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32P胶体体外诱导颅咽管瘤细胞凋亡*
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摘要 目的：探讨 32P胶体对颅咽管瘤（craniopharyngioma，CP）体外培养细胞诱导凋亡作用及剂量效应和时间效应关系。方

法：通过原代细胞培养获得CP有限传代细胞系，经不同浓度 32P胶体处理不同时间后，应用MTT比色法绘制细胞存活率曲线。流

式细胞仪定量检测细胞凋亡率。Hoechst 33342荧光染色检测凋亡细胞形态。TUNEL荧光染色检测DNA特征改变。透射电子显

微镜（TEM）检测细胞超微结构。结果：Hoechst 33342荧光染色、TUNEL荧光染色、TEM均证实 32P胶体确能引起CP细胞产生凋

亡。随着 32P胶体处理浓度（0～14.80 MBq/mL）及时间（1～14 d）的增加，CP细胞存活率减少、凋亡率增高。结论：32P胶体能明显

抑制CP体外培养细胞生长并诱导凋亡，剂量越大及处理时间越长其杀伤作用越强。
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Abstract Objective: This study aimed to investigate the possible mechanism of 32P colloid induced apoptosis of craniopharyngi-

oma (CP) cells in vitro and the relationship between dose effect and time effect. Methods: This study established a primary cell culture

of CP limited subculture cell line. Methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay was performed to plot the cell survival curve after the CP

cells were treated with 32P colloid at different concentrations and time. Apoptotic rate was detected by flow cytometry(FCM). Apoptosis

related DNA was investigated by TUNEL fluorescent staining. The morphological characteristics of apoptotic cells were determined by

Hoechst33342 fluorescence staining. The ultrastructure of apoptotic cells was investigated by transmission electron microscopy (TEM).

Results: Hoechst33342 fluorescence staining, TUNEL fluorescence staining, and TEM revealed that 32P colloid induced the apoptosis

of CP cells. 32P colloid reduced the survival rate and increased the apoptotic rate of CP cells as concentration (0 MBq/mL to 14.80 MBq/

mL) and time (1 d to 14 d) were increased. Conclusion: 32P colloid could effectively inhibit the growth of CP cells and induce apoptosis

in vitro. High concentrations and prolonged time could induce a remarkable effect.
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颅咽管瘤（craniopharyngioma，CP）经初次开颅手

术切除后复发率为 9%～51%，平均时间 26～96个

月，再次开颅手术患者往往难以耐受［1-2］。本科自

1985年应用立体定向 32P胶体内放疗治疗囊性CP，成
功治疗患者 1 200余例［3］。32P胶体是否引起CP细胞

发生快速凋亡和（或）迟发性凋亡，或引起CP组织营

养血管内皮细胞或周围成纤维细胞的凋亡、坏死，使

CP细胞失营养而发挥治疗作用尚不得知。32P胶体是

否在低剂量辐射条件下利用凋亡途径杀伤肿瘤细

胞，而高剂量辐射直接引起细胞坏死，既往鲜见相关

报道。验证 32P胶体导致的凋亡机制、剂量效应和时

间效应关系对治疗剂量选择和治疗方案优化等有重

要意义。因此，本研究建立了CP的有限传代细胞株，

用 32P胶体处理CP体外培养细胞，观察其诱导细胞凋

亡变化，探讨其可能的机理，建立剂量效应和时间效

应关系，现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料
32P胶体即磷酸铬（32P-chromic phosphate，32P-CP）胶

体注射剂，由中国原子高科股份有限公司生产。表皮

生长因子、1 mg/mL胶原酶、0.25%胰蛋白酶/0.05%乙二

胺四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）、胎
牛血清（fetal bovine serum，FBS）及高糖改良Eagle培养

基（dulbecco's modified eagle medium，DMEM）购自美国

Gibco公司；MTT、Hoechst 33342荧光试剂盒、异硫氰酸

荧光素标记的膜联蛋白V（annexin V-fluorescein iso⁃
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thiocyanate，Annexin-V-FITC）、碘化丙啶（propidium
iodide，PI）、青霉素均为美国Sigma公司产品。末端脱氧

核苷酸转移酶标记（terminal deoxynucleotidyl transferase
［TdT］-mediated dUTP nick end labeling，TUNEL）试剂盒

