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对肿瘤 细胞 凋 亡 影 响和抗 氧化损伤 的研 究

对受分次照射的荷瘤小鼠肿瘤细胞脂质过氧化影响及分子机制

刘永彪 ‘ , 赵 杰 刘 颖 郝兴芝 王 绪
, 中国科学院上海应用物理研究所辐射技术应用中心 上海

姚思德

徐州医学院肿瘤研究所 徐州

摘要 以荷瘤小鼠为动物模型
,

研究了全身照射下注射超氧化物歧化酶 对肿瘤细胞脂质过氧化
、

肿

瘤组织端粒酶活性
、

肿瘤原癌基因 一 蛋白表达的影响
。

研究发现
,

能增加 肉瘤及 肺癌组

氧化产物丙二醛 〕 含量
,

降低 肉瘤谷胧甘肤 含量及血清超氧化物歧化酶总活力 卜
、

匀浆谷胧甘肤过氧化物酶 一 活力 降低 肺癌组 一 及 一 活力
,

不影响 含量

降低 肝癌组 一 的活力
,

不影响
、

含量及 卜 活力
。

明显降低接受电离辐射的

肉瘤及 肝癌荷瘤小鼠肿瘤组织中端粒酶的阳性表达率
,

减少原癌基因 一 蛋白在 肉瘤
、

肺癌荷瘤鼠中的表达
。

这一辐射增敏作用因肿瘤的种类而不同
,

可能与 在不同肿瘤中对癌基因 一 蛋

白表达和端粒酶活性影响及药物在不同器官的代谢差异有关
。

关键词 超氧化物歧化酶
,

荷瘤小鼠
,

辐射敏感性
,

原癌基因 一
,

端粒酶

中图分类号

放射疗法治疗恶性肿瘤的放射生物学效应之

一
,

是电离辐射作用于生物体所产生活性氧自由基

作用于氧化产物丙二醛 与生物膜
,

但脂类

过氧化在辐射所致生物膜损伤的机理中可能起主要

作用
。

活性氧
,

是指
一
、 ’ 、 ’ 、

和脂质过氧化的中间产物脂

质过氧化物
。

它们进攻多聚不饱和脂肪酸导

致生物膜结构和功能的改变
,

氧化损伤蛋白质的琉

基和氨基可使蛋白质变形
、

交联
、

使酶失活
,

损伤

可导致细胞突变【’
。

长期以来
,

人们对癌组织

中的超氧化物歧化酶 进行了大量的研究
。

发现
,

癌组织中的
、

过氧化氢酶 和维

生素 的含量均明显低于正常组织
,

而且癌组织中
的脂质过氧化物水平较高

,

可以通过抑制 的

活性
,

增加癌细胞对活性氧的敏感性而杀死肿瘤细

胞
。

相反
,

如注人
,

在对正常生物组织发挥抗

辐射损伤保护作用的同时
,

对受照射的肿瘤组织生

长是具有抑制还是促进作用很少有文献报道
。

本工

作以荷瘤小鼠为动物模型
,

研究了全身照射下注人

对肿瘤细胞脂质过氧化
、

肿瘤组织端粒酶活

性
、

肿瘤原癌基因 蛋白表达的影响
,

探讨

对 肝癌
、

肺癌
、

肉瘤 种不同皮下荷瘤

小蒯中瘤组织辐射敏感性的影响及分子生物学机制
。

材料和方法

实验动物

肺癌 荷瘤小鼠 , 。肉瘤腹水型昆

门旧书

明种荷瘤小鼠
,

肝癌腹水型昆明种荷瘤小鼠

种
,

种鼠由中国医学科学院药物所提供 健康小

鼠 体重 肚
,

一 周龄
,

均为雄性 购于

中国医学科学院实验动物研究所
。

健康昆明种小鼠

体重 肚
, 一 周龄

,

均为雄性 由徐州

医学院实验动物中心提供
。

种荷瘤小鼠动物模型的建立 无菌条件下

抽取腹腔内传代的 。肉瘤及 肝癌荷瘤小鼠的

腹水
,

以生理盐水稀释
,

调至细胞浓度约
,

取细胞悬液
,

于小鼠右腋下皮下接种
。

无菌

条件下取 肺癌荷瘤鼠瘤组织
,

称瘤重
,

研磨

碎后
,

以瘤重 关生理盐水 稀释
,

制备成细胞悬液
,

调至细胞浓度约
、 ,

取细

胞悬液
,

于 小鼠右腋下皮下接种
。

小鼠

皮下分别接种上述 种肿瘤细胞后 住一
,

肿瘤

直径约 大小
,

开始分组并接受照射及给药
。
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给药方法 种荷瘤鼠分别随机分为三组

