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镧示踪法观察常规分割外照射后血脑屏障的超微

结构改变

章龙珍曹远东董红燕于红丽庄明

【摘要】目的观察spmgIle．Dawley(sD)大鼠全脑常规外照射后血脑屏障(BBB)的超微结

构变化特点及其规律。方法sD大鼠20只，分为5个实验组，吨07射线全脑常规分割外照射，各

组受照后16h以硝酸镧为示踪剂，用透射电镜观察BBB超微结构变化。结果对照组镧颗粒分布在

血管腔内，BBB结构完整；10Gy组少量镧颗粒通过开放的毛细血管内皮细胞间的紧密连接，沉积

于基底膜，但未入脑组织；20Gy组见大部分紧密连接开放，镧颗粒弥漫性分布于神经细胞间隙，

细胞内无镧颗粒沉积；30Gy神经细胞质内见大量、核内见少量镧颗粒沉积；40Gy组部分毛细血管

内皮细胞及神经细胞失去正常形态，结构破坏，大量镧颗粒沉积在细胞核内、外。结论放射线具

有降低及破坏BBB功能的作用，且与照射剂量呈正相关；30Gy后BBB完全开放，此时进行化疗

为最佳时机；照射40Gv后不易再全脑追加剂量，否则会导致不可逆性放射性脑损伤。
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tlle ch舳ge8 of ul舰8tnlcture of BBB in 16 h after whole brain imdiation wi血60C叫my in mt8，using
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extr￡Ivessels after irradiation lOG了．3．Most tight junctions of endothelial ceU opened thmugh which the

l明tll明um entering the ex嘶celllllar叩ace but not enter into the neuI．0ns in 20Gy gmup．4．The l蛐th明um

tlImugh tight junctions of c印iⅡary vessel锄d basemem memb啪e entered the plasma，mitochondria明d
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irreve瑙ible bmin injum．

【Key、釉rds】 B100d-bmin barrier；Radiothempy；IJanth明um

基金项目：江苏省卫生厅基金项目(H200534)

作者单位：1．221002，徐州医学院附属医院放射治疗科(章龙

珍)；2．210009南京，东南大学附属医院放疗科(曹远东)；3．
221000，徐州医学院神经生物学研究中心实验室(董红燕、于红

丽)；4．221000，徐州医学院实验动物中心(庄明)

通讯作者：章龙珍(E．Illail：j％zk@126．c∞)

373

血脑屏障(blood-bmin barrier，BBB)对维持

脑功能及脑内环境的稳定起着极其重要的作用，但

是这层屏障同时也阻碍了许多有潜在价值的药物进

入大脑，从而在很大程度上影响了颅内疾病的治疗

效果，使颅内肿瘤的治疗效果近年来一直徘徊不
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前。因此，如何提高BBB的通透性是目前研究的

