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大剂量甲氨喋呤对小鼠骨髓基质细胞生物学特性的影响

李建军 , 梁后杰 , 胡绍毅　　(第三军医大学附属西南医院肿瘤血液科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨大剂量甲氨喋呤(MTX)对小鼠骨髓基质细胞(BMSC)生物学特性的影响。方法　BALB/ c小鼠按每千克体
重经尾静脉注射MTX 0 mg(对照组)、10 mg(小剂量组)、40 mg(大剂量组), 化疗后采取骨髓细胞进行分离培养 , 观察 BMSC 生长 、成

纤维细胞集落(CFU-F)、BMSC 层粘附率和造血细胞混合集落的变化。结果　小剂量组化疗后不同时间上述指标与对照组无明显差
异 ,而大剂量组化疗后第 7天开始出现BMSC层粘附率显著下降 ,第14天后出现生长减慢 、CFU-F形成能力和造血支持功能降低 , 第

35 天仍低于正常。结论　大剂量化疗可导致 BMSC 损伤 ,且损伤持续时间较长。
　　关键词:骨髓;基质细胞;化疗;甲氨喋呤
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Effects of high-dose methotrexate on biological properties of murine bone marrow

stromal cells
LI Jian-jun , LIANG Hou-jie , HU Shao-yi (Department of Oncology and Hematology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To explore the effects of high-dose methotrexate(MTX)on murine bone marrow stromal cells (BMSC).Methods　

Each mouse was injected through caudal vein with MTX of 0 mg/ kg(control group), 10 mg/ kg(low-dose group)or 40 mg/ kg(high-dose group).
After chemotherapy bone marrow cells were harvested and cultured , then growth of BMSC , number of colony forming unit-fibroblast(CFU-F), adhe-

sive rate of BMSC and growth of colony forming unit-mixed hematopoietic cells on the BMSC layer were observed.Results　The above-mentioned in-
dexes of low-dose group were similar to those of the control group.In high-dose group , however , the adhesive rate of BMSC began to decrease signif-

icantly on the 7th day and the growth of BMSC slowed down , the number of CFU-F decreased and the ability to support hematopoiesis declined the
14th day.Until the 35th day the above-mentioned indexes were lower than those of the control group.Conclusion　BMSC can be damaged by high

-dose chemotherapy and the effects can last longer.
　　Key words:bone marrow;stromal cells;chemotherapy;MTX

　　化疗剂量强度与疗效的相关性理论是近年临床化
疗的重要研究成果 ,也是临床开展大剂量化疗提高某些
肿瘤根治率的重要理论依据。但即使是在造血干细胞
移植或造血细胞因子支持下 ,大剂量化疗也可导致患者
造血功能长期不能恢复[1] 。鉴于骨髓基质细胞(BMSC)

在造血调控中的重要作用
[ 2]
,化疗药物可能导致 BMSC

损伤 ,从而引起造血重建功能的障碍。本研究就临床上
广泛使用的化疗药物甲氨喋呤(Methotrexate ,MTX)进行

动物实验 ,探讨大剂量MTX对小鼠 BMSC的影响 ,并分
析其特点 ,为临床防治提供理论和实验依据。

1　材料和方法

1.1　实验动物

　　健康雄性 BALB/ c小鼠 75 只 , 清洁级 , 10 ～ 12 周龄 , 体重

(20±2)g ,购自第三军医大学实验动物中心。

1.2　试剂

　　IMDM 培养基 、RPMI1640 培养基 、胎牛血清(Hyclone), 马血

清(郑州佰安), Percoll分离液(Pharmacia), 甲氨喋呤(浙江万马 ,
批号 000705)。

　　作者简介:李建军(1972-),男 ,四川省蓬安人 ,博士 ,医师 ,主要从事肿瘤大

剂是化疗下支持治疗的研究 , 发表论文 10 篇。电话:(023)

