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·放射生物学·
脑胶质瘤SHG一44细胞株照射后子代辐射敏感性

李超李莉许昌韶周菊英徐晓婷俞志英

【摘要】目的探讨脑胶质瘤SHG-44细胞株照射子代生长特性及辐射敏感性变化。方法培

养人脑胶质瘤SHG-44细胞株照射后的存活子代细胞，测定其群体倍增时间，并进行集落形成实验

和流式细胞仪检测，分析其辐射敏感性和细胞周期变化。结果SHG-44细胞群体倍增时间为

(22．78+2．61)h，SHG-44细胞经6 MV X射线10Gy照射后存活子代SHG-44．10细胞群体倍增时间

为(30．46±2．73)h(F=7．878，P<O．05)。SHG-44细胞和SHG-44．10细胞再次2 Gy照射后的存活分数

分别为70．8％、80．6％。与SHG-44细胞相比，SHG-44-10细胞在G／M期比例减少，s期比例增多。

结论SHG-44细胞照射后存活子代细胞增殖延缓，辐射敏感性下降。

【关键词】神经胶质瘤；肿瘤细胞，培养的；辐射耐受性；细胞周期

Radiosensitivity of filial generation from irradiated human glioma cell line SHG-44
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【Abstract】0bjective To investigate the radiosensitivity and growth features of the progeny of

irradiated human glioma cell line SHG-44．Methods The SHG-44 cells were irradiated with 6 MV X ray

and the progeny of the cells were cultured．The population doubling time(PDT)was detected pre—and post-

irradiation．The radiosensitivity of the progeny of irradiated human glioma cell line SHG-44 was measured by
clone forming assay．The cell cycle distribution was analysed by flow eytometry．Results The PDT of SHG-

44 cells before irradiation Was(22．78±2．61)h．The PDT of irradiated SHG·44 ceils at dose of 10 Gy were

(30．46士2．73)h(F=7．878，P<0．05)．The surviving fraction of SH渊cell Was 70．8％，SHG-44-10 cell Was
80．6％．SHG--44 cells showed significant G#M phase decrease and S phase arrest after irradiation．

Conclusion Growth delay and declined radiosensitivity a／'e confirmed in the progeny of irradiated SHG-44 cells．

【Key words】Glioma；Tumor cells，cultured；Radiation tolerance；Ceil cycle

恶性脑胶质瘤呈侵袭性生长，手术难以全切，

放疗是重要辅助治疗手段，但总的疗效并不令人

满意，患者的平均生存时间不超过1年，高度恶

性者5年生存率低于5％，其中大部分是因为肿瘤

的复发。本实验通过研究体外脑胶质瘤SHG一44细

胞株照射后子代再次照射后的辐射敏感性，试图

了解复发性脑胶质瘤的放射生物学特性。

1材料和方法

1．1主要材料

人脑胶质瘤SHG．44细胞株由苏州大学附属一

作者单位：1．215021。上海交通大学医学院苏州九龙医院放疗

科(李超，许昌韶)；2．215006．苏州大学附属第一医院放疗科

(李莉。周菊英。徐晓婷。俞志英)

通讯作者：李莉(E—mail：lili37 1626077@sohu．corn)

院脑研室惠赠，碘化丙啶试剂盒为COULTER

CORPORArI'ION，电子直线加速器为德国SIMENS

KD一2型，流式细胞仪为COULTER CORPORAlrION

EPICS—XL型。

1．2细胞培养

细胞用RPMI一1640培养基在37℃、含5％

CO：、饱和湿度的培养箱内连续培养，2～3 d换液

一次，0．25％胰蛋白酶常规消化传代，取对数生长
期细胞进行实验研究。

1．3照射方法

西门子直线加速器6 MV X射线垂直照射，剂
量率为2 Gy／min，机架旋转180。，照射时贴壁细

胞表面加1．5 cm组织等效填充物，源皮距100 cm．

照射野10 emxl0 cm。
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1．4细胞群体倍增时间

未照射的脑胶质瘤SHG-44细胞第15代的子

代细胞列为SHG．44组，经2 Gy、6 Gy、10 Gy照
射后存活细胞传代第15代的子代细胞分别列为
SHG．44．2组、SHG．44．6组和SHG．44—10组。取各

