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【摘要】   目的    探索 γ射线胸部照射小鼠早期肺组织免疫相关 T淋巴细胞反应。方法    将
112只 C57BL/6 雄性小鼠 [6~8 周龄，（20±2） g]采用随机数字表法随机分为 14组（照射组和对

照组各 7组），每组 8只。照射组小鼠进行单次 20 Gy 60Co γ射线胸部照射，分别在照射后第

3 、12 小时和第 1 、2 、3 、7 、14 天用流式细胞仪检测肺组织的白细胞、T淋巴细胞（CD3+）及
其 CD4+和 CD8+亚群、调节性 T细胞（Treg）等免疫细胞比例的变化。两组间比较采用 t 检验。

结果    照射后的小鼠肺组织白细胞显著降低（t=3.446~7.781，均 P<0.01）；CD3+T细胞在照射后

早期（第 3小时至第 2天）降低明显（t=4.413~15.430，均 P<0.01）；Treg （CD4+CD25+Foxp3+）显著

升高（t=2.813~4.406，均 P<0.05）；CD4+在照射后早期（第 3小时和第 12小时）减少（t=5.019、
4.912，均 P<0.01），1 d后恢复至对照组水平；CD8+在照射后早期（第 3小时和第 12小时）无明

显变化，第 1天和第 3天降低明显（t=6.736、4.738，均 P<0.01），第 7 天后升高（t=7.537、3.903，
均 P<0.01）；CD4+/CD8+比值在照射后 12 h内降低（t=5.624、4.083，均 P<0.01），第 1天和第 3天

升高明显（t=13.410、5.702，均 P<0.01），但 7 d后又下降（t=5.505、3.928，均 P<0.01）。结论    胸
部照射小鼠早期肺组织免疫相关细胞呈现各种不同变化，这可能与辐射导致免疫细胞损伤以及

机体应激反应产生的免疫应答有关。
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【Abstract】   Objective    To  explore  the  early  response  of  immune-related  T  cells  in  the  lung
tissue of mice, whose chests were exposed to gamma rays. Methods     A total of 112 C57BL/6 mice
(6 –8  weeks  old,  (20  ±  2)  g)  were  randomly  divided  into  14  groups  (7  irradiation  groups  and  7
corresponding control groups, n = 8). The irradiation groups received a single dose of chest irradiation
(20 Gy) by using a  60Co ray source. The immune cells in the lung, including white blood cells and T
cell (CD3+) and its subtypes (CD4+/CD8+/Treg) in the lung tissue, were detected using flow cytometry
at 3 h, 12 h, and 1, 2, 3, 7, and 14 days after irradiation. The t test was used to compare the two groups.
Results    The  leukocytes  in  the  lung  tissue  of  irradiated  mice  were  significantly  reduced  (t=3.446 –
7.781,  all P<0.01).  The  CD3+ T  cells  decreased  early  after  irradiation  (3  h–2  days;  t=4.413–15.430,
all P<0.01).  The  Treg  cells  (CD4+CD25+Foxp3+)  increased  significantly  (t=2.813–4.406,  all P<0.05).
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The  CD4+  T  cells  decreased  significantly  at  the  early  stage  after  irradiation  (3  h  and  12  h;  t=5.019,
4.912; both P<0.01) and returned to the control level after one day. The CD8+ T cells did not change at
the early stage (3 h and 12 h), decreased significantly at 1 and 3 days ( t=6.736, 4.738; both P<0.01),
and  increased  significantly  after  seven  days  (t=7.537,  3.903;  both  P<0.01).  The  CD4+/CD8+  ratio
decreased within 12 h after irradiation ( t=5.624, 4..083; both P<0.01), increased significantly at 1 and
3  days  (t=13.410,  5.702;  both P<0.01),  and  decreased  again  after  seven  days  (t=5.505,  3.928;  both
P<0.01). Conclusion    Chest-irradiated mice showed different changes in immune-related cells in the
lung tissue at the early stage after irradiation, which may be related to the damage of immune cells by
radiation and the immune response produced by the body's stress response.
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肺组织受到电离照射后数小时，肺间质中的上