照射对照组
、

放疗前给药组和放疗后给药组
,

每组

动物数为 只
。

由猪血纯化而得
,

比活性为
、

勺德
,

实验前采用黄嗓吟氧化法测定比活性
,

苏州大学放射与环卫学院江家贵教授惠赠
。

在每次

照射前或 照射后 腹腔注射
,

剂 量为

留
,

连续
,

用前用生理盐水稀释至
几
。

动物处理 于末次照射结束后
,

脱髓法处

死动物
。

取肿瘤组织 尽量避开坏死组织 制备肿

瘤组织匀浆
。

照射条件

℃

环循次、

,招
、

,‘几、︺,

℃

℃

℃

℃

医用直线加速器
,

, 射

线对小鼠进行全身照射
,

源皮距
,

剂量率为

到
,

剂量分割为 用 巧
。

每天照射一次
,

每次
,

连续
。

脂质过氧化程度有关指标的测定 ,

测定肿瘤组织匀浆蛋白含量应用硫代巴比妥酸

钠 荧光法测定肿瘤组匀浆的 含量
。

应用黄嗓吟氧化酶法及化学比色测定肿瘤组织血清

超氧化物歧化酶总活力 活力
。

应用二硫

代二硝基苯甲酸与琉基化合物有色反应法测定肿瘤

组织匀浆谷胧甘肤 含量
。

应用双底物偶联

动力学法测定肿瘤组织匀浆谷胧甘肤过氧化物酶

含量
。

端粒酶活性测定

采取 方法定性检测
。

端粒酶提取 脱髓法处死小鼠后
,

无菌条件

下解剖切除肿瘤组织样品
,

经磷酸盐缓冲液

或生理盐水漂洗
,

℃
,

加 离心
,

弃上清液
,

将沉淀组织用小手术剪刀切成碎

片
,

加人 邻 洗液洗涤
,

同上条件离心
,

弃

洗液沉淀加人 印 裂解液悬浮
,

置冰浴
,

℃
,

离心
,

取上清 匹 做端粒序列检
测扩增 反应模板

。

端粒重复序列扩增 取 反应管
,

各加

人 林 反应混合物
,

并加 匹处理的标本
,

混匀
,

加人 印 液体石蜡
,

离心数秒
,

置 ℃水浴保温
,

取出即可在聚合酶链式反应 仪上循

环
。

产物杂交检测 第 次反应 循环结束
后

,

取出微孔板
,

在各孔中加人 林 杂交反应液
。

取 匹 杂交液 于每个 扩增产物管中
,

混匀
,

分别取 林 加到微孔板各孔中
,

混匀
,

设

立阴阳对照
,

置 ℃恒温反应
。

第 次反应
每孔加人 林 杂交反应液

,

置 ℃恒温反应
。

结果判定 波长为 读取 口。值
。

阴性

对照 口口值低于 时按 计算
,

高于 时

按实际 口。值计算
。

样本 口 值大于或等于阴性对

照 口。值的 倍时
,

判为端粒酶活性阳性
。

统计分析 应用秩和检验
,

查表计算 值
。

应用二步法免疫组化检测试剂检测 , 肺

癌
、

肝癌两种肿瘤组织中 一 蛋白表达

标本收集及处理 于照射结束后
,

脱髓法

处死小鼠
,

取各组小鼠肿瘤组织
,

以 中性福尔

马林固定
,

常规制备石蜡切片
。

一 试剂盒 酶底物显色试

剂盒购于北京中山生物技术有限公司 鼠源

性单克隆抗体购自美国
,

一 试剂盒使用某些有机单体小分子

将小鼠的免疫球蛋白与过氧化物酶联结成多聚体形

式
,

使每一个抗体分子与多个酶分子相连
,

替代传

统方法中的二抗和三抗
,

直接放大抗原抗体结合的

信号
,

可以将位于人和动物的组织切片和细胞涂片

上的抗原定位
。

与传统的链霉卵白素 三步法

相比
,

此试剂盒具有简单
、

快速
、

敏感等特点
,

因

为系统中不再使用生物素
,

所以避免了由于内源性

生物素所造成的背景染色
。

结果判定 光镜下 染色阳性的细胞胞

浆及核膜呈棕黄色
,

边界清晰 双盲法随机观察

个高倍视野
,

根据阳性细胞所占比例
,

为
,

今卜
一一

为一
,

为 升
。

阳性对照为购买的
阳性对照片 阴性对照 用 代替一抗

。

统计方法

肿瘤细胞脂质过氧化程度有关指标的测定数据
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用均数士标准差 又幻 表示
,

