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小剂量MIP-1α联合 IL-8对培养人造血干/祖细胞的保护作用

陆　华1 ,李招权2 ,潘　静2 ,彭贤贵3 ,王庆余3　　(第三军医大学:1 附属西南医院医教部;2医学检验系临床检验学教研室 ,

重庆 400038;3 附属新桥医院血液内科 , 重庆 400037)

　　提　要:目的　了解小剂量巨噬细胞炎症蛋白-1α(Macrophage inflammatory protein-α, MIP-1α)联合白细胞介素-8(Inter-

leukin-8 , IL-8)在大剂量化疗药物阿糖胞苷(Ara-C)存在的情况下 , 对正常造血干/祖细胞的体外保护作用。方法　取患者

骨髓 , 离心分离单个核细胞 , 根据随机单位组方差分析设计(The random complete block design variance analysis),将每例标本

分为空白组(不加 MIP-1α和 IL-8);10 ng/ml联合组(加入 10 ng/ml的 MIP-1α和 IL-8);1 ng/ ml联合组(加入 1 ng/ml的 MIP-

1α和 IL-8);单用 MIP-1α组(加入 20 ng/ml的 MIP-1α);单用 IL-8 组(加入 20 ng/ml的 IL-8)。 将所得细胞培养在含 IL-3 和

GM-CSF 的液体体系中 ,先后经 MIP-1α和/或 IL-8 以及大剂量Ara-C处理(以上步骤简称为“ Ⅰ期处理”)。之后作胎盼蓝拒

染实验 ,流式细胞仪计数各组 CD34+细胞 , Ⅱ期液体培养 , 集落培养 ,以了解经Ⅰ期处理后不同组别中正常造血干/祖细胞

的存活情况及增殖能力。部分标本在Ⅰ期处理时只经 MIP-1α和/或 IL-8 处理 ,不经 Ara-C 处理 , 用流式细胞仪检测所得细

胞的周期分布。结果　10 ng/ml浓度下MIP-1α与 IL-8联合组中 , 无论是Ⅱ期液体培养细胞生长情况 、集落生长情况 ,还是

CD34+细胞计数 ,均高于其它组;而周期分析结果则表明 , 10 ng/mlMIP-1α和 IL-8 联合组中的 G0/G1 期细胞低于处理前组

而高于其它对照组。结论　10 ng/ml浓度的MIP-1α与相同浓度的 IL-8 联合使用 , 能相互协同 ,将 CD34+细胞抑制在G0/G1

期 ,进而增强正常 CD34+细胞抗 Ara-C 的作用。
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Protective role for hematopoietic stem/progenitor cells of low dose MIP-1αcombined
with IL-8 in vitro
LUHua , LI Zhao-quan , PAN Jing , PENG Xian-gui , Wang Qing-yu(Department of Hospital Affairs , Southwest Hospital , Third Military
Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the protective effects of low dose macrophage inflammatory protein-1 alpha (
MIP-1α)combined with interleukin-8(IL-8)on hematopoietic stem/progenitor cells against the cytotoxicity of high

dose chemotherapeutic drug Ara-C(80mg/L)in vitro.Methods　Bone marrow hematopoietic cells were divided in-
to five groups:control group , 10 ng/ml MIP-1αcombined with 10 ng/ml IL-8 group , 1 ng/ml MIP-1αcombined with

1 ng/ml IL-8 group , 20 ng/ml MIP-1αgroup and 20 ng/ml IL-8 group.These cells were pretreated with MIP-1α
and/or IL-8 of different concentrations in liquid system containing IL-3 andGM-CSF , and then incubated with Ara-C

(80 mg/L)(“ first stage treatment”).To know the proliferation of those

ng/ml)MIP-1α联合 IL-8在大剂量化疗药物阿糖胞苷(e num 80-

ber of the living cells after second liquid system culture for 7 days and CFU-GM , CFU-E and CFU-Mix in 0.9%

methyl cellulose system were counted.The number of CD34
+
cells and cell cycle were determined by FCM.Results