皮细胞、内皮细胞和肺实质细胞开始发生凋亡[1-2]。

细胞凋亡可以释放促炎性细胞因子、趋化因子和抗

原等，抗原提呈细胞识别新出现的抗原，呈递给

T淋巴细胞。因此，电离辐射具有启动机体免疫应

答的作用[3-4]。

北京市放射生物学重点实验室前期建立了小鼠

放射性肺纤维化模型，发现 T细胞及其亚群与放射

性肺纤维化关系密切[5]。本研究利用该模型检测小

鼠胸部照射早期不同时间点肺组织免疫相关 T细

胞的变化，以期明确放射性肺损伤早期免疫细胞的

反应，为放射性肺损伤机制和防治的研究提供依据。

1    材料与方法

1.1    主要试剂及仪器

RPMI 1640 培养基、胎牛血清（美国 Gibico公

司），戊巴比妥钠（德国 Merck公司），胶原酶（美

国 Sigma公司），CD45-别藻青蛋白 -花青素 7抗

体、CD3e-异硫氰酸荧光素抗体、CD4-藻红蛋白-
花青素 7抗体、CD8α-多甲藻黄素叶绿素蛋白抗

体、CD25-藻红蛋白抗体、Foxp3- Alexa 647抗体、

CD16/32抗体、红细胞裂解液（美国 BD公司），打

孔透化浓缩液/稀释液/透化液（美国 Thermo Fisher
Scientific公司）。钴源（Co-60，英国维瑞斯公司），

流式细胞仪（BD FACSCalibur，美国 BD公司）。

1.2    实验动物、分组及处理方式

112只 6~8周龄、体重（20±2）g的 SPF级雄

性 C57BL/6小鼠购于北京维通利华生物科技有限

公司 [动物许可证号：SCXK（京）2016-0006]，饲

养于军事科学院军事医学研究院实验动物中心，饲

养环境：温度 26℃ 左右，相对湿度 50%~70%。

根据文献调研[6] 和实验室前期研究[5]，对 112
只小鼠编号后，制定分组规则，根据随机数字表中

挑选的随机数字按确定的分组规则，完全随机分

为 14个组（7个对照组、7个照射组），每组小鼠 8只。

将小鼠麻醉（1%戊巴比妥钠，50 mg/kg），之

后固定在自行设计的动物照射装置上，除胸部照射

部位（面积 3.2 cm×1.5 cm）外，其余部位用 10 cm
厚铅砖屏蔽。在军事医学研究院钴源照射室进行
60Co γ射线单次照射，照射剂量为 20 Gy，剂量率

为 0.5976 Gy/min。
分别在照射后第 3 、12 小时和第 1 、2 、3 、

7 、14 天将小鼠麻醉（1%戊巴比妥钠，50 mg/kg）、
放血，取小鼠全肺剪碎后用胶原酶消化，置于 40 µm
细胞筛网过滤得到肺单细胞悬液。取出肺单细胞悬

液，加入CD16/32抗体，于 4℃ 孵育 15 min后，分别

加入CD45-Allophycocyanin-Cy7、CD3e-Fluorescein
isothiocyanate、CD4-Phycoerythrin-Cy7、CD8α-Percp
和 CD25-PE，于 4℃ 孵育 60 min；加入固定和（或）

透化液，穿模打孔后加入 Foxp3-Alexa 647抗体，

混匀，于 4℃ 孵育 90 min。使用流式细胞仪对标

记好的细胞进行检测。

1.3    统计学分析

x̄

采用 SPSS17.0 软件进行统计学分析。数据符

合正态分布以 ±s表示，组间两两比较采用 t 检验

(方差齐)。P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    照射小鼠肺组织WBC的变化

利用 CD45抗体标记检测小鼠肺组织 WBC 的
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比例变化见表 1。由表 1可见，与对照组相比，照

