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目的
!

研究人胰腺癌
>GFA.$

细胞株中干性细胞放射敏感性!并探讨其放射抗拒的可能机制&方法
!

应用流式细
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X细胞亚群$照射后!计算放射增敏比$利用流式细胞术检测

凋亡及周期分布!并结合
EA[3.EG

探针检查各亚群活性氧簇"
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%水平&结果
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细胞中
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U细胞比例约为
(1&%]

!

AE10
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组凋亡差异无统计学意义"
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水平最低!平均荧光强度显著低于其他
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组"
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结论
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人胰腺癌
>GFA.$

细胞株中干性细胞大多处于静止期!且低
BCD

水平!因此考虑胰腺癌干性细胞的放射抗拒与此有关&
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胰腺癌是恶性程度高)进展快)预后极差的消化道恶性肿

瘤#

/%]

患者临床确诊时已处于中晚期#

-%]

"

/%]

死于广泛

转移'

$

(

*而放射治疗是中晚期胰腺癌姑息治疗的主要手段#并

成为延长生存期的有效手段'

1

(

*临床资料证实#放疗对于提高

胰腺癌的局部控制率及改善临床症状有着明显优势*但是胰

腺癌细胞对放射治疗不敏感#极易局部复发及远处转移*而近

年研究表明#肿瘤存在干性细胞#且是导致其复发)转移和治疗

耐受的根源'

'
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*本研究利用流式细胞仪对
>GFA.$

细胞株进

行检测并分选#得到该细胞株中的
AE00

U

AE10

U干性细胞亚

群和其他
'

个亚群%通过检测各亚群细胞经射线照射后的克隆

形成)细胞凋亡)周期分布和活性氧簇$

BCD

&水平#分析各亚群

细胞的放射敏感性#并初步探讨胰腺癌干性细胞放射抗拒的可

能机制*
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材料与方法
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实验材料
!

人胰腺癌细胞
>GFA.$

购自中国科学院上海

生命科学研究院%

EP4P

培养基)

EP4P

"

[.$1

培养基及
V1-

添加剂均购自美国
\RVAC

公司%标准胎牛血清购自浙江天杭

生物科技有限公司%细胞凋亡及周期分布试剂盒购自南京凯基

生物公司%

EA[3.EG

荧光探针购自美国的
D#

8

<7

公司%流式

细胞仪购自美国
V9Kb<7,.A"N=I9:

公司%直线加速器购自德国

D#9<9,+>:#<N+

公司*
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方法

@&A&@
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细胞培养与照射条件
!

培养条件!含
$%]

胎牛血清

$

[VD

&的
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"

[.$1

完全培养液$含
$]

的青霉素和链霉素&#

2]

的
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1

)恒温
'- Y

培养箱*照射条件!使用德国
D#9<9,+

>:#<N+

直线加速器#

)PZg

射线室温下源皮距照射#剂量率为

'%%K\
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"

<#,

#六孔板上方覆盖
$&2K<

剂量补偿垫#固定源皮距#

DDEh$%%K<

#机架角度为
%o

#射野大小为
$2K<e$2K<

#单次

照射*
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!

流式细胞仪检测及分选
!

细胞生长到对数生长期后#

弃培养基#

>VD

洗
$

次#加入无
4E5G

胰酶于
'-Y

培养箱内

消化
1<#,

#待细胞变圆后加入含血清的培养基
2<6

左右终

止消化#吹打混匀后移入无菌离心管#
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离心
2<#,

#

弃上清*细胞沉淀用
>VD$

次#加入
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X
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)
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X

[R5A

$

$̂ $%%

稀释&于
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冰箱轻摇孵育
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#

$%%%:

"
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离心
2
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#弃上清#用
>VD

洗
$

次#
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!

6>VD

悬浮#流式细胞分选
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仪进行分选#分选后细胞培养用含
$%] [VD

的
EP4P
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[.$1

完全培养液$含
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的青霉素和链霉素及
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&#放于
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的
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培养箱*
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流式细胞术测细胞凋亡
!

