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摘要!采用%%AKO$.I$=//7RJ/-作为凋亡显 像 示 踪 剂$观 察 小 鼠 放 疗 后 早 期 肿 瘤 组 织 内S-.QJQJ/’U046047$&
蛋白表达%结果显示$放疗组肿瘤组织内%%AKO$.I$=//7RJ/-分布’AG:EB检测阳性细胞数及U046047$&蛋

白表达均明显多于对照组$S-.QJQJ/蛋白表达=组明显高于F组$差异均存在显著性"/均#"9"’#%相关性

研究表明$肿瘤组织的放射性摄取与AG:EB阳性细胞数呈明显正相关".W"9%>!$/W"9"""#!肿瘤组织内

S-.QJQJ/蛋白表达与U046047$&蛋白表达呈明显负相关".W["9*&($/W"9"""#%肿瘤组织内%%AKO$=//7R$

J/-分布与U046047$&蛋白表达呈明显正相关".W"9%>*$/W"9"""#$与S-.QJQJ/蛋白表达呈明显负相关".

W["9*’%$/#"9"’#%以上结果 提 示$肿 瘤 组 织 内%%AKO$.I$=//7RJ/-的 分 布 可 以 反 映 放 疗 后 早 期 肿 瘤 组

织细胞凋亡的状况以及凋亡调控蛋白S-.QJQJ/’U046047$&表达水平的变化%

关键词!%%AKO$.I$=//7RJ/-!4-.QJQJ/!K046047$&!表达!相关性
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;95&%)(&!AI770.1M7R6.744J,/,2S-.QJQJ/0/LU046047$&J/5-O,.K71140257..0LJ,5I7.06M
NJ5I%%AKO$.I$0//7RJ/-045I75.0K7.,206,65,4J4JO0PJ/PN0445-LJ7L9A-O,.K71106,65,$
4J4N047R0OJ/7L<MAG:EBO75I,L4"0/L5I77R6.744J,/4,2S-.QJQJ/0/LU046047$&J/
5-O,.K7114N04L757.OJ/7LNJ5IJOO-/,IJ45,KI7OJK01O75I,L49Z0LJ,5I7.06M4JP/J2JK0/51M
J/K.7047L5I75-O,.-650X7,2%%AKO$.I$0//7RJ/-0/L5I76,4J5JQ7/-O<7.,2AG:EB"04
N711045I77R6.744J,/,2U046047$&#/#"9"’"$9AI77R6.744J,/,2S-.QJQJ/N044JP/J2J$
K0/51MIJPIJ/K,/5.045P.,-65I0/J/5.7057LP.,-6#/#"9"’"$9AI7LJ45.J<-5J,/J/5-O,.
K,..71057LN711NJ5I5I76,4J5JQ7/-O<7.,2AG:EBJ/K,/5.045P.,-60/L5.7057LP.,-6#.
W"9%>!"/W"9"""$9AI77R6.744J,/,2S-.QJQJ/K,..71057L/7P05JQ71MNJ5I5I77R6.744J,/
,2U046047$&5I75N,P.,-6#.W["9*&("/W"9"""$9AI70KK-O-105J,/,2%%AKO$.I$0/$
/7RJ/-J/5-O,.K,..71057L6,4J5JQ71MNJ5I5I77R6.744J,/,2U046047$&#.W"9%>*"/W"9
"""$"0/LK,..71057L/7P05JQ71MNJ5I5I77R6.744J,/,2S-.QJQJ/#.W["9*’%"/W"9"""$9
AI7LJ45.J<-5J,/,2%%AKO$.I$0//7RJ/-K0//,5,/1M5.-1M.7217K57L5I7L7P.77,206,65,4J4J/
5-O,."<-5014,5I7KI0/P7,24-.QJQJ/0/LK046047$&7R6.744J,/70.1M0257..0LJ,5I7.06M9
<#.=$%-5!%%AKO$.I$0//7RJ/-%4-.QJQJ/%K046047$&%7R6.744J,/%.7105J,/4IJ6

