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［摘 要］ 目的：探究B10细胞放射性肺纤维化进程中的动态变化。方法：将30只6~8周C57BL/6小鼠随机分为未照射对照

组、照射后2 d组（IR2d组）、照射后14 d 组（IR14d组）、照射后3个月组（IR3m组）、照射后5个月组（IR5m组），应用电离辐射建

立放射性肺纤维化的动物模型，通过HE染色法、Masson染色观察肺组织的病理变化，免疫荧光染色法观察α⁃平滑肌肌动蛋白

（α⁃smooth muscle actin，α⁃SMA）表达，流式细胞术检测B10细胞在肺、脾脏中的数目变化。结果：胸部照射后早期小鼠肺组织

呈现炎性反应；照射后3个月出现肺泡结构破坏，间质填充，照射后5个月大量胶原填充，α⁃SMA表达较对照组明显增加。IR2d
组、IR14d组肺组织中的B10细胞比例较对照组明显增加，而IR3m组B10细胞较IR2d组明显下降；照射后2 d脾脏中B10细胞开始

增加，照射后14 d达到峰值，照射后3个月较照射后2 d、14 d明显下降。结论：放射性肺纤维化进程中存在B10细胞浸润，呈现早

期升高晚期降低的趋势。
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［Abstract］ Objective：This study aims to explore the dynamic changes in the process of radiation ⁃ induced pulmonary fibrosis
（RIPF）of B10 cells. Methods：30 C57BL/6 mice，6⁃8 weeks old，were randomly divided into non⁃irradiated（control）group，2 days
after irradiation（IR2d），14 days after irradiation（IR14d），3 month after irradiation（IR3m）and 5 month after irradiation（IR5m）group.
The radiation⁃ induced pulmonary fibrosis model was established by using ionizing radiation. HE staining and Masson staining were
used to observe the pathological changes of lung tissue，and the expression of α⁃SMA was observed by immunohistochemistry. Flow
cytometry was used to detect the infiltration changes of B10 cells in lung tissues and spleens in the RIPF model. Results：The lung
tissues of mice showed inflammatory response in the early stage after chest irradiation. Furthermore，the alveolar structure destruction
and interstitial filling began to appear 3 months after irradiation，and a large amount of collagen was filled 5 months after irradiation.
The expression of α ⁃ SMA was significantly higher than that of the control group，and pulmonary fibrosis was more severe. The
proportion of B10 cells in lung tissue was significantly increased at 2 d and 14 d after chest irradiation compared with the non ⁃
irradiated group，while was significantly lower in IR3m group than in IR2d group，B10 cells in the spleens began to increase at IR2d，
and reached a peak at IR14d，and was significantly lower in IR3m group than in IR2d group and IR14d group. Conclusion：There were
B10 cells infiltration in the process of radioactive pulmonary fibrosis，with a trend of early increase and late decrease.
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胸部肿瘤是临床上常见的恶性肿瘤，而放射治

