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　　【摘要】　目的　探讨 X射线诱发大鼠外周血淋巴细胞 TCR基因突变的剂量 -效应关系。方法　以不同剂量
(0 ～ 3Gy)的 X射线照射新鲜分离的大鼠外周血淋巴细胞 , PHA、ConA、IL-2协同刺激培养 7d,流式细胞仪检测 TCR
突变频率。结果　大鼠淋巴细胞体外培养 7d后 , TCR突变频率随照射剂量的增加而增加 , 二者存在良好的剂量 -效
应关系 , 最佳拟合曲线为二次多项式模式 ,回归方程为:TCRMF= 1.615+9.979D+1.712D2(F=146.781, P<0.01,
R2
adj=0.864)。结论　本研究结果显示:X射线诱发大鼠外周血淋巴细胞 TCR基因突变频率与照射剂量间存在良好的
剂量 -效应关系。
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【Abstract】　Objective　 Toinvestigatethedoes-responserelationshipofT-cellreceptorfromratperipheralblood
lymphocyteinducedbyX-ray.Methods　 FreshlyisolatedperipherallymphocytesfromratwereirradiatedwithX-ray
rangedfrom0Gyto3GyandculturedwithphytohemagglutininConcanavalinAandinterleukin-27days, Themutantfrequen-
ciesofTCRgeneweredetectedbyflowcytometry.Results　 TCRgenesmutationincreaseswiththedoseincenseinthecul-
turedtheratlymphocytes7daysanditexistsfavourabledose-responserelationship.Datawerefoundtobefittedoutoptimal
byaquadraticpolynomialdose-responsemodle, whichcouldbedescribedbyregressionequation:TCRMF=TCRMF=1.
615+9.979D+1.712D2(F=146.781, P<0.01, R2adj=0.867).Conclusion　 Thefavourabledose-responserelationship
betweenTCRMFinducedbyXrayanddosecanbefoundfromthisstudy.
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　　TCR是 T淋巴细胞表面的一种蛋白受体 , 由 α, β 或γ, δ双

链组成 , 其双链只有与 CD3分子结合成复合体后才能发挥生物

学作用 , 由于功能上的单倍性 ,发生在有活性的 TCR基因的单

个突变即可导致表现型 TCR突变体的产生 , 因此可通过检测

CD3分子的表达情况来判断是否发生突变。 TCR突变分析法
具有采血量少 、检测耗时短 、反应灵敏等特点 ,已被众多学者用

于评估人体辐射损伤的研究 [ 1-3] , 结果显示:TCR突变频率与
照射剂量之间存在良好的剂量 -效应关系。但此技术尚不成

熟 , 未得到实际应用 , 需进一步深入研究。 笔者参照 Ishioka[ 4]