68754000-73133

　　收稿日期:2002-05-21;修回日期:2002-08-26

1.3　动物分组及处理

　　小鼠 75 只, 随机排列表法分为 3 组, 每组25 只, 相对无菌饲
养。对照组:MTX剂量为 0;常规剂量化疗组(小剂量组):MTX剂
量为 10 mg/ kg;大剂量化疗组(大剂量组):MTX剂量为 40 mg/kg。
药物行尾静脉注射 ,共注射 1次 ,注射当日计为第 0 天。

1.4　骨髓单个核细胞(BMMNC)制备

　　分别于化疗后第 7、14 、21、28、35 天颈椎脱臼处死小鼠 5

只 ,无菌分离双侧股骨 、胫骨 , 去两侧骨端 , 用 IMDM 培养基反

复冲洗骨髓腔制成骨髓单细胞悬液 , 以 1∶1 的比例顺离心管壁
加在比重为 1.082 g/ml的 Percoll分离液表面 ,离心(2 000 r/min
×15 min),吸取悬于分层界面的细胞 , 再离心洗涤 3次 ,重新悬
浮制成 BMMNC 悬液 ,鉴定活性 、计数后备用。

1.5　细胞培养液制备

　　参照 Dexter培养体系[ 3] , IMDM 培养基内含 10%胎牛血清 、
10%马血清 、10-6 mol/ L氢化考的松 、100 U/ml青霉素 、100 U/ml
链霉素 , pH 值在 7.2至 7.4 之间。

1.6　CFU-F培养及计数

　　调整 BMMNC 浓度为 4×105/ml ,每孔 1 ml接种于 24 孔培

养板中 ,于 37℃、5%CO2、饱和湿度条件下培养 。第 7 天半量换

液 ,第 14 天终止培养 ,生理盐水洗涤 , 倒置显微镜下计数 , 40 个
左右梭形细胞的集落计为 1个 CFU-F[ 4] 。

1.7　BMSC 培养[ 4]

　　调整 BMMNC浓度为 2×106/ml ,每孔1 ml接种于24孔培养板

中,于37℃、5%CO2、饱和湿度条件下培养。第3天全量换液,以后
每周半量换液一次 ,同时进行形态学观察并定期照相记录。
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1.8　BMSC 层粘附率测定

　　第 4周 BMSC 层以 PBS冲洗 2次 ,充分去除悬浮细胞,然后各
孔加入细胞浓度为4×105/ml含20%胎牛血清的正常BALB/ c小鼠
BMMNC 悬液 1 ml ,再次培养 2 h 后轻轻冲洗 2次 ,收集并计数未粘
附细胞,按下述公式计算 BMSC层对正常BMMNC 的粘附率:

　　BMSC 层粘附率=(1-
未粘附细胞数目

4×105
)×100%

1.9　BMSC 层上造血细胞混合集落培养

　　第 4周 BMSC层用60Coγ射线照射 15Gy ,轻轻洗涤 2 次 , 然
后各孔加入细胞浓度为 2×105/ ml的含 20%胎牛血清的正常
BALB/c小鼠 BMMNC悬液 1 ml , 继续培养 7 d ,观察并记录造血
细胞混合集落生长情况。

1.10　统计学分析

　　两组间均值比较采用 SPSS 11.0 进行独立样本 t检验。

2　结果

2.1　CFU-F计数

　　结果见表 1。小剂量组与对照组比较差异无显著性(P >
0.05);大剂量组化疗后第 14、21、28、35 天 CFU-F 数目较对照组
均有不同程度减少(P <0.05 或 P <0.01), 而化疗后第 7 天

CFU-F 计数虽有减少 ,但无统计学差别(P >0.05)。

表 1　各组化疗后不同时间 CFU-F计数的变化

(/ 4×105 BMMNC , n=5,  x±s)

Tab 1　Changes of CFU-F after chemotherapy

(/ 4×105 BMMNC , n=5 , x±s)

