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　　【摘要】　目的　观察微生物学等级不同的两种大鼠 SPF级(specificpathogenfree)和普通级大鼠(CV级 , conven-
tionalraised)在中耳鼻咽部照射后外周血 T细胞及亚群的改变 ,探讨菌群因素对于电离辐射致机体免疫状态改变中所
起的作用。方法　选取 SPF级和 CV级 SD大鼠各 8只放射前做口咽菌群培养 、鉴定 , 同时比较脾脏脏器系数。随后
每组 5只 ,分别 6MX直线加速器以 0、10Gy、20Gy、30Gy照射大鼠鼻咽区域 ,并与放射后 24 ～ 36h,流式细胞仪(FCM)
检测放射前后两种大鼠外周血中 T淋巴细胞及 CD+4 、CD

+
8 T淋巴细胞亚群。结果　①CV级大鼠口咽部细菌培养阳性

率为 100%, 并为铜绿假单胞菌 、金黄色葡萄球菌等致病菌 , SPF级大鼠口咽部细菌培养阳性率为 25%,且检出菌为常
驻菌奇异变形杆菌;②脾脏系数差别无统计学意义 , 但 SPF级大鼠脾脏系数相对较小。③未照射的两种大鼠外周血 T
淋巴细胞总数和 CD+8 淋巴细胞无差异 , CD

+
4 /CD

+
8 比值基本相同;经过照射的 CV级大鼠外周血 T淋巴细胞总数和

CD+
4
淋巴细胞均明显减少 , CD+

8
淋巴细胞增加 ,组间差异有统计学意义(P<0.01或 P<0.05), 并与辐射剂量有一定

的效应关系 , 同时 CD4+/CD+8 比值呈明显下降趋势 , 组间差异有统计学意义(P<0.01);SPF级大鼠照射后外周血 T

淋巴细胞总数 、CD4+和 CD+8 淋巴细胞亚群在电离辐射后无明显下降 , CD
+
4 /CD

+
8 比值变化统计学组间分析无明显差

异。结论　微生物学等级不同的动物其鼻咽放射后机体免疫紊乱的程度是有差异的 , SPF级动物损伤的程度较低 ,提
示菌群因素在机体放射性损伤中可能起着协同作用。
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4 lympho-
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　　放射治疗在头颈部恶性肿瘤的治疗中占据着重要地位。

但放射治疗也是一把双刃剑 , 杀伤肿瘤的同时 , 也对正常组织

产生损伤。损伤不仅局限于照射野内组织 , 对全身机体特别是

免疫功能也产生影响 [ 1] 。长期以来 , 学者一直致力于寻找放射
性损伤的影响因素 , 从而减少损伤的发生率和程度。人体的表

面和体内聚集着大量的正常菌群和条件致病菌 , 病理情况下还

有致病菌的侵袭。口鼻咽部更是细菌富集区 ,菌群差异是否会
对辐射后机体免疫系统紊乱带来影响 , 本研究将在这一方面作

初步探讨。

1　材料和方法

1.1　动物选择与分组　各选取 28只微生物学等级不同的动

物 , SPF级 SD大鼠购自国家啮齿类实验动物种子中心 , CV级

SD大鼠购自复旦大学实验动物中心 ,在开放环境中饲养一周。
先各选 8只作口咽培养和脾脏系数测定。余下平均分为 8组 ,

每组 5只。

1.2　主要试剂与实验仪器设备　小鼠抗大鼠 CD+3 -FITC、

CD+
4
-Cy3、CD+

8
-PE为美国 SouthernBiotechnologyAssociates

公司产品 , 电子天平(SartoriusBs2245), 流式细胞仪(FACSC-

Calibur双色流式细胞仪 , BD), 离心机(Eppendorf5810R), 直线

加速器(SIEMENSPRIMUS-M)。

1.3　质量控制　SPF级动物饲养有严格的规定 ,一经出笼后 ,

其生活饮食环境较难保证 , 因此我们制定了严格的质量控制:

①SPF级大鼠出笼后 , 单独送往实验室。 取血 、咽拭子采集等
实验操作均在超净工作台上。 ②实验人员穿手术衣 ,戴无菌手

套 、手术帽 、口罩。 ③直线加速器房间紫外线消毒 , 实验器械酒

精浸泡 ,操作台面擦拭消毒。 ④SPF级大鼠照射后置于中科院

SPF级动物房外间 , 饮水食物标准与 SPF级动物相同。

1.4　实验方法

1.4.1　大鼠口咽细菌取样 、培养 、鉴定　固定大鼠头 , 拉开下

颚 ,消毒棉签在大鼠咽后壁取样 , 无菌试管密封送细菌培养。

具体为接种于营养肉汤血平板 、SS平板 , 35℃培养 18 ～ 24h, 涂
片染色后 ,做生化反应。根据涂片染色结果 , 选用相应的板条 ,

接种 、孵育 18 ～ 24h后读板。

1.4.2　脾脏脏器系数测定　大鼠称重 ,麻醉致死后 , 打开腹膜

将脾脏与周围组织分离 ,迅速用天平称脾脏湿重。

计算脾脏脏器系数:大鼠脾脏系数 =脾重 /体重 ×1 000。

1.4.3　咽部照射　大鼠复合氯胺酮腹腔注射麻醉 , 左卧位 , 右
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耳向上。 6MX直线加速器照射 ,放射野 2cm×2cm(中心为大鼠

鼻咽部),源皮距 100cm, 剂量深度 2cm。按实验要求分别为 0、
10、20、30Gy。放射后 24 ～ 36h取材。

1.4.4　外周血淋巴细胞检测　抗凝真空采血管取大鼠外周静

脉血 2ml,标本在 4 h内作染色处理。分设阴性对照管及试验

管 , 分别加入荧光抗体 CD3+-FITC/CD+4 -Cy5/CD
+
8 -PE单

抗 , 在每管内加入抗凝全血 100μl, 立即充分混均 , 室温避光孵

育 30min,加入 FACS溶解液 2ml裂解红细胞 , 迅速混均置室温
避光 8 ～ 12min后 ,以 1 000r离心 5min, 弃上清液 ,加入 2mlPBS

洗涤 2次 , 弃上清液 ,加入 1mlPBS混匀将细胞悬浮后立即流式

细胞仪检测。以三色荧光标准微球 , 启动 FACSCom软件 ,利用

Cellquest软件进行标本检测及分析 。

1.5　统计分析　结果以均数 ±标准差表示 , 用 SPSS11.5
(SPSSInc, Chicago, IL, USA)软件进行统计分析 , 两组间均数比

较采用 t检验 , 多组差别比较用单因素方差分析(One-way

ANOVAprocedure), P<0.05为有显著性差异。

2　结果

2.1　口咽菌群培养　所有细菌培养阳性均为单菌种感染。 ①
8只 CV级大鼠:细菌培养阳性率 100%,其中奇异变形杆菌阳

性 3例 , 铜绿假单胞菌阳性 2例 ,金黄色葡萄球菌阳性 1例 , 亚

利桑那沙门氏菌阳性 1例 , 聚团肠杆菌阳性 1例。 ②8只 SPF

级大鼠:细菌培养阳性率 25%,其中奇异变形杆菌阳性 2例 , 培

养阴性 6例。
2.2　SPF级 SD大鼠及 CV级大鼠体重 、脾脏湿重 、脏器系数

(表 1)

表 1　SPF级大鼠及 CV级大鼠脾脏系数比较 1)

级别 大鼠(只)体重(g) 脾重(g) 脾脏系数

　CV 8 222.6±11.1 0.827±0.065 3.722±0.331

　SPF 8 186.6±21.1 0.389±0.081 2.067±0.241

注:1)脾脏系数 P=0.19>0.05,差别无统计学意义。

2.3　不同照射剂量大鼠外周血 T淋巴细胞及亚群变化　CV

级大鼠在电离辐射后外周血 T淋巴细胞总数和 CD+4 淋巴细胞

均明显减少 , 组间差异有统计学意义(P<0.01或 0.05), 随着
辐射剂量上升下降明显 ,与辐射剂量有密切的效应关系。 CD+8
淋巴细胞放射后上升 , 组间差异有统计学意义(P<0.01)。 具

体见表 2和图 1。

表 2　CV级大鼠不同照射剂量 T淋巴细胞变化(%)

照射剂量(Gy) n CD+4 CD+4 CD+8

0 5 65.89±4.25 48.53±6.17 17.46±1.63

10 5 69.92±4.36 45.07±0.88 25.38±1.41

20 5 55.82±9.43 33.42±7.21 24.01±3.06

30 5 55.11±8.05 28.22±3.03 27.73±5.68

P值 <0.05 <0.01 <0.01

　　SPF级大鼠在电离辐射后外周血 T淋巴细胞总数 、CD+4 和

CD+8 淋巴细胞亚群 无明显下降趋势 , 其中 T淋巴细胞总数

(CD+3 )组间无差异(P>0.05)。具体见表 3和图 2。
表 3　SPF级大鼠不同照射剂量 T淋巴细胞变化(%)

