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X射线和中子对淋巴细胞死亡和转化的影响

引 官

淋巴细胞在休内的功能之一
,

是直接地或通过

转化产生更具有免疫学活性的子细胞而对抗原刺激

起反应
。

淋巴细胞转化能力的减弱
、

或其有丝分裂

前死亡
,

都将减弱机体对免疫原性刺激物的反应能

力
。

在放射治疗过程中
,

白细胞数下降 ( 包括淋巴

细胞 ) 低于标准水平
,

是应该中止或延期放疗的一

种指标
。

因为淋巴细胞是放射敏感细胞
,

所以随着世界

各地用中子治疗的增加
,

迫切需要把中子对白细胞

的效应同X和丫线效 应 相 比较 的 资料
。

H a m m e r

5 m it h医院那样的回旋加速器产生的中子束所致的

全身剂且是比较小的
,

但D / T发生器产生的中子剂

t 则可能较大
。

假如中子对淋巴细胞损伤 的 r
.

b
.

e
.

特别高的话
,

那么
,

对病人白细胞数的影响
,

可能

是设计这些发生器的一个限制性因素
。

淋巴细胞也被广泛地用于估测事故性照射时患

者所受的
“
体负荷

” ,
以及监测慢性照射期 间的

“ 负荷 ” 。

采用体外培养法
,

用在转化的淋巴细胞

中观察到的染色体异常可估测损伤程度
。

然而
,

对

受照射的和未受照射的淋巴细胞混合物的染色体畸

变研究清楚地表明
,

在损伤可被测定之前
,

许多受

到照射的细胞不能进行有丝分裂
。

这种
“
失踪

”
细

胞不是死亡
,

就是没有转化
。

出现这种情况的程度

将影响体外辐射损伤的估测
。

在比较不同类型的辐

射
,

而它们对染色体损伤
、

淋巴细胞死亡或转化的

影响可能是不同的情况下
,

这一点尤为重要
。

由于血管外池的大小极大地影响了 白细 胞 计

数
,

所以
,

直接估测辐射对实验动物白细胞数的影

响是困难而又不敏感的
。

例如亚临床感染或休克等

因素
,

可以使循环血白细胞数增加近 10 倍之多
,

而

预期的照射后影响则可能是很小的
。

因此
,

体外测

量比体内更可靠
、

更敏感
。

鉴于这些原因
,

我们在体

外分析了 X线和中子对人体淋巴细胞的影响
。

按固

缩细胞的形态来分析未转 化的淋巴细胞的放射敏

感性
,

而辐射对淋巴细胞转化的影响则依其对 P H人

的反应来检验
,

采用了下述方法
: a

.

转化的形态学

指标
, b

.

用标记的胸腺呛吮核普类似物 观察D N人

合成的变化
。

材 料 与 方 法

用含肝素的注射器抽取一名健康男性献血员的

全血
。

1
.

培养技术和固缩细胞鉴定

全血以每分钟 900 转离心 10 分钟
,

用灭菌滴管

吸出淡黄层 ( b u “ y c o
at )

。

淡黄层由血 浆
、

白

细胞及少量的红细胞组成
,

按 1毫升含白细胞的 血

浆与 5毫升H a m
’ 5 F 10 ( 含抗菌素 ) 之比组 成培养

物
。

在灭菌的玻璃通用瓶 ( u n i v e r s a l b o t t l e ) 中

照射培养物
,

然后置 37
O

C培养
。

从不同培养时间的培养物中采集细胞标本
,

离

心以形成稠密的细胞团块
,

铺展在载玻片上
,

立即

用 S o u s a ` s固定剂固定
。

然后冲洗玻片
,

用M a 了e r ’ s

苏木素明矾 ( h ae m al u m ) 染色
。

玻片由本部门的

1 7 4



医院的 MR C回旋加速器
,

它用 16
.

7百万电子伏 的

氛核轰击鼓靶产生平均能量为7百万 电 子 伏的 中

子
。

通用瓶垂直放在泡沫聚苯乙稀屏蔽物开口的中

央
,

距开口 2厘米
。

用连接在 K ie t he y固态电 子 仪

的由聚乙稀作壁的充气电离室测量
。

该位置的剂量

率为1
.

