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小鼠颔下腺组织培养上清液对造血千细胞 

(1．重庆医科大学基础医学院组胚教研室 400016：2．成都中医药大学 610075) 

奠 要 车实验采用脾集落形成法和流式细胞术等技术，研究了小鼠颌下腺组织培养上清 葭(s(cM)对造血千细胞和骨髓 

细胞增殖的影响 结果表明：正常雄性和雌性SC,CM~小鼠造血干细胞增殖和分化有明显促进作用；sGcM能有效促进小鼠 

骨髓细胞(BMC)~h相对静止期(G，G-)进入增殖活跃期(s+G O，并能提高骨髓有核细胞数 研究提示，正常小鼠颌下腺可能通 

过分泌造血生长因子样物质促进小鼠造血干细胞增殖和分化并加快BMc从静止期进入增殖周期，从而发挥造血调控功能 
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Experimental study of the effect of murine submandibular gland 

conditioned media on hematopoietic stem celI and bone marrow 

celI proliferation 
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Abstract：By using such techniques as spleen colony formation and flow-cytometry．the effects of morine 

submandibular gland conditioned media(SGCM)Oll the proliferation of hematopoietic stem cells(CFU-S)and 

bone marrow cells(BMC)in mice Was studied．The resuIts indicated 伽at the proliferation and polarization of 

murine hematopoietic stem cell(CFU-S)is significandy stimulated by normal male or female SGCM(6 SGCM，早 

SGCM)．SGCM can markedly promote the entrance of BMC into the active proliferative ph8se and increase the 

numbers of BMC．The relationship between the submandibular glands and hematopoiesis may be that SGCM 

secretes hematopoietic growth fadOrs． 
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7O年代初．国外学者发现小鼠和大鼠颌下腺含 

有骨髓集落剌激因子fCSF3和红细胞生成素(EPO]【I 

， 提示颌下腺与造血调控有关系。但迄今为止． 

有关颌下腺参与造血的研究甚少．文献报道尚存较 

大差异 。且国内无这方面的研究 本实验采用 

脾集落法和流式细胞术等技术．观察了小鼠颌下腺 

组织培养上清液对血细胞发生尤其是对造血干细胞 

和骨髓有核细胞增殖分化的影响，旨在探讨与阐述 

颌下腺与血细胞发生的关系，为认识颌下腺的造血 

功能提供实验依据。 

l材料与方法 

作者彳|墨：吴 左(1~3-06出生)，女．讲师，硕士 

1．1 实奠动物 l2周龄BALB／c纯系雄性和雌性小鼠，体 

重lg~25g。本技实验动物中心提供。 

1．2 主要试卉鼍RPMI-1640培养基．美国GiBOO公司产品； 

马血清(HS3：中国军事医学科学院购买(批号970406l：胎牛 

血清(FBS3：美国si肿 公司产品。 

1j 正常簟性和雌性小曩龋下腺组织培莽上精渡f 6 sGcM 

和辛s( CM}的{|I备 取颁下腺，分别按1：2；7比例将颌下 

腺组织块( ，马血清 )和164D培养渍(ra1)加入培养瓶内， 

培养5天，收集上清液。同时将含有2O 惦豹1640~养液(无 

颌下腺组织块)加入培养瓶内．孵育5天，收集．作为阴性对 

照备用。 

1．4 小置尊瓣 fCFIgS)的嗣定 

1．4．1 供体小鼠骨髓细胞豹制备：颈椎脱臼处死正常小鼠， 

取股骨，常规制各骨髓单细胞悬液，调整细胞浓度待用。 

1．屯2 骨髓移植：受体小鼠经8．5C~CoY射线全身致死剂 

量照射{照射面积15cm~15cm，距离75can，照射时间6'51 ． 

剂量率124．2]c~y／mln)，照射后30rain内从尾静脉输入供件 

小鼠骨■细胞《5×to'-t-~只)。将受体小曩照机分为四组：照 
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射后当日分别腹腔注射生理盐水(NS)；孵育五天含20％HS的 