分选后的各组细胞经射线照

射$照射剂量为
1\

L

&
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后#用无
4E5G

胰酶消化成细胞悬

液#收集照射处理前后的细胞#冷的
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洗涤
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&#弃上清#用
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重悬细胞#再分别加入
2
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和
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#
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避光反应
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#再加入
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!
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的
@#,!#,

8

@N;;9:

混匀后利用

流式细胞仪检测*
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!

克隆形成实验
!

取对数生长期的各胰腺癌亚群细胞#

按一定数量$

$%

1

"

$%

2 个"孔&接种于
)

孔培养板中#每组设
'

个复孔*继续培养
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后#室温下予
g

线照射*照射剂量分

别为
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*继续培养
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#镜下计数大于或等

于
2%

个细胞的克隆数*终止培养#固定#快速
\#9<+7

染色#按

说明书操作#将培养板倒置并叠加一张带有网格的透明胶片#

肉眼直接计数直径大于或等于
%&1<<

的克隆数*克隆形成

率$
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&

h

克隆数"接种细胞数
e$%%]

#细胞存活分数$
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实验组
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组
>4e$%%]

#计算各放射剂量点的
D[

#根据

单击多靶模型'
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图软件进行曲线拟合作图*实验重复
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次*放射增敏比
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细胞周期分析
!

处理同
$&1&'

#收集照射处理前后的

细胞#

-%]

冷乙醇固定#

0Y10J

#将固定后的细胞用
>VD

洗

涤
$

次#
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!

6BFG7+9'-Y

水浴
'%<#,

#离心后加入
0%%

!

6

>R0Y

避光
'%<#,

#流式细胞仪检测*实验重复
0

次*

@&A&N

!

细胞内
BCD

测定
!

处理同
$&1&'

#收集照射处理前后

的细胞#细胞用温
>VD

洗
$

次#加入
$<6

无血清培养基配置

的
EA[3.EG

$

$%

!
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"

6

&#恒温
'-Y

的
AC

1

培养箱孵育
'%
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#弃培养基#加入温
>VD

洗
'

次#无
4E5G

胰酶消化成细胞

悬液#

$2%%:

"

<#,

离心
2<#,

#弃上清#用
>VD

悬浮#流式细胞

仪检测波长$使用
0//,<

激发波长#

212,<

发射波长&#结果

用平均荧光强度$

P[R

&表示*实验重复
0

次*

@&B

!

统计学处理
!

采用
D>DD$)&%

软件行统计分析#实验数

据以
DT9

表示#均数比较采用单因素方差分析及
5

检验*

!

#
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表示差异有统计学意义*

A
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结
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果
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细胞中各细胞占比例
!

>GFA.$

细胞中
AE00

U

细胞比例约为
(1&%]
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AE10

U 细胞比例约为
0&-]
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&
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&
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X
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X
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*见图
$

*

图
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>GFA.$

细胞内各亚群所占比例情况

A&A

!

各细胞亚群凋亡情况
!

放射线照射前#

AE00

U

AE10

U

$

'&'T%&)

&

]

)

AE00

U

AE10

X

$

0&%T%&/

&

]

)

AE00

X

AE10

U

$

'&0T%&-
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和
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X

AE10

X

$

'&2T%&/

&

]

#各组之间比较#

差异无统计学意义$

!

'

%&%2

&*放射线照射
10J

后#
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U

$

)&/T$&$
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AE10

X

$
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X
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U

$
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]

和
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X

AE10

X

$

1)&'T1&0

&

]

#

AE00

U

AE10

U凋亡比例最低$

!

#

%&%2

&*见图
1

*
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G

!各细胞亚群经放射线照射前凋亡情况%

V

!各细胞亚群经放射线照射后凋亡情况*

图
1

!!

