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摘　要:【目的】探讨不同剂量电离辐射后大鼠类成骨细胞生物学性状的改变。【方法】成骨细胞通过酶消化法从 SD大

鼠乳鼠颅骨中获取传代;将第 2 代细胞分别进行 0、1、4 、6 、9 Gy 的γ线辐射 , 检测成骨细胞的增殖 、碱性磷酸酶活性和骨钙素

分泌量。【结果】细胞增殖 、功能和分化受γ线电离辐射抑制的程度不同 , 1 Gy 时增殖即受到抑制 , 骨钙素分泌量在4 Gy时才

受到显著地抑制 ,而碱性磷酸酶活性值甚至在 6 Gy 下抑制作用才有意义。【结论】电离辐射后 , 成骨细胞的增殖 、功能和分化

均受到抑制 ,但各指标对电离辐射的敏感性不同。
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Abstract:【Objective】To compare the effects of radiation of 5 different doses on the rat osteoblast-like cells(ROB)and to study

the critical size of radiation , in w hich proliferation , physiological function and differentiation of the ROB were damaged.【M ethods】

The kind of ROB used in the present study w as isolated from the calv ariae of neona tal(one-day-old)SD rats by sequential enzymatic

digestion.The third passage of the cell was used fo r all the experiments.Cells w ere irradiated with γ-ray from a 60Co source at the

experimental doses of 0 , 1 , 4 , 6 and 9 Gy.The medium w as changed immediately after irradiation.6 days af ter radiation(9 day s in

culture), the rela tiv e cell number , alkaline phosphatase activity and the amount of bone Gla pro tein w ere measured.【Results】Radia-

tio n inhibited the ROB.How ever , the effects of radiation on the ROB differed from the three indicato rs.1 Gy could restrain prolifer-

ation of the cells , and 4 Gy physiological function , but only when the dose was increased to 6 Gy w as the effect on the differentiation

significant.【Conclusion】The proliferation , physiological function and differentiation of the ROB are different in terms of their sensi-

tivity to the ionizing radiation.The critical size of the radiation on ROB is uncertain , depending on the different indexes.
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　　颌骨电离辐射损伤多见于头颈部肿瘤的放疗。

根据不同报道 ,颌骨放射性骨髓炎的发病率高达

5%到 22%(平均 10%到 15%)[ 1] 。虽然有采取保

守治疗的研究报道[ 2] ,但这类疾病大部分还是导致

进行性的骨质破坏 ,最终仍需要骨切除和重建 ,因

而严重影响肿瘤患者治疗后的生存质量。正常骨

组织在放疗中对辐射的反应日益引起人们的重视。

成骨细胞是骨形成细胞 ,它在骨基质的形成和骨重

建 、骨愈合中有重要的意义 ,因而有必要利用体外

培养 ,阐明辐射对成骨细胞的直接效应。辐射会引

起细胞结构的一系列的变化 ,并最终导致细胞生物

学性状的改变。由于细胞生物学性状的多样性 ,不

同剂量的电离辐射对各种性状的效应很可能存在

差异 。目前 ,不同细胞生物学性状对电离辐射的敏

感性尚未见有报道。

1　材料和方法

1.1　大鼠类成骨细胞的培养

大鼠类成骨细胞(rat′s osteoblast-like cells ,

ROB)由新生(1日龄)SD大鼠颅骨以分次酶消化

法获取[ 3] 。共消化 6次 ,其中第 4次到第 6次的细

胞置入含 100 m L/ L的胎牛血清(杭州四季青生物

材料有限公司)的 RPMI1640(Gibcobrl公司)培养

液中培养 ,每 3 天换液 1 次。达到细胞融合状态

后 ,进行传代 ,第 2代细胞用于实验
[ 4]
。

ROB细胞以 1.6×107/ L 的密度植于 96孔板

(Corning公司)中常规培养 ,每孔 100 μL。培养第

3天 ,分别以 1 、4 、6和 9 Gy 剂量的60Co γ射线照

射;不接受照射的为对照组(0 Gy)。照射后立即更

换培养液 ,并继续培养至第 6 天 ,然后进行各项指
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标的检测 。

