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氦氖激光照射胸腺区促进荷瘤小鼠犜细胞的犆犇５９
表达与活化信号转导

徐　鹤　高美华
（青岛大学医学院免疫学教研室，山东 青岛２６６０７１）

摘要　探讨低功率氦氖激光照射对荷瘤小鼠 Ｔ细胞ＣＤ５９表达及其功能的影响。将（ＢＡＬＢ／Ｃ）小鼠分为４组：

Ⅰ组不做处理；Ⅱ组仅致瘤；Ⅲ组致瘤后每日照射胸腺区；Ⅳ组致瘤后隔日照射胸腺区。致瘤后第２０天处死小鼠，

分离培养胸腺Ｔ细胞。采用噻唑蓝（ＭＴＴ）比色法测Ｔ细胞增殖，用免疫组化和免疫荧光测Ｔ细胞ＣＤ５９表达量，

然后用酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）测Ｔ细胞活化后白介素２（ＩＬ２）水平，用激光共聚焦测Ｔ细胞胞浆内钙离子

变化，以及用流式细胞术测Ｔ细胞活化为ＣＤ＋２５Ｔ细胞的能力。结果表明，照射组肿瘤生长受抑；荷瘤组Ｔ细胞的

ＣＤ５９表达量、白介素２水平、增殖能力、钙离子浓度及活化的ＣＤ＋２５Ｔ细胞水平均低于正常组，但照射组明显高于非

照射组。由此可见，激光照射促进了荷瘤小鼠Ｔ细胞ＣＤ５９的表达，增强了其活化信号的转导。

关键词　医用光学；免疫病理学；氦氖激光照射；免疫调节；ＣＤ５９；胸腺Ｔ细胞；小鼠
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１　引　　言