射组小鼠肺组织 WBC 比例显著降低，这与白细胞

的辐射敏感性反应一致。

2.2    照射组小鼠肺组织总 T淋巴细胞的变化

通过 CD3抗体标记检测小鼠总 T淋巴细胞的

比例变化见表 2。由表 2可见，照射后早期（第

3小时至第 2天）T淋巴细胞减少，这说明辐射对

T细胞有明显损伤；第 3天后 T淋巴细胞基本恢复

至对照组水平，这可能与 T淋巴细胞的应激增殖

反应有关。

2.3    照射组小鼠肺组织 T细胞亚群 CD4+和 CD8+

及其比值的变化

小鼠肺组织 T细胞亚群 CD4+和 CD8+的检测

结果及其比例见表 3。由表 3可见，照射后 CD4+

和 CD8+均呈现波动性变化，但存在明显的时相差

异，CD4+细胞在照射后早期（第 3小时和第 12小

时）即显著减少（t=5.019、4.912，均 P<0.01），1 d
后恢复至对照组水平（ t=0.352，P=0.99），第 2天

和 第 7天 低 于 对 照 组 （ t=3.142、 4.705， 均 P<
0.05）；CD8+细胞在照射后早期（第 3小时和第

12小时）无明显变化（t=0.429、1.982，均 P>0.05），
第 1天和第 3天降低明显（t=6.736、4.738，均 P<
0.01），第7天后显著升高（t=7.537、3.903，均P<0.01）。
CD4+/CD8+比值在照射后 12  h内降低 （ t=5.624、
4.083，均 P<0.01），第 1天和第 3天升高明显（t=
13.410、5.702，均 P<0.01），但第 7天后又下降（t =
5.505、3.928，均 P <0.01）。
2.4    照射小鼠肺组织调节性 T细胞（regulatory T

cells， Treg）的变化

通过 CD4、CD25和 Foxp3抗体标记检测小鼠

肺组织 Treg比例变化的结果见表 4。由表 4可

见，与对照组比较，照射组小鼠肺组织 Treg比例

显著增高。前期实验结果证明，放射性肺纤维的发

生发展过程中一直伴随有 Treg增高（t=2.813~4.406，
均 P<0.05），本实验结果进一步证明 Treg在照射

后早期即有明显增高，这可能与辐射诱发早期炎性

反应有关。

3    讨论

放疗是恶性肿瘤临床治疗的常用方法，然而放

疗引起的放射性肺损伤，如肺炎和纤维化是放疗最

为棘手的并发症，严重制约了放疗的临床应用[7]。

如何减少放射性肺炎的发生、减轻肺纤维化的程度

一直是肿瘤放疗领域的研究热点[8-9]。机体受到电

离辐射损伤，会启动一系列免疫应答[10]，而淋巴细

胞的激活增殖是免疫反应的基础[11]。已有研究结果

表明，放疗后肺损伤的一个突出特征是出现了淋巴

细胞性肺泡炎[12]。在放射诱导的肺纤维化中，淋巴

细胞参与肺纤维化反应[13-14]，这说明淋巴细胞在放

射性肺损伤中发挥重要作用[13,15]。T淋巴细胞是高

度异质性的细胞群体，其多向性免疫调节作用使其

成为机体免疫内环境稳定的重要细胞，在机体抗病

毒、抗细菌和抗肿瘤等的免疫反应中起着关键作

用。然而，电离辐射早期肺组织 T淋巴细胞及其

亚群的变化规律还不清楚。明确辐射早期肺组织免

疫细胞反应为放射性肺损伤发生机制及早期干预提

x̄± s

表 1    20 Gy γ射线照射后不同时间点小鼠白细胞比例的变

化（ ，n=8）

x̄± s

Table 1    Changes  in  the  proportion  of  leukocytes  in  mice  at
  different time points after 20 Gy γ-ray irradiation ( , n=8)

