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人外周血 �淋巴细胞集落培养及其辐射效应

曹 霞 汪 涛 李延义
�苏州医学院放射医学系

，
苏州 ��勃���

� 。
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�

鉴类
数随种植细胞数而增加

，
呈良奸线比关系

�
培界 ��山均集落细胞在 ���一��刺激

一

�仍具有
“
休��� 掺

人能力
，
但计数

一

下降
，
表明培养后的集落细胞 ��� 合成能力减弱

� �射线辐照后
，
随剂量 增加

，
集落

数和
��一��� 掺人数迅速降低

，
���一��对辐射很敏感

，
� 。 � �

�

���
。

关键词 � 淋 巴细胞集落形成单位����
一���

，
增殖特性

，

放射敏感队
，
生物辐射效应

淋巴祖细胞是指能分化成熟为淋巴细胞的原始细胞
。

大量实验表明
，
淋巴与其他祖细胞起源

于共同的全能造血干细胞 〔 ” �了。

目前已发现淋巴祖细胞各分化阶段均具有 自我更新能力 �“ �， � 淋

巴 细 胞是机体细胞免疫的重要成分
，

它的辐射损伤是辐射的敏感指标之一
，
能准确地反映剂量

�

效应关系
。

本文应用甲基纤维素微量培养法与
昌
�一��� 掺入法

，
对比观察 ���一��增殖能力及辐

射损伤效应
。

� 材 料 和 方 法

�
，

� 外周血单个核细胞分离

用淋巴细胞分离浪��
二 �

�

����分离献血员静脉抗凝血
，
收集白细����层

，
洗涤二次

，
制成单个

核细胞悬液
。

�
�

� 条件培养基制备及集落培养

��一��火 ������单个核细胞培养于含 ���人 ��血清和 �
�

似���� 的完全 ������� 。 培养

液
， ��℃ 一

下培养 ���
，
收集上清液

，
抽滤除菌

，
即得 ��� 条件培养基����

一���
。

集 落培养体

系为 ��������完全培养液
、

��� �一�
·

��又 ��
�

���浓度的细胞
、
�。����一��

、

最终浓度 �
�

��的

甲基纤维素����� ���
，
����� 公司�

，

培养物置扩散盒 ��
�

����中
，
����

�

培养箱中��℃下培养
��

，
计数

、

摄影
、
��� 个细胞的细胞团为一个集落

，
��一�� 个细胞为一个簇

。

�
�

� 鉴定方法

毛细吸管法和压片法制备样品
，
进行 �一�

、

瑞氏姬姆萨集落染色
，
光镜观察

。

�
�

� 照射条件

细胞悬液分为 �
�

���共 �瓶
，

按 �
、
�

。

�
、
�

、
�

、
�

、
�

、
�和 ���编组

，
用

。
��� 下治疗

机照射
，
剂量率 」

� �

�� �������

卜�
“
�一��� 掺入试验

外周血单个核细胞��
又 ��������在 ��������培养液中培养 �� �

，
于终止 培养前 ���加入

�� 口
��一��� �比放射性 。 、

���� �������
、

放射性强度 �
�

�� � �����
，
中国科学院上海原子核

收稿日斯
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研究所�
。

培养结束后收获样品
，
用 ������� 液闪计数器测量

。

� 结 月令

�
·

� � 琳巴细胞集落动态观察

�� 例献血员外周血单个核细胞均形成 ������，
培养 �� �后可见 �一�个细胞组成的细胞簇

，

第 ��簇增大
， �一��集落增大

，
数量增多达到高峰

，
�一功 �后逐渐减少

。

其中 ��一��� 个细胞

组成的集落
，
细胞排列疏松

、

胞大
、

边缘清晰� 大于 ���个细胞的集落
，
排列致密

，
轮廓不清

。

�
�

� ���一�� 与细胞浓度关系

新鲜外周血分离的单个核细胞
，
在��� �一�� ��‘ ��

�

�� �� ��范围内久培养物形成的 ���一��

数与细胞浓度呈线性关系
。
经直线相关回归分析

， ���一��增长 曲线为 � � �
�

����� ��
�

�����
，

相关系数 �� �
�

��， ���
�

�一
。

�
�

� ���一�� 增殖和核酸代谢功能

新鲜单个核细胞培养物
，
随细胞浓度增加

， “�一��� 掺入计数 呈比 例 升高
