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肿瘤多细胞球体在放射治疗基础研究

中的应用和意义
‘

何少琴 刘泰福
�上海第一医学院肿瘤医院�

摘要 自 �� 年代以来
，
肿瘤多细胞球休模型已被广泛应用于肿瘤研究时

，，
用这种体外 模型 可以研

究实体肿瘤的特性和抗肿瘤治疗
，

尤其是放射治疗的效应
。

本文结合作者在应用这种球休模型实验巾的

体会
，
对它在放射基础研究中应用和意义进行了综合性介绍

。

肿瘤多细胞球体在组织学和生长特性方面

和实体肿瘤相似
，
例如随着体积增长有乏氧细胞和或坏死区存在

，
生长比率降低

。

本文介绍了应用这种模型时多种观察指标
，
包括在肿瘤研究中评定放射效应的技术

。

例如体积变化
、

组织学
、

细胞存活
、

细胞活力
、

细胞丢失和细胞动力学等
。

肿瘤多细胞球体内细胞之间的密切联系具有

累积和修复放射损伤的能力
。

表现为对放射的抗性比单层细胞高
。

在某种程度土肿瘤多细胞球体是一种

界于体内和体外单层细胞之间的简单
、

周期短
、

而又经济的实验模型
。

关键词 肿瘤多细胞球体
， 生长比率 � 生存比率

� 细胞活力
�
细胞丢失

， “
接触抑制

” �细胞动力学
。

体内实体肿瘤细胞对放射或药物等的效应可能还受到宿主的免疫系统
、

全身条件
、

局部微环

境等的影响
。

虽然体内肿瘤也可进一步做细胞生存试验
，
但是影响试验因素较多

，
操作也麻烦

。

相反的
，

体外单细胞培养比较简单
，
然而实验结果常常还不宜直接用于体内

。

自�� 年 代 初 由

���������� 等
〔 ’一，�在含有磁棒的特殊旋转瓶 �������������’� 内培养中国地鼠 ��。

细胞球体成功以

来
，
尤其在 ����� 〔“ 〕 用比较简单的琼脂基����� �“ ���培养法后

，
这一界于单细胞和体内实体肿瘤

之间的三面体接触的实验模型已在国外广泛应用于肿瘤研究中
。

除了进行肿瘤特殊性研究外也用

于研究如放射
、

化疗药物
、

加热
、

超声等效应
，

尤其是对放射效应研究较多
。

肿瘤多细胞球体�������������� ����� �������������下简称球体�是 �妇许多肿瘤细胞聚集一

起形成的球形物
。

球体被用来模拟体内实体肿瘤主要在于它们在组织学和细胞增殖方面很相似
。

球体经磷酸缓冲液
，
福尔马林固定

、

脱水
、

石蜡包埋
、

切片和 �
�

�
�

染色后 〔“ ，， 在光学或电子显

微镜下可以观察到球体的结构和同类体内肿瘤相仿
，
外层的细胞排列较规则

、

紧密
，
内层则较不

规则和松散
。

球体细胞之间常有的突起状联结�����������������见图 � ，
是单层细 胞所缺少的

。

目前还不完全清楚这种电子密度低于细胞膜的联结的真正功能
。

除了起细胞之间连接作用和交换
沁

细胞代谢物外
，
可能具有

“
接触抑制

”
作用�

“ ������� ����������
”
�
，
和球体对一些如放射

， �

化疗药

物等引起损伤的修复有关 “
’
�’

实体肿瘤生长速度超过血供应时
，
细胞之间的营养

、

代谢
、

氧供应等微环境有了变化
，
在半

径大于 ���林� 肿瘤中间可以出现乏氧细胞和�或中心坏死区 〔��。 组织学方法和 ��
咭

标记�碳
’ 刁

—
硝基映喃�

，
不但证明球体在一定大小以上时有乏氧细胞和坏死区存在

，

还可以进行乏氧细胞的定

�

文内未加注明者
，
均为作者在美国 �����一���������癌肿中心进行实验所得资料
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量
。