ＣＤ５９是一种以糖基磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）锚着于

细胞膜表面的糖蛋白，广泛分布于造血细胞、非造血

细胞及多种组织细胞表面。其主要功能是调节补体

活化，通过与补体功膜复合物（ＭＡＣ）装配过程中的

Ｃ８和（或）Ｃａ结合从而抑制补体的活化
［１～３］。研究

证实，ＣＤ５９也参与Ｔ细胞的黏附及细胞信号的传

导［４，５］。荷瘤机体的免疫细胞往往出现ＣＤ５９表达

量降低，活化信号传导异常，功能低下，甚至处于无

反应状态［６］。而低功率激光具有生物刺激作用，可

以增强细胞的活化信号，促进细胞的增殖［７，８］。本

研究采用低功率 ＨｅＮｅ激光照射荷瘤小鼠胸腺，探

讨低功率激光照射对荷瘤小鼠Ｔ细胞ＣＤ５９的表达

及活化信号转导的作用。

２　材料和方法

２．１　动物分组与处理

取ＢＡＬＢ／Ｃ纯系小鼠４０只，３～４周龄，体质量

１８～２２ｇ，雌雄各半，随机分为Ⅰ～Ⅳ４组。肿瘤细胞

为本科室构建保存的转ＣＤ５９基因人卵巢癌细胞系

Ａ２７８０细胞（ＷＴＡ２７８０）。Ⅰ组每只小鼠腋下注射生理

盐水０．１ｍＬ；Ⅱ组每只小鼠腋下注射０．１ｍＬ，６×

１０７ｃｏｕｎｔｓ／ｍＬ的 ＷＴＡ２７８０细胞；Ⅲ组每只小鼠腋下

注射０．１ｍＬ，６×１０７ｃｏｕｎｔｓ／ｍＬ的 ＷＴＡ２７８０细胞，

每天进行１０．０ｍｉｎ的胸腺区激光照射。Ⅳ组每只小

鼠腋下注射０．１ｍＬ，６×１０７ｃｏｕｎｔｓ／ｍＬ的 ＷＴＡ２７８０

细胞，隔日进行１０．０ｍｉｎ的胸腺区激光照射。采用

氦氖激光器，能量密度为７６．４３Ｊ／ｃｍ２，光斑直径为

０．５ｃｍ，原束照射。记录肿瘤出现时间，于接种后每５

天测量肿瘤直径，绘制肿瘤生长曲线。在第２０天断

颈处死小鼠。

２．２　细胞制备

无菌分离正常对照组、实验荷瘤组小鼠胸腺，制

备单细胞悬液，淋巴细胞分层液分层，获取单个核细

胞，再经尼龙毛柱处理获取胸腺依赖（Ｔ）淋巴细胞，台

盼蓝染色细胞存活率９５％以上。调整细胞浓度为

４×１０５ｃｏｕｎｔｓ／ｍＬ，加入体积分数为１０％胎牛血清

（ＦＢＳ）、青链霉素双抗的ＲＰＭＩ１６４０培养基１０ｍＬ，体

积分数为５％ＣＯ２（以下同），３７℃温箱培养。

２．３　检测方法

２．３．１　采用噻唑蓝（ＭＴＴ）比色法测淋巴细胞增殖

活性

设定空白对照组，ＣＤ５９ｍＡｂ对照组，ＣＤ５９ｍＡｂ

实验组（Ⅰ～Ⅳ组），每组各设３个复孔。取上述小鼠Ｔ

淋巴细胞，调整细胞浓度为４×１０５ｃｏｕｎｔｓ／ｍＬ，加入

９６孔板中１００μＬ／ｈｏｌｅ，５％ＣＯ２，３７℃孵育４８ｈ，加

ＭＴＴ，１０μＬ／ｈｏｌｅ，振荡混匀，５％ＣＯ２，３７℃孵育４ｈ。

而后，加入１０％ＳＤＳ０．０２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ，１００μＬ／ｈｏｌｅ，

充分吹打混匀２０ｍｉｎ至完全溶解。全自动酶标检测

仪测５７０ｎｍ处光密度（ＯＤ）值。以各样本的测定孔

光密度犱ＯＤＳ减对照孔光密度犱ＯＤＣ，求得光密度差值。

２．３．２　免疫组化测Ｔ细胞表面ＣＤ５９

链霉亲合素生物素过氧化物酶连结（ＳＡＢＣ）

法检测Ｔ细胞ＣＤ５９蛋白的表达，免疫组化步骤按

ＳＡＢＣ免疫组化试剂盒说明书进行。

２．３．３　Ｔ细胞表面ＣＤ５９的免疫荧光检测

取１ｍＬ前期准备４组Ｔ细胞，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）洗３遍，滴于载玻片上，吹干，９５％乙醇固定

５ｍｉｎ；吹干，加 ＣＤ５９ｍＡｂ（１∶６４０）３７ ℃ 孵育

４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍，５ｍｉｎ／ｔｉｍｅ；吹干，加异硫氰酸

荧光素（ＦＩＴＣ）标记山羊抗鼠ＩｇＧ（ＨＬ）（１∶３２０）

３７℃孵育４５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３遍，５ｍｉｎ／ｔｉｍｅ；吹干，

荧光显微镜观察。

２．３．４　酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）测培养液上

清中白介素２（ＩＬ２）水平

４组细胞以ＣＤ５９ｍＡｂ处理２４ｈ后，离心收集

培养液上清，按说明书方法依次加入样品／标准品，

生物素化抗体，酶结合物工作液，显色剂，最后加入

终止液后酶标仪４５０ｍｍ测吸光度（Ａ）值。

２．３．５　激光共聚焦测细胞内钙离子浓度

取前期准备的小鼠淋巴细胞，调整细胞浓度为

５×１０６ｃｏｕｎｔｓ／ｍＬ，用 Ｈｅｐｅｓ缓冲液（ｐＨ＝７．４）将

细胞 清 洗 ３ 遍，加 入 １０μｍｏｌ／Ｌ ＦＬＵＯ３／ＡＭ

１００μＬ，３７℃孵育４０ｍｉｎ。孵育后，１０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，吸弃ＦＬＵＯ３／ＡＭ 上清，用 Ｈｅｐｅｓ缓冲

液（ｐＨ＝７．４）将细胞清洗３遍，加入０．５ｍＬＨｅｐｅｓ

缓冲液。４组Ｔ细胞均加入ＣＤ５９ｍＡｂ，１０ｍｉｎ内

使用Ｎｉｋｏｎ激光共聚焦显微镜检测细胞内钙离子

浓度的变化情况。

２．３．６　流式细胞术测ＣＤ５９ｍＡｂ作用后活化的

ＣＤ＋２５Ｔ细胞水平

Ｔ细胞中加入１ｍｇ／ＬＣＤ５９ｍＡｂ，３７℃孵育

４８ｈ。调整细胞密度２×１０８ｃｏｕｎｔｓ／Ｌ，分别吸取

２５０μＬ不同组细胞悬液放入１，２，３，４号ＥＰ管中，

设置对照组和同型对照组，加入ＦＩＴＣ标记的抗小

鼠ＣＤ２５各１０μＬ，混匀后，４℃避光作用３０ｍｉｎ，

５０ｇ／Ｌ白蛋白ＰＢＳ洗２次，５ｍｉｎ／ｔｉｍｅ。多聚甲醛
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固定，避光保存，２４ｈ内流式细胞仪进行分析。

