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·基础研究·

低剂量辐射对脐血T淋巴细胞膜分子表达的影响

土I长安橱光贾廷珍管坩伟张玲

北京大学第三临床医学院胂■治疗中心(北京．100孵3j

l摘曩l目的探讨低剂量辐射对人脐血T淋巴细胞膜分子表达的影响。 方法62mGy T射线

照射新鲜分离的脐血淋巴绑奠，照前及愚后4h、12h、24h采用单克窿抗体直接免疫荧光标记流式细胞术

检测TcR、c现、cD．、cDl分子的衰达。 螬暴 低剂量辐射后，脐血淋巴细胞c取、TCIttC马复合榜、

cD‘、c仉分子表达量著上调．且均在4h一24h内随时何推移而逐步增幅；cD．／c珥比值无显著性变化。

螬论低剂量辐射可促进脐血T辩巴细胞的成熟、活化和信号的转导，从而可能在脐血移植中加速免

疫功能重建，增强移植物抗白血病反应(GVL)，降低肿瘤的复发事。

【关■谭】脐血T淋巴细奠膜分于低剂量辐射脐血移植
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脐带血T淋巴细胞发育幼稚，使脐带血造血干

细胞移植中移植物抗宿主病(cv肋)发生率较低，同
时伴随移植物抗白血病反应(GVL)减退，免疫重建

缓慢，恶性肿瘤在脐血移植后2年内复发事高达

60％“’21。大量研究证明，低剂量辐射(LOZ)对机体

和细胞具有免疫兴奋效应⋯1。我们以低热量1射

线照射新鲜分离的脐带血淋巴细胞，应用流式细胞

技术观寨照射后淋巴细胞TCR、cD,、CO,、CDl等膜

分子表达的变化，以探讨低剂量辐射免疫兴奋效应

用于脐血移植的可能性。

材料与方法

1．主要试剂：藻红蛋白(PE)标记的小鼠抗人

TcR。单克隆抗体(MoAb)，异硫氰酸荧光素(Frrc)

标记的小鼠抗人cBMoAb，PE一人cD4MoAb，FlTC．人

CD。MoAh(以上均为Ancell产品)。分别以F1TC和

PE标记的小鼠lgGtMoAb(Pharmingen公司)。

2．脐带血采集及单个核细脆(MNC)分离：无菌

条件下穿刺脐静脉采集37．．42周龄足月正常分娩的

新生儿脐带血，体外肝素抗凝(201Utn|1)。采血6小

时内应用常规密度梯度离心法分离MNC，RPMI 1640

培养液(Hyclone)洗涤2次，最后加入舍10％新生牛

血清的RPMI 1640培养液，计数并调整细胞浓度为1

×l#／m]。

3．照射与细胞培养：采用GammaCell 1000数控

细胞照射仪(MDS Non：lion，加拿大)体外照射新鲜分

离的脐血MNC细胞，为”铯(”cs)源，其总放射性

活度为24．05TBq。总吸收剂量为62mGy，吸收剂量
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率3．T2Gy／mln。照射后于37℃，5％CO：，饱和湿度条