5戈瑞 /分钟 ( 中子和 Y线 )
。
丫线的 含量 为

3%
。

结 果

1
.

未受刺激的淋巴细胞的固缩

使用的X线和中子的剂量为。
.

15 ~ 15
.

。戈瑞
。

各

种剂量的 X线和中子照射后
,

在最初 20 小时期间
,

固

缩细胞的比例迅速增加 , 在其后的 5。小时
,

增加就

较为缓慢
。

在照射后 2。
、

5。和 72小时
,

正常细胞的百

分率同剂量的函数关系如图 1所示
。

本资料提示
,

淋

巴细胞是一混合性细胞群
,

由一非常敏感的组份和

少量的不敏感组份组成
,

后者约占 20 %
。

对于淋巴细胞群的敏感和不敏感组份
,

X线 和

中子照射后所见的正常细胞百分率都落在相同的剂

量效应曲线上
,

故未受刺激的淋巴细胞致死性辐射

损伤的 r .

b
. e .

为 lo

一一

咬气不拜或耸全粉粉
、、 、

了十今
一

4 一一

、、

~
- 声

一 一一

那白和

次扔可象秘松

另一人编号
,

以使检查者不知道标本 属 于 那一 组

( “ 盲法
”

)
。

每一玻片记数 500 个细胞
,

分成 正

常和固缩细胞两类
。

2
.

淋巴细胞转化的鉴定技术

( 1 ) 作转化指数的形态学分析时
,

用改 良的

P u r r o t t和 L l o y o l微量法培养
。

在盛有 s毫升H a 二
` s

F 10
, 2

.

。毫升小牛血清的灭菌玻璃通 用瓶中
,

加

入。 .

75 毫升全血
。

每份培养物于照射后立 即 加。
.

2

毫升 P H A
。

用M 。 。 r b e a d等的方法
,

在 P H A刺 激

后盛8和 7 2小时收集细 胞
。

标 本用 J e n n e r 一G i e二 s a

染色
,

每一玻片用盲目法计数5 00 个细胞
。

具有大

而浅色的核
,

含染色质块
,

直径为10 ~ 25 微米的细

胞
,

被认为是转化的淋巴细胞
。

( z ) D N A合成的鉴定
。

用 P e l l e g r i n o 等的方

法
,

测定在全血培 养 物中
` 2 “ I U d R 对 细 胞的掺

入
。

此化合物结构与脱氧胸腺呛 咤 核普 类似
,

在

D N A合成过程中
,

能部分地代替胸腺嗜陡核普
。

IU d R标记物的掺入在培养 4 8及 72 小时后脉 冲

标记 6小时进行测定
。

像作形态学测定 的 实验时一

样
,

每一样品制备双份及三份的培养物 ( 1~1
.

5 x l 。 ,

细胞 /每份培养物 )
。

每份培养物加入 的
立 , ` 1U d R

( 比活性” 毫居里 /毫克 ) 最终浓度为2
.

5微居里
。

e,J
、时后

,

用 。 .

16 M氯化纳洗涤细胞三 次
,

在 4
O

C

以 1 8 0 0 9离心 5分钟
,

用 N u e l e a r E n t e r p r i s e 自动

样品计数器计数
。

其结果为每份培养物每分钟的脉

冲数
,

以相当于同一培养时间的对照组的百分率来

表示
。

培养物之间的最大误差是 10 %
。

( 3 ) 细胞进程
。

为了鉴定 I U d R摄取 的减 少

究竟是由于正在合成 D N A 的细胞数目的低 下
,

还

是由于每个细胞 D N人合成的低下
,

有些培养 物在

P H A刺激后 48 或 7 2小时
,

固定前用 6
一 3

H胸腺吻吮

核普 ( 比活性5 00 毫居里 /毫克分子量 ) 脉冲标记 1

小时
。

放射自显 影 术按 R i e k i n s o n和 I l b e r y的方

法处理和制备标本
。

在计算每个细胞的颗粒数时
,

每份培养物计数的细胞不得少于 50 0个
。

3
.

