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　　【摘要】　目的　观察 γ射线辐照外周血单个核细胞对培养人胃癌细胞系 MKN - 28细胞的杀伤作用。方法　实
验设 MKN - 28肿瘤细胞对照组 、单纯外周血单个核细胞对照组 、照射和未照射的外周血单个核细胞与肿瘤细胞共培
养组 ,照射剂量为 0. 5 ～ 3Gy。利用吖啶橙 /溴化乙锭(AO /EB)荧光双染色法 ,观察外周血单个核细胞对肿瘤细胞的杀
伤情况。结果　在外周血单个核细胞照射后各组培养至 144h均有大量细胞死亡 ,存活细胞明显少于未照射组 , 培养
至 240h时 , 照射与非照射组中存活的外周血单个核细胞均减少 ,但是在照射的各组中减少更为明显。在外周血单个
核细胞与 MKN - 28肿瘤细胞共培养组中 , 各照射组间在培养 72h内无明显差异 , 在共培养 96 ～ 240h时 , 0. 5 ～ 2Gy γ
射线照射外周血单个核细胞对胃癌细胞的杀伤作用明显增强 ,尤其是 1Gy组。而 2. 5与 3Gy γ射线辐照组对肿瘤细
胞的杀伤作用明显低于 0. 5 ～ 2Gy各组 , 在培养至 240h时 ,仍有肿瘤细胞存活并出现增生。结论　 γ射线辐照对某些
外周血单个核细胞有损伤作用 , 0. 5 ～ 2Gy γ射线辐照的外周血单个核细胞杀伤肿瘤细胞活性增强 ,肿瘤细胞对辐照
后的外周血单个核细胞有趋化及细胞毒作用 , 2. 5Gy和 3Gy γ射线辐照对分离后的外周血单个核细胞对肿瘤细胞杀
伤有抑制作用。
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K illing Effec t o f Peripheral B lood Mononuclear Ce lls Irradia ted by γ ray on Human Gastric C ancer MKN - 28 ce l.l

ZHANG X ian - qing, WU Dao - cheng, MU Shi - jie, e t a.l The Key Labora tory of B iom ed ical In formation Engineering of

M in istry of Education, Xi'an J iaotong Un iversity, Xi'an 710038China.
【Abstract】　Objec tive　To obse rve the killing effe ct o f pe riphe ra l blood mononuclear ce lls (PBMC s) irradiated by γ

ray on cu ltu red hum an gastric cancer ce ll lineMKN -28. M ethods　The experimen tw ere div ided into MKN - 28 tumo r cell

control g roup, PBMC s g roups and MKN -28 ce lls w ith irrad ia ted o r non - irradia ted PBMC s co - culture groups. Radida tion

do sagew e re from 0. 5 to 3 Gy , acridine o range /e thidium brom ide (AO /EB) sta ining we re used to obse rve the k ill effec t of

PBMC s on tum o r cells in differen t pe riod. R esu lts　A fte r cu lture fo r144h , the dead ce lls of seve ra l do sage irradia ted PBMCs

a re much mo re than tho se of non - irradia ted PBMC s group. A t 240 hours o f cu ltu re, the a live PBMC s deareses in number in

bo th irrad iated and non - irrad iared g roups, bu t decrea ses in radiated g roups aremo re obv ious. A fte r cu lture fo r72 h in the co

- cu ltu red g roups , the difference is no t ev ident among a ll rad ia tion do sage g roups. A fter 96 ～ 240 h of co - cu lture, the killing

e ffect of 0. 5 ～ 2Gy irradia ted PBMCs on tumo r ce lls is ve ry strong, especially in 1Gy g roup, but the killing e ffec t o f PBMC s ir-
radiated by 2. 5 ～ 3Gy on tum o r ce lls we re weake r than tha t o f 0. 5 ～ 2Gy irradia ted g roups. A t 240 hours co - cu ltured g roups

irradia ted by 2. 5 ～ 3Gy, tum or ce lls still surv ive and proliferate. Conclusion　Gamm a ray irradia tion have killing e ffec t to

som e PBMC s. The cy tocidal effec t o f PBMCs irradia ted by 0. 5 ～ 2Gy on tum or ce lls we re increased. Chem o tax is and cy to cida l

e ffect o f tum o r ce lls to postirrad iated PBMC sw ere a lso found. The killing e ffec t o f PBMC s irradiated by 2. 5 and 3Gy on tumo r

ce lls w ere restra ined.

