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　　提　要　目的:探讨辐射损伤对肠粘膜免疫的影响。方法:小鼠分别受 3 Gy、 8 Gy、 12 Gy全身照射后 8 h

至 15 d 6个时相 ,分离全小肠上皮细胞内淋巴细胞 ( Int raepithelial lymphocyte , IEL) ,用佛波酯、 ConA联合

rh IL-2刺激 ,以 3 H-Td R参入的计数值反映增殖活力。 结果:① 3种剂量组 IEL增殖活力下降明显 ,都表现出

以伤后 8 h下降 , 72 h达低值 ,然后逐渐回升的过程 ; 12 Gy组的抑制出现更早 ( 8 h ) ,程度更重 ;两种刺激剂

的变化态势相同。②正常小鼠分离的 IEL经体外照射 1 Gy～ 10 Gy亦导致增殖活力下降 ; 3 Gy和 8 Gy同一

剂量的整体和离体照射相比较 ,对增殖活力抑制程度无明显的差异。 结论: 3种剂量的照射都造成肠粘膜免

疫功能的下降 ,导致肠道屏障功能的削弱。

　　关键词　放射损伤 ;粘膜免疫 ;上皮内淋巴细胞 ;细胞增殖
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　　肠粘膜免疫在机体抵抗消化道微生物及抗原入侵

方面起着十分重要的作用。 粘膜免疫系统按其组成成

分可分为 3部分: 散在于肠上皮细胞间的淋巴细胞

( Int raepi thelial lymphocy te, IEL) ,存在于固有层内的

淋巴细胞 ( Lamina propria lymphocy te, LPL) ,以及位

于肠壁的集合淋巴集结 ( Peyer′s pa tches, PP)。 其中

IEL有独特的功能 ,表现在它既能调节粘膜免疫功能 ,

又能够对肠上皮细胞的增殖以及与免疫相关分子的表

达起调节作用
[1 ]
。 目前对粘膜免疫的研究主要集中在

粘膜疾病方面 ,而对放射损伤下粘膜免疫功能变化迄

今国内外尚缺乏整体研究的资料。

1　材料和方法

1. 1　主要试剂
　　佛波酯 ( PM A)、 Con A和 PHA购自 Sigma公司 , Perco ll购

自 Pha rmacia公司 , Anti-CD3购自宝灵曼公司。

1. 2　动物照射和分组
　　由本校动物中心提供的健康昆明种小鼠 ,体重 20 g～ 25

g ,随机分为对照组、 3 Gy、 8 Gy、 12 Gy照射组。小鼠装入特制的

有机玻璃盒内 ,放在距源心 1. 5 m处 ,用 60 Coγ射线进行一次性

全身照射 ,照射剂量率 0. 589 Gy /min。照后自由进水食。各剂

量组分别于照后 8 h、 24 h、 48 h、 72 h, 7 d和 15 d共 6个时相点

活杀 ,取全小肠。

1. 3　小鼠全小肠 IEL的分离培养及体外照射

　　参照 Mosley法 [2]并加以改进 ,分 3个步骤进行 ,即分离肠

组织、粘膜层细胞的分离、将 IEL从肠上皮细胞中分离。按上述

方法分离正常小鼠全小肠 IEL , RPM I1640调为 2× 106 /ml,转

入 EP管 ,封口胶封好 , 60Coγ射线照射 ,剂量分为 1 Gy、 3 Gy、 5

Gy、 8 Gy和 10 Gy。

1. 4　 IEL增殖活力的检测
[3, 4 ]

