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人外周血白细胞黏附分子的辐射效应研究
李海军 程赢 乐晨 闵锐

-./0 $1 研究外周血白细胞表面黏附分子的表达及其介导的细胞黏附能力变化与辐射剂

量的关系。23 人外周血细胞经不同剂量照射后不同时间用流式细胞仪双色标记分析不同白细胞

表面不同黏附分子表达，特异底物包被微孔板法和结晶紫染色分析检测单核细胞对不同底物的黏

附能力。45 单核细胞表面 :;33< 和粒细胞表面 :;2= 表达下降与辐射剂量间存在良好量效关

系，照射后单核细胞对底物 !39整合素和胶原蛋白 > 的黏附能力改变与辐射剂量存在一定量效关

系。 46 外周血白细胞表面黏附分子表达及功能改变展现出的与辐射剂量间的良好关系，为进一

步深入研究将其作为评估生物受照剂量指标的可能打下基础。

789:; 剂量效应关系，辐射；白细胞；细胞黏附分子；细胞黏附
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细胞黏附分子泛指一类调节细胞与细胞间、细

胞与细胞外基质间相互结合和起黏附作用的膜表面

糖蛋白，其广泛存在于白细胞、内皮细胞及上皮细

胞中。有文献报道，不同组织细胞受电离辐射（包

括肿瘤放射治疗）后一定时间内，某些细胞黏附分

子表达发生不同程度的改变，其改变程度与辐射剂

量和照后分析时间有关 S3O 2T。目前，这类现象只在

受到照射的上皮细胞和内皮细胞上发现，而受射线

照射后人外周血白细胞表面黏附分子及其介导的细

胞黏附功能是否发生变化、与辐射剂量的关系如何

等尚不十分了解。本研究报告人外周血离体受不同

剂量 " 射线照射后不同时间，白细胞表面黏附分

子及黏附分子介导的细胞特异黏附功能改变，探讨

其与辐射剂量的关系。

? <=>23

383 血细胞照射

无菌采集人外周静脉血 2& +- 后，用肝素抗凝

（!& UV+-），分成 ( 组，分别接受 &、2、( 和 W P%

·放射生物学·
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! 射线照射，剂量率为 &'(" )*%+,-. （/0

