
4　 Thierr y D e t a l. Int J Radiat Bio l 1995; 67: 103

5　 Zucali JR. Leuk Lymphoma, 1994; 13: 27

6　 Braunschw eig er PG et al. Radiat Res. 1996;

145: 150

(收稿日期: 1996-06-03)　　　

辐 射 诱 导凋 亡 与 放 疗 的 关 系

北京市肿瘤防治研究所 (北京 , 100034)　孙　艳编译　杨天恩
 
审校

摘　要: 从几方面综述辐射诱导凋亡:凋亡和有丝分裂相关死亡的定量比较 ;辐射诱导凋亡与

放疗的关系 ;分次放疗期间凋亡敏感细胞中新细胞的补充 ;辐射诱导凋亡的调节 ;今后需要研究的

辐射诱导凋亡问题。
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1　凋亡和有丝分裂相关死亡的定量比较

　　 1996年 , Chyle等在研究肌肉侵润型膀

胱癌术前放疗与凋亡之间的关系时发现 ,临

床分期 T3b患者的 AI与放疗反应明显相

关 ,认为凋亡与放疗反应关系的研究是必要

的。

辐射诱导凋亡分为分裂前凋亡和分裂后

凋亡。 受照射细胞发生凋亡的量与再增殖存

活降低的一系列定量和半定量比较研究表

明 ,在大多数情况下 ,引起再增殖完整性丧失

的细胞死亡基本模式与有丝分裂相关死亡有

关 ,而与照射后发生的分裂前或分裂后凋亡

关系甚小。

在体、离体系统的凋亡动力学表明 ,离体

培养的淋巴系 TK6细胞的凋亡百分数在照

射后约 20小时达到一个恒定值或坪值。该坪

值随剂量增加而增大 ,但不随时间延长而下

降 ,说明在细胞培养中凋亡细胞能存留相当

一段时间 ,推测坪值可代表凋亡敏感细胞的

分数 ,并利用该值得到凋亡百分数与剂量的

关系图。然而 ,对于在体小鼠卵巢瘤 ,照射后

4～ 5小时凋亡细胞百分数达到最高值 ,然后

很快下降。 这是因为在体时产生的凋亡细胞

不断地被邻近的细胞所吞噬 ,因此 ,凋亡细胞

在没有被清除情况下的凋亡绝对量还不十分

清楚。但是 ,研究者已经把这些峰值作为辐射

后凋亡细胞总百分数的估算值 ,并指出峰值

随剂量的增加而增大。

用 “ comet”试验检测 TK6人 B淋巴母

细胞中辐射诱导的凋亡 ,照射后 24～ 36小时

作为时间函数的凋亡百分数达到了坪值 ,坪

区的凋亡百分数是剂量的函数。照射 10～

15Gy后观察到凋亡细胞最多为 90% ,表示

群体中 90%的细胞对凋亡敏感。作为对比 ,

对凋亡抗拒的中国仓鼠卵巢细胞照射 15Gy

后仅 3%发生凋亡。 尽管该细胞归类为凋亡

敏感细胞系 ,但在照射后最初的 24～ 36小时

期间内所记录的分裂前凋亡的量 ,可以解释

一小部分再增殖完整性的丧失。 例如 ,照射

1. 5Gy后 ,有 90%的细胞免于凋亡而存活 ,

仅有 10%的细胞免于再增殖死亡而存活。因

此 , TK6系细胞杀伤的机制很可能是有丝分

裂相关死亡 ,很可能是在细胞分裂后引起遗

传信息丢失的染色体畸形诱导的。然而 ,照射

后几天发生的有丝分裂相关死亡也可能是凋

亡。另外一种可能性是 ,许多非再增殖细胞可

·270· 国外医学· 放射医学核医学分册　 1996年第 20卷第 6期

 天津医科大学附属医院



能不可逆地阻滞在 G2期 ,几天后通过凋亡和

/或坏死而死亡。

辐射后所观察到的分裂前凋亡的量是否

能解释再增殖存活的丧失?几乎所有在体、离

体细胞凋亡研究的结果都是:不能。该结论对

于凋亡很少的细胞肯定是正确的 ,对于归类

为凋亡敏感的细胞通常也是正确的。另外 ,大

