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5 Gy全身照射对大鼠伤口巨噬细胞的抑制效应及W11-a12的促愈作用

舒崇湘1 ,程天民1 ,李树楠2　　(1 第三军医大学预防医学系防原医学教研室 、全军复合伤研究所 , 重庆 400038;2 云南大理医学
院药理学教研室 ,大理 671000)

　　提　要:目的　研究大鼠全身 5 Gy照射对伤口巨噬细胞(MΥ)功能的影响及W11-a12的促愈作用。方法　采用
60Coγ射线全身

照射复合皮肤创伤模型 , 观察了 MΥ酵母-补体复合物玫瑰花环形成试验 、吞噬功能和分泌纤维粘连蛋白(FN)、转化生长因子 β1
(TGFβ1)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的功能。结果　大鼠 5 Gy全身照射复合皮肤创伤后第3 、5天伤口内巨噬细胞C3b受体表

达 、吞噬功能 ,合成与分泌FN、TGFβ1 、bFGF的功能均显著受到抑制 , 但抑制效应的程度不同 ,MΥ的吞噬功能的抑制重于其分泌功
能 ,分泌 TGFβ1 功能的抑制重于分泌 bFGF的功能。W11-a12能显著逆转辐射对MΥ功能的抑制效应。结论　伤口 MΥ功能受抑是合

并放射损伤后伤口难愈的主要原因 ,增强 MΥ功能是W11-a12促愈作用的一个途径。
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Inhibitory effect of whole body irradiation and healing promotion effect of W11-a12
macrophage of wound in rats
SHU Chong-xiang , CHENG Tian-min , LI Shu-nan(Department of Radiation Medicine , Institute of Combined Injury of PLA , ThirdMilitary Medical University ,
Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To investigate the inhibitory effects of 5 Gy whole body irradiation on wound macrophages and the promoting effect W11-
a12 on these cells.Methods　Two full-thickness skin incised wound were inflicted on both sides of the back of the animals after the rats received 5

Gy gamma ray whole body irradiation.The phagocytic activity , zymosan-complement rosettes , the percentages of immunopositive macrophages of fi-

bronectin(FN), transforming growth factor β1(TGFβ1)and basic fibroblasts growth factor(bFGF)in the wound were observed.Results　The phago-
cytic activity , zymosan-complement rosettes , secreting of FN , TGFβ1 , bFGF in wound macrophages were all inhibited on the 3rd day , 5th day after

irradiation , but the degree of inhibition was more or less different.The inhibition of phagocytic activity was more obvious than that of secreting func-
tion , and TGFβ1 secreting function was impaired more apparently than that of bFGF.W11-a12 enhanced the phagocytic activity , the expression of C3b

receptor , the secretion of FN , TGFβ1 and bFGF by macrophages in both simple and radiation-impaired wound.Conclusion　The inhibition of

macrophage function is mainly responsible for the healing deficits of radiation-impaired skin wound , W11-a12 could promote radiation-impaired wound

healing by means of activating phagocytic activity directly and up-regulate positive feed back to cell by way of increasing secretion of FN , TGFβ1 ,
bFGF of wound macrophages.
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　　巨噬细胞(Macrophages ,MΥ)在创伤愈合过程中起
重要作用 ,它不仅能清除创面局部的受损细胞 、纤维蛋
白和病原体 ,而且还能合成和分泌纤维粘连蛋白(Fi-
bronectin ,FN)等细胞外基质和转化生长因子(Trans-
forming growth factor β , TGFβ)、碱性成纤维细胞生长因
子(Basic fibroblasts growth factor ,bFGF)等多种细胞生长
因子直接参与和调控组织修复 。合并全身放射损伤后
创伤难愈的重要因素之一就是局部MΥ数量减少和功
能降低 ,但伤口局部MΥ功能状态的研究尚欠深入

[ 1]
,

多元醇类化合物W11-a12能有效促进此类创伤愈合 ,但

其促愈机制还不清楚
[ 2]
。因此 ,本实验以大鼠背部植
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入聚乙烯醇(PVA)海绵的切口为模型 ,观察了全身 5