12 放射治

疗仪，上海医用核子仪器厂）。照后全血细胞加入

等体积含 304小牛血清（杭州四季青生物工程材料

有限公司）的 56#793/&0 培养液（美国 7.8-9:-;<. 生

命技术公司，*7=1>），置于 "' :、?!4空气、!4

1>

@

培养箱中待分析。

3(@ 细胞黏附分子表达检测

不同剂量照射后各时间点 （照后立即、/、3@、

@& A） 取抗凝全血 @00 "B，"@0;; 离心 ! ,-. 去血

浆，混悬细胞沉淀，分别加入 ! "B 抗不同黏附分

子的荧光标记抗体 1C33$9异硫氰酸荧光素、

1C33D9藻红蛋白、1C3E9异硫氰酸荧光素、1C@?9

藻红蛋白、1C&?F9藻红蛋白、1C!&9异硫氰酸荧光

素G以上抗体均购自美国 =<)92. C-)H-.I2. 6A$:,9

-.;<. 公司J，单核细胞标志抗体 1C3&9藻红蛋白、

1C3&9吲哚二碳菁和粒细胞标志抗体 1C3"9藻红蛋

白、1C3"9吲哚二碳菁（中国晶美生物工程有限公

司） 双染，室温避光孵育 @0 ,-. 后加入红细胞裂

解液 （=<)92. C-)H-.I2.），& :孵育 3! ,-.，离心，

磷酸缓冲液洗涤 " 次，细胞沉淀用 0(" ,B 磷酸缓冲

液重悬，每份样本检测 !0 000 个细胞，流式细胞

仪分别分析表达 1C33$、 1C33D、1C3E、1C@?、

1C&?F 和 1C!& 不同黏附分子的单核细胞、粒细胞

阳性细胞数，确定每种黏附分子表达的相对强度。

3(" 细胞黏附分析

血样加入 30 ,B C<K9:$. L!00 M瑞典 6A$:,$)-$

公司J 室温静置 @! ,-. 沉淀红细胞，取上清，用

含 0(34牛血清白蛋白的磷酸缓冲液洗涤 " 次，淋

巴细胞分离液 （上海华精生物高科技有限公司） 用

!E0;; 离心，@0 ,-.，分离得到单核细胞（N-)2BB 离

心法），细胞用含 0(3O牛血清白蛋白的磷酸缓冲液

洗 @ 次，同样用磷酸缓冲液重悬细胞，镜下计数细

胞，调节终细胞数至 @(0;30

/

+,B。取 3!0 "B 细胞悬

液分别加入由整合素包被的微孔板 （酶联免疫分析

试剂盒，美国 1A<,-)2. 公司 J 和由胶原蛋白 7P

MQ-;,$ 公司J、胶原蛋白 7 M美国 Q-;,$ 公司J、免疫

球蛋白 * M美国 =-28-I-2. 公司J、健康人混合血清

不同底物包被的 ?/ 孔板中，两复孔。前者按试剂

盒操作说明书操作，后者微孔板置 "' :、?!4空

气、!41>

@

培养箱中 " A 取出，吸弃未黏附的细

胞，磷酸缓冲液洗 @ 次，用新鲜配制的 0('!4结晶

紫（含结晶紫 0(0'! ;、氯化钠 0(0@! ;、无水乙醇

! ,B、纯甲醛 0(3'! ,B，定容至 30 ,B）染色 30 ,-.，

双蒸水洗 " 次，置 "' :烘干 3 A 或室温避光过夜。

加入纯甲醇 '! "B+孔，摇床 ! ,-.，上微孔板读数

仪 !!0 ., 处测光密度值。

3(& 数据处理

采用单因素方差分析对数据进行统计学处理。

! !"

@(3 黏附分子表达与辐射剂量关系

利用双色荧光标记分别检测粒细胞和单核细胞

表面多种黏附分子表达，& 次重复实验的结果表

明，在不同照后时间，粒细胞、单核细胞表面黏附

分子的表达随照射剂量发生不同改变，在某些时间

点，黏附分子的表达与辐射剂量有较好的效应关

系，如照后 / A 粒细胞表面 1C33D 的表达随照射

剂量的增加而增加（图 3）；而单核细胞 1C33D 的

表达则随照射剂量增加而下降，如照后 / A，@ *%

时 1C33D 下降 33(/4、& *% 时下降 30("4、/ *%

时下降 @3(&4（图 @）。

在不同照后时间，单核细胞和粒细胞表面

1C@? 的表达均表现为随照射剂量的增加而下降，

!

" 粒细胞表面 1C33D 表达与辐射剂量的关系

!

! 单核细胞表面 1C33D 表达与辐射剂量的关系

3'/
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而且照射和未照射细胞在 "& 9孵育一段时间后

'()* 表达阳性细胞数都有不同程度的增加（图 "

和图 +）。

细胞受不同剂量照射后不同时间其他黏附分子

（'(,,$、'(,-、'(!+、'(+*. 等）的表达虽然也

表现出一定的改变，但数据分析表明无论是粒细胞

还是单核细胞，这些改变均无统计学意义。

)/) 细胞黏附能力与辐射剂量的关系

" 次独立的不同底物包被外周血单核细胞黏附

功能测定结果表明，在照后 0 1，细胞对 !,:整合

素的黏附功能随照射剂量增加而增强（图 !）。

受照单个核细胞对胶原蛋白 23、胶原蛋白 2、

免疫球蛋白 4 和混合血清为底物的黏附能力在受

照 ) 4% 后表现出增加，但在 ) 4% 以上照射后细胞

黏附能力与受照 ) 4% 时的黏附能力增高比略有下

降（图 0）。

! !"

急性和慢性辐射损伤伤员的分类诊断和治疗、

电离辐射对健康的危害和辐射安全评估等都需要了

解和确定受照射剂量，现有的物理剂量计虽然在准

确性和可靠性方面都大大提高，基本上能满足职业

条件下对个人和环境辐射剂量监测的需要，但在突

发放射性事故存在大量人群需要进行受照剂量调查

的情况下，在一些个人或人群未能佩带适当的物理

剂量计而其他的现场物理剂量记录又不能及时得到

的事故情况下，物理方法检测个体受照剂量成为不

可能。因此，寻找更好的、能代替物理方法检测人

员受照剂量的生物学剂量的方法是放射医学研究的

重要内容之一 5"6。

早在 ,**0 年，7$88$1$9 等 5+6 就发现小鼠肺局

部照射后肺内皮细胞的 ::选择素及细胞间黏附分

子 , 的表达量升高，且这种表达具有时间和剂量效

应关系：::选择素表达的阈剂量是 ,4%，在照射后

0 1 开始表达，并且主要在大血管的内皮细胞中表

达；细胞间黏附分子 , 表达的阈剂量是 ! 4%，但

要在照后 )+ 1 才开始表达。';<.=> 等 5!6 对体外培

养的两种肺肿瘤细胞系 ?!+* 及 @A#:@, 进行研究

发现，当它们受到 ) 4% 及 0 4% 的 B 射线照射后，

!,:整合素的表达量均明显升高，同时伴随着黏附

能力的增强。4$C=< 等 506 对小鼠脑细胞进行大剂量

一次照射和多次照射发现，当接受 )D 4% 的单一剂

量照射后 ) 1，细胞间黏附分子 , EFG? 表达升高

,+倍，而细胞间黏附分子 , 蛋白的表达在照后 )+ 1

升高 )/&& 倍；分次照射达到总剂量 +H 4% I) 4%J.K，

细胞间黏附分子 , EFG? 表达升高 "/!! 倍。近年来

!

