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毫米波辐照诱导鼻咽癌细胞凋亡 

及分子机制的实验研究 
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摘要 采用细胞计数、光镜和FCM 等方击檀剥毫米波对^鼻咽癌CNE 细胞增殖、细胞凋c及相关萋围表这的影 

响，蛄采发现：波长为 7．1mm，频率为 42．2GHz，功率密度为]mW／cm 的毫米溲辐鞭，1次／日，30rain／攻，照射 4 

次．能显著抑制CNE．细胞增殖和克隆形成；并诱导细胞拥亡，光镜下可兄到胡显的凋r细胞一FCM 示凋亡百苛比 

显著增加．FCM 结果表明其增殖抑制作用与 P21表达上调厦Cyelin D-表适下调有关一其凋_三诱导机制可能是非 

P53依赖的途径 ，而主要通 过上调 c—Myc、下调 Bcl 2和 Fas基司的表进 来实现 

关键词 毫米瘦，鼻 咽癌 细胞株 ，凋 亡，基围表述． 

EXPERIM ENTAL STUDY oF APoPTOSIS AND ITS M oLECULAR 

M ECHANISMS 0F NASoPHARYNGEAL CARCINoM A CELL 

INDUCED BY M ILLIM ETER W AVE IRRADIATION 

W ANG Yan—Ping YUAN Shu Lart CHEN Xiao—He YANG Yan SONG Yi CHEN Nian—Yong 
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West China University of Medical Sciences．Chengdu 61 0044．China) 

Abstract The effect of mil】imetel"lev~lve radiation on the opharyngeaI earcinonlg eell line CNE eelI pro]ifcration 

and apoptos[s and the expression of related genes was studied by using cell eoont，light microscopy and the flow cy 

tometry (FCM1 By millimeter wave radiation with 1 mW／cm：power density at frequency 42 2GHz and~rave Iength 

7．1mm 0n CNE cells for a du ration Of 30min／day for 4 days，ce】1 prolire ration and cloning formation were inhibited 

markedlv．and ceII apoptosis was induced．FCM also revealed that the inhibiting effect of CNE]proliferation by mii 

limeter wave way,probably associated with the up regulation of P21 and the down—regulation of Cyclin D】．The 

molecular mechanism of apoptos[s inducing may be p53一independent and c—Myc dependent．The up regulation of C— 

M yc and Fas and down—regulation Of Bc】一2 may plaY an important rob in the process O apoptosis- 

Key words mil】itT~eter wave．nas0phafyngeaJ carcinoma eelI IJne，apoptosis·gene expressmn 

引言 

低功率毫米渡辐射可以对哺乳动物产生多种生 

物学效应[t-，但对癌细胞的作用研究甚少．有限的文 

献报道E2．33．毫米波辐照可使癌细胞克隆形成力下 

降、抑制细胞的生长，但其生物效应的机理还远不清 

楚，国内外 尚未见毫 米波诱导细胞凋亡及凋亡相关 

分子改变的研究报道．为进一步探讨低功率毫米波 

非热生物效应的分子机制，本文采用人鼻咽癌上皮 

细胞株 CNE ，研究 42．2GHz毫米波对 CNE 细胞 

*国家 自然科学基金(编 号 39770198)资助项 目 

* 四川省肿艚 医院玻疗 中心 四JI J．成都．6】004,1 

稿件收到日期 2000—1 2-14，修改稿收到日期 2001—04 14 

增殖能力 、细胞凋亡及凋亡相关分子表达的影响 

1 实验材料和方法 

人鼻咽癌上皮细胞系 CNE 培养于含 10 灭 

活 小 牛 血 清 的 RPMI1640(Gibico)培养 液 中，在 

37 c恒温水浴箱中密闭培养． 

中国电子科技大学研制提供了毫米波辐射装 

置．波长为 7．1 mrll，频率为 42．2 GHz，功率密度为 

1 mW／cm (1 mW 组 )和 5 nlW／'c-rD (5mW 组 )；辐 

射喇叭 口面积为 12cm ．细胞接种 于 25m[培养 瓶． 

*The project supported by the National Natural Science Foundation 

Of【；hina(No 39 70l 98) 
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Abstract The effect of mllllmeLeJ;" WC1ve radtanon on the nasophar~'ngeal {-arctnoma cell itnf' C ... .rE_ L'ell proltfcration 