　　 2× 106 /ml IEL 100μl加入 96孔平底培养板内 ,重复 3

孔 ,与不同浓度刺激物 PHA , ConA, PMA rh IL-2单独或联合

培养 ,每孔总体积 200μl。 在 37℃ 5% CO2孵箱内培养 72 h ,培

养结束前 18 h每孔加入 1μCi 3 H-Td R,对照组不加刺激物。用

多头细胞样品收集器将细胞收集到 49# 玻璃纤维滤膜上 , 80℃

烤干 30 min,放入闪烁瓶 ,加 5 ml闪烁液 ,稳定过夜后 ,用液闪

仪测每分钟计数率。闪烁液配方为 1 000 ml二甲苯中含 PPO 4

g、 POPOP 0. 1 g。结果以刺激前后每分钟计数的差值率 ( 1 cpm

= 24. 6 Bq)来表示 IEL受刺激后的增殖活力。

1. 5　统计学分析
　　所有数据均以 x-± s表示 ,以 t检验进行统计学处理。

2　结果

2. 1　正常小鼠分离 IEL对几种刺激剂的增殖反应
　　 IEL对各种刺激剂的增殖反应和外周血中的 T细胞存在

很大的差异 ,通过 PHA、 ConA、 PM A及 rh IL-2 4种因素不同

浓度的比较 ,从表 1看出 , PM A 5 ng、 ConA 10μg分别复合

rh IL-2 2500 U /ml时 , IEL的增殖反应达最大 ,详见表 1。

2. 2　小鼠受 3种剂量全身照射后增殖活力的变化
　　 3种剂量照射后 IEL的增殖活力受到抑制的变化规律基

本一致 ,都表现为先下降后回升的过程。 两种刺激剂刺激后在

伤后不同时间的变化趋势一致。 伤后 8 h即有下降 ,随后继续

下降 ,至 72 h为最低值 , 7 d显示回升 , 15 d接近正常值水平 ,

详见表 2。

2. 3　正常小鼠分离的 IEL受体外照射后增殖活力的

变化

　　正常小鼠分离的 IEL在接受 1 Gy的体外照射后其增殖活
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力下降为对照值的 42. 12% ( P < 0. 01) , 3 Gy～ 10 Gy照射后 ,

增殖活力仅为对照值的 24. 15% ～ 8. 18% ,说明射线引起 IEL

损伤是严重的 ,见表 3。不同剂量的组间比较表明 , PM A刺激组

IEL增殖活力的下降 3 Gy明显低于 1 Gy , 10 Gy低于 8 Gy ,但

在 3 Gy～ 8Gy之间差异不显著。 提示 IEL增殖活力与体外受

照剂量在一定范围内存在相关性。

　　为了比较 IEL在体和离体情况下受相同剂量照射后增殖

活力变化方面的差异 ,将整体照射 3 Gy和 8 Gy后 72 h与体外

照射 3 Gy和 8 Gy的变化相比较 ,见表 4。经方差分析比较 ,发

现 Con Ab刺激组 8 Gy离体照射时的抑制与整体照射相比差异

显著 ( P < 0. 05) ,余组间差异不明显。 比较结果表明 PM Aa刺

激组 3 Gy和 8 Gy照射时 ,在体和离体间差异并不显著 ,反映

出整体照射已经引起 IEL增殖活性的抑制 ,离体照射 IEL并不

加重这种抑制作用。

表 1　正常小鼠分离的 IELs对各种刺激剂的
增殖反应 ( cpm△× 103 )

Tab 1　 The ef f ects of several activators to IELs freshly
isolated from normal mice ( cpm△× 103 )

activ ator /incorporation n Count× 103

Cont rol 16 160. 465± 0. 101

IL-2　　　　 500 U /ml 5 4. 435± 0. 458

　　　　　　 1000 U /ml 5 7. 398± 1. 142

　　　　　　 2500 U /ml 5 23. 083± 2. 309

PHA　　　　 50μg /ml 5 2. 822± 0. 417

　　　　　　 100μg /ml 5 2. 679± 0. 696

ConA　　　　 5μg /ml 5 2. 681± 0. 201

　　　　　　 10μg /ml 5 5. 960± 1. 058
　　　　　　 15μg /ml 5 1. 819± 0. 456

PM A　　　　 5 ng /ml 5 1. 421± 0. 022

　　　　　　 10 ng /ml 5 1. 523± 0. 473

　　　　　　 15 ng /ml 5 0. 526± 0. 103

IL-2 2500 U /m l+ PM A5 ng /ml 5 36. 308± 3. 353

IL-2 2500 U /m l+ ConA10 ug /ml 5 29. 412± 0. 831

△: 1 cpm= 24. 6 Bq

表 2　不全剂量全身照射 IELs增殖活力的变化 ( cpm△× 103 )

