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　　提　要　目的: 探讨放射损伤后骨髓造血功能衰竭的机制 ,为重建造血功能提供理论依据。方法:检测昆

明种雄性小鼠经 6 Gy 60Coγ射线照射后血清对 CFU-E和 CFU-GM的支持和抑制活性 ,用放免和 ELISA法

分别检测血清中 TN F-α和 T GF-β1的含量。 结果: ①照射后小鼠血清对 CFU-E的支持活性降低 ,但对

CFU-GM的支持活性增强 ;②血清对刺激因子诱导的 CFU-E和 CFU-GM均有显著的抑制活性 ;③血清经

灭活后抑制活性降低 ;④放射损伤后血清 TNF-α在 1、 3 d降低 , 7、 15 d恢复到正常水平 ; TGF-β1在 1、 3 d显

著升高 , 15 d降低。 结论: 放射损伤后血清对血细胞的生成具有细胞刺激因子依赖性抑制作用 ,血清的造血

抑制作用与血清中抑制因子水平及细胞毒作用有关。

　　关键词　造血抑制 ;放射损伤 ;血清

　　中图法分类号　 R818. 74

　　放射损伤后将导致机体造血功能的不同程度减

退 ,以往认为主要与放射对造血细胞、尤其是对造血干

细胞的直接损伤和造血微环境的破坏有关。目前放射

损伤后细胞因子表达的异常已引起了很多学者的关

注 ,并发现有刺激因子表达的异常 ,但对抑制因子研究

较少 ,为了探讨这一问题 ,我们进行了该项研究。

1　材料与方法

1. 1　实验动物
　　昆明种雄性小鼠 90只 (本校动物所提供 ) ,随机分为对照

组、照射 1、 3、 7、 15 d组 ,其中对照组 10只 ,每个时相点各 20只。

1. 2　照射条件
　　 60 Coγ射线全身一次性照射 6 Gy,剂量率 1. 143～ 1. 211

Gy /min。 照射后小鼠在预定的时间从股动脉放血 ,收集血清 ,

放 - 20°C保存备用。

1. 3　骨髓粒单祖细胞 ( CFU-GM )培养

　　体系: 马血清 25% ,小鼠肌浸液 10% ,骨髓有核细胞 1×

105 /m l,不同浓度及时间收集的血清 ,甲基纤维素 ,充分混匀后

分装于 35 mm培养皿 , 1 ml /皿 ,放入 37℃ 5% CO2孵箱中 , 7 d

后低倍镜计数 CFU-GM集落 ,以大于 50个细胞组成的细胞团

作为一个集落。

1. 4　红系祖细胞 ( CFU-E)培养

　　按刘秀珍 [1]报道的方法进行。

1. 5　细胞计数及分类计数
　　白细胞及血小板计数采用目视计数法 ,分类采用 Wright′s
染色。

1. 6　血清 TN F-α和 TGF-β1检测
　　按 TNF-α放免试剂盒 (购于北京军事医学科学院 )和

TGF-β1 ELIS A试剂盒 (美国 Genzyme公司产品 )说明书要

　　 　蒲晓允 ,男 , 36岁 ,讲师 ,博士研究生

　   　预防医学系防原医学教研室、全军复合伤研究所　重

庆 , 400038

求进行检测。

1. 7　统计学处理
　　数据以 x-± s表示 ,以 t检验分析组间差异的显著性。

2　结果

2. 1　照射后血清浓度对 CFU-E和 CFU-GM的影响

　　以未照射小鼠血清作为对照组 ,照射后 3 d血清为实验组 ,

在不加外源性刺激条件下观察血清对 CFU-E和 CFU-GM的

刺激活性。结果对照组和放射损伤后血清都具有一定的造血支

持活性 ,且随血清浓度的增加 ,支持能力增强。 但与对照组比

较 ,照射后血清对 CFU-E的刺激活性降低 ,而对 CFU-GM刺

激活性明显升高 ,每皿或每孔 CFU-GM和 CFU-E集落数见表1。

表 1　放射损伤后血清浓度对 CFU-E和 CFU-GM的影响

Tab 1　 The eff ect of serum concentration on CFU-E

and CFU-GM after radiation in jury

Cont ro l 3 dConcentration
of serum
(% ) CFU-E CFU-GM CFU-E CFU-GM

1 2. 14±1. 20 2. 32±2. 41 1. 21± 1. 20 2. 01± 1. 81

5 3. 65±1. 17 28. 45± 2. 71 2. 32± 1. 31 32. 17± 4. 12

10 6. 33±1. 62 36. 31± 6. 31 2. 07± 1. 15△ 72. 15± 6. 83△△

15 6. 17±1. 01 60. 27± 8. 18 3. 01± 1. 21△ 83. 41± 9. 16△△

20 7. 31±1. 84 64. 32± 7. 31 3. 75± 1. 31△ 109. 17± 6. 54△△

△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 v s contro l

2. 2　照射后血清及其灭活后对 CFU-E和 CFU-GM

的抑制活性

　　在加入外源性刺激因子 ( CFU-E和 CFU-GM分别加入

1 u /ml EPO和 10%肌浸液 )条件下 ,培养体系中加入 10%照

射后和未照射小鼠血清。结果未照射小鼠血清无明显的抑制活

性 ,而照射后血清显示较强抑制活性 ,其中对 CFU-GM的抑制

活性较高于 CFU-E的抑制活性 ;在照射后不同时间 ,以第 3天

的血清抑制活性最强 ,血清经灭活后抑制活性降低 ,见表 2。
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表 2　放射损伤后血清对 CFU-E和 CFU-GM的抑制活性