疗是胸部肿瘤综合治疗必不可少的手段，如肺癌、

食管癌、纵隔肿瘤等。放射性肺损伤是胸部肿瘤放

射治疗后常见的不良反应［1］，包括早期的放射性肺

炎和晚期的放射性肺纤维化（radiation⁃induced pul⁃
monary fibrosis，RIPF）［2］。RIPF一般发生于胸部放

疗的 6个月后，临床表现包括呼吸困难、胸痛，严重

时可引起呼吸衰竭甚至死亡。目前RIPF的治疗靶

标尚不明确，临床上缺乏有效的治疗措施［3］，因此，

寻找影响RIPF的靶标对于预防和治疗RIPF具有重

要意义。

B10细胞是一种可分泌 IL⁃10的调节性B细胞

（regulatory B cell，Breg）的特殊亚群，参与炎症、免疫

性疾病、肿瘤等多种疾病［4］。近年多项研究证实

B10细胞与多种器官纤维化相关，如病毒引起的肝

纤维化［5］、粉尘性肺纤维化［6］、药物性肺纤维化［7］。

然而，粉尘及药物引起的肺纤维化与电离辐射引

起的肺纤维化机制不尽相同。前期研究发现，给

予 C57BL/6小鼠次全身照射可引起脾脏中的 Breg
细胞亚群增加，抑制自身免疫性疾病的发展［8］。目

前尚无研究报道B10细胞与RIPF相关联。本研究

旨在观察小鼠经胸部电离辐射后，B10细胞在小鼠

RIPF 进程中的动态变化情况，探讨 B10 细胞与

RIPF之间可能存在的关联，为RIPF提供新的防治

思路。

1 材料和方法

1.1 材料

直线加速器（Clinac600C/D）（Varian医疗系统公

司，美国），流式细胞仪（Accuri C6）（BD公司，美国）；

大鼠抗小鼠CD5⁃PE（Sigma公司，美国），大鼠抗小鼠

CD19⁃FITC（BioLegend 公司，美国），大鼠抗小鼠

CD1d⁃APC（eBioscience公司，美国），红细胞裂解液

（BD公司，美国），60 μm细胞筛（北京索莱宝科技有

限公司）。

1.2 方法

1.2.1 实验动物与分组

选取 30 只成年雌性 6~8 周龄健康、清洁级

C57BL/6小鼠，体重 18~22 g，购自上海斯莱克动物

有限公司，许可证号：SCXK（沪）2007⁃0005。随机分

成 5组，分别为未照射（对照）组、照射后 2 d（IR2d）
组、照射后14 d（IR14d）组、照射后3个月（IR3m）组，

照射后 5个月（IR5m）组，每组 6只。实验操作符合

3R原则，经福建医科大学伦理委员会批准。

1.2.2 照射方式

配制 4%水合氯醛以 0.1 mL/10 g腹腔注射麻醉

小鼠。将小鼠放入自制有机玻璃鼠笼中，拉直鼠

尾，胶布固定。根据本单位摆位误差以及质量控

制，将照射野设置为38.0 cm×1.5 cm，将固定好的小

鼠整齐排列置于治疗床上，照射部位为小鼠胸部，

具体摆位操作参考已发表论文［9］。采用直线加速器

（Clinac600C/D）用6 MV⁃X线单次18 Gy照射小鼠全

肺，射野角度 180°单野照射，剂量率 500 Mu/min。
通过剂量体积直方图（dose volume histogram，DVH）
评估计算出小鼠肺部百分深度剂量为 83%。对照

组相同环境下予以假照射。

1.2.3 标本处理

通过颈椎脱臼法处死各组小鼠，剪取小鼠左侧

肺组织，浸泡于 4%多聚甲醛中固定，24 h后转至

75%酒精，常规脱水，石蜡包埋，连续 0.4 μm切片，

通过HE染色、Masson染色、免疫荧光染色行病理学

检测，显微镜下观察染色情况。另取小鼠整个脾脏

及相同质量同侧肺组织，浸泡于含 10%血清的PBS
缓冲液中备用，待制备单细胞悬液。

1.2.4 流式细胞样本处理及流式分析

研磨组织样本，60 μm细胞筛过滤脾脏/肺组

织，1 800 r/min（脾）、2 000 r/min（肺），离心5 min，弃
上清，加入 5 mL红细胞裂解液重悬后，以相同转速

离心 3 min后，弃上清，5 mL PBS缓冲液洗涤重悬，

离心5 mim，去上清，加入100 μL PBS缓冲液制备成

单细胞悬液。分别加入0.5 μL大鼠抗小鼠的FITC⁃
CD19抗体、APC⁃CD1d抗体和 PE⁃CD5抗体，混匀，

4 ℃下避光孵育 30 min。上机，于流式细胞仪上检

测B10细胞数量占比情况。

1.2.5 病理学评分

Masson染色评分标准：每张切片随机在上、下、

左、右和中部各选 1个视野，根据Ashcroft纤维化评

分标准对肺纤维化程度进行评分［10］。

免疫荧光评分标准：每张切片在高倍镜下随机选

取5个视野，计数各个视野的阳性细胞数，采用阳性细

胞占视野总细胞数的百分比来评估表达情况。

1.3 统计学方法

实验结果采用SPSS 23.0统计软件分析，计量资

料数据以均数±标准差（x ± s）表示。方差齐性检验

采用F检验，对符合正态分布且方差齐的3组及3组
以上的实验研究数据，如各组间B10细胞比例进行

单因素多水平方差分析，进一步使用 Dunnett 法
（Dunnett’s multiple comparisons test）行多重比较。
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A：Masson染色（×200）检测 IR5m与对照组的胶原纤维染色情况及其Ashcroft纤维化评分；B：免疫荧光法（×400）检测 IR5m与对照组的α⁃
SMA表达情况及其半定量分析结果。两组比较，*P＜0.01，**P＜0.001（n=6）。