Tab 2　 Changes of IELs prolif eration activit ies after whole body irradiation at dif ferent doses ( cpm△× 103 )

3 Gy 8 Gy 12 Gy
Group n

PAMa ConAb PM Aa ConAb PM Aa ConAb

Cont rol 10 36. 308± 3. 353 29. 412± 0. 831 36. 308± 3. 351 29. 412± 0. 831 36. 308± 3. 353 29. 412± 0. 831

8 h 5 33. 293± 2. 813 26. 925± 1. 677 28. 806± 1. 016* 22. 814± 1. 972* 26. 562± 1. 394* 24. 391± 1. 431

24 h 5 26. 578± 2. 147* 24. 207± 1. 343 26. 164± 1. 355* 20. 943± 1. 311* 16. 784± 1. 030** 14. 766± 0. 953**

48 h 5 24. 228± 1. 673* 20. 832± 0. 946* 16. 257± 2. 267** 15. 704± 1. 632** 11. 298± 1. 694** 7. 823± 0. 780**

72 h 5 10. 545± 1. 289** 8. 975± 1. 714** 7. 685± 0. 746** 7. 954± 1. 577**

7 d 5 26. 545± 0. 995* 22. 555± 1. 397* 24. 842± 1. 375* 19. 871± 1. 600*

15 d 5 30. 536± 0. 804 28. 739± 1. 040 28. 255± 1. 393* 21. 084± 1. 268*

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s contr ol gr oup; PM Aa means rhIL-2 2500 U /ml+ PM A 5 ng /ml;

ConAb m eans rh IL-2 2500 U /ml+ Con A10μg /ml;△: 1 cpm= 24. 6 Bq

表 3　正常小鼠分离的 IELs体外照射增值

活力的变化 ( cpm△× 103 )

Tab 3　 Changes of proliferat ion activities of IELs isolated

from normal mice after dif f erent dose irradiation

in vitro ( cpm△× 103 )

n PM Aa ConAb

Cont rol 10 36. 308± 3. 353 29. 412± 0. 831

1Gy 5 15. 293± 1. 371** ## 8. 160± 1. 186**# #

3Gy 5 8. 768± 0. 297** # 8. 212± 2. 400**

5Gy 5 9. 043± 1. 593** 6. 880± 1. 554**

8Gy 5 5. 805± 1. 962** 4. 460± 0. 841**

10Gy 5 2. 971± 0. 129** # 1. 772± 1. 157**#

△: 1 cpm= 24. 6 Bq; * : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs con-

tr ol g r oup;# : P < 0. 05,# # : P < 0. 01vs previous g roup

表 4　整体和离体照射后 IELs增殖活性

变化比较 ( cpm△× 103 )

Tab 4　 Changes of IELs prolif eration activities

in v ivo and in v itro ( cpm△× 103 )

PM Aa ConAb
Dose n

in vivo in vitro i n v ivo i n v itro

3Gy 5 10. 545± 1. 289 8. 768± 0. 297 8. 975± 1. 714 8. 212± 2. 400

8Gy 5 7. 685± 0. 746 5. 805± 1. 962 7. 954± 1. 577 4. 460± 0. 841#

* : P < 0. 05 vs previous g roup;△: 1 cpm= 24. 6 Bq

3　讨论

　　肠粘膜屏障是机体对抗肠道微生物及有害物质进

入体内的第一道防线 ,肠粘膜免疫系统主要包含 3个

部位 ,即肠壁淋巴集结、固有层及上皮内淋巴细胞。 研

究发现粘膜免疫系统中 IEL有非常独特的作用 ,表现

在两个方面: IEL是整个机体免疫系统中与外来微生

物及抗原最接近的免疫细胞 ,也是最先发生免疫反应

的细胞 ; IEL与肠上皮细胞间存在相互的免疫生理调

节 , IEL功能状态的正常与否直接影响粘膜免疫屏障

的完整 [5, 6 ]。包括放射损伤在内的多种致伤因素都可能

造成肠粘膜免疫屏障的破坏 ,使机体对病原体和外来

抗原的敏感性增加 ,引起肠源性感染等损害的发生 ,加

重致伤效应或延迟恢复过程。

　　 IEL具有两方面的功能:①受各种刺激后发生增

殖并引发细胞因子的分泌 ,通过细胞因子起作用 ;②通

过其自身的细胞毒性作用保护粘膜免受病原菌的侵

害
[7 ]
。目前尚未见到整体照射对 IEL功能影响的研究
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报道。