【K ey words】　Pe riphe ra l B loodM ononuc lear Ce ll (PBMC);Gamm a Ray;Gastric Cancer Ce lls

　　辐照后的全血回输后可提高患者癌症患者抗辐射能力 ,但
对于 γ射线辐照外周血分离的单个核细胞的抗肿瘤活性 , 尤

其是中等剂量(1 ～ 5Gy)γ射线照射外周血分离的单个核细胞
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的活性 , 国内外尚未见报道。为此 , 本研究采用人胃癌细胞系
MKN - 28细胞和分离的外周血单个核细胞共培养方法 , 利用

吖啶橙 /溴化乙锭(AO /EB)荧光双染色法 , 对 1 ～ 5Gy γ射线
辐照分离后的外周血单个核细胞的抗肿瘤活性进行了观察 ,以

探讨不同剂量 γ射线辐照后的外周血单个核细胞与抗肿瘤活
性的相关性。

1　材料和方法

项检测指标, 造成射线束与影像接收器平面是否垂直的因素有
很多 ,如 X射线管是否水平 、X射线靶面安装的是否正确等都可
能影响射线束的垂直度;照射野与灯光野一致性是关系受检者
是否受到多余照射和涉及到诊断信息能否丢失的一项检测指

标 ,既是性能方面的检测内容同时 也是防护的检测内容之一。
对诊断设备的 QC检测 , 国家的相关标准已有明确规定 ,

所以在一致性检测中可以参照执行 ,但在验收检验时除严格遵
循国家的相关标准外 ,厂家给出的出厂标准也应予以借鉴 , 在
国家的相关标准中 , 对此也有要求 , 甚至对在验收检验时 ,对供
购双方的合同也应予以参考 , 尤其是厂家给出的出厂技术指标
或性能标准本人认为在验收检验时 ,凡高于国家相关标准 , 就
应采用厂家给出的出厂技术标准或性能标准 ,低于国家的相关

标准的 ,应执行国家的标准 , 一般来讲 , 出厂标准高于行业标
准 ,行业标准高于国家的标准 , 国家标准又高于国际标准 , 所以
验收检测时应本着就高不就低原则。许多设备在出厂时已对
设备有关技术性能进行了自检 , 并将检测结果随设备一起装
箱 ,因而在安装后的调试时应作为验收的重要依据。

目前, 各种 X射线的诊断设备五花八门 , 并各有千秋, 但对
性能的检测标准只能遵循一个, 目的也只有一个 ,即保证设备能
满足临床诊断的要求 ,影像质量能作到最佳 ,同时在获取最佳影
像的同时又使受检者减少或避免多余照射 , 较差的影像质量除
引起误 、错 、漏诊的情况外 ,重复照射是增加受检者照射剂量的
主要来源。在放射科实施 QA、QC检测就是要实现上述目标。
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1. 1　材料　人胃癌细胞系 MKN - 28由第四军医大学实验动