Gy照射对伤口MΥ功能的影响及W11-a12的作用 ,以期
对此类创伤难愈及W11-a12的促愈的机制有进一步的
了解 。

1　材料与方法

1.1　实验材料
1.1.1　实验动物与分组　　40 只雄性Wistar 健康成年大鼠 ,

体重(200±20)g ,由本校实验动物中心提供。实验动物设单纯
创伤组(单伤组)和全身辐射复合创伤组(复合伤组)。各组设

3 、5 d 两时相点 ,每个时相点动物数均为 10只。
1.1.2　药品　　实验所用的药品多元醇类化合物W11-a12原药

由云南大理医学院药理教研室提供。用生理盐水溶液配制成
100 mg/ ml的W11-a12贮存液 , -20 ℃保存备用。

1.1.3　PVA海绵　　PVA海绵由附属大坪医院野战外科研究
所朱旭东博士惠赠。 PVA 海绵切成直径约1.0 cm 、厚 0.4 cm 大

小 , 经流水漂洗过夜 , 再用蒸馏水漂洗 ,然后煮沸 30 min消毒 ,
分别浸入无菌的生理盐水和 5 mg/ml W11-a12生理盐水液浸 24 h
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后使用。

1.2　实验致伤模型
　　①照射:60Coγ射线一次性全身照射 , 距离 1 m , 照射量率
为 1.21 ～ 1.14 Gy/ min , 总剂量为 5 Gy 。 ②创伤:大鼠背部去毛 ,

麻醉后固定 ,局部碘酒 、酒精消毒 , 在背部两侧纵向切两个长
约4 cm 的全层皮肤切口(切至皮下筋膜层), 一侧皮下植入对

照PVA 海绵 , 另一侧植入含W11-a12的 PVA 海绵 , 然后缝合切
口。复合伤组先照射 ,后创伤。

1.3　观察指标与方法
1.3.1　标本制备　　伤后第 3、5 天处死动物 , 伤口表面经碘

酒 、酒精消毒后 , 剪开伤口 ,取出 PVA海绵。 ①按 Albina等[ 3] 方

法收集纯化伤口MΥ。用2%台盼蓝检查细胞活力(细胞活力>

96%), 细胞涂片 、染色 , 确定巨噬细胞纯度>90%。计数 ,调整

细胞浓度为 5×10
6
个/ml。 ②取巨噬细胞 , 直接涂片 , 晾干 , 用

丙酮固定 , -20 ℃保存备用。

1.3.2　MΥ酵母-补体复合物(Zymosan-complement , ZC)玫瑰花
环形成试验　　按文献[ 4] 的方法操作 , Wright-Giemsa染色 , 以

一个 MΥ周围附有 3 个或 3 个以上的酵母颗粒为一个花环 , 镜
检 200个 MΥ,计算花环形成率。

1.3.3 　巨噬细胞吞噬功能测定　　按 Ballart 等[ 5] 法进行 ,
Giemsa染色 ,镜检计数 200个细胞 , 计算吞噬率。

1.3.4　伤口中巨噬细胞 FN、TGFβ1、bFGF免疫组化染色　　①
FN免疫组化染色按 Sigma 公司 EAP染色试剂合操作说明书进

行。②bFGF和 TGFβ1 免疫组化染色按 ZXMED公司 SPTM 试剂

盒操作说明书进行。 ③光镜镜检:在细胞涂片上镜检计数 200

个细胞 ,计算免疫细胞化学阳性反应 MΥ的百分率。

1.4　统计学处理
　　同体对照与用药所得的数据 , 按个别比较法作 t 检验;非

同体各组间实验数据用SPMR医学统计软件中的PDA-2 程序作
单因素方差分析及 t检验。

2　结果

2.1　伤口MΥZC玫瑰花环形成的变化及W11-a12的作用
　　复合伤组 MΥZC 玫瑰花环形成率在伤后第 3、5 天显著降

低(P<0.01);两伤用药组均显著高于未用药组(P <0.01), 但
复合伤用药组仍低于单伤用药组(P <0.01);W11-a12对复合伤

组增加作用的幅度略大于单伤组 ,见表 1。

2.2　伤口 MΥ吞噬率的变化及W11-a12的作用
　　复合伤组伤口MΥ吞噬功能在伤后第3 、5天分别为单伤组

的55.9%和 49.4%, 显著降低(P<0.01)。两伤类用药组均显
著高于未用药组(P<0.01), 复合伤用药组增高的幅度更大 , 分

别增高 19.3%(3 d)和 30.3%(5 d),但仍显著低于单伤用药组
(P<0.01),见表1。

2.3　伤口 MΥ分泌 FN功能的变化及W11-a12的作用
　　FN阳性的MΥ细胞数于复合伤组在伤后第 3 、5 天分别为
单伤组的78.7%和 75.7%,显著降低(P<0.01),两伤类用药组

