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低剂量超微分割与常规分割放疗对脑胶质瘤细胞的生物学效应比较
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　　［摘要］　目的　比较低剂量超微分割放疗与常规分割放疗对脑胶质瘤细胞的作用效果。方法　 以低剂量率超微分
割放疗（每０．２Ｇｙ间隔３ｍｉｎ，剂量率为０．０６６７Ｇｙ／ｍｉｎ）和常规分割（剂量率４～６Ｇｙ／ｍｉｎ）２种方法照射脑胶质瘤ＧＬ２６１
细胞，分别在第１、２、３天采用彗星分析和流式细胞分析检测细胞ＤＮＡ损伤、凋亡、细胞周期分布。结果 　彗星实验显示
低剂量率超微分割放疗可产生与常规分割等效的细胞 ＤＮＡ损伤，２组间各时间点彗星荧光图像的尾部 ＤＮＡ百分含量
（ｔａｉｌＤＮＡ％）、尾长（ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ）、尾距（ｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ）均数差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。细胞凋亡、存活情况显示超微分割组
各时间点的细胞存活率较常规分割组低，差异有显著性 （Ｐ＜０．０１），２组细胞周期分布差异无显著性（Ｐ＞０．０５）。结论　
低剂量率超微分割放疗对脑胶质瘤细胞ＧＬ２６１可产生与常规分割等效的ＤＮＡ损伤，但对细胞的杀伤作用强于常规分割
照射。该现象可能与低剂量率超微分割照射胶质瘤细胞后有不同的ＤＮＡ损伤修复机制有关。
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　　脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的恶性肿瘤，占
颅内肿瘤的４０％～６０％。通过手术、放疗、化疗、分子
靶向治疗等手段的综合治疗，其中位生存时间约为１４
个月，总体预后差。放疗是恶性胶质瘤的重要治疗手

段，是常用于恶性胶质瘤的术后辅助治疗及不能手术

患者的主要治疗方法。受制于正常脑组织的重要功能

及有限的耐受剂量，术后辅助放疗及未手术者的根治

性放疗疗效有限，难以控制肿瘤的复发及局部侵犯。

研究显示在多种肿瘤细胞存在低剂量超敏现象。我们

对目前的常规剂量分割进行了革新，采用了超微分割

放疗技术，该方法是一种基于低剂量超敏反应和亚致

死性损伤修复等原理基础上的放疗方法［１－２］。把常规

分割的剂量分成若干小份分别间隔一定时间给予。本

研究拟通过体外实验比较超微分割放疗与常规分割对

脑胶质瘤细胞的作用，试图对临床脑胶质瘤患者的放

疗方法选择给予一些启示。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
　　脑胶质瘤ＧＬ２６１细胞购自中科院上海细胞库；正常熔点琼
脂糖和低熔点琼脂糖购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋
亡检测试剂盒、ＣＣＫ８试剂盒购自碧云天公司；放疗设备为成
都利尼科公司 ＡｃｃｓｔａｒＺＸＤ利尼科直线加速器，射线能量为
４ＭｅＶ电子线。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养和处理　　将ＧＬ２６１细胞常规培养于含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中贴壁生长，置３７℃、５％ＣＯ２培养
箱中培养，用０．２５％胰蛋白酶消化传代。取１２瓶对数生长期
细胞，分为对照组、超微分割组和常规分割组，每组４瓶细胞，
共照射４ｄ。超微分割组给予 ０．６Ｇｙ照射，每 ０．２Ｇｙ间隔
３ｍｉｎ，常规分割组给予０．６Ｇｙ电子线一次性照射，在照射开始
后的第１、２、３天各组分别取出１瓶细胞，对照组也取出１瓶细
胞进行彗星实验、凋亡流式检测和细胞周期检测。

１．２．２　彗星实验
１．２．２．１　细胞悬液制备　　把细胞培养液吸出至离心管内，
ＰＢＳ洗涤１次，加入适量的０．２５％胰酶消化，室温孵育至可以
使细胞吹打下来时，吸除胰酶，加入上述收集的细胞培养液，轻

