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低剂量连续辐射引起的小鼠免疫系统的变化*
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摘暋要:为了评估低剂量 X射线连续辐射对BALB/c小鼠健康机体免疫系统的影响,实验采用 X
射线全身连续照射BALB/c小鼠,照射第一天剂量为0.07Gy,剂量率0.2Gy/min,之后每天照射

0.08Gy,共照射12d,累积剂量1.03Gy,照射后24和48h取血、胸腺和脾脏。流式细胞仪检测免

疫细胞周期和凋亡的变化,胸腺和脾脏指数用重量法获取。实验结果表明,小鼠胸腺细胞的周期在

照射后24h被阻滞在 G2/M 期;外周血淋巴和胸腺细胞周期48h被阻滞在 G0/G1期,细胞凋亡比

例在照射后两个时间点都显著增加;脾脏淋巴细胞周期24h被阻滞在 G0/G1期,48h被阻滞在 S
期,细胞凋亡比例在24和48h显著减少;脾脏指数在照射后48h显著减少。故低剂量X射线连续

全身照射BALB/c小鼠可激活免疫细胞不同的周期监测点,引起免疫细胞凋亡比例发生变化,造

成一定的辐射损伤,且这种影响随着免疫器官的不同而不同。
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1暋引言

在航空或航天飞行中,飞行人员或多或少受到

来自宇宙射线的辐射,即使在地面上,人们也会受

到一定剂量的辐射,所以辐射损伤和防护的研究日

益受到人们的重视[1]。近年来辐射损伤防护大多集

中在较大剂量急性辐射生物学效应等方面的研

究[2],而关于低剂量率连续照射研究进行得较少。
淋巴细胞的周期及分布反映了淋巴细胞生长增殖的

具体过程,它的变化较为客观地显示了机体免疫力

的变化[3]。辐射可延长细胞的周期[4,5],但辐射后

随着时间的变化细胞周期和凋亡会发生改变。胸腺

和脾脏指数的变化显示了淋巴样器官细胞量(T和

B淋巴细胞的数量)的变化。为了较为全面和系统

地了解低剂量辐射对机体免疫功能的影响,实验观

察了照射后不同时间点低剂量 X 射线连续辐射对

小鼠免疫系统的影响,获得不同免疫细胞和器官的

放射生物学效应的规律。期望可以为建立面向生物

学对象的免疫模型和辐射防护提供一些实验依据。

2暋材料和方法

2.1暋实验动物

实验用纯种 BALB/c小鼠,雌雄各半,健康,

4—5周龄,体重(20暲1)g,由甘肃省医学科学研

究院动物实验中心提供。随机分为3组(每组 6
只):对照组,累积剂量为1.03Gy24h组和48h
组[2]。

2.2暋主要试剂、仪器和照射条件

淋巴细胞分离液(上海生物工程技术服务有限

公司),碘化丙啶(Propidiumiodide,简称PI)购自

上海生物工程技术服务有限公司,磷酸盐缓冲液

(Phosphatebufferedsaline,简称PBS),FACSCal灢
ibur流式细胞仪(B灢D公司,美国)。采用PRIMUS
型医用电子直线加速器(西门子公司,德国),利用
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能量为6MeV的电子束产生的 X射线治疗机进行