alld apopta"i~ and the expre~l'i0n of related [i!:ene~ wa~ I'tLldied by usmg Cl'l\ count. lighL mtL'ru~copy and the flow q'­
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markedly. and ce[] apoptosi." was lOduced_ FCM abo revealed thaL the lTIhibiting effect of CN£l proltferatton by mil­

limeter wave was pTOhabl~' as:-iociated with tht- up-regulation of P~l and the down-regulation uf C"ydin D
J

• The 

molecular mechanism uf apnptCJ!'ts induclOg may bt:' p,53-tndependcnr and c-MYL'-dependent. The up-regulation of c­

Myc and Fa!' and dO'ovn-reguiatlOn of BL'1-2 may pia~' an lmpOrlant rde ill the pro..:esE' o{ apoptosi,,_ 
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毫米波辐射头直接照射于翻转的、有细胞生长的瓶 

壁外表面．接种对数生长期的细胞 于 23ml方瓶 ，1． 

25×l 0‘ 瓶．次 日开始毫 米波 照射 ，每组 每天照 1 

次，每次 30 min，分别照射 1、2、3、4、5次．对照组细 

胞也每天在室温 F翻转培养瓶 30rain．每天各取三 

瓶细胞 ．用 0．4 的台盼兰计数死 活细胞数．细胞在 

照射过程中，每 日在倒置显微镜下，观察其形态变 

化，并用甲醇固定、Giemsa染色 高倍镜下观察细 

胞凋亡形态．根据此实验结果．选择 1mW／cm 辐射 

剂量．对毫米波照射 4次的细胞进行下列实验． 

克隆形成实验 ：接种经照射的细胞及对照组细 

胞于 35ram平皿 中，300／111，4皿 组，在 5 CO 2孵 

箱中培养．1 2天后 Giemsa染色计数克隆数．计算克 

隆形成率． 

用流式细胞仪(FCM)分析细胞周期、凋亡百分 

比及凋亡相关基因表达的方法见文献：4]．在 

FACS 420型 FCM 上 检测．结果经 电脑处理并 打 

印出DNA含量直方图，并 自动拟合出细胞周期各 

时相 比例及凋亡细胞百分 比．细胞增殖指数(Prom 

eration Index． PI)一 (S+ G 2M ) (Gc Gl+ S— 

G M 衡量细胞的分裂增殖活动．P53单抗 (P1801) 

为 Oneogene Science lnc．产 品 ．Bax、Fas、P21、 

Myc、Cyclin D 均 为Santa Cruz US产品．样品经 

处理后．FCM 上机检测．BiosConsort 30软件处理 

数据 计算上述基因蛋白产物的阳性蛋白标记率． 

2 实验 结果 

2．1 毫米波对 CNE 细胞形态的影响 

光学显微镜下观察 对照组细胞排列 密集 细 

胞接大而均匀染色 核仁清晰可见 细胞呈圆形或 

多角型(见图 1)：ln~lW 组 毫米波照射 4次后 细胞 

排列稀疏 多呈星形或梭形 与对照蛆细胞相 比 更 

多细胞呈现胞浆浓缩．染色质深染、聚集于核膜下．核 

碎裂，胞膜起泡．部分细胞胞浆出现空泡等凋亡细胞 

特征f见图 2)．5mW 组细胞形态无明显变化． 

2．2 毫米波对 CNE．细胞生长的影响 

5rnW 组对细胞无生长抑制作用；而 lrnW 组则 

在照射 4次后对细胞生长产生明显抑制作用，与对 

照组比较 台盼兰染色均未见死细胞增加(见表 1) 

