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[摘要] 电离辐射可以导致机体免疫功能低下，对人员健康及放射病的治疗及预后有重要影响。树突状细胞（Dendritic Cells，DC）是机体最重要的抗原体呈细胞，是免疫反应的启动者和调控者，研究电离辐射对DC的影响不仅可以为辐射导致免疫抑制的机制提供依据，也可以通过改善照后DC的功能状态进行辐射防护研究，基于DC的癌症疫苗联合放射治疗也为肿瘤的治疗提供了新的思路。本文综述了电离辐射对DC存活率、表型、抗原提呈功能和迁移能力、分泌细胞因子的影响，以及这些辐射生物效应产生的分子机制，同时也探讨了DC疫苗结合放疗在肿瘤治疗中的一些研究进展。旨在从免疫学的角度为辐射防护提供新的思路，也为改善受照人员免疫功能状态提供文献支持。
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[Abstract] Ionizing radiation (IR) often causes immune dysfunction, which result in severe damages to human health and affect the recovery of radiation sickness. Dendritic cells (DC) are the most potent antigen presenting cells (APC), which are also the initiator and modulator of immune system. Studies on the radiation effects of DC provide evidence into the mechanism of radiation induced immunosuppression, but also can we improve DC function for radioprotection. DC based cancer vaccine combined with radiotherapy also provide new insights into cancer therapy. This paper reviewed the influence of IR on DC viability, phenotype, migration capacity and antigen presenting function, cytokines secretion, as well as the underlying mechanism. We also reviewed some advances in tumor therapy combined of DC vaccine and radiotherapy. It is to provide literature evidence for radiation induced immunosuppression and radioprotection. 
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电离辐射导致的机体免疫功能低下对急、慢性放射病和感染的发生发展有重要影响。电离辐射除了杀伤辐射敏感细胞外，还对辐射抵抗细胞的功能有一定影响。树突状细胞（Dendritic Cells，DC）是免疫系统最重要的专职抗原提呈细胞，也是免疫反应的启动者和重要调控者，并可以选择性的诱导免疫激动和免疫耐受。DC是一种发现较晚的免疫细胞，表现出很高的辐射抗性，甚至在高剂量都不发生死亡。同时随着基于DC抗癌疫苗的研究，放射治疗联合免疫治疗也为肿瘤治疗提供了新的思路[1-4]。但是国内外研究表明，不同剂量照射下，DC的表型、功能、生存状态会发生一定程度的改变，因而影响其免疫功能的发挥。
1、电离辐射对DC存活率的影响
DC是一种辐射抗性比较高的细胞，体外实验中，不同剂量的X射线或Gamma射线照射并不导致DC凋亡或坏死[2, 5-7]。但是紫外线却可以使上皮组织中的朗格汉斯细胞（Langehans cell，LC）明显减少，而下游淋巴组织的LC未见增多[8]。同时光化学疗法也可以导致DC凋亡，同时减弱LPS诱导DC的成熟[2],机制尚不明确。体内研究和临床放疗中发现，电离辐射作用后，射野内组织中的iDC或LC也迅速下降[3, 9, 10]。  

这可能有两方面的原因：1）电离辐射或其导致的炎症反应，能促进DC的成熟，从而开始向淋巴组织迁移，从而导致照射区域的细胞减少；2）辐射导致了DC的凋亡或者坏死，从而导致细胞成分的减少。虽然体外研究表明，电离辐射并不能使DC发生死亡，但是体内环境非常复杂，包括坏死细胞，炎症因子，细胞因子，免疫趋化因子，各种离子等。所以可能是辐射导致的微环境改变导致的DC死亡。但是这种DC数目减少是暂时的，大约一个月后，即可恢复正常，并有可能高于一般水平[9]，可能与造血池的补给作用有关。
2、电离辐射对DC表型的影响