　The number of viable cells in second stage liquid system , the colony forming units of CFU-GM , CFU-E and CFU-
Mix , and the number of CD34+ cells of 10 ng/ml MIP-1αcombined with IL-8 group were significantly higher than

those in other groups.Cells at G0/G1 phase in the group treated withMIP-1αand IL-8 at the concentration of 10 ng/
ml were lower than those of the pretreated group but significantly higher than those in other groups.There were no

significant differences between other groups.Conclusion　MIP-1αcombined with IL-8 at the concentration of 10 ng/
ml can protect human hematopoietic stem/progenitor cells against the cytotoxicity of high dose Ara-C in vitro by the

inhibition of CD34
+
cells at G0/G1 phase.

　　Key words:macrophage inflammatory protein-1 alpha(MIP-1α);interleukin-8(IL-8);cytoprotection;

hematopoietic stem/progenitor cells
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　　目前 ,在恶性肿瘤 、尤其是白血病的化疗过程中 ,

如何选择性地保护正常的造血干/祖细胞 ,一直缺乏有

效的方法。我们通过研究体外小剂量(1 ng/ml或 10
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ng/ml)MIP-1α联合 IL-8在大剂量化疗药物阿糖胞苷

(80 mg/L Ara-C)存在的环境中 ,对人正常早期造血干/

祖细胞(CD34
+
细胞)的保护作用 ,探讨二者联合用于

临床白血病患者大剂量化疗的可能性 ,以期为临床提

供一种目前在国内技术条件下能实现的积极主动 ,安

全可靠的造血干/祖细胞保护方案 ,并为今后这两种细

胞因子的临床应用奠定实验基础。

1　材料和方法

1.1　标本来源
　　35 例骨髓标本均取自新桥医院住院和门诊病人 , 男 21 例 ,

女 14例 , 年龄 4～ 62岁 ,平均年龄 36 岁。其中急性非淋巴细胞

白血病(AML)M1 1例(化疗后)、M2 4 例(3 例化疗后 , 1例初诊)、

M3 6例(3例化疗后 , 3 例初诊)、M5 1 例(化疗后);慢性粒细胞

白血病(CGL)2 例(初诊);急性淋巴细胞白血病(ALL)L1 2例(均

为化疗后)、L2 2 例(1 例化疗后 , 1 例初诊);慢性淋巴细胞白血

病(CLL)1 例(化疗后);何杰金淋巴瘤(HL)1 例(化疗后);非何

杰金氏淋巴瘤(NHL)3 例(1 例化疗后 , 1 例放化结合治疗后 , 1

例初诊);骨髓异常增生综合征(MDS)2 例(化疗后);缺铁性贫

血(IDA)5 例;贫血待查 2 例;发热待查 1 例;溶血性贫血 1 例;

