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Ｘ线放射后 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠 ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０细胞成瘤率及外周血
Ｔ淋巴细胞亚群变化
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摘要：　目的　探讨Ｘ线放射对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠外周血Ｔ淋巴细胞亚群及ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０细胞成瘤率的影响。方法
　４０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为放射组和对照组，每组２０只。放射组小鼠接受Ｘ线放射处理，对照组小鼠不接受Ｘ线
放射处理。２组小鼠每只皮下注射接种ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０细胞悬液１００μＬ（１×１０７个细胞），观察２组小鼠的成瘤情况；
分别选择对照组、放射组接种ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０后成瘤及未成瘤小鼠各５只，于接种后２０ｄ抽取小鼠外周静脉血，应用
流式细胞仪检测Ｔ淋巴细胞亚群水平。结果　放射组小鼠成瘤１３只（放射后成瘤组），未成瘤７只（放射后未成瘤
组），成瘤率为６５．０％；对照组小鼠成瘤１只，未成瘤１９只，成瘤率为５．０％；放射组小鼠成瘤率显著高于对照组（χ２＝
１５．８２４，Ｐ＝０．０００）。对照组、放射后未成瘤组和放射后成瘤组小鼠外周血 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋水平比较差异均无统计学意
义（Ｆ＝２．８５７、２．７５５，Ｐ＝０．１１６、０．１０４），但 ３组小鼠外周血 ＣＤ８＋水平比较差异有统计学意义（Ｆ＝６５．０８７，Ｐ＝
００００）。放射后未成瘤组和放射后成瘤组小鼠外周血 ＣＤ８＋水平显著低于对照组（ｔ＝６．１６６、１２．９８２，Ｐ＝０．０００），放
射后成瘤组小鼠外周血ＣＤ８＋水平显著低于放射后未成瘤组（ｔ＝４．５９７，Ｐ＝０．００２）。结论　Ｘ线放射后ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
接种ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０细胞成瘤率提高，其机制可能与机体免疫功能抑制及细胞毒性Ｔ细胞减少有关。

关键词：　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠；Ｘ线放射；Ｔ淋巴细胞亚群；成瘤率
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　　恶性淋巴瘤是原发于淋巴系统的一类疾病，
Ａ２０细胞是一种鼠Ｂ淋巴瘤细胞株，有报道证明下
调ＣＤ９９基因可诱导Ｂ淋巴瘤细胞转化为Ｈｏｄｇｋｉｎ／
Ｒｅｅｄｓｔｅｒｎｂｅｒｇ（ＨＲＳ）细胞［１］。作者所在课题组前期

将慢病毒短发夹 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）质
粒转染内源性ｍＣＤ９９Ｌ２（ｍｏｕｓｅＣＤ９９ａｎｔｉｇｅｎｌｉｋｅ２）
基因表达阳性的鼠 Ｂ淋巴瘤细胞株 Ａ２０，筛选出低
表达ｍＣＤ９９Ｌ２基因的 ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０克隆株，在将
其皮下接种于同源性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠时发现该细胞成
瘤率非常低［２３］。为此，本研究在将 ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０
细胞接种前对 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行全身 Ｘ线放射，改
变小鼠Ｔ淋巴细胞的免疫功能，从而提高了ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠的成瘤率。

１　材料与方法

１．１　细胞来源及培养　ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０细胞由南方
医科大学病理学系构建并鉴定［２４］。ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０
细胞应用含体积分数 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基，于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２培养箱内培
养。收集生长状态良好的细胞悬液，无血清培养基

清洗３次，再用无血清培养基重悬细胞，显微镜下计
数，制备好的细胞悬液放置于冰盒内，于３０ｍｉｎ内
尽快完成接种。

１．２　实验动物及分组　无特定病原体级 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠４０只，４～５周龄，雌雄不限，体质量（１８．０±
３０）ｇ；购自南方医科大学实验动物中心，合格许可
证号：ＳＣＸＫ（粤）２００６００１５。小鼠饲养于恒温（２０～
２６℃）、恒湿（５０％ ～５６％）、无特定病原体的空气
洁净层流架内，按清洁级动物饲养标准进行喂养。