Time after chemotherapy
Group

7 d 14 d 21 d 28 d 35 d

　Control 20.1±1.5 19.9±1.9 20.5±1.7 20.2±1.8 19.4±1.5
　Low-dose 19.8±1.7 19.0±1.8 19.3±1.9 20.0±1.4 19.3±1.8

　High-dose 18.5±1.9 16.5±1.7＊ 12.3±1.9＊＊ 15.0±1.3＊＊ 16.7±1.3＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Control

2.2　BMSC 形态学及生长情况

　　对照组不同时间所作 BMSC 培养 , 细胞数目逐渐增多 , 以

梭形成纤维细胞为主 ,胞体较大 , 伪足明显 , 呈旋涡状或平行样

生长 ,培养 4 周后细胞融合成单层;小剂量组化疗后不同时间

BMSC 数目 、形态在培养过程中与对照组比较无明显差别;大剂

量组化疗后第 7 天 BMSC 形态 、数目与对照组相似 , 化疗后第

14 、21、28、35 天的 BMSC 在培养过程中细胞数目较对照组减少 ,

梭形成纤维细胞比例降低 ,胞体较小较短 , 排列散乱 ,经 28 d 培

养细胞融合较差 ,尤以化疗后第 21 天 BMSC 生长最差 , 见图 1。

2.3　BMSC 层对正常小鼠 BMMNC 的粘附率测定

　　结果见表 2。小剂量组粘附率与对照组比较无显著差异

(P>0.05);大剂量组化疗后各时相点 BMSC 层粘附率均显著

降低(P<0.01)。

表 2　各组化疗后不同时间 BMSC层粘附率的变化(n=5 , x±s)

Tab 2　Changes of adhesive rate of BMSC layer after chemotherapy

(n=5 , x±s)

Group 7 d 14 d 21 d 28 d 35 d

　Control 80.1±1.7 80.1±2.2 80.4±1.6 80.1±1.6 79.2±2.0

　Low-dose 79.9±1.9 78.7±1.9 78.1±1.8 79.8±1.7 79.2±1.5

　High-dose 66.1±1.5＊＊ 57.9±2.6＊＊ 40.0±1.9＊＊ 55.1±1.7＊＊ 57.8±1.8＊＊

＊＊:P<0.01 vs Control

2.4　BMSC 层上造血细胞混合集落生长情况

　　对照组不同时间所进行的 BMSC 层上造血细胞混合集落

培养情况相似 ,集落大而密集;小剂量组不同化疗时间后 BMSC

层上造血细胞混合集落也较大而密集 , 与对照组无明显差别;

大剂量组化疗后第 7天 BMSC 层上造血细胞混合集落较小而松

散 ,化疗后第 14 、21、28 、35 天造血细胞混合集落小而稀疏 ,尤以

化疗后第 21 d 集落生长最差 ,见图 2。

A , B , C control , low dose , high dose group respectively

图 1　各组 BMSC形态　(光镜×100)

Fig 1　Morphology of BMSC in different group 　(LM×100)
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A , B , C control , low dose , high dose group respectively

图 2　各组 BMSC层上造血细胞混合集落形态　(光镜×100)

Fig 2　Morphology of colony forming unit-mixed hematopoietic cells on the BMSC layer in different group(LM×100)

3　讨论

　　Dexter骨髓长期培养体系是一个被公认的能够模
拟体内造血状态的体外造血模型 ,其特点是培养中的
粘附基质细胞层能够模仿造血微环境的多种功能特

性 ,不需添加任何外源性生长因子就能支持长期造

血
[ 3]
。本实验采用 Dexter型骨髓长期培养体系 ,故体

外培养的 BMSC能够近似反映体内 BMSC的功能。
　　BMSC 是造血微环境的重要组成部分 ,主要由成
纤维细胞 、内皮细胞 、巨噬细胞等组成 ,通过与造血细
胞的紧密接触及其分泌的细胞外基质和多种细胞因