图2 单次18 Gy胸部照射诱导肺纤维化组织的Masson染色及免疫荧光结果

Figure 2 Masson staining and immunofluorescence results of lung fibrosis induced by a single 18 Gy chest irradiation

对于仅有两组的实验研究，若变量符合正态分布，

使用双尾、非配对 t检验分析组间差异；如变量不符

合正态分布，则使用Mann⁃Whitney U检验分析组间

差异。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 病理学验证C57BL/6小鼠RIPF模型的构建

HE染色结果显示，对照组小鼠肺泡结构完整，

无炎性细胞浸润，给予照射后，可见 IR2d组小鼠肺

组织出现大量炎性浸润，如中性粒细胞、巨噬细胞

等。IR14d组炎性渗出有所吸收。IR3m组出现肺

间质填充，肺间隔增宽，正常肺结构被破坏。IR5m
组发现肺泡大量融合，肺间隔增宽明显，肺泡结构

破坏显著（图1）。肺组织Masson染色结果示，IR5m
组大量胶原纤维填充于肺间质中，发生明显肺纤维

化，与对照组相比，差异有统计学意义（t′=-6.006，
P＜0.001）。免疫荧光染色结果发现，IR5m组中肺

组织肌成纤维细胞标志物α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃
smooth muscle actin，α⁃SMA）表达较对照组明显增加

（t=8.022，P＜0.01，图2）。
2.2 RIPF进程中肺组织中B10细胞动态变化情况

胸部照射后，不同时间小鼠肺组织中B10细胞

对照组 IR2d组 IR14d组 IR3m组 IR5m组

图1 单次18 Gy胸部照射后各时间点的小鼠肺组织HE染色（×100）
Figure 1 HE staining of mouse lung tissue at various time points after a single 18 Gy chest irradiation（×100）
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A：流式细胞仪检测各组肺组织中B10细胞数量占全肺细胞百分比流式散点图；B：流式细胞仪检测各组肺组织中B10细胞数量占全肺细

胞百分比柱状图。与对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01；与 IR2d组比较，#P＜0.05（n=6）。
图3 电离辐射诱导肺纤维化进程中肺组织B10细胞的浸润情况

Figure 3 Infiltration of B10 cell in lung tissues during the process of radiation⁃induced pulmonary fibrosis
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占全肺细胞比例差异具有统计学意义（F=22.230，
P＜0.001）。照射后早期B10细胞浸润增加，与对照

组相比，照射后2 d（P＜0.01）、14 d（P＜0.05）肺组织

中B10细胞明显增加，而照射后 3个月则较照射后

2 d下降明显（P＜0.05，图3）。
2.3 RIPF进程中脾脏中B10细胞动态变化情况

脾组织中，流式细胞计数结果显示，照射后不

同时间脾脏中 B10细胞占全脾细胞比例不同（F=
37.970，P＜0.001）。照射后 2 d B10细胞开始增加，

而照射后14 d时则达到峰值（P＜0.001），IR3m组的

B10 细胞则较 IR2d 组（P＜0.01）、IR14d 组（P＜

0.001）明显减少，差异具有统计学意义（图4）。
3 讨 论

既往研究发现，Breg细胞在矽肺或博莱霉素诱

导的肺纤维化进程中起重要作用［6⁃7］，而其亚型B10
细胞是否与RIPF进程关联，并且 B10细胞在RIPF
中的动态变化情况，迄今还未见相关报道。本研究

A．流式细胞仪检测各组脾脏组织中B10细胞数量占脾细胞百分比流式散点图；B. 流式细胞仪检测各组脾脏组织中B10细胞数量占脾细

胞百分比柱状图。两组比较，*P＜0.01，**P＜0.001（n=6）。
图4 电离辐射诱导肺纤维化进程中脾脏组织中B10细胞的浸润情况

Figure 4 Infiltration of B10 cells in spleen tissue during the process of radiation⁃induced pulmonary fibrosis
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通过研究单次18 Gy照射下的RIPF小鼠模型中B10
细胞动态变化情况，首次发现在电离辐射诱导的小

