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Abstract:Objective　Tostud ythereleaseofTNF 2αandTGF 2βmRNAinEwin g’ssarcomacellline (RM282)

invitroandthere gulationofTNF 2α andTGF 2β mRNAex pressionb yionizin gradiation.Radiation 2induced

tumorcell productionofTNF 2αandTGF 2βmayenhanceirradiationefficac yandim provetheeffectoftumor

irradiation.Ontheotherhand,endo genoustumorcell productionofTNF 2αandTGF 2βmayadversel yaffect

normaltissue. Methods　Ewing’ssarcomacellline ( RM282) wereinvesti gatedfortheirTNF 2α andTGF 2β

mRNAex pressionbeforeandafterex posuretodifferentirradiationdoses (2,5,10,20,30,40G y) andafter

differenttimeintervals (1,3,6,12,24,48,72hoursafterirradiation ) . Results　TheEwin g’ssarcomacell

lineRM 282 produceconstitutivel ysi gnificant quantitiesofTNF 2αmRNA.TheTNF 2αmRNAlevelsofitwere

up2regulatedfollowin girradiationex posureinatime 2 anddose 2dependentmanner.Irradiation 2mediatedstimu 2
lationoftheTNF 2αmRNAreleasewasa ppreciablebetween1and24hours post2irradiation.De pendentonthe

dose given,irradiationwasfoundtocauseincreasin ginductionofTNF 2αmRNAex pression,withthemaximal

releaseafterirradiationwith40G y.Incontrast,RM 282cellsconstitutivel y producesi gnificantlevelsofTGF 2
βmRNA,butthisTGF 2βmRNAreleasewasnotmodulatedb yirradiation. Conclusion　TheEwin g’ssarco 2
macelllineRM 282 produceextremel ylar ge quantitiesofTNF 2αfollowingirradiationex posureinatimeandir 2
radiation2dosede pendentmanner.Radiation 2inducedTNF 2αproductionoftumorcellsma ybeof paramount

importancenotonl yfortumorbehaviourbutalsoinres pectto potentialdama getonormaltissueandtheclinical

statusofthehost.
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摘 　要 :目的 　研究 Ewing’s 肉瘤细胞系 (RM282) X2射线外照射后肿瘤坏死因子 ( TNF2α)和转化生长因

子 ( TGF2β) mRNA 表达水平的变化 ,探讨 X2射线诱导内源性 TNF2α和 TGF2β产生的可能性及意义。方

法 　应用实时荧光 RT2PCR, 检测接受不同剂量 X2线照射 (2G y,5G y,10G y,20G y,30G y,40G y)和

受照后不同时间 (1h,3h,6h,12h,24h,48h,72h ) 。TNF2α和 TGF2βmRNA 表达水平的变化。结

果 　RM282 细胞 TNF2αmRNA 表达水平较外照射前显著升高。一方面受照后 TNF2αmRNA 表达逐渐

升高 ,照射剂量达 40Gy 时 TNF2αmRNA 表达水平达高峰 ,为正常对照组的 108 倍 ;另一方面 ,照射后 3h

后 TNF2αmRNA 表达逐渐升高 ,6h 达高峰 ,为正常对照组的 18 倍。相反 ,TGF 2βmRNA 表达水平 X2射
线照射前后无显著变化。结论 　Ewing’s 肉瘤细胞系 (RM282)接受 X2线照射后 TNF2αmRNA 表达明显

升高 ,且呈现时间、剂量依赖性。放射治疗可诱导 Ewing’s 肉瘤细胞系 ( RM282) 产生 TNF2α,既可能提

高放疗的敏感性 ,也可能对机体产生不利影响。
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0 　引言 最近研究显示许多组织放疗后的病理生理反应

涉及许多细胞因子 ,这些细胞因子构成放射损伤炎

症反应及纤维化过程中多细胞间网络反应的基

础[1,2] 。细胞因子不但在正常组织放射损伤过程

中 ,而且在肿瘤细胞的杀伤过程中发挥重要作用。
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肿瘤坏死因子 ( TNF2α) 是一个多功能细胞因子 ,由

