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Abstract:Objective 　ToelucidatethecorrelationbetweenCD54ex pressionsinthebloodvesselendothelial

cellsirradiatedwith 60 Coγrayandadhesionofmonoc yte,suchasHL 260,ontheirradiatedcells,andtostud y

theeffectofantioxidantPDUConthis process. Methods　At2h,4h,8hand24hafterECV304cellswere

exposedto 60 Coγ ray,theRA 2inducedHL 260cellsadheredtotheirradiatedendothelialcellswerecounted,

expressionsofCD54mRNAand proteinweremeasuredb yRT 2PCRandFCM,res pectively,thebindin gac 2
tivityofNF κB2DNAwasmeasuredb yEMSA.ECV304cellswerealso pretreatedwithantioxidantPDTCand

the parametersaboveweremeasuredwiththesamemethods. Results　After8hoursofirradiation,thenum 2
berofHL 260cellsadheredtotheirradiatedendothelialcellsincreasedsi gnificantly,andincreasedb y77%af 2
ter24hoursofirradiationcom paredwiththecontrol.ThelevelofCD54mRNAwasenhancedb y36%and

182%res pectively,after2hand24hofirradiation.CD54 proteinex pressionim provedb y66% ～268%after

4h～32hofirradiation,com paredwiththecontrol.Thebindin gactivit yofNF 2κB2DNAreachedthe peakval 2
ueafter2hoursofirradiation,andincreasedb y97%com paredwiththecontrol.Thebindin gactivit yofNF 2
κB2DNAwassu ppressedb yPDTC pretreatmentanddecreasedb y44%afterirradiatedfor2hours,com pared

withthe groupwithoutPDTC pretreatment.TheCD54mRNAex pressiondeclinedb y35%,andtheadhered

HL260cellsreducedb y26%at4haftertheirradiation. Conclusion　TheincreasedCD54ex pressionisthe

molecularbasisfortheadhesionofHL 260cellstothebloodvesselendothelialcellsirradiatedwith 60 Coγ ray.

TheantioxidantPDTCcaninhibitCD54ex pression.Thiscanbeusedtocontroltheleukoc yteinfiltrationand

inflammationinducedb yionizin girradiation.
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摘 　要 :目的 　研究血管内皮细胞在受60 Coγ射线照射后粘附分子 CD54 的表达与单核样细胞在血管内

