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rhGM-CSF对小鼠口腔粘膜损伤的防治作用

钟大平 , 张翼军　　(第三军医大学附属西南医院肿瘤血液科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　观察 rhGM-CSF对 MTX致实验性小鼠口腔粘膜损伤的疗效。方法　按随机分组原则将 501 只昆明种小白鼠分

成 8组 , 分别在相应时间给予不同药物(MTX、CF或 rhGM-CSF)的处理因素 ,于第 1 ～ 10 天光镜下观察小鼠口腔粘膜的病理改变和积

分情况。结果　IDMTX 致口腔粘膜损伤病变率(45%～ 63%)和积分率(19.4%～ 56%)较其它组高 , 且死亡率很低(小于 5%);
IDMTX+GM0(或GM2)组的口腔粘膜损伤病变率(30.53%和 30.99%)和积分率(19.47%和 17.25%)比 IDMTX组(55.56%和36.31%)

明显减少 , 且溃疡严重程度较轻 , 二者相差显著(P <0.01)。结论　IDMTX 致小鼠口腔粘膜损伤模型可以用于粘膜损伤的研究;
rhGM-CSF可以减少MTX致小鼠口腔粘膜损伤 ,并促进粘膜损伤恢复。
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Preventive effect of rhGM-CSF on oral mucosa lesions in mice
ZHONG Da-ping , ZHANG Yi-jun(Department of Oncology and Hematology , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effect of rhGM-CSF onMTX-induced oral mucosa lesions.Methods　After a total of 501 mice were ran-
domly divided into eight groups , with various medicines of different concentration(MTX , CF or rhGM-CSF)were administered at the same time , re-

spectively.The integral rate and the pathological changes of oral mucosa were observed during 10 consecutive days after administration of MTX.Re-
sults　The incidence(45.0%～ 63.0%)and the integral rate(19.4%～ 56.0%)of mice oral mucosa lesions in the group of IDMTX were signifi-

cantly higher than those in other groups.The death rate(<5%)in the group of IDMTX was lower than that in other groups.The incidence(30.
53% and 30.99%)and the integral rate(19.47% and 17.25%)of mice oral mucosa lesions in groups of IDMTX+GM0(or GM2)were significantly

lower than those in group IDMTX(55.56% and 36.31%).The degree of severity of ulcers in the former groups was lighter than that in the latter.
The difference of the two groups was statistically significant(P<0.01).Conclusions　The model of IDMTX-induced oral mucosa lesion can be ap-

plied in the studies of mucosa lesions.The MTX-induced oral mucositis and ulcers can be alleviated by rhGM-CSF.
　　Key words:rhGM-CSF;MTX;oral mucosa lesion;animal model

　　重组人粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子(Recombi-
nant human granulocyte-macrophage colony stimulating fac-

tor , rhGM-CSF)是一种具有谱系特异性的细胞因子 ,可
以刺激造血细胞生长特别是粒细胞的增殖 、分化和成
熟 ,并增强成熟中性粒细胞及单核细胞的功能[ 1] 。氨

甲喋呤(Methotrexate ,MTX)[ 2] 是一种常用的抗代谢类
化疗药物 ,体内与二氢叶酸和一氢叶酸还原酶结合 ,使

叶酸不能形成四氢叶酸 ,导致嘌呤及胸腺嘧啶核苷酸
合成的障碍 ,引起 DNA 、RNA及蛋白质合成的抑制 ,影
响肿瘤细胞增殖 ,也影响更新较快的造血细胞及上皮
细胞 ,从而引起口腔炎 、骨髓抑制等副作用。近几年国
外有文献报道 rhGM-CSF 对创伤的愈合有很好的疗

效[ 3] 。那么其对化疗所致口腔粘膜炎或溃疡是否有疗
效呢 ?为了研究 rhGM-CSF对口腔粘膜损伤的疗效 ,首
先应建立MTX致小鼠口腔粘膜损伤动物模型 ,并在此

模型基础之上观察 rhGM-CSF 对实验性小鼠口腔粘膜
损伤的疗效。
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1　材料和方法