部分再增殖存活的丧失发生在有丝分裂活性

恢复之后 ,很可能是典型的有丝分裂相关死

亡引起的 ,带有染色体畸变的细胞分裂并形

成带有微核的再增殖子细胞。许多这样的细

胞可以分裂数次形成发育不全的克隆 ,在这

些克隆里出现致死性扇区分布。 这种致死性

扇区分布与细胞死亡和巨细胞形成有关 ,巨

细胞常为多核 ,可以存留几个小时或几天。细

胞死亡可以通过坏死路径或凋亡路径发生。

实际上 , 照射凋亡敏感的小鼠 白血病

L5178Y细胞 2～ 10Gy时 ,有丝分裂相关死

亡归因于前面描述的异常细胞 ,这些异常细

胞随后出现的死亡几乎全部是凋亡。

几种体内、体外细胞系统所得到的与再

增殖存活有关的辐射诱导凋亡的研究表明 ,

对于给出的发生辐射诱导凋亡的各种细胞类

型 ,所观察到的凋亡细胞百分数小于由再增

殖完整性丧失所杀伤细胞的 50% . 实际上 ,

如果所有的再增殖完整性丧失都是凋亡引起

的 ,则所有的点都应在或非常接近 10%再增

殖存活线上。 仅有两个系统 (即体外 LY-T H

小鼠 B细胞淋巴瘤和鼠 T细胞杂交瘤 )用凋

亡杀伤可以解释再增殖完整性丧失。 对于其

他系统 ,只有在凋亡的总量远远高于在体得

到“峰值”或离体得到“坪值”的情况下 ,凋亡

才可能解释再增殖存活丧失。这种可能性需

要研究 ,因为诱导凋亡和清除凋亡的比率之

间竞争的结果可以明显地降低在体的“峰

值” ,离体时产生一个平衡的“准坪值” ,该值

要低于凋亡细胞无限期存留的情况。同样 ,不

伴凋亡发生的细胞分裂将产生低于发生凋亡

或其后代发生凋亡的辐射细胞群体的“准坪

值”。

2　辐射诱导凋亡与放疗的关系

对于大部分在体、离体的辐射杀伤 ,包括

那些归类为凋亡敏感的细胞 ,尽管凋亡杀伤

并没有表现为是辐射杀伤的最主要形式 ,但

是 ,体内自发地和辐射诱导的凋亡可能扮演

着一个重要的角色 ,如涎腺的急性放射性反

应用细胞凋亡已很好地解释。同样 ,小鼠肿瘤

消除 50% ( TCD50)或产生某一生长抑制所

需的剂量是与自发凋亡和辐射诱导凋亡的程

度明确相关。 如照射 25Gy, 3小时后所观察

到的百分凋亡较高的那些肿瘤 20～ 30Gy后

TCD50值减少。所有这些肿瘤在高剂量照射

后对凋亡敏感的细胞少于 50% ,所以不会观

察到 TCD50和生长抑制有非常大的变化。

然而 , Stephens等认为他们在肿瘤中观察到

的大部分凋亡都发生在非再增殖细胞中 ,因

此 ,还不能真正知道发生凋亡的再增殖肿瘤

细胞的百分数。 但是 ,肿瘤反应 (只对生长抑

制有统计意义 )与自发凋亡和 /或辐射诱导凋

亡的量之间的明确相关可能表示不同肿瘤在

生物学上的不同。几种可能性是:①自发凋亡

引起肿瘤中再增殖干细胞比例大幅度降低 ;

②凋亡细胞丢失 ,氧合增加。这也可能是到达

肿瘤细胞营养增加使得潜在致死性损伤修复

减少 ;或③对有丝分裂相关死亡的细胞内在

辐射敏感性增加 ,这种增加与观察到的凋亡

增加是相关的。

为了定量凋亡对再增殖存活的影响 ,导

出一系列描述辐射诱导凋亡和有丝分裂相关

死亡的细胞存活公式用于说明一定辐射剂量

诱导的凋亡和有丝分裂相关死亡。公式中使

用的参数和假设如下。

Fa:凋亡敏感细胞群体分数 ;

1-Fa:凋亡抗拒细胞群体分数 ;

Sa:免于凋亡的凋亡敏感细胞群体分数 ;

AF:发生凋亡的总细胞群体分数 ;

AP: 发生凋亡的总细胞群体百分数 ;
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AF = Fa ( 1 - Sa ) ( 1)

观察 AF与剂量关系 ,从剂量效应的坪值得

到 Fa .

