������� ��� �加
� ��� �����������

。

���������

�� �
�

����� ������

�� ���������

�� ����� ������

。 �

�卜
�
一

��
��

����，

一
���‘ 口口

������� 。

� � � � � 吞 �

���
�

�
� �

一
�

�
�

�

刃一了�贾一厂
�

飞
� 二 几 二 二 ， ’

二� ‘
� ‘ � 马 � � 口

� � � � �

���。�今一�。�‘侣衫有卑

二肠� 。 口口尸�知、 �
��

一
·

�
�

�
�

卜
·

。一宁炭犷芯�二
�

竹 竹 ” 竹 竹

� � � � � �
�

柑 ��� ��� � 川
天欲 ����

图 � 放射后 ��
期细胞相对数动态变化

�� 未放射 ��
’

����次�天
‘

�� �
�

����次 �次�天
’

�� 工���次 �次�天
���

�
‘

� ������� �������
‘

���������户
�

������ ��
�

����� �� �� ����� ����� �����������
·

公 ���������
� ·

�� ���������
�� �

�

����� ������
’

�� ����� ������

总剂量增加而变得明显
，

·

而且和放射分割方式有关
。
在总剂量相同条件下

，
单次放射后球体生长

受抑制到回复生长所需要时间
，
比每 日照射 ��� 组长

，

而后者又比超分割放射 长�见图 �
、
��

。

而

本实验中两组超分割放射引起球体生长抑制的效应相仿
。

要指出的是单次放射 �� ��后球体在��

天观察期间
，
即使更换培养液

，
也维持在恒定大小�未发表资料�

。

这可能是细胞死亡后细胞外物

质的积累使球体结构在宏观上保持不变 〔 ‘ �’ 。

�
，
细胞生存比率

�

二
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�

���
。 �

���
�
二

�，侧

招
李 一一‘ ，�

�

一
��，

。

一卜、 �，口门
�

�

一
�
户口

�

� � � 怪

� � � 专

���

。夕写‘一。曰

���一
’

