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摘　要: 电离辐射在体内外可引起白细胞与受照血管内皮细胞的粘附增加 ,这与照射后正常组织的放射反应或损

伤有关 ,细胞间粘附分子 ( ICAM-1)及 E-选择素等表达上调可能是其重要机制 ,转录因子 NF-κB可调节这些粘附

分子的表达 ,相应的拮抗剂可抑制电离辐射引起的粘附增强效应。
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　　 放射治疗是目前恶性肿瘤治疗的主要方法之

一 ,但照射引起正常组织器官的放射性炎症、纤维

化、坏死等限制了放射治疗的有效使用 ,并在一定程

度上影响了疗效 ,而引起这些放疗并发症的确切机

制目前还不十分明确。以往的研究表明 ,照射后早期

血管的辐射反应或损伤与照射后正常组织器官的损

伤有密切的关系 ,血管内皮细胞 ( V EC)是血管中重

要的辐射敏感的靶细胞 , V EC的辐射损伤是引起血

管及周围组织器官损伤的重要原因。

1　照射后 VEC与白细胞粘附的变化

白细胞与 V EC的粘附是炎症及免疫反应的早

期改变 ,主要表现为白细胞在 V EC表面的滚动、附
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着及脱落等过程 ,近年来研究证实 ,粘附分子是引起