２．４　统计学处理

所有数据以珚狓±狊表示，其中珚狓表示均数，狊表示

标准差。采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件对数据进行方差

分析，检验水准为０．０５，犘＜０．０５具有统计学意义，

犘＜０．０１有高度统计学意义（犘为将观察结果认为

有效的犯错几率）。

３　结　　果

３．１　肿瘤生长曲线

ＷＴＡ２７８０移植瘤小鼠激光照射组瘤块明显小

于非激光照射组。移植后，分别在第５，１０，１５，２０天

测量瘤块直径。抑瘤效果见图１。激光照射组和非

激光照射组比较犘＜０．０１，差异有统计学意义。

图１ 各组小鼠肿瘤生长曲线

Ｆｉｇ．１ Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆｔｕｍｏｒｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

３．２　淋巴细胞增殖

如图２所示，Ⅱ组的淋巴细胞增殖率明显低于

Ⅰ组，Ⅲ组和Ⅳ组增殖率明显高于Ⅱ组（犘＜０．０１），

但Ⅲ组和Ⅳ组间无明显差别（犘＞０．０５）。

图２ ＭＴＴ法检测ＣＤ５９ｍＡｂ对Ｔ细胞体外增殖

的影响（狀＝３）

Ｆｉｇ．２ ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＴｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴｓｔａｉｎｉｎｇ

３．３　ＣＤ５９在Ｔ细胞表面的免疫组化结果及平均

光密度值

如图３所示，免疫组化阳性染色细胞为灰色，

ＣＤ５９着色主要定位于细胞膜。比较平均光密度值

（表１），Ⅲ，Ⅳ组着色强度虽然仍旧低于Ⅰ组，但与

Ⅱ组相比明显升高（犘＜０．０１），Ⅲ组和Ⅳ组相比差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。表明激光照射后的小

鼠Ｔ细胞ＣＤ５９表达量虽然还是低于正常小鼠，但

是高于未照射组。

图３ ＣＤ５９蛋白在各组小鼠Ｔ细胞上的表达

Ｆｉｇ．３ ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ５９ｐｒｏｔｅｉｎｏｎ

Ｔｃｅｌｌｓｏｆｍｉｃｅ

表１ 各组Ｔ细胞ＣＤ５９蛋白的平均光密度值

Ｔａｂｌｅ１ ＯＤｖａｌｕｅｓｏｆＣＤ５９ｏｎＴｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓ（珚狓±狊，狀＝１０）

Ｇｒｏｕｐｓ ＣＤ５９ｐｒｏｔｅｉｎ（ＯＤ）

Ⅰ ０．４６０８±０．０１６０

Ⅱ ０．２５１２±０．０１６３

Ⅲ ０．３１８３±０．０１１２

Ⅳ ０．３２２０±０．０１４４

３．４　Ｔ细胞表面ＣＤ５９的免疫荧光检测结果

图４为４组Ｔ细胞表面ＣＤ５９特异荧光的表达

情况。免疫荧光结果判定：根据特异荧光强弱依次

图４ ４组Ｔ细胞ＣＤ５９免疫荧光表达的比较

Ｆｉｇ．４ ＣＤ５９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＴｃｅｌｌｓｏｆｍｉｃｅｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ

用弱阳性（±）、阳性（＋）、强阳性（＋＋）表示，无特

异性荧光的为阴性（－），随机观察４个视野，并根据

荧光强度记分：狀为视野中细胞数，阴性为０分，弱

阳性为１分，阳性为２分，强阳性为３分。打分结

果显示（表２），Ⅱ组荧光表达较Ⅰ组和Ⅲ组，Ⅳ组明
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显减弱，Ⅲ组Ⅳ组荧光虽然还是弱于Ⅰ组，但明显强

于Ⅱ组，差别有统计学意义（犘＜０．０１）。Ⅲ组和Ⅳ

组间差别无统计学意义（犘＞０．０５）。

表２ ４组Ｔ细胞的ＣＤ５９荧光值

Ｔａｂｌｅ２ ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｖａｌｕｅｓｏｆＴｃｅｌｌｓｏｆｍｉｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｇｒｏｕｐ 狀 ＣＤ５９