照射剂量(Gy) n CD+
3

CD+
4

CD+
8

0 5 52.76±2.67 38.64±3.03 14.13±3.30

10 5 52.96±8.03 37.64±7.63 13.74±2.37

20 5 61.79±8.06 45.51±9.66 18.52±1.96

30 5 50.53±6.15 31.55±7.15 16.37±1.558

P值 >0.05 <0.05 <0.05

2.4　两种大鼠不同剂量照射外周血 CD+4 /CD
+
8 比值的比较　

CV级大鼠在放射后其 CD+
4
/CD+

8
比值呈明显下降趋势 , 从放

射前的 2.8随辐射剂量的上升逐步下降至 30Gy时的 1.0左
右 ,组间差异有统计学意义(P<0.01);SPF级大鼠放射后

CD+4 / CD
+
8 比值随剂量虽有下降 , 但下降趋势比较 CV大鼠程

度较轻 ,统计学组间分析差异无统计学意义。具体见表 4。
表 4　CV级和 SPF级大鼠不同照射剂量

T淋巴细胞 CD+4 /CD
+
8 比值变化

照射剂量(Gy) n
CD+4 /CD

+
8 比值

CV级 SPF级

0 2.83±0.61 2.92±0.9
10 1.78±0.11 2.74±0.25
20 1.39±0.18 2.46±0.47
30 1.04±0.17 1.94±0.49
P值 0.000 0.113

3　讨论

T淋巴细胞亚群是构成机体免疫防御系统的重要因素。 T
淋巴细胞有两个主要亚群 , 即辅助性 T细胞 CD+4 和抑制性 T

细胞 CD+8 。 CD
+
4 具有调节免疫反应的活性 , 辅助 B细胞产生

抗体 ,分泌细胞因子 , 而 CD+8 则有免疫抑制和细胞毒性作用。

CD+4 下降或 CD
+
8 升高均可使两者比例失调 , 导致机体免疫功

能缺陷。 Anderson最早报道了电离辐射能引起免疫系统和淋

巴细胞的严重损伤 , 其外周血淋巴细胞构成及功能都有一定

程度的损伤 [ 2] 。吕志新等对从事辐射工作人员进行研究 , 发现
CD+4 /CD

+
8 比值随着放射工龄的增加 ,呈逐步减少趋势 , 提示免

疫功能的损害加重 [ 3] 。有学者研究发现食管癌 、肺癌 、鼻咽癌
患者放疗后 T淋巴细胞 ,特别是 CD+

4
T淋巴细胞明显下降 , 尤

其在鼻咽癌局部复发和远处转移患者中 , CD+4 /CD
+
8 比值持续

处于低水平 [ 4 , 5] ,提示恢复 T淋巴细胞功能及保持 CD+4 /CD
+
8

正常比值能有助于提高恶性肿瘤的疗效。

人体的表面和体内聚集着大量的细菌。 口腔 、鼻腔鼻窦 、
鼻咽 、口咽 、下咽区更是细菌富集区。有研究表明菌群因素对

机体免疫系统也会产生影响 ,例如抗生素 、饮食结构改变 、奶粉

喂养造成肠道微生物的变化与过敏性疾病的发生率上升直接

有关 [ 6]。有学者通过不同微生物级别动物的放射性损伤研究 ,

发现无菌动物(germfree, GF)与 CV级动物对射线的反应有多方
面的差别 ,具体表现为:①导致 50%发病率的最小剂量在 GF动

物中较高;②在接受全身 X射线照射(TBI)致死剂量后 , GF动物

比 CV动物生存期长;③导致肠道粘膜组织学变化的最低 TBI剂
量在GF动物中比 CV动物高, 而造成骨髓损伤的 TBI剂量相同。

显示出 GF动物比 CV动物对射线有更好的耐受性 [ 7, 8] 。

为了了解菌群对于放射后机体免疫功能是否产生影响 , 以
及产生什么影响 , 我们选取微生物等级差异较大的动物 , 根据

微生物等级标准和环境控制要求的不同 ,清洁度由低到高依次
为 CV级动物 、清洁级动物(cleananimal, CA)、SPF级动物和

GF动物。 SPF级动物是根据我国国情而设立的最高清洁程度

的动物 , 必须饲养在经高效空气过滤的环境中 , 净化级别达到
10 000级 ,质量控制符合国标 GB14925-2001[ 9] 。为了严格控

制实验质量 ,我们设定了质量控制步骤(详见材料和方法)。同

时进行了实验比较 , 咽部菌群培养结果显示 , SPF级大鼠培养
阳性率为 25%, 阳性细菌为奇异变形杆菌。该菌为条件致病

菌 ,属于变形杆菌的一种 ,常驻于宿主的鼻咽 、消化道中 , 在机
体免疫功能正常情况下不致病。 SPF级动物并不是无菌动物 ,

这与其他作者在 SPF级动物胃肠道细菌培养的结果相一致。

本组实验 SPF级大鼠未发现常见的上呼吸道致病菌 , 而 CV级
大鼠口咽细菌培养阳性率为 100%, 并发现铜绿假单胞菌 、金黄

色葡萄球菌 、亚利桑那沙门氏菌等致病菌 , 证明 SPF级大鼠和
CV级大鼠在咽部微生物数量和种类上是有明显区别的。

(下转第 279页)
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实际测量时仅测量单野条件下的百分深度剂量是不够的 ,
特别双机架 6野照射的百分深度和单野形成的百分深度很不

