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淋巴细胞集落及其在辐射敏感性

研究中的应用

马祥瑞 汪涛 王洪云

〈苏州医学院〉

摘要

实验对比研究了人血 T、B 细胞形成集落的规律及其辐射敏弓

性。发现在 LPS、如假Be和 BSA 的作用下， B 细胞呈现相似的增建立

律。 B 淋巴集落计数的峰值出现在第六夭。液体培养， 3H-TdR 掺入主

值则在第七夭。由 PHA 诱导 T 细胞形成的集落数随培养时间约延长

而增多。而 3H-TdR 掺入峰在第五夭。辐射敏感性实验证明:无论是污

脂培养还是液体培养中的 T 细胞都出现双向反应。 0-- 1. OOy 利量主

围内，两快组分的 T值均为一 0.96 ， Do值分别是I. 7] 和 4. 34 Gy , I. 0

--6.0 Gy，两慢组分的T 值是一0.99 和一0.98 ， Do 值则是 5.88 毛

7.36Gyo B 细胞也呈现相似规律。剂量范围为0-- 1. OGy，快组分::]

T 值是一0.97 ， Do 值为1. 35Gy;慢组分的T 值是一0.99 ， Do 值是 4. 36

Gy。实验结果表明 B 细胞的辐射敏感性高于 T 细胞。集落培养技 f

是检查 T、B 细胞辐射敏感性的好方法。
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A政主TRACf

Kinetics and radic配nsitivity of human lymph∞归自 were studied by the tech­

niqu四 of monolayer agar culture and liquid culture in vitro. In the experiments of

b币内ocyte kineti白， PHA was designated 画 a mitogen for T lymph回归e. LPS , MR­

Be and BSA were ch西en 臼 mitogens for B lymphωyte.ηle data from th础 ex庐ri­

ments showed that , under the alone orωnbination stimulation of LPS , MR田二 and

BSA , B lymph叫恼 devel句时 to form ∞l∞i岱 in agar culture (0. 3 %) with the

且口'Ie manner. The stimulation of LPS tr , B lymph饵"因 W臼 ma;t signifi臼nt. By

也y 6 after seeding , the numbers of ∞，Ioni国 in a回r ∞Iture were maximal. Wherlωs

the numbers decreased signifi臼ntly by day 8. The number of T lymphocyte colonies

increa岛d with culture time within 12 days. The peak of 3H_TdR incorporation into T

lymphocyt目 in liquid culture occured at 5th day after SC(到ding. 币le data above-mcn­

tioned demonstrated that the kinetics of I归nph∞归国 cultured in two kinds of environ­

ments were different. The studies of the radio臼nsitivity of T ly咽ph饵"回 showed

that the deer咀蟹~ in the number of ∞t.>ni国 and rate of 3H_TdR in∞，rporation varied

in different da;e ranges. In the range of 0...... 1. 0 Gy. r = - O. 96 , Do value was

1. 71 Gy for TL-CFC in agar culture , l' =-0.96 , Do value w臼 4. 34 Gy for the

proliferation T lymph∞yt四 in liquid culture. In the range of 1.0......6. 0 Gy. T were

一 O. 99 and - O. 98 , the Do were 5. 88 and 7. 36 Gy respectively. 币Ie declining ten­

dencyin ∞lonies formed by BL-CFC was the 踊me 臼 that of TL-CFC, r = - 0.97.

fo门he range of 0--1. 0 Gy , r = -0.97, for the range of 1. 0-3. O. The仇values

Were 1. 35 and 4. 36 Gy r西庐ctively.Tha r，回ults from these experiments shown that

the ∞，lony t出hniqe w臼 asαXI methold lor the study in radic臼nsitivity.
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机体受照磨'\常用血液中淋巴细胞的变化来估算剂量.而受照射之后.机体细胞先丧

失增噩能力· .... 飞力为指标.研究机体淋巴细胞的变化.可能会蔓准确地反鹏出剂量效

应关系.工作中曾人事层半固体琼扁，建立了淋巴细胞集藩培养技术，现霹人血淋巴细咀增

殖规律.在此基础上，以琳巴集蕃计数为指标，研究了淋巴细胞的辐射敏感性.现分两部分

介绍如下.

