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摘 要!%目的& 探讨鹤草酚对人肺腺癌
3<=>

细胞株的放射增敏作用' %方法&

NOO

法测定
K

(

KP<

(

$H"

(

!H"

(

=H"

(

LH"

(

$MH"

和
I!H"!5)8Q 9

浓度鹤草酚对人肺腺癌
3<=>

细胞株的生长抑制
率' 实验分

=

组)常氧照射组(乏氧照射组(

KHLLR!5)8Q9

鹤草酚
S

乏氧照射组和
$PRR=!5)8T9

鹤草酚
S

乏氧照射组!测定各组存活分数
UDVW

!计算细胞生存率!拟合细胞生存曲线并计算放
射增敏比' %结果&

NOO

结果表明!鹤草酚对人肺腺癌
3<=>

细胞有生长抑制作用!不同浓度
鹤草酚作用组间细胞抑制率有显著性差异*

VX!MHL#L

!

YXKHKK!

$'鹤草酚作用
3<=>

细胞的
?;

<K

为
LHLR!5)8Q9

'

KHLLR

(

#HRR=!5)8Q9

鹤草酚联合乏氧照射组的
Z

"

(

Z

[

和
!G\

时的细胞存活分数
UDV

!

W

均小于单纯乏氧照射组'

"HLLR!5)8Q9

和
$HRR=!5)8Q9

鹤草酚联合乏氧照射组的放射增敏
比
UD0%W

分别为
$H=L=

和
$H<!<

' %结论& 鹤草酚对人肺腺癌
3<=>

细胞株有抑制增殖作用!其
常氧培养

?;

<"

值为
LHLR!5)8Q9

'鹤草酚对乏氧培养的人肺腺癌
3<=>

细胞株有放射增敏作用!

随着鹤草酚浓度的增加其放射增敏作用增强'

关键词
%

放射敏感性#鹤草酚#肺腺癌
中图分类号!
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乏氧细胞普遍存在恶性肿瘤发生发展过程中%

$

&

'

研究表明!乏氧肿瘤细胞通过血管生成(糖酵解和细

胞迁移等机制促进自身的生存( 侵袭和对放疗的抵

抗%

!

!

I

&

' 目前还没有令人满意的用于临床的放疗增敏

药物%

=

&

' 鹤草酚
U3/4(5)67)8W

经放射线照射后可迅速

氧化!并释放出
`

!

a

!

(

a

!

和
a`

]等物质!从而增加了

肿瘤细胞尤其是肿瘤乏氧细胞对放射线照射的敏感

性'

本实验以人肺腺癌
3<=>

细胞株为研究对象!

通过常氧和乏氧培养分析鹤草酚对
3<=>

细胞株的

放射增敏作用'

$

材料与方法

!"!

材 料

%YN?$M="

培养基购自美国
`\28),+

公司'胎牛

血清购自中国医学科学院生物工程研究所'

"H!<b

胰酶购自美国
?,c(-4)/+,

公司'溴化四甲基偶氮唑蓝

UNOOW

购自美国
D(/5&

公司'二甲基亚砜
UZNDaW

购自

美国
354+*2)

公司' 鹤草酚为哈尔滨医科大学机能

学实验教学中心实验室自制 *经归一化法测定纯度

为
>>P!b

$'

d&4(&,!IJJ;TZ

医用直线加速器购自美

国
d&4(&,

公司'

!"#

细胞常氧和乏氧培养

人肺腺癌
3<=>

细胞株购自哈尔滨医科大学肿

瘤研究所! 哈尔滨医科大学病理生理学教研室传代

保存 '

3<=>

细胞株用含
#Jb

的胎牛血清的
%Y!

N?#M=J

培养液培养! 细胞融合达
LJb

以上用于实

验'常氧培养)在
IR#

(

<b;a

!

和
><ba

!

的饱和湿度

的培养箱中培养' 乏氧培养)将
Ze!!

型培养箱中的

培养罐用
R<b

乙醇消毒后!将培养瓶放入培养罐中

密闭! 然后缓慢抽成真空! 充入
#ba

!

(

<b;a

!

和

>=bF

!

