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　　摘要：目的　探讨１０３
钯（

１０３ｐｄ）释放的 γ射线治疗胆管癌的作用机制。方法　用 ＭＴＴ法分析１０３ｐｄ
释放的 γ射线对胆管癌细胞生长的影响，用电镜、ＤＮＡ凝胶电泳和流式细胞仪观察细胞形态和凋亡率
的变化。结果　１０３ｐｄ释放的 γ射线明显抑制胆管癌细胞生长。５．３３３ｍｃｉ剂量的 γ射线诱导出典型的
细胞凋亡特征，如凋亡小体、特征性亚 Ｇ１ 峰等。６．６４５ｍｃｉ以上剂量的 γ射线导致细胞坏死。
结论　γ射线诱导胆管癌细胞凋亡可能是放射治疗胆管癌的重要机制之一，１０３ｐｄ释放的 γ射线诱导胆
管癌细胞凋亡与照射剂量有密切关系。
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第７期 何贵金，等：１０３钯胆管放射性支架释放的γ射线诱导胆管癌细胞凋亡的研究

　　肝外胆管癌手术切除率低（１０％ ～２０％）［１］，
主要死亡原因为局部侵犯和所致梗阻性黄疸及反

复发作的急性胆管炎。虽然高剂量体外放射治疗

（５５Ｇｙ）可延长患者的生存期［２－３］，但由于周围肝、

肾和胃肠道等敏感器官的限制，很难达到预期的

剂量。近年来迅速发展的肿瘤介入治疗———经皮

肝穿刺胆道金属内支架的植入［４］，为胆管内高剂

量近距离治疗提供了新的途径，笔者研制的１０３钯

（１０３ｐｄ）胆管放射性支架是在肿瘤的局部集中高剂
量照射，对周围正常组织的影响较小，为此，笔者

将１０３ｐｄ胆管放射性支架释放的 γ射线对胆管癌细
胞的作用及其可能的机制作一实验研究。

１　材料和方法

１．１　１０３ｐｄ胆管放射性支架
１０３ｐｄ支架是指用镍钛记忆合金支架将１０３ｐｄ由

加速器将质子打入１０３Ｒｈ并释放 １个中子生成
［１０３Ｒｈ（ｐ，ｈ）１０３ｐｄ］的装置，但需经化学方法提纯
１０３ｐｄ含量。１０３ｐｄ的能量在 ２１～２３ｋｅＶ，释放低能量

γ射 线，半 衰 期 为 １７ｄ，衰 变 后 转 为 稳 定 态 的
１０３Ｒｈ。１０３ｐｄ支架由中国原子能研究院同位素研究
所提供，采用化学电镀方法将上述１０３ｐｄ电镀于支
架上，通过电镀液含１０３ｐｄ的浓度及电镀时间控制
支架表面１０３ｐｄ的量以达到金属支架释放低能量
γ射线所需浓度。
１．２　胆管癌细胞的培养

由解放军第三军医大学西南医院肝胆外科中

心提供的人胆管癌细胞株，用 ０．２５％胰蛋白酶消
化传代，继续培养，取第 ５至第 １５代指数生长期
细胞进行实验。

１．３　γ射线对胆管癌细胞生长的影响
将培养瓶中细胞消化后形成的胆管癌低分化

腺癌细胞悬液，按 １０５／ｍＬ细胞数分装 到 ２个塑
料冻存管中，分别设置为对照组及照射实验组。

照射条件：对照组培养瓶中放入无放射性支

架。实验组瓶中均放入经消毒灭菌的含不同放射

剂量的１０３Ｐｄ支架（１．０，５．３３３，６．６４５，７．９８５，
９．３２６ｍｃｉ和 １０．６３７ｍｃｉ）。纵向剪开１０３ｐｄ支架，铺
于 ２５ｍＬ培养瓶底；每组瓶中加入 ５×１０６个胆管
癌细胞及１０ｍＬ培养液，置于５％ ＣＯ２３７℃培养箱

中。１０３Ｐｄ支架照射时间为 １２，２４，４８ｈ和 ７２ｈ然
后取出，继续培养 １～５ｄ，然后将细胞种回 ９６孔
培养板中，加入含 １０％胎牛血清的培养液，在培
养箱中培养，每隔 ２ｄ换液 １次。

１．４　细胞生长曲线和生长抑制率的测定
采用改良 ＭＴＴ［３（４，５二甲基三噻唑２ｙ１）２，

５二甲基 －四唑溴盐］测定法［４］测定细胞生长抑

制率。取 对 数 生 长期 细胞，γ射 线处理 后，按
５×１０３细胞／孔接种于 ９６孔培养板内；每孔加入
含 １０％胎牛血清的培养液 ２００μＬ，分别按对照组
和处理组细胞各种 ４个板，每组各以 ５个孔作为
复本，分别在培养后 １２，２４，４８ｈ和 ７２ｈ，用全自
动酶标仪测定各孔的吸光度 Ａ值。测定波长
５７０ｎｍ，参考波长 ６３０ｎｍ，酶标仪所示值为 Ａ５７０
减去 Ａ６３０值。取各组的平均 Ａ值描绘细胞生长
曲线。根据下列公式计算细胞生长抑制率：抑制

