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摘 要
:

【目的】探索低强度超声波对辐射后血管内皮细胞增殖功能和酪胺酸激酶膜受体 (KD R ) 表达 的作

用
。

【方法】体外培养的第 3 代血管内皮细胞以 5 x 1 0
`
/ 孔的浓度接种于 6 孔板内

,

分别接受 。 、

队 6
、
9 G y 4 个剂

量 60 C 。 , 射线的辐射
,

实验组接受低强度超声波仪的干预 (功率
: 0

.

s w / 。澎
,

频率
: 1

.

6 m H z

)
;对照组低强度超声

波仪的功率设为 。 ;检测细胞的增殖和 K D R 的表达
。

【结果】剂量为 。 、
3

、

6 汤 时
,

第 8 天的细胞记数 (
/ 10

`
/ 孔 )

实验组分别为
: 2 2

.

07 士 1
.

8 3
、
2 1

.

67 士 1
.

4 5
、

12
.

7 6 士 0
.

7 4
,

对 照组分别为
: 2 0 0 8 士 0

.

4 9
、

8
.

4 4 土 1
.

4 8
、

4
.

7 6 士

0
.

13
,

实验组的细胞数明显增多 ( 尸
< 0

.

05 ) ;同时细胞融合时 间也明显缩短 ;辐射剂量为 。 、
3 Gy 时

,

实验组 KD R

表达分别呈 阳性和弱阳性
,

较对照组 K D R 表达均有所增强
。

【结论」低强度超声波对辐射后血管内皮细胞的增

殖功能和 K D R 的表达均有提高作用
。

关键词
:
低强度超声波 ; 血管内皮细胞 ; 辐射 ; 酪胺酸激酶膜受体

中图分类号
:
R s l 文献标识码

: A 文章编号
: 2 67 2

一
3 5 5 4 (2 0 0 3 ) 0 4

一
0 3 8 2

一
0 4

nI iV otr S t u d y o f t h e E ffe
e st o f L o w

一

nI t e n s i t y U l t r a s o u n d o n V a s c ul a r

E n d o ht e l i a l C e l l s A ft e r E x P o s u r e t o I r r a d i a t i o n

L l X ian g ,
,

S H E N Q i a n扩
,

K U AN G D a i
一

ju n ,

( 1
.

D e p a rt m e n t o f S t
o m a t o l鳍 y

,

H u a n
即

u D i v is i o n ,

T h
e F i sr r A iff l iat e

d H o s p i tal
,

2
.

C
o
ll

e
罗

o
f S t

o m a t o l
o
爵

,

S UN aY
t 一 s e n U n iv e sr i ty

,

G
u a n 邵 h

o u 5 1 0 7 0 0
,

C h i
n a
)

A b s t r a e t :

[ o bj
e e t iv e

l 肠
, tu d y th 。 。

ffe
e t , 。 f 一。 w

一

i n t e n s i妙 u一t r a s o u n d ( L xu s )
。 n 山。 p or li fe ar

-

t io n o f v a s e u l a r e n d o t h e l i a l e e l l s ( V E C ) a ft e r e x p o s u er to iarr d i a ti o n a n d t h e e x p r e s s i o n o f k i n a s e d o -

m a i n 。 er e e p to r ( K n R )
.

[M
e th o d S

]Th
。 th i司 p a s s a g。 。 e一l , w e r。 p l a t e d 。 t 。 d e n t s i t y 。 f s 、 1 0

4 。 e l l s /

w e l l i n t o s i x
一
w e l l p l a t e s , a n d i rr a d i a t e d w i t h 1

.

2 5 M e V 丫
一

ar y for m a 6 o
C o s o u r e e a t th e d o s e s o f o

,

3
,

6
,

9 yG
.

T h e e x p e ir m e nt a l 脚
u p e e l l s w e r e i n s o l at e d i n 12

、

2 4 h o

usr aft
e r i r ar d i a t i o n b y L I U S

( p o w e r : 0
.

S W / e m Z ,

fer q u e n e y : 1
.

6 m H z )
.

T h e e o n t or l g or u p
’ 5 p o w e r w a s 0

.

T h e p or l ife ar t i o n o f

v E e 。 n d th e 。 x p er s s i o n 。 f K D R we er 。 b s e vr e d
.

[ R
e s u l t S ]w h e n th 。 i rr a d i a t i o n d o s 。 w a , o

,

3
,

6 G y
,

t h e e e l l e o u n t (
x 10

4 / w e l l ) w a s 2 2
.

