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��� 促进造血功能恢复及其机理的研究

张 浩 毛秉智 罗庆 良 夏贞彪

�军事医学科学院放射医学研究所

董 波 从玉 文 郭德煌
北京 �������

摘要 研究了粒细胞集落生长因子 ��
一

����促进受辐射小鼠造血功能恢复的作用
，

并对机

理进行了初步探讨
。

结果表明
�
�

一

��� 不仅可以促进受辐射小鼠外周血细胞的恢复
，

促进脾脏内

源性脾结节的形成
，

而且可以增加骨髓细胞含量和促进骨髓细胞巨噬系造血祖细胞 ����
一

���

的形成
，

提高受辐射小鼠的生存率
，

其促进辐射后机体造血功能恢复的机理是通过刺激照射后残

余造血干细胞的增殖
、

分化
，

该过程需要一段较长的时间
，

而不是抑制照射后即刻细胞的程序性

死亡
。

关键词 细胞因子
，

重组人粒细胞集落刺激因子
，

辐射

中图分类号 ����
�

�
，
����

�

�

造血功能损伤是辐射后的主要病理变化之一
，

促进造血功能的恢复是 目前急待解决的问

题
。

粒细胞集落刺激因子 ��
一

����促进造血细胞生成的作用业已得到证明
，

但对其机理的研

究不深入
。

为此我们以辐射小鼠为模型
，

研究 �
一

���促进造血功能恢复的作用
，

并对机理进

行了探讨
。

� 材 料 和 方 法

�
�

�动物

������纯系雄性小鼠 �军事医学科学院动物中心繁殖�
，

体重 ������
，
���� 周龄

。
�

�

���于照射后 ���� 内开始第 �次给药
，

皮下注射
，

一天两次
，
�

一

���剂量为 ���拼����’ �连

续 ��
，

对照组给予生理盐水连续 ��
，

动态观察 ���外周血象变化
，

每组 �� 只小鼠
。

�
�

�照射条件

军事医学科学院放射医学研究所
“ ��� �源

，

实验小鼠一次全身照射
，

照射剂量率为 ��
�

����
�

�

����而
� 。

�
�

�药物及配制

实验中所用 �
一

���为日本麟麟公司产品
，

商品名为惠尔血
，

生物活性为 �
�

��八护���
�

���
，

制剂标示量为 ���拼��支
。

给药前用生理盐水稀释至所需浓度
。

�
�

�外周血细胞测定

小鼠尾静脉取血 ��户�
，

稀释后用 �
一

��� 血细胞自动计数仪计数红细胞
、

白细胞
、

血小板

和血红蛋白等指标
。

�
�

�小鼠肌浸液的制备

取 �� 只健康小鼠
，

脱臼处死
，

酒精消毒
，

无菌条件下取出背部和腿部肌肉
，

除去附着的

脂肪和肌键
，

剪成绿豆粒大小
，

用含 ��� 马血清的 ����培养液漂冼 �� 后
，

取肌肉粒 坛
，

加人

收稿日期
�

初稿 ��。乐 。 ‘ ��，

修回 ����
一
��

一
��
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���促进造血功能恢复及其机理的研究

马血清 ���
，
����培养液 ���

，

置于 ����培养瓶中
，

在 �� ��� 培养箱中 ����培养 ��
，

收

集上清液
，

测定活性后于
一
�� ℃冻存备用

。

�
�

� 内源性脾结节测定

�
�

��� “ ��� �射线照射小鼠
，

照射后 ���脱臼处死
，

取出脾脏
，
�����

，�
液固定 ���，后

，

解剖镜下计数结节
。

�
�

�骨髓细胞悬液的制备

颈椎脱臼处死小鼠
，

酒精消毒
，

取出股骨
，

用含 ��� 马血清的 ����培养液 ��� 冲出骨

髓细胞
，
�号针头过滤后

，

计数有核细胞数
。

�
�

� ���
一

�� 培养

常规方法培养
，

体系中各成分的终浓度为
�

马血清 ���
，

琼脂 �
�

��
，

骨髓细胞 �火 ����
����

，

小鼠肌浸液 ������皿
，

每组 �皿
，

置 ����� 饱和湿度
、

�� ℃培养 ��
，
�倍镜下计数

，

��

个以上细胞为一集落
。

�
�

� 活存率

���� 丫射线一次全身照射 �
�

���小鼠
，

观察 ��� 存活率
。

�
�

��细胞程序性死亡的检测 【��

脱臼处死待测小鼠
，

从股骨中冲出骨髓细胞
，

细胞悬液取适量于 �
�

���
，

的管中
，

加 ��

缓冲液 ���
，

混匀
，

室温放置 �而
� ，
������而

�
离心 ����

，

倾去上层液
，