轻吹打细胞后，转移至离心管，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，用
ＰＢＳ轻轻重悬并计数调整细胞密度至 １０６／ｍｌ，放入冰浴中
备用。

１．２．２．２　制片　　底层胶片：０．８％的 ＮＭＰＡ加热融化，浸泡
磨砂玻片，自然晾干备用。顶层胶片：细胞悬液 ６０μｌ，加入
２００μｌ３７℃ ０．７％ ＬＭＰＡ，混匀，取适量滴于胶片上，立即盖上
盖玻片。固化：４℃避光，固化１０ｍｉｎ。
１．２．２．３　裂解　　玻片浸于新鲜配制并预冷的细胞裂解液
中，４℃避光１ｈ。

１．２．２．４　解旋　　取出玻片，纸巾吸去玻片上残留的液体，加
新鲜配制的电泳缓冲液至高于玻片表面，４℃避光，解旋２０ｍｉｎ。
１．２．２．５　电泳　　调节电压２５Ｖ，调整液面高度使电流达到
３００ｍＡ，放入玻片，避光，电泳２０ｍｉｎ。
１．２．２．６　中和漂洗　　取出玻片，中和缓冲液浸泡５ｍｉｎ，２～
３次，以中和强碱。
１．２．２．７　染色　　５０μｌＥＢ染色后尽快在荧光显微镜下观
察，每组随机取５０～１００个细胞，用 ＣＡＳＰ分析软件进行分析。
把细胞培养液吸出至一合适离心管内，ＰＢＳ洗涤贴壁细胞 １
次，加入适量胰酶细胞消化液。

１．２．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测　　①把细胞培养液吸
出至离心管内，ＰＢＳ洗涤１次，加入适量胰酶细胞消化液，室温
孵育至轻轻吹打可以使细胞吹打下来时，吸除胰酶细胞消化

液。②加入步骤①收集的细胞培养液，稍混匀，转移到离心管
内，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，收集细胞，用ＰＢＳ轻轻重悬细
胞并计数。③取５万～１０万重悬的细胞，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，
弃上清，加入 １９５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液轻轻重悬细胞。
④加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，轻轻混匀。⑤室温（２０～２５℃）
避光孵育１０ｍｉｎ。⑥１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１９０μｌ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液轻轻重悬细胞。⑦加入１０μｌ碘化丙啶
染色液，轻轻混匀，流式细胞仪检测。

１．２．４　周期检测　　ＰＢＳ洗涤细胞后加入胰酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，弃上清，收集细胞，用少量ＰＢＳ轻轻重悬后，滴加到
７０％预冷乙醇中，吹打均匀，４℃固定２４ｈ以上。ＰＢＳ洗涤去
乙醇，１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ，洗２遍，０．５ｍｌＰＢＳ重悬细胞，加入ＰＩ
和ＲＮａｓｅＡ至终浓度５０μｇ／ｍｌ，３７℃温浴３０ｍｉｎ，用流式细胞
仪测定周期。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，彗星实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，采
用ｔ检验。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测结果用χ２检验。

２　结果

２．１　彗星实验
　　超微分割和常规分割组细胞放疗后ＤＮＡ碎片均随放疗天
数延长而增加，彗星荧光图像尾长（ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ）、尾距（ｔａｉｌ
ｍｏｍｅｎｔ）随时间迁移依次呈明显的增长趋势。超微分割组与常
规分割组比较，彗星荧光图像的尾部 ＤＮＡ百分含量（ｔａｉｌ
ＤＮＡ％）、尾长、尾距第１、２、３天差异均无显著性 （Ｐ＞０．０５）。
见图１。

２．２　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测
　　超微分割组在放疗第１、２、３天细胞存活率分别为７２．１％、
７０．５％和 ５１．３％；常规分割组 ３ｄ的细胞存活率分别为
８０８％、８０．５％和７０．０％，２组比较差异有显著性 （Ｐ＜０．０１）。
见图２。