４０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为放射组和对照组，每组
２０只。
１．３　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠放射处理　放射组小鼠接受直
线加速器（瑞典Ｅｌｅｋｔａ公司）Ｘ线放射，采用源轴间
距照射技术，Ｘ线能量为 ８ｍｖ，照射野面积为
１４．７０ｃｍ×３０．０６ｃｍ，肿瘤吸收剂量为２Ｇｙ，放射处
方剂量 ７６８．１８ｍｕ，照射深度 １．５ｃｍ，剂量率：
２５０ｍｕ·ｍｉｎ－１，照射时间为４．５ｍｉｎ。对照组小鼠
不进行Ｘ线放射。

１．４　ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０细胞接种及成瘤情况观察　
于放射后４８ｈ内，每只小鼠皮下（前肢腋下）注射接
种ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０细胞悬液 １００μＬ（１×１０７个细
胞），观察２组ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的成瘤情况。
１．５　小鼠外周血Ｔ淋巴细胞亚群检测　接种细胞
２０ｄ后，分别选择对照组、放射组接种 ｍＣＤ９９Ｌ２
Ａ２０后成瘤及未成瘤小鼠各５只，抽取小鼠外周静
脉血（均自眼球取血）３ｍＬ，置于肝素抗凝管中，每
份样品重复３次，每管分别加入全血１００μＬ，再按
组分别加入荧光标记的抗小鼠单克隆抗体（美国Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）ＣＤ３ＰＥ（５μＬ）、ＣＤ４ＦＩＴＣ（２μＬ）、
ＣＤ８ＰＥｃｙ５（５μＬ），室温（１８～２５℃）中孵育
１５ｍｉｎ，应用流式细胞仪（美国 ＢａｃｋｍａｎＢＤ公司）
检测Ｔ淋巴细胞亚群。
１．６　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间 Ｔ
淋巴细胞亚群比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）和ＬＳＤｔ检验多重比较法，成瘤率比较采
用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　２组小鼠成瘤率比较　放射组小鼠成瘤 １３
只（放射后成瘤组），未成瘤 ７只（放射后未成瘤
组），成瘤率为６５．０％；对照组小鼠成瘤１只，未成
瘤１９只，成瘤率为５．０％；放射组小鼠成瘤率显著
高于对照组，差异有统计学意义（χ２＝１５．８２４，Ｐ＝
００００）。
２．２　各组小鼠外周血Ｔ淋巴细胞亚群比较　结果
见表１和图１。对照组、放射后未成瘤组和放射后
成瘤组小鼠外周血 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋水平比较差异均无
统计学意义（Ｆ＝２．８５７、２．７５５，Ｐ＝０．１１６、０１０４），
但３组小鼠外周血ＣＤ８＋水平比较差异有统计学意
义（Ｆ＝６５．０８７，Ｐ＝０．０００）。放射后未成瘤组和放
射后成瘤组小鼠外周血 ＣＤ８＋水平显著低于对照
组，差异均有统计学意义（ｔ＝６．１６６、１２．９８２，Ｐ＝
００００），放射后成瘤组小鼠外周血 ＣＤ８＋水平显著
低于放射后未成瘤组，差异有统计学意义（ｔ＝
４５９７，Ｐ＝０．００２）。
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表１　３组ＢＡＬＢ／ｃ小鼠外周血Ｔ淋巴细胞亚群比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓ

ｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＣＤ３＋／％ ＣＤ４＋／％ ＣＤ８＋／％
对照组 ５ ５８．８０±７．０７ ５０．７０±３．２４ １０．３６±０．６７
放射后未成瘤组 ５ ５０．６４±４．６１ ４６．００±４．４５ ７．４４±０．７９ａ

放射后成瘤组 ５ ５７．８６±６．６５ ５１．８２±４．６５ ５．５８±０．５３ａｂ

Ｆ ２．５８７ ２．７５５ ６５．０８７
Ｐ ０．１１６ ０．１０４ ０．０００

　　注：与对照组比较ａＰ＝０．０００；与放射后未成瘤组比较ｂＰ＝

００００。

Ａ：对照组；Ｂ：放射后未成瘤组；Ｃ：放射后成瘤组。

图１　流式细胞仪检测各组 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠外周血 Ｔ淋巴细
胞亚群

Ｆｉｇ．１　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｕｂｓｅｔｓｉｎ
ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