用下面的定义和公式计算与凋亡和有丝

分裂死亡都有关的最终再增殖存活:

S = Fa Sa Sm + ( 1 - Fa ) Sm ( 2)

其中 , Sm:免于有丝分裂相关死亡的总细胞

群体分数。包括凋亡抗拒细胞和还没有发生

或不会发生凋亡的凋亡敏感细胞。 S:再增殖

的总细胞群体分数。包括免于凋亡和有丝分

裂相关死亡的细胞。

公式中第一项是指凋亡敏感细胞免于凋

亡和有丝分裂死亡的存活。 第二项是指凋亡

抗拒细胞免于有丝分裂死亡的存活。 由公式

( 1)和公式 ( 2)给出:

S = ( 1 - AF ) Sm ( 3)

由公式 2

S /Sm = Fa Sa + ( 1 - Fa ) ( 4)

　　该公式表示免于凋亡的存活加上免于有

丝分裂相关死亡的存活除以免于有丝分裂相

关死亡的存活的比值只依赖 Fa和 Sa . 如果

Sa像所观察到的那样与剂量率无关 ,那么 ,

S /Sm的比值也是与剂量率无关的。

因为凋亡敏感细胞存活的剂量反应曲线

Sa通常是线性的 ,所以 Sa可用:

Sa = e
-VD ( 5)

　　对于有丝分裂相关死亡 ,从线性二次公

式得到:

Sm = Ex p〔- (TD+ UD
2
)〕 ( 6)

公式中 α与剂量率无关 ,β则依赖于剂量率

和修复。

合并公式 ( 4)、 ( 5)和 ( 6) ,得出:

S = ( Fae
-VD

+ ( 1 - Fa ) Exp〔- (TD+ UD
2
)〕

( 7)

　　对于不同的剂量率 ,一般情况可用含有

α、β、剂量率、半修复时间、辐照疗程的 Dale

公式计算出 S值 ,用 S代替公式 ( 7)中的

Exp〔- (TD+ UD
2 )〕进行计算。

模式中只考虑被照射的细胞是否存活并

形成宏观的克隆 ,而不去定量延迟的细胞死

亡 ,这种延迟死亡发生在细胞分裂形成宏观

克隆过程的后期。实际上 ,当凋亡发生在辐射

细胞分裂后最初的几个周期时 ,非凋亡细胞

的分裂会造成 AF和 Fa的估计值的降低。上

述的公式也是基于下面的假定:①凋亡和有

丝分裂相关死亡都是独立事件 ;②对凋亡的

敏感性不影响对有丝分裂相关死亡的敏感

性。当被照射细胞发生分裂前或分裂后凋亡

而无染色体畸变的情况下 ,凋亡和有丝分裂

相关死亡就是独立的事件 ;但当细胞发生分

裂后凋亡时 ,不能肯定细胞是否有染色体畸

变 ,它引起的有丝分裂相关的死亡是凋亡而

不是坏死 ,在这种情况下 ,随着坏死转换成凋

亡有丝分裂相关死亡和凋亡将认为是相同致

死事件 ,公式 ( 4)不适用。然而 ,如果对凋亡的

敏感性使一些有染色体畸变的在分裂后本来

可以存活的细胞死于凋亡 ,例如含过多同源

染色体的非整倍体肿瘤细胞可以发生这种死

亡 ,则有丝分裂相关的凋亡将增加有丝分裂

相关的死亡 (即降低再增殖存活 ) ,在这种情

况下 ,公式 ( 4)是适用的。最后 ,还有一种可能

性 ,某种特殊基因的转染可使辐射诱导凋亡

增加 ,同时使免于有丝分裂相关死亡的存活

增加。 因此 ,净效应可能是再增殖存活增加 ,

这就可以解释有人观察到的: 将 c-myc转染

到大鼠胚胎细胞 ( REC)引起辐射诱导凋亡的

增加和再增殖存活的增加。该例子中 ,公式

( 4)不适用 ,因为有和无凋亡时 , Sm值是不同

的 ;即增加对辐射诱导凋亡的敏感性 ,可能是

通过有丝分裂相关死亡转换成有丝分裂相关

凋亡 ,也可能是通过对有丝分裂相关死亡的

敏感性降低。坏死转换成凋亡的现象可以解

释为什么把 c-myc转染到大鼠肺成纤维细胞

中会引起辐射诱导凋亡的大量增加 ,同时再

增殖存活无任何降低 ,然而目前已有的数据

还不足以得到再增殖存活少量降低这样的结

论 ,而这种降低可能是存在的。

为了估算辐射诱导的凋亡能多大程度地
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降低再增殖存活 ,将上述公式用于在带有癌