子 ,对机体造血调控具有重要作用[ 2] 。根据化疗剂量

强度与疗效的相关性理论 ,大剂量化疗可以大幅度提
高化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用 ,从而达到根治某
些肿瘤的目的 ,但由于多数化疗药物具有骨髓限制性
毒性作用 ,因此限制了剂量强度的进一步提高进而影
响疗效 。近年开展的造血干/祖细胞移植和造血细胞
因子支持治疗可明显缩短大剂量化疗后骨髓抑制期 ,
但不能完全恢复自主造血功能[ 1] 。提示大剂量化疗不
但对造血细胞造成损伤 ,而且可能同时损伤到与造血
调控密切相关的 BMSC。

　　已有研究发现大剂量放/化疗后 CFU-F 形成率较
正常对照组减少 60%～ 90%

[ 5]
,而另一项研究证实化

疗后 BMSC层支持正常异基因造血祖细胞生长的能力

受到损伤:17例AML患者中有 7例不能支持造血祖细

胞生长 ,7例支持能力明显减低[ 6] ,均提示大剂量化疗
可造成 BMSC 的损伤 ,但损伤的具体机制尚不清楚。

我们通过临床上广泛使用的化疗药物 MTX对小鼠体

内 BMSC影响的研究结果发现:常规剂量(即本实验中
的小剂量)MTX 对 BMSC 无明显作用 ,而大剂量 MTX

化疗后第 7天开始出现 BMSC 层粘附率显著下降 ,第

14天后出现 BMSC 生长减慢 、CFU-F 形成能力和造血
支持功能降低 ,第 35天仍不能恢复至正常水平 。提示
大剂量化疗可直接导致 BMSC 形态学改变 、生长受抑
以及粘附功能和造血支持能力的损伤 ,使其对造血细
胞的粘附作用减弱 、分泌的细胞外基质和造血细胞因

子减少 ,从而导致 BMSC造血调控功能障碍 ,进一步影
响造血细胞的存活 、定居 、增殖 、分化 、发育和成熟 ,再
加上大剂量化疗对造血细胞的损伤

[ 7]
,结果导致机体

自主造血功能长期不能恢复。
　　我们在研究中还发现大剂量MTX所导致的 BMSC

损伤以粘附功能的下降为主 ,在化疗后第 21 天最明

显 ,出现时间较晚 ,持续时间较长。BMSC 粘附功能的
降低可能有两方面的作用:①BMSC 生长受到抑制 ,所
形成粘附层的 BMSC数目较少 ,间接影响其粘附功能;
②药物直接影响 BMSC 粘附分子的表达或 ECM 的分

泌 ,从而直接影响 BMSC 的粘附功能。在本实验中这
两方面的作用可能都存在 ,但何种作用占主导方面值
得进一步探讨 。而在 γ射线所致的 BMSC 损伤研究
中 ,以伤后 3 ～ 7 d粘附功能损伤最明显 ,持续时间相
对较短

[ 8]
。提示 BMSC 损伤的时效特点在大剂量化疗

与放射线损伤中略有不同 。
　　BMSC 损伤可能是大剂量化疗后造血功能发生障
碍的重要原因之一 ,如何防治或改善大剂量化疗后
BMSC的损伤值得进一步研究 。
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文章编号:1000-5404(2002)11-1279-01 个案与短篇

糖尿病合并下肢血管病变的患者治疗前后红外热像图变化

Changes of infra-red thermography in diabetic patient with lower limb ischemia before

and after treatment

郑宏庭 ,张学亮 ,陈　卫　　(第三军医大学附属新桥医院内分泌科 , 重庆 400037)