３　讨论

研究显示，将慢病毒 ｓｈＲＮＡ质粒转染内源性
ｍＣＤ９９Ｌ２基因表达阳性的鼠Ｂ淋巴瘤细胞株Ａ２０，
筛选出低表达ｍＣＤ９９Ｌ２基因的ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０克隆
株［２３］，但在皮下接种于同源性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠时发现
该细 胞 成 瘤 率 非 常 低。因 此，本 研 究 在 将

ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０细胞接种前对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行全身

Ｘ线放射，抑制并破坏体内的免疫系统，以此来诱导
小鼠成瘤。恶性淋巴瘤是原发于淋巴系统的一类疾

病，来源于Ｂ淋巴细胞、Ｔ淋巴细胞或自然杀伤细胞
的非正常克隆性增殖，近年来随着获得性免疫缺陷

综合征，器官移植，肿瘤放射治疗、化学治疗免疫抑

制的应用［５］，发病率急剧升高。Ｈ／ＲＳ细胞来源 Ｂ
淋巴细胞，其发生与ＣＤ９９基因表达缺失有关，本课
题组前期成功诱导低表达 ｍＣＤ９９Ｌ２基因的
ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０克隆株，其类似人 Ｈ／ＲＳ细胞且具有
Ｈ／ＲＳ细胞表型。本研究结果显示，放射组和对照
组小鼠成瘤率分别为６５．０％和５０％，因ＢＡＬＢ／ｃ小
鼠具有完整的Ｔ细胞和 Ｂ细胞免疫功能，在正常状
态难以成瘤，所以放射组小鼠成瘤率显著高于对照

组；对照组、放射后未成瘤组和放射后成瘤组小鼠外

周血ＣＤ３＋、ＣＤ４＋水平比较差异均无统计学意义，
但３组小鼠外周血ＣＤ８＋水平比较差异有统计学意
义；放射后未成瘤组和放射后成瘤组小鼠外周血

ＣＤ８＋水平显著低于对照组，放射后成瘤组小鼠外周
血ＣＤ８＋水平显著低于放射后未成瘤组。ＣＤ８＋细
胞是以细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，
ＣＴＬ）为主，其水平降低可能导致：（１）对瘤细胞的直
接杀伤能力大大降低，有利于肿瘤形成；（２）ＣＴＬ减
少，辅助性 Ｔ淋巴细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，Ｔｈ）相
对增多，有利于介导瘤细胞形成免疫耐受，从而逃避

免疫监视，促进瘤体的形成［４，６］；（３）ＣＤ８＋分泌的大
量炎性因子（如 γ干扰素、趋化因子等）减少［７］，γ
干扰素不仅是单核巨噬细胞强劲的活化剂，还可同

时诱导多种细胞表达主要组织相容性复合体Ⅰ和Ⅱ
分子，同时也是促进Ｔ细胞分化和ＣＤ８＋细胞毒性Ｔ
细胞成熟的重要因子，γ干扰素减少有利于肿瘤形
成［８］。此外，瘤细胞可以通过广泛的细胞因子、趋化

因子网络吸引大量的Ｔ淋巴细胞浸润［９１２］，这些因子

可以限制向 ＣＤ８＋细胞毒性 Ｔ细胞递呈抗原，逃避
ＣＴＬ杀伤［１３］，同时可以促进 Ｔｈ细胞向 Ｔｈ２亚群分
化，间接抑制免疫功能，介导免疫耐受［１４１６］。本实验

结果提示，将慢病毒 ＳｈＲＮＡ质粒转染内源性
ｍＣＤ９９Ｌ２基因表达阳性的鼠 Ｂ淋巴瘤细胞株 Ａ２０，
筛选出低表达 ｍＣＤ９９Ｌ２基因的 ｍＣＤ９９Ｌ２Ａ２０克隆
株，在皮下接种难以成瘤时，接种瘤细胞前对小鼠进

行全身Ｘ线放射，改变小鼠体内的Ｔ淋巴细胞亚群，
尤其降低ＣＤ８＋水平，可明显提高成瘤率，Ｔ淋巴细胞
在小鼠成瘤过程中发挥了重要作用，但其具体作用机

制仍需进一步研究证实。

（下转第２６０页）
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