全身照射,照射靶皮距(Sourcetosurfacedistance,
简称SSD)为100cm。第一天照射了0.07Gy,而后

12d每天照射0.08Gy,累积剂量为1.03Gy,剂量

率为0.2Gy/min。

2.3暋免疫细胞周期和凋亡的测定

采用流式荧光强度分析[6]。照射后24和48h,
小鼠眼眶放血[7],收集血液,肝素抗凝。全血加等

量的PBS稀释,混匀后置于2ml淋巴细胞分离液

上,密度梯度离心后(3000r/min,20min),吸出

淋巴细胞层,PBS冲洗1次,75%的酒精固定。小

鼠处死,取胸腺和脾脏,称重,PBS冲洗,胸腺用

剪刀剪碎,后用300目的过滤网过滤,PBS冲洗两

遍即可用酒精(75%)固定;脾脏用250目的钢网碾

碎,后用300目的过滤网过滤,置于2ml淋巴细胞

分离液上,离心后吸出淋巴细胞层,用PBS冲洗1
次后即用酒精(75%)固定。所有样品经 PI染色

0.5h后采用流式细胞仪检测,波长取为488nm,

FACScan软件收集1暳104细胞,Modfit3.0软件

分析细胞周期和凋亡的变化。

2.4暋胸腺和脾脏指数的测定

小鼠的胸腺和脾脏,研磨前用滤纸吸干残血,
称重(mg),分别除以小鼠体重(g),乘以10,得到

胸腺和脾脏指数。

2.5暋统计方法

数据用煀x暲sd(sd为标准偏差)表示,各组均数

采用SPSS11.0统计软件进行单因数方差分析。

3暋结果
3.1暋小鼠免疫细胞周期的变化

经过连续13d累积剂量为1.03Gy的 X射线

辐射后24h,小鼠胸腺细胞在 G2/M 期的数目增加

了40.02%,48h时,外周血淋巴和胸腺细胞在

G0/G1期数目增加;脾脏淋巴细胞照射后24hG0/

G1期所占比例较对照组增加了13.17%,48h时,S

期所占比例增加了34.29%(见表1)。

3.2暋小鼠免疫细胞凋亡比例的变化

小鼠外周血淋巴细胞和胸腺细胞的凋亡比例在

照射后24和48h都有显著增加,脾脏淋巴细胞在

两个时间点显著减少(见图1)。照射后24h,胸腺

细胞凋亡比例比对照组升高了14倍,而脾脏淋巴

细胞凋亡比例降低了39.89%。

图1 X射线全身连续剂量为1.03Gy照射后小鼠免疫细胞

凋亡比例的变化

ap<0.05,cp<0.001相对于对照组,n=6。

表1暋X射线全身连续剂量为1.03Gy照射后小鼠免疫细胞周期的变化(x
-
暲sd,n=6)*

细胞周期(%) 对照组 24h 48h

外周血淋巴细胞

G0/G1 88.3暲1.2 88.8暲1.4 91.7暲0.7a

S(%) 5.5暲0.8 2.5暲0.4b 3.9暲0.7
G2/M(%) 6.2暲1.2 8.7暲1.4 4.4暲0.3
胸腺细胞

G0/G1 67.6暲1.9 67.5暲1.2 92.9暲0.9a

S(%) 14.8暲1.2 2.8暲0.8c 1.8暲0.3c

G2/M(%) 17.4暲0.8 29.4暲1.6c 6.1暲1.0c

脾脏淋巴细胞

G0/G1 72.1暲1.3 81.6暲0.6c 77.6暲0.7b

S(%) 14.6暲0.3 15.4暲1.0 19.6暲1.1b

G2/M(%) 13.3暲1.5 2.9暲0.8c 2.7暲0.6c

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋*ap<0.05,bp<0.01,cp<0.001相对于对照组。