热点。放射线是打开BBB有效的方法之_j”。国内

外文献对放射线照射后的BBB功能及结构的改变

进行了一些相关研究，但是以往动物实验多采用单

次大剂量、局部性的照射方式2】，与临床常规治疗

不相符合，无法进行准确的评价，在临床难以推广

应用。本实验模拟临床全脑常规分割外照射方式，

采用硝酸镧示踪法，用电镜细胞化学技术观察不同

剂量放射线照射后BBB的超微结构的变化，为颅

内肿瘤的放化综合治疗的序贯性和最佳化疗时机提

供可靠的理论依据。

1材料与方法

1．1材料

正常成熟sD大鼠(由徐州医学院实验动物中

心提供)20只，雌雄不拘，体质量1909～300 g，

随机分为对照组、10Gy组、20Gy组、30Gy组和

40Gv组，共5组，每组4只。所有实验动物均在

伺一条件下治疗和饲养。

1．2照射方式

模拟定位：照射大鼠侧卧于模拟定位床上，源

皮距75 cm，全脑照射野的大小约2咖×2 cm，上

界位于双眼后眦连线，下界位于双耳后连线，左右

露空，垂照。照射方式：2Gy／次，每日一野，每周

5次。治疗设备：FHc．50型睨。治疗机(上海医

用合资仪器厂)。受照大鼠于每次照射前用0．4％的

戊巴比妥钠(25 mg／kg)腹腔注射麻醉。

1．3主要试剂的配制网

1．3．1镧醛固定液

双蒸水25ml、250m】／L戊二醛10 rIll、O．2脚】／L

二甲基砷酸钠缓冲液15 ml、多聚甲醛1 g，配制成

戊二醛一多聚甲醛混合固定液，用NaOH滴定至澄

清，将1 g硝酸镧加入配制好的固定液中，用0．1

mo帆NaOH将pH滴定至7．4。7．6，即制成镧醛固
定液。

1．3．2 0．1 mo儿二甲基砷酸钠缓冲液

二甲基砷酸钠10．70 g，蒸馏水500“，震荡

溶解后，用Hcl调pH到7．4，即配制成0．1 mo儿

二甲砷酸钠缓冲液。

1．3．3 2％含硝酸镧的二甲基砷酸钠缓冲液

二甲基砷酸钠1．07 g，蒸馏水50 ml，震荡溶

解后，用HCl调pH到7．4，再加入1 g硝酸镧于上

述配好的混合液中，即配制成2％硝酸镧的二甲砷

酸钠缓冲液，4℃冰箱保存。

1．3．4 1％四氧化锇固定液

取0．5 g四氧化锇溶于25 IIll重蒸水，制成贮

存液，避光保存于4℃冰箱中，用前用O．1 mo舰、

pH7．2的磷酸缓冲液配制成1％四氧化锇固定液。

1．4电镜标本的制备

每组动物照射结束后16 h，受照大鼠用O．4％

戊巴比妥钠(40 mg／l【g)腹腔注射麻醉后迅速开胸，

行左心插管，先用生理盐水100 rnl冲洗，然后再

灌注镧醛固定液100 IIll，灌注压维持在16kPa(120

mmHg)水平。灌注10 min后开颅，取双侧顶叶皮

层脑组织，并修成大小约1 mm×1 mm×1 mm的脑

组织若干块，立即置于4℃镧醛固定液中继续固定

2 h或过夜；然后用含硝酸镧的二甲基砷酸纳缓冲

液漂洗3次，每次约15 min；再于不含硝酸镧的

1％四氧化锇固定液中固定2 h，用0．1 movL二甲

基砷酸钠缓冲液漂洗2次，每次15 min。最后，采

用常规电镜梯度乙醇、丙酮脱水，环氧树脂618包

埋，用LKB V型超薄切片机(瑞典LKB公司)切片

(未经电子染色)，置于透射电镜(日本日立H．600

型)观察与拍照。

2结果

电镜超微结构表明，照射前(即对照组)高电

子密度的镧颗粒仅分布于毛细血管管腔内，附着在

毛细血管内壁的表面，毛细血管内皮细胞间紧密连

接处、基底膜及毛细血管外的组织间隙均未见镧颗

粒沉积，．毛细血管内皮细胞及脑组织细胞无肿胀

(见图1)；10Gv组见毛细血管内皮细胞间的紧密

连接处镧颗粒呈线性沉积，但基底膜处及脑组织间

隙未见镧颗粒沉积，细胞形态结构未见明显异常

(见图2)；20Gv组大部分毛细血管内皮细胞连接

处及基底膜处可见线状细颗粒高电子密度的镧颗粒

沉积，内皮细胞肿胀，脑组织水肿，紧密连接开

放，并见有细小的镧颗粒通过毛细血管基底膜进人

到脑组织内，分布在神经组织细胞间隙和轴突周

围，但未进入脑组织细胞内(见图3)，与照射前

相比，BBB的通透性明显增加，屏障功能遭到破

坏；30Gy组毛细血管内、紧密连接处、基底膜及
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脑缝织内呈弥澄性细小镧颗粒沉积，并觅镧颗粒进

入组织细胞内部，分布于线粒体、内质网等细胞器

的表疆，甚至进入部分线粒体内部，沉积予线粒体

嵴的表面，部分核孔及核内亦觅镧颗粒沉积，僵核

内沉积量较核外沉积明姓少，染色质边聚，内质网

涟扩大，蛊管内皮细胞、弦组织缨胞、核膜结构尚

完熬，形态无明显异常(觅图4)；40Gy组镧颗粒

弥漫性分布在氇细血管内皮细胞、基底膜、脑组织

细胞闻及细胞肉，内皮缡臆黪大，管腔阙塞，髓鞘

分离，部分笔细血管内皮细胞及神经细胞失去正常

形态，结构破坏并见髓鞘周围及内部镧颗粒沉积，

呈板层状表现(霓逐5穰图6)。

蹦l卫：塌跌器【念脑BBB
毫辘辫&l糖毋

图2大黜10Gy燃
器器嚣孝芝靴0瞄

图3大觥20Gy照射后 图4大黜30Gy照射后
BBB i5(变(×lq瞄 BBB改变(×15酗

瞬5大鼠全腧40Gy照射

后BBB改变(×20k)