， ���� 二 �

�

����

� �
·

�����
， � 二 �

�

��
， ���� ���图 �

�

��
。

将甲基纤维素中培养 �� �形成的集落制成细胞悬液
，

其
�
�一��� 掺入计数亦呈线性关系

， ���宁
� �

�

����� �
�

��
·

���， � � �
�

��， ���
�

���图 �
�

��
，

表明培养 �� �后细胞掺入计数明显降低
，
但仍具有一定的增殖和核酸代谢功能

。
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��一��� ���叮一 �������������

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

�����
，
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�
�
��一���

� � �
。
����

一

卜�
�

�����
，� 二 �

�

��

������������� �� ������������一

�
�

����一
’

�� 辐射敏感性

电离辐射作用后
， ���一�� 的计数随剂量

��
�

���� 二 �
�

����� �
�

�����
，� 二 �

�

�� 增加而迅速降低
，

� 二 一 �
�

��
，
�

。 � �
�

��� �图 �
�

��
，

数据符合二项分布
， ���

�

��
，

个核细胞悬液
吕�一���掺入计数

，

亦随剂量增强而缓慢下降
，
����宁

���� 二 �
�

����一 �
�

�����
，

差异非常显著
。

照射后的单

� �
�

����一 �
�

�����
，�二 一 �

�

��，
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���
�

���图 �
�
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。

� 讨 论

�
�

� �������对 � 细胞集落的影响

��� 刺激单个核细胞所得上清液中主要成分为 �淋巴细胞生长 因 子�����
，
即 ��

一�� 〔咭〕，

是体外 � 细胞生
一

长的必备条件
。

在加入 ���一�� 的培养物中
，
没有发现其他类型 集落出现

，
尽

管 ��� 致敏的 � 淋巴细胞能产生一系列的集落刺激活性�����
，
但其数量 不足以刺激单个核细

胞中巨噬细胞
、

粒细胞集落的发育 〔 ” 〕。

�
�

� ���一��增殖及核酸代谢功能

为探讨培养第 ��以后的 ���一��的增殖能力
，
观察了 ���集落细胞的

“�一���掺入能力
。

结果发现随种植细胞数增加
，

掺入数虽呈线性增加
，
但已有明显下降

，
显示��

� 合 成功能逐步

降低
。

同时 � 集落细胞再培养时
，
不需要加入 ���

，
这些细胞为一类幼稚的 依赖于 ����的活

化细胞
。

�
�

� �细胞集落克隆性质

���������� 等工�」用显微摄影术研究了淋巴细胞在半固体培养基中的动力 学 变化
，

认为集落

形成是细胞间相互作用
、

增殖和运动的综合结果
，
集落呈多克隆性

。
���� 等 〔��用表面标 记 和酶

细胞化学特性证实单个集落细胞为 � 淋巴细胞
， � 淋巴细胞是由血液中激活的不同淋巴细胞亚群

所组成�“ “ 。 细胞集落的数量
，

反映该细胞增殖能力的变化
。

实验表明
，
分离的新鲜血单个核细胞

，

在 ��
�

�一�
�

��� ��
�

��
�

���的完全培养基中
，
得到 �集落生长的线性关系

，
���一�随种植细胞

数增加而上升
， � “ �

�

��
。

在此悬液中除 � 细胞外
，
还有一定量的单核细胞

、
�细胞及裸细胞等

，

推测此类细胞相互间的协同作用及诱导释放淋巴因子共同促进 �集落的生长
。

�
�

� ���一�� 辐射损伤效应

淋巴细胞对辐射损伤敏感
，
实验表明 夕射线对 �淋巴细胞增殖和 代 谢功能均 有明显抑制作

用
。

随剂量增加损伤越严重
，

证明集落技术是研究辐射对淋巴细胞损伤效应的一个好方法
，
本实

验与 �����
��等人结果相一致

。
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