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摘　要:【目的】探索毫米波对人骨髓细胞和白血病细胞克隆能力的影响。【方法】以波长 8 mm , 功率密度为 4 mW/cm
2

的毫米波辐射人骨髓细胞和 HL60细胞 、K562 细胞 , 测定粒巨噬细胞集落形成单位(GM-CFU)和肿瘤细胞集落形成单位(tC-

FU)。【结果】连续 2 次 60 min 的辐射使实验组的 GM-CFU 比对照组明显上升(P <0.05),连续 10 次 30 min 或 60 min 的辐

射均使 tCFU 较之于对照组显著降低(P <0.05 或 P <0.01)。其余辐射方式则对 GM-CFU 和 tCFU 的变化无明显作用(P

>0.05)。【结论】毫米波的短期辐射(2 次)能增强正常人骨髓细胞的克隆能力而不影响HL60 细胞和K562 细胞的克隆能力 ,

较长时间的辐射(10 次)则使 HL60细胞及 K562 细胞的克隆能力明显降低。提示微波的非热效应可能会影响白血病细胞的

净化。
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Effects of Millimeter-wave Radiation on the Clonogenic Capacity
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SH I Hong-liu , WU Xin-yao , CU I Fu-rong

(Faculty o f Forensic M edicine , Sun Yat-sen University of M edical Sciences , Guangzhou 510089 , China)

Abstract:【Objective】To study the effects of millimeter-w ave radiation on the clonogenic capaci ty of human

bone marrow cell and leukemic cells.【Methods】Normal human bone marrow cells 、H L60 and K562 w ere ex-

posed to 8.0 millimeter-w ave at a power density of 4 mW/cm
2
.GM-CFU and tCFU w ere measured.【Results】

It was found that two times of 60 minutes radiation could result in significant increase of GM-CFU (P <0.05)

w hile ten times of 30 minutes or 60 minutes radiation could lead to remarkable decrease of tCFU compared with

control g roup(P <0.05 or P <0.01).And the other kinds of radiation had no significant ef fects on both GM-

CFU and tCFU(P >0.05).【Conclusion】A short-time millimeter-w ave radiation(tw ice)could strengthen the

clonogenic capaci ty of human bone marrow cell but not on that of HL60 cells and K562 cells.The longer time

millimeter-w ave radiat ion (ten times)could decreased the clonogenic capacity of H L60 cells and K562 cells sig-

nif icantly.It w as suggested that nonthermal effect of microwave might inf luence purgation of leukemic cells.

Key words:microwaves;hematopoietic stem cells/ radiation effects;leukemic cells/ radiation ef fects

　　微波技术已广泛应用于生物医学领域[ 1] ,我们

在白血病细胞的净化研究中使用了微波 ,对在净化

过程中可能存在的微波非热效应产生了兴趣 。毫

米波因其波长短 、在生物组织中穿透深度小 、产热

少等特点而成为研究非热效应的适宜工具 。本实

验使用低功率的 8 mm 微波源来研究毫米波对人

骨髓细胞和 H L60细胞及 K562细胞克隆能力的影

响 ,为探讨微波的非热效应对净化白血病细胞的影

响提供依据。
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1　材料和方法

1.1　材料与装置

1.1.1　试　样　8 例正常骨髓细胞取自正常献髓

者(6例)及非恶性血液病患者(缺铁性贫血及真性

红细胞增多症各 1例)。所采的骨髓细胞经淋巴细

胞分离液(相对密度 1.077)制成单核细胞(MNC)