基因 myc的变异 REC观察辐射诱导的凋

亡。AP在辐射后数小时增加 , 36～ 40小时达

到坪值。凋亡类型可能是分裂前或分裂后凋

亡 ,或坏死转换成凋亡。 照射 20Gy后 36小

时 AP达到坪值 70% ,所以推测 Fa为 0. 70。

Sa具有线性剂量反应 ,且 D0为 5. 4Gy,这个

数值对应于公式 ( 5)中的 γ= 0. 19。 Sm是用

参数 α= 0. 137,β= 0. 03,通过公式 ( 6)计算

出来的。如果所有凋亡都被阻止并对有丝分

裂相关死亡的敏感性无任何影响 ,那么 Sm

表示免于有丝分裂相关死亡的存活。 S是应

用公式 ( 3)引入 AF观测值和 Sm计算值进行

计算的。把 Fa= 0. 72,α= 0. 137,β= 0. 03和

γ= 0. 19代入公式 ( 7) ,可计算出相同的 S。对

于单次照射 ,免于凋亡的存活下降的最大幅

度小于 0. 1级对数 ,即对应 Fa= 0. 7, Sa= 0.

0。有凋亡的存活与无凋亡的存活之比通过公

式 ( 4)求出为 0. 3。由凋亡产生的 70%额外杀

伤对于单次高剂量的 TCD50没有很大的影

响。例如 ,当凋亡发生时 , TCD50可能下降 ,

结果是 Sm几乎增加 0. 5级对数 ( 1 /0. 3) ,以

达到无凋亡时具有相同的总细胞杀伤。

放疗最感兴趣的是临床相关的约 2Gy

剂量照射后的凋亡效应。例如 ,肿瘤细胞照射

2Gy后 ,凋亡杀伤在总细胞杀伤中具有明显

的作用 ,即有凋亡存活是 0. 53,而无凋亡的

细胞存活是 0. 67。 另外 ,照射 2Gy后存活的

差异可引起多次照射后存活 100～ 1 000倍

的差异 (假定每次照射后差异相同 ) ,例如 , 20

次照射是 3. 1× 10- 6 ( 0. 5320 )对 3. 3× 10- 4

( 0. 67
20
) , 32次照射是 1. 5× 10

- 9
对 2. 7×

10
- 6
。这种凋亡带来的额外杀伤可以使杀伤

率从无凋亡的 20%增加到有凋亡的 50% ～

65% . 这种估计值是基于这样的计算: 不同

种类肿瘤中细胞存活下降一个对数就可以使

杀伤率增加 15% . 因此 ,重要的是每次照射

后是不是有新的细胞补充到凋亡敏感组分

中。如果无新补充的细胞 ,分次照射约 12Gy

或 62Gy后 90%的凋亡敏感细胞将被清除

掉 , 20次照射后 ,有或无凋亡的存活差异很

小 ,即因子为 0. 3( 1. 0× 10- 4对 3. 3× 10- 4 )。

3　分次放疗过程中凋亡敏感细胞被新细胞

补充

　　 REC-myc细胞体外培养实验提示有新

的细胞补充到凋亡细胞组分中。 每天一次照

射 REC-myc细胞 ,每次 5Gy ,共 4天 ,细胞数

增加了约两倍 ,每次照射后 24小时期间引起

的凋亡细胞百分数为: 前 3次是 17% ～

21% ,最后一次是 30% .第 5天结束时 ,凋亡

为 91% ,而单次照射 20Gy后 36～ 40小时观

察到的凋亡仅是 70% .凋亡从 70%增加到

91%以及分次辐射诱导的凋亡并没有减少提

示:有新的细胞补充到凋亡敏感细胞组分中。

实际上 ,将每次照射后 24小时 AP的观测值

和 Sa = 0. 7代入公式 ( 1)计算 Fa ,得到第一

次照射为 0. 7,第二次降为 0. 56,第三、第四

次分别增至 0. 7和 1。但是 ,认为有新的细胞

补充到凋亡敏感细胞组分中的计算可能会被

提出质疑 ,因为在两次照射的 24小时间隔中

凋亡细胞的产生没有完成。实际上 , 5天后凋

亡百分数的增加可能是由于有丝分裂相关的

凋亡造成的 ,而不是新细胞补充到凋亡敏感

组分中。

有人用离体鼠 LY-TH淋巴瘤和在体卵

巢 OCa-Ⅰ 瘤做了相似的实验 ,表明照射

2. 5Gy后有新的细胞补充到凋亡敏感细胞

中。小鼠 OCa-Ⅰ 肿瘤 ,凋亡敏感细胞 D0为

4. 5Gy, 2. 5Gy时 Sa为 0. 57,凋亡在辐射后 4

～ 5小时细胞分裂之前达到最大量 ,随后 24

小时自发地降至 3%的基线。 用 AP的观测

值计算 Fa ,在第二次和第三次照射后 Fa立

即从最大值 0. 35降到 0. 11,显然是由于有

新的细胞补充到凋亡敏感细胞组分中 ,下一

个 24小时后照射时 ,Fa增加到 0. 20～ 0. 30。

如果没有新的细胞补充 ,四次 2. 5Gy的照射

后 Fa会降到 0. 02,同时从第二次到第五次
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照射 AP就不会维持在 8%～ 12%水平。 注