人血淋巴细胞增殖动力学实验

1.1 T琳巴细咂增疆规律实验方法与结果

实验方法 T淋巴细胞(T 细胞}糟殖动力学，是用半固体琼脑培养方法〈集落法}和液

体培养技术〈液体法〉对比研究的.首先在无菌条件下，分离正常献血员的静脉血，制备单个

核细胞量液.选择凹认为丝裂原.每个受撞者的细胞悬液分为两份.供对比研究应用.

集落法在无菌条件下，用含 FHA (IO~&!ml)的 RPMI-1640液{日本产}配制成O.3~

琼脂〈日本产〉培养体系，分装在培养皿内.每皿的容量为0.15mL.含5 X 1()4个细胞.密封后

的陀、含饨的环境内进行培养.

液体法每个培养瓶内盛装加L、含 PHA(l OOl.tg/mL)的 RPML- 1640 液.在无苗条件

下，每瓶接种 2X10' 个单个核细胞.密封后 3rc培养.收获前 IIh 每瓶内加入 4.4 X10·间

的JH-1i岖，终止培养后，收获在 49 型磕璃纤维撑腰上，用阿353型液体内烁计敷器制定各组

悻品的每分钟脉忡数(min-I).

观察时间集蔼法接种后第 2.4.6.8.10 和 12 天镜植，进行集落计数.液体培养在撞种

后第 2.4 ， 6 ， 8 ， 10 和 II 天，测量每份悻品中的JH-TdR掺入率.

实验结果集藩实验共选用 10 名正常献血员的静脉血.半固体琼脂培养，每实验点设

3-5个平行样品 a 从接种后第 2 天起就可以观察到集落〈为 50 个或 50 个以上的细胞团λ

观察结果见图 I. 液体法3H-TdR 惨入计数为 3 个平行佯品的平均值.见图 2 •
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固 2 液体培养中JH-TdR 掺入淋巴细胞的动在观察

(每个样本 O.lmL 全血〉
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围 I 在琼脑培养体革中淋巴细胞集藩形成的动态

观察{集槽 f{/5X 10· 个细胞〉
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1.2 B潺巴组跑唱璋规律 宴验方法与结果

实验方法在进行B细胞增殖动力学实撞之前，先通过预实验.选择L陀、MR配t小鼠

江细胞〉初BSA(牛血清白蛋白〉作为B细胞的笙裂原，并确定每皿接种O. 75X 10品?单个在

细胞为最合适的雄度.

B细胞培养仍晕用半固体醺瞌培养法.在无菌条件下，用RPMl-16~O液将正常献血员的

单个模细胞晕液稽'成一定榷度，井分成五份.分别加入适当推度的LPS(码咆/时-.均mil) •

0.5%赋配.S%IlSA .IJIS+O.5Yo眼配和 IJIS+S Y.BSA.配在 O.3Yoil-崎培养体系，分装到

睿棋为 O. 腻的培养皿内.置于密封31吃，含叫潮湿容器内培养，在不同的时间间隔内镜

撞计数.前兰组的观察时间=接种后第 2.6.8 和 10 天 E后二组为接种后 2.4.6 和 8 天.为对

比研究.同时按常规液体培养方法.LPS 和 LPS+SYoILA 为丝裂原. 1ft f.1g1c' s(日本产〉和

RPMI-16，10 擅分别进行全血培养.在接钟后第 ".5.6.7 和 8 天湖量掺入辛方法初条件与，.

细胞液体培养相同.

实验结果液体法每个实验点的结果为 3 个平行悻品的平均值.可是.无论是E.1g1e' "

还是~RPMI-16"O 液.8 细胞转化率都很低.仅接仲后第 7天的'H-TdR掺入率最高.去 l 还提

示 z液体培养条件下.1.PS+因A 的作用比 L自单强应用强，用Eagle's 液培养时.这种现象夏

明显.