　　淋巴细胞的增殖能力是其功能的重要表现形式 ,

T细胞受有丝分裂原、细菌抗原等刺激发生增殖反应 ,

并分化为效应细胞的过程多伴随着细胞因子的分

泌 [8 ]。对 IEL的研究发现 , IEL对刺激剂的反应性明显

的低于外周血淋巴细胞 ,而且人和小鼠还存在很大差

别。文献报道采用佛波酯 ( PMA)能够使其激活 ,因为

PM A能够直接激活细胞内的蛋白酶 C,引起钙离子内

流 ,加入 IL-2能够提高细胞成活率 ,并加强其对刺激

剂的反应 [9, 10 ] ,本实验结论与之相符合。本实验发现 , 3

种剂量全身照射都引起 IEL增殖活力不同程度的下

降 ,表现出照后 8 h下降 ,到 48 h～ 72 h达低值 ,随后

缓慢回升的过程。 表明射线引起 IEL增殖能力的抑

制。 3种剂量的组间比较发现 ,仅在 48 h PMA刺激的

12 Gy组明显低于 3 Gy和 8 Gy组 ,其余各时相点各

剂量之间无显著性差异 ,这表明在 3 Gy～ 12 Gy的剂

量范围内 , IEL增殖活性的下降与剂量无显著性相关。

　　全身照射所致细胞功能改变 ,主要是射线对细胞

直接和间接作用的结果。射线是通过哪些途径影响

IEL的增殖活力 ,目前尚无研究报道。射线的电离作用

造成细胞 DNA合成受抑是可能的原因之一 ,另外射

线造成的 T细胞膜表面活性分子表达的改变也是引

起增殖受抑的可能因素。闵锐等
[11 ]
发现一定剂量的电

离辐射可引起 T细胞表面 TCR基因的突变或重排 ,

造成 T细胞表面 TCR /CD3复合物表达减少 ,并认为

是引起功能损伤和抑制的重要因素。 有关辐射损伤引

起 IEL表面活性分子表达改变的研究将更好地阐明

损伤机制。

　　在相关的实验中已经观察到 3 Gy、 8 Gy、 12 Gy照

射引起小肠 IEL数量减少 (待发表 ) ,在本实验观察到

IEL的增殖活力受到明显抑制 ,表明 3 Gy、 8 Gy、 12

Gy剂量的照射造成小肠 IEL功能的损害。我室最近

研究发现放射损伤造成固有层内 IgA
+ 细胞数量明显

减少 ,这说明射线在造成肠上皮细胞损伤的同时也导

致粘肠膜免疫屏障的损害。
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Changes in prol iferative activity of small intestinal intraepithelial lym-

phocytes after radiation injury in mice
 

Xu Hui , Cheng Tianmin, Su Yongping ( Depa r tment o f Radiation Medicine, Faculty o f Pr eventiv e Medicine, Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o explor e the effects of radiation injury on intestinal mucosal immunity. Meth -

ods: Kunming strain mice w ere giv en w hole-body irr adiation o f 60Coγ-ray a t doses of 3Gy , 8 Gy and 12 Gy.
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In the periods o f 8 h～ 72 h and 7 d～ 15 d af ter ir radia tion, IELs w ere isolated from ir radiated mice and stim-

ulated with PM A or Con A in combination w ith r IL-2 to determine the inco rpo ration o f 3H-TdR se rv ing a s the

index to reflect pro lifera tiv e a ctivity of intestinal intr aepithelial lymphocytes. Resul ts:① The amount o f 3 H-