照射后时间
白细胞/肺总细胞（%）

对照组 20 Gy照射组

第3小时 53.69±4.99 29.75±5.72a

第12小时 43.90±6.54 28.62±1.22a

第1天 42.75±6.90 27.60±6.51a

第2天 36.78±4.10 24.82±8.10a

第3天 45.39±6.42 29.69±6.94a

第7天 50.28±7.00 32.36±4.58a

第14天 52.50±6.38 40.92±6.66a

注：表中，a：与对照组比较，差异均有统计学意义（t=3.446~

7.781，均 P<0.01）

x̄± s

表 2    20 Gy γ射线照射后不同时间点小鼠 CD3+总 T淋巴细

胞比例的变化（ ，n=8）

x̄± s

Table 2    Changes in the proportion of CD3+ T cells in mice at
   different time points after 20 Gy γ-ray irradiation ( , n=8)

照射后时间
CD3+T细胞/CD45+T细胞（%）

对照组 20 Gy照射组

第3小时 41.23±2.94 31.73±2.31a

第12小时 35.56±1.81 14.54±2.01a

第1天 33.74±1.28 27.10±1.58a

第2天 15.92±0.88   8.98±3.22a

第3天 31.47±0.50 26.75±3.28 

第7天 28.36±3.02 24.00±2.22 

第14天 23.90±3.96 19.58±1.31 

注：表中，a：与对照组比较，差异均有统计学意义（t=4.413~

15.430，均 P<0.01）
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供了重要依据。

白细胞主要包括粒细胞、单核细胞和淋巴细

胞，是机体参与免疫应答的主要细胞类型。白细胞

缺乏会导致免疫功能受到抑制，剂量超过 2~3 Gy
的辐照会增加感染的风险并影响伤口愈合。除免疫

抑制外，高剂量照射最常见的作用之一是诱导炎症

过程[16]。本研究发现，照射后 3 h，小鼠肺组织数

量显著降低，说明辐射早期即可导致白细胞损伤，

但直至第 14天仍未恢复至正常水平，该结果提示

肺组织辐射引起的白细胞损伤无法在短时间内恢

复，与白细胞的辐射敏感性一致。

T淋巴细胞来源于骨髓，是一类具有免疫活性

的小细胞群体，发挥免疫应答、免疫调节及内环境

稳定等作用[14]。小鼠肺组织总 T细胞数量在照射后

3 h~2 d减少，3 d后恢复到正常水平，结果提示照

射早期 T细胞损伤。但机体很快启动免疫应答，

T细胞在淋巴结中活化增殖，迁移募集到损伤部位

使其迅速恢复。根据 T细胞的不同功能，可以将

其分为 CD4+辅助和（或）诱导性 T细胞和 CD8+抑
制性和（或）细胞毒 T细胞[17]。T细胞各亚群相互促

进又相互限制，共同维持机体免疫内环境的稳定。

在电离辐射条件下，不同 T细胞亚群应对辐射损

伤的敏感性和照射后的重建能力存在差异。照射后

肺组织 CD4+与 CD8+T细胞均呈现波动性变化，但

存在明显的时相差异：CD4+T细胞在照射后早期

（第 3小时和第 12小时）即显著减少，1 d后波动性

恢复至对照组水平；CD8+T细胞在照射后早期（第

3小时和第 12小时）无明显变化，1 d后和 3 d后降

低明显，7 d后显著升高。CD4+T和 CD8+T细胞变

化的时相差异表明二者的辐射敏感性和重建能力不

同，在辐射损伤修复中发挥不同的功能。CD4+T和

CD8+T细胞的平衡与机体免疫功能密切相关 [17]，

CD4+/CD8+T细胞比例失衡会削弱机体的免疫力。

CD4+/CD8+比值在照射后早期（1 d内）和后期（7 d后）

均明显下降，期间出现明显的波动性升高，这可能

是 CD4+T和 CD8+T细胞的辐射敏感性不同，并且

以不同的免疫应答方式响应辐射损伤，从而导致免

疫紊乱的体现。

Treg具有维持免疫耐受、抑制过度免疫应答