DC在分化的各个阶段，其膜表面分子的分布和数量都发生变化，和各时期的功能紧密相关。研究者发现5Gy X线照射过的单核细胞诱导产生的iDCs表达CD40，CD86高于未照射组[5, 6]。Hideko Torihata等[7]发现10Gy X线照射能上调mDC(mature DC)和LPS刺激的B细胞表面CD80分子，且CD80分子的诱导具有激活辅助性T细胞（Th）和抗肿瘤的细胞毒性T细胞的作用，提示可能有功能上的改变。近来有研究称γ射线在体外照射条件下能剂量依赖性的降低未成熟DC（immature DC）的ＣＣＲ７的表达，进而抑制iＤＣ向ＣＣＬ１９的迁移功能，这种辐射对CCR7的抑制作用可被前列腺素2（PGE2）逆转[11]。然而多数研究表明电离辐射对成熟ＤＣ（mDC）表面分子MHCⅠ，MHCⅡ, CD86, CD83, CD1a，CCR7等分子表达水平无明显影响[2, 5, 7]。
研究者发现了辐射导致CD80的上调与TNFα和CD154通路有关，同时用PTDC阻滞NF-κB之后，CD80的表达上调也明显抑制，说明NF-κB在辐射致CD80上调中有重要作用。当用N-乙酰-L-半胱氨酸处理后，辐射导致的LPS刺激的B细胞CD80上调被阻断，而DC中CD80仍然上调[7]，提示辐射导致ＤＣ表面CD80的上调与活性氧无关。但是，国内也有研究报道0.1Gy、0.2、0.5GyＸ射线照射mDC后，其CD80的表达明显下调[12]，这可能是由于低剂量辐射对整个免疫系统的兴奋作用而表现出与高剂量照射相反的结果，机制尚不明确，但是日本也有报道称0.05Gy gamma射线照射并不改变DC表面MHC分子和共刺激分子的表达[13]。电离辐射对DC表型的影响，很多研究结果不太一致，可能受实验环境，照射条件或剂量率，DC的分化状态等的影响，而DC的大多数表面分子在照后保持不变。
3、电离辐射对DC抗原提呈功能的影响

Yupei Liao等[14]研究了照后DC对黑色素瘤抗原MART-1的提呈，发现IR明显促进了DC对外源性抗原肽产生的MART-1特异性免疫，而抑制了内源性表达的抗原的提呈。同时，辐射可以导致B16黑色素瘤小鼠对MART-1抗原的系统性免疫力下降，这种抑制可以被照前注入表达MART-1的DC所挽救，而照后给予表达MART-1的DC则没有作用[15]，一方面说明DC在经历照射之后功能无明显减退，另一方面说明辐射所致的机体对MART-1抗原的免疫力下降与DC有关。研究者将DC与T细胞共培养并给予照射，T细胞激活的程度要远大于单纯照射DC，说明辐射导致的细胞死亡可以提高DC激活T细胞的能力[16]。

有报道称，蛋白酶体与DC的抗原提呈功能关系密切，研究显示辐射可以导致蛋白酶体的减少[17]，辐射对DC抗原提呈功能的影响与使用蛋白酶体抑制剂PS-341相似：促进对外源性抗原的提呈而抑制内源性抗原的提呈[14]。所以电离辐射可能通过影响蛋白酶体的数量和功能而影响其抗原提呈功能。 还有报道称，电离辐射导致的DNA 损害甚至细胞死亡，可以导致改变细胞的微环境，通过DC表面的一些Toll样受体（TLR），LOX-1scavenger 受体（HSP受体）和FcγR分子捕获呈递[18]。所以在复杂的体内环境下，辐射对DC抗原提呈功能的影响受很多因素的影响，包括照射其他成分的一些产物，DC本身分泌的因子等，与单纯体外研究不太一致，机制方面还需进行深入的探讨。
4、 电离辐射对DC迁移能力的影响

DC准确及时的迁移到次级淋巴结是其呈递抗原并激活初始T细胞的前提，这种迁移主要由趋化因子和趋化因子受体所介导[1, 11]，并同时受很多因素调控。Merrick A.等研究了γ射线对DC迁移能力的影响，发现电离辐射能促进iDC的迁移能力，而对mDC的迁移能力无明显影响。之前他们还用一种绿色荧光蛋白PKH2标记DCs照后注射于小鼠的脚底板，48h后收集腿弯部和腹股沟的淋巴结，发现10Gy X线照射明显增强了LPS处理后的DC的迁移能力，并在淋巴结出收集到更多的标记DC[6]。Ryan J. C等[9]研究了间质DC和表皮LC在照后的迁移能力的变化，发现电离辐射能促进MHCⅡ+ iDC和langerin+ LC的迁移，具有剂量和时间依赖性。
但这些研究都是在体内条件下，最近研究者用一种transwell的方法，在体外条件下研究骨髓来源的DC的迁移能力，发现IR可以明显抑制DC向CCL19的迁移能力，而且可以降低其表面CCR7的表达[11]。所以有人推测，辐射对DC迁移能力的这种促进作用可能与环境中趋化因子的含量有关，如CCL19，CCL21等[19]，同时有研究发现肿瘤组织中CCL21的mRNA水平的上调[9]。提示电离辐射导致DC迁移增强可能与微环境中的趋化因子含量的改变有关。另外研究者还发现，照射部位外源注射IL-12能抑制辐射触发的DC迁移[9]，IL-12的大量分泌是DC成熟的标志，可能对DC迁移有调节作用。
5、电离辐射对DC分泌细胞因子的影响

