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甲硝经 乙哩衍生物����对离体乏氧

��了，�
细胞的辐射增敏作用

杨立锡 郑秀龙
�第二军医大学�

摘婆 本文报道了用马血清代替小牛血清改进和建立了能用于检测 �。 �
细胞存活率的 ���法

。

并

用此法研究证明了我们合成的甲硝经乙哩衍生物����对离体乏氧 ����
�
细胞有明显的辐射增敏作用

，

其
��� 值为 �左右

，
较原化合物灭滴灵的 �����

�

��约提高 ���
。
�� 对缺氧细胞存活率的抑制作用比有

氧下强
。

与前文报道的 �� 对荷瘤小鼠�
，�。
缺氧下照射有辐射增敏作用及对鼠乏氧 ��。 。 生长 有抑制作

用的结果一致
。

作者对台盼蓝染色法和 ���法检测细胞存活率作了比较
。

关键词 ��
� �，，、，

细胞 � 扩散盒
，
存活曲线 � ���

。

前文报道了我组合成的甲硝涯乙哩衍生物����是一种有效的乏氧细胞 辐 射 增敏剂�‘ ，“ �。 本

文进一步从细胞水平观察它的辐射增敏作用
。

材 料 与 方 法

�
�

动物
‘�

本校动物所繁殖的 昆 明 种 小鼠� 体重 ����� �，
雄雌皆有

。

���小鼠�纯种�
，
雄性

，
体重

������
�

�
�

细胞

采用上海医药工业研究院建株的腹水型淋 巴性 白血病 ���，�
细胞

，
由 ���鼠移植 传代

，
接种

后 �天左右
，
在无菌条件下抽取腹水供用

。

�
�

药物

本组合成的甲硝经乙哩衍生物�简称 ���
。

用酸 碱 法 溶介 ��
，
调节 �� 至 �

�

�左右
，
蒸馏

水稀释至所需浓度
，
经已消毒过的 �号砂芯漏斗过滤后使用

。

�
�

照射条件

本校旋转式
。 。�� 源

，
剂量率为 �

�

��一�
�

��������
，
距离为 ����

。

�
�

缺鼠条件

纯度���
�

���的氮气�上海吴松化工厂产品�
，
经 ��硫酸铜溶液灭菌后

，
通 入 特 制的带内

插管的试管
，

压力 �一 �
�

������
�，
流量 �

�

������
，
通氮 �� 分钟

，
室温下照射

。

�
�

台盼蓝活染法

取 �
�

���细胞悬液
，

加 �
�

����� 台盼蓝试液
，
在室温下染色 �一 �分钟乡 立即涂片

，
在光

镜下计数 ���个细胞
，
算出其中拒染细胞所占百分数

，
即台盼蓝拒染率

。

了
�

体内扩散盒琼脂培养法�����

拉林万敏等〔“ ’所用的 ���徐略加改进
。
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��� 扩散盒 由我校自制的有机玻璃小盘
，
内径 � ��

，
高 ���

，

盘壁开一加液用的小孔
。

用对
‘

细胞无毒的曙光粘合剂将 �
�

�林� 微孔薄膜�上海医工院生产�粘在盘的一侧
，
经密 闭检查合

格者
，
置 ��℃烘箱中干热消毒 ��一�� 小时后备用

。

���含双抗培养�’� �

将 ����一��吐。 干粉�日本产品���
�

��
，
和 �叩�‘���一�一羚乙基呱嚓

一�‘�

�一乙磺酸�缓冲粉 �
�

�� ����� ���
·

��
一 “
�

，
分别用二次重蒸馏水 溶 解后 混合

，
加水至 �����，

�� 为 �
�

�左右
，
经已消毒过的 ����石棉板压 滤�压力 �

�

�一�
�

������
“
�除 菌

，
分装

，
置 �℃冰

箱保存
，
使用时用 �������

�
调节 �� 至 �

�

�一�
�

�，
每毫升加青

、

链霉素 各 ��� 单 位
，
即成含

双抗的培养液�简称 ����培养液�
。

���
�

马血清 未灭活的健康马血清�上海生物制品研究所提供�
，
不加防腐剂

，
经无菌压滤

，

分装后
，
保存在 一 ��℃冰箱备用

。

�����琼脂 临用前称 �
�

�� �琼脂�日本产品�
，

加二次重 蒸 馏 水 ���
，

煮沸 �� 分钟
，
即用

。

��� 集落培养 采用 ����培养液内含 ��� 马血清
、
�

�

�� 琼脂和 ���，�
细 胞 �

�

�一�
�

�又 ���

个���
，
混匀后

，
于每只扩散盒内注入 �

�

���
，
细胞数为 �

�

�一��
，

�� ��� 个�盒
，
石腊封 口

，
植入

经乙醚麻醉的小 白鼠腹腔内
， �天后活杀小鼠

，
取出扩散盒

，
揭开滤膜

，
取出琼脂块

，
置载玻片

上
，
用甲醇初步固定并将琼脂块压成薄膜

，
经 ���甲醛溶液固定数小时后

，
晾干

，
作 �� 染色

，

二甲苯透明
，
树脂胶封片后

，
在低倍镜下计细胞集落数

，
按标准被计数集落所含的细胞数应不少

于 �� 个
。

细胞集落形成效率等于生成的集落数除以接种的细胞数
。

细胞存活率等 于 处理组集落

数除以对照组集落数
。

结 果

�
�

���，�
细胞集落形成效率

已有实验证明 �” ，�
细胞能在昆明种小鼠腹腔中生长形成集落 【 “ ’ 。 但由于我们所 用 的 培养液

等实验条件不同
，
可能会影响集落形成效率

。

为了在本实验条件下选择合适的细胞接种量和恒定

计数集落的标准方法
，
我们在扩散盒内植入 。 、

�一��
�

�� ��
“
个细胞�盒

，
观察其集落形成率如图

�
。

结果显示
�

随植入细胞数的增加所形成集落数亦 增 加
，

两 者 呈 正 相 关
。

回 归 方 程 为

纽
‘��

� � � �� ��

植入细胞数�个�盒， 咤� ��，�

��
�

公 训���������‘ 其 ��
，》

图 � �二
�
细胞集落形成效率曲线

���
�

� ���������� ����� ���，，�� ����

������一�������

丫 � �
�

����� �
�

�����
，
相 关 系 数

� 为 �
�

����

��� 。
�

���
，
细胞集落形成效率为回归 系 数 等 于

�
�

����� 表明在本实验条件下采用 ���法 是 较 稳

定的
，
在实验中接种细胞量应在 �

�

����
�

�� ��
�

个

细胞�盒范围内
。

�
�

�� 与通氮对 �，�，�
细胞台盼蓝拒染活性的影晌

通常认为台盼蓝拒染细胞属于活细胞
。

为了查

明在本实验条件下 �� 和通氮对细胞拒染活性有否

影响
，
我们观察了细胞悬液与不同浓度 �� 于 ��℃

共同孵育或单纯通氮不同时间后对细胞拒染活性的

影响
。

由表 �可见
� �� 在 �� ����

·

��
一 �
以下及孵

育 ��小时以内对细胞 拒 染活性影响不大 � 若延长

孵育时间
，
则拒染活力略有下降

。

表 �表明通氮 ��

分钟以内对细胞拒染活性基本没有影响
。

说明 ��

���姗������
�﹄名��月月。�叭。卫
。一。。�仍。一吕一
。。��

�姻、��︶桩翻璐裂界
·
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表 �

����� � ������

不同浓度 �� 与细胞孵育不同时间后对细胞拒染活性的影响�又士����
�

�� ������� �������������� �� �� �，，，� ������������ �������� �������� ����� ���

���������� ���� � ����� ��� ������� ��������又士����
� 帝

�������
·

��
一��

�小时 �����

��小时 �����

��小时 �����

��
。

��士�
。
�� ��

。
��士�

。

��

��
。

��土�
。
�� ��

。
��士�

。
��

��
。

��士�
。