白细胞与 V EC粘附的重要机制。多年前就发现 ,在

受照射的正常组织中有白细胞的渗出和聚集现象 ,

照射后早期在渗出前白细胞与 V EC的粘附即明显

增加 ,与其它炎症反应相似。 HL60细胞及 U-937细

胞作为分析白细胞与受刺激内皮细胞粘附的标准 ,

Hallahan DE等
[1, 2 ]
发现 , 10Gy照射后 4h,体外培养

的人脐静脉内皮细胞 ( HUV EC)与
51
Cr标记的 HL60

细胞粘附增加 3. 1～ 3. 5倍 ,与细菌脂多糖 ( LPS)、

白介素 -1( IL-1)、肿瘤坏死因子 ( TN F)作用相似 ,

HUV EC与 LPS有协同促粘附效应 ,而与 IL-1、

TN F无协同效应 ;照射后 HUV EC对
3
H标记的 U-

937细胞粘附也明显增加 [2, 3 ] ,照射后 6～ 72h外周

血白细胞迁移通过培养的 HUV EC单层进入其下

胶原层凝胶增加 3～ 4倍 ,并发现 HL60细胞确与

HUV EC相互粘附而非其细胞外基质。 Eissner G

等 [4 ]发现 , 4Gy照射培养的人微血管内皮细胞与外

周血单核细胞粘附增加 ,与 LPS也存在协同效应。

Colden-Scanfield M等
[5 ]
用 1～ 10Gy

60
Coγ射线照

射不影响培养的 HUV EC单层和小牛胸主动脉内

皮细胞与 HL60细胞的粘附 ,也不影响 LPS引起的

HUV EC与 HL60细胞的粘附 ;但 10Gy照射增强流

感病毒介导的粘附 ,照后 2h细胞内流感病毒滴度增

高 ,对细胞毒性增强 ,照射后病毒血凝素基因的

m RNA转录增强 ,从而使病毒血凝素表达增加 ,流

感病毒糖蛋白血凝素 ( CHA)直接介导白细胞粘附

于流感病毒感染的内皮细胞 ,应用抗 HA抑制剂后

可完全抑制此效应 ,提示射线与流感病毒的协同促

进粘附作用。

在体研究中 , Panes J等
[6 ]
对 SD大鼠以 2Gy全

腹照射 , 2h后直视下观察到肠系膜小静脉中白细

胞滚动增加 6倍 , 6h白细胞粘附。滚动及对清蛋白

通透性均明显增加 ,认为这种粘附变化可能与实验

大鼠外周血白细胞减少有关。 Kimura H等
[7 ]
及 Wu

N Z等
[8 ]采用大鼠模型直视下观察背侧皮肤褶皱处

受照与对照小静脉血管 ,发现单次 6Gy照射后 1～

2h正常血管的白细胞滚动和粘附明显增加并维持

至 4h,这种改变与血流动力学改变无明显关系 ,给

予血小板活化因子 ( PAF)受体抑制剂能有效地阻断

20Gy照射引起的 V EC与白细胞粘附增加
[4 ]
; Wu

N Z等
[8 ]
还发现 , 6Gy照后肿瘤周边及周围正常组

织的血管对白细胞滚动和粘附减低 ,而肿瘤中心血

管照射前后对白细胞粘附及滚动无明显变化 ,并发

现正常组织中血管照后管径增大 ,而肿瘤及其周围

组织血管直径变化不大。 说明肿瘤和正常组织环境

可能存在明显差异 ,即肿瘤和正常组织 V EC存在

差异和 /或二者对射线的反应不同 ,这种差异存在于

肿瘤内部及其临近组织 ,且可被射线所放大。若此现

象在其它肿瘤中也存在 ,将对放疗不利 ,射线引起的

白细胞粘附相关的正常组织损伤比肿瘤组织更严

重 ,在放疗同时可应用某些免疫中和治疗 ,更好地保

护正常组织而不影响肿瘤组织 ,但有待于进一步研

究。

2　射线对 VEC表达粘附分子的影响

粘附分子 ( adhesion mo lecule, AM )是一类介

导细胞与细胞、细胞与细胞外基质间粘附作用的膜

表面糖蛋白 ,目前主要分五大类: 选择素家族、免疫

球蛋白超家族、整合素家族、粘蛋白样家族、钙离子

依赖的细胞粘附素家族 ,目前研究表明 ,与照射后白

细胞和受照 V EC细胞之间粘附增加有关的粘附分

子有以下三类。

2. 1　选择素

选择素家族中 , E-、 P-选择素可表达于活化的内

皮细胞表面 , L-选择素表达于白细胞表面 ,可在血流

状态下介导白细胞与 V EC间的起始粘附。 在炎症

介质 IL-1、 TN F及细菌内毒素等刺激下 ,几小时内

可诱导 E-选择素在内皮细胞中合成并表达于内皮

细胞表面 ,射线对内皮细胞中 E-选择素的影响与炎

症介质作用相似。 Hallahan DE等
[1, 2 ]以 10Gy照射

体外培养的 HUV EC单层 , 2h后 E-选择素蛋白表

达增加 , 4～ 6h达高峰 , 20～ 24h回到基线水平 ; E-

选择素蛋白表达在 0. 5～ 20Gy照射时随剂量逐渐

增加而增加 , 20～ 50Gy时不继续增加。抗 E-选择素

抗体可抑制辐射及辐射+ LPS介导的白细胞与

HUV EC粘附的增加
[1 ]
。 Hallahan DE等

[9 ]
于在体研

究中发现 ,照射后大鼠肺血管内皮中 E-选择素表达

也上调 ,照后数天肺标本中 E-选择素单抗染色仍比

未照标本明显。照射后短期内 E-选择素的增加提

示 ,照射后立即使用抗 E-选择素阻断剂抑制 E-选择

素的表达 ,可减轻放疗中早期炎症样反应的危险 ,允

许对正常组织以更高的剂量和更大的照射范围 ,有

利于提高肿瘤照射剂量和杀灭肿瘤。 P-选择素贮存

于内皮细胞的 Weibel-Palade bodies中 ,在炎症介

质刺激下迅速表达于内皮细胞表面而发挥作用。

Hallahan DE等
[2, 4, 8 ]
发现 ,照射对培养的 HUV EC
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和肺微血管内皮细胞中 P-选择素无明显影响 ,并发

现在体外培养的 V EC中无 IL-1和 TN F产生 ,而后

两者可诱导 P-选择素和血管细胞粘附分子 -1

( VCAM-1)在细胞表面的表达。 Hallahan DE等
[ 10]

