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弼

提 要 用流式 细胞仪
、

免疫细胞化学和 免疫透射电镜方法
,

分析研究不同剂量 y 线体外照射 人外周血

T 淋 巴细胞后
.

不同时间细泡表面 C D
,

抗原的表达 和分布
.

发现随照射剂量增加
,
C D

:

阳性细胞百分率减少
,

同一照射刘量随照后时间延长
,

C D
3

阳性细胞百分率缓慢增加
.

受照 细胞胞浆内游离 C D
,

随照射剂量增加而

增多
.

并于浆内出现 C D
, 一

S P A
一

胶体金颗粒 (未照射细胞只见于细胞表面
.

全未见于浆内 )
。

C D
, 、

C D
,

双 阳性流

式细胞仪分析的结果与 C D
:

单阳性分析结果基本一致
,

同时发现 C D
, 、

C D
;

双 阴性细胞随受照剂量增加而增

多
.

随照后时间延长而减少
。
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T 细胞分化抗原决定簇 3 ( C D 3
)是 T 淋巴细胞表

面重要分化抗原之一
。

近来发现
,

成熟 T 淋巴细胞表

面 C D 3

与 T 细胞抗原受体 ( T CI U 以非共价键构成复

合物
,

共同承担 T 细抱识别
、

结 合抗原
、

传递抗原刺激

信号 的任务
l ’一 ’ 。

研究表明
,

成熟 T 细胞表而功能抗原

的数量和活性关系到 T 细胞的活化及功能 ’ 3 。

而电离

辐射可以 jt)
、 :多 i主径

.

多方而 影响细胞表而抗原及受体

的表达
一

{1I 活性 “
.

对这些方而进行研究对于探讨辐射

致 T 细饱 r)
J汉

一

服 伤的机制十分有益
。

材料与万法

1
.

1 细 月臼次集
、

照射与培养

常现方法分离 健康青年男性 ( 21 ~ 别 岁 )外周血单个核细

胞 ( P B M C )
.

1先涤后 用
一

含 l ( )% 小牛血 清的 R P M l l 6
」

10 ( G ib ie o )

培养液调整细 胞计 数 为 4 火 1 0
6

/ m l
,

加 入 2 4 孔培 养板 内
,

医用

` o

C o

放射治疗机 ( E Y C
一

s o H
.

上 海 )室温 ( 2 2士 3 C ) 条件下照 射
。

照射剂量为 1
、

2
、

4 和 6 G y
,

照射量率为 9
.

3 n 1
G / S

。

4亡条件下

收集受照细胞
,

调整细胞 浓度 为 2 又 1。`

/ m l
,

24 孔培养板 内
,

终

浓度 5 0 拌g / m l的 I
〕

H A (广 州医药工业公司 )
,

1 o o o u / nr l 的重

组 I L
一

2( 第二军医大学分子 生物学 教研室 )
,

37 亡
.

5纬 C O
,

饱

和湿度条件下培养
,

每 3 天换液 l 次
,

根据实验 需要
.

于不 同时

间取用细胞
。

1
.

2 流式细胞仪分析样本 制 备

培养细胞用 H
。 ,。 k s

液洗涤后
,

调整细胞悬液体积约 20 ,, l
,

加 入等量饱和浓 度的抗人 T 淋 巴 细 胞 C D
,

抗 原单克隆 抗体

(上海长海医院免疫 宝沈茜博士提供 )
,

同时加入 鼠 坛G 作为阴

性对照
。

混匀
,

4 ℃作用 峨5一 6 o n :
i : 1 。

H a n k s
液洗 2 次

。

加入 1

: 5 0 稀 释 的 F I T C 标记二 杭 ( S ig m
a

)
,

4 一作 用 4 5 ~ 6 0 m i n ,

H
o n

k
:
液 洗 3 次

,

细 胞悬液 约 20 。 ~ 3 。。 川 用于流式细胞仅

C D
,

单阳性细胞百分率分析
.

细胞处理同前
,

加入约 20 川抗人

T 细胞 C D
, 一

F I T C /抗 人 T 细胞 C D
; 一

E P 双 徐记单克隆抗体

( B e e t o :、 D ie
k i : 、s o n C o

.

U S A )
,

同时加入豚鼠 Ig G
: 一

F I T C / I g G
: -

E P 双棕抗体作为阴性对照
,

4 C 作用 45 ~ 60 m in
,

P那 (P H 7
.