报道 , 采用培养法对分离的大鼠外周血淋巴细胞进行 PHA、Co-

nA、IL-2协同刺激培养 , 使 TCR突变表型在 7d内得以表达 ,
观察突变频率与照射剂量的关系 ,以探讨 TCR突变技术作为生

物剂量计的可行性 , 并为进一步深入的研究打下基础。

1　材料和方法
1.1　动物及分组　实验动物为健康 Wistar大鼠 , 平均体重

245.48g,由山东大学实验动物中心提供;随机分成对照组和 5

实验组 , 每组 8只。

1.2　主要试剂　RPMI-1640培养基为美国 GIBCO公司产品;
HEPES、2-巯基乙醇 、丙酮酸钠由 Solarbio公司提供;重组人白

介素 -2购自长春长生基因药业股份有限公司;大鼠淋巴细胞
分离液购自天津市津脉基因测绘技术有限公司;植物凝集素

(PHA)购自广州医学工业研究所;刀豆蛋白(ConA)、异硫氰酸
荧光素(FITC)标记的小鼠抗大鼠 CD4抗体为美国 invitrogen公

司产品 、藻红蛋白(PE)标记的小鼠抗大鼠 CD3抗体及非特异
同型对照 FITC标记的小鼠 IgG

2a
、PE标记的小鼠 IgG

3
均为美国

Sigma公司产品。

1.3　照射条件　采用 clinac23EX医用直线加速器照射 , 能量

6MeV,照射距离 100cm, 剂量率 200cGy/min。照射剂量分别为

0、0.5、0.75、1.0、2.0和 3.0Gy, 照射过程中使细胞保持在(37

±1)℃的恒温中。

1.4　普通培养基的制备　由 RPMI-1640培养液(含 L-谷氨
酰胺)、2g/LNaHCO3、25mmol/LHEPES、20%灭活新生牛血清 、

50μmol/L2-巯基乙醇 、1mmol/L丙酮酸钠及适量抗生素组成 ,
pH值 7.2。

1.5　淋巴细胞刺激液的制备　无菌取大鼠静脉血 , 基础培养

基洗涤两次 , 按全血:培养液为 0.5∶4的浓度种于普通培养基

中 ,同时加入 2μg/mlConA和 2.5μg/mlPHA, 于 37℃、5%CO2

培养箱中培养 48h, 取上清液作为淋巴细胞刺激液。

1.6　淋巴细胞的分离　无菌取大鼠静脉血各 2ml, 肝素抗凝 ,加

入等量的生理盐水稀释 , 后缓慢加入到含有 3ml淋巴细胞分离

液的刻度离心管中 , 2 000r离心 15min,吸取淋巴细胞 , RPMI-
1640洗涤两次 ,最后加入含普通培养基的 12孔板中已备照射。

1.7　细胞照射与培养　按上述照射条件照射 , 照后根据细胞

数多少调节细胞密度 ,同时培养基中加入 2μg/mlConA、2.5μg/

mlPHA、100u/mlIL-2、 20%淋巴细胞刺激液 , 置于 37℃、5%
CO2浓度的培养箱中培养 , 根据生长情况进行换液或传代 7d

后收集细胞。

1.8　TCR基因突变频率的测定
1.8.1　直接免疫荧光标记抗体　收集细胞 , PBS洗涤 2次 , 调

整细胞密度为 1×107 /ml, 各取细胞悬液 100μl加入两支试管 ,

第一支加入异硫氰酸荧光素(FITC)标记的小鼠抗大鼠 CD4抗

体 2.5μl、藻红蛋白(PE)标记的小鼠抗大鼠 CD3抗体 1.25μl,

第二支 FITC标记的小鼠 IgG2a、PE标记的小鼠 IgG3各 10μl作
为非特异同型对照;4℃避光 15min, PBS洗涤 2次 , 最后加入

PBS重悬细胞。

1.8.2　流式细胞仪检测　采用 BeckmancoulterEPIX-XL型
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流式细胞仪 , 单光子激光光源 , 波长 495nm。采用双参数模型 ,
设定淋巴细胞 “门”, 每支试管样品收集细胞 1 ×105个 ,按以下

公式计算 TCR突变频率(×10-4):
TCRMF=CD-

3
CD+

4
计数 /(CD-

3
CD+

4
计数 +CD+

3
CD+

4
计

数)
式中:CD-

3
CD+

4
为 TCR基因突变细胞表型 , CD+

3
CD+

4
为正

常细胞表型。
1.9　统计学分析　采用 SPSS17.0统计软件对 TCR突变频率

进行 t检验 , 拟合辐射剂量 -效应曲线 , 进行回归系数检验和拟

合优度检验。

2　结果
2.1　不同剂量 X射线诱发大鼠外周血淋巴细胞 TCR基因突

变频率的辐射剂量 -效应关系　由表 1可以看出 , 大鼠淋巴细
胞经不同剂量 X射线(0 ～ 3Gy)照射 , PHA、ConA、IL-2协同

刺激培养 7d, TCR基因突变频率随照射剂量的增加而增加 , 各
剂量组的 TCRMF与对照组比较 , 差异均有统计学意义(P<

0.05或 P<0.01)。各剂量组间的比较亦具有统计学意义。
TCRMF与辐射剂量 D之间的相关系数 r为 0.927,相关系数检

验 P<0.01。这说明 TCR突变频率与照射剂量之间存在良好
的线性关系。

表 1　不同剂量 X射线照射诱发 TCR基因突变频率(x±s)