!!在肿瘤治疗中"早期评价治疗后肿瘤细胞的

凋亡状态可为临床及时调整治疗方案提供基础"
并可在提高治疗效果的同时避免无效的治疗所

带来的副损伤&但早期评价治疗后肿瘤细胞的

凋亡状态还存在一定问题"如目前常用的原径末

端标记法#AG:EB$检 测 及 流 式 细 胞 分 析 技 术

等"均需要进行有创伤性取材"因此临床应用受

到极大限制&放射性核素标记的重组膜联蛋白

-#.I$=//7RJ/-$显像作为一种无创性体内检

测细胞凋亡的技术’’$&("无 疑 为 临 床 早 期 无 创 性

地评价肿瘤细胞的凋亡状态带来了极大希望&

=//7RJ/-是一种内源性生理蛋白"相对分

子 质 量 为&(""""像 许 多 =//7RJ/成 员 一 样"

=//7RJ/-广泛存在于 真 核 生 物 的 各 种 器 官 及

组织中&磷脂酰丝氨酸#TS$是构成细胞膜的磷

脂成分"正常情况下只存在于细胞膜的内侧&凋

亡早期"TS由细胞内膜移向外膜"暴露于细胞表

面&在U0!\ 存 在 下"=//7RJ/-可 与 凋 亡 早 期

细胞外在 表 达 的TS快 速 而 紧 密 地 结 合&放 射

性核素%%AKO 标记的=//7RJ/-类示踪剂"与体

内生 理 性 的 =//7RJ/-具 有 相 似 的 生 物 学 特

征"同样能够与暴露于凋 亡 细 胞 胞 膜 表 面 的TS
紧密结合’>(&因此将此类示踪剂引入体内"通过

体外探测示踪剂在体内的分布&达到无创性检

测细胞凋 亡 的 目 的&由 于TS的 外 翻 在 细 胞 凋

亡过程中出 现 的 时 间 明 显 早 于@:=的 降 解 及

可辨认的细胞形态学改变"因此除了无创性外"
能够早期检测细胞的凋亡也是此类方法最大的

优势之一&
细胞凋亡不是可有可无的无序现象"而是一

系列基因)蛋白严密调控下的具有生化及形态学

特点 的 细 胞 自 杀 行 为"其 中 U046047#UM457J/M1
=460.5057$S67KJ2JKT.,57J/047$蛋 白 是 细 胞 凋 亡

的核心环节"它级联式激活并溶解蛋白酶"决定

了凋亡形态的变 化’)(&U046047$&是U046047家

族中最重要的成员之一"大多数触发细胞凋亡的

因素"最终均需要通过U046047$&介导的信号传

导途径导致细胞凋亡"属于凋亡通路的末端效应

因子’((&S-.QJQJ/#又 称 存 活 素 或 存 活 蛋 白$是

迄今发现最强的凋亡抑制因子#3/IJ<J57.,2=6$
,65,4J4T.,57J/"3=T$’#("与 其 它 的3=T在 各 种

正常成人组织中的广泛表达不同"S-.QJQJ/除了

在胎盘及胸腺组织中有微弱表达之外"在其它成

人正常组织中均检测不到"而在大多数人类恶性

肿瘤组织 中 明 显 表 达&S-.QJQJ/基 因 的 激 活 在

肿瘤细胞的异常增殖及抗凋亡机制中起重要作

用"并与肿瘤耐药)复发均有关"是判断肿瘤疗效

及 预 后 的 重 要 指 标’*(&研 究 表 明"S-.QJQJ/对

U046047$&的前体酶原形式及两条活化形式均有

抑制 作 用’%$’’(&U046047$&蛋 白 及U046047$#蛋

白是U046047引起细胞凋亡的最下游成分"同属

于凋亡通路的终末效应蛋白%S-.QJQJ/可以直接

作用 于U046047$&和U046047$#"一 方 面 与 有 活

性的 U046047$&)U046047$#特 异 性 结 合 使 其 失

活"另 一 方 面 也 能 阻 止U046047$&和 U046047$#
的自身激活抑制细胞凋亡"从而起到抑制凋亡的

"& 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!’卷!



作用!
本工 作 拟 采 用%%AKO 直 接 标 记 法 标 记.I$

=//7RJ/-作为核素凋亡显像示踪剂"观察其在

接受直线加速器放疗后小鼠肿瘤组织内的分布

状况"并 进 一 步 探 讨 其 与 凋 亡 调 控 蛋 白 S-.$
QJQJ/#U046047$&表达的相关性!