损伤和终止免疫应答的重要作用[18]。实验室前期研

究结果表明，Treg 通过抑制 Th17 分化和扰乱 Th1
和（或）Th2 型细胞因子平衡参与放射性肺纤维化

的发展[5]。本研究结果发现，照射后 Treg比例持

续升高，提示照射早期机体迅速启动 Treg介导的

免疫抑制反应，持续的免疫抑制可能是放射性肺纤

x̄±s表 3    20 Gy γ射线照射后不同时间点小鼠 CD4+T、CD8+T细胞比例的变化（ ，n=8）

x̄±sTable 3    Changes in the proportion of CD4+T and CD8+T cells in mice at different time points after 20 Gy γ-ray irradiation（ ，n=8）

照射后时间
CD4+T细胞/CD3+T细胞（%） CD8+T细胞/CD3+T细胞（%） CD4+T细胞/CD8+T细胞（%）

对照组 20 Gy照射组 对照组 20 Gy照射组 对照组 20 Gy照射组

第3小时 39.62±2.97  27.30±3.90a 36.22±1.46 35.30±3.77  1.10±0.10 0.77±0.08a

第12小时 38.68±2.11 25.17±4.13a 35.74±0.97 40.48±2.89  1.10±0.10 0.62±0.10a

第1天 43.70±3.13 42.90±7.54  31.90±1.62 18.59±1.74a 1.37±0.07 2.43±0.17a

第2天 53.48±5.33 46.09±4.49b 31.93±3.74 31.97±4.52  1.50±0.24 1.33±0.14 

第3天 47.24±2.34 47.94±5.08  33.29±2.91 23.93±3.43a 1.38±0.17 1.86±0.16a

第7天 40.53±3.45 29.84±5.85a 37.43±4.95 52.84±6.25a 1.00±0.11 0.56±0.16a

第14天 34.50±4.32 36.08±4.31  34.10±6.27 41.81±4.65a 1.03±0.15 0.88±0.21a

注：表中，a：与对照组比较，差异均有统计学意义（t=3.640~14.850，均 P<0.01）；b:与对照组比较，差异有统计学意义（t=3.142，

P<0.05）

x̄± s

表 4    20 Gy γ射线照射后不同时间点小鼠调节性 T细胞比

例的变化（ ，n=8）

x̄± s

Table 4    Changes  in  the  proportion  of  Treg  cells  in  mice  at
  different time points after 20 Gy γ-ray irradiation ( , n=8)

时间
调节性T细胞/CD4+T（%）

对照组 20 Gy照射组

第3小时 1.00±0.45 3.73±0.92a

第12小时 1.17±0.15 1.88±0.38

第1天 5.38±1.07 7.83±1.19a

第2天 1.34±0.41 3.01±0.95b

第3天 1.61±0.85 3.59±1.52a

第7天 2.81±0.74 4.55±1.44a

第14天 3.40±0.46 5.07±1.85b

注：表中，a：与对照组比较，差异均有统计学意义（t=3.387~

4.406，均 P<0.01）；b：与对照组比较，差异均有统计学意义（t=

2.813、3.047，均 P<0.05）
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维化发生的原因，也可能与辐射诱发早期炎性反应

有关。

综上所述，胸部照射小鼠早期肺组织 T淋巴

细胞及其亚群呈现不同时相的变化，这可能与辐射

导致免疫细胞损伤以及机体应激反应产生的免疫应

答两方面有关。我们的研究为放射性肺损伤机制和

早期干预提供了依据。
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