肝硬化 1例。 35 例标本中 , 15例只做周期分析。

1.2　材料和方法
1.2.1　材料　　DMEM(高糖)培养液(Gibaco公司 美国);小牛

血清 、马血清(Hycloon);rhMIP-1α(PEPROTECH EC LTD Eng-

land);RhIL-8 、L-谷氨酰氨(邦定泰克公司);甲基纤维素 (SIG-

MA);GM-CSF、SCF、Epo、IL-3 由日本麒麟公司馈赠;小鼠抗人

CD34(BioGene公司);FITC 标记山羊抗小鼠 IgG(SIGMA );淋巴

细胞分离液(TBD 生物技术中心)。

1.2.2　分组　　根据随机单位组方差分析设计 , 每例标本分

为空白组(不加 MIP-1α和 IL-8);10 ng/ml 联合组(加入 MIP-1α

和 IL-8 各 10 ng/ ml);1 ng/ml 联合组(加入 MIP-1α和 IL-8 各

1 ng/ ml);MIP-1α组(加入 20 ng/ml的 MIP-1α);IL-8 组(加入 20

ng/ ml的 IL-8)。

1.2.3　方法

1.2.3.1　细胞分离及Ⅰ期液体培养　　经肝素抗凝处理的骨

髓与等量的 DMEM 液混合后 , 用淋巴细胞分离液 分离

(1 500 r/min , 离心20 min)提取单个核细胞。DMEM液洗涤 3 遍

(每遍1 000 r/min , 离心 5 min), 0.4%台盼蓝染色 , 确定细胞活

力均在 95%以上(作 CD34+细胞计数和周期分析的标本此时可

取出适量细胞 ,作为处理前组)。然后配制基础液体培养体系 ,

体系总体积 8 ml , 各成分在体系中的终浓度为:胎牛血清(10%

V/V)、马血清(10% V/ V)、牛血清白蛋白(1%W/ V)、L-谷氨酰

氨(3 mmol/L)、IL-3 (100 U/ ml)、GM-CSF(100 U/ml)、细胞浓度

(2×106/ml)、DMEM(适量 , 补足8 ml)。

　　上述基础液体培养体系分成 5 组 , 每组 2 ml , 再按分组分

别加入MIP-1α和/或 IL-8 ,培养 24 h 后(作周期分析的标本取出

作上机前处理 , 无须后续实验), 各组均加入阿糖胞苷

(80 mg/L),继续培养 24 h 后进入下一步实验。

1.2.3.2　集落培养(半固体培养体系配置)　　粒-巨噬细胞集

落(CFU-GM)、红细胞集落(CFU-E)和混合细胞集落(CFU-Mix)

