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低剂量辐射对脐血单个核细胞
产生IL一2活性的影响

刘长安张玲1扬光管增伟 贾延珍

北京大学第三医院肿瘤治疗中心(北京，100嘴3)

·基础研究·

【摘要】 目的探讨低荆量辐射对脐血单个棱细胞产生的白细胞介素2(IL一2)生物学活性的影

响。 方法新鲜分离的脐血单个核细胞接受62mG，的7射线照射，在照射后不同培养时间(24h．48h，

72h)．应用mT(四甲基佣氮唑盐)法，以CrLL依籁株为靶细胞检测培养上清IL一2话性。 结果低剂

量照射后。脐血单个校细胞上清Ⅱ一2活性随培养时间推移逐渐增幅。不同时间点比较均有显著性差异

(P<O．05)。在不同培养时问(24h，48h，72h)，接受低剂量辐射的脐血单个核细胞培养上清IL一2活性均

显著高于未照射组(P(0．05)。 结论低剂量辐射可增强脐血T淋巴细胞释放的IL一2的生物学活

性。从而可能在脐血造血干细胞移植时增强移植物抗白血病(GvL)效应。
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白细胞介素2(intedeukin一2，IL一2)是主要由T

淋巴细胞或T细胞系产生的分子量为15000的糖蛋

白，具有广泛的免疫调节活性和其他生物活性。脐

血T淋巴细胞释放人血清的IL一2水平较低，可能

是造成脐血淋巴细胞免疫功能低下、脐血造血干细

胞移植中免疫重建延迟、移植物抗白血病(GVL)效

1北京大学免疫学系(北京．100083)

应较弱、肿瘤复发率高的原因之一“’。我们以低剂

量7射线照射新鲜分离的脐带血单个核细胞，在照

射后不同培养时间(24h，48h，72h)。应用MTr(四甲

基偶氮唑盐)法，以CITL依赖株为靶细胞检测培养

上清的IL一2活性，以研究低剂量辐射对脐血T淋

巴细胞产生IL一2生物学活性的影响，为低剂量辐

射免疫兴奋效应在脐血移植及脐血细胞过继性免疫

治疗中的临床应用提供实验依据。
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材料与方法

1．脐带血采集及单个核细胞(MNCs)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，体外肝索抗凝(20 IU／nd)。采血

6小时内应用常规密度梯度离心法分离MNCs，RP．

MI 1640培养液(HyClone)洗嫌2次，最后加入含

10％新生牛血清的RPMI 1640培养液，计数并调整

细胞浓度为1×106，Inl，细胞悬液中加入刀豆蛋白A

(concanavalin A，Con A，购自美国Sigma公司)

lO舶g／ndo

2．照射与细胞培养：采用GammaCelll000数控

细胞照射仪(MDS Nordion．加拿大)体外照射新鲜分

离的脐血MNCs，为”铯(”Cs)源，其总放射性活度

为24．05TBq。总吸收剂量为62mGy，吸收剂量率3．

72Gy／min。以0 Gy照射为对照组。立即加人24孔

Nunc培养板．于37eC。5％c02，饱和湿度条件下培

养。培养不同时间(24h，48h，72h)，细胞悬液以

1000rpm离心10min．吸取上清液立即置于一25qc冻

存，临用前室温融化。

3．培养上清液IL一2生物学活性检测：采用

M11r(四甲基偶氟唑盐)法。以CTLL依耪株(由北京

大学免疫学系提供)为靶细胞，其培养、冻存及复苏

方法同文献“】。用含10％新生牛血清的RPMI 1640

培养液将CTLL细胞配成5 xl旷／aft的悬液，向96孔

板的每孔中加入t00m上述细胞悬液，再取Ioora不

同稀释度的rhIL一2标准品(中化合通生物工程有

限公司)和待测上清分别加入各孔，均设2个平行

样，并设培养液对照。于37vC、5％cq、饱和湿度条

件下培养40h后，以1500rpm离心5min，从各孔中轻

轻吸弃loola上清，各孔再加入50—MTr溶液(1-ng，

m1，Sigma)，振荡lmin．再培养2h，离心弃上清，各孔

加人200I|l二甲基亚砜(DMSO)，振荡30s，用酶标仪

铡A“．a

4．统计学处理：所有变量均表示为；±s，以配

对设计t检验进行统计分析。

结 果

1．标准剂量反应曲线的绘制：IL一2活性在0 U／

ml～50Ulml范围内与吸光度(A值)有良好的剂量效

应关系，见图I。参照文献⋯利用SAS软件包进行标

准剂量反应曲线的拟合，其回归方程式为：A=0．

012827—0．0039681)+0．000508D2(Rk=0．9959，

F=737．422，P<O．0001；式中D代表1L一2活性)
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2．低剂量辐射对脐血单个核细胞产生的IL一2