Td R inco rpor ation to IELs w as g r adually dec reased w ith time pro longation. All the 3 g roups show ed simila r

type o f changes decr easing a t 8 h, reaching the low est lev el a t 48 h～ 72 h po st-irr adiation, rising again and

still no t returning to no rmal on the 15th day. ② The pro liferativ e ac tiv ity of th e IELs isolated fr om no rma l

mice receiv ed 60 Coγ-ray at 1 Gy～ 10 Gy was a lso decr ea sed.Conclusion: The irradia tion a t the th ree do ses

causes the decrease of intestinal m uco sal immunity to result in damage o f muco sal im mune bar rie r.

　　 Key words　 radiation injur y; muco sa l im munity; intra epith elia l lymphocy te; pro lifera tion; mouse

科研简报

杀菌性 /透透性增加蛋白功能区结构模拟肽的分子设计、筛选及鉴定
 

The designing、 screening and identification of bactericidal /permeability

increasing protein ( BPI) model ing peptides

郑　江  　肖光夏　　 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 )重庆 , 400038

　　我们根据杀菌性 /通透性增加蛋白 ( BPI)分子的晶体结构 ,

应用计算机技术对 BPI分子的三维结构进行分析并确定其功

能区结构 ,模拟和设计了 10个 BPI功能区结构模拟肽分子。通

过固相多肽化学合成、筛选及鉴定 ,在 10个模拟肽分子中 ,筛选

到 1个具有强效的杀菌和中和内毒素 ( LPS)活性的模拟肽分

子。我们对筛选出的模拟肽—— BDN进行了系列的体内外杀

菌和中和 LPS生物活性的研究。

1　 BDN体外杀菌能力鉴定

　　 BDN不仅对 G-细菌有杀菌活性 ,而且对 4株野生耐药金

黄色葡萄球菌和 1株标准金黄色葡萄球菌有杀菌活性。与 BPI

比较 , BDN的抗菌谱更广 、对大肠杆菌 ( J5)的杀菌活性更强。

2　 BDN体外中和 LPS能力的鉴定

　　基质显色法鲎试验测定结果显示 BDN对 LPS具有直接

中和作用。当 BDN浓度为 6. 25μg /ml时 ,能将 1000 pg /ml LPS

中和至 30 pg /ml;当 BDN浓度为 12. 5μg /ml时 ,几乎能完全中

和 1000 pg /ml LPS,提示 BDN具有强大的中和 LPS的能力。

3　 BDN体外抗菌实验

　　 BDN的杀菌活性可因菌种、细菌接种量、培养基中 p H值

和血清蛋白浓度不同而有所不同。BDN在与细菌作用 0. 5 h～ 2

h区间内的杀菌活性最强。BDN对 G-细菌的杀菌特性与 BPI

很近似。

4　 BDN对细菌形态的影响

　　透射电镜和扫描电镜的图片显示 , BDN与细菌作用之后 ,

5 min就可引起细菌外膜结构的破坏 , 30 min后可见细菌完全裂解。

5　 BDN体内拮抗 LPS作用的实验研究

　　 BDN( 5 mg /kg～ 10 mg /kg )对 LPS( 20 mg /kg )攻击的小

鼠有明显的保护作用 ;于 LPS攻击同时或短时间内给药效果

最好 , 30 min后给药效果不显著 ;而预防性给药 ( LPS攻击前 10

s至 1 h )有显著的保护作用。与 BPI比较 , BDN在体内的半衰

期明显长于 BPI,对 LPS攻击小鼠的保护作用优于 BPI。

　　综上 , BDN不仅保留了 BPI中和 LPS的特性 ,而且分子量

小 ,比 BPI本身还具有更强的杀菌活性、更广的抗菌谱 ,对 LPS

攻击小鼠具有更强的保护作用。由于 BDN直接、快速作用于细

菌外膜和 LPS本身 ,因而有可能及时阻断细菌 /内毒素介导的

炎性瀑布反应。因此 ,对 BDN进行深入研究 ,有广阔的应用前景。

　　关键词　杀菌性 /通透性增加蛋白 ;模建 ;多肽
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