为美国Vazyme公司产品。广谱细胞角蛋白（pan cy⁃
tokeratin，Pan-CK）及鼠二步法免疫组织化学试剂盒为

北京中杉金桥公司产品。

1.2 方法

1.2.1 CP细胞原代培养 新鲜CP手术切除组织块

来源于本科手术患者，术后病理证实为牙釉质型。

采用显微镜下组织修剪、胰酶差速贴壁消化法结合

机械刮除法建立CP有限传代细胞系。采用倒置显微

镜观察细胞生长情况及细胞形态，Pan-CK（1 : 500）免
疫组织化学染色鉴定。将传代第 2代呈对数生长期

细胞用不同初始放射性活度的 32P胶体进行不同照射

时间处理后行后续检测。

1.2.2 实验方法与分组 取对数生长期的CP细胞，

接种2×106个/孔单细胞悬液于6孔板内，培养24 h并
贴壁后分为对照组与处理组。处理组分别加入使用

生理盐水稀释的 100 μL 初始放射性活度为 1.85、
3.70、7.40、14.80、29.60 MBq的 32P胶体，每孔加药后

用培养液调整总体积为2 mL，5组初始放射性浓度分

别为 0.925、1.850、3.700、7.400、14.800 MBq/mL；阴性

对照组则加入100 μL的冷胶体，空白对照组为100 μL
的生理盐水。分别于处理1、3、5、9、14 d后进行样本

检测，各组每孔均设5个复孔取其均值。

1.2.3 MTT比色法检测细胞存活情况 各组细胞处

理后用细胞酶标仪在 490 nm测定各孔吸光度值（op⁃
tical density，OD），取各孔吸光度的平均值。存活率

分析为当前存活率=同一浓度处理组OD值均值/阴性

对照组 OD值均值×100%，设阴性对照组存活率为

100%。以浓度为横轴、细胞存活率为纵轴绘制不同

天数的细胞存活率曲线。

1.2.4 FCM检测凋亡率 收集浓度为 3.700 MBq/mL
的 32P 胶体处理 3 d 后 CP 细胞及阴性对照组 CP 细

胞 1×105个/mL各取 2 mL，4℃离心，1 500 r/min×10
min，弃上清，重复PBS洗涤操作 1次，细胞重悬后分

别加入 10 μL Annexin-V-FITC及 5 μL PI，反应后立

即行 FCM检测，同时对阴性对照组进行检测。FCM
激发光波长用488 nm，波长515 nm检测FITC荧光，波

长560 nm检测PI荧光，数据用MultiCycle分析软件处

理，计算两组凋亡率并进行比较。

1.2.5 凋亡细胞的Hoechst 33342荧光检测 收集浓度

为3.700 MBq/mL的 32P胶体处理3 d后CP细胞爬片及阴

性对照组细胞爬片加入少量Hoechst 33342染色液，覆盖

住样品即可，室温放置3～5 min，吸除Hoechst 33342染色

液，用PBS洗涤2～3次，3～5 min/次。直接在荧光显微

镜下观察。

1.2.6 TUNEL荧光染色观察 收集浓度为3.700 MBq/mL
的 32P胶体处理3 d后CP细胞爬片及阴性对照组细胞爬

片，用4%多聚甲醛固定细胞30～60 min，加50 μL TUNEL
检测液，37℃避光孵育60 min，用抗荧光淬灭封片液封

片后使用激发波长为450～500 nm，发射波长为515～
565 nm，在荧光显微镜下观察。

1.2.7 TEM检测凋亡亚细胞形态学改变 消化收集

浓度为 3.700 MBq/mL的 32P胶体处理 3 d后CP细胞，

细胞计数 1×105～1×107个，1 500 r/min离心 15 min，
4%甲醛固定后按常规程序处理行TEM观察。

1.3 统计学处理

数据采用 SPSS 17.0软件进行分析，凋亡率的比

较用χ2检验，计量资料结果用x±s表示，组间比较用方

差分析，处理组与阴性对照组比较用Dunnett-t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MTT比色法检测细胞存活率曲线结果