2)

洗 3 次
,

定容至 2 0 0 川 用 于 C D
3 、

C D
;

双阳性细胞百分率分析
.

流式细胞分析仪分别为美国 C
o u

l
t e r
公司 E P I C S

一
V 和 块

e t o :卜

D ie k i】、 s o n
公司 F A C S t a :

.

计数 5 u o o 以上个细胞
,

计算相对阳

性 细胞 百分率
.

1
.

3 免疫细胞化学分析

细胞涂片经含 7 % 福尔马林
,

12 % 丙酮的 P B 液 固定 l ~ 2

m i : , ,

自来水冲洗后晾干
.

点加 1
:
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:
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.

4 C 湿盒过夜
.

载玻片在 r B S 缸内漂洗 2 ~ 3 次
.

晾干
.

加

入 l : 2 0 0 稀释的生 物素标记二抗 (用前新配 )
,

37 C 作用 40
n l i l: ,

P B S 漂洗 3 次
.

晾干
。

加 入 A B C 复合物 ( A v id i n 一

B io t in

C
o n l p一e x )

,

3 7
`

( ! 4 5 n l i ,、
.

P B S 洗 3 次
。

加 D A B ( 3
,

3
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氨基联苯

胺 )
一

H
:

O
:

混 合液显 色
,

镜下控制显色时间
.

蒸馏水冲洗 终止显

色
.

苏木精衬染后封片镜检
.

同祥染色条件一抗用鼠 I g G 代替

作为阴性对照
。

1
.

4 免疫胶休金透射 电镜分析

细胞用 0
.

1 m ol / L 二 甲砷酸钠 ( p H 7
.

4) 洗 l 次
.

1 %戊二醛

微波固定 3 ~ 4 、
.

二甲砷酸钠洗 3 次
.

加入抗人 T 细胞 C D
:

单

克隆抗体 ( l
:

50 ) ,

37
一

C 振荡孵育 l h
,

二甲砷酸钠洗 1 次
,

加入

胶体金
一

S P A (葡萄球菌 A 蛋白 )振荡孵育 l h
,

洗 3 次
,

凝块
,

常

规包埋
,

定位切片后
.

日立 H
一

8。。。型透射电镜镜检
。

现在第二军 医大学工作
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·
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`
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2 结果

2
.

1 C D
:
阳性及 C D

3 、

C D
;

双阳性细胞分析结果

细胞经 1 ~ 6 G y 下线照射后不同时间
,

C D
3

阳性细胞百分

率发主不同变化
。

受照立即
,

C D
3

阳性细胞百分奉峪 照射剂量增

加变化并不十分明显
.

然而
,

受照细胞在体外培养4 d 后
,

C D
,

阳

性细胞百分率明显呈照射剂量依赖性下降
.

同一照射剂量
,

随

照后细胞培养时间延长
,

C D
,

阳性细胞百分率增加
.

增加程度反

比于受照剂量
.

C D , 、

C D
。

双 阳性细胞分析结果与 C D 3

单阳性细

胞的分析结果相吻合
.

同时可见 C D :
、

C D
;

双阴性细胞数随照射

剂量增加而增加
,

同一照射剂量
,

随照后细胞培养时间延长而

减少
.

结果见附表
,

图 1
.

附表 T 细胞离体照射后 C D
,

(单色 )和 C D
, 、

C D
.

(双色 )阳性细胞百分率
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图 l 离体 T细胞受 2

、
4
、

6 G y (分别为图 b
、

e、 d
,

图 a 为对照 ) 照射后 一4 d
,

流式细胞仪双色标记 ( C n , 一 F I T C
、

C n
; 一

E l
,
少直接免疫

荧光法测定结果

F i g I M
“
讲 o f f l o w e y t o

m
e te r t w o e o lo u r a 一 a ly s i s o f C D

, 一
F I T C ( e r o s s a x le / C D

。 一
E p (

v e r t i e a l a l x e ) a t 1 4 d a y s . f t e r T e e l l s

wc
r e u r a d ia t e d b y o ( a )

,

2 ( b ) ,

4 ( c ) a 一l d ` ( d , G y y r a y 、

2
.

2 受照 细胞免疫 细 胞化学分析结果

与 C D
3

阳性细胞分析同步取样涂片
,

用 A B C ( A vi d i n 一

iB
-

o l in C o
m p l

e x )免疫细胞化学分析方法分析表达 C D
3

在受照 ha

胞内的分布
。

照后 4 d
,

胞浆内即可见 C D
,

阳性染色
.