照射剂量(Gy) n TCRMF(×10-4)

0　 8 2.68±0.98

0.5 8 5.47±2.581)

0.75 8 9.01±0.272)

1.0 8 14.52±3.222)

2.0 8 29.07±7.992)

3.0 8 46.65±12.462)

注:各剂量组与对照组的比较 , 1)P<0.05;2)P<0.01。

2.2　不同剂量 X射线诱发大鼠 TCR基因突变的辐射剂量 -

效应关系曲线的建立　X射线照射诱发大鼠 TCR基因突变频
率均随照射剂量的增加而增加 , 利用 SPSS软件进行曲线拟合

结果见表 2。相关系数的平方 r2是应变量 Y的总变异中归因
于 X的部分 ,又称为确定系数 , 此即 TCRMF的变异可由 D来解

释的百分数 , r2越接近于 1,说明曲线拟合的越好。由于各数学
模型的自变量数目不同 ,在比较不同模型曲线的拟合度时 , R2

adj

(校正的拟合指数)比 r2 准确。从结果上看 , 4条曲线均成立
(回归系数显著性检验 , P值均小于 0.01 )。根据 R2adj, 在 0 ～

3Gy范围内 , 拟合的最佳数学模型为二次多项式。图 1为拟合

的最佳数学模型曲线。

表 2　辐射诱发 TCRMF的辐射剂量 -效应曲线回归方程式 、回归系数与拟合度检验

数学模型 回归方程式 F值 R2adj

线性模式 TCRMF=-0.523+15.254D 280.956 0.856

二次多项式模式 TCRMF=1.615+9.979D+1.712D2 146.781 0.864

指数模式 TCRMF=3.596e0.939D 223.820 0.826

幂函数模式 TCRMF=12.382D1.213 214.708 0.860

注:R2adj为校正的拟合指数 , D为辐射剂量;回归系数显著性检验:各式 P<0.01

图 1　0 ～ 3Gy剂量范围二次多项式模式拟合曲线

3　讨论
随着分子生物学技术的广泛应用 , 体细胞基因突变检测技

术应用于生物剂量计得以迅速发展 , 在一定程度上弥补了物理
剂量估算的不足 , 用于辐射生物剂量估算的体细胞基因突变包

括 HPRT基因 、GPA基因 、TCR基因等。对 TCR基因而言 , 由核
辐射引起的及体外诱发人外周血淋巴细胞 TCR基因突变的研

究较多 , 而对辐射诱发的大鼠淋巴细胞 TCR基因突变及其辐射
剂量 -效应关系的报道较少。本文采用体外培养法对 X射线

诱发的大鼠 TCR基因突变进行研究 , 意在观察量 -效关系是否
存在 , 并为进一步研究打下基础。

目前研究结果显示 ,大鼠 TCR基因突变频率随照射剂量的
增加而增加 , 突变率可由照射剂量 0Gy时的 2.68×10-4增高到

3Gy时的 46.65×10-4。这与文献 [ 5]报道的人 TCR基因突变
及文献 [ 6]中小鼠的 TCR基因突变与照射剂量间的关系一致。

大鼠 TCR基因突变频率与照射剂量间存在良好的剂量 -效应

关系 , 利用 SPSS软件拟合的最佳数学模型为二次多项式模式:
TCRMF=1.615+9.979D+1.712D2 , 校正的拟合指数 R2

adj为

0.867。生物剂量计必备的条件之一就是具有较高的灵敏度 ,
且与照射剂量有较好的相关性 , 本研究表明 , X射线诱发的

TCR突变频率与照射剂量间存在显著的相关性(r=0.927, P<

0.01),这为后期的深入研究提供了前提。
由于照射射线种类 、剂量率 、样本量 、实验条件等原因 , 不

同文献报道的一定剂量照射后的 TCR突变频率及拟合的量效
曲线参数不尽相同 ,但 TCR基因突变频率均呈照射剂量依赖性

增高的趋势。 TCR基因突变分析技术作为一种新的潜在的生
物剂量测定方法 ,还需要大量实验的反复验证才能得以应用。
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