例如 ���一���林��
�。
球体中有 ���� 乏氧细

胞���
。

在显微镜下计 ��� 个以上细胞中有丝分裂细

胞数
，
可以算出分裂指数 �������

，
和体内实体肿

瘤相似
，
随着球体增大

，
分 裂 指 数 和 生 长 比 率

����������������都降低
。

球体培养成功要包括球体形成和至少长 到 ���

林� 以上两方面
。

培养方法有三种
�

特殊旋转瓶
、

琼脂

基 ����� ���
，
也可以用琼脂糖 ��������和特殊的

表面很光滑的塑料瓶
，
以前两种为常用

。

目的都是

防止细胞贴壁生长使细胞相互聚集成球状
。

基本培

养条件同单细胞培养
。

迄今已有多种肿瘤细胞和一

些正常细胞可以形成球体
，
但不一定能同时用特殊

旋转瓶法或琼脂基法培养成功
。

能形成球体的细胞

有如 �����
、
����

、

中国地鼠 ��。 、
���

。
肉瘤

、

纤维肉瘤
、

黑色素瘤
、

胶质瘤
、

甲状腺瘤
、

肺癌
、

神经母细胞瘤
、

淋巴瘤
、
���等等 〔�“ ” ’

�’ 。

各种球

图 � 电镜下 ���� �一� �大球体外层细 体形成
、

生长速度
、

出现乏氧细胞和坏死区的时间

胞之间突起伏联结�放大 ����倍� 不尽相同
。

例如 ��，
球体要 ���天达到 ���件�

，

�一�
�

� ����������������� ������� ������� ����� ���� �一� �，�需 �一 ��于
�

并分另��在 ���林� 和 ���

����� �� �一��� �������� ������ 舀一������
，

������������� ������� ��������� ����� 严“ 幼占 门 “ �
’
� ‘
以川，。 ， ’ ‘ 以 ‘

认脚
、 产

因 “ �
�

一 川
“ 『
丫

’
一

����� ��������� ���协� 时也无坏死区�‘
·�

· ，。 �。

下面将从生长率
、

生存比率
、

细胞动力学等常

用生物学研究项目介绍球体在放射研究中的意义和应用
。

�
�

生长率��
����� �����

根据实验的需要
，
在有网形测微计接 目镜的显微镜下

，
可以直接测量球体的大小

。
以琼脂基

培养的球体为例
，
在显微镜下用吸管逐一把一定大小的球体移植到 铺 有 �一��� 厚 �

�

�一�
�

��

琼脂基和 ���培养液的多孔塑料板内
，
每一孔只置一个球体

，
以免相互粘连融合

。

定期测定每一
� �

�
� �

�
�

…
， ，

�
�

� � �

�
� 、 。 二 、

、

�
、 �

个球体两个相互垂直的最大径
，
从一组球体平均最大直径或算出体积戈

� 二

德
“ �“

·

” �“ ‘

少
，
就可 以

得到球体的生长曲线
。

如果观察时间长
，
宜每周更换培养液一次

。

由于选择大小一致的球体还是

容易掌握的
，
一组的球体的生长即使在治疗后差异性也比较小

，
加上球体在组织学和细胞增殖方

面和体内肿瘤相似
，
比单细胞更完整

，
因此球体生长情况更能反映和接近体内肿瘤

。

球体开始呈指数关系生长
，
一定时间后进入相对密度生长 期 �平台期�

。

如 图 �所示
，
���

“

�一�球体厌���件� 长到 ���协� 平均为 �天
，
约 �周后进入平台期

，
球体达到 一���一����卜� 大

。

照射后 �天内球体继续增大
，
以后才呈现和照射剂量有关的生长减慢或停顿

，

但一旦恢复生长后
，

其生长曲线形状和未照射的相仿
，
这些和体内肿瘤很相似

。

从球体生长曲线可 以 获 得 球体大小

�或体积�的倍增时间
，
或找出

“
治疗

”
的剂量�照射后 �周球体不恢复生长可称为

“
治疗

”
�
。
值得指

出的是
，
一定剂量如图 �所示

，
单次照射 ������� 后

，
球体生长虽受到抑制

，
组织学检查也显示

细胞之问不如治疗前紧密
，
但在长达 �� 天观察期间球体大小一直稳定

。

这 可 能 和 ������ 等指出

的一样 ‘川
，
放射引起一些细胞死亡后