± ＋ ＋＋

Ⅰ １６５ １９ １４１ ５

Ⅱ １７０ １４４ ２６ ０

Ⅲ １５９ １０５ ６４ ０

Ⅳ １７３ １１０ ６２ １

３．５　各组Ｔ细胞分泌ＩＬ２情况

如图５所示，经ＣＤ５９ｍＡｂ作用后，Ⅱ组ＩＬ２

水平明显低于Ⅰ组（犘＜０．０１），经激光照射后的Ｔ

细胞分泌的ＩＬ２水平比较荷瘤组有升高。Ⅲ组和

Ⅳ组之间无明显差别（犘＞０．０５）。

图５ ＣＤ５９单抗对４组Ｔ细胞ＩＬ２的影响

Ｆｉｇ．５ ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＤ５９ｍＡｂｏｎＩＬ２ｌｅｖｅｌｏｆＴｃｅｌｌｓ

ｉｎｔｈｅ４ｇｒｏｕｐｓ

３．６　激光共聚焦测钙离子浓度变化情况

如图６和表３所示，在同样因素刺激下（加ＣＤ５９

ｍＡｂ），正常对照组Ｔ细胞接受刺激产生钙离子浓度明

显 高 于Ⅱ组 Ｔ 细 胞 （犘 ＜０．０１）；激 光 照 射

组钙离子浓度虽然仍旧低于正常组，但明显高于荷瘤

组（犘＜０．０１）。Ⅲ组，Ⅳ组之间无明显差异（犘＞０．０５）。

图６ Ｃａ２＋在Ｔ细胞的浓度变化（４００×）

Ｆｉｇ．６ ＣｈａｎｇｅｓｏｆＣａ
２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎ

Ｔｃｅｌｌｓｏｆｍｉｃｅ（４００×）

表３ ＣＤ５９ｍＡｂ对小鼠Ｔ细胞Ｃａ２＋的影响

（珚狓±狊，狀＝１０）

Ｔａｂｌｅ３ ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＤ５９ｍＡｂｏｎＣａ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎ

Ｔｃｅｌｌｓｏｆｍｉｃｅ（珚狓±狊，狀＝１０）

Ｇｒｏｕｐ ０ｍｉｎ／％ ＣＤ５９ｍＡｂ／％

Ⅰ １００ ４１０．１±４４

Ⅱ １００ ２６６．０±６３

Ⅲ １００ ３２２．５±３４

Ⅳ １００ ３３０．７±４８

３．７　流式细胞术检测ＣＤ５９ｍＡｂ作用后活化的

ＣＤ＋２５Ｔ细胞水平

图７为流式细胞术检测ＣＤ５９ｍＡｂ作用后活

化的ＣＤ＋２５Ｔ 细胞水平，图（ａ）为４组细胞 ＣＤ５９

ｍＡｂ作用后的总比较，Ⅲ组，Ⅳ组曲线相对Ⅱ组明

显右移，接近Ⅰ组。由图（ｂ）可见，Ⅲ组，Ⅳ组活化

的ＣＤ＋２５Ｔ细胞数无明显差异（犘＞０．０５），但明显高

于Ⅱ组（犘＜０．０１）。由图（ｃ）可见，Ⅰ组活化的ＣＤ
＋
２５

Ｔ细胞数明显高于Ⅱ组（犘＜０．０１）。

图７ 流式细胞术检测活化的ＣＤ＋２５Ｔ细胞情况

Ｆｉｇ．７ ＬｅｖｅｌｏｆＣＤ
＋
２５Ｔｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒ
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４　分析与讨论