于其具有直接杀伤肿瘤细胞和引起肿瘤出血坏死而

用于恶性肿瘤的治疗。TGF2β是一个多功能生长因

子家族 ,许多正常组织和肿瘤细胞能合成 TGF2β,它

与细胞的增殖、分化、胚胎发育、血管生成、伤口愈合

及细胞凋亡有关 ; 而且 TGF2β能提高放疗敏感

性[3] 。另一方面 ,TNF 2α和 TGF2βmRNA 与正常组

织的放射性损伤密切相关[123] 。该文讨论尤文氏肉

瘤 ( Ewing’ssarcoma )细胞系 RM282 接受 X2线照射

后内源性 TNF2α和 TGF2β产生的可能性及其意义。

1 　材料与方法

1.1 　细胞培养 　Ewing’s 肉瘤细胞系 ( RM282) 由

德国明斯特大学医学院 Dr.vanValen 友好赠送。

RM282 细胞生长于 RMPI21640 培养液中 (德国

Biochrom 公司) 。其中含有 10% 热灭活小牛血清和

抗生素 (青霉素 100U/ml, 链霉素 50μg/ml )( 德国

Biochrom 公司 ) 。RM282 细胞传代入贴壁面覆有

胶元蛋白 ( 5μg/cm 2 ; 德国 Boehrin ger 公司 ) 的

25cm2 培养瓶 (德国 Greiner 公司) 中传代培养。培

养条件为 37 ℃、5%CO 2 及饱和湿度。

1.2 　细胞照射 　1 ×106 细胞传代培养 72h 后细胞

松散贴壁生长。弃去陈旧培养液用 PBS 液小心清

洗后换入 4ml 新鲜培养液。随后用 4MV 直线加速

器照射 (西门子公司 ,德国) ,剂量率 :2.5 Gy/min, 剂

量关系组 6 瓶分别给以 2Gy,5G y,10G y,20G y,

30Gy,40G y 剂量照射。6h 后提取细胞总 RNA。时

间关系组 7 瓶 :给予 30Gy 照射后 1h,3h,6h,12h,

48h,72h 分别提取 RNA。两组对照细胞在相同实

验条件下未予照射。

1.3 　RNA 提取和 cDNA 合成 　提取细胞总 RNA,

取 2μg 逆转录成 cDNA, 用于 PCR 扩增。RNA 提取

试剂盒 ,cDNA 合成试剂盒均购自德国 Qiagen 公

司。实验按试剂盒说明书进行。

1.4 　实时荧光 PT2PCR 　应用 Lightc ycler 仪采用

TaqMan 法[4] 。内参照采用人看家基因 GAPDH。

其序列为 :TNF 2α( 167bp ) :TNF 2α:5 ′2AGGCGG

TGCTTGTTCCTCA 23′;5 ′2GTTCGAGAA

GATGATCTGACTGCC 23′;TNF 2α探针 :5 ′2
CCAGAGGGAAGAGTTCCCCAGGGAC 23′。

TGF2β(114bp) :TGF 2β:5 ′2GGCTGGAAGTGG

ATCCACGA 23′;52GTTGTACAGGGCCAGGACCT

23′;TGF 2β 探 针 : 5′2ATGCCAACTTCTGCCTC

GGGCCC23′。GAPDH (226bp) :GAPDH:5 ′2GAA

GGTGAAGGTCGGAGTC 23′;5 ′2GAAGAT

GGTGATGGGATTTC 23′;GAPDH 探针 :5 ′2

CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC 23′。PCR 扩增

的同时 Lightc ycler 仪于 PCR 扩增指数增长期自动

定量检测。样本 mRNA 定量表达 : 超过基础 (照射

前) TNF2α mRNA 多少倍 :[TNF 2α/GAPDH] (照

射) /[TNF 2α/GAPDH] (未照射) 。

2 　结果

2.1 　TNF2αmRNA 表达与放射剂量的关系 　未照

射细胞显示有低水平的 TNF2αmRNA 的基础表达 ,

X2线照射 2Gy 以后即可见 TNF2αmRNA 的表达随

照射剂量的增高而逐渐升高 ,达 40G y 时 TNF2α
mRNA 达高峰是未照射对照组的 108 倍 ,见图 1。

2.2 　TNF2αmRNA 表达时间依赖关系 　未照射细

胞显示有低水平的 TNF2αmRNA 的基础表达 ,照射

后 3h 即可见 TNF2αmRNA 表达逐渐升高 ,照射后

6h 达高峰 ,为未照射对照组的 18 倍 ,于 24h 后降至

基础水平 ,见图 2。

2.3 　TGF- β mRNA 的表达 　Ewing’s 肉瘤细胞

系 (RM282)受照前均有重要的基础 TGF2βmRNA,

但是受照后其 TGF2βmRNA 的表达未见明显增高。

图 1 　RM282 细胞系 TNF2αmRNA,表达与放射

剂量的关系 :相对 TNF2αmRNA表达水平

图 2 　RM282 细胞系 TNF2αmRNA,表达与时间

的关系 :相对 TNF2αmRNA表达

3 　讨论

实时荧光 RT2PCR是近几年发展的在 PCR指数

增长期精确定量检测 PCR 产物的新方法。它能将

PCR扩增与 PCR产物检测同时完成。与传统的 RT2
PCR法比较 ,此法因不需要 PCR扩增后电泳等步骤 ,

检测快速、灵敏、易于操作 ,而且由于系统内荧光探针
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的应用 ,从而保证 PCR产物检测的特异性[4] 。