1.1　动物实验

　　501 只昆明种小白鼠 ,本校实验动物中心提供 , 雌雄各半 ,
体重 18～ 28 g , 6 ～ 8 周龄 ,在动物中心室温下分笼饲养。

1.2　实验分组

　　按照随机分组原则将 501 只小鼠分为 8 大组:(1)对照组:

22 只;(2)MTX小剂量组:19只 ,MTX 10 mg/ kg;(3)MTX 中剂量

组(Intermediate-dose MTX , IDMTX), 126 只随机分为 3 小组:①
MTX20组:40 只 ,MTX 20 mg/kg;②MTX30组:40 只 ,MTX 30mg/kg;

③MTX40组:46 只 ,MTX 40 mg/ kg;(4)MTX大剂量组。 97 只随机

分为 2 小组:①MTX50组:69 只 , MTX 50 mg/kg;②MTX75组:28

只 ,MTX 75 mg/ kg;(5)IDMTX+GM0 组:95 只随机分为 3 小组 ,
注射 MTX 的同时用 rhGM-CSF。 ①MTX20+GM0:30 只 ,MTX20

mg/kg;②MTX30+GM0:30 只 ,MTX30 mg/kg;③MTX40+GM0:35
只 ,MTX40 mg/ kg;(6)IDMTX+GM2组:71只随机分为 3 小组 , 注

射MTX 后第 2 天用 rhGM-CSF。 ①MTX20+GM2:23 只 , MTX20

mg/kg;②MTX30+GM2:24 只 ,MTX30 mg/kg;③MTX40+GM2:24
只 ,MTX40 mg/ kg;(7)MTX40+CF(亚叶酸钙)组:35只 , 注射MTX

(40mg/kg)12 h 后用 CF;(8)MTX40+CF+GM0 组:36 只 , 注射
MTX(40 mg/ kg)的同时用 rhGM-CSF , 12 h后用 CF。

1.3　药物配制及给药方法

　　用生理盐水将 MTX 配制成各种浓度(0.4、0.8、1.2 、1.6、
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2.0 、3.0 mg/ml)备用;用生理盐水将 rhGM-CSF 配制成 0.35 μg/

ml备用;用生理盐水将 CF配制成 16.5 μg/ml备用。
　　小鼠腹部皮肤消毒后按指定浓度及药量给予 MTX、CF(15
mg·m-2·d-1)和 rhGM-CSF(5 μg·kg-1·d-1)。对照组一次性腹

腔注射生理盐水 0.5 ml ,其余各组行一次性腹腔注射不同浓度
MTX 0.5 ml;IDMTX+GM 0和MTX40+CF+GM 0组在用MTX 同时

行皮下注射 rhGM-CSF 0.3 ml;MTX40+CF 和 MTX40+CF+GM0

组在用 MTX 12 h 后腹腔注射 CF 0.5 ml;IDMTX+GM2 组在用

MTX后第 2 天皮下注射 rhGM-CSF 0.3 ml;CF 及 rhGM-CSF连续

使用 5 d , 每日 1次。注意潜行穿刺 , 勿注射过深。

1.4　动物口腔粘膜的采集

　　IDMTX+GM2组于注射 rhGM-CSF 后第 1 天开始杀鼠 ,其余
各组从注射MTX或生理盐水后第 1天开始杀鼠 , 每组每天 2 ～

6 只 ,拟 10 d将全部小鼠断颈处死 ,仔细解剖取下舌 、口腔颊部
及唇部粘膜 ,在滤纸上铺平 , 借助放大镜取典型病变处组织 , 用
福尔马林固定12～ 24 h , 石蜡包埋 , 5 ～ 6 μm 切片 , HE 染色 , 在

