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用流式细胞计数仪检测不同辐射剂 t

诱导的小鼠胸腺细胞程序性死亡

苏 旭 张迎春 刘树铮
( 白求恩医科大学卫生部放射生物实验室

,
,

长春 13 0 0 2 1)

关健饲 程序性细胞死亡
,

流式细胞术
,

胸腺细胞
,

X 射线

自 w y l l i e
等

〔 ` ’
对程序性细胞死亡 ( p C D )

,

又名细胞凋亡 ( a p o p t o s i s ) 的 意义进行综述以来
,

对其发生机制的研究越来越多
。

普遍认为这种细胞死亡在胚 胎发育
、

细胞增殖与分化以及肿瘤生

长等研究方面均有重要意义
。

C o
he n 等〔“ 〕对 P C D 在免疫系统 中的作用进行 了 详细的评述

。

认为

P c D 的形态特点是核质浓缩
,

核膜完整而胞体变小
,

其分子标志是 D N A 裂解 f( r ag m en t at io n)
,

形

成大小约 1 80 b p 或其倍数的断片
,

其行为特征是因细胞表面分子改变而被邻近的巨噬细胞吞噬
,

就地清除
。

因而它与另一种细胞死亡方式 (坏死 )
,

具有截然不同的性质
。

检查 P c D 的方法很多
,

包括细胞大小和比重
,

D N A 梯形图象
, “

慧星
”

检测
,

细胞膜通透性

等
。

本实验采用 G ar v y 等人〔3 ’
报道的流式细胞计数 ( F C M )检测法

,

对 小鼠受 不同剂量 x 射线体

外照射后胸腺细胞 P C D 的变化进行了研究
。

按照文献 〔4〕报道的方法
,

取昆明小鼠胸腺制成单个细胞悬液
,

加 R P M I一 1 6 4 0 培养液和 l x

2 0。
细胞于 2 4 孔培养板中

。

照射后
,

于 5 % C o Z , s 7 oc 培养箱中培养
。

以 p r o p id i mU i o d i d e ( p l )

( is g
ma )为荧光探针标记细胞内的 D N A

。

由于在程序性死亡过程中
,

核 D N A 裂解成寡聚核小体
,

并在流式细胞计数仪 (B
一D F A C cS

a
n) 所获得的细胞周期直方图的 A 。 区

,

形成一个峰 (见图 1 )
,

该峰可用于 P C D 定量分析
。

未经照射的正常胸腺细胞
,

在体外培养过程中
, P C D 呈时间依赖性增高 (见表 1 )

。
2

.

0 G y x

射线体外照射后 4
、

8
、

12 和 24 h
, P C D 随时间明显增加

,

并显著高于单纯培 养组 (见图 2 )其中

4 h 时 p < 0
.

05
, s h

、

12 h 和 24 h 时 p < 0
.

01
。

由表 2 可见
,

胸腺细胞经不 同剂量 x 射线体外照

射后 24 h
,

剂量小于 1 00 m G y ,

与单纯培养组相比
,

其 P C D 无明 显 差 异
。

而当 剂 量大于 1 00

m G y 时 可见 P C D 显著增高
,

特别是小鼠胸腺细胞受中等致死剂量 ( 6
.

0 G y) 照射后 24 h
, P C D

达到 7 8
.

34 %
。

T a b 1
.

C h a n g e s i n P C D o f n o
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A n e x a m P l e o f h i s t o g r a m o f e e l l e y e l e a n a l y s i s o f

t h y o e y t e s
.

P C D 15 s h o

wn i n t h e A o r e g l o n

( a ) A f t e r e u l t u r e ( b ) C ul t u r e 1 2 h ( e ) C u l tur e 2 4 h

30
·

即决/Q幼d

大剂量辐射增加胸腺等器官 的 P C D 已 被

公认
。

但小剂量辐射对 P C D 的影响尚待澄清
。

曾报道
, 。

.

05 G y 体外照射放射敏感性极高的

胸腺瘤细胞
,

可 引起 P C D 增加 [ 5 ]
。

而本 文 用

F C M 所得实验结果表明
, 0

.

1 G y 以上 的剂量

才会使小鼠正常胸腺细胞 P C D 百分率显 著 升

高
。

同时还发现在全身照射的条件下
,

引起小

鼠胸腺细胞 P C D 增多需要更高 的 剂量 (将 另

文 报道 )
。

曾有 人提出
,

小剂量辐射对免疫功

能的刺激效应
,

是由于胸 腺原始细胞 P C D 增

0 5
一

10 2 0 2 5

T im e / h

F i g 2
.

C h an g e s o f P C D i n e o n t r OI an d

X ~ i r r a d i at e d t h y
om cy t e s i n v i t r o

( 1 ) C o n t or l ( 2 ) 2
。

0 G y

多
,

继发地引起 T 细胞前体增殖所致 〔 . J
。

但现在 已证实
,

0
.

1 G y 以内的剂量全身照射可引起明显

的免疫增强 [ 7 ]
。

因此
,

要阐明胸腺细胞 P C D 在小剂量辐射兴奋效应发生机制中的意义
,

还 需 要

对比整体和离体照射条件下 P C D 发生的特点
。
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