衰 l 毫米 波辐照后细胞数 

Table l Cell count after millimeter wave irradiation 

表 l中 『mW 组 5row 结果 与对 照组相 比：t检验 ，* P<0 

01⋯ P> 0 0 5 

2．3 毫米波对 CNE．克隆形成率的影响 

对照组细胞的克 隆形成率 为 42．3 ，而 lrnW 

组细胞的克隆形成率为 29．4 ，克隆形成抑制率为 

30．5 ． 

2．4 毫米波对CNE．细胞周期和凋亡指数的影响 

FCM 检测显示 经 lmW 毫米波照射 4次后， 

细胞 周 期 分 布发 生改 变 ，S期 细 胞 由对 照 组 的 

l 6．4 降至 1】．4 ，G ／G 期细胞 由 74．o 增至 

76 9 ，细胞增殖指数(PI)由26．3 降至 23．1 ； 

出现增高的亚二倍体凋亡峰(Ap峰)(见图 3，N为 

细胞数) 细胞凋亡百分比由 6．4 升至 13．2 ． 

2．5 毫米波对 CNE．细胞凋亡相关基因的影响 

经毫米波作用后．CNE 细胞凋亡 相关基因蛋 

白表达产物标记率变化见表 2． 

图 】 对 照组 细胞 

Fig．1 Cells ot conl ro 

图2 1 mW／cm 毫米波辐照后 CNEl细胞凋亡形态 

Fig 2 Apoptolic pattern of CNE cells after 

miiIimeter wave lrradiation 
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DNA 