图6大鼠全脑40Gy照射组

靥BBB改变(×30k)

3讨论

中枢神经系统内特殊毛细血管内皮细胞及其紧

密连接是BB转的重要缩构基磕，滏包括蒸底膜及

包围在毛细血管周围的小胶质细胞和星形胶质细

胞。从生理的角度上看，B嚣B对物质分子大小、

所负的电荷及溶解性不同的物质通透性均有选择

性，特别是BBB中的酶屏障及其专一性很强的载

体系统，保证了腻肉神经递藤浓度的棚对稳定性，

只有一些大脑必须的糖类、氨基酸类等分子才能穿

越BBB到达脑细胞，这就避免了大脑受到血液循

环中有富物质如毒素和病毒的侵害。僵是，这层屏

障同时也阻碍了许多有潜在价值的药物进入大脑，

尤其是化疗药物。我们的以往研究结果表明，照射

前氨甲蝶呤几乎不能透过BBB，脑脊液中氨甲蝶

呤平均浓度与血液中浓度相差100倍，说明BBB

在很大程度上影噙颓内肿癯蛉药物治疗效果鞫。嚣

此，人们致力于各种影响BBB障通透性的因素及

监测BBB通透性方法的研究。

硝酸镧颗粒溶液在碱性条彳牛下形成氢氧化镧，

正常情况下不能通过完整的细胞膜与细胞间紧密连

接处进入细胞内面沉积在细胞外，因此本研究采用

硝酸镧示踪电镜细施化学技沭观察射线对BBB邋

透性的影响。该方法简便、费用低，并可取得与辣

根过氧化物酶示踪法樵碗的结果。本组结果显示，

照射前(即对照组)，镧颗粒不能透过完整的BBB；

照射10Gv后，可见少量镧颗粒透过毛细血管内皮

缯臆闻紧密连接但未能通过基底膜，内皮缨施及麟

组织结构正常，与Van Vulpen等5l研究的结果类

似；照射20Gy后，BBB的完整性已破坏，其通避

性增鸯羹，因此可以解释临床上颓内高匿常在瓣瘤吸

收剂量达15～20Gv后发生，同时亦说明基底膜是

构成BBB的重要结构之一，可以称为血脑的第二

道屏障，此结果与豫tovee等1】的研究结果基本一

致；照射30Gy后，BBB基本失去屏障功能；照射

40Gv后，毛细血管肉皮细胞及神经缎胞受损较明

显，部分细胞失去藏常形态，髓鞘分离，但整体轮

廓尚存，说明BBB功能的稳定性和照射剂量的限

制性。

由于化学治疗药物主要作用于遗传物质和酶系

统等，药物必须进入细胞内才能有效地发挥药理作

焉，因此扶本组资料的病理形态学改变可以推颤，

临床放化综合治疗的序贯性和化疗的最佳时机应为

放疗30Gy后。Qin簿钢临床研究结果表明，放射

治疗20《∞y詹为化疗最佳时机，其瘸理形态学

基础可以从这里得到很好的解释。若进一步进行念
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脑放射治疗，有可能不仅不能改善预后，反而增加

放射性脑损伤，缩短患者的生存期。另外可以看

到，在照隽誊30G丫后，核孔处镧颗粒大量聚集，核

内镧颗粒分布较核外少，较细胞间镧颗粒沉积更

少，说明核膜、细胞膜功能尚霹，对外界不良京《激

有着强大的抵御和防护作用。嘲此可以推断，神经

细胞对放射线有较大的剂量耐受性。

放射线对BBB损伤的终嗣枫制可能是菲特冥

性的，它的本性类似于其他物理或化学毒性因素的

反应。从本实验中可以看出，辐射导致的BBB的

破坏与毛缁盘管内皮缨魏肿羰翔损伤、胞凑囊泡增

多、细胞间紧密连接的破坏、羼形胶质细胞的异常

等有关，但其确切的机制目前尚不十分清楚，下一

步将在此基础上进行深入盼分子生钫学及病理生理

学研究。
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