悬液 ,将 2×109/ L 细胞置于体积分数为 10%小牛

血清的 RPM I-1640培养液中 ,备用 。H L60细胞株

和K562 细胞株(均由广州军区总医院实验科提

供)分别作为急性早幼粒白血病(M3)及红白血病

(M6)的模型 ,用体积分数为 10%的小牛血清 RP-

M I-1640培养液进行传代培养 ,待细胞处于对数生

长期时用于实验 。

1.1.2　毫米波辐射装置　由电子部第 55所提供。

辐射参量为:波长 8 mm ,功率密度为 4 mW/cm2 ,

辐射喇叭口径为 34 mm×40 mm 。

1.1.3 　辐射方式　将 4 m L 细胞数密度为 3 ×

105/mL 的细胞悬液接种于直径为 35 mm 的培养

皿中 ,静置片刻后给予微波辐射。培养皿和辐射的

角锥喇叭均置于 36 ℃的恒温箱中。

1.2　实验分组

被照样品都分为辐射组和对照组 ,辐射时间分

为30 min和 60 min ,每日辐射 1次。正常人骨髓

细胞共辐射 3次 , H L60细胞和 K562 细胞共辐射

10次 ,对照组在相同条件下进行假辐射 。每次辐

射结束均取相等数量的细胞进行 GM-CFU(粒巨

噬细胞集落形成单位)和 tCFU(肿瘤细胞集落形成

单位)的测定 ,并用台盼蓝染色率确定细胞活度(台

盼蓝染色率为光镜下每 100个细胞中被台盼蓝染上

的细胞个数)。其余细胞经半量换液后继续培养。

1.3　培养体系

1.3.1　GM-CFU 的培养体系　参照文献[ 2] 完

成 ,培养总体系 1 mL ,均含 1×10
5
个 MNC ,体积

分数为 20%小牛血清 ,体积分数为 10%PHA-LCM

(植物血球凝集素刺激的淋巴细胞培养上清),质量

分数为 0.5%甲基纤维素(Sigma公司产品),青链

霉素各 100 U ,加入 24孔板中 ,置体积分数为 5%

CO2 , 37 ℃,饱和湿度下培养 8 d ,分别计数 40个细

胞以上的集落数 。集落存活率=试验组集落均数/

对照组集落均数×100%。

1.3.2　tCFU 的培养体系　H L60细胞和 K562细

胞数密度均为 2×103/mL ,不加 PHA-LCM , 其余

和GM-CFU 培养方法相同 。

1.4　统计学处理　实验数据以  x ±s表示 ,采用 t

检验 。

2　结　果

表1和表2显示 ,在为期 3 d的培养和辐射中 ,

无论是 30 min还是 60 min的毫米波辐射 ,对 GM-

CFU和 tCFU 的影响都不显著 ,人骨髓细胞和两种

白血病细胞株的台盼蓝染色率和其对照组相比 ,也

无明显变化 ,仅有经过 2 次辐射的正常骨髓细胞 ,

其GM-CFU 比对照组有明显上升(P <0.05),而

H L60细胞和 K562细胞经过连续10 d的培养和辐

射 ,30 min 、60 min的H L60细胞的 tCFU分别降至

对照组的 43%和 35%;K562细胞的 tCFU 则分别

降至对照组的 66%和 47%;HL60细胞和 K562细

胞的台盼蓝染色率最高升为 29.3%和 25.2%,和

各自的对照组相比 ,上升较为显著(P <0.05);对

于所有细胞来说 , 30 min和 60 min 的毫米波处理

之间没有明显差别(P >0.05),但从趋势上看 , 60

min的毫米波的作用效果要强于 30 min的毫米波

作用 ,集落存活率和台盼蓝染率都是如此。

3　讨　论

清除骨髓中残存的白血病细胞是提高自体骨

髓移植疗效的关键。郑华金等[ 3]在微波净化白血

病细胞的研究中发现:微波比单纯高热对白血病细

胞具有更强的选择性杀伤作用。我们的工作也得

到类似结论[ 4] 。微波的非热效应是否也是引起这

种选择性杀伤作用的一个因素一直为我们所关注。

在此之前沈世人等[ 5] 在小鼠上所做的工作说明

7.9 mm 、3 mW/cm2 的微波不仅能减轻钴射线造成

的损伤 ,而且能促进放射后受损骨髓造血功能的恢

复;李国光等
[ 6]
的实验则表明毫米波辐照对受化疗

处理的小鼠造血系统有一定的保护作用;刘守礼

等[ 7]还发现小鼠离体骨髓悬液经 7.9 mm 、2 mW/

cm2微波的辐射可以促进骨髓中粒系造血祖细胞的

增殖 ,这一明显有利于骨髓细胞良性生长的非热效

应间接支持了下述假设:即微波在净化白血病细胞

的过程中除了热效应外 ,非热效应也可能起一定作

用。在本实验中 , 我们发现:波长为8mm的微波
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表 1　毫米波对 GM-CFU 和 tCFU 的影响

Table 1　Effects of millimeter-wave radiation on GM-CFU and tCFU　 ( x ±s , %)

Group n t rad.　/ min 1 time 2 times 3 times 10 times

Control 8 0 100 100 100

GM-CFU 8 30 115±29 131±42 96±28

8 60 137±31 148±45 1) 127±33

Control 5 0 100 100 100 100　

HL60(tCFU) 5 30 95±28 92±31 90±25 43±162)

5 60 93±30 91±26 88±30 35±132)

Control 5 0 100 100 100 100　

K562(tCFU) 5 30 97±25 96±32 96±23 66±211)

5 60 96±32 94±30 92±31 47±182)

　　1)Com pared w ith cont rol , P <0.05;2)Compared with cont rol , P <0.01

表 2　毫米波对正常骨髓细胞和白血病细胞的细胞活度的影响

Table 2　Effects of millimeter-w ave radiation on cell activity of NBM C1)and leukemic cells ( x ±s , %)

Group n t rad.　/ min 1 time 2 times 3 times 10 times

Control 8 　　　 0 　　6.5±2.0 　　9.3±3.5 　　15.3±5.0

NBM C 8 30 7.0±2.1 7.5±2.5 13.2±4.5

8 60 6.1±2.3 8.0±3.0 11.8±3.6

Control 5 0 9.6±3.0 10.5±3.5 9.8±3.1 　　18.2±5.5

Hl60 5 30 10.3±3.5 9.7±3.2 11.4±3.8 23.1±8.0

5 60 11.2±3.8 9.7±3.2 13.5±5.0 29.3±9.62)