率（％）＝对照组 Ａ值 －处理组 Ａ值／对照组 Ａ值
×１００％
１．５　细胞超微结构观察

收集细胞悬液于事先制备好的琼脂管中，

２０００ｒ／ｍｉｎ离心使细胞成团，弃上清液，加入２％戊
二醛固定，４℃保存 ３０ｍｉｎ后，将琼脂管内细胞团
块剥出，用１％锇二醛固定１～２ｈ。按电镜常规法
制备超薄切片，透射电镜下观察超微结构的变化。

１．６　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳
收集细胞，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗 ２次，离心

５ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ）；在细胞沉淀中加入 ５００μＬ
ＤＮＡ提取液悬浮，５５℃水浴消化过夜；酚、氯仿、
异戊 醇 抽 提 后，２倍 体 积 无 乙 醇 沉 淀 ＤＮＡ，
ＴＥ∶Ｒｎａｓｅ（１ｍＬ∶１μＬ）３７℃水浴溶解 ＤＮＡ４ｈ，将样
品与上样缓冲液混合（１∶２），以１．２％的琼脂糖凝
胶电泳进行分离，溴化乙染色后，紫外灯下观察

ＤＮＡ电泳图谱。
１．７　流式细胞仪分析

将对照组和１０３ｐｄ处理组癌细胞悬液分别接种
于５０ｍＬ培养瓶中，孵育１２～７２ｈ；分别用酶消化贴
壁细胞后，收集对照组和 １．０，５．３３３，６．６４５，
７．９８５，９．３２６ｍｃｉ和 １０．６３７ｍｃｉ１０３ｐｄ照 射 组，
１２～７２ｈ后细胞制成单细胞悬液 （１０６细胞／ｍＬ），
ＰＢＳ液清洗，８００～１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，共２次；用
７０％乙醇固定细胞，４℃保存，染色前用 ＰＢＳ进行分
离沉淀去除固定液，加入５００μＬ碘化丙啶（ＰＩ）染色
液（含 ＰＩ１００μｇ／ｍＬ，Ｒｎａｓｅ５００μｇ／ｍＬ），３７℃避光孵
浴３０ｍｉｎ。上机测试，激发波长为４８８ｎｍ。

２　结　果

２．１　细胞生长曲线
胆管癌细胞经不同剂量１０３ｐｄ的 γ射线照射

后，细胞的生长趋势随照射剂量的增加而呈逐渐

３４６
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抑制的趋势。１．０ｍｃｉ照射的癌细胞生长趋势与
对照组基本一致，但经照射的细胞生长缓慢；

５．３３３ｍｃｉ以上照射的细胞生长明显低于对照组，
前者且呈剂量依赖性。

２．２　胆管癌细胞生长抑制率
经不同剂量 γ射线照射后胆管癌细胞生长抑

制率随照射剂量的升高而增加（Ｐ＜０．０１），照射
４８ｈ的抑制率明显高于 ２４ｈ（Ｐ＜０．０１）（图 １）。
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　　图 １　不同剂量 γ射线照射前后胆管癌细胞的生
长抑制率

２．３　γ射线对胆管癌细胞的超微结构的影响

透射电镜下对照组细胞核大，核质均匀细致，

胞浆内有丰富粗面内质网和线粒体。５．３３３ｍｃｉ

处理组可见细胞凋亡的特征性形态学变化：细胞

核缩小，染色质凝集，细胞表面形成许多球形突起

（起泡）（图 ２），突起内见被包裹的胞质与细胞

器、核的碎片或整个浓缩的细胞核，部分突起与细

胞脱离，形成凋亡小体（ａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｉｅｓ），凋亡小

体自细胞一端开始出现，小体内细胞器结构仍完

整，细胞崩解成多个有膜包绕的圆形凋亡小体，有

的细 胞 凋 亡 小 体 被 邻 近 的 细 胞 吞 噬 （图 ３）。

６．６４５ｍｃｉ以上处理组细胞肿胀，早期细胞膜、核膜

仍保持其完整形态，胞浆内出现较多空泡，内质网

数量较少，线粒体肿胀、裂解或空泡化，晚期细胞

质膜破坏，核溶解，细胞内容物释出。

　　图２　胆管癌细胞核缩小，染色质凝集，细胞表面形成许

多球形突起

　　　图３　胆管癌细胞凋亡小体被邻近的细胞吞噬

２．４　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳
胆管癌细胞经 ５．３３ｍｃｉγ射线，照射后 ４８ｈ