组对数生长期细胞用0．25％胰蛋白酶消化成单细胞
后，取l×105个细胞接种于直径6 cm培养皿中，

分别培养48 h、72 h、96 h、120 h、144 h消化，

计数。实验重复3次，取均数，绘制细胞指数生长

曲线，计算细胞群体倍增时间。

1．5 集落形成试验

取SHG-44组和SHG一44．10组对数生长期细胞
用0．25％胰蛋白酶消化成单细胞并调整各组细胞至

合适的比例后加入六孑L板中，以直线加速器6 MV

x射线，按0 Gy、l Gy、2 Gy、4 Gy、6 Gy、8 Gy
六个不同剂量点进行垂直照射，每个剂量点设三个

平行样本。

处理后置于37℃、含5％C02、饱和湿度的培

养箱内培养12—14 d。用磷酸缓冲液清洗培养皿两

遍，用l％结晶紫乙醇溶液染色20 min，自来水冲

洗后晾干。计数大于50个细胞的集落数。

绘制存活曲线井计算相关参数：细胞平均致死剂

量(mean lethal dose，Do)，外推计数(extrapolation

number)，2 Gy照射时的存活分数(surviving fraction，

SF9，准阈剂量(quasithreshould dose，D。)。

1．6 流式细胞仪检测细胞周期

取SHG一44组和SHG-44．10组对数生长期细胞

接种于50 rnl培养瓶(细胞数为lxl06／瓶)中，分别

照射8Gy，列为SHG-44照射组和SHG．44—10再照

射组(后者增加o Gy、2 Gy、4 Gy、6 Gy剂量点)，
各组分别于处理后12h、24h、48 h收集细胞。每

个剂量点设三个平行样本。

按常规消化、离心、收获培养瓶中的贴壁及悬

浮细胞，磷酸缓冲液洗涤后，加入70％乙醇(无水

乙醇+磷酸缓冲液配制)，制成单细胞悬液，4℃保

存过夜。离心去除乙醇，磷酸缓冲液洗两次，加入

200 m RNaseA，37℃水浴30 min，加入碘化丙啶

染色液100 td／ml，4℃避光放置30 min。用流式细

胞仪检测细胞周期。

1．7 统计方法

采用SPSSl0．0统计软件包进行数据处理，细

胞群体倍增时间用均数4-标准差表示，，检验进行

方差分析，P<0．05为有统计学意义。

2结果

2．1不同剂量照射的SHG。44子代细胞群体倍增

时间

各组细胞的生长曲线如图l所示。SHG-44．2

组细胞倍增时间为(26．29+1．83)h，SHG．44—6组为

(28．07+2．99)h，SHG-44．10组为(30．46+2．73)h．

三者有差异，但无统计学意义；而SHG-44细胞组

细胞倍增时间为(22．78+2．61)h，与其他各组比较

有显著性差异(肚7．878，P<O．01)。鉴于SHG．44．2

组、SHG．44．6组、SHG-44—10组的细胞倍增时间

无统计学差异，以下实验单独取SHG-44—10组作

比较。
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图1不同剂量照射的SHG-44子代细胞的细胞生长

曲线

2．2 SHG-44组细胞及SHG一44—10组细胞的辐射敏

感性变化

SHG-44组细胞克隆形成率为26．5％，SHG-44—

10组细胞克隆形成率为15．5％。两组的存活曲线

见图2，两组的D。值，N值，8172及D。值见表l，

结果表明：SHG-44—10组辐射敏感性低于SHG-44

细胞组。
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图2 SHG--44细胞和SHG-44．10细胞的存活曲线
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表1细胞存活曲线参数

堡f鱼12 墨垦!丝! 旦，f鱼吐 塑
SHG-44组 1．68 70．8 3．22 5．47

SHG-44—10组 2．03 80．6 3．45 6．82

2．3细胞周期变化

送检流式细胞仪检查的各组不同时间细胞周期

分析结果见表2。与SHG．44组相比，SHG-44—10

组细胞在G2／M期减少，在S期增多。两组细胞再
次行8 Gy照射后12 h G：／M期细胞均明显高于未照
射组；照射后24 h SHG-44．10组G2／M期细胞迅速
下降到未照射组相同水平。

6MV X射线照射后12 h，SHG．44—10细胞G2

期阻滞，表现为2Gy、4Gy、6Gy、8Gy x射线照射

后，G：／M期细胞明显增多，并呈剂量依赖性(表3)。

表2 SHG-44和SHG-44．10细胞再次照射后不同时间细胞周期时相细胞数的变化(％)

时间(h)
SHG-44组 SHG-44照射组 SHC,-44-10组 SHG-44—10照射组

GI GdM S G1 GqM S Gl 甜M S Gl C．JM S

12 61．7 19．7 18．5 29．2 56．5 14．3 44．1 17．8 38．0 25．3 40．1 34．6

24 52．9 17．4 29．7 63．7 15．0 21．4 39．4 13．5 47．1 50．5 19．2 30．3

4R 61．5 17．1 21．4 39．0 16．6 44．4 55．3 14．1 30．6 46．0 1 1．9 42．1

表3 SHG-44．10细胞再次不同剂量照射后各细胞周期

时相细胞数的变化(％)