Control 5 0 7.1±2.5 7.5±2.4 8.4±2.8 15.3±4.7

K562 5 30 8.3±2.8 8.5±2.7 9.1±3.0 20.4±5.8

5 60 8.8±3.0 9.3±3.1 9.5±3.2 25.2±8.02)

　　1)NBMC:normal bone marrow cell;2)Compared w ith cont rol , P <0.05

对正常人骨髓细胞和白血病细胞的作用是不同的。

前者虽然只有经过 2次 60 min辐射后其GM-CFU

才显著超过对照组 ,但白血病细胞却是随着辐射次

数的增加而呈下降趋势;台盼蓝染色的结果表明细

胞的死亡数是随着辐射次数的增加而缓慢增加的 ,

H L60细胞经过连续 10 d的培养和辐射 ,其台盼蓝

染色率分别升为 23.1%和 29.3%,换言之此时尚

有76.9%和 70.7%的细胞存活 ,但其 tCFU 却分

别降为对照组的 43%和 35%,显示有相当一部分

活细胞已经丧失了克隆能力 ,即出现了增殖死亡 ,

尽管这些细胞的形态和某些生理功能仍与正常细

胞相同 。K562细胞也存在类似效应。而通常大功

率微波的热杀伤作用会造成细胞的大量坏死 ,这与

毫米波的作用是有区别的 。8 mm 的微波对正常人

骨髓细胞和白血病细胞的不同影响可能是造成选

择性杀伤作用的一个原因。因为辐射体系处于 36

℃的恒温箱中 ,故热效应可以忽略 ,这种作用应属

微波的非热效应 。

毫米波杀伤肿瘤细胞的机理尚不清楚 ,人们在

这方面已经做了许多工作
[ 8 ,9]

。Webb曾发现在 50

～ 200 GH z范围内 ,癌细胞对毫米波段的吸收谱不

同于正常细胞 ,利用毫米波能量可选择性地干扰或

破坏肿瘤细胞的代谢 。从生物学角度来看 ,就目前

所知除了降低癌细胞的克隆能力外 ,抑制癌细胞的

DNA合成 、表面受体的改变 、细胞形态的损伤以及

某一时期超微结构的变化等都是导致癌细胞死亡

的原因。最后需要说明的是 ,在本实验的培养体系

中 ,H L60细胞和 K562细胞可无限传代 ,而正常人

骨髓细胞则自培养的第 3 d起死亡数量增多 ,所以

对其仅进行了 3 d的培养和观察 。
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化无源而致脏腑功能的减退和气血阴阳的亏虚。

因此 ,脾胃病的病因和临床表现错综复杂 ,病机变

化多端 ,或化寒化热或伤阴伤阳 。因此 ,必须应用

多种辨证方法 、综合分析作出诊断 。八纲辨证中的

阴阳辨证是辨别疾病性质的基本原则 ,贯穿于整个

辨证过程 。因此 ,我们把虚和实作为脾胃病辨证第

一步 ,然后再辨别既相互对立又相互联系 ,并不是

完整而具体的证 。八纲要成为临床辨别疾病的最

基本的证型 ,还必须与气血津液和脏腑辨证结合起

来 ,使寒热 、虚实 、表里 、阴阳和气血落实到脏腑 ,便

于对证用药 。笔者把中医脾胃病临床辨证思维过

程和步骤总结为一棵诊断树 ,使脾胃病辨证过程达

到客观化 、标准化 ,便于编制电脑诊断软件。

3.2　证　型

根据诊断树的尾端 、临床常见脾胃病呕吐 、泄

泻 、胃脘痛 、腹痛等和临床实际情况确立了基本证

型33种。为了便于编制电脑专家辨证诊断程序 ,

把一些证型进行了拆分 ,并根据其性质把它们分虚

实二类。其中虚证 18种 ,实证 28种 ,基本涵盖了

脾胃病的证型 ,可满足临床的需要 。

3.3　问题条目

条目池的问题条目包括了脾胃病临床的主观

症状和体征 ,通过专家的第一轮 、第二轮的筛选 ,删

除了重复的内容 ,并对多含义的条目进行拆分确立

了量表的问题条目。同时 ,把每一个问题条目变成

一个问题 ,并请专家对问题表述的精确度进行了逆

向翻译 ,力求使问题明确而便于回答 ,避免使被调

查者对问题的回答产生歧义。

3.4　量　表

对软指标进行定量分析的量表测评方法 ,已被

广泛应用于心理测量和生存质量测评中 ,并得到国

际大多数专家的认可。量表中问题条目的五级量

化方法 ,已被广泛应用于世界卫生组织研制的生存

质量量表中
[ 3 ,4]

,并被国际上大多数学者所认可。

本研究力求使脾胃病辨证量表科学性强 ,易于操

作。
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