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  [摘要] 目的 为成功建立放射抗拒性鼻咽癌细胞系亚株,并探讨鼻咽癌放射抗拒机理O 方法 采用
类似临床放疗的照射模式反复照射从人鼻咽癌细胞系CNE-3中分离出具有放射抗拒性的新细胞系亚株O 结
果 采用类似临床放疗的照射模式反复照射分离出具有放射抗拒性的新细胞系亚株CNE-3R,,其在传代 3 个
月后仍表现出较稳定的放射抗拒性,其 SF2 值均>0.5O 结论 采用该研究方法能成功建立放射抗拒性鼻咽
癌细胞系亚株,为研究鼻咽癌放射抗拒机理提供了必要的工具O
  [关键词] 反复照射; 鼻咽癌; 放射抗拒性; 细胞系亚株
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Establishmentofradioresistantsublinefromhumannasopharyngealcarcinoma celllineby repeating irradia-
tion PENGLu-xing,CHEN ia-xin,CHENG in-jian,etal.Departmentoflaiiatherapy, CenterofClinicaloncolo-
gy, thePeople sHospitalofGuangxizhuang Autonomouslegion, Nanning 530021, China
   Abstract] Objective ToestabIish radioresistantceIIsubIinefromahuman nasopharyngeaIcarcinomaceII
IineCNE-3 and investigatethemechanismofradioresistance.Methods RadioresistantceIIsubIinewereestabIished
fromahuman nasopharyngeaIcarcinomaceIIIineCNE-3 byrepeatingX-rayirradiation asradiotherapy.Theradiosen-
sitivityofthissubIine,togetherwith itsparentCNE-3 ceIIIine,weremeasured.Results ThissubIine,named CNE-3R
couId besubcuItured steadiIythreemonths,and keptSF2 >0.5.Conclusion RadioresistantceIIsubIinefromahu-
man nasopharyngeaIcarcinomaceIIIinesuccessfuIIywasestabIished byusingthemethod ofresearch,which providing
thetooIsforthestudyofthemechanismofradioresistance.
   Key words] Repeatingirradiation; NasopharyngeaIcarcinoma; Radioresistance; CeIIsubIine

  放疗是治疗鼻咽癌的主要手段O 近年来鼻咽癌
放疗方法和手段虽然已有较大的发展,但仍有不少
患者放疗效果不理想,这可能与肿瘤中存在或放疗
过程中出现对射线抗拒的细胞成分有关 1] O 我们
用类似临床放疗反复照射的方法从人鼻咽癌细胞系

