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大剂量γ射线对树突状细胞表型及功能的影响
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　　［摘要］　目的　探讨大剂量电离辐射对树突状细胞（ＤＣ）表型及免疫功能的影响和辐射致免疫抑制的机制。方法　以
粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）和白介素４（ＩＬ４）诱导造血干细胞产生ＤＣ，给予０、１０、２０、３０Ｇｙγ射线照射，并于

照后２４ｈ进行脂多糖（ＬＰＳ）处理（１μｇ／ｍｌ）使之成熟。用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法研究ＤＣ的迁移能力，流式细胞术检测ＤＣ表面分子

（ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＭＨＣⅡ和ＣＣＲ７）的表达，ＥＬＩＳＡ检测细胞因子（ＩＬ６、ＩＬ１０和ＰＧＥ２）的分泌。结果　大剂量γ射线对ＤＣ的
表型无影响，却能抑制ＤＣ向ＣＣＬ１９的迁移，同时下调ＣＣＲ７的表达，减少ＩＬ６、ＩＬ１０和ＰＧＥ２等细胞因子的分泌。结论　大
剂量γ射线可以通过下调ＣＣＲ７和诱导凋亡抑制ＤＣ的迁移，减少细胞因子的分泌，导致免疫抑制。
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　　电离辐射（ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＩＲ）是威胁人类健康
的众多天然因素之一，近些年随着医学放射诊疗设备
的广泛应用和核能的不断开发，电离辐射已经渗透到
人们生活的方方面面。电离辐射导致的机体免疫功
能低下对各种放射病和感染的发生、发展有重要影
响。树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）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［１］。ＤＣ平时定居在外周组织中，当受到炎
症刺激或细菌感染后，它们开始向邻近的次级淋巴组
织和淋巴器官迁移、定居，并分化成熟［２］。ＤＣ及时准
确的迁移到特定的淋巴组织是其激活初始Ｔ淋巴细

胞的前提，也是其发挥重要免疫功能的基础。

　　ＤＣ是一种重要的免疫细胞，对其辐射生物效应
的研究报道相对较少。而相对于Ｔ、Ｂ淋巴细胞，ＤＣ
具有较高的辐射抗性，在中等剂量并不表现出明显
辐射损伤［３］，因此研究大剂量电离辐射对ＤＣ表型及
功能的影响，并对其损伤进行防护和修复，对于急、
慢性放射病和继发感染的救治，甚至对于免疫系统
和机体的辐射防护有重要意义。

１　材料和方法

１．１　动物、试剂和仪器　雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，４～６周
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龄，购自中国科学院上海实验动物中心。粒细胞巨噬

细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）、白介素４（ＩＬ４）、ＣＣ趋

化因 子 配 体 １９（ＣＣＬ１９）购 自 ＰｅｐｒｏｔｅｃｈＳｙｓｔｅｍｓ
（ＲｏｃｋｙＨｉｌｌ，ＮＪ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）；脂多糖（ＬＰＳ）购

自Ｓｉｇｍａ公司 （ＵＳＡ）；ＣＤ８０ＰＥ、ＣＤ８６ＰＥ、ＭＨＣⅡ
ＰＥ和ＣＣＲ７ＰＥ抗体购自Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司（ＳａｎＤｉｅ
ｇｏ，ＣＡ）；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和 碘化丙啶（ＰＩ）凋亡试剂
盒 购 自 ＢｉｐｅｃＢｉｏｐｈａｒｍａ （Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ，ＵＳＡ）；

ＥＬＩＳＡ试剂盒购自Ｒ＆Ｄ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）。主要仪
器为第二军医大学辐照中心６０Ｃｏ辐照装置；Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ流式细胞仪及分析系统。

１．２　ＤＣ培养与照射　取小鼠骨髓单个核细胞，

Ｔｒｉｓ破红，以２×１０６／ｍｌ的密度培养于含１０％胎牛
血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中。该培养液含有１０
ｎｇ／ｍｌ的鼠重组ＧＭＣＳＦ和１ｎｇ／ｍｌ的鼠重组ＩＬ
４，用于诱导造血干细胞分化为ＤＣ。培养至第３天，
轻轻吸掉悬浮细胞，贴壁细胞继续培养至第５天，即
为未成熟的ＤＣ（ｉｍｍａｔｕｒｅＤＣ，ｉＤＣ）［４］。第５天，给
予０、１０、２０、３０Ｇｙγ射线照射，并于照后２４ｈ进行

