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佛波醇醋和人外周血促 � 照射致细胞

恶性转化频率增加的研究
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摘要 旨在观察佛波醇醋 �����和人血多形核白细胞 �����产生的氧自由基对 “ 粒子 致细胞转

化频率 ����的增加效应
。
������ ���细胞经 �

�

�
、
�

�

�和 �
�

��� �粒子照射后加入 ��� 及 ���

刺激的人血
，
测定存活分数和 ��，

由 ����个皿的实验所得初步结果看出
，
��� 能刺激照射的�����

� ���细胞增殖
，
并依赖于接种细胞密度和照射剂量

，
��� 使 。 �

���照射的细胞 ��增高 �
�

�倍
，

���刺激的人血增加 �
�

�倍
。

关健词 佛波醇醋
，

人血多形核白细胞
，

自由基
， � 粒子

，
细胞转化

� 粒子致体外细胞转化危险度的研究已越来越受重视
。

体外研究促进 � 照射诱发细胞转化的

因素
，
如石棉或香烟凝结物

，

可能为解释肿瘤流行病调查的不确定性提供 参考 〔 ’，�� 。

佛波醇醋

���
����� �州����� �������

，
����能够促进紫外线

、
� 射线和中子诱发的体外细胞转化

，
其机

理可能是由于 ��� 能诱发自由基的生成 ��一��。

自由基在辐射诱发细胞转化中的作用早已被认识
，

抑癌剂和抑促癌剂均能清除自由基的研究提供了这方面的证据�卜
‘ “ �，

此外
，
人外周血的中性粒

细胞和单核细胞在加入或不加入 ��� 的条件下
，
能诱发� �� 十 鼠纤母细胞 ������� ���细胞�

形态转化
，
给裸鼠皮下接种这些细胞

，
能诱发肿瘤�‘��。

曾观察到吸入怀诱发肺炎与肺癌之间有某些联系
，

在大鼠吸入二氧化怀引起的慢性炎症时
，

肺泡腔有中性粒细胞和肺泡巨噬细胞的聚积
，
癌性病灶往往发生于慢性炎症之后

，
并处于邻近纤

维化的部位
，

这可能提示吸入二氧化杯诱发肺癌的过程中
，
也涉及吞噬细胞释放自由基�’ ‘ �。

本研究的 目的
�

是为了获得 ��� 或人血细胞主要是多形核白细胞 �����释放的自由基
，

可

能增加 � �� ��� ���细胞转化频率����������
����� ��

�������
，
���的证据

。

� 材 料 与 方 法

�
�

� 细胞培养与照射

� �� ��� ���细胞 �����和 ������赠�用含 ���胎牛血清�������和 �������庆大霉素的

�����，�培养液培养
，

接种于 ����
�

塑料培养瓶��������内
，
置于湿度为 ���

、
���

浓度为 ��

的 ����培养箱内
。 � 粒子照射前 ���

，
细胞接种于带有 �户� 厚薄膜�����

�����
， ����� ������

，

�������
���

，
且底的直径为 ��� 的玻璃皿内的中心区

，
待贴壁后 ����

，
再加 �

�

� ��培养液
。 �

国家自然科学基金资助课题

收稿日期
�

初稿 ����一��一��，
修回 ����一��一�了
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粒子照射详见 ����和 ��������的报告�‘ “ �，
用