的混合气体! 约在
#7

内平衡至
#b

氧浓度#

将乏氧起始时间定为
J

!分别收集乏氧
!=7

细胞%

<

&

'
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!"# %&&

实验

取处于对数生长期的人肺腺癌
'()*

细胞!胰

酶消化后以
+,(!$"

+ 个
-./

的浓度将细胞接种于
*0

孔板!每组设
0

个复孔" 常氧培养至细胞贴壁后!弃

培养基! 加入含鹤草酚浓度分别是
"

#

",(

#

$,"

#

!,"

#

),"

#

1,"

#

$0,"

和
+!,"!.2/-3

的培养液" 培养
)14

后

每孔加入
%&& 5",(.6-./7

继续培养
)4

后终止培养!

弃培养液!每孔加
8%9: $(;!/

!震荡
$".<=

!使
%&&

还原物完全溶解" 用酶标仪在
()">(?;=.

处测定各

孔吸光度值
52@A<BC/ DE=F<AG

!

:87

" 用
9H99$?,;

的

HI2J<A

程序计算细胞增殖半数抑制浓度
5(;K <="

4<J<A<=6 B2=BE=AICA<2=

!

LM

("

7

!实验重复
+

次!计算
LM

("

平均值!选择
LM

("

值的
$-(

及
$-$"

浓度!即接近无毒

药物浓度应用于以后的实验"

细胞抑制率
N5$O

实验组吸光度值
-

对照组吸光

度值
7!$""K

"

!"$

克隆形成率观察鹤草酚对
%&$'

细胞株的放射

增敏效应

取对数生长期的人肺腺癌
'()*

细胞分别接种

不同细胞数于培养皿中!并加入含
$"K

灭活胎牛血

清的
PH%L$0)"

培养液
)>(./

!预期以
(">$""

个克

隆
-

培养皿的密度生长!常氧或乏氧培养" 每孔细胞

数约
(">$(

个!每板分
)

组$

5$7

常氧照射组$在常氧

环境下对细胞行射线照射%

5!7

乏氧照射组$在乏氧

环境下对细胞行射线照射%

5+7 ",11?!.2/-3

鹤草酚
Q

乏氧照射组%

5)7 #,??)!.2/-3

鹤草酚
Q

乏氧照射组$

鹤草酚作用
!)4

后在乏氧环境下对细胞进行射线照

射" 细胞贴壁后分别加入含以上
!

种药物浓度的培

养液
)./

!

!)4

后换培养液!

(

块
0

孔培养板置于
0

%R

直线加速器下! 照射剂量分别为
;

#

!

#

)

#

0

和
1

SG

单次吸收剂量照射" 照射野大小为
!;B.!!;B.

!

将培养板置于照射野内!距照射野边缘
! B.

" 采用

0 %R T

线照射!剂量率
+SG-.<=

" 照射后于
+?#

!常

氧或乏氧条件下培养
#!>#)D

! 弃掉培养液!

HU9

漂

洗后!用醋酸甲醇
5#$)7

溶液固定细胞!

;,#K

结晶紫溶

液染色! 在培养瓶底面画线后! 于低倍显微镜下计

数
!(;

个细胞的克隆数 " 以
;SG

组计算种植率

5@/CA<=6 EVV<B<E=BG

!

HW7

!

HWN

克隆数
-

接种的细胞数
%

$""K

%计算存活分数
5FXIY<YC/ VICBA<2=

!

9Z7

!

9ZN

受照

射细胞的
HW-

对照细胞的
HW!$;;K

% 根据多靶单击

模型
9ZN $O

&

$OE

O8-82

'

[ 拟合细胞存活曲线!计算

平均致死剂量
5.EC= /EA4C/ D2FE

!

827

#外推数
[

#准阈

剂量
5\XCF<"A4IEF42/D

!

8\7

及照射
!SG

时的细胞存活

分数
59Z

!

7

!

9Z

!

反映肿瘤细胞对放射线的敏感程度%

计算放射增益比
5FE=F<A<Y<AG E=4C=BE.E=A ICA<2

!

9WP7

!

9WP N

乏氧照射组
82-

鹤草酚联合乏氧照射组
82

%

氧增比
52]G6E= E=4C=BE.E=A ICA<2

!

:WP7 N

乏氧照射

组
82-

常氧照射组
82

"

!"&

统计学处理

采用
9H99$?,;

软件包!数据以
!&F

表示!不同

处理组间比较采用单因素方差分析! 各组间细胞抑

制率比较采用定量数据直线回归
O

方差分析!检验水

准
"N;,;(

" 细胞存活曲线采用多靶单击方程拟合"

!