，
细胞外某些物质保持了球体结构的完整性

。
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︹日毋。忿

芍长挂衡

夭数 ����

图 � 单次艳
’ ” 放射对 ���� �一�球体生长的影响

���
�

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

·
����

，
� ������

， △ ������ ▲ ������
，
口 ��� ��� 脚 �������

�
·

生存比率��
��������砚

��������

去掉培养液后球体经磷酸缓冲液清洗一次
，
用 �

�

���胰酶在 ��℃下消化 ���� 分钟
，
再用吸

管用为吹打
，
反复多次

，
球体被分散成单细胞

。

经计数
、

稀释
，
可以进行集落形成试验

。

培养条

件同单层细胞
。

待集落形成后可计算生存比率
�
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通常球体在照射�
一

或化疗药物
、

加热
、

超声波等�后显示比指数生长期单层细胞抗性大
，
表现

为生存曲线的肩区和 � 。
增加

。

球体对放射的抗性和它本身单层细胞放射敏感性有关外
，
常随球体

长大而增加
。

图三表示不同大小球体和单层 ��吞
一 ，�，�细胞在单次

���。 照射后生存 比 率的差别�‘ �。

但是 ������� 。 ’又进一步指出
，
这种球体对放射的抗 性 从球体 ���“ � 到 ���林� 时有增加

，
然而

���一����林� 时抗性反比 ���’卿 时小
。

这可能是在很大球体中有较多的坏死碎片
，
它们的毒性

减少了球体外层有活力细胞层�������
�
���的厚度

，
渗透的改善减少了球体内乏氧细 胞 的比例或

者削弱了细胞的增殖能力
。

口 �
·

��

� �
�

���

��

一

�

��
��压��

助�︻�﹃钾﹄��辞五胆软

� ����
·

���� 二‘��� � ���� ���� ����

剂最 ���������

图 �

���
。

�

单层 �，，
一���� 细胞和不同大

小球体在单次放射后生存曲线
��������� ������ ����。

一����

���������� �������� ����� �����

����������� ����������� �����

������ ���� ����������� �������

���打� ����〕 ����’ � ������‘�
‘

� � ������ �����单细胞 �
�
��土�林� ���

� � ���士�协� ��� �� ���士�协����

球体和单层细胞对放射敏感性的差异除了是培

养液渗透
、

营养
、

乏氧细胞的存在因素外
，

细胞动

力学分布和球体细胞之间紧密联结可能具有
“
接 触

抑制
”
作用

，
积累了细胞对放射损伤的修复 能 力

。

�������亡��‘ ��用 数 学 公式计算接触效 应
���������

������
，
为球体生存比率和单层细胞生存比 率 的 比

例�来比较各种球体的放射敏感性
。 � 值在 � �

�� 细

胞为 �
�

��
、

中国地鼠 ��。
为 �

�

��
、

小鼠���为 �
�

��
、

大鼠
一

��������
一� 为 �

�

��
。 � 值除了和细胞本身

有关外
，
也随球体增大而升高

。

收集球体时往往也包括一些散在的细胞或细胞

团在内
，
其中至少包括一些在球体形成之前已失去

殖增能力的单个细胞和在球体生长过程中 �尤其在

分割放散
，

疗程比较长时�从球体表面脱落下来又具

有增殖能力的细胞
。

这两方面都可能影响生存比率

的大小
。

但是如果用不同大小尼龙网筛选球体
，
减

少非球体物的收集 〔 ’ �’ ，是否适合于生存比率的观察

可能还需要进丫步研究
。

球体在单次照射后不容易表现出对放射损伤的

修复
。

作者用 �天 ���� �一�球体比较在相同总剂量

时
，
分割照射和超分割照射的生存比率都比单次照射高�川