光学显微镜下观察口腔粘膜上皮炎性细胞的多少 , 有无变性 、
坏死 、溃疡形成以及成纤维细胞 、新生血管等肉芽组织的增生。

1.5　光学显微镜下口腔粘膜损伤程度评分标准

　　0 分:口腔粘膜无炎细胞 、坏死 、溃疡等改变;1 分:口腔粘

膜有少数炎细胞 ,无坏死及溃疡;2 分:口腔粘膜有较多炎细胞 ,
无坏死及溃疡;3 分:口腔粘膜上皮固有层有大量炎细胞浸润 ,
部分有坏死 , 但无溃疡;4 分:口腔粘膜溃疡已形成 , 有坏死组

织 ,其周围有成纤维细胞 、新生毛细血管等。

1.6　死亡率 、病变率 、积分率的定义

　　死亡率=死亡只数/总只数 ×100%
　　口腔粘膜损伤病变率=(口腔粘膜炎症+溃疡)只数/取材

只数 ×100%
　　口腔粘膜损伤积分率=口腔粘膜损伤积分/(取材只数×
4)×100%

1.7　统计学处理

　　用 SPMR统计软件包进行多个率之间的χ2检验。

2　结果

2.1　动物转归

　　本试验中发现腹腔注射后双下肢瘫痪 1只 , 双下肢皮肤糜
烂 1只 , 腹泻 2只 , 皮疹 1只;小鼠注射MTX后的第 1天有 3 只

小鼠口腔粘膜组织可见明显水肿 , 粘膜上皮轻微脱落 , 表面出
现少许分泌物;第 1 天因出血死亡 2只 , 第 2 天死亡 2 只 , 第 3、
4 、5天死亡 56 只 , 共有 60 只小鼠死亡 , 其中 MTX大剂量组(50

～ 75 mg/ kg)占 55只(91.7%)。

2.2　光学显微镜下口腔粘膜损伤

2.2.1　不同MTX剂量组对小鼠口腔粘膜的损伤　　IDMTX 组

(20～ 40 mg/kg)的口腔粘膜损伤病变率(45%～ 63%)和积分率

(19.4%～ 56%)较其它组高 ,相差显著(P <0.01),且死亡率很低
(<5%);MTX大剂量组(50～ 75 mg/ kg)的口腔粘膜损伤病变率
与对照组和小剂量组比相差显著(P <0.01), 死亡率(>47.8%)

也比其它组高 ,相差显著(P<0.01)。MTX大剂量组与 IDMTX组

的口腔粘膜损伤病变率差异不明显(P>0.05),见表 1。
2.2.2　GM-CSF 对 IDMTX 致小鼠口腔粘膜损伤的作用　　

IDMTX+GM0和 IDMTX +GM2 组的口腔粘膜损伤病变率

(30.53%和 30.99%)和积分率(19.47%和 17.25%)比 IDMTX组

(55.56%和 36.31%)减低 ,且溃疡严重程度减轻 , 相差显著(P
<0.01)。 IDMTX+GM0组的死亡率最低(2.11%),见表 2。

表 1　不同 MTX剂量组对小鼠口腔粘膜的损伤

Tab 1　Effects of various doses of MTX oral mucosa lesions in mice

Lesions of oral mucosa
Group n No.of death(%)No.of specimen

Number(%) Integral(%)

　Control 22 0(0) 22 5+0(22.7) 7(7.9)

　MTX10 19 2(10.5) 19 4+0(21.1) 9(11.8)

　MTX20 40 0(0)＊ 40 17+1(45.0)＊＊ 31(19.4)

　MTX30 40 2(5)＊ 40 18+5(57.5)＊＊ 49(30.6)

　MTX40 46 1(2.2)＊ 46 8+21(63.0)＊＊ 103(56.0)

　MTX50 69 33(47.8)＊＊＊ 46 20+8(60.9)＊＊ 81(44.0)

　MTX75 28 22(78.6)＊＊＊ 7 1+5(85.7)＊＊ 21(75.0)

＊:P>0.05 vs control and MTX10 groups;＊＊:P<0.01 vs control

and MTX10 groups;＊＊＊:P<0.01 vs the other groups;Number:the

number of mucositis + ulcers

表 2　GM-CSF对 IDMTX致小鼠口腔粘膜损伤的作用

Tab 2　Effects of GM-CSF on IDMTX-induced oral mucosa lesions in mice

Lesions of oralmucosa
Group n No.of death(%)