发现 ,正常小鼠全脑照射后血管腔中无 P-选择素变

化 ,而诱发脑肿瘤的小鼠全脑 6Gy照射后 1h免疫

组化染色见 P-选择素在血管腔中染色 , P-选择素在

照射后肿瘤血管腔的释放是一种全或无型反应 ,阈

剂量为 2Gy, 6h显著增强 ;照后肿瘤血管腔产生反

应引起血小板聚积 ,使贮存于 V EC中的 P-选择素

释放入血管腔 ,然后 P-选择素在血小板表面表达而

发挥作用。在肿瘤血管中照射引起的血小板聚集的

临床意义是局部缺血可引起肿瘤缺氧 ,可能是分次

放疗中肿瘤抗拒的机制之一 ,提示肿瘤与正常 V EC

对射线的反应存在差异。目前尚无射线诱导 L-选择

素及其配体在内皮细胞表面增加的报道 [ 11]。

2. 2　免疫球蛋白超家族

在免疫球蛋白超家族中 , ICAM-1(细胞间粘附

分子 -1)、血小板内皮细胞粘附分子-1( PECAM-1)、

E-9蛋白 ( CD105)等参与照射后白细胞与 V EC的

粘附过程。 Hallaham DE等
[2 ]
和 Eissner G等

[ 4]
分

别以 5～ 22Gy照射 HUV EC和 4～ 20Gy照射体外

培养的人源微血管内皮细胞发现 , 24h后 ICAM-1

表达增加 ,并持续至照射后数天 ,低于 5Gy及和

4Gy照射未见 ICAM-1变化 ,而 Hong JH等
[12 ]
以

2Gy照射即发现鼠脑 V EC中 ICAM-1 m RNA转录

增加 ,提示射线引起 V EC的 ICAM-1的表达增加

存在组织差异。 照射后加入 LPS,培养的 V EC中

ICAM-1阳性细胞数增加 ,而且细胞表面分子密度

也增加 [2 ];间接免疫荧光染色证实照射和 /或 LPS

可诱导 ICAM-1从细胞质跨膜转运至细胞表面。抗

ICAM-1单抗可完全抑制 LPS和照射引起的白细胞

与 V EC的粘附增加 ,转录抑制剂放线菌素 D可抑

制照射介导的 ICAM-1 mRNA的表达 ,而蛋白合成

抑制剂放线菌酮 [ 2]及亚胺环己酮 (抗氧化剂 ) [4 ]不影

响照射介导 ICAM-1 mRNA的表达 ,但影响 LPS

引起的 ICAM-1表达 ,且在一定的浓度范围内存在

剂量效应关系 ; Northen blot示 10Gy照射 HUV EC

后 3～ 8 h, ICAM-1 m RNA表达增加约 25倍 , LPS

也显著上调 ICAM-1 mRNA转录 ,照射+ LPS较

LPS时 ICAM-1 mRNA增加 20% 。 照射后 24h,

V EC与白细胞粘附增强这一时间间隙正好与 V EC

表达 ICAM-1增加巧合 ,认为照射后细胞粘附分子

( CAM )介导与细胞因子产生相互独立 ,其理由是:

①某些离体 CAM表达在缺乏白细胞或细胞因子条

件下发生 ;② CAM诱导较细胞因子快 ;③细胞因子

可诱导 CAM表达增强 ,但其中某些不能被射线诱

导 ,而能被 TN F和 IL-1诱导 ;④照射后 V EC探测

不到 TN F和 IL-1;⑤蛋白合成抑制物不能阻断照

射后 E-选择素和 ICAM-1基因表达。

E-9蛋白在血管形成、肿瘤、伤口愈合及胚胎性

组织的 V EC中高表达 , Wang JM等
[13 ]发现 ,人脑

肿瘤源 V EC照后 4h , E-9表达增加 ,持续至 72h达

高峰后逐渐下降 ; 5Gy照射后用 E-9蛋白单抗免疫

过氧化物酶法染色示 E-9蛋白明显增加 ;正常和肿

瘤 V EC中 E-9分布存在明显不同 ,正常 V EC用

5Gy照射后 E-9表达不增加 ,射线上调肿瘤 V EC

中 E-9表达 ;由此估计 ,临床接受放疗的病人肿瘤

V EC中 E-9蛋白含量可能也较高 ,如得以证实 , E-9

蛋白将作为控制肿瘤血管形成的重要的靶分子。

血小板内皮细胞粘附分子-1( PECAM-1,即

CD31)在内皮细胞、血小板及循环血液中白细胞表

面持续性表达 ,参与损伤后内皮细胞 -血小板及内皮

细胞之间的粘附过程
[13, 14 ]

。以 5～ 40Gy照射培养的

HUV EC后 48h, CD31表达呈剂量依赖性增加 , 72h

表达最高 [3 ]; CD31的表达与最初接种细胞的密度、

细胞大小和细胞周期的变化无关 ,提示照射后

CD31表达的变化是射线的直接效应。 照射后内皮

细胞 CD31mRNA含量增加 ,其表面 CD31蛋白也

增加 ,间接免疫过氧化物酶法 CD31单抗染色见放

疗后患者手术标本中照射区 V EC染色明显深于未

照射区 V EC,其中血小板和白细胞聚集增加 ,且对

CD31呈阳性 ,提示受照后 CD31表达增强可能是受

照 V EC对白细胞粘附增加的原因之一。

2. 3　整合素

这是一组细胞表面糖蛋白受体 ,其配体为细胞

外基质成分 ,目前已知有 22种 ,它们均由 α和 β亚

单位通过非共价键联结而成的 αβ异二聚体 ,整合

素参与照射后 V EC的粘附过程。 Mooteri SN等
[15 ]

以 5Gy照射培养的牛胸主动脉内皮细胞 ,经免疫组

化染色发现整合素α5β1 ,受照细胞较对照细胞明显

深染而且分布广泛 ,放射防护剂 WR-1065可减轻照

射引起的内皮细胞表达α5β1上调。 Panes J等
[6 ]
使用

抗 CD18单抗可显著抑制射线引起的白细胞与血管

内皮细胞粘附增加 ,并可减少白细胞的迁移 ,作者还

发现 , CD18、 ICAM-1的免疫中和反应可减轻照后
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外周血中性粒细胞减少 ,而对淋巴细胞减少无影响。