照射方法

( 1 ) X线照射
,

细胞置玻璃通用 瓶内
,

在 空

气中和室温下用 250 千伏 X线照射
,

滤板为。
.

5毫米

铜
,

1
.

。毫米铝 ( 半价层为 1
.

5毫米铜 ) ,

培养物置

于旋转台上
,

距离探头 ( 。 o n i t o r il e a d ) 2 1厘米
,

用与组织等价的陶土复盖
。

根 据 连接到 F ar m e r -

B al d w 加剂量仪的小型电离室测量
,

在通用瓶中心

位置的剂量率为 3
.

33 戈瑞 /分钟
。

( 2 ) 中子照射
。

快中子源为H o rn m “ r 一 S o it h

气犷

了

圈 1 未里过抓滋的琳巴细胞的固拍

X

— 对照 ; .

— X线 ; ▲— 中子
,

照后20

小时
。 .

一一对照 ;
O 一一 X线 ; △— 中子

,

照射后 5 4小时
。

口

— 对照 ; . — X线 ;

甲一
-

中子
.

照射后论 小时

2
.

受照射淋巴细胞的转化

( 1 ) 形态学分析
。

在 X线和中子照射后 30 ~ 72

小时的不同时间内
,

经过固定和染色的细胞标本作

淋巴细胞转化的形态学分析表明
,
虽然转化细胞总

是占有高的比例 ( 图2 )
,

但与对照组相比
,

细胞的

收获数明显减少
。

这些结果同 B r a e 二 a n 和M 。 。 r e的

落75



,
报粤似乎相矛盾

。

然而
,

由于死亡的和固缩的细胞在

本实验所用的采集方法中可能被丢失
。

因此对转化

细胞的比例进行了调整
,

在调整时已考虑到非转化

的细胞的死亡 ( 假定它们遵循图 1 所示的 相 同方

式 )
。

线配合
,

用以评价辐射敏感的组份
,

并对高剂量反

应作相同处理以评价辐射不敏感组份
。

根据斜率之

比值求出 r
.

b
.

e
.

值
。

对于不敏感的组份
.

r
.

b
.

e值为2
.

46 士。
.

12
,

而

敏感组份则为 2
.

36 土。
.

16
。

因为所采用的中子剂量

并不是低到足以测定敏感组份的效应
,

所 以 后 者

是 r .

b
.

e
.

值的下限
。

( 2 ) I U d R掺入的测定
。

在一定的剂 量 范围

内
,
于照射后 48 和 72 小时

,

研究 了 体 外 照 射对
, 2 `

I U d R掺入的影响
。

45小时是测得的
1 . ` I U d R掺

入量为最小的时间
,

6小时的脉冲标记能达到第一个

细胞周期的 S / G
:

分界
。

72 小时接近于最大的掺入

时间
,

许多细胞将处于第二个 S期
。

图 4 ( a ) 和 ( b ) 表明
,

在 4 2一 4 8小时和 6 6一

” 小时掺入培养物的 Iu d R随照射剂量的增加而 减

少
,

但在较后时间更明显
。

X 线和中子照射后
,

上

司肠扣,.1扫南趁少洲,.

谷藏é云

.

. ~ 曰 ` . , 一如一 价一目即卜

泌一
J ~ ~ ~ . ~ ` ~ ~ 一 - ` ~ ~叭~ 留

~

一
叫 ` 一 ,

一

勇 沙6 村 呼弓 J衬 如 必 料 沼 州
·

月闷毋 ,

绝匆
产

乌日了间 (
·

诀
、 e沙)

、

日 2 抽化翻自的形鑫举分析
.