Number(%) Integral(%)

　Control 22 0(0.00) 5+0(22.73) 7(7.95)

　IDMTX 126 3(2.38) 41+29(55.56)＊＊ 183(36.31)

　IDMTX+GM0 95 2(2.11) 17+12(30.53) 74(19.47)

　IDMTX+GM2 71 5(7.04) 16+6(30.99) 49(17.25)

＊＊:P< 0.01 vs the other groups;Number:the number of mucositi s + ulcers

2.2.3　GM-CSF及 CF对 IDMTX致小鼠口腔粘膜损伤的作用　

　MTX40+GM0 、MTX40+GM0+CF 和 MTX40+CF 组的口腔粘膜

病变率均比MTX40减低 , 且溃疡严重程度减轻 , 相差显著(P <

0.01)。MTX40+CF+GM0 、MTX40+GM0 和MTX40+CF组的口腔

粘膜损伤病变率相近 ,相差不显著(P >0.05), 见表 3。

表 3　GM-CSF及 CF对 IDMTX 致小鼠口腔粘膜损伤的作用

Tab 3　Effects of GM-CSF and CF on MTX40-induced oral

mucosa lesions in mice

Lesions of oralmucosa
Group n No.of death(%)

Number(%) Integral(%)

　Control 22 0(0.00) 5+0(22.73) 7(7.95)

　MTX40 46 1(2.17) 8+21(63.04)＊ 103(55.98)

　MTX40+GM0 35 1(2.86) 3+9(34.29) 42(30.00)

　MTX40+CF+GM0 36 1(2.78) 4+8(33.33) 37(25.69)

　MTX40+CF 36 1(2.78) 7+6(36.11) 38(26.39)

＊:P< 0.01 vs the other groups;Number:the number of mucositis + ulcers

　　我们将 60 只小鼠中的 17 只进行了病理检查 , 其中 7 只有

口腔粘膜炎症 , 4 只有口腔粘膜溃疡 ,口腔粘膜损伤率占取材只

数中的 64.7%, 积分 28 , 积分率 41.2%。

3　讨论

　　口腔粘膜炎或溃疡是恶性肿瘤化疗过程中最常见

的并发症之一。化疗所致溃疡的主要原因是化疗药物
可抑制口腔粘膜细胞内 DNA 和/或 RNA 及蛋白质合

成 ,甚至直接破坏 DNA结构和功能 ,导致细胞死亡而
引发溃疡。同时当机体免疫功能低下 ,中性粒细胞减

少时 ,口内细菌增殖活跃 ,毒力增强 ,菌群关系失调 ,更
易出现口腔粘膜炎症及溃疡。如何防治化疗所致粘膜

损伤是我们临床面对的一个难题。
　　进行防治化疗药物所致口腔粘膜损伤的临床研
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究 ,首先应建立稳定的动物模型。文献[ 4 ～ 6]中提供

