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通路在鼻咽癌细

胞系
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和
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中表达的差异&探讨鼻咽癌放射敏感度变化的分子机制(方法
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通过
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线大剂

量低分割照射技术建立鼻咽癌放射抗拒亚系$子代&

:V*((7!

%&观察亲代$

:V*((

%和子代细胞的形态学

和生长动力学差异&检测亲代及子代细胞系放射敏感度相关参数&分析亲代及子代细胞系各自细胞周期

分布&同时检测亲代与子代细胞系
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通路中各因子的蛋白质表达水平(结

果
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放射敏感度相关参数具有延续性(同时
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通路可能在调控鼻咽癌放射敏感度和细胞周期分布方面发挥一定作用(
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引言

鼻咽癌是我国头颈部最常见的肿瘤之一&放

射治疗是其主要治疗手段(但由于肿瘤细胞异质

性的存在&组织学上分化相同的恶性细胞也会表

现出不同的放射敏感度&其中对放射治疗相对抗

拒的细胞亚系&能够在放射治疗后继续存活&导致

鼻咽癌的局部复发(这种放射敏感度的差异受细

胞耗氧水平'辐射致
LVI

损伤后的修复能力'分

裂细胞数量'凋亡以及细胞周期中不同时相分布

等影响&其中细胞周期时相调控在此过程中可能

起着主要作用(

研究表明蛋白质酪氨酸磷酸酶
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同细胞

周期调控相关)
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&但
7@Z(!

对鼻咽癌放射敏感度
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在鼻咽癌细胞系
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和鼻咽癌

放射抗拒细胞亚系
:V*((7!

中表达的差异&探讨鼻

咽癌放射敏感度变化的分子机制(
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材料与方法
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由华中科技大学同济

医学院附属协和医院肿瘤中心实验室保存(

KZGX

!,)"

培养液和
5)!&

购自美国
5#.1"

公司#新生胎

牛血清购自杭州四季青公司#胰蛋白酶粉剂'碘化丙

锭$

ZX

%'

KVI

酶购自美国
7#

A

+,

公司#蛋白分子量

标准标志物购自美国
6?D+?'B,&

公司#蛋白裂解液'

W:I

蛋白定量试剂盒购自武汉碧云天生物技术研

究所#蛋白酶抑制剂购自瑞士
K"10?

公司#

Z[L6

膜购自美国
G#--#

=

"D?

公司#兔抗人
7@Z(!

'

=

(!

'

:LU,

以及
:

/

-#'L!

单克隆抗体购自美国
:?--7#

A

(

',-4?10'"-"

A/

公司#辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔二抗
X

A

5

购自北京中杉金桥公司#

*:2

化学发光

试剂盒购自美国
Z#?D1?

公司(

!$(

!

鼻咽癌细胞放射抗拒亚系的建立

采用德国西门子
ZD#+8&@
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厚的补偿块(

取对数生长期亲本
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细胞&随机分为两组$
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组和
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组%&每组
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组照射剂量为每次
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&照射后继续培养(待细胞再次达

对数生长期末时&
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胰酶消化细胞&将适量细胞

接种传代&次日再照射相同剂量(重复以上过程&
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&在不照

射的情况下连续传代
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月&观察其放射敏感度(
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克隆形成实验测定放射敏感度
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ZW7

冲洗重悬&
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光显影'扫描图像&用凝胶图像处理系统分析各条带

的灰度值&根据相对灰度值进行统计分析(
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统计学方法

所有实验数据采用
7Z77!$$"

统计软件进行处

理&两个均数之间的比较用
8
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为差

异具有统计学意义(
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结果
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放射敏感度的变化
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细胞受照射后的存活分数&制作细胞存活曲线&
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射线对其呈指数性杀灭(各种细胞放射

敏感度参数
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值见表
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示比其亲代更具放射抗性&而
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的放射敏感

度与亲代细胞相比却没有呈现明显的变化&
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值的差异无统计学意义(由此我们可以看出

大剂量低分割照射能够诱导形成放射抗拒的鼻咽癌
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细胞明显减少&而
7

期细胞明显增多&差异有统计学

意义$

@

"

"*"'

%(然而
:V*((7(

细胞中
5

!

期'

7

期和

5

(

(G

期分别是!$

&,$,(-(*'#

%

R

'$

%$$(-"$&%

%

R

和$

'$),-(*")

%

R

&与
:V*((

细胞相比&其
7

期细胞

数与
5

!