�

、 �
二���」�����

�
�

肠 �

劝一‘
一一、 、

一
彭留孚

� 了 �
�

宁 �
·

竹���� 价

�
�

�

���
天数 ���

�诱叮�井
�扮

�

��井�林

图 �

�� 未放射
���

���������

�� ����次�天
���‘ ��� ������� ��

�� ���������

放射后 �期细胞相对数动态变化
�� �

�

��州次 �次�天
‘

��
�

����次 �次�天
�������� ，����� ������� �� � ����� ����七�����������二

�� �
�

����� ������ �� ����� ������

单次放射组的集落形成试验是放射后立即进行
，
而分割和超分割放射组在每日末次放射后立

即进行
。

图 �为按不同分割放射后从球体分离得单细胞的生存曲线
。

分割和超分割放射后细胞生

存比率都大于单次放射
，
而且比较本实验所采用两种超分割放射可以看出

，
虽然每日剂量和总剂

量相同
，
但由于每日照射二次

，
每次 �

�

���改为每日照射三次
，
每次 �

�

�
�

��
，
生 存比率又有增

加
。

各组平均 �。
值如下

�

单次放射 �。 � �
�

�� �了
� 一

几

常规分割放射 � 。 二 �
�

���

超分割放射 ���每日二次组 �。 � 上 ��� ��� 每 日三次组 �� 二 �
�

���

�。
值随每 日分割放射次数增加而增大

，
提示在 �天放射期间

，
细胞对放射损伤的修复和细 胞 重

二

新分布有相当影响
。 “

�
�

细胞周期时相分布

放射后 �� �� 期细胞比例增加是普遍现象
。

单次放射 ���和 ���后 �小时
，
�� �� 期 细

胞比例即有上升
，
到 ��小时 �� �� 期细胞占���左右

，
但 �� 小时已开始下降

，
�� 小时回到放

射前水平
。

伴随 �� � � 期细胞比例增加是 �，
和 �期 细 胞 比 例的减 少

。 ‘

图 �示 放 射后 �天内

���� 期细胞比例的动态变化
。

在第一次放射后 �� 小时 �� ��
·

期细胞比例都有增加
，
但是不论

采用每 日放射一次或超分割放射
，
再次放射并不导致 �� �� 期细胞 比 例 继 续 增 加

。

每 日放射

��� 组示 �� �� 期细胞比例处于恒定的高水平
，
而且持续 到 放 射 结

·

束后二天
。

如图 �
、 �

�所

示
。
��� � 期细胞比例的增加先是 ��

期细胞比例减少
，
继而 �期也减少

。

然而本实验两超分割

放射组每 日总剂量为 ���，
放射后 �� �� 期细胞比例增加并不明 显 超 过每 日 ���组

，
而且在

�天 观察时间内呈波动变化
，
在放射后第 �矢 �、 �� 期细胞比例从升高水平降到近于放射 前 水

平�这时 ��
和 �期细胞比例已近放射前水平�

，
然而此时放射仍继续进行

，
第 �天时 �� �� 期细

胞比例又迅速升高
，
这时已是放射结束后

，
用苔酚兰检测此时只有 �一��有活 力 细 胞

，
集落形

成试验也提示生存比率较低
。

本实验各组在放射后细胞的 ��� 含量和放射前相比较
，
都没有明

显变化
。

讨

本实验应用不同放射分割都导致 ���� �招

论

球体生长的延迟或抑制�见图 ��， 并显示 放



第�期 超分割放射对 �
��� �一�球体的生长和细胞动力学的效应

射对球体生长影响大小和放射剂量有关外
，
更和放射分割方式有关

。

在相同总剂量条件下比较
，

单次放射后球体回复生长所需时间
，
比每 日照射 ���和超

‘

分割放射组长
，
当剂量 大 于 ��� 时 更

为明显
。

而每 日照射 ���对球体生长的影响
，
又比本实验中两超分割放射组明显

。

实验结果提示

当减少分割剂量同时增加分割次数时
， 一

细胞对放射损伤的修复能力亩能增加
。

生存比率的结果和

球体生 民试验结果相一致�
�

见图 ��
，
分割和超分割放射组生存比率都高于单次剂量组

。

文献曾报

道 〔 ’ “ ， ‘ ” 降低放射剂量率后生存比率有增加表萌细胞对放射损伤的修复和细胞重新分布
。

分 割 放

射
，
尤其超分割放射期间隙也利于细胞对损伤的修复和细胞重新分布 〔“ ，�， “ ’ 。 本组分割和超 分 割

放射疗程都是五天
，
从生存比率随总放射剂量增加呈指数关系下降

，
以及苔酚兰染色表明

，
在第四

天超分割放射组�总剂量 �����只有 �一��有活力细胞
，
因此再增殖并不起重要作用

。

同样本实验

选用 ����� 直径 �����
一�球体为模型

，
其内无相当比例乏氧细胞

，‘ �

因此在分割或超分 割 放 射
’

期间
，
所谓乏氧细胞再充氧的存在以提高放射线对细胞杀伤的可能也基本不存在

。

假设影响本实

验中细胞对放射后损伤的修复为唯一因素
，
那么在不考虑时间因素而根据单次放 射 �

�

��� 的生

存比率
，
按单击多靶公式获得如图 �中虚线所杀理论生存曲线

，
表示放射后细胞都得到修复

，
然

而实际的生存曲线都比理论生存曲线低
，
这提示在分割和超分割放射过程中

一，
除了细胞对放射损

伤有修复外
，
还存在细胞重新分布而导致更多数量细胞被杀伤的可能性

。

和文献报道相二致 〔 ‘ “ 一�。 〕，
’

放射后细胞周期最明显变化是 �� 十� 期细胞比例的增加
。
��� 和

������ 等 【 ’ 。 一 “ ” �分别报道
，
用�线和 � 粒子引起 ��� � 期细胞积累和放射剂量大小一致

，

而且回复

到对照组水平的时间也因剂量而异
，
剂量高回复慢

。

本实验中分割和超 分 割 放 射 后 ��小 时
，

��王� 期细胞比例上升到放射前 �一 �倍
，
然而继续放射并不导致越来越多 �� ��期细 胞的积

累
。

常规分割
�

组 �� 十� 期细胞比例持续在升高的水平
，
甚至维持到放

一

射 后第二天 、见图 ��
。

而

二种超分割放射组 �� 十� 期细胞比例变化相似
，
在整个 �天放射期间波动较大

，
尤其在第 �天

，

细胞周期分布和放射前相仿
。

至今有关分割和超分割放射后细胞动力学变化的报道不多
，
也还不

明隙放射期间 �� �� 期细胞回复到放射前水平的机制
。

本实验中第 �天超分割放射组的总剂量达

����
，
可能足以杀死一定量对放射娜感的 �� 十�

�

期细胞�同时对已受低剂量放射
，
即有一定量

放射损伤的其他期细胞也有一定杀伤
，

因此导致细胞动力学变化呈现和未受放射相似
。 �

分割和超

分割放射后 �� �� 期细胞比例的增加先是 ��
期细胞比例减少

，
继而 � ，

和 �期都减少
。

而放 射

后��� 含量无明显改变和文献报道亦一致
〔 “ �“ �

。 ， ，

本实验模拟临丰常用放射分割方案进行对人体肿瘤细胞球体生长
、

生存比率和细胞动力学诸

方面影响的观察
，
为进一步应用较大直径球体�如 ���

，

协� 以
�

上 ���� �一�球体�以了解乏 氧 细 胞

存在对上述实验结果的影响
，
和放射期间再充氧作用的地位打下基础� 这些对考虑临床放射方案

可能怀右一宁参老价值
�
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