>!主要实验材料

>@>!主要试剂及仪器

.I$=//7RJ/-$每支&"&P"由F7/L7.c7L
4M457O4公 司 提 供%还 原 剂 冻 干 品$主 要 成 分 为

’""&P的S/U1!&!?!C"由 北 京 师 范 大 学 化 学

学院朱霖教授惠赠%AG:EB检测试剂盒购自罗

氏公司’3/SJ57U711@705I@757K5J,/YJ5"=T(%
免疫组化ST试 剂 盒$由 :ECc=ZYEZS公 司

生产"购 自 北 京 中 山 生 物 技 术 公 司%%%c,$%%AKO

发 生 器$原 子 高 科 股 份 有 限 公 司%?0NX7M7
STEUA$配备低能 高 分 辨 平 行 孔 准 直 器"VE公

司产 品%8=Z3=:$!&""U)@ 型 医 用 直 线 加 速

器$8=Z3=:公司 产 品%;A$("&型"闪 烁 计 数

器$北京核仪器厂生产!
小鼠肝癌细胞 ?K0$;!)$由大连医科大学附

属第 二 医 院 中 心 实 验 室 提 供"制 备 成 单 细 胞 悬

液"浓度为’"’")B!

>@?!实验动物及动物模型制备

纯系雄性(’)小鼠$’%只"!"^!P"大连医

科大 学 实 验 动 物 中 心 提 供!将 小 鼠 肝 癌 细 胞

?K0$;!)按每只"9’OB接种于小鼠右腋下%*L
后"肿瘤生长至直径约’KO时用于实验!

?!实验方法

?@>!%"F;66#W’6$的JJ!(0 标记

参考 文 献*’!"’&+对.I$=//7RJ/ -进 行

%%AKO标 记$将&"&P.I$=//7RJ/-用"9)OB
生理盐水溶解"注入装有还原剂的试剂瓶中"迅

速加入’OB约#>"VFi)B%%AKOC[> "室温下静

置!"OJ/!采 用 丙 酮)新 华’号 滤 纸#生 理 盐

水)硅胶快速层析滤纸’3ABU$SV(双体系测定标

记物的标记率及放化纯度!

?@?!动物实验

将接种 ?K0$;!)细胞的小鼠随机分为对照

组’%只(和放疗组’’"只("放疗组按不同照射剂

量’!#)#’"VM(又分为’’"W>(#!’"W&(#&’"W
&(&个亚 组!对 照 组 小 鼠 固 定 于 鼠 板 上 进 行 假

放射治疗"即仅将小鼠固定于板上"保持!组小

鼠处于同一应激状态!在进行放射性治疗时"放
疗组小鼠接受能量为(c78D射线放射治疗"
皮源距为’""KO"照射野为’9#)KOg’9#)KO!
放疗结束后’I"两组小鼠同时由鼠尾静脉注入

"9’OB’约&9#cFi(%%AKO$.I$=//7RJ/-">I
后分别显像#处死#取材!

?9?9>!显像!将小鼠仰卧固定于STEUA探头

视野中 央"采 集 矩 阵 为’!*g’!*"放 大 倍 数 为

&9""采集时间设定为’"OJ/!

?9?9?!标本取材及示踪剂分布检测!小鼠显像

后即刻摘除眼球取血"并断颈处死"取肿瘤组织

称重后置于"计数器内测量其放射性计数"并计

算其每克组织百分注射剂量率’d3@)P(!

?@A!!RECG检测细胞凋亡

对肿瘤组织进行放射性计数测量后"即刻采

用’"d甲 醛 固 定"常 规 脱 水#石 蜡 包 埋"连 续 切

成&!)&O厚 的 薄 片"用AG:EB试 剂 盒 检 测

肿瘤组织内的凋亡细胞!判断标准$细胞核染色

呈紫红色为阳性!>""倍视野下任选’"个视野

对阳性细胞计数并取均值!