。

����������和 ������’ ‘ �
，
����� 和 �����〔 ‘ 。 �作分段照射后也获得相似的结果

，
提 示球体有一

定修复亚致死性损伤和潜在性致死性损伤的能力
。

�
�

细胞数�球体
，

细胞丢头�
��一������

�
���������

， ��一 �����

取一定数同样大小球体
，
经胰酶消化后计细胞数

，
可以求出每个球体的 细 胞 数

。

图四所示

���� �一�球体大小和球体的细胞数的线性关系
，
球体中细 胞 数的 倍 增 时 间为 �

�

�天�单层细胞

�����小时�
，

而球体大小倍增时间为 �天
。

放射后�见图二 �球体一度继续增大
，
但这时球体内

细胞数却低于治疗前�作者未发表资料�
。

观察球体内细胞数的变化可能比球体大小的改变更能反

映放射效应
，
同时也提示要考虑生长比率

、

细胞丢失以及其他可能因素的影响
。

� ，

�
， � ��

二 二
，、 、 �

�
� ，

�
� ，

二 �
�

� ，

�
�

二
�

� ��
’ �� �

，

�
、 � ，

� �
� ，

�
，‘ ， ， 、

� ，

除了参照 ” ���� 公式计算细胞丢失外叹细胞丢失 中
� ‘ 一

玄�
，

至今还没有理想的直接检测

细胞丢失量方法
。
作者曾试收集球体外散在的细胞计数细胞丢失量

，
但这不能反映球体内已溶解
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台�女︾月日胜�﹄。头﹄名￡二之一一己�������长衡、彭理异
或分解成碎片的细胞情况

。

�������
’ “ ’ 资 料介绍中

国地鼠 ��。
一�����一��天 �，自球体经单次照射 ����

���后细胞丢失 ���左右
，
��一�� 天的球体放射后

细胞丢失约 ���
。

由 于 细胞丢失和体内肿瘤的转

移
、

种植有关
，
因此用球休来研究细胞的丢失是有

一定意义的
。

�
�

细胞活力
，
细胞动力学�

���一���������� ��������

���������

用 �
�

�一�
�

��台酚蓝 �台酚蓝
�

细胞液 二 ����

或菲吮嗅红���林�加�� 染色从球体分离出的细胞
，

在显微镜下计活细胞和死细胞数
，

算出活细胞百分

比
。

作者用 �天 ���
� �一�球体实验

，

未经照射球体

活细胞率为 �� �左右
。

这除了因收集球体时同时也

收集部分单细胞中有一部分可能已死亡
，
球体内也

可能有一些死细胞存在之外
，
胰酶消化和吸管吹打

的损伤都可能影晌细胞活力检查的结果
。

照射后细

胞活力下降
，
并和放射量有关

。

球体培养液内加入 � “
一胸腺啥咙达到 最 终 浓

度 �
�

�� ���加�
，
在 ��℃孵箱内置 �� 小时 ，

切片后

作连续 �周的放射自显影
，
可以获得细胞动力学分

图 �

���
�

�

� � � �

球体大小 �������� ���� ����召��

� �

天数 ����

���� �一�球休中细胞

数和球体大小的关系
��������������������� �� �

�������� ��������������

布情况 〔��， 近年来流式细胞光度计����� ����������的应用使这方面的研究工作更为完善
。

从球

体分离出的单细胞
，

用特殊染色�������
一�一���

·

和碘化丙绽
，
��������� ������

，
或叮咤橙

，‘

��������

�������
，

每一个细胞经过流式细胞光度计激光对 ��� 和�或 ��� 量的检测
，

再通过一系列放大

器和计算机处理可以直接获得细胞动力学分布资料�“ ，‘咭，‘ “ 〕 。

‘

与单层细胞相 比
，

球体中有较多 � ，
期和较少 ��

和�期细胞
。

例如 ���林� ���� �一�球体中
，

� ，
期 ���

，
�期 吐。 �

， ��
和�期 ��

，
而指数生长期单层细胞 � �

期 ���
， �期 ���

，
��
和�

期 ������
。 ’