·943·暋第4期 谢漪等:低剂量连续辐射引起的小鼠免疫系统的变化



3.3暋胸腺和脾脏指数的变化

胸腺指数无明显变化,而脾脏指数在照射后48
h减少了41.66%(见图2)。

图2 X射线全身连续剂量为1.03Gy照射后小鼠胸腺指数

和脾脏指数的变化

cp<0.001相对于对照组,n=6。

4暋讨论

小鼠胸腺细胞的周期在照射后24h被阻滞在

G2/M 期,外周血淋巴和胸腺细胞的周期在照射后

48h时被阻滞在 G0/G1期(见表1),细胞凋亡比例

在照射后24和48h都有显著的增加(见图1),发

生这种现象的机理与辐射生物学效应相关。众所周

知,辐射会导致淋巴细胞的染色体和 DNA 发生变

化,例如 DNA 的 断 裂、缺 失[8,9]和 染 色 体 的 损

伤[10,11],而反映到免疫细胞的周期[12]和凋亡比

例[13]的变化需要一定的时间,所以不同的时间间隔

在周期和凋亡上有不同的表现。胸腺指数在24和

48h没有显著变化,原因可能与胸腺的结构有关,
胸腺上皮细胞本身就对辐射具有一定的抗性[14],而

胸腺作为对辐射较为敏感的器官,细胞的凋亡反应

较为容易产生[15]。
脾脏淋巴细胞的周期在照射后24h被阻滞在

G0/G1期,48h时被阻滞在 S期(见表1),淋巴细

胞的凋亡比例在24和48h两个时间点显著减少

(见图1),脾脏指数在48h后也显著减少(见图2),
产生这种现象的机理可能与脾脏的功能有关。脾脏

内的淋巴细胞中有 T细胞、B细胞、K 细胞和 NK
细胞等,巨噬细胞和淋巴细胞在脾脏内都参与免疫

活动。当脾脏受到低剂量辐射时,脾的体积和内部

结构发生变化,辐射免疫应答时,淋巴小结增多增

大,脾索内浆细胞增多,脉周围淋巴鞘显著增厚,T

细胞和B细胞在脾脏的白髓中产生,所以说脾脏是

一个产生辐射保护作用的免疫应答场所。因此脾脏

比其他的器官有较强的辐射抗性[16]。
同时,比较连续辐射与一次照射产生的生物学

效应,发现较大差异。有报道称相同的剂量和剂量

率的X射线全身照射BALB/c小鼠,一次照射剂量

为1Gy,照射后24h,免疫细胞的周期被阻滞在

G0/G1期,凋亡的淋巴细胞数目较少[2]。这种现象

的机理可能与连续照射和一次性辐射所引起的

DNA及染色体的损伤不同有关,不同的DNA和染

色体损伤会引起不同的细胞周期和凋亡的变化[17],
这种假设现在还没有较为充分的证据证实。

实验证明,经过X射线连续全身照射后可引起

小鼠免疫细胞周期和凋亡比例发生变化,造成其免

疫系统的一定损伤,而且这种影响随着器官和照射

方法的不同而不同。本实验也许能为辐射防护和航

空航天飞行提供一些实验依据。
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ChangesofImmuneSysteminMiceIrradiatedbyContinualX灢rays*

XIEYi1,ZHANGHong1,# ,DANGBing灢rong1,HAOJi灢fang1,WANGXiao灢hu2

(1InstituteofModernPhysics,ChineseAcademyofSciences,Lanzhou730000,China;

2GansuAcademyofMedicalSciences,Lanzhou730050,China)

Abstract:ForestimatingtheeffectoflowdosesX灢raycontinualirradiationtoimmunitysystemofmouse,

BALB/cmicewerecontinuallyirradiatedto1.03GybyXraysatadoserateof0.2Gy/minin13d.At24
or48hafterirradiation,theimmunocytecycleandapoptosisweredeterminedbyflowcytometry,andthe
thymusandspleenweightsweremeasuredtoo.Theresultsshowedthatthecycleofthymocytewerearres灢
tedinG2/Mat24h,thenumberofperipheralbloodlymphocytesandthymocytesinG0/G1phaseat48h
wasupandthepercentageofapoptosishadasignificanceincreaseinbothoftimepoints;thecycleof
spleenlymphocyteswasdelayedinG0/G1at24h,inSphaseat48h,theapoptosishadasignificancede灢
craseat24and48h;spleenindexdeclinedsignificantlyat48h.Theresultssuggestedthatlowdosescon灢
tinualX灢raywhole灢bodyirradiationcouldactivatedifferentcellcyclecheckpoints,andresultinsomechan灢
gesofapoptosisandsomedamagestoimmunocytes.ThecontinualX灢rayirradiationaffectstheorgansdif灢
ferently,itmightprovideexperimentbasisforradioprotection.

Keywords:X灢raycontinualirradiation;immunocyte;cellularcycleandapoptosis;thymusandspleenin灢
dex;mouse
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