件下培养。照前及照后4h，12h，24h分别进行T℃R、

CD,、CD,、CDs检测，并用台盼蓝拒染法检查细胞存

活率。

4．TCR、CD，、cD．、cD|测定：①直接免疫荧光抗

体标记：调整细胞浓度为1×1 07／ml，各取细胞悬液

100p1加入3支试管。第1管加入PE一人TCR，。Mo．

Ab(1：10稀释)、FITC-人CD3MoAb(1：50稀释)各

80pl；第2管加入PE．人CD,MoAb(1：50稀释)、

FITC．人CDtMoAb(1：50稀释)各80,al；第3管加入

以FITC及PE标记的小鼠igG。MoAb各20pl作为

非特异对照。4℃避光孵育45rain。PH7．4的PBS洗

涤3次。加入固定液”o lml，混匀后置4℃避光保存

待测。②流式细胞仪检测：采用FACSean型流式细

胞仪(EMctan—Dickinson，USA)，激发光源为15row氩

离子激光，波长488nm，检测前先以标准微球校准仪

器，使变异系数在2％以内。采用双参数模式，设定

淋巴细胞“门”(gate)，每份样品收集“门”内细胞1×

l疗个。用ceuol】眦软件分析处理数据。

5．统计学处理：所有变量均表示为x 4-s，以配

对设计‘检验进行统计处理。

结 果

1．细胞存活率：受照前后脐血MNC存活率均

大于98％，组间无显著性差异(P>0．05)。

2．62mGy 7射线照射对脐血淋巴细胞TCR／CD，

表达的影响：照射后CD3、TCR／C现复合物的表达均

显著增加，且均在4h一24h内随时间推移而逐步增

幅，PE标记的TcRm均与FITC标记的cD，分子共

表达。见表1。

寰1 62mGy 7射蛙照射对脐血啉巴龌囊1ZR／ClX

寰达的影响(i±s，％}

注：与肺前相比，_*P‘0．01；与照后4h比，4P‘0．05．46P

《0．01；与照君12h相比，．．P<0．Ol。

3．62mGy 7射线照射对脐血淋巴细胞cD4、cD。

分子表达的影响：照射后cq、CD。分子表达显著上

调，且在4h～24h内随时间推移而逐步增幅，cn分

子表达开始增强的时间晚于CDs，照射前后各组

CD,／co。比值无显著性差异(P>0．05)。见表2。
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衰2砬mGy丫射线黑射对脐血淋巴甥胞

CD,，cDI裹达的髟响l，±，)

照后时甸 n c仉阳性细皇f％)c风用性绑总f％) CD,／CO．

晨射前 8 29．40±7 5l 11 34±7 17 3．90±2．65

4h 8 3t 34±6 99 12 64±6M’’ 310±l 53

12h 8竹31±9 07’‘ 13韶±7 s6⋯ 3．巧±l 72

24h 8 3，．78±8．84··⋯15．24t 8 13·-6⋯3 06±1．"
注：与照前相比，**P<0 01；与用后4b比，4P<0 05．66P‘0 0l；与

腻后12h相比，’P<0 06，’’P<0 01。

讨 论

自1989年首例脐血造血干细胞移植治疗Fan—

coai贫血患儿获得成功以来，脐血移植已在世界范

围广泛用于恶性肿瘤、白血病、遗传性疾病及放射病

的治疗，初步显现出广阔的应用前景。纽约血液中

心1992年8月至1998年1月即为562例患者施行

了异基因脐血移植”o。我国北京、广州、薪南等城市

也建立了初具规模的脐血库，已有脐血移植成功的

报道。脐血移植的优点在于：来源易得，采集简便，

对供者无损伤；相对纯净；造血干／祖细胞含量丰富，

其中cK+c％一细胞亚群比例高于成人骨髓；移植

物抗宿主病(GVHD)发生率及严重程度均较低；脐血

造血千，祖细胞对某些细胞因子联合作用敏感，体外

扩增能力强。但是，由于脐血造血祖细胞分化不足，

所含数量不多的T淋巴细胞发育幼稚，缺乏成熟的

T淋巴细胞应有的支持造血重建的功能。造成脐血

移植植入慢，免疫重建慢，GVHD较低的同时伴随其

GVL减退，肿瘤的复发率高等缺点“。1，成为制约脐

血移植疗效的主要因素之一。GVL机制不明．移植

物中的T淋巴细胞和NK细胞可能与其发生有

关”-，而脐血移植后的恶性病复发不可能用同供者

淋巴细胞输注(doIlor lymphocyte infusions，DLI)进行

治疗。

剂量在0．2Gy以内的低LET(传能线密度)辐射

或0．05Gy以内的高LET辐射被认为是低剂量辐

射n-。大量的人群流行病学调查和实验室研究已经

证实：低剂量辐射具有免疫增强效应““。为初步探

讨低剂量辐射免疫兴奋效应用于脐血移植的可能

性，我们应用低剂量7射线照射新鲜分离的脐血淋

巴细胞，观察T淋巴细胞细胞膜分子表达的变化，结

果表明：照射后CD，、CD,、CD。及TCR／CD，复合物等

T细胞膜分子表达显著增强，均在4h一24h内随时

间推移而逐步增幅；CD,／CD。比值在照射前后无显

著差异。CD，是T细胞的重要分子，TCR是T细胞

特有的表面标志。TCR／CDa复合物是T细胞识别
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抗原和转导信号的主要单位。LDI后TCR／C1)3的表 到扩增和发育，从而发挥T淋巴细胞支持造血重建

达上调一方面是脐血T淋巴细胞成熟加快的标志， 的调控作用，促进造血干细胞植入和免疫重建，增强

另一方面是T细胞对抗原及丝裂原反应增强，向细 GVL效应，降低肿瘤的复发率，改善脐血移植的I临床

胞内传递信号加快的基础⋯⋯。cD4和c风分子属 疗效。有必要对低剂量辐射在脐血移植中的应用价

T细胞辅助受体(co_receptor)，分别与MHCII／I类 值进行深入探讨。

分子相结合，既加强了T细胞与APC(抗原呈递细 ’考文猷

胞)或靶细胞的相互作用，又参与了抗原刺激'rciM
1唐氟弦·当前遗血干细胞研究面临的执战中国实验血蒗学杂志·

CD3信号转导过程。BDl后cDI、cDt分子表达上调 2贾廷；，克晓燕．脐血在放射病临床应用中的前景中华放射医学
表明c仉+细胞亚群及CD,+细胞亚群比例增加，T 与防护杂志，1998，18：330-333