l350 

0 

DNA 

0 FCM 检测 CNE．细胞的 DNA音量直方图 

‘a)对照组 (b)lmW 

Fig 3 Histogram of DNA c。r】Len1s ot CNE-measured by FCM 

ta)CODtrol (1))1m W tTlltliraetcr w lve l rradlation 

衰 2 毫米波辐照对 CNE．细胞凋 亡相 关基因表达 的影响 

Table2 The effect of millimeter wave on the expression 

of apoptosis—related genes 

表 !中 I n1W 组结果 埘}!|{墅比较 X2砖骑 ，x P 0 0 

3 讨论 

本文研究表 明．tmw cm 的毫 米波照射． 

30rain／次 ．在照射 4次以上时可对 (、 E 细胞的生 

长产生明显抑制，并使细胞的兜隆形成能力降低．但 

对细胞无直接 的细胞毒杀伤作用；而 j 131W／cm 的 

毫米波照射．则对 CNE 细胞生}乇无明显影响．说明 

毫米波对CNE 细胞的生长抑制作用与其功率密度 

有关．但并不随功率密度的增加而增强．只有 一定的 

功率密度(tmW／cm )才能抑制细胞生长．这种生长 

抑制作用与毫_米波辐照次数有关． 为生物体 叮能 

在相当长时问巾 忆毫米波作用的结果 ～．为此辐 

照生物体需要足够长的时间．或采取多次照射． 

近年来的研究表明肿瘤的发生是细胞无限增殖 

和细胞凋亡 受阻 的结粜 ；多种抗肿瘤药物、放射线 

治疗等通过诱导凋亡途径而发挥抗肿瘤作用，细胞 

凋亡 的研究为抗肿瘤治疗提供了新的思路．在临床 

E毫米波 已用 于肿瘤的治疗 ．魍其临床抗癌效应 

及体外细胞生长抑制作用 的机理还远不清楚 ．是否 

存在诱 导细胞凋t 机制尚未有研究报道 本研究中 

毫米波对 CNE 细胞的生长抑制作用与其对细胞的 

增殖抑制和诱导凋亡有关．FCM 分析显示 ．毫米波 

照射 4次后．s期细 胞减少 ，G ／G．期细胞增加 ．细 

胞 周 期 有 被 阻 断 于 G ／G 期 的趋 势．CDK Cy． 

clinD 复合物能促进细胞周期的进行．使细胞不断 

增殖 ．而 P21蛋 白则抑制它们 的活性，使细胞 被阻 

断于 G．／G．期．毫米波对 CNE 细胞增殖 的抑制可 

能与其下调 Cyclin D 、上调 P21基因表达有关． 

FCM 分析表 明．1mW／crn 的毫米波辐照可诱 

导细胞捅亡 自分率增加 ，DNA直方图中出现增高的 

亚二倍体凋亡峰fAp峰)，光镜下也观察到凋亡细 

胞的特征．从形态学角度证实毫米波可 诱导人体 

CNE 细胞发生凋亡．细胞佩亡是一个多基因参与 

的级联式摹因表达 的过程、目前研究较多的是依赖 

P3 3(P53～dependent)的细胞凋亡、作为抑癌基因． 

w／P53基嘲通过 调 P21蛋白的表达．使细胞发生 

G．／G- ．期停滞．抑制细胞增殖；或上调 Bax基因表达 

启动凋亡．清除 DXA 受损细胞．许多研究表 明．放 

射线及许多化疗药物对肿瘤细胞诱导凋亡的作用是 

与 P53有依籁性 的，但 并非所有 的凋 亡部需要 

P53ln ．奉研 究发现．CNE．细胞仅表 达低水平 的 

P53蛋白，经毫米波处理后其表达无明显变化．其下 

游基 Bax蛋白表达也无明显变化．因此毫米渡诱 

导的 CNE．细胞凋亡的机制 可能是非 P53依赖的过 

程．而毫米波诱导 P21表达 的增加则可能与 P53无 

关．王风玮。。 等报道 CNE 细胞的P53基因存在部 

分缺哭 ．Spruck 等则报道 CNE 细胞的 P53基因 

第 8外显子存在杂台子点实变．李智 等报道 CNE 

鼻咽痈细胞移植瘤中瘤细胞的凋亡也是非 P53依 

桢性的．这些研 究均支持 CNE．细胞中发生的凋亡 

可能是不依赖于 P53的过程． 
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Bcl 2为凋亡抑制基因．可阻止多种细胞中不同 

凋亡刺 激引起 的凋亡．Bax是第一 个确定 的 Bcl 2 

同源基因．Bax通过组成同源二聚体或与 Bcl 2组 

成异源二聚体抑制Bcl 2的作用而发挥促进细胞凋 

亡的功能、细胞中Bcl 2与 Bax的比例将决定细胞 

的生死命运．本研究 发现经毫米波处理后对 CNE 

细胞 Bax的表达影 响不大 ，但对 Be／2的表达具有 

明显的抑制作用，使 Bcl一2／Bax的比值下降．表明毫 

米波诱导凋亡可能是与抑制 Bcl一2的表达有关． 

CNE 细胞表达高水平的Bcl 2(31_0 o／,)，这与王风 

玮 等的研究结果一致． 

激活 c—Myc转 录的同时就起始 了细胞增殖和 

细胞凋亡这两种状态 ，发挥的功能取决于细胞接受 

的其它条件，当低血清、抑制细胞周期基因或抑癌 

基因存在时．促进细胞凋亡；当与致癌因素同时存在 

时(如 Bcl 2异常表达时 ) Myc促进细胞增殖．据 

文献 ’ ．c—Myc基因诱导的成纤维细胞死亡是通 

过细胞表面 Fas—Fas I 作用途径实现的；T淋巴细 

胞 中 发生的 激活 诱导 的 凋亡 也是 c Myc依赖 的 

Fas～Fas I 卉导的凋亡．即这些细胞凋亡的发生依 

赖于 c Myc的表达．毫米波辐照使 CNE一细胞 c— 

Myc表达增加，同时使 Bcl 2表达降低、P2l表达增 

加，从而使 c—Myc基因发挥其诱导凋亡 的作用． 

CNE．细胞 Fas蛋白表达率较低．经毫米波处理后 

细胞表面Fas表达增加，因此毫米波很可能通过c 

Mye依赖的Fas．／Fasl 凋亡途径完成凋亡过程． 

总之 ．波长为 7．1mm，频率为 42．2GHz，功率密 

度为 lmW／"cm 的毫米波辐照 ，1次／日，30mln／次 ， 

照射 4次 上 ，可抑制 CNE 细胞增殖，并诱导细胞 

凋亡增加．FCM 分析表明，其诱导细胞凋亡的分子 

机制可能不依赖 p53基因一而是通过下调 Bcl 2、上 

调 c—Myc、上调 Fas基因来实现，可能主要通过 c 

Mye依赖的Fas—Fas I，途径诱导凋亡．此结果为进 
一 步研究毫米波的抗肿瘤生物效应的机理提供了一 

个新的思路． 
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