均比其对照组增高(P<0.01), 且复合伤组增高的幅度更大些 ,

见表 2。

2.4　伤口 MΥ分泌 bFGF和 TGFβ1功能的变化及W11-
a12的作用

　　伤后第 3、5 天复合伤 TGFβ1 阳性的MΥ细胞数分别为单伤

组的 71.4%和68.1%, bFGF 分别是单伤组的80.0%和71.7%,
均显著降低(P<0.01);两伤用药组 TGFβ1 和 bFGF 均显著高于

未用药组(P <0.01), 复合伤组增高的幅度略高于单伤组 ,

见表 3。

表 1　全身照射对伤口 MΥZC玫瑰花环形成率和吞噬率的影响

及W11-a12的作用( x±s)

Tab 1　Effects of whole-body irradiation and W11-a12 on the percent-

age of MΥ forming ZC rosettes and phagocytosis( x±s)

The percentage ofMΥforming ZC
rosettes(%)

The percentage of MΥ
phagocytosis(%)

Group
3 d(n=7) 5 d(n=7) 3 d(n=7) 5 d(n=7)

Simple injury

　　Control 76.50±2.88 75.67±5.87 45.33±2.16 41.83±2.32

　　Medication 88.17±3.87＊＊ 87.37±3.65＊＊ 58.50±3.27＊＊ 53.33±3.27＊＊

Combined injury

　　Control 56.83±4.54## 52.00±3.58## 25.33±2.58## 20.67±3.44##

　　Medication 68.83±3.31＊＊## 64.17±3.76＊＊## 39.00±9.20＊＊## 34.33±3.14＊＊##

＊＊:P<0.01 vs control;##:P<0.01 vs simple injury

表 2　全身照射对伤口 FN 阳性 MΥ数的影响及W11-a12的作

用(%, x±s)

Tab 2　Effects of whole-body irradiation and W11-a12 on the percentage

of immunopositive macrophage of FN(%, x±s)

3 d(n=7) 5 d(n=7)
Simple injury
　　Control 86.00±3.22 82.17±3.76
　　Medication 99.00±1.55＊＊ 94.67±2.34＊＊

Combined injury
　　Control 67.67±5.20## 62.17±4.12##
　　Medication 82.33±3.14＊＊## 79.33±4.03＊＊##

＊＊:P<0.01 vs control;##:P<0.01 vs simple injury

表 3　全身照射对伤口 TGFβ1 和 bFGF阳性 MΥ数的影响及

W11-a12的作用( x±s)

Tab 3　Effects of whole-body irradiation andW11-a12 on the per-

centage of immunopositive macrophage of TGFβ1 and

bFGF( x±s)

The percentage of immunopositive MΥ
of TGFβ1(%)

The percentage of immunopositive

MΥof bFGF(%)
Group

3 d(n=7) 5 d(n=7) 3 d(n=7) 5 d(n=7)

Simple injury

　　Control 59.33±4.18 64.17±3.43 76.00±4.43 80.17±4.07

　　Medication 70.67±3.61＊＊ 76.17±3.87＊＊ 91.83±4.45＊＊ 94.83±3.49＊＊

Combined injury

　　Control 42.33±4.80## 43.67±4.84## 60.83±5.11## 57.50±4.93##

　　Medication 53.83±3.92＊＊## 60.50±5.79＊＊## 74.33±5.89＊＊## 74.17±5.31＊＊##

＊＊:P<0.01 vs control;##:P<0.01 vs simple injury

3　讨论

　　创伤局部免疫效应细胞主要有嗜中性粒细胞 、单
核巨噬细胞和淋巴细胞等 。其数量和功能与创伤局部
是否易发生感染密切相关 ,而在这些免疫细胞中 ,MΥ
具有至关重要的作用。大鼠 6 Gy 照射后伤口中 MΥ
数量减少 ,吞噬中性红功能降低[ 1] ,本实验发现:大鼠
5 Gy 全身照射后第 3 、5天 ,伤口中MΥ吞噬酵母多糖-
补体复合物功能显著降低 ,FN免疫细胞化学染色反应
阳性的 MΥ明显减少 。说明辐射不仅使伤口 MΥ的吞
噬杀菌功能降低 ,而且也使其分泌 FN 的功能下降。
FN具有免疫粘附和免疫调理功能。由此可见 ,伤口巨
噬细胞吞噬和分泌FN的功能降低是合并放射损伤后

伤口易发生感染的重要因素。
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　　FN在创伤修复过程中具有重要作用。FN 与其它
基质相互作用形成立体结构对细胞起支持作用 ,并为
肌成纤维细胞提供支架与系带作用而参与创面收缩 ,
它对成纤维细胞(Fobroblasts , FB)、表皮细胞和血管内
皮细胞有趋化作用 ,促进其游走和铺展 ,调节其增殖 、
分化 、细胞因子及整合素受体的表达。最近的研究表
明 ,FN是细胞赖以生存的因子 ,能使细胞内 bcl-2表达
增加 ,阻止 FB 和内皮细胞的凋亡[ 6] 。因而合并放射
损伤后 ,伤口MΥ分泌 FN的功能降低 ,一是直接影响
创面的愈合 ,二是其对伤口细胞的正反馈调节作用减
弱 ,使细胞进入伤口和增殖降低 ,凋亡增加 ,从而间接
影响伤口愈合。
　　在创伤愈合的过程中巨噬细胞释放多种细胞生长
因子调控创伤组织的修复。在众多的细胞因子中 ,
TGFβ1和 bFGF 的作用处于引人注目的地位。然而 ,