沉淀重复上面步骤 �

次后
，

加生理盐水洗 �次
，

沉淀加细胞裂解液 ���户�
，

混匀
，

�� ℃孵育 ��
，

加入酚 �氯

仿 �异戍醇 ���
���������户�

，

振荡 ���混匀后
，
���������

�
离心 ��而

� ，

取上清加氯仿 �异戍

醇 ���
������户�

，

振荡 ��一��� 混匀
，
���������

�
离心 �����

，

小心取出上层水相于另管中
，

用

酚 �氯仿 �异戍醇重复处理一次后
，

加 ���� 体积的 ����
和 �倍体积的无水乙醇混匀

， 一��

℃过夜
，
�������而

�
离心 �����

，

倾去上层液
，

沉淀加 ��� 乙醇
，

翻转混匀
，

���������� 离

心 �����
，

倾去上层液
，

真空干燥
，

贮于
一
�� ℃备用

，

用前加注射用水或 ���拼� �� 缓冲液
，

置 ���� ��
，

使 ��� 溶解
。

�
�

��琼脂枪电泳

��� 样品与上样缓冲液 �������� 混匀
，

将此混合液 ��拼�置 �
�

�� 琼脂糖凝胶孔 �凝胶

含澳化乙锭 �
�

�雌����中
，

电泳 ����电压 ����
，

紫外灯下观察并照相
。

�
�

��统计学方法

采用 ���软件包
，

在 ��上进行
。

应用相关的分析方法
。

� 实 验 结 果

�
�

� �
一

��� 对外周血细胞的影响

小鼠受辐射后一个月内
，

外周血白细胞的变化规律为
�

照射后第 �天白细胞降至最低值
，

随时间的延长缓慢恢复
，

至照射后第 �� 天白细胞恢复为照前的 ���左右
。

使用细胞因子可以

提高不同时间点的白细胞数
。

照射后第 �� 天
、

�� 天 �
一

���组白细胞比对照组高
，

有明显差
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异 �� ��
�

���
。

表明应用 �
一

���可以促进急性放射病小鼠外周血白细胞的恢复 �图 ��
。

� �������

△ �一 ���

� �� �� �� �� ��

古��

�������
·

。之�一河一山�讯
��习���︺二﹃一

���
�

��价
��� ���

一

��� �� ���������

小鼠受辐射后一个月内
，

外周血红细胞

的变化规律为
�

照射后第 �� 天红细胞降至最

低值
，

随时间的延长缓慢恢复
，

至照射后第

�� 天红细胞恢复为照前的水平
。

使用细胞因

子可以提高不同时间点的红细胞数
。

照射后

第 �� 天
、

�� 天 �
一

���组外周血红细胞数高

于对照组
，

有明显差异 �� ��
�

���
。

表明应用

�
一

��� 可以促进受照小鼠外周血红细胞的恢

复 �图 ��
。

小鼠受辐射后一个月内
，

外周血血红蛋白的变化规律为
�

照射后第 �� 天血红蛋白降至最

低值
，

随时间的延长缓慢恢复
，

至照射后第 �� 天血红蛋白恢复为照前的水平
。

使用 �
一

���可

以提高不同时间点的血红蛋白水平
。

照射后第 �� 天
，
�

一

��� 组比对照组高 � 照后第 �� 天

�
一

���组比对照组高 �� ��
�

���
。

表明 �
一

��� 可以促进受照小鼠血红蛋白的恢复 �图 ��
。

� �������

遨 �一���

�� �� �� �� ��

���

��������������������
。

�
山

，

迎月�。一助。日��

。一。叫欠︸。︸鸽
。�﹄云纷闰

�� �� �下 �� �乙

右��

���
�

� �依
��� ���

一

��� �� ����������� ���
�

� �族
��� ���

一

��� �� �����������

小鼠受辐射后一个月内
，

外周血血小板的变化规律为
�

照射后第 �� 天血小板降至最低

值
，

随时间的延长缓慢恢复
，

至照射后第 �� 天血小板恢复为照前的水平
。

使用细胞因子可以

提高不同时间点的血小板数
。

照射后第 �� 天
，
�

一

���组高于对照组
，

有明显差异 �����
�

�����

照射后第 �� 天 �
一

��� 组高于对照组 �� ��
�

���
。

表明 �
一

��� 可以促进照射小鼠血小板的恢

复 �图 ��
。

综合以上实验结果
，

表明应用 �
一

���可以促进照后外周血的恢复
。

�
�

� �
一

��� 对受 �
�

��� 照射后小鼠 �� 天活存率的影响

照射后第 �天各组小鼠开始死亡
，

第 �、 �� 天为死亡高峰
，
�

一

���组活存率均高于对照

组
。

照射后第 �� 天
，

对照组及 �
一

��� 组活存率分别为 ��
、

���
，

统计学上有明显的差异

�� ��
�

����图 ��
。

�
�

� �
一

��� 促进造血功能恢复和提高活存率的机制

���
�

��
一

��� 对受照小鼠骨髓细胞程序性死亡 �����形成的影响 应用细胞因子促进造血功

能恢复和提高活存率的机制目前不清楚
。

这种作用是由于抑制受辐射小鼠骨髓细胞程序性死
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�。。工����明

������� �一 ���

�����

���
�

� �依
�����

一

��� �� ���
一

� ������������

���
�

� �
一

��� 对照射小 鼠内源性脾结节的影

响 照射后第 �� 天
，
�

一

���组内源性脾结

节有增加趋势 �图 ��
。

表明 �
一

��� 对小鼠

���
一

�的形成有一定促进作用
。

����� �
一

��� 对骨髓 细胞含量 和骨髓细胞

���
一

�� 形成的影晌 照射后第 �� 天对骨

髓细胞 ���
一

�� 形成
，

给药组高于对照组
，

照射后第 �� 天
，
�

一

��� 组对 ���
一

�� 形

成尤为明显 �� ��
�

����图 ���照射后第 ��
、

��天 �
一

���组的造血细胞含量与对照组有

明显差异 �� ��
�

����图 ���
。
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����� ����� ���� �����

���
�

� �价
�� ���

一

��� �� ���
一

�� ������ ���
�

�� �族
�����

一

��� �� ��� ���� ����，�� ��

������、� ���� ������

� 讨 论

丛玉文等 ��， ”�观察了应用 �
一

��� 促进受辐射小鼠造血功能恢复的作用
。

本工作着重对该

机理进行探索
。

为了探讨 �
一

���促进造血功能恢复和提高活存率的机制
，

研究了 �
一

���对受

照射小鼠骨髓细胞 ��� 形成的影响
。

结果表明
，
�

一

��� 不能抑制辐射引起骨髓细胞程序性

死亡
，
�

一

��� 可以促进内源性脾结节 ���
一

�的形成
、

骨髓细胞含量和骨髓细胞 ���
一

�� 形

成
，

表明 �
一

���具有刺激干细胞增殖
、

发育的作用
。

其促进照射后机体的造血功能的恢复是

通过刺激残余骨髓造血干细胞的增殖
、

分化
，

该过程需要一段较长的时间
，

而不是通过抑制照

射后即刻细胞的程序性死亡
。

照射剂量低
，

造血功能损伤轻
、

造血功能恢复快
。

由于本研究重

点是观察 �
一

���能否抑制骨髓细胞发生 ���
，

我们只观察了 �
一

���对 �
�

���照射小鼠 ���

形成的影响
，

不同剂量照射后造血功能恢复的机理存在差异
，

以及低剂量时 �
一

���抑制照射

后细胞程序性死亡的作用
。

另外我们发现在照后不同时间点
，
�

一

���对外周血的白细胞
、

红

细胞
、

血小板有明显的促进恢复作用
，

由于实验目的的原因
，

我们未对 ��� 以后的时间点进

行观察
，

是否照射后这段时间内还存在抑制 ��� 的作用
，

都是值得探讨的问题
。

由于 �
一

���

具有多效性
，

它们很可能还作用于其它系统 �如免疫系统�
，

使之功能改善
，

造血和其它系统功

能的改善最终反映的结果是活存率的提高
，

但具体机制相当复杂
，

有待于进一步研究
。

已发现

多种细胞因子具有刺激造血功能恢复的作用 阵一��
。

单用细胞因子存在作用单一性的缺点
，

合
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���促进造血功能恢复及其机理的研究 ���

理的细胞因子联用会提高疗效或抵消单用细胞因子时存在的局限性和副作用
，

但要避免不合

理联用时可能出现的拮抗作用
。

这需要对造血因子调控造血的机理进行深入的研究
，

根据治

疗目的不同
，

制定出合理的联用方案
。
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