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摘要 应用定矛酶细胞化学 和环核 普酸免疫 细胞化学方法
，
观察到小鼠经

“
����线 ���整 体 照

射后
，

腹腔巨噬细胞具有代表性的溶酶体酶 ������，
����和 ������活性发生明显变化

， ����和
����免疫荧光强度随之改变

，
提示辐射效应在损伤细胞生物膜结构阴同时

，
亦损伤与共相 关 的酶蛋

白
，
这种损伤

一

可能是通过影响其 ����和 ����起作用
，
并直接影响巨噬细胞对抗源物质的吞褪和处

理
，
降低机体的免疫能力

。

关键词
�

电离辐射
，
酶细胞化学

，
荧光抗体技术

，
巨噬细胞

，

小鼠

电离辐射对机体特异性和非特异性免疫功能的抑制
，
是机体福射损伤后感染并导致机体死亡

的重要原因之一
，
因此探讨 巨噬细胞的辐射效应具有重要意义

。

本文利用定量晦细胞化学和环核

普酸免疫细胞化学
，
从细胞水平进一步探讨辐射对巨噬细胞的损伤规律及其原理

。

���动物

���试 剂

材 料 和 方 法

选用本校繁殖纯系 ���� 雄性小鼠
，
�一��周龄

，
体重 ��一���

。

����和 ����系 ��� ����� 产品 � ����

供， 放射免疫稀释度 �
�

�����
，
自制 ����标记兔抗羊 ���

，

和 ���� 抗血清由木校生化教研室提

琼脂双扩效价 �� �
�

�
。

���照扮源
���。 夕射线

，

整体照射
，

距
。 。�。 源中心位置 ��

��
，

剂量 ���
，
剂率 �

�

��������
。

���� 动物分组 动物数 �� 只
，
随机分成对照和实验组

。

对照组 ��只
，
实验组 分 别于照后

�
、

�
、

和 ��取材
，

每时间点 ��只
。

�� � 巨噬细胞悬液及贴 片制备 〔 ‘ � 用含肝素������������
‘� 液��� �

�

��注入腹腔
，
技摩数

次
。

打开腹腔
，
吸取腹腔内液

，
行体外培 养

。

加 入 ��� 州 鸡红 血 细 胞�����
，
������悬液

，
�

况

��℃下孵育 的 ���
，
取出贴壁玻片

， �五�洗去游离 ����和非贴壁细饱
，
自然凉干

，
各用

。

���巨噬细 胞吞噬活 力刚 定 〔 ‘ 〕 贴片 ������ 染色
，
高信镜�

‘

观察并计数吞噬 率 和 吞 咙任卜�

数
。

�劝 游细胞化学 为保 �正实脸各组在 澡�厂过程中条件一致及便于比较
，
将各纵贴片放入同一

缸内
，
分别显示 �����

�，
���� 和 ����

��。
������改 良法显示酸性磷酸 酶 ����

����� �证���
�

祛显示酸性酮酶 又������ ����让 法显示三磷酸腺普酶 �����女�
，
各种方法均有对照

。

�幼 定量细 胞化学 用 ����� 图象分析系统�����对
�

��述三��种沱进行含量�相对质量 �测定
，
同

时测定细胞面积
。

选用扫描法对单个巨噬细胞进行扫描
，
每张贴片扫描 加 个细 胞

，
每组 ��� 个

细胞
。

所测每组细胞的消光值�� 值 �全部输入 ���专川计算机内
，
经处理得出 �值 又和 ��

。

各

组数据同时输入 ���一�����计算机
，

进行方差分析比较
，
得出 �值 “ ’ 。

又，�环核普酸 佗
�

疾细胞化学 染色步骤见文献��〕
，

结果用 �����法统计处理
。
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结 果

�
�

巨噬细胞吞噬活力观察

巨噬细胞吞噬活力在 ��� 照射后 卜��逐渐增强
，
到第 ��显著下降�表 ��

。

对照和实验各

组间比较有非常显著意义��� 。
�

���
。

实验各组间比较相差也非常显著����
�

���
。

对照组吞噬的

����结构多数完整
，
少数开始被消化

。
�

、
��组被吞噬的 ���� 结构多数不完整

，
有的已被消

化
，
仅剩 ���� 残影

，
尤以 ��为甚

。

照后��组基本无消化迹象
。
巨噬细胞面积的变化趋势与

吞噬活力的变化相似�表 ��
。

说明膜面积变化与吞噬活力的改变密切相关
。
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巨噬细胞酶细胞化学观察

