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下线照后 ���

淋巴细胞转化

���� 和 ��� 激活的人血

���单链断裂及其修复比较

耿勇志 苏燎原
�苏州医学院

，

刘克良
苏州�

提姿 本文采用
������ 参入法和轻基磷灰石层析 法

，
比较了

�

��。 丫射线照射后 ���
、

��
��

、

��� 激活的人血淋巴细胞的转化
、
��� 单链断裂及其修复

，
结果表明

�

受照后淋巴细胞转化受抑
，

在
�一���剂

一

以范围内
，
剂量效应呈双相线性关系

，
其中��� 激活的细胞对射线白飞敏感性最低

。

三种 细

胞受照后 ��� 发生单链断裂
，
在 。一�� �� 范围内

，
与剂量呈线性相关

，
三者之间无显著差异

。

受

巧 ��照对后
，
细胞在 ��℃条件下能重接 ��� 断链

，
但重接不完全

，
重接后如经较长时间保温仍会发

生再断裂
，
��� 激活的细胞重接修复率最高

。

淋巴细胞转化对辐射的敏感性可能与 ��� 断链的里接

修复能力有关
。

关键词 淋巴细胞
，
��� 单链断裂

，
��� 重接修复

，
辐射敏感性

，
���

，

��
��

，
���

淋巴细胞是机体中辐射敏感性最高的细胞成份之一
，
其中不同群体对辐射的敏感性不同

，
目

前多数学者认为 �淋巴细胞的辐射敏感性高于 �淋巴细胞 〔 ‘ ， �’， 但也有持相反意 见者 〔��。 �
、
� 淋

巴细胞中还有辐射敏感性不同的亚群 〔 ‘ �。 但关于 �
、

� 淋巴细胞及其亚群辐射敏感性差异的机

制
，
有待于进一步研究

。

有作者观察了受照后小鼠胸腺细胞的存活 〔�仪 脾脏淋巴细胞的转化 〔�〕与

��� 单链断裂及其修复之间的关系
。

本文比较研究了
���。 夕线照射后三种不 同丝裂原刺激的人

����
�

淋巴细胞转化的差异及其与 ��� 单链断裂和修复之间的关系
。

材 料 与 方 法

�
�

淋巴细胞转化的测定

取正常献血人员外周静脉血
，
肝素抗凝

， ‘

常温下接受 �
�

�
、
�

、
�

、
�

、
��� 的

“ 。
�卿 线照射

，

剂

员率 〕
�

������
，
分别在含植物血凝素����

，
广州医药工业研究所

，
�

�

��协�����
、

刀豆球蛋 白 �

�����
，
�����，

��件����，或美洲商陆丝裂原����
，
�����

， �协�����的�
����培养液旧 本

，
含

���人 �� 型血
�

清�中培养
。

娜瓶 ���培养液
，
加全血 �

�

����含 ��� 的瓶中�或 �� ����含 ���

� 或 ��� 的瓶中�
。

细胞在 ��℃下培养 �� �
，
终止培养前 �� �加入氛胸腺嚓吮核朴 �

�
�一���

，

放射性比度为 ���
�

��又 ��‘ 。��������
，

北京原子能所��
�

��� ��‘���瓶�含 ��� 的瓶中�或 �
、
��

��‘���瓶�含 ���� 或 ��� 的瓶中�
。

培养结束后
，
滤膜法￡” 制样

，
用 ������型液体 闪烁计数

仪���������测量放射性
�

�一淋巴细胞 ��� 单链断裂及其重接修复的测定

��� 细胞培 养
、

照射及保温 全血来源同前
。

分离获得单个核细胞悬液
，
分另��培养于上述含

���
、

��
�� 或 ��� 的培养液中

。

每瓶 ���培养液
，
加入 �� ” 。

单个核细胞
，
��℃下培养
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� 下线照后 ���

、
���� 和 ��� 激活的人血淋巴细胞转化

、

��� 单链断裂及其修复比较 ��

���
，
加入

“�一���
�

�� ��‘���瓶�����或 �
�

�� ������瓶����� 或 ����
，
再培养 ���

。

离心

收集细胞
，
洗涤后分装成每瓶 �

�

���细胞悬液
，
冰浴下接受

“
��即 线照射

。

剂量为 �
、

�
、

�
、

��
、

�� ��
，
剂量率 �������

。

然后检测其��
� 单链断裂 �

�

或冰浴下照射 ����
，
然后 ��℃ 水

浴
，
保温 ��

，
��

， ���
，
������

，
再放入冰浴中

，
检测 ��� 单链断裂的重接修复

。

��� ���
‘

单
、

双链分 离 主要参照 �������的羚基磷灰石层析法 〔��。 照射�及保温�过的样品
，

每瓶加 �
�

��碱性溶胞液��
�

������� ���壬�
，
�

�

������� ������
，
�

�

������ ����
， �� ���

，

置暗处 �����
，
快速加入 ����

�

�������� ����含酚红指示剂�中和
。

冰浴中用 ���一�型超声

波发生器超声波处理 �� �
。

加入 �
�

����
�

��十二烷基磺酸钠�����
，
混匀后加到狂基磷灰石层

析柱�每柱 �
�

���握基磷灰石�上
。

在 ��℃条件下进行层析 ，
先用 �� �

�

��� �
�

�� �����磷 酸钾

缓冲液����
， �� �

�

��洗涤
，
然后用 �� ���

‘

�
�

�������� ��� 洗脱单链 ���
，
再用 �� ���

�
�

�� ����� ��� 洗脱双链 ���
，
分别收集

。

取一定量转移到玻璃纤维滤膜上
，
烘千

，
进行液体闪

烁测量
。

将测得的每分钟放射性计数�����换算成 ���单或双链部分的 ���
，
数据以双链 ���

占 ��� 总 ��� 的百分比���表示��值下降 表明 ��� 单链断裂增加�
。

。 ��� 双链 ���
� ‘

� � 。 。 �

� 二 万面兀丽蔽
一

丽
浮革健
而

一 ‘ ，。 。 、

���
’

单链断裂的重接修复率用 �表示

� �
照后保温细胞 �一照后未保温细胞 �

正常对照细胞 �一照后未保温细胞 �
� ����

实 验 结 果

夕射线对三种丝裂原激活的淋巴细胞转化的影晌

�一��� 剂量的 夕线照射后
，
���

、

�、
叫、

，如
，‘

，七 �

，匕

火
二

叫蒯��

次︵︶‘�﹃�。�仑�吕��塔卜·护
、

� � � � � � � � �

幻协哭 怜��

��� �
�

������ ��下一���� �� ��由�������

��������������

——��� ����

一
。

一
。

一���� ����

一一�一一一
一�丫�� ��】�

����
、
��� 激活的淋巴细胞�分别简称为 ��� 细胞

、

���� 细胞和 ��� 细胞�在转化过程中
“�一���

的参入量都明显下降
，
说明淋巴细胞的转化增殖

受到抑制
。

三种细胸的剂最效应回归曲线都呈双

相性
，
见图 � ，

曲线 的参 数见 表 ����例 正 常

人血�
。

比较三种细胞曲线的斜幸
，
无论 在 �一�

�� 或 �一���剂量范围内
，
任意两种细胞 之 间

差异均非常显著����
�

���
，
说明三种 细 胞 对 夕

线的敏感程度
，
在 �一�

，

��范围内
，
���� 细胞

���� 细胞���� 细胞� 在 �一���范围内
，

��� 细胞����� 细胞���� 细胞
。

�
�

挂基磷灰石层析法分离 ��� 单
、

双链的效果

本实验曾用天然 ����即双链 ����和热变

性 ����即单链 ���
，

按 ��������方法�。 �协���备�

分别进行羚基磷灰石层析
，
然后用 ���一� 型分

光光度仪�波长 ������测定 �
�

��� ����� ���
和 �

，
������� ���洗脱浪中的 ��� 含量

。
结果天然 ��� �

�

������� ���洗脱液 中 的双链
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��� �
�

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

�一���

�����������

�����������

����������

��������
������

������扭����

�����������

�一���

����������

��������
������

��� ����

���� ����

��� ����

一 �
。
����

一 �
。

����

一 �
。
����

��空� �
�

���卜 �
�

����� �
�

��

��空
� �

�

����一 �
�

����� �
�

��

��宁
� �

�

����一 �
�

��了�� �
�

��

一 �
。
����

一 �
。

����

一 �
。

����

��空
� �

�

����一 �
�

������ �
�

��

��夕 � �
�

����一 �
�

������� �
�

��

��夕� �
�

���卜 �
�

������ ��
�

��

����曰口���口‘ �目��� ‘�� ‘ ����‘ ����曰����月 口口‘ �曰���匆�‘ ���‘ �

一�
几�礴�以刁向‘ 刁 ‘ ‘ ���“ 扣�曰口�‘ �臼二‘ 二二备� ‘ ���团 ‘ ‘ ‘ ��‘ �州‘ �����‘ ���‘ 别曰匕�函吕侧‘ ��‘ ��� ‘ �

娜‘ ‘ ���曰切�曰‘ ����

��� 量占其 ��� 总量的 ��
�

�士�
�

���又士���
，
热变性 ��� 的相应数值为 �

�

�士�
�

��
。

将三

种丝裂原刺激后参入
“�一��� 的正常人淋巴细胞按本文实验方法 �进行 ��� 单

、

双链的测定
，

结果双链 ��� 占总 ��� 的比例分别为 ��
�

�士 �
�

������ 细胞�
、
��

�

�士�
�

������� 细胞�
、

��
�

�士 �
�

������ 细胞�
、

与其他文献报道的正常细胞的结果相近�“ 〕 。

可见本法分离 ��� 单二双

链的效果良好
。 �

�
�

夕射线引起的淋巴细胞 ��� 单链断裂

�一�� ��夕线照射后
，

三种淋巴细胞的 ��� 双链比例，���都明显减少 ，
说明细胞内 ��� 发生

了单链断裂
。

�的对数与剂量之间存在线性关系�见图 �
，
� 例�

，
相关系数分别为 一 �

·

����

���� 细胞�
、 一 �

�

��������� 细胞�
、

一 �
�

�������� 细胞�
。

对任意两个回归系数
�

进行比 较
，

差异均不显著����
�

���
。

再对三种细胞各相同剂量点的 � 占对照的百分比�数据未列出�进行 �

检验
，
差异亦都不显著

。

说明这三种淋巴细胞之间
，
受照后 ��� 单链断裂 的程度无显著性差

异
。

︵次︶��﹄����。���︸村﹄���‘叭入

︵认︶峨�︵工�勺工︺��一﹃
·

一︸仍匀�︹��一︺�一�飞�
��一��巴几

���一只� ��子�
，

�
���������� ��巾������

��� �
�

�������� ��������一�������� ���

�� ����������� ������� �� 下一����

—一��空�
、。 � � �

�

����一 �
�

�����

一
�

一�
，
乳�

， � �
�

��，弓一 �
�

����

一一一一
一

��丫�� 、�� �
。
����一 �

。
�����

��� �
�

������ ����� ������ ����一�� ������ ��

����������� ������� �� ���� 下一��夕
�

�

——��� ����

△一 ·

一���� ����

� 一一一一
一�丫�� ����

�
�

少射线照射后淋巴细胞 ��� 单链断裂的重接修复

�� ��夕线照射后
，
淋巴细胞在 ��℃水浴中分别保温

·

��
，
��

， ��。 ，
���

比例在 �� ��� 内迅速上升
，
�� ��� 时达到高峰

，
说明单链断裂可被重接

，

���
，
共 ��� 双链

但此后双链比例又

有下降
，
其变化见图 ���例�

。

分别对三种细胞的 �值�未列出�进行双因素方差分析
，
结果不同
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�
下线照后 ���

、
���� 和 ��� 激居的人血淋巴细胞转化

、
��� 单链断裂及其修复比较 ��

处理组及不同个体之间
，
差异均非常显著

。

将三种细胞受照后同一保温时间的 ��� 断裂重接修复率�用 � 表示
，
见实验方法�进 行 �检

验
，
结果见表 �

。

由表 �可见
，
��� 细胞在保温 �。 ，

��
，
��� ��� 时的 �值显著高于保姆相同

时间的 ��� 细胞
，
保温 �� ��� 时的 �值显著高于 ���� 细胞

。
��� 细胞与 ���� 纳胞之间

，
各

保温组 �值差异均不显著
。

��� �
。

������ ����� ����� ������ ������ ������ ����� ��� �����������

���������� ���� ����� �������� ��������� �������� �� ���� 丫一����
�

���������� ���� ����� ��
卜

�� ��� ���

��� ����

���� ����

��� ����

��
。
��士�

。
��

��
。
��士�‘ ��

��
。
��士�

。
��

��、 ��士�
� 。
��

��
。
��士 �

。
��

��
。

��士 �
。
��

��
。
��土�

。
��

��
。
��士�

。
��

��
。
��士�

。

��

�
。
��士 �

。

��

�
。
��士�

。
��

一 �
。

��士孚
。

��

��� ������ �

� ��� ����� �

���� ����� �

��
。
��

��
。
��

��
。

��

��
。
��

��
。
��

��
。
��

��
。

��

��
。
��

��
。
��

��
。
��

��
。
��

��
。

��

�士�� � 二 �

讨 论

本买验所用三种丝裂原
，
其中 ��� 和 ����

‘

是选择性刺激 �淋巴细胞转化的 “ “ ’， ��� 则

对 �
、
�淋巴细胞都有激活作用日 ‘ �， 有实验证明 ��� 激活的 �细胞具有辅助功能 【 ‘ “ ，。

本实验

中
，
受 夕

�

射线照射的人外周血淋巴细胞在这三种丝裂原刺激下的转化增殖都明显受抑
，
剂量效应

曲线都呈双相
，
低剂量�簇 ����范围内 ���� 细胞对射线最敏感

，
高剂量��一����时 则 ��� 细

胞最敏感
，
这说明 � 淋巴细胞中包含辐射敏感性不同的亚群

， ���细胞在低和高剂量时
，
辐 射

敏感性都低于 ��� 细胞和 ���� 细胞
，
这可能反映了 �辅助细胞辐射抗性较高

，
也可能表明 �

细胞不如 �细胞敏感
。 ·

猩墓磷灰石层析法是检测细胞 ��� 单链 断裂的 基本方法之一
，
本实验 对人血 淋巴 细胞进

行测定
，
结果稳定可靠

。

实验中三种丝裂原激活的淋巴细胞受 夕射线照射后
， ��� 都发生单链

断裂
，
并且与剂量早线性关系

，
但三者之间差别无显著性

。

许多文献也报道
，
辐射敏感性不同的

细胞受照后 ��� 单链断裂的程度相似 〔 ” ， ‘ ��。 这说明辐射所致 ��� 单链断裂的程度不能反映出

细月色的辐射敏感性
。

本实验淋巴细胞受照后 ��℃保温一段时间
， ��� 双链比例上升

，
表明细胞可重接 ���

�

单

链断裂
。
重接在 �� 舆�� 内进行很快

，
�� ��� 时达到峰值

，

但此时双链比例与正常细胞之间仍有

一段差距
，
说明重接不完全

。

比较三种细胞的 ��� 断链重接修复率�见表 ��
， ��� 细胞的修

复率最高
，
与前面的结果相对照

，
可见淋巴细胞转化对辐射的敏感性与 ��� 单链 断裂的修复能

力之间可能有一定关系
，

修复能力越强
，
辐射敏感性越低

。

有作者用小鼠淋巴细胞进行的实验也

观察到存在这样一种关系 〔�， ‘ �。

实验中受照淋巴细���保温 ��， ���
‘

双链比例 开始下降
，
到 ��

，
下降到与未保 温 细 胞相

近
，
表明已修复的 ��� 发生了再断裂

。

其他学者也观察到这一现象 〔日，‘ 咭�， 并认为 ��� 修复后

再断裂是不可逆的
，
可能与细胞致死有关

。

本实验中 ��� 细胞照后保温 ��， ��� 修复后再断
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裂程度较低�� 值显著高于 ��� 细胞�
，
与其辐射敏感性较低是一致的

。

目前许多学者认为细胞的辐射敏感性与 ��� 分子的单
，

链断裂之间关系不大 【�” “ ’， 而与单链

断裂的爪接修复可能有关 〔�，�〕， 本文支持这一观点
。

近年来不少文献报道 ��� 双链断裂与照 射

后的细����死亡有关
，
并能反映出细胞的辐射敏感性�‘ “ 〕， 但这些实验都不是用淋巴细胞进行的

。

由于淋巴细胞与其他增殖细胞不完全相同
，
因此有关淋巴细胞这方面的研究值得进一步深入

。
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