本文用该法检测 Ewing’s 肉瘤细胞系 ( RM282)

X2线照射前后 TNF2αmRNA 表达水平的变化 ,由于

照射后细胞的亚致死性损伤修复开始与受照后

1h [4] 。因此在进行不同受照剂量对 TNF2α mRNA

表达影响的实验时选择受照后 6h 进行分析。结果

显示 ,X2线照射可诱导 RM282 细胞系产生 TNF2α。

而且随着照射剂量的增加 RM282 细胞 TNF2αmR2
NA 表达逐渐增高 ,照射剂量达 40Gy 时 TNF2αmR2
NA 表达达高峰 ;另一方面 ,照射后 3h 后 TNF2α
mRNA 表达逐渐升高 ,6h 达高峰。以上结果显示

X2线照射可诱导某些肿瘤细胞产生 TNF2α。

TNF2α是一个多功能细胞因子 ,主要参与炎症反

应和免疫反应。它对肿瘤细胞有直接杀伤作用并可引

起肿瘤出血坏死。新近研究证实 TNF2α可抑制某些肿

瘤细胞的增殖及诱导肿瘤细胞凋亡。体内体外实验已

证实 TNF2α与放疗有协同作用[1,2] ,另一方面 ,TNF2α
也参与放射性肺损伤的发生和发展过程[4] 。

RM282 细胞受照后产生释放 TNF2α的分子机

理不明。有学者认为 Ewing’s 肉瘤 TNF2α产生增

多与丝氨酸磷酸化有关。另外 ,由于 Ewing’s 肉瘤

细胞 (包括 RM282) 表面存在对 TNF2α高亲和力的

结合位点[5] ,因此 ,这个细胞因子可能作为 RM282

细胞的自分泌调节因子调节其功能 ,如 : 上调 I2
CAM21 和 Ⅰ类 MHC 抗原的表达 ;抑制细胞增殖 ;刺

激结合素介导的细胞与细胞基质间的反应。肿瘤细

胞与细胞外基质黏附性糖蛋白之间的相互反应在肿

瘤侵蚀和转移的复杂过程中发挥十分重要的作

用[4] 。这种黏附反应主要由细胞表面受体的β12结
合素家族介导。

肿瘤细胞受照后产生 TNF2α的生物学意义目

前还不明。一方面 TNF2α有直接抗肿瘤及放射增

敏作用。另一方面 ,某些肿瘤细胞 (如纤维肉瘤转移

模型) 产生的 TNF2α不但对正常组织产生损伤 ,而

且可能促进肿瘤转移。TNF2α还与肿瘤恶液质有

关[2,4] ,因此可影响肿瘤患者的一般状态。

放射治疗是治疗 Ewing’s 肉瘤的主要局部治疗手

段之一 ,如果肉瘤发生在胸壁 ,其周围有重要器官如肺

和脊髓 ,在某些情况下放疗照射野中不可避免有部分

正常肺组织 ;当对肺转移灶进行放疗时 ;当胸壁病灶累

及胸膜需行半边胸腔照射时等等 ,都将可能造成正常

肺组织的放射性损伤。由于 TNF2α在放射性肺损伤发

生及发展过程中发挥极其重要的作用 ,Ewing’s 肉瘤细

胞受照后可加重炎症反应 ,因此对发生于胸壁者 ,需注

意对正常肺组织的保护。

转化生长因子 ( TNF2β)对细胞的生长具有有效

而独特的调节作用 ,它与肿瘤的发生和发展密切相

关[7] 。

新近研究显示 TGF2β在放射性肺损伤中 ,发挥

极其重要的作用[9] 。目前仅有不多的研究报道体

外培养肿瘤细胞如乳腺癌细胞系 ,直肠癌细胞系受

X2射线照射后诱导 TGF2β的产生[8] 。本研究结果

在 RM282 细胞未见 X2射线照射后诱导的 TGF2β产

生增多 ,而另有报道在三维重建皮肤组织γ2射线照

射后 ,可见 TGF2β产生增多 ,而在单层培养皮肤细

胞却未见 TGF2β产生增多。可能三维组织结构、细

胞与周围结缔组织的相互反应以及不同的细胞类别

在调控 TGF2β中具有十分重要作用[8] 。因此需进

一步进行动物实验。

细胞因子的自分泌和旁分泌作用与肿瘤的形成

和发展密切相关。肿瘤周围细胞如成纤维细胞和血

管平滑肌细胞等产生的细胞因子的自分泌作用可导

致肿瘤基质形成 ,为肿瘤细胞的侵袭创造了有利的微

环境。因此需进一步研究探讨 TNF2α和 TNF2β蛋白

的活性 ,以及体内实验研究肿瘤组织和周围正常组织

受 X2线照射后所产生的细胞因子的相互作用。
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