0 7 士 1
.

8 3
,

2 1
.

6 7 士 1
.

4 5
,

1 2
.

7 6 土 0
.

7 4 i n th e e x p e ir m e n t a l

g or u p
, a n d 2 0

.

0 8 士 0
.

4 9
、
8

.

4 4 士 1
.

4 8
、

4
.

7 6 土 0
.

1 3 i n t h e e o n t or l g or u p
,

er p e e t i v e ly
.

hT
e n u m b e r

i n t h e e x p e ir m e n ta l g or u p w a s h i gh e r t h a n th a t i n t h e e o n t or l脚
u p ( p < 0

.

0 5 )
.

L IU S h a d s i g n i if e a n t

e
ffe

e t 。。 i n e er a s i n g th 。 。 x p er s s i o n 。 f K D R i n n o
mr

a l v E e er e e i v e d o 。 r 3 G y r a d i a t i o n
.

【e
o n e l u s i o n

]

L IU S e a n im p or v e th e gor w t h o f i rr a d ia t e d V E C a n d th e e x p er s s io n o f K D R i n V E C
.

K ey w o r d s : l o w
一

i n t e n s i ty u l t r a s o u n d ; v a s e u l a r e n d o t h e l i a l e e l l s : i rr a d i a t i o n : k i n a s e d o
-

m a l n e r e c e P to r

[ J SU N Y a t一 s e n
U

n iv ( M
e
d S

e i )
,

2 0 0 3
,

24 (4 )
: 3 8 2 一

385 ]

领骨放射性骨坏死 ( os toe r ad ion
e or iss

。 f ja w s ,

O RN )J 是头颈部恶性肿瘤放疗后常见 的严重并发

收稿日期
: 2 0 0 3

一

0 2
一

2 0

基金项目
: 广东省卫生厅基金资助项 目 ( 2 0 01 0 4 4)

作者简介
: 李 祥 ( 19 7 1

一

)
,

男
,

安徽蚌埠人
,

硕 士
,

主治医师
.

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 2003. 0114



第 4期 李 祥
,

等
.

低强度超声 波对辐射后血管内皮细胞影响的体外研究 3 8 3

症
,

也是一临床难题
。

针对 O R N J 的病因病理和临

床特点
,

O RN J 的治疗基本上是保守性的药物
、

高

压氧
、

刮治术和外科手术切除
。

这些方法存在费用

昂贵
、

治愈率有限以及影响口领功能等缺陷 川
。

超

声波在骨折
、

创伤
、

溃疡等方面的疗效早已被证实
,

但用于 O RN J 的研究在国内外并不多见
。

本研究于

20 0 0 年 9 月 一 2 001 年 12 月通过体外实验探讨低

强度超声波 ( I
o -w i n t e n s i ty u i r ar s o u n d

,

IL U S )对辐射

后血管 内皮细胞 (
v a s e u l a r e n d o t h e l i a l c e l l s

,

V E C )的

生物效应
,

为 IL U S 用于临床治疗 O R N J 提供理论

依据
。

2 结 果

1 材料与方法

l
,

1 材 料

牛胸主动脉 (广州市奶牛研究所 )
,

低强度超声

波仪 ( c z
一

3 型 )
,

K D R 抗体 (武汉博士德公司 )
,

r IT C
一

IG G (华美公司 )
, 6 0

C。 放疗机
: 型号为 T h e ar t o n

7 80 C
,

S SD : 80 e m
。

1
,

2 方 法

1
、

2
.

1 血管 内皮细胞的培养与分组 用酶消化

法从新生小牛胸主动脉获取血管内皮细胞
,

行原代

和继代培养
。

将第 2 代的细胞以 5 x l少 个 / 孔的浓

度接种于 6 孔板内
,

形成第 3 代细胞
。

共取 8 板 ( 4 8

个孔 )
,

随机分成 4 组
,

每组 2 板 ; 24 h 后在室温下

分别接受 0
、

3
、

6
、

9 卿 4 个剂量
6

0C 。 丫射线的辐射
,

辐射剂量率为
: 1

.

17 G y / m in
。

每板随机取 3 孔细胞

于辐射 12
、

24 h 后用 U U S 各干预一次
: 功率

: 0
.

8

W / e m
Z 、

频率
: 1

.

6 m H z 、

5 m i n / 次 ; 由 L IU S 干预的

24 孔 细胞 作为实验 组
。

对 照组为 另 24 孔 细胞

( H u S 的功率设为 。
,

其他条件均相同 )
。

1
.