TGFβ1和 bFGF在创伤愈合中的作用有所不同 。TGFβ1

的主要作用是对炎细胞 、FB 等具有趋化作用 , 促进
FB 、表皮细胞的游走和增殖 ,促进胶原 、弹性蛋白 、FN
的合成 , 抑制其降解 , 调节细胞因子的合成与分
泌[ 7 ,8] 。bFGF也具有促进 FB 、表皮细胞的游走和增生
作用 ,但它能增加细胞外基质金属蛋白酶的表达 ,其主
要功能是促进新生血管形成[ 9 ,10] 。Broadley 等报道 ,用
bFGF抗体中和消除伤口中 bFGF ,几乎可完全阻断伤
口中的血管形成 。本实验发现 ,大鼠 5 Gy 全身照射后

第3 、5天 ,伤口中 TGFβ1 和 bFGF 免疫细胞化学染色反

应阳性的MΥ明显减少 。说明辐射抑制了伤口中 MΥ
合成和分泌TGFβ1和 bFGF的功能 ,其后果是对炎症反
应细胞的趋化作用减弱 、对肉芽组织形成的刺激作用
减轻 ,新生血管形成减少 ,再上皮化延迟 ,加重伤口愈
合的延迟效应 ,使愈合的质量更差 。
　　电离辐射对伤口MΥ的吞噬与分泌 ,以及对不同
物质的分泌功能的效应是不同的。放射损伤后伤口
MΥ吞噬功能降低的幅度大于其分泌功能;而对分泌
TGFβ1的功能抑制作用幅度大于其分泌 FN 、bFGF。为

何存在这些差异 ,还有待进一步阐明。
　　MΥ吞噬和分泌功能有赖于MΥ表面受体的介导 ,
MΥ表面C3b受体能识别由血清 C3b包被的细菌 、霉菌
等病原微生物。当MΥC3b受体与 C3b包被的微生物结

合后 ,MΥ被激活 、吞噬这些微生物 ,并通过一系列细
胞内信息传递引起呼吸爆发 ,释放一些酶类和自由基
起杀菌作用 。上述任一环节障碍均可导致MΥ的吞噬
杀菌障碍。本研究发现:5 Gy 照射后第 3 、5 天大鼠伤
口中MΥZC玫瑰花环形成率显著降低 ,说明放射损伤
对伤口中MΥC3b受体表达具有抑制作用。这可能是
MΥ吞噬功能降低的一个重要原因 ,然而比较受体表
达与吞噬功能变化 ,发现MΥ吞噬功能损伤更重 ,提示
还有与 MΥ激活有关的其它环节也受到损伤 ,如我们

在另一研究中发现伤口MΥ阴离子和钾离子通道活动
发生了抑制性变化。
　　W11-a12是从美洲大蠊体内提取的一种特殊的多元
醇类化合物 ,用于单纯创伤和合并放射损伤后创面有
明显促愈效果 ,能显著提高单伤和复合伤伤口愈合速
度与愈合质量[ 2] 、增加这两伤类伤口中炎细胞 、成纤维
细胞和毛细血管的数量 ,使表皮反应范围扩大 ,表皮增
生反应厚度显著增加 。本实验进一步发现:W11-a12能
显著提高单伤和复合伤伤口MΥ吞噬 、C3b受体的表达

和分泌 FN 、TGFβ1 、bFGF 的功能 , 且对单伤组伤口
MΥC3b受体的表达和分泌 FN 、TGFβ1 、bFGF 等几种成

分的增加幅度几乎相同 ,对 MΥ吞噬率的增加幅度较
大;对复合伤组增加幅度由大到小的顺序是MΥ吞噬
率 、分泌 TGFβ1 、bFGF 和 FN。由此可见 ,W11-a12增强
MΥ吞噬功能和 C3b受体的表达及通过增强 MΥ分泌
FN 、TGFβ1 、bFGF 的功能而加强对细胞正反馈调节效应
是其促愈作用的重要途径。综合几项指标的变化 ,
W11-a12对复合损伤的促愈效果 ,大致可达到补偿放射

损伤对愈合的延缓效应。
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