物中心馈赠 , 胎牛血清 ( feta l ca lf serum , FCS)购自北京元亨圣

马生物技术研究所 , RPM I1640购自 G IBCO公司 , AO /EB染色

液购于美国 One Lam bda公司 ,倒置荧光显微镜为日本 OLYM-
PUS公司 BX60型 , 血液辐照仪为加拿大 Nord ian公司 Gamm a-

ce ll R 1 000E lan型。

1. 2　单个核细胞分离　从无偿献血者捐献的全血 (第四军医
大学西京医院输血科提供)中抽取白膜 ,放入刻度离心管内 , 1

000 rpm离心 10m in,弃去上层血浆及血小板 , 其沉淀的血细胞
再用 RPM I1640培养液按 1∶2(V /V)稀释混匀。 另取一离心

管 , 用毛细滴管吸取 3 ～ 4m l淋巴细胞分离液小心地加入离心

管底部 , 并沿离心管壁徐徐加入 5 ～ 6m l稀释的细胞悬液 , 然后
置于水平转子离心机中 , 以 2 000 rpm离心 20m in。离心完毕 ,

用直头平口吸管吸取云雾状的淋巴细胞层 ,加入 5倍体积 RP-
M I1 640用 1 500 rpm离心 5m in洗涤 2次。最后加适量含 10%

FCS的 RPM I1640培养基制成细胞数为 2 ×105 /m l的细胞悬

液 , 分装到青霉素瓶中 ,每瓶 2m l备用。
1. 3　肿瘤细胞接种　肿瘤细胞按常规复苏后接种于含 10%灭

活胎牛血清 、 100U /m l青霉素 、100μg /m l链霉素的 RPM I1640

培养基瓶中 , 置于 5%的 CO2 、饱和湿度和 37℃条件下培养 , 待
细胞数占满瓶底 80%时 , 用 0. 25%胰蛋白酶溶液消化传代 , 取

对数生长期细胞用于实验。在实验时用 含 10% FCS的 RP-
M I1640重新悬浮计数 , 制成 4 ×104个细胞 /m l悬液 , 加入 96孔

培养板中 , 每孔 100μl,二氧化碳培养箱培养 24h。

1. 4　辐照及细胞培养　实验中所用 PBMCs分为未照射 (对
照)和照射两组 ,照射组照射剂量分别为 0. 5、1. 0、1. 5、2. 0、2. 5

和 3. 0 Gy。然后分别加入上述已接种肿瘤细胞的 96孔板中与

肿瘤细胞共培养 , 同时各照射组和未照射组的单个核细胞均设

不加肿瘤细胞的空白对照孔 ,每孔加 100μl单个核细胞及 RP-

M I100μl 1640培养液 。
1. 5　AO /EB染色　在实验过程中每天取单纯肿瘤细胞 、未照

射和不同剂量照射后的单纯外周血单个核细胞 、未照射和不同

剂量照射后的外周血单个核细胞和瘤细胞共培养组各 3孔 , 在
每孔中加入 30μl AO /EB染色液 , 室温染色 15m in, 倒置荧光

显微镜下观察细胞状态 , AO 和 EB用 488nm 激发后 , 分别用
525 /20nm滤片和 635 /20 nm 滤片检测 [ 3] 。连续观察 10d , 实验

共重复 3次。

2　结果

2. 1　单纯肿瘤细胞对照组　培养的单纯肿瘤细胞对照组 , 在
实验的所有时间点生长良好 ,增殖明显 , 并可见瘤巨细胞形成。

图 1　未照射的外周血单个核细胞 ,
培养 144h (AO /EB ×200)

2. 2　单纯照射或未照射外周血单个核细胞对照组　单纯未照

射的外周血单个核细胞 ,在 144h仍有大量活的单个核细胞 , 细
胞数未见明显减少 , 死亡细胞少见 (见图 1)。各照射组与未照

射组相比 , 在 144h时有比较明显的细胞死亡 (见图 2)。在培
养 10d(240h)时 , 照射和未照射组单个核细胞都减少 , 但未照

射组仍有较多活的单个核细胞 ,而照射组活的小细胞较少。照
射和未照射单个核细胞对照组都出现体积较大的细胞(见图

3),部分细胞有明显突起。

图 2　1Gy照射的外周血单个核细胞 ,
培养 144h(AO /EB ×200)