2
.

2 内皮细胞繁殖的观测 用血平板计数法

进行连续 s d 的细胞计数 ; 并记录细胞的融合 时

间
。

1
.

2
.

3 K DR 表达的检则 在 6 孔板 内放置载玻

片
,

制作细胞爬片
。

用上述方法处理后
,

细胞爬片
一 2 0 ℃ 丙酮 固定 ; 滴加兔抗人 K DR 单抗 (即用

型 )
,

置 3 7 ℃湿盒 内 3 0 m i n ; 滴加羊抗兔 F IT C
一

IG g

二抗 (效价 l : 一0 )
,

置 3 7 ℃湿盒内孵育 3 0 m i n ; 缓

冲甘油封片
,

荧光显微镜下观察及摄影
。

阳性对照

为大肠癌 阳性片 ; PB S 代替一抗为阴性对照
。

1
.

3 统计分析

采用方差分析
,

取 a 二 0
.

05
。

2
.

1 内皮细胞的计数及生长 曲线

根据细胞计数的数值
,

以接种时间 ( d) 为横坐

标 ; 细胞数为纵坐标绘制细胞生长曲线如图 l 图

2
,

可见
,

细胞接种后的第 1天
,

对照组辐射剂量为 O

G y 时细胞也有一定的减少
,

但可很快恢复到原有

水平
。

随着辐射剂量的增加
,

细胞数减少程度增加 ;

3
、

6
、

9 仰 组与 0 仰 组相比均有显著性差异 ( 尸 <

0
.

01 )
。

在实验组中 IL U S 对 V E C 繁殖的促进作用

不仅表现在 o G y 组
,

对 3 衍
、

6 G y 组的促增殖作用

也是十分明显的 ; 3 G y 组的细胞数完全能够恢复

到正常水平 (图 2 )
。

相同辐射剂量组细胞数比较
,

只有 9 G y 剂量组无差异 ( p > 0
.

0 5 )
。

ǎ工la毖奈。工乙
ó。二巨二口21。口

图 1 对照组 V E C 生长曲线

r i g
.

1 T h e v E e 盯 o wt h cu
r ve o f ht e c o n tr o l g r o u p

’ s

2 5

2 0

l 5

10

5

0

ǎ11。李补。工xàóa借nu工za口

2 3 4 5 6

t / d

7 8 9

图 2 实验组 V E C 生长曲线

F i g
.

2 T h e v E C 盯 o wt h cu vr e of ht e e x讲 ir m e

ant
l g r o u p

’ s

2
.

2 细胞融合时间

随着辐射剂量的增加
,

V E C 的融合时间延长 ;

lL u S 干预后
,

v E c 的融合时间有明显的缩短 (表 1
,

P < 0
.

0 5 )
。
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表 1 V E C的融合时间

T
ab l e1 Th

et im ef oV E C
e o nl f e e e u n

G r o uPs

C
o ntl r o

E
x p er im e n

a l t

O伪

d 8

5d

3伪
1 5d

1 0d

6卿
25d

16 d

9G y

>4 we e
k

>4 we ek

2
.

3 K DR表达的检测

R K D阳性片可见有大量 的黄绿色荧光表达 ;

阴性对照组胞膜胞质 内均无荧光表达
。

R K D在正

常体外 培养 的 V E C呈弱 阳性表达 ;辐射后 V E C

的 K DR呈阴性表达
。

实验组
:0伪 时 K DR呈 阳

性表达 ;3仰 时呈弱 阳性 ;6仰
、

9卿 时呈阴性

表达 (图 3一 s )
。

3讨 论

3
.

