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��� 全身辐射对小鼠小肠粘膜上皮内淋巴细胞
数量和功能的影响

徐 辉 程天 民 粟永萍 闰国和 林 远 古德全

�第三军医大学预防医学系防原医学教研室
，

全军复合伤研究所 重庆 �������

摘要 采用昆明种小鼠 ���全身照射为模型
，

分离培养照后 ������共 �个时相点全小肠粘膜

上皮内淋巴细胞
，

并对其数量
、

细胞增殖活力
、

细胞毒力
、
���

一
� 和 ���

一

口分泌水平进行检测
。

结

果表明小肠上皮内淋巴细胞数量显著下降
，

增殖活力和细胞毒力明显受抑
，

表现为照后 ��下降
，

���

达低值
。

上皮内琳巴细胞分泌 ���
一。 和 ���

一

口显著增多
，

表现为照后 ��增高
，
���达峰值

。

小

肠上皮内淋巴细胞数量减少和功能降低成为全身放射损伤时造成肠粘膜免疫屏障功能受损的一个重要

原因
。

关键词 辐射
，

粘膜免疫
， �

丘皮内淋巴细胞

肠上皮内淋巴细胞 �����是肠粘膜免疫系统中与肠腔内抗原发生最直接接触的免疫细胞
，

与

肠上皮细胞之间存在相互的免疫生理调节
，

这使其在肠粘膜免疫中发挥着独特的作用 【�� 。

包括放

射损伤在内的多类损伤及粘膜疾病都能够造成肠粘膜结构的破坏
，

导致肠源性感染的发生
。

肠上

皮干细胞及肠壁淋巴细胞本身都是辐射敏感细胞
。

在放射损伤时小肠粘膜免疫系统的 ���数量及

功能状态的变化还不清楚
。

本实验以小鼠 ���全身照射为模型
，

研究全身照射对小肠 ���数量及

功能的影响
。

材 料 与 方 法

�
�

�动物

昆明种小鼠
�

雄性
，

��士��
，

第三军医大学实验动物中心提供
。

�
�

�照射条件

���� � 射线照射源
，

剂量率 ����� ���而
� ，
���全身照射

。

在照后自由进水进食
。

照后 �
、

��
、
��

、
���

，
��和 ���共 �个时相点进行观察

。
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�

�试剂

����������
��������

，
���������

�
�

， ����
一

���
�宝灵曼�

。

�
�

�外周血白细胞
、

血小板计数和血红蛋白含量测定

各时相点活杀小鼠时取股动脉血
，

分别进行白细胞
、

血小板计数
，

计数后换算成正常对照值

的百分数
，

同时用分光光度法测定血红蛋白含量
。

全军医药卫生
“

九五
”

指令性攻关课题
，
���������

收稿日期
�

初稿 ���冬。今��
，

修回 ����
一
��

一
��
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�
�

� 小肠粘膜 ��� 计数 ���

��染色的小肠横截面在光镜下观察
，

计数整个横截面绒毛及隐窝上皮细胞数
，

同时计数其间

的 ���数
，

取百分比
，

即 ������� 个肠上皮细胞
。

�
�

� 小肠上皮内淋巴细胞的分离

参照 ������ 法 ��� 并加以改进
，

主要分三个步骤进行
，

即分离肠组织
、

分离粘膜层细胞
、

分离

肠上皮细胞层中的 ���
。

由此分离正常小鼠全小肠 ���
，
������� 调为 �火 ��“���

。

�
�

� ��� 增殖功能和细胞毒力测定 ��，�】

���拜��� ���������加人 ��孔平底培养板内
，

重复 �孔
，

加入 ��� ���复合
����

一

�������
���

刺激培养
，

每孔总体积 ���户�
。

在 �� ℃ �� ���
孵箱内培养 ���

，

培养结束前 ��� 每孔加入

�
�

������� ” �
一

���
，

对照组不加刺激物
。

用多头细胞样品收集器将细胞收集到 �� 号玻璃纤维滤膜

上
，

�� ℃烤 ��而� ，

放入闪烁瓶
，

加 ���闪烁液
，

稳定过夜后
，

用液闪仪 ��������
，

瑞典�测 ���

计数
。

结果以 ����孔 来表示 ���受刺激后的增殖活力
。

各组分离的 ���调整到 ����“���加入 ����
一

���
��拜�����诱导培养 ���

，

�� 孔平底培养板每

孔加靶细胞 ���户��含 ����细胞 �� ��� 个 �孔�
，

按效靶比 ����一����的比例加 ���拼� ��� 细胞悬

液
，

重复 �孔
。

加完将培养板放在 �� ℃ �� ��� 培养箱中孵育 ����
，

最大释放孔加入 ���拼� 含

��肠���� �
一

���的培养基
，

自发释放孔加入 ���拜�培养基代替
。

注意为保证实验结果的准确性
，

对每一效应细胞浓度都设有自发释放对照组
。

反应结束后
，

培养板在 ����离心 ����� 将细胞沉

淀
，

每孔吸上清液 ���户�转入另一 �� 孔板中
，

采用宝灵曼公司 ��� 试剂盒测定上清液中 ���

活力来反映细胞毒力
，

按说明操作
。

�
�

� ��� 培养上清液中 ���
一
� 和 ���

一

月含量的测定

收集 ���� ��������
一

����������刺激培养后 ��� 的培养上清液
，

离心后装入 ��管
，

作好

标记
，

封口胶封 口
， 一

�� ℃冰箱保存
，

用于细胞因子检测
。
���

一。 含量测定采用 ����� 试剂盒

�北京军事医学科学院产品�
，

按说明进行
。
���

一

月含量的检测采用 ���
一

�� 细胞生长抑制法 ���
。

�
·

�统计学分析

所有数据均以平均值 士 标准差表示
，

以 艺检验进行统计学处理
。

� 结 果

�
�

�辐射对小鼠外周血白细胞
、

血小板计数和血红蛋白含量的影响

���全身辐射后小鼠外周血白细胞
、

血小板计数和血红蛋白含量下降明显
，

并随照后时间延

长而逐渐回升
，

详见表 �
。

受照后整体伤情结合外周血像改变
，

均表明 ���全身辐射造成小鼠中

度骨髓型急性放射损伤
。

�
�

�辐射对小肠粘膜 ��� 数量的影响

���全身辐射后小鼠小肠粘膜 ���计数呈明显的下降趋势 �见图 ��
。

照后 �� 即下降
，

���

达最低值
，

为正常对照值的 ��
�

����� ��
�

���
，

�� 回升
，
��� 为正常对照值的 ��

�

���
。

�
�

�辐射对小肠 ��� 增殖活力
、

细胞毒力及 ���
一
� 和 ���

一

口分泌的影响

辐射后小肠 ���增殖活力及细胞毒力受到明显抑制
，

表现为伤后 �� 下降
，
��� 达最低值

，

持
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续到伤后 ���仍未恢复正常
。

��� 自身分泌 ���
一。 和 ���

一

口却有增高趋势
，

表现为伤后 �� 升

高
，
��� 达峰值

，

持续增高到伤后 ���仍未恢复正常的变化趋势 �见表 ��
。

���������������
，立��几��

肆︸一。﹄妇��
︺

��。如���。。﹄。白

���
�

� ������� ����
���� ���������� �����

���
，
�� ������ ��� �� �������������

����� ��� ��������� �一��� ����������� ��

������������ ���

���� ����

��������

丫��� ��

�������� ����士��
�

�

��
�

�士��
�

�

��
�

�士��
，

�

��
�

�士��
�

����

��
�

�士��
�

����

��
�

�士��
�

����

��
�

�士��
�

�

���士��
�

� ���士��
�

�

��
�

�士��
，

� ��
�

�士��
�

�

��
�

�士��
�

� ��
�

�士��
�

�

��
�

�士��
，

���� ��
�

�士��
�

�

��
�

�士��
�

������
�

�士��
�

����

��
�

�士��
�

���� ��
�

�士��
�

�

��
�

�土������ ��
�

�士��
�

�

� �� ��� ��� ��� �� ���

���� 因
�� �����������

���
�

� ������� ����� ������ ����� ��� ������，� ���

乍
一��� �����������

川夕 ��
·

��

�，��
、

������
门”��八，曰气︼匕�会引���封

����� 万 士 � ， 几�� ��� �������������几�� ��� �����

����� ���尹 ���
�

��
，
���尹 ��

�

�� �� �������������

���
�

� ������� ����� ��������� ����� ��� ��������� ，一��� �����������

����� ����

�������

���
一“ ���

一

月

�
����一 �

���一����

���

�����丘������

���������
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�
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�
�

��士�
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�
�
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���� � 万 士 � ， 几����� �������������几��肠� ����� �����
，
���� ��

�

��，
���尹 ��

�

�� �� �������������

� 讨 论

肠道不仅是消化器官
，

同时又是淋巴细胞含量最多的脏器
。

肠上皮细胞和淋巴细胞均为辐射

敏感细胞
。

���来源于骨髓造血干细胞和小肠 �� 的淋巴细胞前体 【刀，

肠粘膜内���数量减少
，

是由来源减少和在上皮层内破坏两方面因素所引起的
。

���具有两方面的功能
，

一是受多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
�
二是通过其自身的细胞毒性作用保护粘膜免受病原菌的侵害 ���

。

目前尚未见到整体照射

对 ���功能影响的研究报道
。

淋巴细胞的增殖能力是其功能的重要表现形式
，
� 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
。

��� 的

细胞毒性作用是其抗感染的重要手段之一
。

细胞毒性功能的下降会导致 ���对抗外来细菌
、

病毒

和抗原入侵的能力下降 ���
。

本实验发现
，
���全身辐射引起 ���增殖活力和细胞毒力的明显下

降
，

都表现出照后 �� 下降
，

到 ��� 达低值
，

随后缓慢回升的过程
。

表明射线引起 ���增殖和细胞

毒能力的抑制
。



辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 第 ��卷

� 细胞在增殖过程中能够分泌多种细胞因子
，

这些细胞因子是 � 细胞免疫生理调节功能得以

实施的物质基础
。

射线损伤引起 ���细胞因子分泌的改变
，

必然会影响到粘膜免疫状态以及对肠

上皮细胞的生理调节功能
。

本实验观察到小鼠 ���全身辐射引起小肠 ���培养上清液中 ���
一
�

和 ���
一

口因子分泌增多
，

以伤后 ��� 为高峰
，

持续到 �� 天尚未恢复
。

���能够分泌多种细胞因

子
，

包括 ��
一

�
、
��

一

�
、
��

一

�
、
��

一

�
、
��

一

���
、
���

一
甲

、
���

一 。 和 ���
一

刀等
，

这些细胞因子可

以起多种作用
，

归结为两个方面
�

第一作用于粘膜免疫系统
，

刺激淋巴细胞的增殖并指导 � 细胞

的分化
，

尤其是血清 ��� 的合成和装配
�
第二作用于肠上皮细胞

，

调节其增殖和分化以及 ���
一

�

的表达
，

并能够影响肠上皮细胞的生理特性以及吸收
、

转运功能 ���
，“ �。

���
一

口刺激肠上皮细胞

分泌 ��
一

�
，
��

一

�是吸引淋巴细胞向上皮层移居的趋化因子 ����
，
另有文献报道 ���

一

口可以上调 ���

细胞表面 。 � 口
�
分子表达

，

而 。 �口� 是淋巴细胞进入上皮层的关键粘附分子 ����
，

由此推测放射损

伤后 ��� 培养上清液中 ���
一

口增多可能是一种自身的补偿作用
，

籍以吸引淋巴细胞向上皮层移

居
，

以改善射线造成的 ���减少
。

从实验结果发现
，

数量及功能 �增殖活力和细胞毒力�的变化都有着相似的趋势
，

即以受照后

��下降
，

持续至 ��� 达最低值
，

随后缓慢回升
。

提示放射损伤造成 ���数量减少
、

结构破坏与其

功能受抑有着内在的紧密联系
。

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 ���的增殖和细胞毒力
，

目前尚无研究报道
。

射线的电离作用

造成细胞 ��� 合成受抑是可能的原因之一
，

另外射线造成的 � 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 【列
。

全身辐射损伤后 ���数量的减少以及增殖活力
、

细胞毒力受

抑
，

必然会导致肠上皮 ���整体功能的削弱
，

从而成为肠道粘膜免疫屏障功能削弱的重要原因之
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