培养体系中均含有 L-谷氨酰氨(2 mol/L)、IL-3(100 ng/ml)、青霉

素(100 U/ml)、链霉素(100 U/ml)、牛血清白蛋白(1%W/V)、胎

牛血清(10% V/V)和甲基纤维素(0.9% W/V), 细胞浓度为

2×105/ml ,加 DMEM 调节体系体积。各种集落培养体系的不同

成分如表 1所示。

表 1　各种集落培养体系的不同成分

Tab 1　Different contents of clonal culture system in different groups

Content CFU-GM system CFU-E system CFU-Mix sy stem

2-ME 10-5mol/L

EPo 2 U/ml 2 U/ml

GM-CSF 100 ng/ml 100 ng/ml

SCF 100 ng/ml

Horse serum(ml/L) 200 100 100

Total volume of system 1 ml 0.5 ml 0.5 ml

　　CFU-GM用 24 孔板培养 ,每孔 0.5 ml;CFU-E、CFU-Mix用 96

孔板培养 ,每孔 0.2 ml。每份标本作两孔。培养条件为:37 ℃,

5%CO2 , 饱和湿度。3 d后开始计 CFU-GM 和 CFU-E 集落数 , 7 d

后终止培养;10 d 后开始计CFU-Mix 集落数 , 14 d 后 ,终止培养。

集落判断标准:CFU-GM≥35 个细胞;CFU-E≥8 个细胞;CFU-Mix

≥10 个细胞。

1.2.3.3　　Ⅱ期液体培养　　Ⅱ期液体培养体系除细胞浓度

为2×105/ml外 , 其余配制同Ⅰ期液体培养 , 7 d 后终止培养 , 取

出作台盼蓝染色及细胞计数。

1.2.3.4　CD34+细胞计数　　将经 Ara-C 处理后的各组细胞

洗涤固定(70%的乙醇固定 24 h 以上)后 , 洗掉固定剂 , 调整细

胞浓度至 1 ×105/ml , 加稀释的小鼠抗人 CD34 抗体(1/50 稀

释), 4 ℃过夜 , 0.01 mol/L PBS 洗 , 150×g , 离心 5 min , 重复 2

次 ,加 FITC标记的羊抗小鼠 IgG(1/30 稀释), 4 ℃孵育 30 min ,

洗涤 , 150×g , 离心 10 min , 重复 2 次。尽快送检。检测门电压

662 ,紫外光激发 , 计数 10 000 个细胞 ,取阳性细胞的百分率 。

1.2.3.5　细胞周期分析　　细胞的固定及洗涤同 CD34+细胞

计数 ,调整细胞浓度致 1×10
5
/ ml , PI避光染色 15 min , 马上检

测。每份标本收集 5 000 个细胞 ,用相应的程序分析收集到的

细胞周期分布。

1.3　统计学处理
　　所得数据用随机单位组设计方差分析进行处理。

2　结果

2.1　液体培养结果
　　经Ⅰ期液体培养后 ,各组活细胞数无显著差异(P>0.05),

见表 2。而对 Ⅱ期液体培养前后的活细胞差数进行比较(表

2),结果则表明 , 10 ng/ml浓度下 ,MIP-1α和 IL-8 联合组培养后

活细胞增加明显高于其它组(P<0.05), 其余各组之间 ,差异不

显著(P>0.05)。

2.2　集落形成实验结果
　　10 ng/ml联合组无论是 CFU-GM、CFU-E 还是 CFU-Mix的生

长情况均优于其它组(P <0.05), 不仅表现在最终的集落总数

上 ,也表现在集落恢复的速率上。
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表 2　经Ⅰ期 、Ⅱ期液体培养后各组细胞的增殖情况(×105/ml ,  x±s)

Tab 2　Cell growth of different groups in liquid

system(×105/ml ,  x±s)

Group Stage Ⅰ Stage Ⅱ

MIP-1α+IL-8(10 ng/ml) 5.75±3.66 11.19±9.83＊＊

MIP-α+ IL-8(1 ng/ml) 5.93±4.11 2.84±2.65

MIP-1α(20 ng/ml) 5.23±3.38 2.66±2.43

IL-8(20 ng/ml) 4.86±3.01 2.39±2.06

Control 5.11±3.42 2.03±1.87

＊＊:P<0.01 vs control

2.3　流式细胞仪CD34
+
细胞计数

　　流式细胞仪CD34+细胞计数结果显示 , 10 ng/ml浓度下 , 联

合组CD34+细胞数明显低于处理前组而高于其它组(P <

0.05), 见表 3。

表 3　各组 CD34+细胞计数以及 G0/G1 细胞比例(%,  x±s)

Tab 3　CD34+ cell number and cells in G0/G1 phase of different

groups(%,  x±s)