1血管内皮细增殖的改变

用体外培养的方法来研究电离辐射对 V E C的

辐射效应是 目前常用的手段之一
。

较大剂量的射线

对 V E C的增殖具有抑制作用
,

且随着剂量的增加
,

抑制作 用越显著
。

在本研究 中
,

图 1 的结 果与

D ey en 等 l2] 的报道基本一致
。

超声波对体外培养细

胞的促增殖作用是十分显著 的
,

但对辐射后 V E C

的生物效应研究的较少
。

不 同条件下超声波对体外

细胞的作用也大不相同
。

D ey en 等 l3] 人使用 l w /

c
耐 频率 1 m H z

( 1
: 4 ) 超声波的干预成纤维细胞悬

液 30
、

60
、

90
5 ,

细胞有丝分裂指数既可达对照组的

3 一 4 倍 ; 但同时也发现有较多的细胞破解
、

死亡
。

而 P
一

Rhe er l’] 使用上述 同样功率和频率的超声波干

预成纤维细胞
、

成骨细胞 5 m in
,

D N A 的合成率分

别提高 37 %
、

52 %
,

却未见细胞的脱壁
、

溶解和死

亡的发生
。

不同功率
、

不同频率的超声波对不同细

胞的作用均有差别
。

4 5 k H z 的超声波功率仅需 巧

m w / c
扩 和 5 0 m w / 。

时 即可 使成纤 维细胞 D N A

的合成提高 52 % 和 34 % 【5 ’ 。

V E C 受到辐射后一定时间内
,

可修复部分损

伤
,

如 DN A 单链在 l h 内能够修复 90 % ;亚致死性

损伤一般在 12 h 内完成修复
`6 1。为消除细胞 自行恢

复的影响
,

我们在辐射后 12 h
,

用 ll U S 对细胞进行

第一次干预
。

正常 V E C 的融合时间 (达到 95 % 的面

积 )为 7 一 l o d ; 4 G y 时的融合时间约为 14 d ; 6 伪

时的融合时间在 20 d 左右 ; 当剂量大于 8 卿 时细

胞在 4 周内不能融合 tz]
。

细胞计数的实验 (图 2 )表明
,

ll US 不但对辐射

损伤较轻的 V E C 有促作用
,

提高细胞的恢复能力
,

增强细胞的繁殖功能 ;而且对辐射损伤较重的 V E C

也有一定的促增值效应
。

当辐射剂量高达 9 仰 以

上时
,

V E C 的损伤已十分严重
,

U U S 已无法恢复
。

总体说来
,

IL U S 把 V E C 的增殖水平提高了一个层

次
。

3
.

2 L IU S 对 K D R 表达的作用

KD R 作 为血管 内皮细胞生 长 因子 ( V as cu lar

e n d o t h e l i a l g or w fa e ot r , V E G F ) 的高亲和力受体之

一
,

属 111 型酪氨酸激酶膜受体
。

KD R 在正常组织中

主要表达于 V E C 和造 血干细胞
,

在更新缓慢 的

V E C 中低表达
,

其主要功能与 V E C 的分化
、

增殖有

关
。

电离辐射降低 V E C 表面抗原的表达已被证实
,

如
: C D 4

、

C D s
、

H LA
一

A B e 等
17 ]。

但有关电离辐射对

K DR 表达的影响报道并不多见
。

R os
e
等 8[] 进行的

体外研究发现基底膜糖蛋白 la m i in n 一

l( 层粘连蛋白
一

1 )
,

对 K D R 的辐 射 损 伤具 有保 护 作用
,

当有

l a m i n i n
一

l 存在 时
,

K D R 在 V E C 的表达提 高 2
.

5

倍
。

此发现间接说明电离辐射对 V E C 表达 KD R 在

体内外是有差别的
。

K at ho 等 l0] 人发现 V E G F 在抑

制电离辐射诱导 V E C 凋亡的作用 中
,

辐射前加人

v E G F 比辐射后加入的抑制效果要大的多 ; 推测可

能是 由于电离辐 射降低了 K D R 的表达或是 K D R

的结合位点活性下降
,

从而使得 V E
GF 的促增殖作

用减弱
。

在本研究中 K DR 在正常 V E C 呈弱阳性表达
,

细胞表面只呈现较少的黄绿色荧光 ;辐射后的 V E C

均无 KD R 的表达 ; 经 IL U S 干预后 K D R 的表达有

所变化
。

ll US 不但对正常 V E C 的 K D R 表达有促

进作用
,

对低剂量辐射后 V E C 的 K D R 表达也有一

定的作用
。

ll U S 增强 K D R 表达的机理并无报道
。

一般来说 V E C 表达 K D R 的增强
,

是 由 V E GF 表达

增强直接诱导产生 的
。

U U S 可增强成纤维细胞分

泌 V E GF
、

B FG F 等细胞 因子 ;对 V E C 是否有相同的

作用
,

以及与 K D R 的表达增强是否有相关性有待

进一步的研究
。

总之 IL U S 不但可以促进正常 V E C 的增殖
,

而

且对辐射后受损的 V E C 也有较强的促增殖作用
。

但这一作用还要取决于细胞所损的严重程度
,

或者

说是 辐射剂量 的大小
。

对未受致命损伤的细胞
,

IL U S 可以明显提高其增殖 ; 而当细胞受到严重的
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