Tab 2　 The inhibiting act ivity of serum on CFU-E and CFU-GM after radiation in jury

Con t rol+ 10% ir radiated serum
Colony Con t rol Serum+ cont rol

1 d 3 d 7 d 15 d

　　　　 BI 31. 45± 4. 76 29. 12± 3. 17 21. 44± 4. 03## 18. 11± 3. 18# # 21. 22± 4. 60# # 26. 66± 5. 60
CFU-E　　
　　　　 AI 30. 24± 3. 67 29. 01± 2. 54 24. 15± 2. 73* 26. 31± 3. 50* 21. 25± 3. 43 27. 11± 4. 22

　　　　 BI 312. 43± 43. 00 298. 31± 31. 70 245. 13± 25. 45## 235. 16± 33. 29# # 217. 14± 24. 73# # 262. 16± 37. 49##

CFU-GM　　　
　　　　 AI 297. 63± 41. 13 291. 43± 25. 37 264. 50± 40. 53* 257. 71± 28. 25* 257. 42± 18. 43* * 270. 50± 36. 95*

BI: Befor e inactiv ation, AI: Af ter inactiv ation;# # : P < 0. 01 v s contro l;* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs BI

2. 3　照射后血清 TN F-α和 TGF-β1水平的变化
　　血清中 TN F-α水平在放射损伤后第 1天和第 3天明显低

于对照组 ,第 7天后达正常水平。 TGF-β1于放射损伤后第 1

天、第 3天明显高于对照组 ,第 7天与对照组相当 ,但第 15天

则低于对照组。 TNF-α先降低后回升 ,而 TGF-β1先升高后降

低的变化见表 3。

表 3　放射损伤后血清 TNF-α和 TGF-β 1的变化

Tab 3　 Changes of serum TNF-αand TGF-β1 af ter radiation injury

Con trol 1 d 3 d 7 d 15 d

TNF-α(ρB /ng· ml- 1 ) 1. 84± 0. 19 1. 35± 0. 12* 1. 11± 0. 13* 1. 89± 0. 20 2. 02± 0. 14

TGF-β 1 (ρB /ng· ml- 1 ) 99. 5± 10. 21 118. 75± 9. 34* 122. 25± 11. 21* 98. 75± 8. 43 81. 25± 6. 17*

* : P < 0. 05 vs cont ro l

2. 4　外周血细胞数与血清抑制活性的关系
　　在外周血白细胞总数 (W BC)、单核细胞 ( M C)、中性粒细胞

( GC)、淋巴细胞 ( LC)及血小板 ( BPC)中 , BPC先升高 ,后逐渐

降低 ,其它细胞均先降低 ,第 7天时最低 ,第 15天时回升 ,这种

变化与血清对 CFU-E和 CFU-GM的抑制率相似 ,见表 4。

表 4　放射损伤后小鼠外周血细胞数量及抑制率的改变

Tab 4　 Changes of blood cells and inhibiting rate after radiat ion injury

Cells　　　　 Con t rol 1 d 3 d 7 d 15 d

BPC(× 109 /L) 333. 75± 32. 26 444. 67± 86. 25* 591. 33± 87. 69** 371. 71± 59. 69 271. 71± 48. 63*

WBC(× 109 / L) 6. 68± 0. 97 2. 63± 0. 34** 1. 57± 0. 45** 0. 87± 0. 16** 1. 18± 0. 20**

MC(× 106 /L) 931. 27± 121. 5 112. 34± 0. 71** 20. 45± 5. 71** 7. 52± 1. 33** 14. 35± 6. 27**

GC(× 109 /L) 4. 25± 0. 29 1. 87± 0. 17 1. 12± 0. 11 0. 48± 0. 05** 0. 56± 0. 04**

LC(× 109 /L) 4. 46± 0. 33 1. 35± 0. 22** 0. 68± 0. 08** 0. 40± 0. 05** 0. 17± 0. 04**

IR-1 7. 23 31. 82 42. 42 32. 52 15. 23

IR-2 5. 41 21. 54 24. 23 30. 49 16. 09

IR-1: Inhibiting ra te of CFU-E, IR-2: Inhibiting rate o f CFU-GM;* : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 vs cont rol