皮细胞上粘附变化的关系 ,观测抗氧化剂 PDTC 预处理对 CD54 表达及白细胞粘附的影响。方法 　培

养的 ECV304 细胞接受 16Gy 60 Coγ放射线照射后不同时点 ,检测视黄酸诱导的单核样 HL260 细胞在内

皮细胞上的粘附数量 ,内皮细胞 CD54mRNA 及蛋白表达 ,核转录因子κBDNA 结合活性以及抗氧化剂

PDTC 预处理对上述指标的影响。结果 　照射后 8h,HL 260 细胞粘附数较对照显著上升 ,24h 时较对照

增加 77% 。受照后 2h,CD54mRNA 水平较对照增加 36%,24h 增加 182% 。照射后 4～32h,CD54 蛋白

表达较对照增加 66% ～268% 。NF2κB2DNA 结合活性在照射后 2h 达峰值 ,较对照增高 97% 。PDTC 预

作用后 2h,NF 2κB2DNA 结合活性较未处理组下降了 44%, 作用后 4h,CD54mRNA 表达量下降 35%, 同

时 HL260 细胞粘附数减少 26% 。结论 　CD54 表达上调是60 Coγ射线照射引起单核细胞在内皮细胞上

粘附的分子基础 ,抗氧化剂 PDTC 可干预 CD54 表达 ,有利于控制放射线引起的炎性细胞粘附迁移及炎

症反应。
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0 　引言

肿瘤放射治疗时 ,放射线照射可引起周围正常

组织血管损伤 ,其导致的白细胞渗出是受照组织普

·921·肿瘤防治研究 2004 年第 31 卷第 3 期

© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



遍表现的病变 ,可引发或/ 和加剧周围正常组织萎

缩、纤维化甚至坏死 ,严重影响肿瘤放射治疗的安全

性[1] 。细胞粘附分子在介导白细胞渗出过程中起

了重要作用。CD54 (细胞间粘附分子 ICAM21)是炎

症反应时介导白细胞在血管内皮细胞上粘附的关键

分子 ,是白细胞进一步跨内皮细胞迁移的前提。探

讨放射线照射对 CD54 表达是否有诱导作用及应用

干预剂进行干预 ,可深入认识放疗后期正常组织炎

细胞浸润的分子机制 ,为提高放疗安全性防治措施

研究提供实验依据。本实验体外观测了血管内皮细

胞在受 16Gy 60Coγ放射线照射后 ,CD54 的表达变

化与单核样细胞在血管内皮细胞上粘附变化的关

系 ,观测了抗氧化剂 PDTC 预处理对 CD54 表达及

白细胞粘附的影响 ,以探讨放射线照射后组织炎细

胞浸润的分子机制与干预措施。

1 　材料与方法

1.1 　细胞培养与照射 　(1) HL260 细胞的诱导 :细

胞于含 10% 小牛血清的 RPMI1640 培养液中 ,

37 ℃,0.5% CO2 条件下培养至 1 ×105 个/ml, 加入

视黄酸 ,使终浓度达 5 ×10 -3 mmol/L, 继续培养 3

天 ,用于实验。(2) ECV304 细胞培养 :将培养小室

( Transwell 培养小室 ,孔径 3μm,Milli pore 公司) 置

于 24 孔培养板中 ,室外加 600μl 培养液 ,小室内接

种细胞 400μl (2 ×105～5 ×105 个/ml ) ,在含 10% 小

牛血清的 DMEM 中 ,37 ℃、0.5% CO2 条件下培养 ,

细胞生长至融合状态时接受 16Gy 60 Coγ放射线照

射。吸收计量率为0.521 Gy/min 。

1.2 　细胞粘附实验 　于照射后 2h 、4h 、8h 、24h, 在

培养小室中加入 1 ×105～5 ×105 个诱导的 HL260

细胞 ,继续在培养条件下孵育 2h 后 ,培养小室用培

养液冲洗两次 ,以0.2% 台盼兰染色 ,计数膜上粘附

的细胞。

1.3 　CD54 蛋白表达量测定 　于照射后 2h 、4h 、8h 、

24h 、32h, 胰酶消化细胞 ,70% 乙醇固定 ,进行流式

细胞测定 :用冷 PBA 洗涤细胞两次 ,以 PBA 封闭

20min, 加 PBA 稀释的 CD54 单抗 (1∶100Pharmin 2
gen) 于 4 ℃作用 1h, 冷 PBA 洗涤 ,加 PBA 稀释的

FITC 标记的羊抗鼠二抗 (1∶50) 4 ℃避光作用0.5 h,

冷 PBS 洗涤后重悬于 PBS 中 ,置 FCM 测试管待测。

正常细胞作相同处理。对照管不加单抗 ,其他步骤

同测试管。CD54 蛋白表达量以平均荧光强度表

示。

1.4 　CD54mRNA 表达测定 　生长至融合状态的

ECV304细胞于照射后 2h 、4h 、8h 、24h 常规法提取

RNA, 经过 RNA 纯度鉴定和浓度测定 ,进行逆转录

RNA,PCR 。CD54 引物 :上游 5’2AAAGTCATC

CTGCCCCGGGG 23’,下游 5’2AGGGCAGTT

TGAATAGCACA 23’,扩增片断为 189bp。β2actin

(内参) 引物 :上游 :5′2ACCACAGCTGAGAGG

GAAATCG 23′, 下游 :5 ′2AGAGGTCTTTAC

GGATGTCAACG 23′,扩增片段为 281bp。引物由

Sangon 公司合成 ,经 PAGE 纯化。循环参数 :94 ℃

1min,63 ℃1min,72 ℃1min,40cl ycles,72 ℃1 ∀−

min。

1.5 　凝胶电泳迁移率分析 ( EMSA) 测 NF2κB2DNA

活性 　(1)核蛋白提取 :内皮细胞接受 16Gyγ放射

线照射后 2h 、4h 、8h 、24h, 刮取细胞提取核蛋白。用

紫外吸收法对蛋白定量。(2) EMSA 分析 :经 r232 P2
ATP 标记、乙醇沉淀纯化的 NF2κB 寡核苷酸探针

(Promega) ,在含 PolydIdC 的反应体系中与核蛋白

在 37 ℃作用 30min 后 ,行 6% 非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳 ,凝胶在 -70 ℃下放射自显影。用凝胶扫描