ＬＰＳ处理（１μｇ／ｍｌ）使其成熟。

１．３　ＤＣ表型分析　以ＣＤ８０ＰＥ、ＣＤ８６ＰＥ、ＭＨＣ
ⅡＰＥ和ＣＣＲ７ＰＥ等标记细胞，上流式细胞仪检测
并分析结果。

１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外趋化诱导分析　在２４孔板中加

入０．６ｍｌ含５％ＢＳＡ的ＲＰＭＩ１６４０培养液（其中含

１００ｎｇ／ｍｌ的ＣＣＬ１９），将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ管置于上方。在

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的上层加入０．１ｍｌ含２×１０５ＤＣｓ的培养

液，３７℃孵育４ｈ。轻轻移去Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ管，收集２４孔

板中的培养液及细胞，３７５９×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清。

用无菌ＰＢＳ重悬，流式细胞仪计数［５６］。

１．５　细胞因子检测　采用ＥＬＩＳＡ方法检测ＤＣ培
养液上清中ＩＬ６、ＩＬ１０和前列腺素Ｅ２（ＰＧＥ２）的水
平，操作严格按照说明书进行。

１．６　细胞凋亡检测　收集细胞，以 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ
ＦＩＴＣ和ＰＩ标记细胞，采用流式细胞仪检测并分析
结果。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计
学分析。数据以珚ｘ±ｓ表示，两组间均数的比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大剂量γ射线照射不影响 ＤＣ抗原提呈分
子　高剂量γ射线照射后，与抗原提呈功能密切相
关的分子ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＭＨＣⅡ均未发生明显改变；
同时照射后，ＬＰＳ诱导ＣＤ８０的能力也未见明显变

化（图１）。

图１　大剂量γ射线照射对ＤＣ表面分子ＣＤ８０（Ａ）、

ＣＤ８６（Ｂ）和 ＭＨＣⅡ（Ｃ）的影响

Ｆｉｇ１　ＣＤ８０（Ａ），ＣＤ８６（Ｂ）ａｎｄＭＨＣⅡ（Ｃ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｎＤＣｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｈｉｇｈｄｏｓｅγｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

２．２　大剂量γ射线照射抑制 ＬＰＳ诱导的 ＤＣ向

ＣＣＬ１９的迁移　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法结果（图２）显示，γ射

线能明显抑制ＬＰＳ诱导的ＤＣ向ＣＣＬ１９迁移，并具

有剂量依赖性。未照射时，和未成熟ＤＣ相比，ＬＰＳ
诱导成熟的 ＤＣ 向 ＣＣＬ１９迁移的能力明显增强

（Ｐ＜０．０５）。大剂量照射后，ＬＰＳ诱导成熟的ＤＣ向

ＣＣＬ１９迁移能力明显减弱（Ｐ＜０．０５）。

２．３　大剂量 γ射线照射对细胞因子分泌的影
响　除了抗原提呈，ＤＣ还发挥重要的免疫调节作
用，因此，我们检测了大剂量辐射对ＤＣ细胞因子分
泌功能的影响。由图３可见，未照射时，ＬＰＳ诱导成
熟的ＤＣ分泌ＩＬ１０、ＩＬ６和ＰＧＥ２的能力明显增强
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（Ｐ＜０．０５）。不同剂量照射之后，成熟ＤＣ分泌这些
细胞因子的能力明显下降（Ｐ＜０．０５），而未成熟ＤＣ
分泌ＩＬ１０、ＩＬ６和ＰＧＥ２的能力并不受照射影响。

图２　大剂量γ射线照射抑制ＤＣ向ＣＣＬ１９迁移

Ｆｉｇ２　Ｈｉｇｈｄｏｓｅγｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄ

ＤＣｍｉｇｒａｔｉｏｎｔｏＣＣＬ１９ｉｎｖｉｔｒｏ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ０Ｇｙ．ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