结 果

("!

鹤草酚作用人肺腺癌
'()*

细胞株
!)4

后的

:8

值及抑制率

不同浓度鹤草酚对人肺腺癌
'()*

细胞株增殖

的抑制作用见表
$

" 不同药物浓度处理组间细胞抑

制率有显著性差异
5ZN!0,1$1

!

HN;,;;!7

!随着药物浓

度提高!对细胞抑制作用增强" 鹤草酚对
'()*

细胞

增殖
LM

(;

为
1,1?!.2/-3

"

("(

鹤草酚与不同剂量照射对
'()*

细胞
9Z

的影响

选择鹤草酚
LM

(;

的
$-( 5$,??)!.2/-37

及
$-$;

5;,11?!.2/-37

浓度!用于克隆形成实验"

;,11?!.2/-3

和
$,??)!.2/-3

两个浓度的鹤草酚对
'()*

细胞集

落形成能力和
9Z

的影响不同(表
!

和图
$

)" 无论单

纯照射组还是乏氧加药联合照射组! 随着照射剂量

逐渐增大!

9Z

逐渐降低!但在同一照射剂量点!联合

鹤草酚组细胞存活率较单纯照射组更低 ! 联合

$,??)!.2/-3

鹤草酚与同一照射剂量点单纯乏氧照

表
$

不同浓度鹤草酚对人肺腺癌
'()*

细胞株的
:8

值及抑制率

鹤草酚浓度(

!.2/-3

)

:8

值 抑制率(

K

)

; ;,1)+&;,;!0 O

;,( ;,1$*&;,;?$ !,1(

$,; ;,?+1&;,;0) $!,)0

!,; ;,0*$&;,;$( $1,;+

),; ;,((?&;,;)1 ++,*+

1,; ;,)+0&;,;!( )1,!1

$0,; ;,+$+&;,;$! 0!,1?

+!,; ;,!;0&;,;;( ?(,(0

论 著1)*
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射对
%&'(

乏氧细胞杀灭效应更强! 有显著性差异

)*+",--$.

"

!"#

鹤草酚对乏氧
%&'(

细胞的放射增敏作用

乏氧照射组的
/0

值为
!,11-23

!而常氧照射组

/0

值为
#,44#23

!两者相比得出
567

为
$,448

!说明

细胞处于乏氧状态" 鹤草酚联合照射组
/0

值均小

于乏氧照射组! 说明鹤草酚增加了乏氧
%&'(

细胞

对放射线的敏感性"

",881!90:;<

和
$,11'!90:;<

鹤

草酚联合照射组的
=67

分别为
$,'8'

和
$,&!&

!呈剂

量效应关系! 高浓度鹤草酚联合照射组的增敏效果

较好!两组比较有显著性差异
)*+",""$.

" 乏氧照射

组
%&'(

细胞
=>

!

值为
-,(4

! 而常氧照射组为
-,14

"

乏氧组照射组
/0

#

/?

#

@

及
=>

!

值均较常氧照射组

高!提示乏氧
%&'(

细胞放射敏感性降低" 见表
A

"

A

讨 论

放疗是治疗肺癌的主要方法" 但

已有大量研究证实乏氧肿瘤细胞的存

在使肿瘤放射敏感性下降! 这是肿瘤

治疗失败的主要原因之一" 乏氧介导

的肺腺癌
%&'(

细胞放疗抵抗也在本

研究中得到证实"

=>

!

值是目前公认的

衡量放射敏感性标准之一!

=>

!

值升

高!提示放射敏感性下降"本研究应用

克隆形成实验发现乏氧
%&'(

细胞

=>

!

值为
-,(4

!而常氧为
-,14

!说明乏

氧
%&'(

细胞放射敏感性明显降低"

肿瘤放疗增敏剂是指本身无毒

性! 但能够选择性地增强放射线对肿

瘤细胞! 尤其是肿瘤组织中乏氧细胞

的致死效应! 而对受照射的正常细胞

影响不大的一些化学物质" 它属于化

学修饰剂的一种!即在肿瘤治疗中!主

要通过其对肿瘤及正常组织的放射及

药物的修饰效应! 而不是依靠其细胞

毒作用起效的一类药物"因此!我们进

行体外实验测定药物对细胞的放射增

敏作用时!选用低细胞毒性的药物浓度$

-,881!90:;

<

和
$,11'!90:;<

%!即小于药物
BC

&-

的
#;&

的浓度进

行放射增敏实验&

4

'

"

研究表明!