随照射剂量

增大
,

胞浆内 C D
,

阳性染色的细胞数增多
,

照后 8 ~ 12 d
,

可见大

量 C D
,

阳性染色出现在受照细 胞胞浆 内
。

同一染 色条件
,

阴性

对照样本细胞胞浆内未见 C D
,

阳性染色信号
,

见图 2
。

2
.

3 免疫胶体金透射电镜分析结果

以 SP A (葡萄球菌 A 蛋白 )联接的胶体作为显示剂
,

常规

免疫透射电镜分析方法用来进一步检测细胞受不同剂量照射

后体外培养一定时间
,

C D
3

抗原在细胞内的分布
。

结果可见
.

未

照射对照细胞 C D
3

抗原仅出现在细胞表面
,

浆内全无
,

而不同

剂量照 射细胞浆内均可见了不同程度的 C D
3一

S P A
一

胶金颖粒
,

并随照射剂量增大而增多
,

见图 3
.
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2 受照 细胞免疫 细 胞化学分析结果

与 C D
3

阳性细胞分析同步取样涂片
,

用 A B C ( A vi d i n 一

iB
-

o l in C o
m p l

e x )免疫细胞化学分析方法分析表达 C D
3

在受照 ha

胞内的分布
。

照后 4 d
,

胞浆内即可见 C D
,

阳性染色
.

随照射剂量

增大
,

胞浆内 C D
,

阳性染色的细胞数增多
,

照后 8 ~ 12 d
,

可见大

量 C D
,

阳性染色出现在受照细 胞胞浆 内
。

同一染 色条件
,

阴性

对照样本细胞胞浆内未见 C D
,

阳性染色信号
,

见图 2
。

2
.

3 免疫胶体金透射电镜分析结果

以 SP A (葡萄球菌 A 蛋白 )联接的胶体作为显示剂
,

常规

免疫透射电镜分析方法用来进一步检测细胞受不同剂量照射

后体外培养一定时间
,

C D
3

抗原在细胞内的分布
。

结果可见
.

未

照射对照细胞 C D
3

抗原仅出现在细胞表面
,

浆内全无
,

而不同

剂量照 射细胞浆内均可见了不同程度的 C D
3一

S P A
一

胶金颖粒
,

并随照射剂量增大而增多
,

见图 3
.
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究中
,

已经发现细胞免疫功能缺陷患儿外周血 T 细胞

T C R / C D
3

复合物量明显低于正常
,

而在体外实验中发

现将 T C R 基 因转 入 T C R 表达缺陷
,

C D
3

阴性 的突变

细胞株
,

该细胞不仅 T C R 和 C D
3

都恢复正常表达
,

而

且对抗原刺激的反应也随之恢复 8[ 一 ’ 」 .

这些结果表明
,

在 T C R / C D
3

的表达和介导 T 细胞抗原刺激反应的功

能上
,

C D
3

与 T C R 是相互影响的
,

T C R 表达的缺乏或

缺陷可造成细胞表面 C D
3

抗原量的减少
,

反之亦然
.

大剂量电离辐射是非常强的哺乳类细胞致畸致伤

因子
,

射线 的作用 可发生 在胞膜
、

胞浆 和胞 核
.

类似

C D
3

一类的 T 细胞表现功能相关抗原和受体
,

无 论是

在基因阶段还是表达蛋白阶段都对辐射十分敏感
,

电

离辐射的直接或间接作用都可能在不同层次和水平影

响 T 细胞表面抗原及受体的表达和活性
,

继而造成 T

细胞功能的损害
。

本研究发现 T 细胞表面 C D
3

杭原随

照射剂量增 加 明显减 少
,

同时发现 受照细 胞胞 浆 内

C D
3

抗原量随照射剂量增加而增多
,

这两者之 间似 乎

存在一定联系
.

细胞表面 C D
3

数量的减少一方面 与射

线对 C D
3

分子的直接破坏损伤有关
,

另方面亦可 能因

细胞照射后 T C R 的损伤和缺陷导致不能与 C D
3

分子

在胞浆内装配成 T C R / C D
3

复 合物
,

造成大量 C D
3

分子

在胞浆堆积
,

而细胞表面 C D
3

分子却减少
。

我们在急性

放射引起 T C 基因的重排 ( 另文报道 )
。

T C R 基重 排的

结果必然会有 T C R 表达和缺失或缺陷
,

表 明 T C R 的

辐射损伤确与受照细胞表面 C D
3

分子减少有关
。
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