意到 8%～ 12%值已减去了 3%的自发水平。

有新细胞补充到凋亡敏感细胞中与有丝分裂

活性的恢复有关。另外 ,在体鼠 LY-T H淋巴

瘤的凋亡敏感细胞 D0为 1. 9Gy, 2. 5Gy照射

时 Sa= 0. 26,照后 4小时 AP达到最大值 ,随

后 24小时下降到自发水平 10% .注意到

2. 5Gy后 2～ 4天 ,第二个 2. 5Gy引起的 AP

是 31%～ 37% (已减去 10%的自发水平 ) ,表

明凋亡敏感细胞群体分数还没有恢复到初始

水平 0. 69,但 6～ 8天后 ,和初始的 61%相

比 , AP已增加到 46%～ 48% . 2. 5Gy后 Fa

计算值立刻从初始的 0. 69降至 0. 18,然后

第一天增加到 0. 45,第六天增加到 0. 65. 这

种照射后 Fa随时间的延长而增加说明有新

的细胞补充到凋亡敏感组分中而不是后期发

生的有丝分裂相关的凋亡。 任何来自有丝分

裂相关死亡的凋亡都不会远远高于自发水平

3% ～ 10% ,因为一般认为辐射后 2～ 8天有

丝分裂相关死亡处于很低水平。 这种低水平

有丝分裂相关死亡导致相当低水平的凋亡 ,

因为体内凋亡细胞在诱导后 3小时内出现并

存留 10小时。

实验结果提示 ,在辐射明显诱导凋亡的

肿瘤中 ,每天照射间隔有相当量的新细胞补

充到凋亡敏感组分中。对于分次照射来讲 ,这

种新细胞的补充可通过更多的凋亡来增加对

肿瘤细胞的杀伤。对于低剂量率照射 ,多于两

天比一次高剂量要好。 然而 ,对于在体、离体

不同肿瘤系统 ,每天照射后 ,辐射诱导凋亡和

肿瘤细胞重新补充到凋亡敏感组分中的量还

需要进一步研究。

4　辐射诱导凋亡的调节

通过选择性地增加凋亡可能增加某些治

疗抗肿瘤的功效。另一方面 ,通过选择性地抑

制正常组织中凋亡可能降低肿瘤治疗带来的

合并症〔 2〕。

凋亡调节在离体方面的信息是非常有限

的 ,然而对于离体时通过修改不同步骤或路

径有效调节凋亡过程有充实的证据。 一般这

些路径分四部分: 钙离子代谢 ;信号转导 ;蛋

白和信使 RNA合成和多胺代谢。有人报告 ,

钙的螯合物抑制糖皮质激素诱导的凋亡 ,通

过调节细胞内钙水平来调节凋亡 ,已有些影

响。然而这种解释不是对靶细胞特异的 ,所用

试剂有全身毒性 ,因为钙对于一般的代谢也

是重要的。 信号转导路径的解释可能更有特

异性 ,因为针对凋亡细胞有一些可能性 ,包括

已知的两个路径:蛋白激酶 A( PKA)和蛋白

激酶 C( PKC)。有实验提示 , PKA路径利于

凋亡 ,刺激 PKC为抑制凋亡的作用。所以 ,蛋

白激酶路径被认为是对外部调节非常敏感

的 ,在许多实验室成为研究的活跃部分。

淋巴细胞中辐射诱导凋亡的早期报告显

示 ,凋亡能被蛋白和信使 RNA合成抑制阻

断 ,提示凋亡开始前需要有特异蛋白合成 ,而

这种概念是:在几种其他细胞系统中检查到

这些抑制剂确实对自身诱导凋亡 ,所以任何

作为凋亡一部分的新蛋白合成需要细胞类型

特异性的。然而 ,蛋白合成抑制剂能诱导凋亡

的事实是与这种可能性是一致的:这些细胞

正常合成的蛋白能抑制由其他方法诱导的凋

亡 ;阻断该蛋白的作用可能是增加放疗诱导

凋亡反应的有益方法。

已知的凋亡可以是依赖多胺的。 由于多

胺是自然物质 ,可代表体内的调节剂。而且多

胺合成的抑制剂认为能增加凋亡。这样的抑

制剂可被制成抗癌药。 探讨这些凋亡调节的

药物将是有意义的。
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