仪对 X光片条带灰度进行扫描 ,NF 2κBDNA 结合

活性大小由条带光密度 ( INT ) ×面积 ( mm2 ) 值表

示。

1.6 　PDTC 的干预作用 　于照射前在 Transwell 培

养小室中加入 PDTC (终浓度为 100μmol/L ) 干预剂

作用 45min 后 ,细胞接受放射线照射及上述指标测

定。

2 　结果

2.1 　60Coγ放射线照射对诱导的单核样 HL260 细

胞在内皮细胞上粘附的影响 　表 1 所示 ,照射后

8h, 粘附细胞数较对照有显著意义上升 ,24h 照射组

细胞粘附数较对照增加 77% 。

　　表 1 　　　照射对单核样 HL260 细胞粘附的

　　　影响 (细胞数 �x ±s)

对照组 16 Gy

2h 159.3 ±16.21 162 .0 ±20.12

4h 165.2 ±20.63 211 .0 ±28.60

8h 175.6 ±19.25 284 .7 ±22.29 △

24h 172.3 ±7.039 305 .0 ±17.66 △

　　△与对照组比较 , P < 0.05

2.2 　60Coγ放射线照射对内皮细胞 CD54mRNA 和

蛋白表达的影响 　CD54PCR 产物条带灰度扫描值

INT ×mm2 与β2actinPCR 产物灰度扫描值 INT ×

mm2 比值结果见表 2。16Gyγ射线照射引起 CD54

mRNA 表达上调 ,照射后 4h,CD54mRNA 表达较

对照增加1.36 倍 ,8h 、24h 分别较对照增加1.42 和

1.82 倍。
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　　表 2 　　16 Gy 60 Coγ射线照射 ECV304细胞后不同