! 粒细胞表面 '()* 表达与辐射剂量的关系

!

" 单核细胞表面 '()* 表达与辐射剂量的关系

!

# 细胞对底物整合素的黏附能力

!

$ 细胞对不同底物的黏附能力

,&&
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的研究也发现，电离辐射能诱导细胞黏附分子及基

质金属蛋白酶等细胞表面糖蛋白表达的改变 &'(。由

于细胞黏附分子主要介导细胞9细胞间信号识别及

黏附和迁移，基质金属蛋白酶可以降解细胞外基

质，部分参与细胞黏附和迁移，若电离辐射能诱导

细胞黏附分子及基质金属蛋白酶表达改变，应相应

伴随着这些分子介导的细胞黏附和迁移功能的改

变，这一系列变化若与照射剂量和照后时间存在一

定的剂量效应关系，那么开展电离辐射诱导的黏附

分子及功能的改变与剂量关系的研究很有可能发展

成为一种新的生物剂量检测指标和方法。

本研究受上述研究结果的启发，通过检测不同

剂量照射后不同时间人外周血细胞黏附分子表达及

介导的细胞黏附功能的变化，探讨利用这些指标来

评估生物体受照射剂量的可能性。初步的实验结果

表明，外周血受电离照射后不同时间，不同白细胞

表面不同黏附分子的表达变化与辐射剂量存在一定

程度的相关性，如照后 ) * 粒细胞 +,--. 表达在

/0) 1% 范围随剂量增加而增加；在照后不同时间，

粒细胞 +,23 的表达随照射剂量增加而下降；在照

后不同时间，外周血单核细胞表达 +,--. 和 +,23

基本上随照射剂量增加而下降。细胞黏附功能实验

表明，单核细胞受照后对不同底物的黏附能力改变

与受照剂量有关，如对 胶原蛋白 4 的黏附能力在 )

1% 照射剂量范围内随照射剂量增加而增加，对

!-9整合素底物的黏附能力只在 2 1% 以上照射组随

照射剂量增加而增加，而其他底物的黏附能力仅在

2 1% 照射组增加。这些结果对于筛选具有指示生

物受照剂量能力的指标提供了初步的并且总有用的

信息。

由于本组报告的实验样本量较少，实验批数不

多，实验过程中尚存在一些需要通过优化实验条件

和改善实验操作技能来解决的问题，如细胞黏附分

析过程中的细胞染色和染色后的洗涤程序对实验结

果的影响等，文中提及的分析指标和分析方法能否

最终用于指示生物受照剂量尚有很多深入细致和复

杂的工作需要进一步深入研究。

! " # $
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E>NN NC<>H C< MC=7D&O(_ 4<= O ?$BC$= SCDNP 2QQ2P 'WR!TU "Z'V"!'_

［ )］ 1$.>7 #[P 9$.>\ `#P a6\$=H6 @P >= $N_ ,CII>7><E>H C< 4+K#9J

$<B b]a9"NG*$ >FG7>HHCD< .>=c>>< N$7Y> HC<YN> I7$E=CD< $<B

I7$E=CD<$=>B C77$BC$=CD< C< 8D6H> .7$C< &O(_ 4<= O ?$BC$= SCDNP 2QQ"P

'3R!TU "!3V"))_

［'］ 96HH\C<B ;P ;%8DcC=^ #;P d$6 e;P >= $N_ 4<E7>$H>B GN$H8$ N>M>NH

DI 8$=7CF 8>=$NNDG7D=>C<$H>H93 $<B =CHH6> C<*C.C=D7 DI

8>=$NNDG7D=>C<$H>9J C< N6< $<B .7>$H= E$<E>7 $7> $N=>7>B B67C<Y

E*>H= 7$BCD=*>7$G%&O(_ 4<= O ?$BC$= `<EDN SCDN f*%HP 2QQ"P !)RZTU

JJ)JVJJ)3_

（收稿日期：2QQWVQJV2W）
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由中国抗癌协会肿瘤标志专业委员会主办，中华医学会核医学分会、江苏省抗癌协会肿瘤标志专业委

员会协办，中华医学会南京分会、南京医科大学附属南京第一医院、江苏省肿瘤防治研究所、南京临床核

医学中心承办的“2QQW 年亚太地区肿瘤生物学和医学学术会议暨第三届中国中青年肿瘤专家论坛”定于

2QQW 年 JQ 月 2Q 日—2Z 日在江苏省南京市召开。这是我国肿瘤生物学领域的一次重大盛会，来自美国、

欧洲、日本、韩国等国家的著名学者和我国在该领域做出卓越贡献的两院院士和专家将作精彩的大会报告

和专题讲座。本届大会的召开已受到世界肿瘤生物学界及肿瘤临床工作者的广泛关注，届时大会的与会代

表将达到 )QQ 人以上。详细信息可上网查询，网址：*==GUggccc_<hE<8E_ED8

J'W