1.2　指标检测

1.2.1　相对细胞数的检测　对细胞增殖的检测采

用M TT 法[ 5] 。每组细胞检测 10个培养孔。检测

时每孔加入 M TT 溶液(5 g/L)20 μL , 37 ℃,继续

孵育 4 h后终止培养。吸弃孔内培养上清液 ,每孔

加入 150μL 二甲基亚砜。用酶联免疫检测仪(波

长 570 nm)测得吸光度 A 。

1.2.2　碱性磷酸酶活性检测　去除培养液 ,每孔

各加入 0.05 mL/L 的 Triton-X 100 ,于 4 ℃冰箱中

放置 12 h 后 ,使用超声震荡将细胞物理法裂解。

吸取细胞裂解液 ,利用碱性磷酸酶(alkaline phos-

phatase ,ALP)试剂盒(慈城生化试剂厂)在酶联免

疫检测仪上 ,采用速率法(波长 410 nm ,高速震荡 5

min ,检测 11次 , 1次/min)测吸光度变化值 ΔA 。

1.2.3　骨钙素分泌量检测 　采用放射免疫法检

测 ,按照骨钙素放射免疫试剂盒(北京东免东雅生

物技术研究所提供)说明步骤操作 。检测骨钙素

(bone Gla protein ,BGP)标准品获得 BGP RIA标准

曲线 ,将样品的放射性核数计数率(min-1)转换成

BGP 量(μg/L)。

1.3　统计学方法

利用 SPSS 统计软件对所获得的数据进行统

计分析 ,采用方差分析法 。

2　结　果

不同剂量的 γ线辐射对 ROB 的增殖 、功能和

分化的影响 ,见表 1。我们用相对细胞数 A 值反映

细胞增殖情况 ,并转化为增殖率 。细胞增殖率 R

=(A -A0)/ A 0 ×100%。其中 , A为辐射后的吸

光度 , A0 为细胞植入培养孔贴壁后的吸光度。经

检测 , A0 =0.1148。

表 1　不同剂量辐射对各项指标的影响

Table 1　Effects of various indicators after radia tion at different do ses

Dose/Gy AMTT AALP/(ΔA·min-1) CBG P/(μg·L-1) R / %

0 　　　0.68±0.02 　　　0.0096±0.0013 　　　 0.52±0.01 489.1

1 0.62±0.04 1) 0.0070±0.0044 0.49±0.05 437.5

4 0.47±0.02 1) 0.0070±0.0015 0.34±0.03 1) 312.8

6 0.47±0.02 1) 0.0053±0.0008 1) 0.33±0.02 1) 309.4

9 0.33±0.00 1) 0.0005±0.0002 1) 0.27±0.03 1) 186.7

　　1)Com pared w ith the cont rol group w ithout exposure to radiation , P <0.01

　　辐射后 , ROB 细胞的增殖受到了抑制 。随着

辐射剂量的增大增殖率下降。而且 ,在辐射剂量达

1 Gy 时 ,增殖抑制效应有显著意义。我们以 ALP

活性值及 BGP 分泌量作为细胞的功能和分化的指

标
[ 6]
,它们对辐射的反应与细胞增殖情况相似 ,即

在辐射的作用下 ,这两个指标都下降了 ,但与对照

组比较表明 ,导致这两个指标降低有意义的辐射剂

量并不相同 ,它们分别为 6 Gy 和 4 Gy 。

3　讨　论

3.1　电离辐射对 ROB增殖 、功能和分化的影响的

一致性

本研究表明 , γ射线电离辐射对 ROB的增殖 、

功能和分化都具有很强的抑制作用 ,并且呈剂量依

赖性。导致 ROB 细胞呈显著性抑制的辐射剂量 ,

各研究的报道有所不同[ 4 , 7～ 9] 。一般认为 ,采用不

同的成骨细胞系 ,对辐射剂量的效应关系不相同;

另外 ,体外培养的 OB与活体组织中的 OB细胞所

处的环境不同 ,在成骨细胞培养时无其它细胞和骨

组织多种成分的制约 ,因此较低剂量的辐射即可表

现出生物学效应 。

3.2　不同生物学性状对辐射反应的剂量差异

在辐射剂量的界值上 , 增殖与功能(ALP 活

性)和分化情况(BGP分泌量)存在着差异 。与不受

辐射的对照组相比较 , ROB在 1 Gy 辐射下增殖就

受到了明显地抑制 , BGP 分泌量在 4 Gy 时才受到

显著地抑制 ,而 ALP 值直至 6 Gy 抑制作用才有意

义。这种界值的差别说明 ROB的生物学特性对辐

射的敏感性存在着差异 ,反映出增殖 、功能和分化

三者之间的机制的不同。其中增殖性敏感性最强 ,

其次是 ROB的分化和功能 。当 ROB受到辐射时 ,

首先会导致增殖性死亡(增殖抑制),此时细胞并未

处于真实的死亡状态 ,仍保持一定的功能 ,并能进

行分化。只有当辐射剂量高达一定程度 ,才会抑制

ROB的功能和分化 。
(下转第 102页　to page 102)
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能的不同成分进行基因分析。

本文采用脂质体转染法 , 将 pcDNA3-bcl-2 质

粒导入体外培养的 PC12细胞 ,培养 48 h 后 ,用含

有G418的完全培养基筛选 ,继续培养至 12 d时用

克隆环挑出 G418抗性克隆 ,扩大培养进行鉴定。

转染后的 PC12-bcl-2细胞经 Western blot 检测发

现有 26 ku的蛋白表达 ,而 PC12细胞中没有检测

到该蛋白表达 ,原位免疫组化实验也证实了这点。

脂质体转染法是基于带正电荷的脂质体可与带负

电荷的哺乳动物 DNA 结合 ,在靠近细胞膜时与膜

融合 ,从而将 DNA 释放到细胞浆中。实验发现该

方法简单 、稳定 、重复性好 。

pcDNA3-bcl-2的成功构建 ,并通过脂质体转染

PC12细胞获得了稳定有效表达 bcl-2的细胞克隆 ,

这样不仅能够研究 BCL-2蛋白对神经元的作用 ,

而且对探索神经元的生命调控具有重要意义 ,为进

一步针对各类神经损害和神经退行性疾病的基因

治疗工作奠定必要的实验基础 。
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3.3　不同性状不同剂量反应的临床意义

有研究表明 ,在出现放射性骨坏死的区域 ,仍

能见到细胞的形态 ,但细胞的数目 、活力 、形态等生

物学性状与正常状态的细胞均有差异[ 10] 。这说明

此时细胞出现了辐射损伤 ,处于一种增殖状况受损

的潜在的死亡状态。因此 ,在增殖能力丧失状态下

即可发生骨坏死 。

然而在临床上 ,虽然最终仍会出现骨髓炎 ,但

放疗后患者可以长期处于无变化 、症状轻微的稳定

状态。对此 ,本研究认为 , ROB 的功能和分化对辐

射的敏感性较低 ,所以在细胞出现增殖性死亡的情

况下 ,功能与分化的损伤仍可能较弱 ,这有可能使

这种坏死延期发生 ,但由于缺乏细胞增殖与替换 ,

坏死虽然延期但仍不可避免 ,且延期时间的长短取

决于功能 、分化损伤的程度。
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