3讨论

脑胶质瘤发病率占全部肿瘤的1％～3％，占神

经系统原发性肿瘤的60％以上【l】。外科手术难以彻

底清除，放射治疗是脑胶质瘤综合治疗的主要手

段[21。但南于恶性脑胶质瘤存在①弥漫浸润性生长

导致难以准确定位[3-41；②形态上的不一致和病理

取材的局限性，致使不能全面估计其预后及敏感

性；③多数脑胶质瘤对射线不敏感，且脑组织属晚

反应正常组织，其所要求的肿瘤杀灭剂量往往与正

常组织耐受量相接近，极大地影响了临床脑胶质瘤

放疗的效果，因此，胶质瘤复发患者较多。

脑胶质瘤复发患者再次进行放疗的效果往往不

佳151，其中正常组织的耐受性是值得注意的问题，

但复发肿瘤本身的辐射敏感性也是影响I腼床疗效的

重要囚素。Kropacova等16]在研究中发现，雄性大

鼠受3 Gy^y射线照射后第一代和第二代肝DNA和

RNA数量的变化存在着基因组放射性损害的部分

传递。但细胞基因组的不稳定性是否会导致其存活

子代的辐射敏感性的变化呢?Khmelevskii 171认为，

原发肿瘤的放射治疗并没有影响复发肿瘤的辐射敏

感性，但可以加快肿瘤生长速度和转移速度；而

Pelevina等[Sl用Hela细胞和中国仓鼠细胞为研究

对象，发现细胞照射后存活子代的辐射敏感性增
高。然而更多的学者认为，细胞受射线或其他的

DNA损伤剂作用后，其子代会产生抗性!，即适应

性反应191。不同的实验得到的结论之所以不同，可

能是由于各实验所采用的辐射剂量和辐射敏感性的
评价方法各异所致。

姜桔红等001研究发现，鼻咽癌细胞系CNE．2Z

的克隆H5具有淋巴道转移倾向，其照射存活子代
体外倍增时间比未受照肿瘤长。本实验结果表明，
SHG．44细胞经2、6、10 Gy照射后其子代细胞生
长延缓，细胞倍增时间分别为(26．29±1．83)h、

(28．07+2．99)h和(30．46±2．73)h，且有随照射剂量

增加，子代细胞增殖周期呈逐渐延长的趋势。
本实验结果中，SHG．44子代细胞受照后的D。

值、SF2、N值、Dq值相应大于未照射组，说明受
照后SHG一44子代细胞的辐射敏感性明显降低。有

关受照后存活子代的辐射敏感性降低的机制目前存

在两种假没：一种认为同一细胞群存在着辐射敏感
性不同的亚群，照射选择性地杀灭了敏感亚群，存
活的子代是放射抗拒的亚群，因此辐射敏感陛降

低；另一种假设认为细胞群受照射后存活子代细胞

的亚结构发生了变化，即射线诱导细胞产生了针对
DNA损伤的更强的修复能力，因此，面对再次射

线作用时表现为抗性增加，敏感I生下降。本实验结

果提示照射子代细胞G：／M期减少、S期增多，这

一点显然支持第二种假设，受照射后存活的SHG．

44子代细胞克隆源性细胞减少，克隆形成率降低，
倍增时间延长，指数生长期细胞进入较辐射敏感的
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G2期比例降低，因此照射后存活的子代细胞与原
代细胞比较其辐射敏感性下降；另一方面，照射后

存活酌子代细胞再次照射后，S期明显减少，G2／M

期阻滞，导致有丝分裂延迟，使细胞经有丝分裂进
入Go／G，期的细胞呈剂量依赖性减少，说明子代细

胞再次受照后仍能表现出一定的辐射敏感性。
总之，对于肿瘤二次放疗的敏感性，不仅仅受

正常组织的影响，肿瘤细胞本身的辐射敏感性变化
也很重要。本实验结果提示，胶质瘤SHG．44细胞

照射子代细胞辐射敏感性下降。随着精确放疗的临
床普及，用三维适形调强放疗对复发性肿瘤进行再

次照射，可对鼻咽癌、脑瘤以及肺癌等取得较满意
的疗效，同时也可降低并发症的发生【ll一141。另外，

照射后存活的子代细胞再次照射后S期明显减少，

G：／M期阻滞，选择应用周期特异性化疗药物1B-17]

以及其他辐射增敏剂也可以提高其疗效ps-加]。
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