DC通过分泌多种细胞因子而对免疫系统发挥重要调控作用，电离辐射导致的DC分泌细胞因子功能的变化对其生物学功能有重要影响。Merrick A等[6]对CD14+髓系祖细胞分化而来的DC进行了照射，发现电离辐射明显减少了IL-12的分泌，并呈剂量依赖性关系，而IL-10的分泌未受影响。同时，DCs激活T细胞的能力大大减弱，在体内试验中也出现了免疫抑制。而免疫学的研究表明，IL-12主要诱导原始T细胞向Th1细胞分化，IL-10诱导原始T细胞向Th2细胞分化[6]。而IL-12和IL-10的改变可影响Th1和Th2在免疫反应中的平衡，调节免疫激动和耐受。Shigematsu A.等[13]分别给予DC 0.05Gy，1Gy剂量照射，发现IL-2, IL-12,IFN-γ的分泌量明显增加。而低水平辐射却可以增强DCs激动T细胞的能力，并且有很多报道低水平辐射对免疫系统有兴奋作用，具有抗肿瘤的效果。甚至有学者推断，电离辐射对免疫系统的作用有可能由DC所介导，并且与其照后分泌的细胞因子有关[3, 16]。
免疫学的研究发现，Heme Oxygenase -1 (HO-1)表达于iDC，能被成熟刺激所减弱，和电离辐射类似，HO-1也可以不仅可以减弱DCs的共刺激能力，也可以抑制IL-12的分泌，而不影响IL-10的分泌[2]。基于这一现象，有学者推断电离辐射导致的氧应激可以诱导单核细胞或iDCs中HO-1的表达增加，从而抑制了DCs的共刺激能力和IL-12的分泌水平[6]。说明HO-1可能是辐射导致IL-12下调的潜在机制。电离辐射对其他细胞因子分泌的影响尚未见报道。

6、 放疗联合免疫治疗在肿瘤治疗中的应用

由于DCs强大的激活初始T细胞的能力，从而产生很强的初级、次级免疫，因此肿瘤相关抗原（TAA）免疫的DC大大增强了机体抗肿瘤的能力[4, 20, 21]。基于DC的抗癌疫苗被越来越多的研究，并取得很好效果，这为肿瘤的治疗引进了一个新的思路。研究者发现，放疗联合免疫治疗对肿瘤生长的控制效果优于单纯使用放疗或免疫治疗[20, 22, 23]。
电离辐射导致的肿瘤细胞凋亡或坏死产生的炎性介质、肿瘤抗原等被抗原提呈细胞（如DC）摄取之后，呈递给T细胞，产生肿瘤特异性的免疫反应；同时辐射可以改变DC的功能状态，促进机体免疫反应。研究者[4]用肿瘤基质培养DC从而使之获得相关肿瘤的免疫，并通过电穿孔法将IL-2和GM-CSF基因转入其中，在注入瘤体后可以造成一个富含IL-2和GM-CSF的微环境，再配合放射治疗，瘤体的缩小程度明显优于单纯放疗或单纯抗原肽添加的DC治疗。
Sandra Demarja等[3]使用一种系统源性哺乳动物瘤,通过照射局部瘤体而明显抑制远端肿瘤的生长。并且发现在T细胞缺失的情况下，这种远位效应明显减弱或消失。说明T细胞在这一过程中发挥重要作用，而DC具有强大激活T细胞的功能。近年来研究发现，肿瘤疫苗免疫的DC还可以发挥记忆性免疫，从最后一次免疫开始，60天内仍然有抗肿瘤免疫[24]。基于这一现象，外源性使用DC疫苗配合放疗不仅可以提高原位肿瘤的控制效果，对同种类肿瘤转移灶的控制也有一定作用，因此辐射与免疫协同造成的是整个机体肿瘤特异性系统免疫能力的提升，而不是单纯局部治疗。这是术疗和常规放疗难以达到的效果，又避免了化疗造成的全身毒性作用，具有重要意义。
7、展望
DC是最重要的抗原提呈细胞，目前虽然对UVB对DC影响的研究很多，但是关于电离辐射对DC影响的研究还较少。DC对免疫系统还发挥着重要的调节作用，照后DC表型，功能，生存状态的改变，对整个机体免疫的变化有重要影响，而目前对DC辐射效应的研究不是很深入，采用的照射方式也很单一，有必要进行深入的探讨，从而从DC的角度对整个免疫系统的辐射损伤进行防治，这对放射病的预防和治疗有重要意义。关于DC的辐射效应，目前还没有系统的量效关系、时效关系等报道，对于不同类型的辐射（如重离子、X射线和电子线）的作用不是非常清楚。DC抗癌疫苗的研发也为放射联合免疫治疗开拓了新的方向。研究电离辐射对DC的影响不仅可以为辐射致免疫抑制的机制提供新的理论依据，也可以为辐射防护和肿瘤治疗提供新的思路。
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