原代培养CP细胞生长良好，最长可传代6代，生

存 45 d，Pan-CK免疫组织化学染色鉴定为阳性结果

符合CP细胞特征（图 1），成功建立了CP有限传代细

胞系。光镜下观察CP细胞为不规则形，连接成片，呈

铺路石状，可见核分裂期细胞，核结构完整，胞浆透

明，无明显颗粒，空泡样结构。经 32P胶体处理后细胞

随着浓度及时间的增加，可见细胞增殖逐渐减缓，出

现固缩死亡情况。将传代第 2代呈对数生长期细胞

用不同初始放射性活度的 32P胶体进行照射不同时间

处理后，MTT比色法检测绘制细胞存活率曲线，可见

随着处理浓度的增加细胞存活率明显降低；随着处

理时间的延长细胞存活率明显降低（图 2）。不同浓

度 32P胶体处理 1、3、5、9、14 d组OD值方差分析结果

比较差异有统计学意义（P<0.05）；处理组分别与阴性

对照组比较，除处理 1 d的 0.925 MBq/mL处理组与

0 MBq/mL阴性对照组之间比较差异无统计学意义

（P>0.05）以外，其他各组与 0 MBq/mL阴性对照组比

较差异均有统计学意义（P<0.05，表1）。
2.2 FCM检测凋亡率比较结果

3.700 MBq/mL作用 3 d处理组凋亡率为 38.1%，

阴性对照组凋亡率为 5.5%（均包括早期及晚期凋

亡），经比较差异有统计学意义（P<0.05，图3）。
2.3 Hoechst 33342荧光染色检测细胞形态学结果

处理组细胞核蓝色深染，形态不规则，体积变

小，染色质浓缩、碎裂、边缘化，可见特征性凋亡小体

（图4A）。阴性对照组CP细胞核大小较一致，染色质

蓝色荧光分布较均匀，细胞形态规整（图4B）。
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A：Control group. B：3.700 MBq/mL treatment group
图3 处理组及对照组凋亡细胞分布

Figure 3 Apoptotic cell distribution in treatment and control groups

2.4 TUNEL荧光染色观察结果

处理组CP细胞呈现绿色荧光特征的阳性表现，

表明经处理后发生了凋亡改变（图4C）。对照组仅见

少量绿色荧光显色，无凋亡发生（图4D）。
2.5 TEM检测亚细胞凋亡形态结果

处理组CP细胞出现细胞核染色质固缩、核密度

增高，细胞变小并核碎裂，胞浆中出现空泡样结构；

可见凋亡细胞经核碎裂后形成的染色质块（核碎

片），且细胞有发芽、起泡，处于脱落成球形内含细胞

质、细胞器和核碎片的凋亡膜包小体早期改变（图

5A）。正常CP细胞呈多角形，核内染色质分布较均

匀，核膜清晰；胞浆丰富，线粒体、内质网、核糖体清

晰；细胞膜不规则，有凸起（图5B）。

A：Hoechst 33342 fluorescence staining result of the treatment group. B：
Hoechst 33342 fluorescence staining result of the control group. C：TU⁃
NEL fluorescence staining result of the treatment group. D：TUNEL fluo⁃
rescence staining result of the control group
图4 处理组及对照组Hoechst 33342荧光染色及TUNEL荧光染色结

果（×400）
Figure 4 Hoechst 33342 fluorescence staining and TUNEL fluorescence
staining results of treatment and control groups（×400）

图1 免疫组织化学染色阳性CP细胞（Pan-CK ×200）
Figure 1 Immunohistochemistry of positively stained CP cells（Pan-CK
×200）

图2 不同初始放射性活度的 32P胶体处理不同时间后各组细胞存活

率曲线

Figure 2 Cell survival curve of each group treated with different initial
intensities of radioactivity of 32P colloid at different time points
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表1 32P胶体处理CP细胞不同时期各组OD值 x±s，n=5
Table 1 Optical density of CP cells in each group treated with 32P colloid for different times（x±s，n=5）
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A：Apoptotic CP cell；B：Normal CP cell
图5 CP凋亡细胞及正常CP细胞TEM结果（×10 000）
Figure 5 TEM results of apoptotic and normal CP cells（×10 000）