期细胞数的比例有所减少&但差异无统计学

意义$

@

#

"*"'

%&见图
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:V*((
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:V*((7!

'

:V*((7(

的

7@Z(!

"

(

'

=

(!

'

:LU,

'

:

/

1-#'L!

蛋白表达水平变化

7@Z(!

'

:LU,

以及
:

/

-#'L!

在
:V*((7!

细胞中

的表达水平明显上调&

=

(!

表达水平则明显下调&其

与
:V*((

细胞之间的差异具有统计学意义&见图
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$

!

讨论

本实验成功建立了鼻咽癌细胞放射抗拒亚系

:V*((7!

&并以两种分割方式照射得到了两个

:V*((

细胞亚系(目前国际上关于辐射引起放射

抗拒的最佳照射剂量及分割方式尚无定论(有研究

报告)

'

*的
#

$

'

个分割&每次
,5

/

的方式可以迅速

筛选出放射抗拒的细胞亚系(故而&本实验采用这

种每次
,5

/

&照射
'

次&总剂量
#"5

/

的方式&产生

的细胞亚系命名作
:V*((7!

(此外&对照组采用常

规分割&即针对
:V*((

细胞给予每次
(5

/

&共计
!'

次照射&总剂量也为
#"5

/

&该细胞亚系命名为

:V*((7(

(本实验发现
:V*((7!

放射抗拒性显著

提高&而
:V*((7(

细胞则放射敏感度未见显著性

增强(

同一细胞当处于不同细胞周期时相的时候&各

自的放射敏感度不尽相同(一般说来&细胞处于
7

期时放射抗拒&

5

"

(5

!

期相对敏感&而
5

(

(G

期则对

辐射最为敏感(本实验结果显示
:V*((7!

细胞
7

期比例较其
:V*((

细胞明显增高&而
5

!

期细胞明

显减少&而
5

(

(G

期细胞比例变化则不明显(此外&

:V*((7(

细胞各期细胞比例变化均不明显(因此

我们推测&可能是细胞周期时相的变化引起了

:V*((7!

的放射抗拒&即本实验再次证实了体外经

过大剂量低分割反复照射可以致使细胞发生放射抗

拒&并且这一放射抗拒的形成与肿瘤细胞的周期分

布之间存在联系&这与既往大部分研究结果一致(

细胞周期是生命活动的基本过程&经历增殖'分

化'衰老和凋亡&整个过程中受多种周期调控因子

$主要包括细胞周期蛋白
:

/

1-#'

'细胞周期蛋白依赖

性激酶
:LU

'细胞周期蛋白依赖性激酶抑制蛋白

:UX

以及磷酸化酶%的调节&若细胞周期调控异常&

细胞将进入病理状态&参与肿瘤的发生(

:

/

1-#'L!

主要在
5

!

期发挥作用&通过与
:LU)

或
:LU,

结合形成复合物&使细胞由
5

!

期进入
7

期&启动细胞增殖(而
=

(!

与
:

/

1-#'L

竞争结合

:LU)

或
:LU,

&使细胞周期停留在
5

!

期&从而抑制

细胞的增殖(

=

(!

'

:

/

1-#'L!

以及
:LU)

任一失常

均可导致肿瘤的发生(

蛋白质酪氨酸磷酸酶
7@Z(!

是调节细胞内磷

酸化水平的关键性调控因子&基因全长
!%J.

&含
!%

个外显子&活化的
7@Z(!

能够催化
)IU&

或其他酪

氨酸激酶$如
7D1

'

1(C+&

等%的酪氨酸去磷酸化&使

这些激酶的活性降低或丧失&从而负性调控细胞信

号转导作用&抑制细胞增殖)

,($

*

(近期研究表明

7@Z(!

与细胞周期调控也密切相关(本实验中&我

们初步观察到
7@Z(!

'

:LU,

以及
:

/

-#'L!

蛋白表

达水平在
:V*((7!

细胞中明显上调&

=

(!

表达水平

则明显下调&说明
7@Z(!

"

=

(!

"

:

/

1-#'L!

"

:LU,

通

路可能在调控放射敏感度和细胞周期分布方面发挥

了一定作用(在后续的实验中&我们将通过对

7@Z(!

"

(

进行干预&以明确
7@Z(!

"

(

在
=

(!(:

/

(

1-#'L!(:LU,

通路在影响肿瘤细胞放射敏感度方面

的具体作用(
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