用控制球体胰酶消化的时间
，
可 以分别收集球体各层的细胞

，
进一步作细胞动力学检

测
。
������，

�����
，
�������� 等资料表明�’ �，’卜

，。 �， 球体外层的 ��

期细胞比内层少
，

而 �期
，

��

和�期比内层多
，
因此认为这些细胞动力学分布的差异是影响其放射敏感性因素之一

。

但是近

来 ����� 报道表明
〔�‘ ’���

。
��

。

球体内层近中心坏死区虽有较多 � �
期细胞

，

但其 放射敏感性比

预计的高
，
因而提出除了 � ，

期比例之外
，
还有其他 目前还不清楚的因素影响放射敏感度

。

从细胞动力学检测可以研究球体本身和照射后生长比率以及细胞动力学变化�
�

�

�一������
，

协为常数 �
�

��� 【“ 。 �。 作者曾比较单次照射和分割照射对 �天 ���
� �一� 球体细胞动力学变化 【 ’ 呜’ ，

单次照射 ������ 后 �� 小时
，
��

和 � 期细胞增加
，
为治疗前 �倍

，
�� 小时后又回复到照射前水

平
。

作分割照射
，

�������天 � �
，
��
和�期细胞并不随着治疗的继 续而进一步增加

，
在整个放

射期间甚至照射结束后 �天内
，
��
和�期数一直比较恒定

。

除上面介绍外
，
球 体 还 用 于 研 究����二

一

介子
，
重离子��

��，��，， ����
�‘ ’， 放 射损伤的修

复 〔“ ， ‘�’， 放射增敏前 �。
· ’ �〕等多方面

。
近十多年来国外采用球体 模 型 在 放射 研究中逐渐增多

。



�� 肿瘤多细胞球体在放射治疗基础研究中的应用和怠义 第 �卷

����年第七届国际放射研究会上���“�������
，
就有八篇报道是用球体为实验摸型的

。

虽然球体

不能完全代替内肿瘤
，
但不失为一种经济

、

方便
、

周转快
、

又比较容易掌握实验条件均一性的实

验模型
。
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会议简讯

中国科学院辐射技术研究与开发工作讨论会在苏州召开

����年 �月 �� 日至 �。 口
，

电国科学院数理学部和化学学部在苏州西山联合召开了
《
中国科学院辐射技术研

究与开发工作讨论会
》 。

参加会议的有该院数理学部
、

化学学部和 生物 学部所属 �� 个有关单位的代表 �� 多名
，

核工业部北京原子能研究所也应邀参加了会议
，
检阅了中科院近几年来有关辐射技木研究与开发工作的情况

。

会议收到论文和工作报告五十余篇
。

有关专家在会上提出了七个综合性报告
， 《
辐射研究与工艺

、

辐射装置与

剂量测量
、

辐射技术在交又学科方面的应用等方而
，
综合评述了国内外的发展趋势

。 一

�五个工作报告介绍了各单

位开展辐射技术研究与开发工作的情况
。

会议期间还分三个专题组着重深入讨论了食品的辐照保藏
，
新材料研究

和辐射装置与剂量测量等问题
。

丁

与会代表高度评价了中科院二十多年来
，
特别是 ����年以来在辐射技术应 用和墓础研究工作巾所取得的成

绩
，
指出该院已初步形成了一此辐射研究基地

，
成长了一支专业基本配套的科技队伍

，
并为科学研究

、

军工任务

和国民经济各部门提供了许多重要的研究成果
。

近年来
，
在中央关于科学技术要面向经济建设的方针指导下

，
该

院积极创造条件
、

有选择地加强了开发工作
。

在辐射杀虫灭菌
、

食
�
异
�

的辐射保鲜贮藏
，

材料的辐射改性以及辐射

�下接第 �� 页�


