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摘要 ��� 诱导淋巴细胞在琼脂培养基上形成集落
，
是研究电离辐射影响�淋巴 细 胞增殖能力的

灵敏方法
。

本实验用琼脂培养和液体培养法比较研究了人血�淋巴细胞的增殖动力学和辐射敏感性
。

结

果提示
� ��� 在 �� 天内�淋巴细胞集落数随培养时间延长而增加

， ��� 集落 数和
��一��� 掺入率随照

射剂量加大而降低
，
且在不同的剂量范围内

，
下降的速度亦不同

，
其中集落数降低较明显

。

关妞词 �淋巴细胞
�
增殖

， 辐射敏感性
�
集落

。

引
� �

言

��� 诱导外周血淋巴细胞在琼脂培养基上形成集落给研究 �淋巴细胞增殖能 力 提 供了一个

良好的方法 〔 ‘ 〕 。 此法已广泛地应用于淋巴细胞增殖分化
、

功能
、

特性的研究
。

本实验用单层琼脂

培养和液体培养技术
，
对人外周血 �淋巴细胞增殖动力学及其辐射敏感性进行了比较研究

。

气 一
�

实 验

实验用正常献血员的淋巴细胞悬液 ��� 例淋巴
，

细胞悬液
，
分别用淋巴细胞分离液分离全血获

得�
。
������� 陀����为丝裂原

。

在无菌条件下制成 。
�

��琼脂培养体系
，
分别装在培养皿内�每

个培养皿内含 �� ��‘ 个细胞��
�

�����
，
供实验用

。

实验分两部份
，
��� �淋巴细胞增殖动力学观察

，
��� �淋巴细胞辐射敏感性研究

。

两部份

实验均用集落法和
��汀�� 掺入实验进行对比研究

。

首先将淋巴细胞悬液分成 ��
一

等份
，

供琼脂和

液体培养��“ ��
。
个单个核细胞�用�每两份样品为一组

，
进行

‘ 。

��丫线照射
，

剂量率
，
�� ������”

，

剂量分别为 ��对照组�
、
��

、
���

、
���

、
���和 ������

。 �

动力学实验中琼脂培养的观察时间为接种后 �
、
�

、
�

、
�

、

�� 和 �� 天
。

液 体培养在接种

后第 �
、
�

、
�

、
�

、
�

、
�

、
�

、
�

、
��和 �一天收获计数

。

琼 脂培养
�

将琼脂培养皿置于密

封的含
’

���。 �的潮湿环境中
，
��℃培养 �天

，
收获计数

，

凡由 �� 或 �� 个以上的细胞聚成的细胞

团
，
即记为一个集落

。

液体培养
�

将 �
�

���肝素抗凝血或 �� ��
“
个单个核细 胞 接 种 到 ���含

��� 的 ����一����培养液中
，
��℃培养

。

收获前 ��小时每瓶内注入 �
�

�件��“�一����放射性比

度
� ��������

。

辐射敏感性实验的收获时间在接种后第 �天�为便于安排实验工作
，
选用接种后第 �天收获�

。

培养结束时将细胞收获在 �� 型玻璃纤维滤膜上
，
用国产 ����“ 型液体闪烁计数器测定各样品的脉

冲数�����
。

实 验 结 果
�

人血 � 淋巴细胞增殖动力学观察

实验共采用 �� 名献血员的血样
。

琼脂培养每组设 ���个平行样本
。
从接种后第 �天起即可
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观察到集落
，
结果如图 �所示

。

液体培养结果
� “�一��� 掺入计数为 �个

样本的平均值
， ‘

见图 �
。

�
�

人血 �淋巴细胞辐射敏感性

将各组淋巴细胞集落数换算成百分数 �对

照组为 �����
，

再经反正弦函数转换后
，
进行

�检验
，
���

�

��
。

组均数间两两相比较
，
差异

非常显著
。

上述实验结果表示出
�

在 ����� ���

剂量范围内
，
集落数下降速度较快 � 在 功��

������范围内
， ‘

集落数下降速度较慢
。

分 别

对快
、

慢两组份进行直线回归和相关分析
， �一

������组
� � � 一 �

�

������一������组
� ��

一 �
�

����检验
，
���

�

���
。
�。
值分别为 ���

�

�

和 ���
�

�����见图 ���
。

液体培养
�

各剂量组 ��
一��� 掺入计数

，

熟已。一。�之口卫。日之卜节

软桩获留联��拨卜

﹂男口�日

培荞时苗��天一������� ���亡���”�

图 �

���
。

在琼脂培养体系中淋巴细胞集落形成

的动态观察
�集落数��� ��

‘
个细胞�

� ��� �������� �� ���������

���������� ������ �� ����

·

���� ������

���

���一

������� ������������� ��
‘
����

经平方根�了 � �转换后进行 �检验
， ��仅��

。
�

� �

二
一

组均数间两两相比较
，
除 �� 和 ��� ��� 组间无羞异外

，
其余各组间的差异非常显著

。
在 。一���

���和 ���������� 剂量范围内
�

玲��� 掺入计数下降速度也不同
。

快
、

慢两组份的直线回归和

相关分析
� �一��� ���组

� � � 一 �
�

�������������组
� � �� 一 �

�

����检验
， ���

�

���
。
�。
值分

别为 ���
�

�和 ���
�

�����见图 ���
。

用百分数表示各剂量组的
��次��掺入计数

，

并与集落计数的百分数相比较�见表�
，
���

�

��
。 、

八二。一。‘。杖�。二�任之
�卜�﹄匀���口�戴决峨留暇田袭卜

��口，����心
巴。﹃︺巴。仓。。石召卜�

·

戈���

彭七哎理消莽
�

留�

�� 一�
�

公�

��� ������仗

�
，������﹁侧巴���。�﹁国�卜

·

�。��昙﹄�

彭�渔以叼卜
·

��

��护
盆‘�

� � 吃 � � �� 言�

培养时间�天����七� �� 七�� ������
� �� ��� ��� ���

剂且 〔�������。 ��日��

图 � 液体培养中
��一���掺入淋巴细胞的

动态观察
�每个样本 。 �

���全血�
、 �

���
�

� ��� �������� �� ��一��� ��������

�������叮�� � ����������� �����一

������ ����������
�

���������
，

〔 “ 一 �

一

图 �

���
。

卜射线对不同培养环境中人血�淋巴细胞增殖

能力的影响
一 ’ ·

�
�

琼脂培养
·

�
�

液体培荞
’ ·

人
、

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

石������ ������ ����������� ����������

�

曲
�

�

。 �����。 �����明��
��一����

�

了

�
�

’ 一

么���
、

�“���比 �万
’

������ �石一����一
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衰

�����

�一射线照射对不同培养环境中�

淋巴细胞增殖能力影晌的比较
��� ���������� ����� ������� ��

�一������������ �� ������������� ��

� ����������� ��������方� �����一

爬������阳����亡�

缨
�

便竺�露麟
‘� ’

、� �����，��万匕万 �� 。 � �

� 一 � �� 、
一 � �‘ �以��‘ 、 ��沪

漪照
� � 一

、

� 一 一一一—
�

��
。
�﹀

门了��，�内」，‘���叹月了八��口�几���一��，��一十�一一
、

十一内了��︸，止斑‘���������

��
，

�����

�����

�� ���

������

������

������

������

�� ��
。
�士�

。
��

�� ��
。
�士�

。
��

�� ��
。
�士�

。
��

�� ��
。
�士�

。
��

�� ��
。
�士�

。
�� ��一�士 �

。
��

讨 论

��� 诱导 �淋巴细胞在琼脂培养 基 上 形

成集落的技术
，
对深入研究淋巴细胞的增殖特

性是很重要的
。

并已广泛应用于临床与基础理

论研究
。

多数实验采用双层培养法或二步培养

技术
。

但集落效率�����������������不高
。

分离

淋巴细胞的集落效率为 �
�

����� ， 未分离的外

周血的集落效率为 ���“ ，。

而我们用分离的淋

巴细胞作单层琼脂培养
，
集落效率仅为 �

�

��
。

从图 �可以看出 � 淋巴细胞集落数在 ��

天内随时间延长而增多
。

这与我们掌握的胎儿

胸腺淋巴细胞的增殖规律相似
。

而 ��
�
��仁‘ 〕等

指出在培养 �天后集落数急剧下降
，
这可能由

于实验条件不同的关系
。

图 �显示出
�

液体培

养
“

件���掺入的峰值出现在接种后第 �天
。

无凝表明了 �淋巴细胞在不同的培养环境中
，
具有

不同的生长规律
。

从接种后第 �天起
， � ”

�一��� 掺入率明显降低
，
可能与细胞死亡及转化了的 �

淋巴细胞成熟有关 【“ 〕 。

最近报道的 �一��� 同功酶研究证实�淋巴细胞集落不是起源于单个 �细胞的克隆 〔��。 ����
�

������������〔�〕等指出
�

在琼脂培养基上形成 的 初 级 人 血 淋 巴 细 胞 集 落�������������
�����

�������不能代表定向祖细胞的特性
，
而是起源于多细 胞 集 落 形 成 单 位������������� ������

������� �����
，
是由血液中少数能被激活的

、

不同的淋巴细胞亚群所组成的
。

由此可见
，
淋巴细

胞在琼脂培养基上形成集落的数量
，
可以反映外周血淋巴细胞增殖能力的变化

。

从图 �可以看出
� 丫射线对人血 �淋巴细胞增殖能力有明显的抑制作用

。

两部分实验结果都

表现出
�

在不同的剂量范围内
，
集落数和

“�一��� 掺入计数下降的速度不同
。

表 明人血 �淋巴细

胞辐射敏感性的非均质性
，
表中的数据还提示

�

电离辐射对人血 �淋巴细胞形成集落能力的抑制

作用较强
。

所以成集落细胞的
’

� 。
值小于增殖型 �淋巴细胞������介�������一�����������的 �。

值
。

由于细胞受电离辐射作用
，
首

�

先丧失增殖能力
，
随后丧失生理功能和代谢功能

。

因此
，
就研究电

离辐射对淋巴细胞增殖能力的影响而言
，
琼脂培养技术是比较理想的方法

。

而液体培养技术是通
·

过测定 ��� 合成代谢的变化来反映电离辐射对于淋巴细胞功能的影响
，
所以

，
此方法用 于细胞

生化研究上比较合适
，
在这一点上

，
我们与 ������，� “ �的看法是一致的

。
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