　　红外热像图是靠从人体表面的红外辐射转变成一种图像
的技术 , 肢体由于血流量大小的差异 , 局部温度及红外线辐射
量不同 ,因而红外热像技术能具体 、形象 、动态地反映肢体血循
环状况 ,作为对肢体血循环变化规律做进一步探讨的手段[ 1] 。
本研究探讨红外热像技术在糖尿病患者下肢血管病变方面的

临床应用。

1　对象与方法

　　对象:我们在眼底检查中对单纯型糖尿病性视网膜改变的
患者 10例 , 作为合并轻度糖尿病血管病变的患者;选择眼底检
查发现增殖型糖尿病性视网膜改变的患者 10 例作为合并重度

糖尿病血管病变的患者;选择眼底检查发现单纯或增殖型糖尿
病视网膜改变 ,并且神经电生理检查下肢神经传导速度减慢的
患者 20例作为糖尿病多并发症患者;选择无并发症的糖尿病
患者 20例作为对照。以上病例总数 60 例 , 男 34 例 , 女 26 例 ,
年龄24～ 72岁 , 平均年龄 49.6 岁。病程 6 月至 16 年 , 平均 6.7
年。其中 1型糖尿病 10 例 , 2 型糖尿病 50 例。糖尿病诊断根
据 1999年WHO 专家咨询报告标准确定。糖尿病视网膜病变 ,
按1985年哈尔滨会议标准分型。下肢胫总和腓总神经感觉和
运动传导速度小于 40 m/min , 或者有袜套样感觉障碍者为糖尿
病周围神经病变者。
　　方法:我们对所有患者进行双下肢红外线热像检查,将出现异
常冷区(与正常对照值温度大于 0.1摄氏度)的结果作为阳性结果 ,
并对数据进行χ2检验和 t 检验。然后对所有血管神经并发症患者
进行“维生素B1 ,弥可保,氢化麦角碱”及血糖控制等治疗 1个月 ,
作为治疗组,例数 40 例;对无并发症的患者单纯予以降糖治疗作
为对照组 ,例数20例 ,治疗结果用红外热像仪进行评价。本研究采
用DH-2000医用红外热像仪 ,针对本研究需要曾进行了系统的温
度标定工作,在使用的温度范围段测量值与标定曲线计算的温度
值之差不超过 0.3 ,温度分辨率小于 0.1。

2　结果

　　患者热像检查结果各组间无显著性差异(P >0.05), 由此
可以看出对于糖尿病患者肢体血管病变 , 热像仪为一种可靠的
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检查手段 , 患者肢体血管病变在其图像中显示为异常冷区 , 多
为对称性分布。
　　患者治疗前后肢体温度变化见表 1 , 治疗前治疗组与对照
组肢体温差较大 ,经治疗后温度差明显减小 , 可见微循环明显
改善 ,故红外热像图也可作为糖尿病患者肢体血管病变治疗效
果观察依据。

表 1　治疗前后肢体温度变化

组别 治疗组 对照组 温差

n 40 20

　治疗前 23.8±2.24 34.3±2.47 0.84±0.42

　治疗后 34.5±1.87 34.6±2.34 0.27±0.26

t 值 3.24 2.74 6.13
P 值 <0.005 <0.005 <0.001

3　讨论

　　红外热像技术是应用现代物理科学技术反映物体表面各
部位温度变化的一项技术 , 具有无创伤 , 精确度高(可达 0.01
度), 反应灵敏 ,及操作简便等优点[ 2 , 3] 。通过以上研究我们发
现红外热像仪用于糖尿病血管病变的研究具有以下特点:①根
据异常冷区初步了解患肢病情;②通过了解病变肢体的循环情

况 ,从而了解病变程度 , 推断预后;③评价治疗的疗效;④了解
病变部位间的差异。综上 ,我们认为红外热像技术对于糖尿病
肢体血管病变的诊断及治疗评价是一种可靠 , 迅速的方法 , 在
临床上有较为广阔的应用前景。
　　关键词:红外热像图;糖尿病;血管病变
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