�� ��
。

��士�
。

��

�� �� �� ��

���
。
��士 �

。
�� ��

。

��士�
。
�� ��

。
��士�

。
�� ��

。

��士�
。

��

��
。
��士�

。

�� ��
。

��士�
。
�� ��

。
��士�

。
�� ��

。
��土�

。
��

��
。
��士�

。
�� ��

。
��士�

。
�� ��

。
��士�

。
�� ��

。
��士�

。
��

� ���� ���������� ��
� �����������

�

����� � ������ ��

��������

表 � 通氮对 ����
�
细胞拒染活性的影晌�又士����

�

�������� �� �������� ��� ��������� ���� �� �，��� ���� �������� �����弓��

�又士����
。 �

通氮时间�分� � �� �� �� �� ��

台盼蓝拒染率���

�
���� ����������

��
。
��士�

。
�� ��

。

��士�
。

�� ��
。
��士�

。
�� ���

。
��士�

� 。
�� ��

。
��士�

。
�� ��

。
��土�

。
��

��� �����������
�

和通氮不会引起细胞立即死亡�代谢死亡�
。

已有实验证明通氮 �� 分钟后培养液内含氧量低于 ���

��� 〔弓〕 ，
因此

，
在观察 �� 对细胞辐射增敏作用时

，

将细胞悬液通氮�� 分钟可获得所需的缺氧条件
。

�
�

有叙�空气�与缺复��
�
�卞 �� 对 �����

细胞存活率的影晌

实验中发现用台盼兰染色法与 ��� 法所测的细胞活力不一致
。

为了避免 �� 在 本 实验条件

下对细胞的存活力可能产生的影响
，
我们又观察了 �� 在有氧与缺氧下对细胞存活率的影响

，
以便

找到合适的 �� 浓度进行 ���工� 细胞辐射增敏的观察
。

实验是在 ���，�
细胞悬液中加入不同浓度的

�� 后
，
分别在有氧�空气�或缺氧�通 ��

�� 分钟�条件下观察了 �� 对细胞存活率的影响
。

图 �表明
�

在二种条件下 �� 均对细胞存活率有抑制作用 �都随 �� 浓度的增加而迅速下降
，

且在缺氧下的抑

︸��书、乙人
������少

�切�书澎︸已。︸︺。。﹄����卜︸�﹄。刃�闪���曰�歼收件

制作用比有氧下强
，
为能观察到 �� 的辐射增

敏效应而又对细胞毒性不大
，
故在以后的实验

中使用 �� 的浓度均在 。
�

�����
·

��
一 “
以下

。

，的
�

二

� 众�
·

�乃

��浓度���
��

·

��
一��

����
一���������

·

��
一��

圈 � �� 对有氧�空气�或缺氧��
�����，�

细胞存活率

的影响 �� �空气， �� �姚

���
�

� ������� ���� �� ��������� �������� ��

�，，������������ ������������ ������������

����������
�

�� ����� �� ����

���� �����

����“ ���� ���� ����
�

� �
�

� � � �

剂纽临����“ ����

图 � �� 对有氧�空气�或缺氧�从�照射后 �，��，细胞

存活率的影响
��� �����△�姚 � �

�

��� ���
·
��

一�

����盛 ��
� � �

�

�� ���
·

��
一，��

��� �空气

���
�

� ������� ���� �� ��������� ������
�� ����，，�

����� ��������宝����� ������������������� ������������
�

�������������� �� ���� �△���� �
�

��� ���
·

��
一，

�� � �矗 � �� � �
�

� ����
·

��
一 ， ��

， �� � ���
�

���� ����� ���������� ��������
，

���

�砍�含氨�巴�灿‘��卜自已八袄�份业松
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�
�

�� 对缺叙照射后 �” ，�
细胞存活率的影响

细胞悬液或含 �
�

�� 或 �
�

�� ���
·

��
一 “ �� 的细胞悬液于室温下通 ��

�� 分钟
，
或在空气下

的细胞悬液
，
分别于室温下照射 。一���

，
用 ���法观察生成集落数的变化

。

每 个 实 验点重复

�次
，
每次 �只小鼠

。

从图 �辐射敏化效应曲线斜率的陡峭部份可见细胞在有氧或缺氧下照射后
，

细胞存活率均随照射剂量�������的增加而呈线性下降� 且在同一剂量下
，
有氧照 射 对细胞存

活率的抑制作用较相应缺氧下强
。

前者直线方程为
�

�� � � 一 �
�

����一 �
�

������ �
。 之 一 �

�

����

��� �� 一 �
�

����� 后者为
��� � � �

�

����一 �
�

������ � 。 � �
�

������� �� 一 �
�

����� 两条直线

斜率之比即氧增强比�����为 �
�

�，
结果与文献报道的 �����

�

�� 〔��左右相近
。
表明本实验中所用

的缺氧条件是适宜的
。

但 �� 可使缺氧下照射后细胞 存 活 率 明 显 下 降�图 ��
，

�
�

������
·

��
一 “ �� 时的线性方程为

� �� � � �
�

����一 �
�

����

�� 时的线性方程为
��� � � 一 �

�

����一 �
�

�����
， �� 一 �

�

�����

缺氧照射后的 �
�

����下降至 �
�

����
�

�����表 ��
，
说明 ��

其剂 量 效 应 曲 线 较 为 陡 峭
。

�
，�� 一 �

�

������
�

�����
·

��
一 �

在 �� 的作用下其 �。
值由单纯

对缺氧照射后细胞存活率有明显

的。 作用
。

其增敏。 ��� �

可杂缪箭
二 �

·

。�一�
·

��
即同在缺氧条件下 �� 处理后细胞存

活率下降量是处理前的 �
�

��一�
�

�� 倍
。

结果表明
� �� 对缺氧 �川

�

细胞有明显的辐射增敏作用
，

其增敏强度随药物浓度的增加而增加
，

但仍低于氧的辐射增敏效应
。

只有氧效应的 ��一��纬�表

��
，
从表 �还可见

，
�� 能使缺氧照射后的 � 。

值从 �
�

�� ��降至 一 �
�

�� ��
，
说明 �� 有抑制细

月包的修复功能
。

表 � ��对缺氛 ����
�
细胞辐射敏化的效应

����� � ������妞�� �� ��� �����白������������ ���� �� �������，，�� �����

条 件 ��������� �� ��� ���
·

��
一 �� �。���� ������ ��� �值 ������

�

空气 ��� 无 �
�

��
’

一 �
�

�� �
。
�� ��

�

�� ���

氮气 �������� 无 �
。

�� �
�

�� 一 一 一

氮气 �������� �
。
�� �

。
�� �

。
�� �

�

�� ��
�

�� ��
�

��

氮气 �������� �
�

��
·

�
。
�� 一 �

�

�� �
�

�� ��
�

�� ��
�

��

夸 �������� ��������������������� ������ 〔��� 一 ������� 一 ��〕 � �������

讨 论

体内扩散盒琼脂培养法最早用于造血干细胞的培养检测
。
����年林万敏等 〔 “ 〕将此 法 应 用于

白血病 �了�，。
细胞的培养

，
其所采用的培养条件为 ��� 培养液和小牛血清

，
本 文 则 采用含 ����，，

的 ����培养液和马血清
。

图 �表明
�

在我们改进后的实验条件下在一定范围内植入细胞数与生成

集落数间有很好的线性关系����
�

���
。

并提示如果能严格控制植入细胞量��
·

�一��
�

�� ��“
个细

胞�盒�和细胞集落计数标准
，
则采用本实验方法研究药物的辐射增敏效应是可靠的

，
且用马血清

具有价廉易得的优点
。

关于细胞活力的检测
，
有用台盼蓝拒染活性

，
也有用细胞存活率来表示

，
我们应用这二种方法

比较了 �� 对细胞活力的影响
，

发现 �� 用量达 �� ����
·

��
一 “
对细胞拒染活性影响不大�表 ��

，

而用 ���法
，
则只用 �����

·

��
一 “
即对细胞存活率明显抑制�图 ��

，
两者结果不一致

。

我们认

为用 ���法所检出的细胞与台盼蓝活染法检出的细胞不同
，
前者代表分裂死亡细胞

，
而 后 者代
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表立即�或代谢�死亡的细胞
，
故在测定分裂细胞的存活率时应选用细胞集落培养法较好

。

�� 对缺氧细胞照射有明显的辐射增敏作用� 其增敏比为 �左右�表 ��
，
说明我 们改造合成

的 �� 能把肿瘤中对射线有抗性的乏氧细胞杀伤 率 提 高 �倍
，
且 比 原 化 合 物 灭 滴 灵���� 二

�
�

�� 〔 ’ 〕增加约 ���
，
与 前 文报道的 �� 对 �工。 。 有辐射增敏和抑制肿瘤生长作用的结果 相符

。

另

外
， �� 无论在空气或氮气下都能抑制 �，�，�

细胞的 存 活 率�图 ��
，
这可 能 与 �� 本 身 有 抑制

��� 合成作用有关�结果将另文发表�
。

在工作中得到张明华付教授
、

陈顶市讲师
、

倪亦俊
、

薛峰等同志的大力帮助和热情指导
，
谨

此致谢
。
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