２．３　细胞周期检测
　　超微分割组与常规分割组相比各时间点细胞周期差异无
显著性，见图３。
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Ａ～Ｃ：超微分割组第１、２、３天；Ｄ～Ｆ：常规分割组第１、２、３天

图１　２组细胞照射后不同时间彗星荧光图像　（×２００）
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Ａ～Ｃ：超微分割组第１、２、３天；Ｄ～Ｆ：常规分割组第１、２、３天

图２　流式细胞仪检测２组细胞凋亡和存活情况
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Ａ～Ｃ：超微分割组第１、２、３天；Ｄ～Ｆ：常规分割组第１、２、３天

图３　流式细胞仪检测２组细胞周期

３　讨论

　　通过近十年手术、放疗、化疗和分子靶向治疗的进
步，恶性胶质瘤中位生存时间也仅从１２个月提高到
１４．６个月，其总体预后差的现状并没有改变。放射治
疗是恶性胶质瘤的主要治疗手段之一。新的放疗技术

如适形调强放疗和立体定向放射治疗对恶性胶质瘤靶

区拥有更好的适形度，允许给予恶性胶质瘤病灶更高

的单次剂量和总剂量［３］。然而这两项放疗技术并没

有带来恶性胶质瘤患者总生存时间的显著获益［４］。

如何进一步提高放疗对恶性胶质瘤的疗效是当前的研

究热点之一。有文献报道在多种肿瘤细胞存在一种低

剂量超敏现象，即肿瘤细胞在稍高剂量如０．５～１Ｇｙ
的低ＬＥＴ射线照射时表现出放射耐受性增高，而在低
剂量（０．１～０．５Ｇｙ）照射后表现为高敏感的杀伤效
应［５－７］。在放射抗拒的胶质瘤细胞株Ｔ９８Ｇ、ＨＧＬ２１细
胞中观察到，在给予低于０．５Ｇｙ以下的剂量照射时，
胶质瘤细胞出现较高剂量照射时更高的单位剂量杀伤

效应［８－９］。Ｂｅａｕｃｈｅｓｎｅ等［１０］对３１例不能手术的恶性胶
质瘤患者采用了每天３次，每次０７５Ｇｙ，间隔４ｈ的超
分割三维适形放疗方式治疗，总照射剂量为６７５Ｇｙ。
结果显示患者的无进展生存时间和总生存时间均高于

常规分割的三维适形放疗。由此，本研究利用肿瘤细

胞的低剂量超敏现象，对目前常用的放疗剂量分割方

式进行了改进。将原２Ｇｙ／次的常规分割进一步分为

０２Ｇｙ×１０次的超微分割，每个超微分割间间隔
３ｍｉｎ，将原 ４～６Ｇｙ／ｍｉｎ高剂量输出的射线调整为
００６６７Ｇｙ／ｍｉｎ的低剂量输出。
　　本研究分组对脑胶质瘤细胞进行超微分割及常规
分割放疗２种处理，之后通过彗星分析检测细胞 ＤＮＡ
损伤［１１－１２］，结果显示 ２组细胞 ＤＮＡ各时间点 ｔａｉｌ
ＤＮＡ％、ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ、ｔａｉｌｍｏｍｅｎｔ比较无显著差异。说明
上述２种照射方式对脑胶质瘤细胞的 ＤＮＡ损伤程度
相同。电离辐射作用于细胞的关键靶点在于对细胞

ＤＮＡ的损伤，包括双链断裂损伤、单链断裂损伤和碱
基损伤。对低线性传能密度的高能Ｘ线、γ线而言，造
成细胞ＤＮＡ损伤的程度与射线的剂量正相关。２组
细胞每天给的放疗总剂量相同，引起的细胞损伤程度