��� 尤镜观察 对照组 ������ 呈密集棕黑细颗粒
，
分布在细胞质中�图 工一�

�

�
。

照后 ��酶活

性增强
， ��组更明显

，

���质满布阳性颗粒�图 工一��
。
��组酶活性显著减弱或消失�图 工一��

。

对照

组 ���� 呈红褐色均质块状�图 工一��
，
照后 ��酶反应加深

，
至第 ��酶反应呈红褐色祖块状并

，

有弥散�图 工一�乏
。
��组酶反应减弱成浅红色�图 �一��

。

对照组 ����
�“ 呈棕黄色细小颗粒

，
位于胞

质和胞膜上�图 工一��
，
照后 ��和 ��天组酶活性逐渐增强

，

阳性颗粒呈棕色
，
均匀散布�图 工一��

。

��组明显减弱或消失
，
颗粒呈黄色�图�

一��
。
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，
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��� 定重测 定 三种酶含量比较见表 �， �值�总均数�分布见图 亚
。

方差分析表明
，
������

和 ���� 在对照和实验组间的比较
，
差异非常显著����

�

���
。

实验各组间的比较
，
差异也有显

著意 义 �� ��
�

似�
。

从上述结果看出
，
辐照后 �

、
��酶活性增强

，
至 ��则明显 下 降

。

对照和

实验各组间 ������ 含量比较相差非常显著����
�

���� 照后 �
、
��和 ��的比较 同 样非常显著

����
�

���
， ��与 ��的比较有显著意义����

�

���
。

�
�

环核昔酸免疫细胞化学

经半抗原竞争性抑制试验
，
或以正常血清及 ���替代试验均不显示荧光

，

证明该方法具有特

异性和可靠性
。

对照组 ����免疫荧光主要位于细胞质和细胞膜上
，
荧光呈不规则粒 状或块状

，

其强度为 � � 。

与对照组相比
，
照后 �和 ��组

，
其荧光强度变化不大

，
少数细 胞 荧 光 强 度稍
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召工巴一�亏
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�
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�

�
� � � �

����
�

��� ������������ �� � ���

��������
，
���� ��� ������ ��

���������������������� ������
�

�
�

�������， �
�

����������
���������

�
�

������������������
�

�
�

�����������������
�

�

����
。
��� ������ �� �������� ��������� �� ��� ����������

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

������
。
������ ���沈��������

， 义 ���
�

�
。
������ ����������������������� �� ������������� ���

�

�
�

�����
� ����������������������� �� � ���� ������������� 义 ���

�

�
�

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

�

�
。

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

�
�

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

�

�
�

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

�
�

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

�

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

减
，
差异不显著

。

照后 ��组 ����强度明显增加
，
核内也出现块状荧光

，
多数细 胞 的 强度为

� � � ，
与其它各组相比

，
差异显著

。

对照组 ����免疫荧光主要位于核内
，
核膜荧光更显

，
其

强度为 十 � 。

照后 ��组 �����变化不明显
，
��组免疫荧光强度明 显 增 加

，
达 � 。 一

十 ，
且在胞

质和胞膜也出现荧光
。

照后 ��组
， ���� 免疫荧光强度明显下降

，
有的细胞荧光完全消失

，
多

数细胞仅核膜处残留荧光士
，
与其它组比较

，
差异显著

。

讨 论

本文应用光镜
，
定量酶细胞化学和环核普酸免疫细胞化学观察了电离辐射对小鼠腹腔巨噬细

胞的影响
。

结果表明受
���。 一夕�� ���整体照射后早期

，
小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬率

、

吞 畔 指数

及消化能力均明显增强
，
至第 ��上述指标显著下降

。

同时巨噬细胞面积也出现相似变化�表 � �
。

这种动态变化与 ������� 等人 〔 “ �的观察结论一致
。

定量酶细胞化学的结果�表 竺
，

图 � �也表明 巨

噬细胞内具有代表性的溶酶体水解酶��
�
�� “ �，

�����及 ������ 也同样出现上述的动态变化
，

此结果与 ������〔‘ ’ �’用生化方法测定的结果一致
。

由于定量细胞化学测定的是单个细胞的含量
，
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其精度较组织液或匀浆的测定高得多
，
能更直接从细胞水平反映含量的变化规律

。

近年来认为辐

射后早期巨噬细胞吞噬消化能力增强及膜面积增大
，
可能是由于辐射所致溶酶体水解酶活性增强

的结果 〔“ ’ 。

本实验结果�表 �
，

表 ��与此论点完全相符
。

酶活性增强的原因主要由于辐射导致酶再

合成增加及从外部转移增加
。

进而由于辐射损伤加重对酶分子破坏或直接抑制酶蛋白的合成
，
致

使酶活性水平下降 〔�
·

�’ 。

因此
，
照后 ��出现 �����

�，
���� 活性水平的急剧下降

，
并同时伴有

明显的吞噬消化功能的抑制
。

巨噬细胞的 ������ 主要分布在质膜上
，
辐射后早 期 的 ������ 活

性增强可能是由于射线影响质膜脂质流动性
，
进而使脂质体结合的酶分子构型发生变化或直接影

响酶分子
，
使酶分子更易暴露或有利于催化基团发挥作用

。

后期则由于质膜的辐射损伤加重
，
酶

活性随之下降
。

巨噬细胞的非特异性免疫功能
，
包括趋化

、

捕捉
、

吞噬和处理抗原
，
均与溶酶体活性水平有

关
，

并直接反映该细胞的功能状态 〔�’ 。

现 已明确某些疫免活性物质
，
如白细胞游走抑制因子

，
补

体 � �和 � �本身就具备 ���� 的特性
。

辐照后巨噬细胞诱导 �淋巴细胞生成抗体受到抑制
，

原

因在于该细胞处理并传递抗原信息的能力丧失
，

而这种能力又与溶酶体酶活性改变有关 〔 。 〕 。 巨噬

细胞表面膜行为是一种主动耗能过程
，
������ 可催化 ���分解放能

，
������ 活性 改变使细胞

内氧化磷酸化
，
及捕捉吞噬活动都会受到影响

‘�’ 。 据此
，
本文认为照后第 �� 巨噬细胞吞噬能力

及酶活性水平下降
，
可能与造血型放射病极期的感染发生有关

。

近年来的资料表明巨噬细胞的功能是在 ����和
����调控下进行的

，
并 已证 实 凡 能降低

����或提高 ���� 水平的物质
，
均可促进其功能活动 〔 ‘ 。 ’ 。

电离辐射是否也通过刺激或抑制环化

酶来改变巨噬细胞的功能� 本文的环核昔酸免疫细胞化学证实
，

辐照后早期 ����免疫荧光的强

度增加
，
而第 �� ����免疫荧光的强度显著增加

， ���� 荧光强度下降
。

因此
，
我们考虑 巨噬

细胞的辐射损伤可能是通过刺激或抑制环化酶系统而起作用
。

后期由于辐射损伤的加重
，
组织及

体液中的生物胺及前列腺素类物质增加
，
刺激腺普酸环化酶

，
升高

。 ���
，
引起生化连锁反应

，

抑制溶酶体酶的合成 〔 ’ ‘ ’ 。 溶酶体酶的活性下降
，
必然会影响到细胞对异物的消化分解能 力

，
进

而影响超抗原的形成及对免疫系统的调节和放大作用
。

这种作用的机理尚待进一步研究
。
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