放射线照射前后各亚群细胞凋亡情况

图
'
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各亚群细胞克隆形成实验

A&B

!

各亚群细胞克隆形成实验分析
!

经
1

)

0

)

)

)

/\

L

剂量
g

射线照射后#

AE00

U

AE10

U

)

AE00

U

AE10

X

)

AE00

X

AE10

U

)

AE00

X

AE10

X的
D[

发生不同程度改变#其中
AE00

U

AE10

U

D[

下降幅度最低#

AE00

U

AE10

X 与
AE00

X

AE10

U 次之#

AE00

X

AE10

X下降最明显#见图
'

*

A&C

!

各亚群细胞周期分布
!

放射线照射前后#

AE00

U

AE10

U

的
\

%

"

\

$

期比例均最高#与其他
'

组比较#差异有统计学意义

$

!

#

%&%$

&*见表
$

*

A&D

!

各细胞内
BCD

水平
!

放射线照射前#

AE00

X

AE10

X

BCD

水平最低#

P[R

低于其他
'

组#差异有统计学意义$

!

#

%&%2

&*

0(00

重庆医学
1%$2

年
$$

月第
00

卷第
'1

期



表
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放射线照射前后各亚群细胞周期分布'

DT9

(

细胞亚群

细胞周期分布

\

%

"

\

$

照射前 照射
10J

后

D

照射前 照射
10J

后

\

1

"

P

照射前 照射
10J

后
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U

AE10

U

)'&/T$&- )-&1T'&0 1%&1T'&' $/&(T1&$ $)&%T$&) $'&(T1&2

AE00

U

AE10

X

2/&1T1&1 2-&-T1&( 10&$T0&1 11&1T'&$ $-&-T1&0 $/&$T'&-
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X

AE10

U
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X
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G

!细胞经放射线处理前%

V

!细胞经放射线处理后*

图
0

!!

放射线照射前后各亚群细胞内
BCD

水平

放射线照射
10J

后#

AE00

U

AE10

U

BCD

水平最低#

P[R

低于

其他
'

组#差异有统计学意义$

!

#

%&%$

&*见图
0

*

B

!

讨
!!

论

胰腺癌对放射治疗不敏感#甚至表现出抗拒#导致其预后

差*随着研究的深入#人们发现胰腺癌干性细胞是导致肿瘤复

发)转移和耐药的根源'

0

(

*本课题研究证实#胰腺癌干性细胞

的放射抗拒的原因可能与干细胞大多处于静止期#且干性细胞

内低
BCD

水平有关*

肿瘤干细胞学说认为'

2.$$

(

#肿瘤组织中存在极少量的瘤细

胞#在肿瘤中充当干性细胞的角色#这些细胞具有无限增殖的

潜能#在启动肿瘤形成和生长中起着决定性作用*

3N7,

8

等'

$1

(应用流式细胞仪在胰腺癌
>GFA.$

细胞株中分选出

AE00

U

AE10

U细胞#发现其在体外增殖率低于
AE00

X

AE10

X

细胞#但成瘤率高
1%

倍#认为
>GFA.$

中
AE00

U

AE10

U细胞

有肿瘤干性细胞的特性#因此本课题选取此细胞株为研究对

象#开展了一系列的研究*经过流式检测和分选#获得了
0

个

亚群的细胞*本实验所分选出的
AE00

U 细胞比例明显高于

3N7,

8

等'

$1

(的实验结果#原因有可能为细胞传代次数多后#部

分细胞存在变异可能*克隆形成实验结果显示
AE00

U

AE10

U

D[

下 降 幅 度 最 低#

AE00

U

AE10

X 与
AE00

X

AE10

U 次 之#

AE00

X

AE10

X下降最明显$

D4Bh$&(0

&%在检测凋亡的实验

中#放射线照射前#

0

组细胞凋亡比较#差异无统计学意义$

!