CD34+cell number Cells in G0/G1 phase

Pretreated 4.80±6.84＊ 93.80±9.22＊＊

MIP-1α+IL-8(10 ng/ml) 2.78±3.36＊ 84.70±9.36＊＊

MIP-α+ IL-8(1 ng/ml) 0.92±1.48 68.10±7.12

MIP-1α(20 ng/ml) 0.90±1.43 67.20±6.33

IL-8(20 nng/ml) 0.95±1.38 70.60±9.14

Control 1.00±1.52 69.40±8.67

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs cont rol

2.4　细胞周期分析
　　周期分析结果显示 , 处理前组与其它组比较(10 ng/ml 联

合组除外), 相差非常显著(P <0.01), 即处理前组 G0/G1 期细

胞明显高于其它组。处理前组与 10 ng/ml联合组比较 ,差异显

著(P <0.05), 处理前组 G0/G1 期细胞高于 10 ng/ml 联合组。

10 ng/ ml联合组与其它处理组比较 , 10 ng/ ml联合组 G0/ G1 期

细胞明显高于其它组(P<0.01)。其余各组之间 , 相差不显著

(P>0.05),见表3。

3　讨论

　　巨噬细胞炎症蛋白-1α(Macrophage inflammatory

protein-1 alpha , MIP-1α)是一种多细胞来源的趋化因

子 ,根据其分子中前两个半胱氨酸残基的位置关系划

分为 C-C 亚群
[ 1]
。近年的研究发现它同时也是一种造

血负调控因子 ,能够特异性地将正常 CD34+细胞抑制

于G0/G1期 ,而对于表达MIP-1α受体的白血病细胞却

无此作用[ 2 ,3] 。这种特异性的抑制作用提示可将其用

于正常造血干/祖细胞的保护 。但在体外 ,MIP-1α对

于正常 CD34+细胞的最小有效抑制浓度为 100 ng/ml。

这样的浓度若用于体内 ,必然引起不同程度的炎症反

应 ,另外 ,MIP-1α在>20 ng/ml的浓度下会发生自发性

的聚合而降低其生物活性[ 4] 。正是因为上述原因限制

了MIP-1α在临床上的直接使用。

　　白细胞介素-8(Interleukin-8 IL-8)也是一种多细胞

来源的趋化因子 ,属于 C-X-C亚群
[ 5 ,6]
。IL-8也是一种

造血负控调因子 ,Broxmeyer等
[ 7]
用 IL-8受体缺陷型小

鼠与正常小鼠对照 ,前者的髓系祖细胞在 IL-8存在的

条件下 ,不受抑制 ,而后者则受到明显抑制 ,从而证明

了 IL-8的造血负调控作用。

　　我们以前的研究表明 ,10 ng/ml浓度下 ,MIP-1α与

IL-8联合使用 ,在体外就能够很好地抑制人骨髓造血

细胞集落的形成
[ 8]
,这种增殖抑制作用在化疗药物存

在得情况下 ,能否转变成为对正常造血干/祖细胞得保

护作用呢? 本实验通过将 MIP-1α与 IL-8在两种不同

浓度下(1 ng/ml和 10 ng/ml)联合 ,同时设立单用 MIP-

1α对照组 ,单用 IL-8对照组和空白对照组 ,分别作用

于骨髓单个核细胞 ,观察其中的造血干/祖细胞在大剂

量(80 mg/L)周期特异性化疗药物阿糖胞苷(Ara-C)作

用下的生存情况 。结果经过 Ⅰ期处理后 ,各组之间细

胞活力均无显著差异(P>0.05)。这只是一个粗略的

结果 ,造血干/祖细胞的数量本来就很少 ,体系中的其

它细胞则相对较多 ,因此即便是前者被保护下来 ,也很

难在此时直接从数量上体现出来。所以这一结果还不

能说明MIP-1α和 IL-8对造血干/祖细胞是否具有保护

作用。后续实验则进一步表明 10 ng/ml浓度下 ,MIP-

1α与 IL-8联合则对正常造血干/祖细胞有明显的保护

作用 ,无论 Ⅱ期液体培养 、集落培养 、以及 CD34
+
细胞

直接计数的结果均显示 ,联合组与其它组的差异显著

(P<0.05)。尤其是混合集落的生长结果 ,更能说明

具有多向造血功能的造血细胞受到了较好的保护 。另

外 ,在集落培养后期 , 10 ng/ml浓度下 MIP-1α与 IL-8

联合组的集落增长明显快于后期 ,因为越早期的造血

干细胞形成集落的时间越晚 ,所以该结果提示早期的

造血细胞在 MIP-1α和 IL-8的联合作用下受到了很好

的保护 。我们的实验还验证了 MIP-1α与 IL-8在对正

常造血干/祖细胞保护作用中存在明显的协同作用 ,因

为MIP-1α与 IL-8联合 ,在10 ng/ml的浓度下就有了确

切的正常造血干/祖细胞保护作用 ,而当它们单用时 ,

其浓度即便是加大一倍(20 ng/ml),两者也都未表现出

对正常造血干/祖细胞的保护作用。另外 ,我们的实验

结果初步表明 ,MIP-1α与 IL-8联合使用对正常造血干/

祖细胞的保护作用是通过将它们抑制于G0/G1 期实现

的。

　　尽管MIP-1α与 IL-8联合使用 ,在体外对正常造血

干/祖细胞的保护作用是确切的 ,但在体内作用如何 ,

需要深入的研究;另外 ,虽然尚无文献报道两种因子单

独使用对白血病细胞有增殖抑制作用 ,而且我们的实

验中 ,有相当部分是白血病患者的骨髓 ,我们在分离单
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个核细胞时 ,并未将白血病细胞剔除 ,这些白血病细胞