４．１　ＣＤ５９与Ｔ细胞信号转导

ＣＤ５９广泛分布于体内多种细胞表面，除了已

被广泛认知的调节补体功能外，作为 ＧＰＩ锚固蛋

白，还具有细胞信号传导的功能［９］。国内外大量研

究可证实：１）在氨基酸水平上，ＣＤ５９与鼠类的Ｔ细

胞激活蛋白相似，这为其可能在Ｔ细胞信号传导中

发挥作用提供证据［１０］；２）人ＣＤ５９经特异单克隆抗

体交联后，可引起钙离子的释放及脂筏相关信号分

子的活化，如酪氨酸激酶［９］；３）中性粒细胞表达的

ＣＤ５９用特异抗体交联后，也有特异酪氨酸激酶

活化［１１］。

４．２　氦氖激光对Ｔ细胞ＣＤ５９表达的影响

实验证明温度可引起 Ｔ细胞表面ＣＤ５９的变

化［１２］，辐射可以影响免疫细胞的活性［１３］，而低功率

氦氖激光具有热、磁、压等光化学效应，可以对免疫

细胞的活化信号产生影响。激光照射能增强机体的

代谢过程，增强酶的活性，加速蛋白合成，可以引

起各种细胞反应途径包括蛋白激活、去磷酸化、第二

信使（Ｃａ２＋，ｃＡＭＰ）变化，可以在Ｔ细胞生长活化过

程中发挥有效作用，对 Ｔ细胞的活化信号产生影

响。我们通过建立肿瘤模型，采用免疫荧光和免疫

组化的方法检测小鼠Ｔ细胞ＣＤ５９，发现氦氖激光

照射组的 Ｔ 细胞 ＣＤ５９表达量明显高于未经照

射组。

４．３　激光照射与Ｔ细胞增殖

Ｔ细胞发挥正常免疫功能的基础是增殖活化。

近年来有实验证明，胸腺区激光照射能够影响淋巴

细胞的活性［１４］。本研究检测Ｔ细胞经ＣＤ５９ｍＡｂ

刺激后的增殖情况，结果表明，正常组Ｔ细胞增殖

明显强于荷瘤组，激光照射组增殖强于未经照射组。

可见，荷瘤小鼠Ｔ细胞ＣＤ５９表达低于正常小鼠，经

胸腺激光照射后ＣＤ５９表达增加，Ｔ细胞活化信号

增强，其分化为效应Ｔ细胞能力升高。此外；ＣＤ２５

是Ｔ细胞中期活化抗原，白细胞介素２受体（ＩＬ

２Ｒ）α链，静息Ｔ细胞表达很少，活化后则大量诱导

表达，与ＩＬ２Ｒβ、ＩＬ２ＲГ链共同构成高亲和力的

ＩＬ２Ｒ，以供ＩＬ２结合并选择性支持经抗原刺激而

活化的Ｔ细胞进行扩增
［１５］。由此可见，ＣＤ２５是Ｔ

细胞活化的标志之一。用ＣＤ５９ｍＡｂ刺激Ｔ淋巴

细胞活化为ＣＤ＋２５Ｔ细胞，结果显示，正常小鼠Ｔ细

胞经ＣＤ５９ｍＡｂ作用后活化为ＣＤ＋２５Ｔ细胞的量要

高于荷瘤小鼠组；激光照射组活化为ＣＤ＋２５Ｔ细胞的

量要高于未照射组。这种差异是由于ＣＤ５９的量的

不同而造成的。

４．４　激光照射对Ｔ细胞钙离子浓度和ＩＬ２的影响

刺激ＣＤ５９可对 Ｔ细胞的钙离子浓度和ＩＬ２

产生影响［９］。Ｔ细胞激活信号的传导过程中，ＣＤ５９

发挥作用的可能机制为：１）作为ＣＤ２的第二配体，

参与Ｔ细胞的黏附；２）与细胞膜微结构域脂筏为

淋巴细胞抗原受体介导的信号传导提供平台；３）作

为一种共刺激分子，参与Ｔ细胞的活化：ＣＤ５９活化

导致ＴＣＲ／ＺＡＰ７０亚单位活化。而后ＰＬＣГ途径

发挥重要作用，活化的ＰＬＣГ通过分解二磷酸磷脂

酰基醇（ＰＩＰ２），激活三磷酸肌醇（ＩＰ３）和二酰基甘

油（ＤＡＧ）。前者使细胞内钙持续升高，后者激活蛋

白激酶Ｃ（ＰＫＣ）。Ｃａ２＋作为细胞内第二信使，其作

用的分子基础是与钙调蛋白 （ＣａＭ）结合形成

Ｃａ２＋ＣａＭ复合物，激活其靶酶，向下游传递信号。

这两种信号协同刺激激活ＩＬ２基因转录所需要的

因子，ＩＬ２上调也为Ｔ细胞活化标志之一
［１６，１７］。本

研究以ＣＤ５９ｍＡｂ作用Ｔ细胞，产生钙流，且经过

激光照射后的荷瘤组钙离子浓度升高程度明显强于

未照射组；以ＣＤ５９ｍＡｂ作用Ｔ细胞后，ＩＬ２表达

亦符合此结果。从而再次证实激光照射后荷瘤小鼠

Ｔ细胞ＣＤ５９的表达增加，活化信号增强。

５　结　　论

在肿瘤机体内，Ｔ淋巴细胞的ＣＤ５９分子表达

量减少，导致Ｔ细胞活化信号传导受抑，造成机体

的低免疫状态，是肿瘤逃逸的重要机制之一。但经

由低强度氦氖激光照射后ＣＤ５９表达量增加，一定

程度上改善了Ｔ细胞的功能状态，提高了机体对抗

肿瘤的能力。本研究为肿瘤的发展、免疫逃逸及靶

向治疗提供了理论和实验依据，为氦氖激光的临床

治疗提供了新的思路与证据，具有一定的理论价值。
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