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摘要 本文选取由单个小鼠乳癌分出的两种异质性细胞亚群 �� 和 ��
，
研究其生长动力学和对 � 射

线的放射反应
。

实验结果表明
�

两细胞株在指数生长期���的放射敏感性相同
，
但在相对静止期 �

，
细

胞的 放 射 敏 感性显著高于 �细胞
，
其中 “ �细胞比 �� �细胞更为敏感 。

实验还分析了 “ 与 �� 细胞
处于不同生理状态对放射反应的差别与细胞周期分布密切相关

，
但与坪区 �培养

、
�� 和 细 胞 密度 无

关
。

关健词 小鼠乳癌细胞
，

放射反应
，
异质性

引 言

肿瘤是由增殖状态和遗传构型不同的多种恶性细胞所组成
，
肿瘤细胞的这种异质特性是治疗

成败的决定因素之一 〔 ’ �。 同一肿瘤中各亚群细胞在增殖和成熟过程中可以形成多种克隆
，
从而具

有不同的细胞特性和对放疗及化疗的不同反应 ， 即使从相同克隆来的细胞
，
当外环境影响细胞生

理状态时
，
它们对抗癌治疗的反应也不伺

。

������ 等证实指数生长期的 �细胞和 相对 静止 期的

�细胞
，
其放射敏感性可因肿瘤细胞种类或环境的差别而变化 〔�〕 。 但目前对放射反应的细胞及分

子机理尚不清楚
。
����������� 等曾选取同一个小鼠乳癌的

·

两个细胞亚群 �� 和 �� 进行放射反应作

用原理研究 �“ ，刁�。 本文着重评价两细胞亚群的生长动力学和放射反应
，
探讨细胞生长代谢及周期

动态分布与放射反应的
。

关系
，
为放射治疗和肿瘤放射生物学提供实验依据

。

勺

材 料 和 方 法

细胞培养 �� 和 �� 细胞每周换培养液 �次
，
初始培养在含���血清��� 胎牛血清

、
��

水牛血清
、
��马血清�

、

由 ����� 实验室提供的 �
�������

‘ �完全培养液中
，
按 �� ��‘

���接

种细胞
。

应用 �������������法及
。� 尿啥咙测试法

，
每月做一次支原体污染检查

。

接种细胞后
，
将生长 ��呈指数生长的细胞定为 �细胞 � 不换培养液连续培养 ��的 称为 �

细胞
。

如在 �细胞原位移去旧培养液
，
换入新鲜的常规完全培养液

，
刺激细胞增长

，
并在不同时

间分别取样进行检查
，
如为刺激后 ��的标本定为 ��

� 一 ‘ 。

另外
，
在细胞接种后 ��移除原来的 �

细胞培养液
，
更换只含 �

�

��血清的培养液
，

再置孵箱中培养 ��
，
即细胞接种后第 ��取材的定

为 ��
。
��细胞又可按两种方法进行原位刺激

�
��� 去除 ��培养液

，
加入含���血清的完全培养

液
，
在刺激后培养 ��的标本定为 ��

��一 �。
��� 保持原来的 �� 培养液

，

另加入血清调整培养液的

血清浓度至���
，

再在不同时间收集标本
，
如刺激后 ��钓标本称 ��

� 。 一 ‘ 。

仅有一 组实验
，

即在 �� �细胞中加入 �陀加�尼克酞胺和 ��时 ������ ���� 二次
，
间隔 ��
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���
，
再培育 ��，