了多种引起口腔溃疡的方法 ,但化疗药物引起口腔溃
疡的动物模型研究尚属空白。化疗引起粘膜损伤的最

常见药物有MTX 、阿霉素(Adr)、氟尿嘧啶(5-Fu)等 ,而
MTX是血液学科常用药物中最易引起口腔粘膜损伤

的药物 ,因此选择了MTX作为本实验的化疗药物 ,同
时选择了昆明种小白鼠作为实验动物。根据临床经验
我们对小鼠采用了 MTX小 、中 、大剂量的分组法。从

试验可以看出 MTX中剂量组的口腔粘膜损伤病变率

及积分率均较其它组高 ,但死亡率很低;大剂量组的口

腔粘膜损伤病变率高 ,且死亡率也较高 。在探索口腔
粘膜损伤动物模型时 ,需要在使用MTX后出现较多口

腔粘膜损伤的同时动物存活率较高(即死亡率较低),
因此我们认为 MTX中剂量组最适合建立化疗致口腔

粘膜损伤动物模型 ,而MTX大剂量不适合作为动物模

型。建立一种动物模型应遵循具有与人类疾病的相似

性 、重复性 、可靠性 、适用性 、可控性 、易行性的原则
[ 7]
。

本实验经腹腔注射MTX建立化疗后口腔粘膜损伤动

物模型的方法与临床很接近 ,具有一定的代表性。
　　在临床上预防中 、大剂量MTX致粘膜损伤 ,常规
使用亚叶酸钙(CF)解救治疗 ,其机制是直接避开MTX

的作用 ,为正常细胞 DNA合成提供原料 ,防止粘膜损
伤的形成。国内亦用长效核黄素解救的措施 。CF 解

救这一途径 ,至今在解救时机上尚未统一 ,如果过早过
多地应用 CF 解救 MTX的不良反应 ,也一定程度地减

轻了MTX对肿瘤细胞的细胞毒作用。在一些研究中
局部应用 CF不能有效阻止口腔粘膜炎的发生 。而长

效核黄素解救这一途径 ,至今也未正式推广 。其它抗
肿瘤药物治疗恶性肿瘤时 ,至今没有防治粘膜损伤的

特效药物。 rhGM-CSF 是恶性肿瘤化疗过程中常用的
一种集落刺激因子 ,主要作用是加快中性粒细胞的恢

复 ,减少感染的并发症 。人与小鼠 GM-CSF 同源性有

54%,其增强子的同源性有 76%
[ 8、9]
。从本实验的结

果中显示早期预防使用 rhGM-CSF 不仅能减少动物死

亡 ,还能减少口腔炎症及溃疡的形成 ,减轻溃疡严重程
度。本实验还显示 MTX40 +CF +GM0 、MTX40+GM0 和

MTX40+CF组的口腔粘膜损伤病变率相近 ,说明在这

个剂量组中 rhGM-CSF 与 CF 具有相似的预防口腔粘

膜损伤的作用 , rhGM-CSF 与 CF 也具有一定的协同作

用。因此 , rhGM-CSF治疗化疗致口腔粘膜炎症或溃疡

可能成为最有前途且疗效显著的方法之一 ,其作用机
制有待进一步的研究 。
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3　讨论

　　Rh 系统HDN是由于母婴 Rh血型不合所致。 Rh 免疫抗体

作用于胎儿红细胞造成的高胆红素血症 , 此病只能由人类红细
胞作为抗原刺激产生 Rh 免疫抗体 , 故极少发生在第一胎 ,除非

以前有输血史或流产史[ 1] 。该产妇血型为 Rh 阴性 , 于 1999 年

行人工流产一次 ,此次妊娠刺激母体已致敏的淋巴细胞 , 引起

免疫性回忆反应 ,产生足够的抗 D, 导致抗体效价迅速上升 , 达
到64。当抗体效价达到 1∶32 ～ 1∶64 时 , 胎儿红细胞容易受到

破坏 , 造成溶血。该患儿血清胆红素进行性升高 , 出生后第 2

天总胆红素已高达 583 μmol/L(参考范围 3 ～ 23 μmol/ L), 高于
正常值25 倍多 , 血红蛋白持续下降至92 g/ L ,符合换血指征 , 选

择与母亲 Rh 血型相合的血液换血。
　　在患儿出生后第 3 天即行换血术 , 我们对换血前血样及换

出的血样作梯度检测 , 换血前直接抗球蛋白实验为 3+, 换血
200 ml时即为 1+,术后当天及术后 4 d查直接抗球蛋白实验均

为阴性。另换血前抗 D 效价为 1∶64 , 换血术后 1 d 抗 D 效价

1∶2。换血前后相比总胆红素和直接胆红素及间接胆红素均明
显降低。其间给予蓝光照射 ,输用白蛋白 , 药物等治疗措施 , 以

促进间接胆红素结合氧化分解水溶性物质排出体外 , 患儿于术
后第6 天出院 , 出院当天检测抗 D为 0 , 患儿皮肤无黄染 , 精神

正常 ,食欲好 , 轻度贫血。医嘱给予口服惠血佳 , 一月后复查均
正常。

　　关键词:新生儿溶血病;换血
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