CNE-3 中获得稳定的具有放射抗拒性的新细胞系亚
株,为今后研究鼻咽癌放射抗拒机理,寻找预测个体
肿瘤放射敏感性的方法提供了实验样品O
1 材料与方法
1.1 仪器(试剂) 10%小牛血清~链霉素~青霉素
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培养基\CO2 孵化箱\生长期的标本 CNE-3 细胞\流
式细胞仪0
1.2 方法
1.2.1 常规细胞培养 采用含10%小牛血清\100 g/mI
链霉素\100 IU/mI青霉素的 1640 培养基9在 37 C
饱和湿度为 5%的CO2 孵化箱中培养0
1.2.2 照射方法 采用 Siemens直线加速器96 MV
X射线照射9照射野 10 cmX10 cm9源皮距 100 cm9
吸收剂量率为 200 cGy/min9培养瓶上覆盖 1.5 cm
厚的补偿块0
1.2.3 CNE-3 放射抗拒细胞系亚株的建立 取指
数生长期的亲本 CNE-3 细胞 15 瓶9分成 5 个照射
组9每个照射组 3 瓶9各照射组总剂量分别为 14\
16\18\20\22 Gy0 每次照射 3 个培养瓶9把培养瓶
置于照射野中心9每天照射 1 次92 Gy/次9照射后再
传代 20 c9照射剂量最高者为照射存活后代细胞0
将该照射存活后代细胞继续照射9每天照射 1 次9
2 Gy/次0 最终照射剂量为 30 Gy9照射后再稳定传
代 20 c9将该放射抗拒细胞命名为CNE-3R0
1.2.4 CNE-3R放射抗拒亚株的验证 将照射存
活的后代细胞CNE-3R和亲本的CNE-3 细胞各分为
6 组9每组有 3 个样品9其中 1 组为对照组9其余 5
组分别照射 1\2\4\6\8 Gy共 5 个剂量后9计算各组
的细胞存活分数9按多靶单击模型在电脑上进行拟
合9绘制出剂量存活关系曲线9求出D0\Dg\N和 SF2
值9进行放射敏感性差异分析0 N为外推数9大小与
存活曲线的肩区宽窄有关 D0 是曲线终斜率的倒
数9它是在每个细胞引起一次致死事件所需的平均
致死量 Dg是准阈值量9也是代表存活曲线肩宽的
另一参数 SF2 为照射 2 Gy后的存活分数9SF2 >0.5
提示具有放射抗拒性 2 0
1.2.5 放射抗拒的稳定性验证 将放射抗拒亚株
细胞在不再照射的情况下连续传代 3 个月9取 3 瓶
指数生长期细胞再用原方法照射9检测其是否保持
放射抗拒性0
1.2.6 细胞周期测定 取对数生长期的 CNE-3\
CNE-3R细胞各 10 瓶9其中每种细胞 2 瓶作为对照9
另 8 瓶照射 2 Gy9分别于照射后 8\12\24\48 1 收集
细胞9经消化\吹打成单个细胞悬液9PBS 溶液洗涤

2 次9乙醇固定9RNA酶消化9PI Sigma 染液 4 C避
光染色 30 min 后9用流式细胞仪 BDFacsCaIibur
型 进行细胞周期检测0
1.3 统计学方法 应用 SigmaPIot10.0 软件进行多
靶单击模型拟合细胞存活曲线绘制9计算细胞放射
生物学参数 N\D0\Dg\SF2 值并进行曲线拟合优度
比较和拟合曲线的统计学分析9P<0.05 为差异有
统计学意义0
2 结果
2.1 放射抗拒细胞亚株 CNE-3R与 CNE-3 形态学
差异 在 5 X\10 X低倍相差显微镜下可见 CNE-3R
与CNE-3 两种细胞形态相似9呈单层\多边形贴壁
生长0 但在 20 X倍以上镜下观察 CNE-3R细胞核
小9细胞质颗粒密集 而 CNE-3 细胞质透明9核中染
色体折光性强0
2.2 放射抗拒细胞亚株 CNE-3R与 CNE-3 放射敏
感性差异 CNE-3R细胞经 1\2\4\6\8 Gy照射的存
活分数分别为 0.895\0.772\0.374\0.194\0.089 
CNE-3 细胞的分数分别为 0.798\ 0.302\ 0.188\
0.028\0.018 传代 3 个月后CNE-3R细胞经 1\2\4\
6\8 Gy照射的存活分数分别为 0.787\ 0.558\
0.335\0.184\0.0720 其分别拟合的细胞存活曲线
见图 19从曲线模型计算的放射生物学参数见表 10
结果表明 CNE-3R及传代 3 个月后细胞照射后的
SF2 值均>0.59说明该细胞株具有较稳定的放射抗
拒性0

图 1 CNE-3R及CNE-3 的多靶单击模型细胞存活曲线

表 1 CNE-3 与CNE-3R细胞存活曲线多靶单击模型参数
 菌 珠 k N D0 Dg SF2 R2 F P
CNE-3R 0.413 2.356 2.421 2.074 0.742 0.997 1411.39 <0.0001
传代 3 个月后CNE-3R 0.312 1.131 3.205 0.395 0.580 0.998 1708.15 <0.0001
CNE-3 0.841 2.417 1.189 1.049 0.391 0.974 147.15 <0.001

