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照射后继续培养
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%在

光学显微镜下观察细胞的形态学改变%以
IAA

法检测细胞的增殖活性%以
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法测定细胞上清液中
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的水平%以流式细

胞术检测细胞凋亡率&结果
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照射剂量的增加%在光镜下可见
G=@=A

细胞不同程度的损伤%其增殖活性降低%
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细胞上清液中
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的水平增加%
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可损伤
G=@=A

细胞%降低增殖活性%增加细胞

上清液中
ACJ3

"

的水平%诱导细胞凋亡%并且呈剂量依赖性&在实验中%可根据需要调节不同的
dYT

照射剂量%建造所需的细胞

损伤模型&
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人角质形成细胞*

N?L=E,1+8

9

E?0

!

V@

+位于皮肤的表层!约

占表皮细胞的
4'U

以上!是紫外线*

dYT

+辐射作用的主要靶

细胞"

V@

也是皮肤免疫系统的重要组成部分!可分泌多种细

胞因子!

ACJ3

"

是其合成的主要表皮细胞因子之一(

(

)

!参与

dYT

引起的皮肤炎症反应过程及免疫调节!并在
dYT

介导的

细胞凋亡中起重要作用(

!3)

)

"此外
dYT

辐射诱使皮肤
V@

所

分泌的
ACJ3

"

和其他一些白细胞介素!例如
S$3('

%

S$3"

等(

63"

)

!它们可能分别与抑制迟发型超敏反应*

RAG

+和接触过

敏有关(

2

)

"因此!

dYT

引起的皮肤光老化和光损伤成为近年

来研究的热点之一"作者采用不同剂量的
dYT

对人永生化

角质形成细胞*

G=@=A

+进行辐射观察其细胞学形成的变化!

以
IAA

法检测细胞的增殖活性!以流式细胞术检测细胞凋亡

率!以
%$S#%

法测定细胞上清液中
ACJ3=

的水平!现将结果

报道如下"

!

!

材料与方法

!-!

!

细胞株
!

G=@=A

细胞购自武汉大学生命科学院典型物

种保藏中心"

!-"

!

试剂
!

(")'

*

\ST@̀

公司+%

('U

胎牛血清*天津灏洋生

物制品科技有限公司+%

IAA

粉*成都华美生物试剂公司+,

ACJ3

"

试剂盒*

5fR

公司+%

711?O,1Y

试剂盒*深圳晶美生物

工程有限公司+等"

!-#

!

方法

!-#-!

!

细胞培养
!

将
G=@=A

细胞接种于培养瓶中!加入含

('U

胎牛血清的
(")'

培养基!在
.2a

%

6U@̀

!

的培养箱中培

养"当细胞长至
&'U

融合时传代!待获得足够的细胞后!用

'-!6U

胰酶和
'-'!U%RA7

消化!离心"根据实验需要!用含

('U

胎牛血清的
(")'

培养基调整细胞浓度!定量接种于
&"

孔板上培养!备用"

!-#-"

!

dYT

照射
G=@=A

细胞
!

将
G=@=A

细胞接种于培养

板中!待细胞长至
&'U

融合时!将其随机分为
dYT

照射组

*

('

%

.'

%

6'

%

2'

%

&'>W

'

8>

!

+和非
dYT

照射组*对照组!

'>W

'

8>

!

+"小心吸去孔板中培养基!加入少许
_T#

液!以刚好覆盖

孔底为宜!置于中波
dYT

灯下
(68>

处!调定好
dYT

计量!

dYT

按
'

%

('

%

.'

%

6'

%

2'

%

&'>W

'

8>

! 照射
G=@=A

细胞!照射完

成后换为培养基继续培养"

!-#-#

!

光学显微镜观察
!

观察细胞经
dYT

光照后的形态学

变化"

!-#-$

!

IAA

法测定
dYT

照射后细胞的增殖活性将培养瓶
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中生长至
&'U

融合的
G=@=A

细胞接种至
&"

孔板!每孔加入

(''

&

$

!细胞浓度为
(h('

6

'

>$

!次日行
dYT

照射"照射时

随机分为照射组
6

块板和非照射对照组
(

块板!每
(

块板为
(

个剂量组!均设
6

复孔"照射后继续在
.2a

%

6U@̀

!

条件下

培养
!)<

后!每孔加入
IAA

*

6>

F

'

>$

+

('

&

$

!在
.2a

%

6U

@̀

!

条件下继续培养
)<

!终止培养!小心吸弃孔内培养上清

液!每孔加入二甲基亚砜
(6'

&

$

!轻微振荡
('>,1

!待蓝色颗

粒完全溶解后!立即用全自动酶标仪检测每孔
'R)&'

值!计算

细胞增殖活性"

!-#-J

!

%$S#7

法测定
d7T

照射后细胞上清液中
ACJ3

"

的

分泌量
!

将细胞接种至
&"

孔板!每孔加入
(''

&

$

!细胞浓度

为
(h('

6

'

>$

!照射
!)<

后收集细胞培养液!严格按照
%$S#7

试剂盒说明书检测
ACJ3

"

的分泌量"在以吸光度值为纵轴!

ACJ3

"

浓度值为横轴的坐标系里绘制出标准曲线!在酶标仪

上读取待测标本的吸光度值!在标准曲线上查出其浓度"

!-#-T

!

流式细胞仪分析照射后细胞凋亡率
!

将传至
"

孔板的

细胞*

&'U

左右融合+在照射前弃去培养液!每孔加入
(>$

_T#

后照射"照射后继续培养
!)<

后!用
'-!6U

胰酶*不含

%RA7

+消化收集细胞!稀释成单细胞悬液*细胞数应达到
('

"

个'
>$

+!吸取细胞悬液于离心管!