?@K!+,%T’T’6!:)51)5#FA蛋白表达分析

采用免疫组 化ST法 检 测 肿 瘤 切 片 标 本 中

S-.QJQJ/#U046047$&蛋 白 的 表 达!判 定 标 准$反

应物应呈棕黄色颗粒"主要位于胞浆内!采用美

国Zc=‘ETZC$TBGS>9)图 像 分 析 软 件 分 析

结果">""倍视野下任选)个视野检测其灰度值

’阳性着色部位)整个视野g’""d(取均值!

?@B!统计学处理

计量资料数据采用+A #̂表 示"组 间 比 较 采

用单因素方差分析"相关性研究采用一元线性相

关及回归 分 析!数 据 处 理 使 用STSS’"9"统 计

分析软件"以/ #"9")为有显著性差异!

A!结果与讨论

A@>!标记结果

采用 丙 酮 作 为 展 开 体 系 时"%%AKO$.I$=/$
/7RJ/-的>2W"!"9’"丙酮)新华’号滤纸#生
理盐水)硅胶快速层析滤纸’3ABU$SV(双体系检

测结果显示"标记率"%*d"比活度为#9>!*9*
AFi)P!标 记 完 毕 后 将 示 踪 剂 稀 释 为&#!#>
VFi)B!

A@?!显像结果

小鼠STEUA显 像 结 果 示 于 图’!图’显

’&!第’期!!张欣等$放疗后早期肿瘤组织内%%AKO$.I$=//7RJ/-分布与S-.QJQJ/#U046047$&蛋白,,



示!经放疗诱导后’I内!放 疗 组 小 鼠 肿 瘤 组 织

显影清晰"图’0中箭头所示#!强度明显高 于 周

边及对侧正常组织$对照组小鼠肿瘤组织未见显

影!肿瘤 部 位 放 射 性 与 本 底 水 平 相 近"图’<#%
这一结果提示&在经放疗诱导后早期"肿瘤组织

无形态学变化之前#!小鼠肿瘤组织内即出现了

大量的凋亡细胞!因此肿瘤组织内凋亡示踪剂摄

取较对照组明显增加%

A@A!肿 瘤 组 织 内 示 踪 剂 分 布 及!RECG!+,%F
T’T’6!:)51)5#FA表达和相关性分析

肿 瘤 组 织 的 AG:EB’S-.QJQJ/’U046047$&
免疫组化结果示于图!%由图!可以看出!荧光

显微镜下凋 亡 细 胞 核 呈 绿 色"图!0#$核 快 红 复

染后 凋 亡 细 胞 核 呈 紫 红 色"图!<#$S-.QJQJ/’

U046047$&蛋白均为 胞 浆 表 达!反 应 物 均 为 棕 黄

色颗粒"图!K及图!L#%

!!肿 瘤 组 织 内%%AKO$=//7RJ/ -的 分 布 及

AG:EB’S-.QJQJ/’U046047$&表 达 结 果 列 于 表

’!其相关性 分 析 结 果 分 别 示 于 图&和 图>%由

表’可 知!放 疗 后 早 期!放 疗 组 肿 瘤 组 织 内

%%AKO$=//7RJ/-的 分 布 及 AG:EB检 测 阳 性

细胞数均明显多于对照组"/#"9"’#$相关性分

析"图&#表 明!两 组 肿 瘤 组 织 内%%AKO$=//7RJ/
-分布与AG:EB阳性细胞数均呈明显正相关

图>!小鼠的+2C:!显像结果

0((( 放疗组$<(((对照组$箭头所指为肿瘤

图?!肿瘤组织!RECG检测及+,%T’T’6!:)51)5#FA免疫组化结果

!& 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!’卷!