— 对照: 心— .2 肠戈瑞 X线 ; . — 16戈瑞

X线; ▲— `戈瑞中子 ; △— 12 戈瑞中子

调整后的数据见图3 ,

转化淋巴细胞以占原初淋

巴细胞培养物的百分比表示
,

此值 与 B r a e m a n 和

M。 。 r e的结果非常一致
,

图中也列出了他们用 X线

所得到的结果
。

X线和中子照射后看到了双相反应 ( 图 3)
。

由

对X线和中子反应不敏感组份的数据所画的直线所

得的外推值相似
,

即均为 26 %
。

用最小二乘法对剂

t 低于 6戈瑞的 X线及剂量低于 2戈瑞的反应作回归

`

(a )

爱冬
之

、 、 ~

队八曰rl
吠公̀权,
%,.
\馨

月目
2 举 ` 舀 角 俘 4 肠 习 刁 。
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矛

户
、

,即协

"

蔑右吠扮伽ù哈织/之吸劝

`

匀

)
,o

…乍
2 4 ` 月 , . 烧 阵

一` 18

荆 务 `戈瑞 )
户 叶 ` 3

` ~ ` ` ~ L 去

乃 乙飞

兰二
二井少

J we J ` L J一` 山 J

呼 汤 旧 加

居日 3 已拉化的细脸占琳巴细胞橄给养的甘分率

照射后48 小时
. 。

一
一
对 照 ; .

— X 线 ;

▲— 中子 ; x

— B
r a e m a n和M o o r e

( 107 4 )的资料

、

: 号 r戈瑞)
`

` ,

圈 4 I U d R推久转化的淋巴细胞

(
a

)照射后 4 8小时 ; ( b )照射后 7 2小时 ;

.
一 X线 ; ▲一 中子
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述两个时闻的结果都显示出双相效应
。

有一个非常

敏感的组份 , 在用低剂量照射时
, D N A 合成就显

著下降
,

还有一个较不敏感的组份
,

在 48 小时它占

I U d R诊入的 20 %
,

而 72 小时则不到 10 %
。

这表明

刺徽后进入第一次分裂的细胞很少持续到第二次分
’

襄
,

但似乎有一个少量而富有抗性的细胞
“
尾巴

”

( at il )
,

它不受本实验所用辐射剂量的影响
。

敏感组份在 48 小时的 r
.

b
.

e
.

值为 2
.

44 土。
.

29
,

不敏感组份为 2
.

07 土。
.

药
。

72 小时的 r
.

b
.

e
.

值为

1
.

9 5土 0
.

2 1
。

( 3) 细胞进程
。

未受照射的细胞和用中子照射

的细胞于培养后 48 小时和 72 小时
, 3

H
一

胸腺吻吮核

普的摄取如图 6( a) ( b) 所示
。

在这两个时间里
,

未受

照射和受照射细胞内的粒子计数没有差异
,

表明在

照射过的淋巴细胞的培养物中
, ’ 2 ` IU d R摄取的减

少是由于处于合成期的细胞数量的下降
,

而不是转

化细胞 D N A合成水平的下降
。

R i e k i n s o n和 I i b e r y

在用 . O C 。 丫线照射的细胞也观察到类似的 结 果
。

讨 论

`住 )

广矛
.

冬
`

咐当叶孰执
.

叶竹价咐咐贯伙

长婴裸

, 。 刁 。 少 0 刁旧 J 勺 `` 尹,

户 少口 拍 .

戳 救狱

早硕和数

圈 5 用
,
H
一

脚腺啥咤棍普脉冲标记的 绪

养钧中城拉教 t 的分布

(
a

)照射后 48小时 : ( b )照射后了2小时 . — 未受

照射的对照组 ; 在—
6戈瑞中子 ; .

—
10 戈瑞中子

固缩细胞的计数结果表明
。

未经 P H A刺激的人

体淋巴细胞有高度的辐射敏感性
,

正如在 X线照射

后许多作者观察的一样
,

在中子照射后也能看到
。

S o h r e k描述了一种用非常高剂量的 X线照射后
,

按

照不同形式发生的间期死亡
,

他认为这是由于细胞

质受损所致
。

在本实验采用的 X线和中子剂盘 下
,

没有观察到这种类型的死亡
。

我们所得到的低 f .

b
、

e
.

值秘 G e r ac i 等使用华盛顿大学的回旋加速器产

生 8百万电子伏中子体外照射未经刺激的大鼠 胸腺

细胞用标记方法所分析的细胞死亡的观察结果相类

似
。

其 r
.

b
.

e .

值和未经 P H人 刺激的淋巴样细胞致

死所见值相近似
,

可能部份地反映了未受刺激的淋

巴细胞缺乏修复亚致死损伤的能力
。

众所周知
,

与

造血系统损伤有关的试验恒定地出现较低的 r
.

b
.

e .

值以及较低的修复亚致死损伤的能力
。

aJ c k s o n 等

已报导的结果证明
,

未经刺激的大鼠胸腺细胞 在

X线离体照射后缺乏修复损伤的能力
。

从未受刺激的和已转化的淋巴细胞得出的结论

表明
,

至少存在两类放射敏感性不同的淋巴细胞亚

群
,

这和许多作者所见一致
。

P r o s s e r 用排斥染料

法在体外分别研究了未受刺激的 T和 B 细胞的活存

率
,

发现在 l 。。。拉德X线照射后 96 小时
,

这两类细胞

中均有活存的细胞存在
。

他认为
,

在未受刺激的淋

巴细胞中所见的放射敏感性不同的细胞群
,

在 T 和

B淋巴细胞中均能发现
。

他还指出
,

T和 B淋巴细胞

反应的时间过程是不同的
,

T 细胞在照射后具有活

存较长时间的能力
。

随着有效地分离淋巴细胞亚群的技木的出现
,

已证明 P H A是胸腺源淋巴细胞 ( T细胞 ) 的有丝分

裂原
,

而 B细胞却不能转化
。

人们曾指出
,

转 化有

助于保护淋巴细胞免于 照射 后死 亡
,

这 主 要是

保护 T细胞而不是 B细胞
。

不管这种情况是否存在
,

有证据表明转化的 T和 B细胞的 辐射敏感性是不 同

的
。

M ic h al o w sk i已证明
,

虽然在单独培养中 B细

胞并不能被 P H人转化
,

但在 T和 B细胞混合培养中

大概是能转化的
,

这可能是 T细胞具有营养性特点

所致
。

因此
,

认为淋巴细胞的双相反应曲线主要是

享7 7



反映了? 和仑淋巴细胞之间的差异的看法
,

未免过于

简单化了
。

淋巴细胞对X线敏感性的差异
,

在中子照射后

也可看到
。

这种未受到刺激的淋巴细胞对 X线和中

子的反应是相同的
。

敏感和不敏感组份的 r
.

b
.

e
.

值

均为 1
。

受过刺激的细胞群对 X线和中子的反应表现

出一定差异
。

X线或中子照射后
,

用摄取
1 . ` I U d R

来估测转化
。

得出照后 48 小时的 r
.

b
.

e
.

值为2
.

0 ~

2
.

4
,

照后 72 小时则大约为 2
。

有趣的是
,

从不同的

淋巴细胞亚群 ( 无论是转化了的还是未转化的 ) 的

损伤所得到的 r
.

b
.

e
.

值都是相同的
。

用淋巴细胞非稳定性畸变来估测的从H a m m e -

rB 扭 it h回旋加逮器产生的中子相对于 . O
C O Y线的 r .

b
. e

. ,

在 2戈瑞~ 。
.

27 戈瑞的剂量范围内为4
.

7~ 23
。

这些值比我们用朱转化的淋巴细胞致死所估测的为

大
,

且减少了转化指数
。

这意味着
,

在任 一 剂 量

下
,

X线或中子照射后淋巴细胞群细胞空虚的程度

是相等的 ( 即细胞致死的 r
.

b
. e

.

为1 )
,

在这种情

况下测定染色体的异 常
,

中 子 的 r
.

b
.

c
.

为4
,

7~

23
。

但是
,

如果在染色体损伤水平相似的条件下测

定 r
.

b
.

e .

时
。

X线照射后活存下来的淋巴细胞占原

有细胞数的比例将比同剂量的中子要小得多
。

如果

这种损伤导致淋巴细胞死亡
,

或者转化作用的抑制

以任何方式与引起染色体异常有关的话
,

就可能造

成对从染色体畸变率来估算 r
.

b
.

e的误差
。

只要淋巴细胞在体内的反应和在体外相同
,

我

们就可以预期
,

处于血液循环中的淋巴细胞损伤的
r

.

b
.

e
.