表 I:人外周血 B都巴组能注体培，事 7 天后

响-TdR掺入事(10 倒均值〉 mln- I

组 别 X 土so P

u &le's lJlS组 156.0士24.9

培养液 LPS+5 Yo8SA 528.2 士 193.5 <0.01

RPMl
lJlS组 182.8土36. 。

<0.011640

培养液 LPS+5 Yo8SA 340.6士76.3

(含lJlS或 LPS+5%BSA 的 2mL 培养液内加 O.2mL 全血}

集落注'在 LPS.O.5%MR配和 5%BSA 分别作用下，或是在 LPS刊.5%MRr汇和 L附

+5%ffiA 协同作用下 .B 细胞集落 (σU-BL)形成良吁，各细细落计数控异非常显著 U<:..

3). it致结果表明t各组的增艘峰出现在接种后的第6 天(四川.前3tfF:第 tl J2 Wi'吉 d'黠

差异有显著性. (><0.05. 后 2 组的差异统计显著• P <0. 01. LPS 的激~'r:作 til t<现较强d

形态学观察 5 个实验组的集藩多为致密型品集落涂片用非恃异性股古附协常色.1洲际l

以上的细胞为阴性反应.模体培养的细胞海片Wrigh内躲色.袖镜位查.可见到典理i的荒细

胞.
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型 3 l不同旦裂原作用下.人血B狲巳~鸣在理，.MIl培养基内的增殖情况

1一-1J1S组， 2一-0. S"MR配钮l3一-sy.郎A 组，←-LPS+O. S"MROC钮lS一-LI'S+Sy.臆"'!flo

淋巴细胞辐射敏感性实验

T细胞辐射敏感性实验方法与结果

实验方法 辐射敏感性实验的条件与方法.与 T细胞增殖动力学实验相同 g 仅在龙嗣

条f'f:下.将单个模细胞悬液分为两组.f是集糟陆和:枝体法实验1日.每 2 份细胞居液为'细 .Itij

nJ进行MC(>-y ~-t线照射，荆量率为 O， 75Gy/m肌 trl量分别为 O(对照组>.0.5. 1. 0.2. 0.-1. 。

和16.0Gy •
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理事时周集蕾挂在接种后"天进行集藩叶It;擅悻挂在接种后第 4 天收班.酒量悻

品中的JH-TdR撞入事.

实验结果各组T醉巴集蓓(<RJ-'τ1.)敷换算成百分数〈对.嘿组为 1∞"') .再经反正在

画撞转换后，进行F撞撞. P<O- Ol. 组均童问雨雨相比较.整鼻植显著.实验结果还提示z

在 0-1. 田市范围内，集藩撞下降速度快;1. 0-6.阳y 范围内.下降速度慢.两组分的搁置

相关墨撞(r)分到是-0. 辅相-0- 99('撞撞• p<o. 臼). D ， 值是 1.71 鞠5.88Gy(图 4).
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固 4: y线照销对不同培养环檀中人血T淋巴细胞槽喧能力的影响

用百分数表示各剂量组的JH-TdR穆入计颤，并与集蓓计嚣的百分数相比较〈表。.差

异摄显著.襄 4 还丧明:Y射缉X;J' T 醉巴集藩形成细胞(11.-σ0的增殖能力的抑制作用技

强.

寝. y缉醺射到不回罐"环檀申

T都E组幢幢疆能为靡晴的比较

怨别 侧It '穗Ity. ，ιTcIR.入军.， P

X~壁' 10 1ω 1ω

0.臼:;y 10 70 :::1:3. 53 7'2.7士13.77

l Oy 10 59.1 士3. 64 63. 8士9.0~ <0. 02

织:;y 10 "0.5士aω SQ.I 士 11. "I

"Oy 10 2毡'士 3. ..0 29.6士10. n

&oy 10 12.5士2.60 I~. 2士3.11

2.2 8细胞辐射敏感性冀验方法与结果

实验方法 B细胞辐射敏感性实验每件与方法同B细胞增殖动力学实验.仅选用LPS

为丝裂原.在无菌条件下，将分离的单个核细胞最液分成5 价.分别接受O(对照组) .0. 5.

1.0， 2.0 和 3.OGy的tao町射线照射.荆量率为O.15Gy/min. 璐察时间为接种后第7 天，镜

幢计般每皿内的集嬉敬.