!"W’%".W"9%>!"NW"9"!’(O\"9’*)"<W
’&>9**’"/W"9"""#$在对照组与放疗组内相关

系数.分别为"9*"’%"9*>(!/#"9"’"#&该 结

果与国内 外 多 数 实 验 研 究 结 果’’>$’#(相 一 致"提

示应用%%AKO$.I$=//7RJ/-显 像 早 期 评 价 放 疗

后肿瘤组织的细胞凋亡状态是切实可行的$但对

于这一显像技术是否适用于不同病理类型的肿

瘤"是否可单独依此判断肿瘤的疗效及预后"尚

待进一步探讨&

表>!肿瘤组织内JJ!(0F%"F;66#W’6$分布及!RECG!+,%T’T’6!:)51)5#FA蛋白检测结果

组 别 放射性摄取)!d3@*P[’# AG:EB阳性细胞数 S-.QJQJ/蛋白所占比例)d U046047蛋白所占比例)d

对照组 "9&&̂ "9"( (9#>̂ !9&! >9!&̂ "9(> &9>(̂ "9)’

放疗组 "9)(̂ "9’’ ’(9’(̂ )9&& !9&%̂ "9&% &9>%̂ "9>)

< !*9(#! !&9*)& *9&!) &!9(’(

/ "9""" "9""" "9"’ "9"""

图A!肿瘤组织内JJ!(0F%"F;66#W’6$
分布与!RECG检测结果的相关性分析

图K!肿瘤组织内+,%T’T’6与:)51)5#FA
蛋白表达的相关性分析

!!表’还 显 示"放 疗 组 肿 瘤 组 织 内U046047$&
蛋白表达 均 明 显 多 于 对 照 组"而S-.QJQJ/蛋 白

表达明显低 于 对 照 组"差 异 均 存 在 显 著 性!/#
"9"’#&这 一 结 果 表 明"S-.QJQJ/ 蛋 白 和

U046047$&蛋白在放疗及未经治疗的小鼠肝癌组

织中 均 有 明 显 表 达"而 未 经 治 疗 的 肿 瘤 组 织 内

S-.QJQJ/蛋白表达并不能完全抑制U046047$&蛋

白的表达&其原因可能是由于肿瘤组织细胞增

殖及新陈代谢异常活跃"导致U046047$&作为凋

亡过程的执行者在细胞中的表达也相应增加"但
相对于细胞的过度增殖"细胞的凋亡增加并不能

抑制肿瘤的生长"因此总体上肿瘤组织依然呈现

出过度生长状态$而放疗组中"肿瘤组织内S-.$
QJQJ/蛋白表达明显减弱"其对U046047$&的抑制

作用也相应减弱"因而U046047$&蛋白的表达水

平在化疗后明显升高"导致凋亡细胞的数量明显

增加&相关性分析结果!图>#表明"S-.QJQJ/与

U046047$&蛋白表达之间呈明显负相关!"W’%".
W["9*&("NW["9#%&O\(9’#>"<W&%9&)*"

/W"9"""#$在对照组与放疗组内相关系数.分

别为["9#’*%["9*!’!/#"9")#$这 与 国 内 外

的部分研 究 结 果 一 致"但 由 于S-.QJQJ/在 细 胞

周期中呈 周 期 依 赖 性 表 达!在 V!)c 期 呈 高 表

达#"加之体内与体外实验的差异以及肿瘤细胞

生物学特征的不同"也有部分研究发现"虽然两

者表达呈一定负相关"但回归分析无明确直线相

关关系&
本研 究 还 探 讨 了%%AKO$.I$=//7RJ/-分 布

及AG:EB阳 性 细 胞 数 与S-.QJQJ/%U046047$&
蛋白表达的 相 关 性"结 果 列 于 表!&表!显 示"
在 肿 瘤 组 织 内"%% AKO$.I$=//7RJ/ - 分 布%

AG:EB阳 性 细 胞 数 与 U046047$&蛋 白 表 达 呈

明显 正 相 关"与S-.QJQJ/蛋 白 呈 明 显 负 相 关&
这一结果表明"%%AKO$.I$=//7RJ/-显像不仅可

以通过图像从宏观上显示治疗前后肿瘤组织细

胞凋亡状态的改变"亦有望通过定量其在肿瘤组

织内 的 分 布"从 微 观 角 度 反 映 凋 亡 调 控 蛋 白

S-.QJQJ/%U046047$&在 细 胞 凋 亡 过 程 中 表 达 水

&&!第’期!!张欣等+放疗后早期肿瘤组织内%%AKO$.I$=//7RJ/-分布与S-.QJQJ/%U046047$&蛋白,,



平的变化!