细胞发育成熟、分化及信号转导加快。cn分子表 3划树静．低术平辐射必奋效应研究进晨．国外医学放射医学棱医

达增强开始时间晚于cD．分子，cDl+细胞对LDI 4嘉：：：1爹0：言：其辅射效应．北京：原子能出版杜，
感性可能高于cD．+细胞“1。LDI后CDJCD,比值 姗．112．1鹋．
无显著变化，与文献报道一致”“⋯，同样不支持LDI 5苏旭．张迎春．万虹。等．低搠量辐射对小曩■奠细囊戚蕉、分化、

引起Th／Ts比值上升的假说。 凋亡和擞活的影响-中华放射医学与防护杂志，1997，”(3)：162-

T淋巴细胞表型与其功能是相一致的”1．因此
”

脐血淋巴细胞受低剂量辐射后膜分子CD，、TCR／ 6：：；髫篡=+造血御躺吉量的研丸中国工
c现复合物、CD,、CD,表达上调可间接提示其T淋 7 Rubimaein P，Canl。c，sc．。d。．^．m a1．Omcoom。ⅢE 562。ipi一

巴细胞成熟、活化及信号转导的加快，免疫功能趋于mb 0f酬-bloodI-l d bh一—d“donom．N E叫J Med．
成熟。上述结果提示，脐血移植中以下策略也许是 1998，339：1565-77·

值得考虑的：一份脐带血，一部分冻存，另一部分联
8^矸州呵JF，G1”d删1 E，cn押砌^-E山·8。州and M8栅n—一。一

合采用免疫磁珠分离法及流式细胞仪富集纯化 烹’R蒯枷佣·蹦。：E”删sc¨0f㈧’2000。210。
c吼+细胞体外大量扩增造血祖细胞，淋巴细胞接受 9陈慰峰医学免疫学．第三版北京：人民卫生出版社．2000 89一

LDI，有控制地诱导部分T淋巴细胞发育成熟。然后 97．

混合输注。这样做，既避免了干细胞在培养中的过10荆树饽·低水平辐射诱导免疫累统兴奋效应的研究现状冲华放

多丢失，又在培养中使造血祖细胞和T淋巴细胞得
射医学与防护赫占t1995，15：217-221·

1—T—r]’1—r]’1—丫—r]’1—r1’1—r—r1—T—r]广1—r—r1—T—r1—丫T1．1—T—r]—了—rlrl—丫—r1—T—r]—Y—r]r1Hr

(上接第119页) 在未直视腹腔的情况下，从腹壁插入气腹针，充气

卵管峡部，电凝切断，单极电凝钳夹右卵巢固有韧 后，再插入套管针进镜观察腹腔的情况。对于本例

带，电凝切断。从脐下切IZl取出切除组织，快速冰冻 如此巨大的卵巢囊肿，如果用传统闭合式套管针穿

病理检查示良性肿瘤。遂以生理盐水、低分子右旋 剌，势必造成囊肿破裂，囊液流人腹腔，从而为肿瘤

糖酐冲洗腹腔，4号丝线连续缝合脐下切口处腹膜， 的种植和扩散埋下祸根。因此我们采用了开放式腹

分层关腹。结束手术。手术历时4小时，术中失血约 腔镜手术，即先在腹壁纵行小切口达腹腔，用细针穿

120ral，尿量800ral。术后病理：(右)卵巢浆液性囊腺 刺证实囊液清亮后，再予气腹针穿刺放液。这样既

癌，同侧输卵管未见异管。术后一天拔尿管，术后第 达到了缩小肿瘤体积，为腹腔镜手术创造条件，又避

二天肛门排气．术后3天痊愈出院。 免了囊肿破裂、肿瘤种植和扩散。可见，只要病例选

讨论：妇科腹腔镜手术由于切口小、损伤小、恢 择合适，手术方法应用得当，一部分巨大卵巢囊肿患

复快而日益受到广大患者和妇科医生的欢迎，但对 者仍可选用腹腔镜手术治疗。需要指出的是，手术

于卵巢的巨大肿块通常仍采用开腹探查术。本病例 一定要采用纵形小切121，一旦怀疑为恶性肿瘤，应及

虽然为巨大卵巢肿瘤，但根据其病史长、肿瘤标志物 时改为开腹手术，并按恶性肿瘤的治疗原则进行治

正常、B超为囊壁光滑的卵巢囊肿，无泌尿道和消化 疗。另外，囊肿穿刺时应选择囊肿较高点穿刺抽吸，

道的侵犯变形等特点，初步判断卵巢良性肿瘤的可 并应尽量避免溢人腹腔。如有溢出应尽量冲、吸干

能性大，因而选择腹腔镜手术治疗。常规腹腔镜是 净。
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