鼠RIPF进程中，肺组织及脾脏中存在 B10细胞浸

润，且在炎性早期B10细胞比例显著增加，而在纤维

化晚期B10细胞比例逐渐减少。

RIPF是肺损伤修复的不良结果。电离辐射可

引起肺上皮细胞及肺实质发生损伤，在正常愈合过

程中，肺泡⁃毛细血管通透性恢复，炎症缓解，正常肺

受损上皮及实质细胞修复。但若肺损伤、炎症持续

存在，则会持续调动机体免疫应答，引起机体肺损

伤修复过度导致肺的结构紊乱，最终发展为不可逆

的肺纤维化［11-12］。

B细胞通常被认为能增强免疫反应，然而，B细

胞也能抑制多种小鼠自身免疫和炎症模型的免疫

反应［13］。B10细胞作为一类可产生 IL⁃10的特殊表

型CD19+CD5+CD1d+调节性B细胞，发挥着负调节免

疫的作用。在免疫应答过程中，炎性分子诱导B10
细胞 IL⁃10的产生和效应功能，可抑制抗原特异性T
细胞的激活和先天巨噬细胞功能，从而发挥生物学

功能［14］。研究表明，B10细胞具有强大的调节作

用，即使少量的 B10细胞也能显著抑制接触超敏

反应［15］、实验性自身免疫性脑脊髓炎［16］和移植物抗

宿主病［17］等。此外，近年来，多项研究发现，B10细
胞与纤维化有关，在多种器官组织的纤维化进程中

发挥重要作用，然而目前对B10细胞的促纤维化作

用和抑制纤维化作用尚有争议。部分学者认为B10
细胞在纤维化进程中起促进作用。研究证明，B10
细胞可以通过抑制 Th1反应和调节 Th平衡来控制

肺部炎症并加剧矽肺诱导的肺纤维化［6］，Liu等［5］发

现患者外周血的Breg数量与肝纤维化程度呈正相

关，Komura等［7］提出CD19信号诱导B细胞向肺组织

浸润与博莱霉素诱发的药物性肺纤维化有关。而另

有一些学者则发现在类风湿关节炎相关的肺纤维化

中Breg减少［18］。

胸部照射后可诱导多种免疫细胞进入肺内。

其中，B淋巴细胞对电离辐射所致的垂死细胞释放

出来的 DNA 片段异常敏感，其在照射后可迅速地

增殖和分化［19］。在正常小鼠中，大多数CD19+CD5+

CD1d+B10细胞在小鼠脾脏中高度富集，而在其他组

织中较少检测到［14］。本研究发现，在肺组织中，未

照射对照组的B10细胞数量处于较低水平，在照射

后 2 d、14 d肺组织中B10细胞占比明显增加，且在

脾脏中，胸部照射后 2 d也可观察到B10细胞增殖，

并且在照射后14 d达到峰值，我们推测小鼠接受胸

部照射后，B10细胞可能自脾脏募集至肺组织中，参

与免疫应答，而小鼠脾脏中B10细胞则通过增殖分

化予以补充。在照射后晚期，脾与肺组织中B10细
胞也相应逐渐减少，这或与小鼠通过自身免疫应答

损伤修复，炎症缓解，肺间质重构有关。Cargnoni
等［20］发现可通过减弱B细胞抗原递呈减轻Treg细胞

在博来霉素诱导的肺纤维化的促进作用。Lu等［21］

研究发现B10细胞可通过释放IL⁃10增强Treg功能并

促进Treg的转化。Xiong等［22］研究发现，调节性T细

胞（regulatory T cell，Treg）在小鼠胸部照射后数量明

显增加，并且进一步发现Treg细胞可通过调控上皮间

质转化促进RIPF的进程。这提示B10细胞可能通过

IL⁃10的分泌促进其他效应细胞发挥促RIPF的作用。

综上所述，本研究发现小鼠 B10细胞可能与

RIPF有关，且在RIPF进程中，小鼠肺组织、脾脏组

织中B10细胞比例在纤维化早期明显升高，而在纤

维化晚期则明显减少。本研究推测B10细胞可能是

影响RIPF重要的免疫细胞。然而，B10细胞促进或

抑制RIPF尚且不明，且机制未清，需进一步深入研

究，为抗RIPF研究提供新思路。
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