为改变其代谢
。

细胞生化汉
�

�定
�

细胞总蛋 白量采用 �������� 改良法
工” ，，

总 ��� 量按 ���������� 法 ’ 。 ’ 。 细

胞总蛋 自和 ��� 相对含量测定的同时
，
也进行流式细胞计�����检测

。

细胞周期时相分布参照

��������法 〔�〕， ��染色
，
由 ��� 分析

，
通过电子计算机程序求 得 ��� 相 对 量

，
��� 型 号为

�����
。

种瘤细胞集落形成 细����在单层培养状态下接受不同剂量的 �线照射后
，
胰酶消化

，
按要

求将细胞分置于具常规完全培养液的 ����

培皿内
，
在 ����

�

温箱中培育 �� �
，
用结晶 紫 染色

集落、 一解剖镜下计数
，
凡 �� 个细胞以上的 为一集落

，
实验所得均值为重复 �一 �次的 结果

。

细胞

存活率 � 所计数的集落数��细胞种植数 � 集落形成率��������〕
。

询 式离心 按 ��������方法 〔��， 采用 ������� ��一�� 淘洗转子
，
流 速 ��������

，
收集

富含 �
，
或 �期的细胞

，
通过 ��� 分析 ��� 相对量

，
推算 ��

及 �期细胞的比例
。

�

照射 条件 用 �������� �一��� � 线机照射
，
距离 ����

，
条件为 ������

，
����

，
�����

，

剂量率 �
�

�������
。

结 果

�
�

细胞生长动力学

�� 和 �� 细胞的生长动态如图 �所示
。

�� 细胞�见图 ���在培养 �一�
�

��呈指数生姆
，
以后逐

渐进入坪区
，
�一�� �内细胞数基本保持稳定

。

在此期间
，
如原位补充营养刺激其生长���

��
，
��后

�细胞呈现轻度增加
，
然后出现新的坪段

。

如在接种后第 ��更换 �
�

��血清的培养液����，则细

胞增长明显减缓
，
�� �内迅速转入平台期

。

此时的细胞密度并不高
，
没有达到融合成片的状态

，

且 �� 值也和 �细胞接近约 �
�

�
。

但当用���血清的完全培养液替换 ��培养时���
���

，
细胞数再

次上升
， ��后可增至 �细胞坪区水平

。

若不移除 �� 培养液
，
就在原瓶内加入血清

，

使 。
�

��的浓

度恢复到���时
，
细胞生长趋势基本和 ��

��
相似

。

�� ��，��〔���

� ���、

二寸 省

护沪�
，�

﹄山�三，�一一，口�� ��

���

孟止片
�

甲

�七闭了

算
�

�
。

��

﹄。���。口二�口

�火 ��� �� ����

尸���������������������胜���户

�
�

︸
� � � ���

��了��� �〔����

��� �
�

������ �������� ����� ������������
�

���������� ����������

�� 细胞的生长动力学�见图 ���大致和 �� 细胞类同
，

但有三点区别
�
��� �� �� 培养时

，
细胞

可持续增长 � �
，
而 ���� 只维持 ��

。

����� �� 的坪区和 �� 的比较
，
更加接近 �细胞 的 融合

密度
。 ��� 以营养物刺激 “ �和�过

，
细胞增长在 �

，

�内就可达到新 的坪段， 而�� 细 胞 反应较
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�

����� ����� 一

�� �� 一

一�“
��

一邝�

��

一八��

��

���‘��‘ 〔���〕 �
，” “ ‘ ”��� �‘��“ �‘��‘ ��

一��� 一��� 一�，‘� 一
’

体���
� �

���叮
” 几

卜

�
‘��

�

�，�
�

�� ��
�

一
， �

�� �� �‘
�

�

下
�
��户

，
�一����������

，
�才�

�� ���������
�

慢
，
此过程需 �一���

�
�

细胞 ��� 及生化检测

如表 �所示
，
��细胞 ��� 的 ��� 相对量在 �细胞有 ���处 ��

期
， ��� 为 �期

，
���为

���� 期 ， 但�细胞的这种分布分别为��
、
�

’

和 ��
。

在 ���� ‘
和 ���一

川 即 �细胞受刺激后 �

和 �� �，
细胞周期比例和刺激前接近

，
但到 ���� �‘

时
，
�，
期细胞降低为���

。

当 ��培养时
，
其

细胞各期分布和 �细胞相似 � 但一旦增加营养受到刺激
，
细胞很快由 �

，
向 �期转移

，
从��， 一 。

至

����一 �‘ ，
细胞的 �，

�� 比例可由 �����至 �����
。

这种细胞向 �期的动态趋向也通过
��汀�� 掺入

技术反映出来
，
以 � 细胞掺入率 �����士����

‘

�����护 细胞作为 ����对照值
，
�细胞 为 �

�

��
，

���
一 ，‘
增至 �

�

��� ��细胞为 �
�

��
，
����

� ，‘
上升至 ��

�

��
。

从肿瘤细胞集落形成能力����分析
，

“ �细胞为 别�而 �与 ��细胞下降为 �� 和 切�
。

当细胞受刺激后 ��
，

�� 值立即回 升
，
向 �

细胞水平发展
。

为了了解肿瘤细胞代谢状况
，
进行了 ���

、

蛋 白含量及放 射性掺入试验
。

结果

表明
，
�和 ��细胞的 ��� 量相当于 �细胞的 ���

， “ �一��� 掺入率为 ���
，
总蛋白为 ���

，

��一亮氨酸为 ���
。

当刺激�或 ��细胞
，
这些参数呈现件】等程度的提高

。

对于 �了细胞
， ��� 测得 �细胞中有 ���处 �，

期
， ���在 �期

，
���在 �� � � 期

。 ·

而 ��

细胞的�和 ��培养时
， � 。 期占���以上

。
在受刺激后 �� �

，
��、 咬�的 ��期 细 胞降至 ���

，、
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����
� �‘
的 �工

期细胞只占�母�
。

这些变化和
��一��� 掺入结果一致

。

集落形成率测定表明 ��的 �

和 �尽细胞
，
其 �� 值和 � 细胞相近

，
为 ���� 当受束��激后

，
���

一 �‘
增至 ���

，
��。 ‘

一 、
则达 ���

。

生化方面 ���
、

蛋白含量及放射性掺入检测结果和 �� 细胞有类同的趋势
。

�
�

细胞放射反应

两细胞亚群在 �线照射后的放射反应见图 �及表 �
。

实验表明
，
��细胞受照射后

，
�期的放

射敏感性比 �期为高
。

�细胞受刺激后���
�一 ‘
�再接受照射

，
放射抗性显著增加

，
但尚 未 完全恢

复到 �细胞水平
。
��细胞对射线的反应与 �细胞相似

。

如果改变血清浓度刺激其 生 长
，
��

��
的

存活曲线逐渐向 � 细胞靠拢
。

另外
，
也注意到尼克酞胺碱化处理 �������的影响

，
虽然在月 细

胞
，
����� 可使放射反应轻度降低

，
当更换新鲜完全培养液即 ��

�一 � 时
，
碱化效应并不影响放射

敏感性
。

占

全

。

片长���
一 ‘

�� �
’ 、 、怡���

、 ��

�����‘
�

�
’ 、 �一

�

��
�
一�‘

八
、· 、

必
�“

一以
‘��

������工����

�������’