1640培养液(20％HS1640)~正常6 SOCM和正常 S(帕 各0． 

5ml，q．d×6d，第九天断颈杀鼠取脾脏，称脾湿重。脾脏经 

Bouin氏液周定24h，氨酒精脱色，肉眼计数脾结节数。同 

时．取股骨，冲出骨髓细胞，计数每根股骨的骨髓有核细胞 

数(BMC／股骨 

1．4 3 脾脏连续切片及集落分类计数：脾脏经Bouin氏液闶 

定，石蜡包埋，沿脾长轴作连续切片，常规H E染色．光镜 

下计数脾集落总数和分类计数。 

1．5 SGCM对BMC增殖周期影响的测定 正常小鼠骨髓有 

核细胞按5X 10~／m1种植于含2O％FBs的1640f~养液中，实验1 

组加入10％(v／v％)的 6 SGCM，实验II组加入10％(vlv％)的早 

SC-CM，对照组加入等量含20Vd：BS的1640培养液。分别培 

养I2小时。经处理上流式细胞仪，每个标本测定3 x 10'个细 

胞．经计算机分析得细胞周期各时相比例 

2 结 果 

2．1 SGCM对小鼠脾集落tCFU．s1增殖分化的影响 

腹腔注射 6 SGCM或早SCUM的受体小鼠与注 

射生理盐水、20％HS1640的受体小鼠相比，第九天 

的脾湿重无显著性差异，肉眼下计数所形成的脾结 

节数之闻也无统计学差异r表l，图2 1。 

6 sGcM和早SGCM组虽在肉眼下计数所形成的 

脾结节数与注射生理盐水、20％HS 1640的受体小鼠 

相比无统计学差异，但通过脾脏连续切片光镜下计 

嚣 ‰ 
SGCU 月 · P<0 0 5 ·t )fl 05 

田I SGCM~d, 

组别 

寰1 

数脾集落总数发现 6 SGCM和早SCUM组的脾集落 

生成数均高于NS组和20*／d-I$1640组，且红系，红． 

巨核混合集落数均高于两个对照组r图l、图3 1 

2．2 SGCM对小鼠骨髓细胞的影响 

2．2．1 SGCM对正常小鼠骨髓细胞增殖周期的影响 

在BMC液体培养体系中，加入】O％的S SGCM。培 

养l2,b时后经流式细胞仪分析，处于s+( 期的细 

胞百分比显著高于对照组f加入等量20％FBS1640) 

但培养体系中加相同浓度的早sGcM，其s ，M期 

细胞百分比与对照组相比无统计学差异f表2 

2．2 2 SGCM对造血抑制小鼠骨髓有核细胞数的影 

响 小鼠经 C0 Y射线致死剂量f8．5GY)照射后，经 

尾静脉输入正常小鼠的BMC。腹腔注射6 SGCM和 

早SGCM组，第九天的骨髓有核细胞数(BMC，股骨1 

均明显高于注射生理盐水组和20％HS1640组f表31。 

3 讨 论 

颌下腺属于三对大唾液腺之一。其主要功能是 

分泌唾液，参与消化。近20年来，陆续从鼠等动物 

及人的颁下腺发现或分离提取出近30种生物活性多 

肽，这些多肽物质对多种组织和细胞的生理活动起 

重要调节作用。Sherid~等(1971)t! 发现在小鼠各种 

组织中 颉下腺所含的CSF浓度最高。雄鼠含CSF 

浓度比雌鼠高3倍。Za~eheri等n973 出大鼠颌下 

腺能产生EPO。从此揭开了颌下腺是否能产生造血 

生长因子(HGF)及其形成机制的研究工作，但迄今 

为止，有关颌下腺参与造血的研究甚少，结论各 

异，且国内尚无报道。血细胞生成的调控是十分复 

杂的细胞及生化过程。从造血干细胞到造血祖细胞 

的增殖分化，直至成熟血细胞的形成过程中，每一 

环节都受着多种具有刺激活性或抑制活性的造血调 

控因子的调节。HGF是造血细胞增殖分化必不可少 
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照射的小鼠输入正常小鼠BMC后，经腹腔分别注射 