转录子κ基因结合核因子-B( N F-κB)可调节许

多炎症介质的转录。正常情况下 , N F-κB与拮抗剂

κB( I-κB)结合滞留在细胞质中 ,在炎症因子等刺激

下 , I-κB磷酸化而失活 ,允许 N F-κB从细胞质进入

胞核而发挥转录活性 [16, 17 ]。Kuchibho tla J等
[18 ]用 X

射线照射 HUV EC后 ,应用 N F-κB抑制剂可减少

照射引起的 E-选择素和 ICAM-1的表达增加 ,并发

现 E-选择素和 ICAM-1基因的启动子区包含 N F-κB

的连接位点 , N F-κB与之相连促进 E-选择素和

ICAM-1的转录 ,连接位点的缺失则不能启动转录 ,

说明转录因子 N F-κB参与调控受照射后粘附分子

E-选择素和 ICAM-1等的转录增加可能是照射后

V EC粘附增加的主要机制之一。但是 , N F-κB抑制

剂不能抑制射线引起的 CD31表达的增加
[ 3 ]
,而

CD31也参与照射后白细胞与 V EC的粘附过程 ,说

明 CD31有其它信号传递途径调控。

多种粘附分子及 PAF、 N F-κB等参与受照

V EC与白细胞等的粘附过程 ,相应的拮抗剂可减轻

或阻断此效应。其中 , ICAM-1被认为是最主要的粘

附分子 ,因为剔除 ICAM-1基因的小鼠阻断了照射

全肺引起的放射性肺炎的发生
[ 19]

,其他粘附分子可

能起辅助和调节作用。 照射与 LPS、流感病毒等在

白细胞与 V EC粘附过程中有协同效应 ,如果在体

内也存在 ,将对放疗不利。 IL-10为拮抗性细胞因

子 ,在体内外抑制局部炎症介质如 LPS诱导的

TN F的产生 , IL-10不能抑制照射引起的细胞粘附

增加 ,但可明显抑制照射+ LPS引起的细胞粘附增

加 ,使照射+ LPS与单独照射时效应相似。 IL-10不

影响 ICAM-1 mRNA转录 ,但影响照射和 /或 LPS

后 ICAM-1分子在内皮细胞表面的分布
[4 ]
,提示

IL-10具有抵抗血管辐射损伤的能力。
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Effection in leukocytes adhesion to irradiated vascular

endothelial cells induced by ionizing radiation

WANG Yu-xiang
(Depa rtment of Rad iation Oncology, The Secand Af f il iated Hosp ital , Suzhou University, Suzhou 215004,China )

Abstract: Radiation increases adhesion o f leukocytes to irr adiated vascular endo thelial cells in vivo and v itro during

ear ly stage and this co r rela tion with nomal tissues reaction and injuries caused by irr adiation. The probable mecha-

nisms a re up-regula ted expression o f some adhesiv e molecules induced by ionizing r adiation, nuclea r facto r N F-κB

adjust the expr ession of this adhesiv e mo lecules, co r respondent antag onist could decr eases o r elimina tes this effec-

tion.
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用荧光原位杂交对早先受照者剂量验证和剂量重建的探讨

孙元明
(中国医学科学院中国协和医科大学放射医学研究所 ,天津　 300192)

摘　要: 介绍了近年来用荧光原位杂交技术研究早先受照者的辐射生物剂量方法学和体外剂量效应关系曲线的研

究 ,探讨了国外应用该技术对早先受照者剂量重建和验证的研究。 荧光原位杂交将为人们研究早先受照者染色体

损伤和剂量重建提供一个新的手段。

关键词: 荧光原位杂交 ;　早先受照者 ;　剂量重建

中图分类号: R144. 1　　　　文献标识码: A

　　 人淋巴细胞中期双着丝粒的分析是对近期个

人全身受到急性、均匀照射时剂量估算最有效的生

物学方法之一 ,但作为回顾性生物剂量计的观察指

标是不准确的 ,因为它在照后随时间延长易丢失。目

前用于个人受照剂量重建的方法有外周血淋巴细胞

稳定性染色体畸变、红细胞膜血型糖蛋白 A( GPA)

基因突变检测法和牙釉质电子自旋共振 ( ESR)等 ,

其中外周血淋巴细胞稳定性染色体畸变是对照后较

长一段时间进行回顾性分析和评价的最常用方法。

由于生物剂量计用于回顾性剂量研究的实用性和局

限性 ,因此 ,荧光原位杂交 ( FISH)方法用于受照剂

量的回顾性研究引起了人们的高度关注。

1　用 FISH进行剂量重建研究的方法学

用 FISH对早先受照者进行剂量重建的机制与

常规淋巴细胞染色体稳定性畸变分析是相同的 ,体

外照射与体内照射在同一剂量出现的易位率相同 ,
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