两组比较应用

软件的 检验
,

组比较应用 软件的方差分

析
,

对各组数据进行组间差异显著性比较
。

端粒酶

活性测定应用秩和检验
,

查表计算 值
。

蛋

白表达统计应用 统计的软件卡方分析法
。

结果

注射 对照射的 。肉瘤荷瘤小鼠肿瘤细

胞脂质过氧化的影响

如表 所示
,

照射前给药组和单纯照射组比

较
,

肿瘤组织中 含量明显增加少
,

、 一 含量及 一 活力都明显下降

蕊 放射后给药组与单纯照射对照组相比
,

肿瘤组织中 含量增加
, 、

一 含量
下降 感

, 一 活力明显降低
,

差异显著
尸 。

。

而照射前给药组与照射后给药组相比
,

仅 含量降低有显著差异
,

而

含量
, 一 、 一 活力均无显著差 异

结果说明
,

照射前后注射同等剂量
均能增加受辐射的 。肉瘤荷瘤小鼠肿瘤细胞的脂

质过氧化
,

降低多种超氧化物酶的含量及总过氧化

物酶活力
,

即照射前后注射 对接受分次放疗的
, 。肉瘤荷瘤小鼠肿瘤细胞具有辐射增敏作用

,

统

计学均有显著差异
。

照射前用药稍好于照射后用药
,

但统计学无显著差异
。

价 一 , 一

” 王幻
, ‘

十

十

士

土

升

士

·

狂

士

二

社

士

一

士

社

社

〔夕
, ,

尸

注射 对接受分次照射的 肺癌荷瘤

小鼠肿瘤细胞脂质过氧化的影响

由表 说明
,

与单纯照射组相比
,

照射前给药
组肿瘤组织中 含量明显增加

,

活力降

低
,

有显著差异 枷切
, 一 活力下降更明

显
,

含量也有下降
,

但两组比较
,

统计学无显著差异
。

结果说明
,

照射前注

射 能协同增加受辐射的 肺癌荷瘤小鼠肿

瘤细胞的脂质过氧化程度
,

降低 一 及总过氧

化物酶活力
,

对 含量变化无明显影响
。

注射
对接受分次放疗的 肺癌荷瘤小鼠肿瘤细

胞具有辐射增敏作用
,

统计学有显著差异
。

产
,

。

价 一 , 一

卜 王均
,

比

士

肚

士

士

士

手

处

士

士 生

一

土

士

土

〔尸 ,

耐
,

尸

注射 对照射的 肝癌荷瘤小鼠肿瘤细

胞脂质过氧化的影响

照射前后给药组分别与照射对照组相比
,

肿瘤

组织中 含量明显下降
,

差异显著 厂
,

而 含量的增加
,

含量
、

活力的下

降均无统计学差异
。

照射前给药组与放射

后给药组相比
, 、

含量
, 、 一

活力变化均无显著差异
,

其结果列于表

中
。

说明
,

照射前后注射 仅降低受辐射的

肝癌荷瘤小鼠肿瘤细胞 的含量
,

不影响其他

过氧化物酶和丙二醛含量
,

对接受分次放疗的

肝癌荷瘤小鼠肿瘤细胞的脂质过氧化影响不显著
,

所以无明显辐射增敏作用
。
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一 , 一 皿