6 SGCM 、 早SGCM 、 生 理 盐 水 fNS1和 20％ 

HSl640，第九天杀鼠肉眼计数脾结节与称脾湿重， 

结果显示再组之间的脾结节数和脾湿重均无显著茅 

异。但通过脾脏连续切片光镜下计数脾集落总数发 

现 6 SGCM~1]早SGCM组的脾集落生成数显著增 

加，说明 6 SGCM和早SGCM在体内对造血干细胞 

的增殖有明显的促进作用。可能通过SGCM中的 

HGF样物质发挥作用，但其机理还不清楚。 

CFU．S是一个不均一的细胞群体，由不同年龄 

等级的亚群组成。有实验证明，不同亚群的CFU．S 

在生成脾集落数、形成脾集落类型、自我更新能力 

和对放射的敏感性等方面都有很大差异。有文献报 

道⋯。，7～9天的CFU．S中可能存在一种趋向红系分 

化而对射线更敏感的亚群。我们对脾脏连续切片进 

行脾集落分类计数结果表明，体内注射 ＆SGCM或 

早SGCM对CFU．S均表现为红系和红．巨核混合系分 

化促进作用，这两类脾集落数明显增高。这似乎说 

明在SGCM中促进红系和红．巨核混合系分化的HGF 

样物质占优势。 

骨髓细胞rBMc1是由造血干细胞、祖细胞、形 

态可识别的各系原始和幼稚血细胞、少量成熟血细 

胞和基质细胞构成。其中90％ 上的多能造血干细 

胞处于Go期，必需经适当刺激因子作用才能进入增 

殖周期。我们用流式细胞技术观察了SGCM对正常 

BMC增殖周期的影响，结果表明：10％的 ＆SGCM 

能促进骨髓细胞由相对静止的时相rG帕 期1进入增 

殖活跃时相(S+G~vl期1，但相同浓度的早SGCM对 

正常骨髓细胞的促增殖作用不明显。此外，我们还 

发现，无论6 SGCM或 早SGCM均能使受辐射后引 

起骨髓抑制并接受正常小鼠BMC输注的小鼠股骨骨 

髓有核细胞数增加，这进一步表明SGCM中有能促 

进骨髓细胞有丝分裂的因子存在。我们以往的工作 

也发现，在SGCM中可能存在有促进造血祖细胞增 

殖的HGF样物质。 

综上所述 SGCM对小鼠造血干细胞fCFU．s、的 

增殖有明显促进作用，尤其是对红系和红．巨核混合 

系的分化有刺激作用：SGCM还能增加受体小鼠的 

骨髓有核细胞数，6 SGCM还能促进正常小鼠静止 

期的BMC进入增殖活跃期。因此，小鼠颌下腺可能 

通过分泌造血生长因子样物质促进cFu—s的增殖和 

分化并加快骨髓细胞从静止期进入增殖周期，从而 

发挥造血调控功能。但颌下腺组织培养上清液中所 

含的造血调控物质的本质是什么仍不清楚。作为传 

统消化腺的颌下腺 ，其中含有数十种生物活性多 

肽，尤其是颌下腺可能作为肾外EPo的来源之一， 

通过内、外分泌两种方式影响机体功能，这使得我 

们必须重新认识颌下腺，除了传统的参与消化功能 

外，还有那些人们至今未知的生理功能，尤其是颌 

下腺与造血的关系，均是具有强烈挑战性的研究课 

题，正等待我们深入研讨。 
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