图３　大剂量γ射线照射降低ＤＣＩＬ６（Ａ）、

ＩＬ１０（Ｂ）和ＰＧＥ２（Ｃ）的分泌

Ｆｉｇ３　ＩＬ６（Ａ），ＩＬ１０（Ｂ），ａｎｄＰＧＥ２（Ｃ）ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙ
ＤＣｓｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄａｆｔｅｒｈｉｇｈｄｏｓｅγｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ０Ｇｙ．ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

２．４　大剂量γ射线照射下调ＣＣＲ７的表达并诱导

ＤＣ凋亡　ＣＣＲ７介导ＤＣ向ＣＣＬ１９的迁移功能［６］，

因此我们检测了照射后ＤＣ表面ＣＣＲ７的表达水平。
结果显示，大剂量辐射诱导ＣＣＲ７表达下调，具有剂
量依赖性（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ处理组ＣＣＲ７表达明显高
于未处理组（Ｐ＜０．０５，图４Ａ）。０、１０、２０、３０Ｇｙγ射
线照射后，ＤＣ凋亡率明显增高，具有剂量依赖性
（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。

图４　大剂量γ射线照射下调ＣＣＲ７的表达并诱导ＤＣ凋亡

Ｆｉｇ４　ＨｉｇｈｄｏｓｅγｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｄｅｃｒｅａｓｅｄＣＣＲ７

ａｎｄｉｎｄｕｃｅｄＤＣａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ０Ｇｙ．ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　电离辐射对生物体造成严重的损害，而免疫抑

制是导致很多放射病预后不良甚至久治不愈的重要

原因。电离辐射除了杀伤免疫系统放射敏感性较高

的细胞以外，还对放射敏感性相对不高的一些细胞

（如ＤＣｓ和Ｔｒｅｇ等）的功能产生影响，从而对免疫系

统产生调控作用［７］。

　　ＤＣ是最重要的专职抗原提呈细胞，在免疫系统

发挥重要作用［１］。ＤＣ在ＣＤ８０、ＣＤ８６等共刺激分子

的辅助下，通过 ＭＨＣⅡ向 ＣＤ４＋Ｔ 细胞呈递抗

原［８］，而大剂量电离辐射对ＣＤ８０、ＣＤ８６和 ＭＨＣⅡ
等分子无明显影响，提示辐射对ＤＣ的抗原提呈功

能影响不大。但辐射却能明显抑制ＤＣ向ＣＣＬ１９的

迁移能力，而ＤＣ准确及时的迁移至二级淋巴器官

是其大量激活Ｔ细胞的前提。我们发现电离辐射可

使体外实验中ＬＰＳ处理过的成熟ＤＣ的迁移能力明
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显减弱，并随照射剂量的增大而加重，提示γ射线对

ＤＣ向ＣＣＬ１９迁移的抑制在辐射免疫抑制中可能具

有重要作用，而未成熟ＤＣ长期定居于外周组织，受

抗原刺激后才开始迁移［９１０］，因此在体外实验中，辐

射对其迁移能力影响较小。由于ＤＣ表面ＣＣＲ７分

子是趋化因子ＣＣＬ１９和ＣＣＬ２１的受体［６，１１１２］，我们

的研究发现辐射明显下调ＣＣＲ７的表达，提示其可

能与ＤＣ迁移的抑制有重要关系。而由于ＰＧＥ２在

ＣＣＲ７介导的 ＤＣ 向 ＣＣＬ１９的迁移中有重要作

用［６］，本研究中ＰＧＥ２的水平下调也为辐射导致的

ＤＣ迁移能力下降提供了间接证据。

　　ＤＣ通过分泌多种细胞因子而发挥重要的免疫

调节作用［１］。在我们的研究中ＩＬ６、ＩＬ１０水平明显

下降。ＩＬ１０的改变可影响Ｔｈ１和Ｔｈ２在免疫反应

中的平衡，调节耐受［１３１４］；ＩＬ６是一种多效细胞因

子，对多种细胞功能有重要调节作用，如细胞增殖、

分化、免疫防御等［１５１６］。因此大剂量辐射可能使ＤＣ
对免疫系统的整体调节能力下降，具体机制仍需进

一步研究。另外，大剂量辐射导致ＤＣ凋亡率增加，

细胞活力下降，也可能与辐射导致迁移能力的下降

和细胞因子的分泌下降有关。
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