一 王匀
, “

妊

一 困

‘

土

一

士

士 士 士
一

土 土 士

士

士

士

夕
,

对 肝癌
、 。肉瘤

、

肺癌荷瘤

小鼠肿瘤组织端粒酶活性的影响

肝癌照射前给药组和照射后给药组与对照

组相比
,

两组的端粒酶活性表达均降低
,

经秩和检

验统计学有显著差异
。 ,

给药两组比较无

差异
。 。肉瘤照射前给药组和照射后给

药组与对照组相比
,

两组的端粒酶活性表达均明显

降低
,

经秩和检验统计学有显著差异 见表
。

夕
,

给药两组比较无差异
。

对接受电离辐射的 肺癌荷瘤小鼠肿瘤组织中

端粒酶活性表达无影响

址 万匀
,

夕
,

对原癌基因 一 蛋白在不同肿瘤组织

中的表达具有不同影响

接受全身照射后癌基因表达结果列于表
。 。

肉瘤荷瘤
、

肺癌荷瘤鼠 组肿瘤细胞 一

表达水平较对照组低
,

肝癌荷瘤鼠两

组肿瘤细胞 一 表达水平未见明显差烈

一

一

夕
,

腹腔注射 对接受分次放疗的 , , 。肉瘤和

肺癌荷瘤小鼠肿瘤细胞具有辐射增敏作用
,

差异显著
。

照射前用药稍好于照射后用药
,

但统计

学无显著差异
。

腹腔注射 对接受分次放疗

肝癌荷瘤小鼠肿瘤细胞辐射增敏作用不显著
。

讨论

目前关于放疗中抗氧化剂的使用存在两种截然

相反的假说
。

一种理论认为放疗过程中使用抗氧化

剂
,

可以通过增加抗肿瘤免疫反应和减轻对正常细

胞的辐射毒性来提高放疗的功效 另一种理论认为

放疗时不应该使用抗氧化剂
,

因为它对肿瘤组织也

具有辐射保护作用
。

为此有人进行离体实验
,

分

别用抑制剂 抑制
,

用氨基三哇抑

制
,

用
、

双重抑制 后
,

发现均

能使活性氧对癌细胞的杀伤增敏 ,
。

整体全身照射
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实验与离体有显著的不同
,

在我们的研究中

是通过腹腔注人小鼠体内的
,

根据 药代动力学

判断
,

照射过程应该在药效期
。

但是
,

在 种

荷瘤小鼠肿瘤内的分布
、

富集浓度仍然是个未知数
,

这是一个非常关键的问题
。

从 种肿瘤照射后脂质

过氧化产物 的量
,

较对照组高这一点出发
,

可以推测作为抗氧化剂的 没有发挥应有的抗

氧化作用
,

可以解释为肿瘤组织中 的浓度是非

常低的
。

不过
,

把荷瘤小鼠肝癌的 增加量和

另外两种肿瘤的相比要小得多
,

考虑到肝是净化血

液的主要器官之一
,

在肝中总会有一定的滞留

量
,

可能这少量的 就发挥了清除自由基的作

用
。

另一方面
,

对于正常组织而言
,

在注人外源性

后
,

经照射可诱发内源性抗氧化剂
、

一 及 一 分泌增加
。

对肿瘤而言
,

实验

结果表明这些内源性抗氧化剂的分泌减少