'

%&%2

&#而照射
10J

后
AE00

U

AE10

U 细胞的凋亡比例最低#

AE00

X

AE10

X细胞凋亡最明显#结合以上两项结果表明更具胰

腺癌干性细胞特性的
AE00

U

AE10

U细胞对放射抗拒*周期结

果显示#放射线照射前后#

AE00

U

AE10

U 的
\

%

"

\

$

期比例最

高#说明更具有肿瘤干性细胞特性的
AE00

U

AE10

U是一群相

当静止的细胞#有慢周期特点*肿瘤干性细胞自身处于静止

期#导致其放射抗拒*

699

等'

$'

(通过
AE00

U

AE10

U

4DG

U肿瘤

干性细胞移植瘤模型也证实了胰腺癌干性细胞对放射化学治

疗抵抗*他们用放射治疗联合吉西他滨化疗干预上述模型时

发现移植瘤的生长不仅不被抑制反受到刺激*

实验结果显示#放射线照射前不具有胰腺癌干性细胞特性

的
AE00

X

AE10

X

BCD

水平最低#

P[R

低于其他
'

组%而放射线

照射
10J

后#

AE00

X

AE10

X

BCD

水平最高#而最具有干性细胞

特性的
AE00

U

AE10

U

BCD

水平最低*

BCD

是一类含氧的比

氧气更加活泼的物质#包括过氧化氢$

3

1

C

1

&)超氧阴离子

$

C

1

X

&)羟自由基$

C3

X

&等'

$0

(

*细胞内
BCD

产生的一个重要

来源是线粒体*

BCD

具有较高的反应活性#易于快速与细胞

内的大分子物质反应#引起与许多病理过程有关的细胞结构的

广泛损伤#进而触发细胞凋亡*放射治疗的主要生物学效应即

是通过对组织水分子电离或激发产生活性很强的
C3

X

#引起

细胞
EFG

损伤或通过脂质过氧化途径诱导细胞凋亡'

$2

(

*肿

瘤干性细胞的放射抗拒与其细胞内的低
BCD

水平有关*肿瘤

干性细胞高效率的
EFG

修复是化学治疗和放射治疗抵抗的

重要机制%干性细胞得到细胞龛的保护等*胰腺癌为乏氧肿

瘤#缺氧可上调端粒酶及
AgAB0

'

$)

(的表达#因此#肿瘤的耐药

性)侵袭性增加*

以上研究表明#更具胰腺癌干性细胞特性的细胞亚群表现

出对放射诱导的凋亡抗拒#且初步分析其可能原因为#胰腺癌

干性细胞为一群相当静止的细胞#其慢周期导致放射抗拒#此

外干性细胞内低
BCD

水平是导致其放射耐受的重要原因之

一#为以后胰腺癌的治疗提供新的靶点*
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#本组资料中多数患者在

%&%2%

!

8

+

b

8

X$

+

<#,

X$时即可达到满意的镇痛镇静效果*两

组患者在治疗过程中#各时间点
AZ>

)

3B

指标较为稳定#提示

药物对循环影响小*因文献报道患者使用后出现低血压#尤其

是推注时明显'

/

(

#提示给药时初始宜慢#不要推注*在整个治

疗过程中#瑞芬太尼较芬太尼组缩短了机械通气时间#减少了

RA_

的住院时间#与研究结果相似'

(.$%

(

#这可能与其无蓄积作

用有关*尽管目前瑞芬太尼价格较贵#但其减少了
RA_

住院

时间#一些研究显示其还能减少住
RA_

相关并发症如呼吸机

肺炎等#因此瑞芬太尼总体上不增加或可减少医疗费用'

$$.$1

(

*

瑞芬太尼使用后未见严重不良反应发生#其他不良反应较少*

总之#瑞芬太尼在
RA_

机械通气患者的镇痛镇静治疗过

程中#起效快#作用强#合并使用镇静药物少#可缩短机械通气

及
RA_

住院时间#值得在临床治疗此类患者中推广应用*
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