3 讨论

目前国内外对CP的基础研究仍少，本实验为首

次应用 32P胶体处理CP体外培养细胞后检测其诱导

凋亡作用及剂量效应和时间效应关系。研究的前提

是建立CP细胞可长期稳定传代存活的有限传代细胞

系，国内外已有学者成功建立了 CP有限传代细胞

系［4-6］。本研究通过对新鲜切除的肿瘤组织标本采用

显微镜下修剪、胰酶差速贴壁消化法结合机械刮除

法实现了对CP细胞的分离纯化及有限地连续传代培

养，并经过免疫组织化学染色鉴定肿瘤细胞角蛋白

阳性表达。CP细胞的倍增时间为 3～5 d，细胞对数

期生长可维持 2～3 w，成功传代第 2代及第 3代的细

胞株生长较稳定，可进行冻存和复苏处理，为本实验

使用的稳定细胞株。本实验培养的CP细胞经病理证

实为釉质上皮型，其稳定性较好，培养成功率高。

适合CP囊内治疗的药物主要分为化学治疗药物

及放射治疗药物。国内外有报道用维甲酸、博莱霉

素、干扰素α（interferon alpha，IFNα）等化学药物临床

应用或实验处理体外培养的CP细胞观察疗效，但均

具有敏感性不强及毒副反应大等缺点，目前临床应

用不多［7-9］。Cáceres等［9］总结了既往博莱霉素应用于

囊性CP治疗情况后认为其抑制囊液分泌效果好，但

也有部分病例产生了神经毒性反应情况。因其半衰

期较短，往往需要短时间多次用药控制囊性复发，且

其本身渗漏后对神经系统毒副反应较大，近几年相

关报道较少。Kickingereder等［10］总结了博莱霉素与

IFNα的作用后认为其不如β射线核素药物更安全有

效，并推荐应用 32P胶体。Cavalheiro等［11］应用 IFNα治
疗CP结果提示，60例患者的多中心研究报道平均随

访44个月，肿瘤控制率为78%，仅有少量相关的不良

反应：头痛（10%）、水肿（8%）、发热（8%）以及容易疲

劳（2%）。相对于博莱霉素和 32P胶体，IFNα无相关神

经毒性副作用及明显禁忌证，但到目前为止，IFNα的
研究经验有限［12］。Blackburn等［13］认为理想的放射治

疗药物应具有产生纯β射线、作用范围局限、半衰期

短等特点，可使用磷-32（32P）、钇-90（90Y）、铼-186

（186Rh）、金-198（198Au）。Trippel等［14］总结了多种放射

治疗药物的应用情况，比较了 32P和 90Y的特点。目前

国内外主要以应用 32P胶体内放疗为主。本实验选用

的 32P-CP胶体为无菌、绿色溶液，核纯度>99.9%，pH
为 7.0，化学浓度为 2.32 mg/mL，放射性浓度≥1 850
MBq/mL。32P是纯β衰变核素，β射线的最大能量为

1.711 MeV，半衰期为 14.3 d，辐射距离 8～12 mm，因

其临床安全性及效果肯定而广泛应用。细胞在射线

作用下产生增殖抑制、细胞凋亡，与射线的剂量水平

和物理特性之间存在一定的相关性。有报道［15］在一

定剂量率条件下对实验动物和体外培养细胞实施低

剂量水平的照射可以诱导动物和细胞的适应性反应

及兴奋效应，早期表现为细胞增殖明显活跃。其分

子机理可能是DNA的损伤与修复同时发生，当用低

剂量照射时其水平显著提高，从而发生细胞短暂兴

奋性现象（1～3 d），之后才发生迟发相凋亡。这与本

实验MTT法测到的数据统计结果符合。本研究采用

的剂量率范围基本涵盖了临床 32P胶体治疗的剂量范

围，但由于实验条件及观察时间限制，对细胞的远期

杀伤效果及细胞坏死远期损伤程度观察不够。此外

未进行单剂量照射与多次剂量照射的实验比较。

凋亡作为一种可调控的细胞死亡方式在肿瘤放

射治疗中的作用日益受到重视。恶性程度较高的细

胞其凋亡发生在几个小时之内，表现为快速凋亡，而

对CP等增殖较慢的细胞，通常为几天之内发生的迟

发性凋亡。虽然用凋亡判断辐射效应的价值仍有争

议，但本实验证实 32P胶体确可引起CP细胞出现较高

的凋亡率并明显抑制其增殖，最终引起细胞的死

亡。目前临床上常用多次照射方案，主要因患者CP
囊性复发后再次引起压迫症状，需要再次抽吸囊液

减压并行内放疗抑制肿瘤增殖。但是多次照射最佳

间隔时间很难确定。临床上多因CP复发后再次引起

症状时才行二次内放疗手术，一般间隔 3个月以上。

首次照射后最敏感细胞先被杀伤，随后出现短期细

胞修复的放射抗性阶段，随着时间的延长，细胞周期

再分布，重新恢复了放射的敏感性，并且初次照射后

也影响细胞的DNA修复系统导致再次照射后细胞修

复能力减弱，可认为多次照射效果更好。本实验表

明随着照射剂量的增加及时间的延长，细胞的杀伤

作用逐渐增强。据此，临床上本研究推荐在保证手

术及照射相对安全的情况下，早期给予间断、足量内

放疗对于CP细胞杀伤效果更好，同时考虑到有发生

延迟性凋亡的可能性，在无症状和体征等明确复发

的情况下不建议贸然进行二次内放疗手术。虽然CP
的临床治疗方法较多，但争议较大，公认以手术全切

为主。除了开颅手术之外，对于手术残余及复发的

A B
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实性肿瘤可以补充放射治疗。随着近年对 32P胶体囊

内放疗治疗CP的临床开展及基础研究的深入，其不

失为一种较好的控制囊性复发性CP的方法。目前

CP的发生、病因、病理及细胞生物学仍不十分明确，

加强其细胞、分子水平的研究，找寻影响预后的因

素，改进临床治疗措施势在必行［16］。稳定的CP肿瘤

胞系和动物模型的建立已经为后续实验研究奠定了

基础。对于隶属良性肿瘤，却呈恶性表现的CP来说，

若获得良好治疗效果尚需要广大研究学者的齐心

耕耘。
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