值是比较小
。

淋巴细胞致死的 r
.

b
. e

.

值为 1

和转化的 r
.

b
.

e
.

值为2
,

比其它许多组织细胞所见

的值要低
,

特别在低剂量时尤其如此
。

因此
,

很可

能白细胞数的减少和随之而来的免疫反应的丧失
,

并不是限制中子治疗剂量的一个主要因素
。
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二丁酞环腺普一磷酸对小鼠肿瘤和正常

组织辐射敏感性的影响

S u t h e r l a n d及其同事于 10 5 5年发现环 腺普一

碑敌 (c 人 M P )
,

此后不久又发现了腺普酸环化酶
。

激

活腺普酸环化酶或抑制 c人 M P磷酸二醋酶 的 制剂

能增高细胞 。人M P的水平
。

影响细胞辐射敏感性的

制剂
,

已知有前列腺素 E
:
和 R O 一

20
一

1 72 4 〔4
一

( 3
-

丁气基
一

4
一

甲氧节基 )
一

2
一

咪哇二酮〕 ,

它们使细胞
c人M P 增高

,

其原因有二
,

一是刺激了腺普酸环化

酶
,

二是抑制了磷酸二醋酶
。

前列酶素E
:
和 R 。 一

20
一

17 双于照射前加到C H O (中国田鼠卵巢 )细胞中
,

增加了照射细胞的活存
。

S o ia fe 用增高细胞 C人M P的化合物处 理同步

的人肾 T细胞
,

观察到被照射细胞的分裂加速
,

并使

X 线引起的 有丝分裂延迟减少
。

同样
,

B o y nt
o n 和

E住 sn 证明了在照射前注射茶碱咖叫嗬或 二 丁 酸
c人M P缩短了 S

一

1 80 腹水癌细胞的有丝分裂抑制期
。

L e h n
er t证明 c 人 M P磷酸二醋酶抑制剂二 甲

基氨基利血平 ( D L
一

152 ) ,

照射前 45 分钟按 80 毫克/

公斤给予时
,

小鼠全身照射的平均致死 剂 量从 1 15。

拉德增至 1 6。。拉德
。

V
一

79 细胞
,

在照射期间细胞 c 人

M P 增高时
,

发现活存曲线的肩宽增加
,

曲线指数部

分的斜率降低
。

发现相同类型的细胞亚致死损伤的

修复是由于细胞 c 人M P水平增高
。

本文目的是比较照射前 腹腔注射二丁 酞 c A M

P对增生毛囊
、

小肠
、

肺纤维肉瘤显微转 移 ( m i
-

cr
o m e at s at s e s

) 的辐射敏感性以及对两种不同乳

腺癌的T C D 。 . 的影响
。

材 料 和 方 法

小鼠
:

实脸用动物为无特殊 病原的 3月龄雄性

和雌性的 C
:
H f / B U小鼠

。

毛活存试验
:

于照 射前 3天
,

在麻醉下 ( 60 毫

克 /公斤戊巴比妥钠 ) 拔掉右后小腿和大腿的毛
。

腹

腔注射二丁 酞。 A M P ( 30 毫克 /公斤 )
,

随后用 iP
-

k er X线机照射增生毛 囊
,

照射条件是 50 千 电子

伏峰值
,

36 毫安
,
1

.

6毫米铝滤过板
。

照射后第 17 天
,

小腿和大腿剃毛后20 一 2 4小时
,

给每 只 动物的 3个

区域照相
,

每个区域 约2平方 毫米
,

由照片计数活

存的毛
。

空肠隐窝干细胞活存试验
:

用W i t h e r s 和 E卜

k i n d的方法
。

简言之
,

照射前4小时给动物腹腔注射

和不注射二丁酞 。 A M P ( 30 毫克 /公斤 )
,

然 后全

身照射
。

每组 5只小鼠
,

装在有机玻璃盒中进行 Y线

照射
, ’ , ’

绝源距体中心 2 8厘 米
,

剂量率 2 60 拉德 /

:
,

耳78