实验结果 以对照组为100~，将各剂量组的集槽计敷棋算成相对百分敷.进行反E弦

6



画量转换后.作F撞撞.P<队 01.实验结果提示z恩射后B细胞形成集蓓的能力受拥割的程

度与剂量相关的〈襄臼.在不同剂量范围内.集落叶撞下降的速度不同〈回归.0-1. 臼y 和

1. 0-3.臼y 不同剂量范圈内的剂量相关系鼓(r)为-0. 97 租-0.锦.两组分的 D ， 值分别

是 1.35 租3. 0船民
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田 5 B 瓣巴细胞'阻膏计E与荆量的关系

论讨3

电离辐射作用后，血檀学变化可作为辐射损伤的指标.尤其是淋巴细胞的变化，因为宫

是一定量的生物反应系统，可在寓中进行直接测量，以估计照射荆量.所以，在幅射敏感性研

究中，多以淋巴细胞变化为指标.

70 年代末，国外建立了用丝裂原诱导讲巴细胞在半团体琼腊珩养幕上形成集嚣的技

术.为深入研究淋巴细胞提供了新手段.但多果用双层培#技术或二步培养方法.费们曾刚

分离的细胞最液作单层琼脂培养，对胎儿胸腺中的 TL-σ℃和豚鼠的 BL-CFC 的精理能力进



行研究.在此基磕上.用集蕃法对人血T、B细胞的增蕴动力学，和疆射敏惑性进行了研究.

醉巴细胞的撒活和细菌.落技术的建立，是免疫学领檀中的重要课题. 60 年代在现

PItA等缸.活静止的酶巴细胞.使之转化为母细胞.这一发现为深入研究樨巳细胞打开了

霸的门户.研究中多用回队、C僻山、阳M和 LPS. 已证明COnA鞠阳M 为多克隆性的挂裂

原. PHA 和 LPS是单克隆性的丝裂原.Pt执只巅活T细胞.所以，在实验中选用它作T 细

植的笙裂原.而且.PS则只巅活B细胞.不过传统的现告认为LPS对人的B细胞作用酷弱.国

外用阳M作丝裂酶'1. 由于它撇活的细胞中 60%的组跑为T细跑.要赢得纯B细胞.必颈

埠比分离.无挺便实验过瞿复毒化.增加于揽因素.丽我们周用lJl5作丝裂原.为了证实 LPS

苛人B细胞的作用.根据B细胞虞受体的特性tMJ1.叉选用 MRBC和 BSA 作丝裂原.进行对

比研究.

茬 2 相丧 3 }'注明 ;1岛、顺配和 BSA 部能赢括人血B细胞增殖形成集藩.其中 LPS 的

作用最强.这纠正了以在对山的认讯实验结果还表现出z在 3 种相质单强作用下.或青

梅同作用下.B 细胞出现相似的增殖规律.与Radnay的结果一致:1] •即峰值出现在接件后的

第6 天.第 8 天集搭敷已明显下降.这不同于豚鼠阻....CfC的增殖规悟".也不同于 B细胞

在液体培养环搅中的增殖坦律.两种不同环堤中的 B细胞对 l昂的反应性有程度差异.可

能是由于半固体Jf.l扫雷养基能为B细胞提供良好的支架作用.便于细胞的移行与相互接触.

促进细胞的分裂与增噩.在这方面镜们与Jean-PierR. Far回事町的看法是一致的.

形态学院查表明 z在三种精质作用下 .B 细胞能在半固优琼脂培#基上形成良吁的靠

在.尤真是 96%以上的细胞为非特异性醉性酶酶祟色阴惶.就进一步说明 :U LPS 可丝毛

在.用集藩法研究 B细胞的恃性与功能是可行的.不过.在液体陪葬环搜中 LPS 的激百作m

嬉弱，证明它的剌激作用是受环榄因素制约的.