图 3　2. 5Gy照射的外周血单个核细胞 ,

培养 240h(AO /EB ×200)
2. 3　未照射的外周血单个核细胞与肿瘤细胞共培养组　未照

射的外周血单个核细胞与肿瘤细胞共培养组 ,在单个核细胞加
入肿瘤细胞孔内后 , 出现大量单个核细胞围绕肿瘤细胞形成花

环样结构 , 48h后可见大量单个核细胞包围肿瘤细胞形成团块
样结构。 72h肿瘤细胞和淋巴细胞开始明显死亡 ,但仍可见较

多活淋巴细胞和少量肿瘤细胞 , 96h后可见淋巴细胞大量死亡 ,
少量肿瘤细胞残存 , 120h后 , 仅见个别肿瘤细胞残存 ,单个核细

胞已几乎全部死亡 , 240h时 , 残存的肿瘤细胞有增生现象。

图 4　1Gy γ射线辐照的单个核细胞与肿瘤细胞
共培养 24h(AO /EB ×200)

图 5　2Gy γ射线辐照的单个核细胞与肿瘤细胞
共培养 48h(AO /EB ×200)

2. 4　不同剂量照射的外周血单个核细胞与肿瘤细胞共培养组
　不同辐照剂量照射的外周血单个核细胞 , 与肿瘤细胞作用
后 ,在不同时间有不同表现。在单个核细胞加入肿瘤细胞后即
可发现 ,各组单个核细胞就围绕肿瘤细胞形成的花环样结构 ,

24h后肿瘤细胞周围围绕的单个核细胞逐渐增厚 , 尤其以 1Gy

照射组出现的花环层更厚 、更明显(见图 4)。至 48h时 ,除 3Gy

组外 , 其他各组单个核细胞均包裹肿瘤细胞形成团块样结构 ,

各组淋巴细胞和肿瘤细胞都明显死亡。至 72h时 , 各剂量组团
块样结构减少 , 死亡的淋巴细胞和肿瘤细胞明显增加 , 可见大
量坏死细胞碎片(见图 5), 1Gy组在 72h时虽仍可见较多淋巴
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细胞 , 但肿瘤细胞已少见。混合培养 96h后 , 0. 5 ～ 2. 0Gy组除

偶见存活的淋巴细胞外 , 均未见存活肿瘤细胞。 2. 5Gy组自

96h至 240h均可见少量存活的肿瘤细胞 , 但增生不活跃 , 淋巴
细胞少见(见图 6)。 3Gy组自 96h至 120h存活的肿瘤细胞仍

较多 , 未见活淋巴细胞;在培养 144h后 , 残存的肿瘤细胞开始
增生 , 至 240h,残存的肿瘤细胞开始克隆样增生 , 形成细胞团 ,

细胞体积较小 , 有瘤巨细胞出现(见图 7)。

图 6　2. 50 Gy γ射线辐照的单个核细胞与肿瘤细
胞共培养 96h(AO /EB ×200)

图 7　3Gy γ射线辐照的单个核细胞与肿瘤细胞

共培养 240h(AO /EB ×200)