 注 K为曲线的终斜率9R2 为决定系数

 8011 C1ineseJournaIofNewCIinicaIMecicine9December20129VoIume59Number12  

万方数据



2.3 CNE-3R细胞周期分布情况 CNE-3R细胞
Gl S 和 G2/M期比例分别为 50.3% 42.3%和
7.4% CNE-3 细胞 Gl S 和 G2/M期比例分别为
58.7% 36.l%和 5.2% CNE-3R细胞 S 期比例略
高于CNE-3 CNE-3 及CNE-3R细胞经 2 GyX线照
射后 8 ~l2 h均表现为G2 期阻滞 24 ~48 h 后都有
明显Gl 期阻滞 但 CNE-3R细胞 Gl 期阻滞时间较
长 恢复较慢 放射抗拒亚系与其亲本照射后细胞
周期变化的趋势大体一致 但程度上有些差别 
3 讨论

在鼻咽癌放疗中放射抗拒是影响治疗效果的重

要因素 阐明其机制就能设计出有针对性的治疗方
案 提高治疗效果 目前认为导致肿瘤细胞内在放
射敏感性差异的主要原因可分为以下两种情况 一
是肿瘤存在明显放射敏感异质性 也就是说 肿瘤放
射治疗前便存在放射抗拒的亚群 造成放射抗拒 二
是肿瘤细胞在放射治疗中发生遗传物质的改变 如
基因突变等造成错配修复系统  NA双连断裂修复
系统等的改变 形成放射适应 产生放射抗拒 3  
有研究表明辐射可诱发遗传不稳定性 这种不稳定
性可以由父代传递给其子代 并在子代表现出来 其
表型涉及到放射敏感性等领域 4 ~6  亦有研究认为
鼻咽癌放射敏感性是多基因参与表达改变的结果 
肿瘤放射敏感性与多种因素相关 7  本研究通过
类似临床的大剂量 X线间歇性反复照射人鼻咽癌
细胞系CNE-3 的方法 诱导出放射抗拒的 CNE-3R
细胞株 并且在常规传代 3 个月后仍保持较高的放
射抗拒性 说明一部分癌细胞在放疗过程中会形成
放射适应 产生放射抗拒 然而 既然在接触射线前
肿瘤细胞中有可能就已存在放射抗拒亚群 那么用
类似临床放疗的大剂量 X线照射的方法建立的放
射抗拒细胞系亚株究竟是肿瘤细胞在放疗过程中由

于基因突变所形成新的具有放射抗拒性细胞亚株 
还是在放射前就已存在放疗中对放射敏感的细胞被

杀灭后所剩余的具有放射抗拒的细胞株 这还需要
从形态学及分子生物学进一步研究才能加以区分 
关于癌细胞放射敏感性与细胞周期时相效应的关

系 有研究发现鼻咽癌细胞照射后 无明显 Gl 期阻
滞 照射剂量为 2 Gy时 未发现 S期阻滞 而在 4 Gy
l2 h 8 Gy6 h和 l2 Gy6 h出现短暂 S期阻滞 有明
显的G2/M期阻滞 具有照射剂量和时间依赖性 认

为G2/M期阻滞可作为预测鼻咽癌细胞放射敏感性
的指标 8  但本次研究通过实验-对照研究发现放
射抗拒亚系及其亲本照射后细胞周期变化的趋势大

体一致 仅是程度上有些差别而已 未能证明细胞放
射敏感性与细胞周期时相效应的关系 因此认为要
把G2/M期阻滞作为预测鼻咽癌细胞放射敏感性的
指标 还需更多的研究才能加以确定 由于鼻咽癌
放射抗拒的形成机理相当复杂 本研究通过类似临
床放疗的大剂量 X线间歇性反复照射的方法分离
出具有放射抗拒性的鼻咽癌细胞亚株 将为放射敏
感性预测及放疗增敏等研究提供有用的依据 本研
究采用多靶单击模型来进行细胞存活分数曲线的拟

合 三条曲线的决定系数 R2 均很大 而且三个曲线
模型方差分析结果显示 差异均有统计学意义 )<
0.00l ~<0.000l  说明该数学模型非常适用于鼻
咽癌细胞照射后细胞存活曲线的研究 
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