A@K!不同照射剂量对JJ!(0F%"F;66#W’6$生物

分布的影响

不同照射剂量下"%%AKO$.I$=//7RJ/-在小

鼠体内的分布列于表&!由表&可以看出"不同

剂量的放疗诱导小鼠肝癌细胞凋亡的程度也不

尽相同!第!组#接 受)VM放 疗$肿 瘤 组 织 内

%%AKO$.I$=//7RJ/-分 布 及 AG:EB阳 性 细 胞

数明显多于第’组#!VM$"而第&组#’"VM$反

而较第!组 明 显 减 少"差 异 均 存 在 显 著 性#/#
"9")$"F’%F&组 间 比 较 差 异 无 显 著 性#/"
"9")$!这一现象的产生可能与肿瘤放疗中的时

间$剂量依赖性有关"即在一定剂量范围内"随着

剂量增加"凋亡指数也随之增加"开始较快"之后

趋缓"逐渐变平"进一步增大剂量反而会降低凋

亡指数&’*’!就 本 实 验 而 言"可 能 由 于 在 接 受!
VM及)VM放疗时"肿瘤细胞死亡的方式主要以

凋亡为主"而在接收’"VM放疗时"坏死细胞数

量增加"凋 亡 细 胞 比 例 则 有 所 减 少!肿 瘤 组 织

?E染色显示 第&组 确 实 较 其 他 组 出 现 了 更 多

的坏死组织"但由于按不同照射剂量分组较少"
且缺少相关定量分析的结果"因此还有待进一步

研究加以验证!

表?!+,%T’T’6!:)51)5#FA蛋白表达与JJ!(0F%"F;66#W’6$分布的相关性

组别
相关系数和相关方程

S-.QJQJ/ U046047$&

=组 .W["9#"*"NW[#9&%’O\(9(## .W"9(%)"NW>9(’#D\"9*&>

#<W#9"&)"/W"9"&&$ #<W(9)>>"/W"9"&*$

F组 .W["9*&%"NW[&9*>)O\)9("> .W"9%)*"NW&9%"’O\’9&!*

#<W’%9"(#"/W"9""!$ #<W**9’*)"/W"9"""$

=\F组 .W["9*’%"NW[&9*&(O\)9))’ .W"9%>*"NW>9(##O\"9*)*

#<W&>9#&>"/W"9"""$ #<W’)’9&#>"/W"9"""$

表A!+,%T’T’6!:)51)5#FA蛋白表达与!RECG阳性细胞数相关性

组别
相关系数和相关方程

S-.QJQJ/ U046047$&

=组 .W["9#(’"NW["9!"*O\)9(&’ .W"9*!*"NW"9’&*O\’9>)%

#<W%9(>#"/W"9"’#$ #<W’)9!&)"/W"9""($

F组 .W["9*!>"NW["9"%%O\)9’)* .W"9%!!"NW"9"%*O\’9*’!

#<W’(9%"!"/W"9""&$ #<W>)9&*%"/W"9"""$

=\F组 .W["9*"%"NW["9"*#O\>9*** .W"9%)%"NW"9’"*O\’9(&&

#"W’%$ #<W&!9’>>"/W"9"""$ #<W’%(9((>"/W"9"""$

表K!不同放疗剂量下肿瘤组织内

JJ!(0F%"F;66#W’6$分布及!RECG检测结果

剂量(VM 放射性分布#d3@)P[’$ AG:EB阳性细胞数

! "9)"(’̂ "9’"**’$ ’>9)#)̂ &9!!(’$

) "9(*"#̂ "9"&"! !!9)&&̂ ’9*"’

’" "9>%(!̂ "9")#’’$"!$ ’)9!&&̂ "9#!&’$"!$

!!注*’$为与)VM比较差异存在显著性#/#"9")$+

!$为与!VM比较差异无显著性#/""9")$

K!结!论

本工 作 的 初 步 研 究 结 果 表 明"%%AKO$.I$=/$
/7RJ/-显像可以用于早期评价放疗后肿瘤细胞

的凋亡状态"且肿瘤组织内示踪剂的分布可间接

反映凋亡调控蛋白S-.QJQJ/%U046047$&在肿瘤细

胞凋亡过程中表达水平的变化!

>& 同!位!素!!!!!!!!!!!!!!!!!第!’卷!
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