) a

%

!'''L

'

>,1

离心
6

>,1

,吸去上清液!加预冷的
_T#

漂洗
!

次!加
'-6>$

冰浴的

_T#

!迅速放于冰上保存*防止细胞继续凋亡+,用
.''

孔'
8>

!

滤网过滤!去除未完全消化的细胞团块,吸取约
'-6>$

细胞

悬液!加入
6

&

$

的
711?O,1Y3JSA@

与
!-6

&

$_S

混匀,

.'>,1

内用流式细胞仪检测"

!-$

!

统计学处理
!

应用
#_##(6-'

统计软件分析!计量资料

用
Jg@

表示!组间比较采用
-

! 检验"各组间
$#R

法做两两

比较"以
!

"

'-'6

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"-!

!

dYT

照射
G=@=A

细胞后
!)<

!光学显微镜下可观察到

细胞损伤的形态变化!

('

%

.'
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2'

%

&'>W

'

8>

!

dYT

的损伤

依次逐渐加重!分别如图
(

所示!表现为细胞肿胀!脱落!细胞

碎屑增多!漂浮于培养基中!与对照组相比!

('>W

'

8>

!

dYT

对细胞损伤较轻!以
&'>W

'

8>

!

dYT

的损伤最重"

图
(
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7

!

J

依次为
'

%
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!

dYT

照射后
!)<G=@=A

细胞形态*

"-"

!

dYT

对
G=@=A

细胞照射达
&'U

融合时!

!)<

后分别检

测细胞的生存率%细胞
ACJ3

"

的分泌水平以及细胞凋亡情况"

随照射剂量的增加!细胞生存率降低!

ACJ3

"

的分泌含量逐渐

增加!凋亡细胞的百分率逐渐增加!见表
(

"

表
(

!!

不同剂量的
dYT

照射
G=@=A

细胞
!)<

后

!!

各指标值变化#

Jg@

$

dYT

剂量

*

>W

'

>

!

+

IAA

*

R̀

值+

ACJ3

"

分泌

水平*

;F

'

>$

+

细胞凋亡

*

U

+

' (-..g'-'" )-46g'-!. .-.(g'-)!

(' (-!.g'-'6 "-&2g'-44 ((-4&g(-!4

.' (-(.g'-'& (!-&4g(-.2 (2-.'g(-6&
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2' '-22g'-') .)-!4g'-&( .)-'&g(-..
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"

'-'(
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!

讨
!!

论

过量日光
dYT

照射可以引发日光性皮炎%皮肤光老化和

皮肤癌等疾病"自然界中
dYT

分
.

类!

dY7

%

dYT

和
dY@

!

其中
dY@

被臭氧层吸收几乎不能到达地面!因此引起人皮肤

损伤的
dYT

成分主要是
dYT

和
dY7

!而对正常人的皮肤能

产生红斑等致病作用的光谱主要是
dYT

"

dYT

可使体内外

角质形成细胞发生凋亡(

43&

)

!其具体机制较为复杂!其中对

RC7

的直接损伤%诱导活性氧族*

5̀ #

+的形成及细胞膜表面

死亡受体的活化被认为是主要机制(

('

)

"在本实验中当给

G=@=A

细胞予不同剂量的
dYT

照射后!与对照组比较!照射

组的细胞受到不同程度的损伤!并且
dYT

对
G=@=A

细胞的

损伤作用呈剂量依赖性!随着
dYT

剂量呈
('

%

.'

%

6'

%

2'

和
&'

>W

'

8>

! 增大!细胞受到的损伤越大"这表现在随着
dYT

剂

量逐次增大时!细胞发生形态学损伤越严重!细胞增殖活性逐

渐减小"而流式细胞仪检测结果也提示细胞凋亡率随着
dYT

照射剂量的增大而增加!这与陈向齐等(

((

)在进行中波
dYT

对

人
G=@=A

细胞株凋亡和死亡的影响研究一致"有研究表明!

dYT

照射
G=@=A

细胞后!细胞上清液中
ACJ3

"

等细胞因子

的分泌量增加(

(!

)

!在本实验结果也显示
G=@=A

细胞经
dYT

照射后
ACJ3

"

的水平增加!并且随着
dYT

照射剂量的增加而

增加"

本实验结果显示
dYT

照射对
G=@=A

细胞的损伤是肯定

的!随着
dYT

照射剂量的增加!

G=@=A

细胞的外形损伤越严

重!增殖活性降低!其凋亡率增加!细胞上清液中
ACJ3

"

等细

胞因子的分泌量也增加!

dYT

对
G=@=A

细胞的损伤呈剂量依

赖性"据此!在实验中根据具体情况的需求可制造出不同程度

的
dYT

损伤
G=@=A

的细胞模型"
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S$3('

水平一直不降!将会转为促进疾病的发展与加剧,如果

中西医结合治疗!一方面可以使
S$3('

水平在适当的时候减

低!另一方面在提高疗效的同时!能有效地减少激素的不良反

应"关于
S$3('

的研究目前仍存在争议!尚需进一步进行深入

研究!目前国内有关于中药与
S$3('

水平的高低与
#$%

中医辨

证分型关系的研究!发现对其含量的测定与
#$%

的诊断与辩

证有一定参考价值(

(6

)

!但尚无动态水平的观察!考虑如在临床

疗效观察中进行连续的不同时相的
S$3('

水平测定!观察其与

用中药治疗%中西医结合治疗与病情变化的关系等!可能才能

更好地评价中药的疗效"

通过以上分析!本研究从细胞分子水平进一步深入分析相

关细胞因子在中药治疗
#$%

中的变化及意义!不仅可为今后

系统研究中药治疗
#$%

的免疫学机制提供参考!也可为临床

进行针对性治疗提供依据"
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