。

可以从
两个方面进行推测 一是 对正常组织酶的刺激

作用和肿瘤不一样 二是免疫系统增殖导致肿瘤组
组织活性氧爆发 ,

,

显著消耗了肿瘤组织中的内源

性抗氧化剂
。

由此可见
,

对荷瘤小鼠辐射增敏作用与肿

瘤的种类相关
,

其实质可能和 在肿瘤组织中的

代谢浓度有关 辐射增敏的主要原因是免疫系统在
注人 后经照射诱发增殖

,

导致免疫系统对肿瘤

细胞的杀灭
,

同时并不排斥 经照射刺激酶的表

达活性
,

导致在正常和肿瘤组织中内源性抗氧化剂

的分泌水平有大差异的可能性
。

诚然
,

注人外源性 的吸收代谢过程
、

起始

作用浓度
,

靶细胞内的作用点及作用于生物大分子

的本质研究有待进一步深人
。

端粒酶活性水平与细胞分化程度
、

转移及辐射

敏感性都有着密切关系
。

接受电离辐射后
,

在合成

端粒 和肿瘤细胞生长分化过程中起重要作用

的端粒酶的活性明显下降
,

提示电离辐射对端粒酶
活性的抑制是肿瘤放射治疗的重要机制之一 ,

。

等 ’进行裸鼠荷瘤实验结果表明 电离辐射

显著降低端粒酶活性及 表达
,

其机制不能仅

仅以凋亡或坏死学说来解释
,

但放疗后端粒酶活

性的降低可促成细胞的死亡
。

因此
,

端粒酶活性

测定是评价放疗效果和早期预测结果的有效的指

标【川
,

端粒功能与端粒长度的变化可以作为评价染
色体辐射敏感度的指标

。

本实验研究表明
,

给

肝癌和 , 。肉瘤荷瘤小鼠注射一定剂量
,

能明显降低接受电离辐射的荷瘤小鼠肿瘤组织中端

粒酶活性表达
。

可能通过调节端粒的功能
,

协

同促进肿瘤细胞凋亡
。

而照射前 还是照射后

给药两组端粒酶活性无差异
,

说明该实验设计的时

间对结果无影响
。

而相同剂量的 对接受电离辐

射的 肺癌荷瘤小鼠肿瘤组织中端粒酶活性表

达无影响
,

与对照组比较没有显著差异
,

其原因有

待深人研究
。

和 家族原癌基因与 家族基因有相

似的序列
、

结构
,

均编码核结合蛋白和短的半衰期
。

【‘’】等用亚硝基二乙胺诱发 以 小鼠建立肺
癌荷瘤小鼠模型进行动物实验

。

结果在所有肺肿瘤
组织中均有 一 和 一 原癌基因蛋白的表达

,

而 一 蛋白的表达较 一 稍强
。

在给予相应的

药物治疗后两者表达呈下降趋势
,

表明 朋 与
一 蛋白的表达与荷肺癌的 小鼠肿瘤的发生

发展密切相关
。

有资料表明 对不同肿瘤细胞生

长的影响与细胞内基因表达的调节不同有关
,

其中
与 一

、 一 、 一几 基因关系密切 ‘
,

, ’。 本实

验结果揭示了 可能改变了肿瘤细胞中 一

基因的表达状态
,

因此影响了肿瘤细胞的辐射敏感

性
。

但 如何影响癌基因产物的表达以及

对其它肿瘤的影响还须进一步探讨
。
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