在实验中经历了与正常造血干/祖细胞同样的处理 ,无

论是哪种浓度作用后 ,在后续的集落培养中 ,我们几乎

看不到白血病细胞丛的生长(白血病细胞通常很难长

成集落 ,只能形成细胞丛),但如果要得出两者联合对

白血病细胞没有增殖抑制作用得结论 ,仍需要用白血

病细胞株来进一步证实。
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重庆市 616例儿童牙病患者的调查分析

The survey and analysis of 616 child patients with tooth diseases in Chongqing

温秀杰 ,熊　辉 ,刘鲁川 ,詹万德　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所口腔科 ,重庆 400042)

　　为了解重庆地区儿童牙病的特点 , 为儿童牙病的防治提供

参考依据 ,我们对 616 例门诊儿童牙病患者进行了调查分析 ,

现报告如下。

1　材料收集

　　收集 1998年 10 月至 2000 年 10 月来我院口腔内科门诊就

诊的儿童病人 616例 , 对年龄 、性别 、牙位和诊断进行统计。

2　结果

　　儿童患者共 616例(患牙 755 颗),男性 318 例 ,占 51.62%,

女性 298 例 , 占 48.38%。就诊儿童的病种和患牙牙位分布情

况分别见表 1、2。

表 1　616例儿童患者的病种

病种 就诊例数 构成比(%)

龋病 254 41.23

牙髓病 172 27.92

根尖周病 132 21.43

非龋性牙体硬组织病 39 6.33

其他 19 3.09

　　作者简介:温秀杰(1973-),男 ,辽宁省本溪市人 ,硕士研究生 ,医师 ,主要从

事脉冲 Nd:YAG 激光对牙齿粘结性能的影响方面的研究。电话:

(023)68757368

　　收稿日期:2001-03-12;修回日期:2001-06-07

表 2　755颗患牙的牙位分布[ 例数(%)]

牙位 上颌(%) 下颌(%)

乳中切牙 8(1.06) 0(0.00)

乳侧切牙 1(0.13) 0(0.00)

乳尖牙 3(0.40) 0(0.00)

第一乳磨牙 106(14.04) 167(22.12)

第二乳磨牙 129(17.09) 161(21.32)

第一恒磨牙 39(5.17) 79(10.46)

其他 28(3.71) 34(4.50)

3　讨论

　　在牙位统计中 , 受累牙主要是第二乳磨牙 、第一乳磨牙和

第一恒磨牙 ,且下颌明显高于上颌。分析原因可能是:磨牙的

窝沟多 , 自洁作用较前牙差;乳磨牙的牙颈部较窄 , 易嵌塞食

物;下颌牙齿易滞留食物。调查中发现 ,有的乳磨牙在 2 岁时

就发生了明显的龋坏 , 说明人们对乳牙的保健重视不够 , 甚至

有种错误观念 ,认为乳牙迟早是要被替换的 , 是否发生龋坏影

响不大。儿童时期是生长发育的关键时期 , 乳磨牙的过早龋坏

以至缺失 , 不仅会造成恒牙的早萌或萌出不齐[ 1] , 而且不利于

儿童的生长发育。调查还发现 , 第一恒磨牙就诊率也较高 , 有

的6 岁就开始发生龋坏 , 且随年龄增长呈上升趋势。说明第一

恒磨牙也是这一时期龋病预防的关键。
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