一样 , 前者没有单野照射时的剂量坪区 , 最大深度剂量几乎就
在模体表面 [ 8] 。这是由于 6野百分深度量主要来自对中心轴

横截面垂直照射野和相邻两野的贡献。 因此计算机器量时不
能采用单野百分深度剂量参数来选择治疗深度和相应得百分

深度量。对于 X射线污染不能忽视 ,是在单野条件下我们测量
的污染是 1.8%,但从一些相关研究中 [ 9]可看到实际照射条件

下患者体中线产生的 X射线污染大约是单野的 2倍 , 因此做好

对患者重要器官的防护是必要的。 通常情况下剂量累积因子
MF是在模体表面测量的 , 有文献报道 [ 10]MF随深度的改变会

有所不同 , 这需要根据临床需要测量合适深度的 MF因子。
另外 , 由于电子线剂量的复杂性 , 很难仅采用单一仪器设

备就能完成测量任务 ,实际中需要指形电离室 、平行板电离室 、
多通道半导体电离室 、胶片 、热释光等相互配合 , 根据实际情况

选用方可测得最佳结果。总之 , 电子线全身照射技术需要以
AAPM23号报告等为参考 ,各单位根据自身条件对剂量学特性

进行调整和实际测量 ,就能保证临床治疗准确有效的执行。
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(上接第 276页)为了避免 SPF级动物由于较少接触免疫原导

致免疫功能低下的缺陷 , 我们进行了脾脏系数的比较 , 脾脏是
生物体内重要的免疫器官 ,脾脏系数能反映了机体的免疫功能

水平 , 在机体免疫功能低下时 , 脾脏系数会减小。我们分析表
明 SPF级大鼠的脾脏系数值相对较低 , 统计学分析二者无明显

差别 , 但仍从一定程度上说明 SPF级大鼠在微生物刺激程度上
相对 CV级大鼠较低。 FCM显示虽然 SPF级大鼠外周血成熟

淋巴细胞 CD+3 、CD
+
4 和 CD

+
8 淋巴细胞亚群均较 CV级大鼠少 ,

但统计学分析 CD+3 、 CD
+
8 没有明显的区别。 并且两种大鼠

CD+4 /CD
+
8 比值相同 , 均为 2.9左右 ,差别无统计学意义。与其

他学者研究正常大鼠 CD+4 /CD
+
8 比值一致 ,说明两种大鼠未接

受照射时免疫功能都是正常的 [ 10] 。
不同剂量照射后 , CV级大鼠外周血 T淋巴细胞总数 、CD+4

淋巴细胞均明显减少 , CD+
8
淋巴细胞上升 ,组间有明显差异(P

<0.01或 0.05), 与辐射剂量有效应关系 , CD+4 /CD
+
8 比值呈明

显下降趋势 , 组间差异明显(P<0.01), 提示 CV级大鼠机体免

疫功能在辐射因素下明显损伤。 而 SPF级大鼠在电离辐射后
外周血 T淋巴细胞总数 、CD+

4
和 CD+

8
淋巴细胞亚群辐射后无

明显下降趋势 , T淋巴细胞总数组间无差异 , CD+4 / CD
+
8 比值随

剂量虽有下降 , 但下降趋势比较 CV级大鼠程度较轻 ,统计学组

间分析无明显差异 , 提示 SPF级大鼠放射性机体免疫损伤和
CV级大鼠有所不同。

我们选取的两种动物在品系 、性别和体重上均尽量保持相
同 , 放射前其全身免疫状态均为正常 , 两者区别在于微生物级

别的不同。 SPF级动物由于其体内微生物较少 , 口咽部细菌无
致病菌 , 咽部照射后全身免疫功能紊乱的影响程度较低 , 提示

菌群因素在辐射损伤中起着一定的作用。
本研究旨在对放射导致机体免疫功能改变的机体菌群因

素作初步探讨 , 随着实验动物学条件的成熟 , 今后利用无菌动
物 , 使其感染人体常见细菌(悉生动物),在此基础上进行研究 ,

将更有助于了解机体菌群对于放射导致的机体免疫功能影响

的作用 ,同时对免疫指标的检测将进一步丰富。
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