阳A 能诱导 T细胞在半固体培养基上形成集薄.从图 1 可以看出弗洛 ~t挝随黯芹!l Jii.i:

(1 2t1)的重低而增多.与我们曾研究的胎儿胸腺中的 TL-σc 的增堕规律相似.但Dia ne 等;尺

的结果是培养 7 天后最藩数量.岛ff降.这可能是采用的实验条件不同的缘故.国 2 提示:~在

体法的、H-TdR撑入峰值出现在接钟后的第 5 天.反映出 T 细抱在不同的环境中也呈现出不

同的生民规檀.从接钟后第 6 天起，JH-TdR掺入率明显降低.可能与细胞死亡和转化了的 T

细胞威'且害关.

考虑到集落形成过程中细抱间的相互协作关系.在实验中采用的!1'.个枝细胞量在没进

行去巨哩细胞处理.采用的 RPMI-1640 液中含有 15%AB 型血清，有利于 B细胞培赞研究

加入 ]5Yo胎牛血·膺.则利于蒙细胞的成拽.这在我们的增殖动力学研究中得到证实.

In地uirre 等(ZJ提出接种后第 3 天带明显的集落形成.而本实验发现在接钟后第二天就

有明显的集藩形成，可能与种植细胞密度高和 B细胞增殖速度快宿关.但在 CFU畸皿形成的

过程中，是否存在两个或两个以上的 B细胞同时增殖而形成一个集稽的可能性呢?是值得{草

叶的.此外， Jean-Pierre , Farcet 等~'J曾捷出在琼脂培养基上能形nt集槽的BL-σc不能丧示

走向祖细胞的特性. Winclslcin 等曾用在丽球蛋白研究说明BL-σc是鹿鼎的 B细胞s 所以­

11..脂培养基上的 BL-CFC 必定服从于 B细胞的增理规律，又有人用 G-PO 同功附萨τ[ii1:手:

Cf'U-TL 不是起摞于tp.个 T 细胞的克陪同. Jean-Pierre. Farcel 也提出 z在原脂mrr Ji~ j二形成

的初级人血淋巳细胞~描(Primary Lymphocyle Colony)是，包ir~于多细胞~(~形成.Iy~ t'.~ (Mulrl
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饵"曲rO曲:an，.阳回唱出:1).是由少量血擅中幢幢撇活的、不同的癖巴缅跑亘醉组成的.关

于这一点在我们的...性宴撞中也得属证实.即集事形虞细胞的事均厦性.墨于这些事

实，可以说在琼撞上筐够形成回陆的1L-CFC或是也α吃的生'特性.与血擅中的T、B

缰跑帽II.所以用集黯法研究琳巴细胞的增噩动为挚的'射..性是比篝理想的.

丛囊4 相囊S提示结果来..电寓'财对琳巴缅跑形成'藩的值为有帽嗣作用..咂蜻荆

量越大"副作用越强.由于醉巴细胞不是均厦的细胞鄙.无诠是T细胞还是B缅跑对电离

辍射篝呈现双向反应.即在不同的剂量范围内，集蕾计量下降速度不同.雨不同的组分间'

酣幢肆佳董鼻明显.具体囊鹰在两组分的D，值相整幢大.如B 缅跑的两组分的D，值分别是

1.35 相3. 0筑队T细胞的同组分的&值也相差甚大.分剂量1.71 相5. 1船民同挥.在檀体

培养环班中的T细胞也呈现震向反应.两组分的D，值则是4.34 和 7.3阳Y.上述事宴说明­

B细胞萄街敏感幢幢T细胞离.与其他报遭【鼠II).哑的.半固体尊黯墙葬基上的T缅岖的

'射敏'性破液体培赛中T细胞离.所以说.用集藩法撞查樨巴细胞的辐射敏感性是比拉

曼.的.'H-ldR掺入实验是通过细胞的DNA合成代耐功能的变化来反联推巴细胞的变化.

曼醺尉后，细胞死亡菌出现的变化是z先丧失增擅能力.后丧失生理功能丰eft.功能.因此.

在生铺位学研究中，用液体培养方法是比技好的.这与Frar时I]的看法是一擎的.

此外.由于单层曹tit培鼻技术操作简便.干扰国章少.读方法不只是为'射研究提供了

黯手段.也矗宴验血擅李、免襄掌研究的好方桂.并可知』到临床撞撞学雷?域中，成为兔搜系

统疾病的检查方法之一.
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