3　讨论
放射剂量一般分为低剂量(1Gy以下)、中低剂量(1. 0 ～

2. 0Gy)、中高剂量(2. 0 ～ 5. 0Gy)、高剂量(5. 0Gy), 其中剂量在

5 ～ 7Gy时为非常高剂量 , 而大于 10Gy则为超高剂量。有文献

报道低剂量 0. 2 ～ 0. 5Gy辐射自体血可刺激机体的免疫功

能 [ 4] ,但对发挥作用的细胞未进行详细研究。本实验发现单纯
单个核细胞组 , 在细胞培养 144h后 , 不同剂量照射的单个核细

胞大部分死亡 , 存活细胞明显减少 , 而未照射的单个核细胞组

细胞未见明显减少 , 仍见大量活细胞 , 由此说明照射对单个核

细胞肯定具有损伤作用 ,这种损伤作用似有随照射剂量增加而

增强的趋势 , 但不明显。在单纯单个核细胞对照组 , 培养 72h

后即可见有体积较大的细胞出现 , 240h时 , 无论照射还是未照

射组 , 存活的单个核细胞都已很少 , 而出现很多体积较大的细

胞 , 推测小细胞为淋巴细胞 ,随培养时间的延长而自然死亡 , 而

大细胞性质还不清楚 , 可能来自血液中的单核细胞 、树突状细

胞等 , 其性质在进一步鉴定中。
在单个核细胞与肿瘤细胞共培养组 , 我们发现单个核细胞

具有明显的趋肿瘤细胞性 ,在单个核细胞加入肿瘤细胞后 , 发

现单个核细胞围绕肿瘤细胞形成的花环样结构 , 24h后肿瘤细

胞周围围绕的单个核细胞层逐渐增厚 , 至 48h,除 3Gy组外 , 各

组可见单个核细胞围绕肿瘤细胞形成的团块样结构 , 随着共
培养时间延长 , 肿瘤细胞周围出现越来越多的单个核细胞 , 出

现这种现象的原因还不清楚 , 可能是肿瘤细胞产生的某种物

质对单个核细胞有趋化作用所致。经 0. 5 ～ 2. 0Gy γ射线照射

后的单个核细胞对肿瘤细胞的杀伤作用与未照射组比较明显

增强 , 其中以 1. 0Gy照射组对肿瘤细胞的杀伤作用似乎更强一

些。而在剂量为 2. 5 ～ 3Gy辐照时对外周血单个核细胞没有提

高其杀伤肿瘤细胞能力的作用 ,尤其是 3. 0 Gy γ辐照组的杀肿

瘤细胞作用似有减弱 , 由此可以肯定 , 低剂量照射可以提高外

周血单个核细胞的杀肿瘤作用 ,但对辐射增强外周血单个核细

胞杀肿瘤细胞的机理还不清楚 , 对该机理的进一步研究 , 有利
于解释照射对人外周血单个核细胞既有损伤又有免疫增强作

用这一看似矛盾的现象。

本研究的结果还发现 ,各共培养组中的单个核细胞与其各自
单纯单个核细胞对照组比 ,单个和细胞存活时间明显缩短 ,这表明

肿瘤细胞对单个核细胞具有杀伤作用,但其杀伤机理还不清楚。

Chapm an等 [ 6]发现小剂量(1. 8 ～ 2. 0Gy)辐照可对细胞产
生灭活作用 , 还发现造成培养细胞染色质凝集的辐射剂量为 2

Gy [ 6] , 本实验在 2. 5和 3. 0 Gy组才出现明显的外周血单个核

细胞死亡 , 与以上发现基本一致。 但李志强等 [ 7]通过观察不

同剂量 60Co辐照后血细胞的超微结构 , 认为经 15 ～ 35Gy超高

剂量辐照后血液除部分嗜中性粒细胞与淋巴细胞超微结构有

影响外 ,对其他血细胞超微结构几乎无影响。徐文皓等 [ 8]的研

究发现 15Gy辐照后对 3种表型的 T细胞分泌表达的细胞因子

的影响也不大 ,只有 20 ～ 35 Gy各剂量组里 ,对 3种表型的 T细

胞分泌表达的细胞因子才有不同程度的影响 , 且剂量越大 , 影

响越大 ,抑制效应也越明显。但以上实验中均未观察中等剂量
(1. 0 ～ 5. 0 Gy)辐照对血细胞的影响。因此 , 2. 5 ～ 3. 0 Gy γ射

线辐照后出现杀伤减弱的机理还不能完全用辐射造成的外周

血单个核细胞损伤解释 , 可能与肿瘤细胞通过表达无功能的
Fas或 Fas分子表达下调有关 [ 8] 。

本研究通过在体外对不同照射剂量的外周血单个核细胞

对培养的肝癌细胞系 MKN -28的杀伤作用进行的观察结果表

明 ,经 0. 5 ～ 2. 0 Gy γ射线辐照后的外周血单个核细胞虽有损

伤 ,但其杀伤肿瘤细胞的活性明显增强 , 但是在剂量增大后 , 外
周血单个核细胞杀伤肿瘤细胞的效果不明显 , 因此 , 如果采用

自体血辐照回输进行抗肿瘤治疗或者诱导机体的适应性反应

时 ,最好采用低剂量或中低剂量的 γ射线辐照 , 但是其作用机

制以及在临床上的应用还有待进一步研究。
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