处理组的 ＤＮＡ电泳呈现典型的有一定间隔的细
胞凋亡梯状条带；６．６４ｍｃｉ以上处理组 ＤＮＡ则呈
现无间隔的涂片状带。对照组仅在近电泳点样

处出现基因组条带（图 ４）。

!"#$%

&&&'()*+,-./&

/(*01

.-,01

.(/01

-(,01

+&/01

**'01

& ',*01

图 ４　 胆 管 癌 细 胞 ＤＮＡ电 泳 结 果 　 　 ５，６，７：
５．３３ｍｃｉ处理组梯状条带；　１，２，３，８，９，１０，１１：
６．６４５ｍｃｉ处理组涂片状带；　Ｍ：ｍａｒｋｅｒｓ带

２．５　流式细胞仪分析细胞凋亡情况

５．３３ｍｃｉ剂量组的胆管癌细胞，于照射前、照

射后 １２ｈ其凋亡率为 ０，照射 ２４，４８ｈ和 ７２ｈ细

胞凋亡率分别为 ２４．３２％，５６．７８％和９１．３４％，

并在 ＤＮＡ直方图上出现典型的凋亡细胞峰（亚

Ｇ１峰）。

３　讨　论

胆管放射性支架通过杀伤肿瘤及防止肿瘤复

发所致管腔再狭窄。在提高肿瘤局部控制率的

同时，在不需手术引流的情况下，能减少患者的

手术创伤，最终提高患者的生存质量和生存率。

Ｌａｉｒｄ等［５］认为，凋亡是一个需要基因表达、蛋白

质合成和需要能量的主动过程。高照射剂量足

以破坏基因转录或直接破坏细胞膜的完整性，使

细胞不能维持膜内外离子梯度，故凋亡的途径不

４４６
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能被启动。本研究结果证实，高剂量照射导致细

胞死亡是一个被动过程，不具备凋亡的特征性变

化。本研究结果显示在同一系细胞群体中，触发

细胞凋亡的剂量（５．３３ｍｃｉ）远远低于造成细胞快
速坏死所需的剂量（６．６４ｍｃｉ）。凋亡与坏死在治
疗上的意义不同，坏死是细胞水肿、破裂和溶酶

体酶释放而引起邻近细胞受损；凋亡则是一种

“干净”的细胞清除过程，凋亡细胞通过形成凋亡

小体而被邻近细胞吞噬、消化和溶解，不引起局

部炎症反应［６］。

本研究结果表明，１０３ｐｄ的 γ射线能抑制体外
胆管癌细胞的生长，且有一定的杀伤效应。通过

透射电镜观察，５．３３３ｍｃｉ剂量照射后的胆管癌细
胞形态出现细胞凋亡的两个变化阶段：一是细胞

体积变小，胞核与胞浆浓缩，核裂解，细胞表面起

泡，有凋亡小体形成；二是凋亡小体被周围细胞

吞噬，消化降解。而 ６．６４５ｍｃｉ以上剂量组胆管
癌细胞出现水肿、体积变大，细胞质膜破裂，核溶

解，细胞内容物释出等细胞坏死的改变。从形态

学上证实，γ射线在低剂量时能引起胆管癌细胞
凋亡。ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳出现有一定间隔的
梯状条带和流式细胞仪检测到的特征性亚 Ｇ１峰

是目前判断细胞凋亡的重要指标［７－８］。本研究结

果表明，胆管癌细胞经 ５．３３ｍｃｉ剂量组照射后电
泳呈典型梯状条带，流式细胞仪可检测到有特征

性亚 Ｇ１峰出现；６．６４５ｍｃｉ以上剂量组呈现无间
隔的涂片状带；此现象进一步证实了在低剂量

γ射线便可诱导胆管癌细胞凋亡。
由此可推断，低剂量的 γ射线诱导细胞凋亡

是胆管腔内放射治疗胆管癌的理想选择，因此将

笔者研制的１０３ｐｄ胆管放射性支架植入到胆管腔
内行腔内照射治疗胆管癌，是一种可行的新的治

疗方法。

近年来，国内外报道，辐射诱导细胞凋亡出现

的时间因组织细胞类型的不同而各有差异，且体

内细胞凋亡出现快，高峰出现较早，体外培养细

胞凋亡出现较晚［９－１０］。但迄今尚无辐射诱导胆管

癌细胞凋亡出现时间的报道。本实验结果显示，

体外胆管癌细胞经 γ射线照射后，癌细胞凋亡出

现于 ２４，４８和 ７２ｈ的细胞凋亡率明显高于 １２ｈ。
综上所述，γ射线诱导胆管癌细胞凋亡可能

是治疗胆管癌的重要机制之一，γ射线所致的胆
管癌细胞凋亡与照射剂量有密切关系。此结果

可能为临床应用１０３ｐｄ支架胆管腔内照射治疗胆
管癌提供了实验基础和理论依据。
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