“ �’�� 源��
�

������
，
剂量率为 �

�

� ������
。

通

过底部薄膜后
， � 粒子释出能量为 �

�

����
，
平均 ��� 为 ���������

。

�
�

� ��� 和人血

����������溶于 �����������
，
配成 ������的浓度

，

并贮存于 一 ����
。

使用前用无钙
、

镁的磷酸缓冲液稀释到 ��产����
，

在 � 粒子照后 ��
，
加入到细胞体系中

，

培养体系中 ��� 的

终浓度为 ��������
，
���� 的浓度为 �

�

���
，
培养维持 ���

。

人血由健康志愿者提供
，
白细胞数为 �

�

�� ��
。
个��

，

含 ��� 约 ���
。 � 粒子照射靶细胞

��� ��� ����后 �����
，
加入人血 ����血�皿

，

浓度为 ����
。

分加 ��� ����������和不加

��� 两组
，
估计每皿加入的 ��� 为 �� ���个

，
皿内的靶细胞数为������ ��

�

个
， ��� 与靶细

胞数之比为�������比 �
。

��℃保温 �
�

��后
，

除去培养液
，

靶细胞用磷酸缓冲液�含葡萄糖�洗

至显微镜观察不到血细胞为止
。

�
�

� 存活分数���
������� ��������

，
���和转化频率����测定

细胞经 � 粒子照射后
，
胰酶消化

，
计数

，
测定 ������

。 二 照后细胞数�照前细胞数�
。

细胞接

种�������个�皿�后
，

培养 ���
，
甲醇固定

，
������ 染色和计数�大于 ��个细胞的克隆�

，
测定

��
。

细胞接种�������� 个�皿�后
，
培养 �周�第 �

、
�

、
�

、
�周后换液�

，

除去培养液
，
用含葡萄

糖的磷酸缓冲液洗涤
，
甲醇固定和 ������ 染色后

，
按 ���������确定的转化灶标 准

，

计数 兀和

皿型转化灶
，

测定 ���转化灶数八少细胞�
。

� 结 果 与 讨 论

�
�

� � 粒子照射后加与不加 ��� 的存活分数����

�
�

�
�

� 接种不 同密度的细胞
，
经 � 粗子照射后

，

胞 ��������个���
��

�
�

，
经 � 粒子照射后

，

测定其 ��
。

结果显示
，
细胞密度对接 种 效 率

和 ��没有明显的影响
，
但 ��� 能够刺激细胞

增殖
，

在照射组 ��� 刺激效应更明显
，

而且

这种效应与照射 剂 量 有 关
，
加 ��� 与 不加

��� 的照射细胞 �� 比值随细胞密度降低而增

高�见图 ��
。

�
�

�
�

� 不 同剂量的 � 粒子照射对细胞 �� 的 影

响 选择接种低细胞密度的条 件
，
观 察 ���

刺激细胞增殖与照射剂量的依赖性
，
加入 ���

的照射细胞 �� 明显高于不加 ��� 的 照 射 细

胞
，
两者的 ��比值随照射剂量增高而增高�见

表 ��
。

��� 对细胞增殖的刺激作用在文 献上 报

道的结果不 尽 相 同 〔�一 ，〕， ������� 证实
，
当

��� 在照射后立即和 �� �后加入时
，
对 � 射

线照射的细胞有促增殖作用
，
而其它作者未观

察到 ��� 对未照射和照射的 ��� ��� ���和

加 ��� 与不加 ��� 的 �� 接种不同密度的细

�

�
�

�

试国�︺��月忿沙�月�一沙���。。响。灿的飞。︸树招国

� �
�

� �
�

�
�������

��� �
，

���������� �� ����������� �� ���

�������� �� � ����� ��� �����

������� �� ����� ��������� ����

���� �� �
�

� ��� �
�

� �� ����

��� ������� ���

�� ���� �����������

�� � ������������ �������

�△����� �����������
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���八���
。
��

一十�十

��� 细胞具有促增殖作用
，

这些结果现在还难以解释
。

�
�

�
�

� � 拉子照射的细胞加入人血和 ��� 后 的存活分数 表 �结果表明
，
照射 �

�

��� 的 细 胞

与加入和不加入 ��� 的人血作用后
，

也出现 ��增高
。

但在照射 �
�

��� 的细胞时则不明显
。

在

两种照射剂量的条件下出现不同的结果原因
，
还需要进一步的实验来说明

。

�
�

� ��� 对 � 粒子诱发细胞转化的促进作用

图 �显示了 ��� 对 � 粒子诱发细胞恶性转化促进作用的初步结果
。

在 �
�

�
、
�

� 。 和 �
�

��� �

粒子照射后
，
��� 增加细胞 ��的比值分别为 �

�

。 、
�

�

�和 �
�

�
，
这与 �����

‘ ’ 报道的结果相符
。

�

荃

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

��� �
�

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

���� �������������� �� ���

��������
�
�口 �� �口� �

�

�

�圈� �
�

� ��� �
�

�

�������� ������� ������� �������
‘

��� ����� ���������� �� ��� �� �

���� �� ������������������ ��

�����一
�������

���� ����� �口�� �团��
�

� �口��
�

�

�
�

� ��� 刺激的人血对 � 粒子诱发细胞转化的增加效应

人血和 ��� 刺激的人血
，

通过呼吸爆发能产生大量自由基 〔 ‘日’ ，

设想在 � 粒子照射细胞后
，

再附加自由基的作用
，

有可能使细胞 ��增高
。

图 �结果看出
，

在 � 粒子照射 �
�

�和 �
�

���后
，

公
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用 ��� 刺激与不刺激的人血处理后相比
，
出现�� 增高的趋势

，

照射 �
�

���的细胞更为明显
。

看来
，
由 ��� 释放出的过量自由基

，
可能是使 � 粒子诱发细胞 ��增高的一种因素

。

如果所得到

的初步结果能在今后实验中进一步证实
，
它将对阐明辐射诱发的慢性炎症和癌变之间的关联有着

重要意义
。
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、

慕尼黑大学和欧共体合同号为�� ��一���一。 。��方面资助
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