�。一曰叼门﹄妇切�一�﹄�︸�的

��
�一�

犷言书一言
�
奋亩浪

��������
� � � ��

��������

��� �
�

������������������ �� ����� �� ����� ���������� �� ������� ������������� ������

����������
，
����������

由 ��细胞的生存曲线结果表明
，
�� � 细胞的放射反应和 �� �细胞相仿

，
但 �� �细 胞 仍比

其 �细胞敏感
。

虽然 �� ��细胞放射反应类同 �细胞
，
当受刺激后

，
��� 和 ��

��
到 �� �

，
放 射敏

感性都降低
，
但整个过程的变化速度比 “ 细胞的缓慢

。

为进一步分析细胞周期分布对细胞放射反应的影响
，
特将 � 细胞进行淘式离心�以期获得更

加浓集的 �，
和

‘

�期细胞
。

表 �为淘式处理结果
，
其中〔�〕值来自图 �和表 �的 �细胞生 存曲线

，

以便对照比较
。

在 ��细胞
， 〔�〕的 �，

期为 ���
， �‘ �，

的 �，
期占 ���

，
照射后的 ��〕 就 比 �品

��� �
。
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�
� ��功��� ����� ����������� �一�������������� ���� ��� ��� ����������� ������� ����� ���

�� ��� ��℃ ���� ��� �������� �� ��� ������������������ ���� ���������� ��� ������ ���

���� ��� ���������� �� ��� � ���������
�

����

�����

�，
细胞显示放射敏感

。

在 �� 细胞
，
淘式离心的 �一�，

和 �一�细胞经照射后
，
前者的放射反应比

后者的高出 �倍以上
，
而 〔�〕与 �‘ �，

细胞中的 ��

期比例相似
，
照射后的存活率也较接近

。

讨
”

论
�

“ 和 �� 细 胞系小鼠同一乳癌异质性的两个细胞亚群
，
这种特点可以表现为细胞本身内在的

生理差别
，

也可显示细胞对环境变化不同的应激反应
。

同样
，
�� 和 ��

’

细胞的异质特性不仅在细

胞形态和染色体组型上有所反映
，
从本实验的细胞生长动力学和放射反应中也得到证实

。

�� �细

胞达到坪区的细胞密度 ��
�

�� ��”
��一��比 �� �的 �� �。 ‘

��
一�� 为高

，
而 �� �细 胞的集落形成

能力�����比 �� �细胞的�����低
。

当细胞受环境因素刺激后
，
两者的反应速度 和 强度也不尽

相同
，
由此可见肿瘤治疗的复杂性

。

细胞的放射反应结果表明
，
两细胞亚群 � 细胞的放射敏感性相同

，

而在相对静止期 �细胞的

放射敏感性显著高于 � 细胞
，
其中 “ �细胞比 �� �细胞更敏感

。

为了阐明放射反应的基本原理
，
���������� 等曾研究细胞内源性硫醇

，

特别是谷胧甘肤含量
、

多 ���核糖聚合酶活性
、
��� 单链或双链断裂后修复能力等因素与放射敏感性的关系

，
但上述

实验研究结果
，
均未找到有关的证据 〔“ ，褚� ，一 ” ’ 。

由本实验结果分析
，
细胞的密度不是影响细胞放射反应的诱因

，
如 �和 �� 培养时

，
两者的

细胞密度相差甚大
，
但照射后其 � 。 �和 �

��和 �细 胞相比都有降低
，
细胞的放射反应相似

。

此

外
，
在有尼克酞胺存在的 �� �细胞��� 二 �

�

��实验中
，

�

观察到 �� 的改 变 也
�

不 是细胞放射反应

的决定因素
。

但细胞周期分布的改变对放射敏感性是有影响的
，
如 �� 和 �� �细胞受刺激后

，
其

� 。
值迅速回升接近 � 细胞水平

。

事实上
，
�和 ��培养使 � �

期呈阻滞状态
，
它们对射线 反应敏
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异质性小鼠乳癌细胞的放射反应 ��

感是与 ��
期比例增加有关

。

淘式离心的结果进一步证实细胞周期时相的改变是涉及放射 反应的

主要因素
。

�������� 等认为
，
细胞放射敏感性的不同

，
可能是由于 ��

和 �期细胞染色质结构差异

所引起的 〔 ’ “ ’ 。

将实验结果和临床应用相联系
，
设法使肿瘤细胞诱导至敏感的细 胞 周期

，
对提高

放射治疗效果将是有益的
。
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