3　讨论

　　血细胞的生成主要受两方面因素的调控:一是促

进血细胞增殖的刺激因素 ,这方面已有很多报道 ;另一

方面是阻止血细胞增殖分化的抑制因素 ,由于种种原

因这方面的研究相对滞后。 这两种因素在体内同时存

在 ,但在不同条件下 ,它们所起作用的大小不同。对增

殖细胞而言 ,如果刺激因素占主导则细胞的增殖加速 ,

生成的细胞增多 ;反之则细胞生成减少。由于不同的骨

髓细胞对放射的敏感性不同
[2 ]
,因此在急性损伤期和

恢复期 ,骨髓中细胞的组成或细胞之间的比例与生理

条件时都有很大差异 [3 ] ,这种差异将导致细胞间相互

作用方式或细胞因子表达的种类和水平的改变 ,从而

使骨髓的造血异常。本实验结果提示:放射后小鼠血清

对造血祖细胞的支持能力与祖细胞的种类有关: 对

CFU-E的刺激活性降低 ,但对 CFU-GM的刺激活性

反较放射前增强 ,活性提高 30%左右。这可能与照射

后机体的 IL-1释放增加 [4 ] ,从而促进刺激粒细胞的某
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些细胞因子表达有关 ,但照射后血清对 CFU-E支持

能力降低的具体机制目前尚不清楚。

　　实验结果也提示: 放射后血清无论对 CFU-E还

是 CFU-GM均有较强的抑制活性 ,这一结果与我们

预期的结果间存在一定距离 ,因为虽然放射后小鼠血

清对 CFU-GM的刺激活性增加 ,但生成的集落并非

是血清刺激活性与外加刺激因素的叠加 ,而表现出对

CFU-GM和 CFU-E的抑制活性 ,由于其抑制活性是

在外加刺激因子 ( EPO和肌浸液 )后才出现的 ,因此提

示这种抑制是刺激因子依赖性的 ,即无刺激因子存在

时血清具有一定的刺激活性 ,当有刺激因子存在时血

清表现出抑制活性 ,这是多种细胞抑制因子对血细胞

抑制的共同特点 [ 5] ,表明放射损伤后血清的造血抑制

活性与某些抑制因子表达有关。检测结果提示 ,对细胞

的增殖具有最强抑制作用的 TGF-β1水平 ,在放射损

伤后的 7 d内是显著升高的 ,在第 15天时反而降低 ,

这与外周血中白细胞总数的变化相反 ,而与血清抑制

活性的变化相一致 ;与此同时血清中另一种造血抑制

因子 TN F-α水平的变化却与血清的抑制活性无平行

关系 ,其原因尚不清楚。最近徐辉 [6 ]在观察被放射损伤

后小鼠小肠淋巴细胞功能时发现 ,小肠淋巴细胞表达

T GF-β1水平也显著升高。是否可以认为 TGF-β1是血

清中造血抑制活性的主要因素 ,还有待进一步证实。

　　血清经灭活后对 CFU-E和 CFU-GM的抑制活

性均降低 ,表明抑制活性还有细胞毒作用的参与 ,细胞

毒作用可能与放射引起多种细胞的直接损伤 ,使细胞

内酶的释放 [7 ]导致细胞损伤有关。 本结果提示照射后

小鼠外周血中的白细胞总数、单核细胞、淋巴细胞数在

不同时相点的变化与血清对 CFU-E和 CFU-GM的

抑制率变化呈平行关系 ,提示这些血细胞的减少除与

放射线对细胞的直接损伤有关外 ,还与血清的造血抑

制活性改变有关 ,这为我们进一步从造血抑制因素方

面研究放射损伤后血细胞减少的成因是一个有益的提

示。
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Study of the mechanism of hematopoietic inhibition after radiation injury

in mice
Pu Xiaoyun, Luo Cheng ji, Pan Jing , Cheng Xiaoli, Li Zhaoquan, Deng Jun, Zhang Liang ( Faculty of Medical Lab-

o rato ry Techno lo g y, Third M ilitar y Medical Unive rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o study the pathological mechanism o f hematopoietic failur e of th e bone mar row

after radia tion injury in mice.Methods: M ice o f Kunming strain w ere ir radiated with w hole body gamma rays

from 60 Co in the do sage o f 6 Gy. The C FU-E and CFU-GM suppor ted hematopoietic function of the serum

was determined on the 1st, 2nd, 3rd and 15th day a fter irradia tion and the serum content of TN F-αand TGF-

β1 w as also measured wi th radioimmunoassay and EL ISA respectiv ely. Resul ts: ① The serum h ema topoietic

activity in the ir radia ted mice was dec reased in CFU-E suppo r ted samples but increa sed in CFU-GM suppo r t-

ed ones. ② The se rum exer ted marked inhibition on CFU-GM and CFU-E and this inhibition was decr eased if

the serum w as inactiv ated. ③ The serum content o f TNF-αw as decreased and tha t o f TGF-β1 increased in the

ir radia ted mice. Conclusion: The ir radia ted murine serum exe rted ma rked cytokine-dependent inhibition on

the hematopoietic activ ity and the h ema topoietic inhibition o f the serum w as related to the content o f the in-

hibito ry factor s and the cy to to xicity in the se rum.

　　 Key words　 serum; hematopoietic inhibition; radia tion injury; mouse
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