　　时点上 CD54 mRNA 表达变化

16 Gy

A B

对照 0.838 ±0.041 100

2h 1.138 ±0.054 136

4h 1.980 ±0.097 △ 236

8h 2.031 ±0.104 △ 242

24h 2.360 ±0.131 △ 282

　　A=INT ×mm2
CD54/INT ×mm2

βactin ,B=
VA -V 对照

V对照
×

100%+100
△与对照比较 , P <0.05

　　采用流式细胞技术测定 CD54 蛋白表达 ,结果

见图 1。16Gyγ射线照射后 2h, 内皮细胞 CD54 表

达量较对照增加 35%,4h 、8h 、24h 分别增加 66% 、

127% 和 248%, 照射后 32h,CD54 表达量仍保持在

较对照增加 268% 的水平。

图 1 　16 Gy 60 Coγ射线照射内皮细胞后

　　不同时点上 CD54 表达变化

2.3 　60Coγ放射线照射对内皮细胞 NF- κBDNA

结合活性的影响及 PDTC 的干预作用 　60Coγ放射

线照射可诱导内皮细胞 NF2κBDNA 结合活性增

强 ,结果见图 2。放射线对内皮细胞 NF2κB 的激活

峰值发生在照射后 2h, 较对照增高 97%, 随后 NF

-κBDNA 结合活性有下降 ,在 24h 较对照增高

30% 。

图 2 　放射线照射后内皮细胞 NF2κBDNA 结合

　活性的变化及 PDTC 的干预作用

　　实验用抗氧化剂 PDTC 预处理受照细胞 ,结果

见图 2。照射后 2h 、4h 、8h 、24h, 处理组 NF2κBDNA

结合活性分别较未处理组下降了 44%,35%,27%,

20% 。

2.4 　PDTC 对 CD54mRNA 表达的干预 　CD54 基

因的启动子上 ,有κB 样序列 ,NF 2κB 可调控 CD54

的表达。因此理论上推测 ,PDTC 对 NF2κB 活性抑

制可能进一步影响 CD54 的表达。实验观测了

PDTC 预处理后受照细胞 CD54mRNA 的表达 ,RT2
PCR 扫描结果见图 3, 可见经 PDTC 预处理的细胞

受照后 4h,CD54mRNA 表达量较未处理细胞下降

35%,8h 和 24h 降幅也分别达 31% 和 30% 。

图 3 　PDTC 预处理对放射线照射引起 ECV304细胞

　　CD54 mRNA 表达增高的干预作用

2.5 　PDTC 预处理对单核样 HL260 细胞在受照内

皮细胞上粘附的影响 　16Gy 60 Coγ射线照射后单

核样 HL260 细胞在受照血管内皮细胞上的粘附数

增多 ,经 PDTC 预处理 ,受照后 2h 、4h 、8h 、24h 时点

上 ,HL260 细胞的粘附数分别较同期未处理组下降

6.8% ,26%,20%,20%, 见图 4, 说明 PDTC 可干预

单核样细胞在血管内皮细胞上的粘附。

图 4 　放射线照射后单核样 HL260 细胞在内皮

　　　细胞上的粘附及 PDTC 的干预作用

3 　讨论

在肿瘤放疗后期常出现受照肿瘤周围的正常组

织纤维化、变性萎缩、坏死的并发症 ,严重影响了肿

瘤放疗的安全性。炎细胞浸润被认为是与该效应产

生密切相关的重要因素之一[1] 。研究照射后炎细

胞浸润的分子机制 ,对病变发生发展过程的认识及

防护措施研究无疑是非常有必要的[2,3] 。CD54 是

炎症反应时介导白细胞在血管内皮细胞上粘附的关

键分子。内皮细胞分泌的 CD54 的胞外第 1 和第 3

结构区 ,可分别与白细胞上的β2 整合素 LFA21 和
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Mac21 结合而实现内皮细胞对白细胞的扣押 ,是白

细胞进一步跨内皮细胞迁移的前提。

本实验观察到 ,16Gy 60Coγ放射线照射血管内

皮细胞后 4h,CD54 基因、蛋白表达水平明显上调 ,

在粘附实验中也相应观察到放射线照射后 8h, 粘附

细胞数较对照有显著意义上升 ,24h 照射组细胞粘

附数较对照增加 77% 。Hallahan,Gau gler 等[4,5] ,

也观察到放射线照射对细胞或组织 CD54 的上调作

用 ,并认为该效应与放射线引起的白细胞在组织的

浸润相关。CD54 基因敲除小鼠肺组织中由照射引

起的炎细胞浸润明显减少 ,用 mAb2CD54 预处理 ,

可明显减少放射线辐照后白细胞在肠系膜血管内的

迁移。这些实验均说明放射线引起 CD54 上调是受

照后炎细胞粘附浸润的重要分子基础。NF2κB 是调

控“即早反应基因”的重要转录因子 ,诸多炎症相关

分子基因的增强子或启动子上 , 都有κB 序列。

CD54 基因启动子上 ,也有κB 样序列。放射线照射

干扰了机体正常的活性氧清除系统 ,使活性氧堆积 ,

进而诱导 NF2κB 活化。实验观察到60Coγ放射线照

射对 NF2κB 的激活峰值发生在照射后 2h, 但在受照

后 4～24h,NF 2κBDNA 结合活性仍高于对照。NF2
κB 激活是 CD54 表达上调的基础 ,因此抑制 NF2κB

激活可干扰包括 CD54 在内的炎症反应相关分子的

表达 ,进而控制炎细胞浸润[6] 。实验用抗氧化剂

PDTC 预处理受照细胞 ,结果 PDTC 可使照射后 2

～24h 各时点 NF2κB 活性分别较未处理组下降

44%,35%,27%,20%; 受照后 4h 、8h 和 24hCD54

mRNA 表达量较未处理细胞分别下降 35% 、31% 和

30%;HL 260 细胞的粘附数分别较同期 (2h,4h,8h,

24h)未处理组下降6.8% ,26%,20%,20% 。结果说

明用抗氧化剂处理 ,可干预单核样细胞在内皮细胞

上的粘附 ,是预防放疗后期组织炎细胞浸润的治疗

途径之一。
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第三届中国肿瘤学术大会将在广州召开

　　为进一步促进国内外学术交流 , 提高医疗科研水平并加强继续教育 , 中国抗癌协会及中华医学会肿瘤

学会决定于今年 11 月 11～14 日召开第三届中国肿瘤学术大会。此次大会由中山大学肿瘤防治中心承办 ,

会议地点定于广州最具现代性的会展中心 ———琶洲国际会议展览中心。

本次会议将邀请国内外知名学者与会 , 包括诺贝尔医学奖获得者及美国临床肿瘤学会 (ASCO) 专家 ,

传播肿瘤学最前沿的发展动态 ; 大会报告面向广大医学科技工作者 , 安排了丰富的继续教育内容 ; 会议还

安排了 30 个分会场 , 供各个肿瘤专业委员会充分交流探讨。

欢迎广大医学科技工作者踊跃投稿、与会 , 详请请登陆我们的网站 :htt p: ∥www.cco.or g.cn; 联系电

话 :020 287343268 。

第三届中国肿瘤学术大会组委会
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