也应该是等同的。该结果提示相同剂量的低剂量率超

微分割照射对胶质瘤细胞 ＤＮＡ的损伤能达到常规高
剂量率照射相同的效果。

　　本研究细胞凋亡、存活情况的流式分析结果显
示，超微分割组各时间点的细胞存活率较常规分割

组均较低，有显著差异（Ｐ＜００１）。说明低剂量超微
分割照射具有对胶质瘤细胞更强的杀伤作用。细胞

在放射损伤后的存活与细胞的损伤修复机制相关，

其中包括 ＤＮＡ双链断裂损伤修复、单链断裂修复和
碱基损伤修复。结合彗星分析和流式分析检测结

果，在致损伤程度相同的情况下出现胶质瘤细胞存

活有显著差异的现象，考虑与细胞损伤后的修复有

９２０１
第３４卷第１１期
２０１２年６月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１
Ｊｕｎ．１５　２０１２



关。结果提示低剂量率超微分割照射组细胞较常规

分割组的损伤后修复能力下降。

　　电离辐射引起的ＤＮＡ损伤主要有３种类型，即单
链断裂（ＳＳＢ）、双链断裂（ＤＳＢ）和碱基损伤（ＢＤ），其
中双链断裂（ＤＳＢ）是诱发细胞学反应最为复杂、生物
学后果最为严重、与恶性肿瘤等关系最为密切的损伤

类型，ＤＳＢ能够激活 ＡＴＭ／ＡＴＲ，通过磷酸化其下游相
关蛋白，调节细胞周期，使损伤的 ＤＮＡ得以修复［１３］。

本研究细胞周期检测显示２组的细胞周期无显著差
异，从侧面提示胶质瘤细胞在两种放疗方式照射后细

胞的ＤＮＡ双链断裂修复相似，其 ＤＮＡ修复的主要差
异可能在于胶质瘤细胞在两种放疗方式照射后 ＤＮＡ
的单链断裂修复、碱基损伤修复存在差异有关［１４］。

　　根据本研究对低剂量率超微分割照射对胶质瘤细
胞的杀伤效应初步观察可知，该种放疗技术可能为胶

质瘤的治疗带来一种新的选择。其具体机制及对正常

组织的生物学效应还有待进一步研究。
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《第三军医大学学报》跃升综合性医药卫生核心期刊表第二位

　　近日，２０１１年版《中文核心期刊要目总览》（《总览》）面世，新版《总览》对各学科期刊的被索量、被摘量、被引
量、他引量、被摘率、影响因子、被重要检索工具收录、基金论文比、ＷＥＢ下载量等指标进行统计分析，在行加权平
均的基础上，进行专家测评，按综合评价结果进行排序。《第三军医大学学报》在２３９种综合性医药卫生类期刊
中脱颖而出，位列第二，位列第一的是《中华医学杂志》。

　　《中文核心期刊要目总览》由北京大学图书馆于１９９２年研制出版，每４年出版１次，其评价方法为分学科、多
指标综合评价，并将定量和定性评价相结合。其定量评价指标体系包括被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、

影响因子、被重要检索工具收录、基金论文比、ＷＥＢ下载量等；并建立多指标综合评价数学模型进行运算，得到综
合评价期刊隶属度，将期刊按隶属度降序排列，得到定量统计的综合评价期刊排序表。《总览》定性评价方法为，

选聘各学科评审专家，通过网络进行专家测评。《总览》以定量评价为依据，以专家定性评审为补充，对期刊进行

全面、综合、客观的评价，得到了各界人士的认同，成为期刊学术水平和办刊质量的重要评价工具。

　　《第三军医大学学报》在校部首长、全校科技人员的支持下，在编委会、编辑部的不懈努力下，期刊学术水平
稳步提升，编校质量稳定，才得以在激烈的竞争中取得优异成绩，自１９９２年入选《总览》以来，在综合性医药卫生
类期刊的排名逐步攀升，２００４年排名第五，２００８年位列第三，２０１１年跃升至第二位。
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