生物学活性的影响：62mGy的7射线照射后，脐血单

个核细胞上清IL一2活性随培养时间推移逐渐增

幅，不同时问点比较均有显著性差异(P均<0．05)，

62mGy T射线照射组脐血MNCs培养上清IL一2活

性在不同培养时间点均显著高于对照组(P均<0．

05)。见表1。

衰l 62mGy'r射线照射对脐血单个棱细胞

培养上清儿一2活性的影响(；±，)

注：与培养24h蛆相比，一P《0．0l(其中48h组I；2 900。72h组l=

3．931)；与培养48h组相比．‘p<0略，‘=2 770。

讨 论

早在20世纪60年代初，一些学者发现多种来

源于植物的外源性凝集寨(如Con A，植物血凝紊

等)对淋巴细胞起着有丝分裂原作用。1976年Mot-

gan等“1发现小鼠脾细胞培养上清中含有一种刺激

胸腺细胞生长的生物活性因子，由于这种因子能促

进和维持T细胞长期生长，当时称为T细胞生长因
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子(T cell growthfactor，TCGF)．1979年第二届国际淋

巴因子会议将TCGF统一命名为白细胞介紊2(inter．

1eukin一2．1L一2)。IL一2主要由活化T细胞产生，

其主要生物学活性为：促进活化T细胞增殖、分化及

产生IFN一7、TNF—a等细胞因子；诱导和促进杀伤

性T淋巴细胞(CTL)、自然杀伤细胞(NK)、淋巴因子

活化的杀伤细胞(LAK)及肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)

等多种细胞毒性细胞的杀伤活性；促进B细胞增

殖、分化和抗体分泌；活化巨噬细胞“’6。。由此可见，

IL一2在免疫反应的产生和调节中起关键作用。

脐血清中低水平的lL一2和高浓度的可溶性IL

一2受体(slL—R)反映脐血T淋巴细胞发育幼稚、

活化程度不足，以免疫抑制效应占主导地位“1。脐

血清中高浓度的sIL一2R可竞争性抑制细胞膜表面

IL～2R与IL～2的结合，同时可以中和活化T细胞

周围的IL一2。使IL一2廓清加速，从而抑制IL一2的

生物学活性。降低T细胞、NK细胞及B细胞等免疫

细胞的活性。脐血T淋巴细胞产生IL～2的能力低

下可能是造成脐血造血干细胞移植后免疫重建缓

慢、移植物抗白血病(GVL)效应较弱、肿瘤复发率高

的原因之一。

IL一2依赖株细胞CTLL(小鼠杀伤性T细胞系)

因其生长对IL一2依赖，而对Con A、植物血凝素

(PHA)等有丝分裂原和IL一2以外其他细胞因子均

无反应的特性，被用于IL一2活性的检测，通过比较

待测样品与标准品之间对CTLL细胞促增殖能力的

强弱来确定待测样品的IL一2活性”’，实验结果显

示，在一定范围内有良好的剂量反应关系。

剂量在0．2Gy以内的低Ⅱ汀(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。

大量研究证实：低剂量辐射具有免疫兴奋效应，其最

佳剂量在：50～100mGy之间”】。我们应用低剂量7

射线照射新鲜分离的脐血单个核细胞，观察培养上

清lL一2活性的变化，结果表明62mGy的7射线照

射后，脐血MNCs上清IL一2活性随培养时间推移逐

渐增幅，照射组脐血T细胞分泌的／L一2活性显著

高于假照射组。低剂量辐射刺激IL一2分泌的机制

尚不明确，联合国原子辐射效应科学委员会(uN．

SCEAR)1994年报告书提出以下模式以解释小剂量

照射后淋巴细胞信息传递机制：小剂量辐射一T细

胞膜分子变化一信息传递易化一[Ca2+]i和蛋白激

酶c一即刻早期基因转录一IL一2产生和IL一2R表

达一细胞激活和细胞增殖“1。

低剂量辐射可以促进脐血T淋巴细胞IL一2的

产生，从而可能增强T细胞、NK细胞及B细胞等免

疫细胞的活性，促进IFN一7、TNF—a等细胞因子的

分泌。此前我们的研究表明：低剂量辐射可诱导脐

血T淋巴细胞成熟、活化及信号转导的加快，使其免

疫功能趋于成熟”o。因此，脐血淋巴细胞接受低剂

量辐射，诱导部分T淋巴细胞发育成熟及IL一2的

分撼，可能在脐血造血干细胞移植时更好地发挥IL

一2的免疫调节作用及T淋巴细胞支持造血和免疫

重建的调控作用，增强GVL效应，降低白血病和肿

瘤的复发率。利用低剂量辐射处理的脐血淋巴细胞

输注进行过继免疫治疗也可能有利于清除微小残留

病变(minimal residue disease，MRD)和预防肿瘤复发。
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