/0

和
/?

两个参数能反映出细胞的

放射敏感性变化&

1

'

"

/?

为准域剂量值!表示肩宽!是

曲线直线部分向上的延长线与存活率等于
#

的横轴

相交点的剂量! 它表明细胞亚致死损伤修复能力的

大小!

/?

值小!表明细胞对亚致死损伤修复能力弱!

很小剂量便可使细胞进入致死损伤的指数性存活曲

线部分" 本实验中采用单击多靶模型
=>+ #E

&

$EF

E/;/0

'

@

表
!

鹤草酚与不同照射剂量作用
%&'(

细胞株
!'G

的存活分数

照 射 剂 量
$

23

%

=>

常氧照射组 乏氧照射组
-,881!90:;<

鹤草
酚
H

乏氧照射组
$,11'!90:;<

鹤草
酚
H

乏氧照射组

- $,---!-,--- -,(81!-,--( -,(48!-,-A& -,(A(!-,-'$

! -,1&8!-,-!& -,(&(!-,-!A -,818!-,-!1 -,8A!!-,-A4

' -,!1(!-,-!4 -,1&(!-,-!& -,'$1!-,-!A -,A41!-,-!(

4 -,$!$!-,-$1 -,'A&!-,-!$ -,$14!-,-A! -,$&8!-,-!&

8 -,-&1!-,--8 -,!4(!-,-$8 -,$-$!-,-A( -,-14!-,-$4

$

-,$

-,-$

- ! ' 4 8

单纯照射组

乏氧照射组

-,881!90:;<

鹤草酚
H

乏氧照射组

$,11'!90:;<

鹤草酚
H

乏氧照射组

存
活

分
数

图
$

剂量!存活分数对数曲线图

表
A

多靶单击模型拟合曲线计算相关参数及放射增益比

放射剂量$

23

%

组 别
/?)23. /0 )23. @ =>

!

567 =67

常氧照射组
',1A $,44$ A,8& -,14 E E

乏氧照射组
$$,!! !,11- &,-& -,(4 $,448 E

-,881!90:;<

鹤草酚
H

乏氧照射组
4,8& $,844 ',41 -,88 E $,'8'

$,11'!90:;<

鹤草酚
H

乏氧照射组
&,8' $,8$8 ',!$ -,8A E $,&!&

论 著 8&-
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期 !"#$%&!%$'()*+,-+*./01+-23/1--

拟合经典的
%&

曲线! 细胞存活曲线的参数
'(

值!

由多次事件的细胞杀灭所致! 是一次照射能杀灭

)*+

的细胞或
*,+

的细胞存活的剂量"本研究发现!

不同浓度鹤草酚联合照射组和乏氧照射组相比较!

'(

#

'-

#

%&

!

值均变小!

%./

为
$0121

#

$34!4

! 表明鹤

草酚对乏氧
5416

细胞有放射增敏作用" 同时发现!

7322,!8(9:;

和
$3,,1!8(9:;

鹤草酚
<

照射均能使细

胞存活曲线的肩区变小! 提示鹤草酚可能通过抑制

人肺腺癌
5416

细胞的亚致死性损伤修复能力而起

放射增敏效应"

放射增敏的效果! 通常是通过
%./

来衡量的"

国际上
%./

的定义是单纯照射时达到一特定的生

物效应所需的剂量与照射联合放射增敏剂后达到同

样生物效应所需的照射剂量的比值 $

2

%

" 如果
%./=

#37

!则表示有一定增敏效果!

%./

值越大!增敏效能

就越高"本研究根据
'(

值分别计算出
#3,,1!8(9:;

和
7322,!8(9:;

鹤草酚组的放射
%./

分别为
#34!4

和
#3121

!

%./

均大于
#

! 表明无细胞毒浓度的鹤草

酚对
5416

细胞具有放射增敏效能! 且增敏效能与

药物浓度呈正相关" 深入研究鹤草酚放射增敏机制

可能为肿瘤治疗带来突破性进展"
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