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　　提　要　目的: 研究 5 Gyγ射线放射损伤复合 15%Ⅲ度烧伤小鼠骨髓基质细胞血小板生成素 ( TPO )基

因表达的影响。方法:采用骨髓基质细胞培养、逆转录聚合酶链式反应、斑点杂交和原位杂交技术检测基质细

胞 T PO mRN A。 结果: 发现各伤组动物股骨骨髓巨核细胞数和外周血血小板数分别在伤后第 7、 13天和第

3、 7天降到最低值。骨髓基质细胞 TPO mRN A量于伤后第 3、 13天出现明显的组间差异 ,表现在放射组和烧

伤组明显低于正常水平 ,而复合伤组则明显高于正常值。两个时相点的变化趋势一致。结论:放烧复合伤后骨

髓基质细胞分泌 TPO的活性较单纯放射损伤和单纯烧伤活跃。
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　　骨髓基质细胞是骨髓造血诱导微环境的重要组成

部分 ,是造血细胞定居、增殖、成熟及释放的内环境。骨

髓基质细胞通过与造血细胞接触并释放细胞外基质和

造血细胞因子调节造血。骨髓基质细胞自身分泌血小

板生成素 ( Thrombopoietin, TPO)从而调控血小板的

生成。 本实验从骨髓基质细胞入手 ,研究放射损伤、烧

伤和放烧复合伤后该细胞 TPO基因表达量的改变 ,

进一步认识放烧复合伤后骨髓造血诱导微环境对血小

板生成的促活化作用。

1　材料和方法

1. 1　实验动物分组及致伤
　　昆明种胎鼠 40只 ,体重 1～ 2 g ,成年小鼠 200只 ,体重 20

～ 24 g ,随机分为 4组:①正常对照组 ( N );②放射组 ( R): 60Coγ

射线一次全身照射 5. 0 Gy;③烧伤组 ( B): 30%凝固汽油燃烧

7 s致背部 15% TBSAⅢ 度烧伤 ;④复合伤组 ( C): 照射后 30

min内实施烧伤。

1. 2　观察指标和方法
1. 2. 1　股骨骨髓巨核细胞和外周血血小板计数　　于伤后

8 h 及 1、 2、 3、 5、 7、 10、 13、 15、 20、 25、 30 d剪尾取血 ,行颈椎脱

臼活杀后自股骨冲出骨髓 ,光镜下计数外周血血小板和骨髓巨

核细胞。

1. 2. 2　骨髓基质细胞培养　　培养体系中含有 15%马血清 ,

10%小牛血清 , 1× 10- 3 mmo l /L氢化可的松 , 2× 106 /ml骨髓

有核细胞。 37℃、 5% CO2饱和湿度的培养箱中培养 21 d。每周

半量换液 1次。

1. 2. 3　骨髓基质细胞 TPO mRNA检测

1. 2. 3. 1　逆转录聚合酶链式反应 ( RT-PCR)　　收集基质细

胞并提取总 RNA, RT-PCR扩增 630 bp的 T PO cDN A片段 ;

以次黄嘌呤磷酸核糖转移酶 ( HPRT )作为内参照。 循环参数:

　　 　黄洪涛 ,男 , 29岁 ,助教 ,硕士

94°C 90 s, 56℃ 120 s, 70℃ 60 s,共 35个循环 ,结束前 72℃延

伸 10 min,图像分析各组电泳条带的紫外吸收程度。

1. 2. 3. 2　斑点杂交　　从 T PO的主要来源部位 ,即正常胎鼠

肝细胞提取总 RNA,通过 RT-PCR技术扩增 TPO基因特异性

片段 ,回收并制备探针后 ,培养骨髓基质细胞总 RN A的斑点杂

交。

1. 2. 3. 3　原位杂交　　利用上述制备的探针 ,行培养骨髓基

质细胞原位杂交 ,进一步在细胞形态学方面确定各组 TPO

mRN A转录水平的差异。

1. 3　统计学分析
　　采用 SPLM2. 3软件对结果进行统计学分析 ,数据用 x-± s

表示。

2　结果

2. 1　伤后小鼠股骨骨髓巨核细胞数量的变化
　　正常组每根股骨有 ( 8 600± 374)个巨核细胞。 伤后 8 h 3

个伤组均明显低于正常组。 直到 30 d,放射组和复合伤组仍显

著低于正常组。烧伤组与正常组已无明显差别。放射组在伤后

第 7天、烧伤组和复合伤组在伤后第 13天降到最低点 ,见图 1。

图 1　伤后骨髓巨核细胞计数改变

Fig 1　 The change of MK counts after injury

2. 2　伤后外周血血小板数量的变化
　　各组在伤后 8 h外周血血小板即出现显著的减少。第 3天

烧伤组与复合伤组降到最低 ,而放射组第 7天才达到最低 ,伤
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后 15 d烧伤组血小板数已基本恢复正常 ,见图 2。

图 2　伤后血小板计数改变

Fig 2　 The change of platelet counts af ter in jury

2. 3　伤后小鼠骨髓基质细胞 TPO mRNA的改变

2. 3. 1　 RT-PCR结果　　无论是伤后 3 d或 13 d,各组 TPO

表达活性表现出相似的变化趋势 ,即复合伤组> 正常对照组>

放射组 > 烧伤组 ,组间比较存在显著差异。 同时 ,伤后第 13天

各组 TPO mRN A量较第 3天明显下降 ,见表 1。

表 1　伤后小鼠骨髓基质细胞 TPO mRNA灰度分析 (AOD)

Tab 1　 TPO mRNA expression in mouse bone mar-

row stromal cells after injury ( AOD)

Date R　　　 B　　 C　 N

3 d 33. 43± 4. 20** # #△△ 20. 58± 2. 68** # # 85. 37± 5. 04** 55. 47± 6. 41

13 d 27. 99± 5. 50** # #△△ 4. 82±0. 81** # # 70. 42± 6. 89** 51. 82± 6. 03

　 R: Radiation; B: Burn; C: Combined injury; N: No rma l;

　** : P < 0. 01 vs N;# # : P < 0. 01 vs C;△△: P < 0. 01 v s B

2. 3. 2　斑点杂交结果　　各致伤组 TPO mRN A表达量排列

顺序与 RT-PCR一致 ,不同之处在于烧伤组和复合伤组第 13

天 TPO mRN A表达量较第 3天明显升高 ,见表 2。

表 2　伤后小鼠骨髓基质细胞 TPO mRNA斑点

杂交灰度分析 (AOD)

Tab 2　 TPO mRNA dot blot analysis in mouse bone

marrow stromal cells after in jury (AOD)

Date R　　　 B　　 C　 N

3 d 51. 88± 5. 61** # #△△ 19. 20± 3. 87** # 65. 41±3. 89* 55. 79± 4. 97

13 d 45. 77± 4. 89* #△△ 28. 75± 3. 06** # 68. 80±6. 64* 57. 01± 6. 17

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs N;# : P < 0. 05,

# # : P < 0. 01 vs C;△△: P < 0. 01 v s B;

2. 3. 3　原位杂交结果　　光镜下可见 ,杂交的阳性产物为蓝

色或紫蓝色颗粒 ,分布于细胞浆。 主要的染色阳性细胞呈多角

形和梭状特征的成纤维细胞。 积分值: 复合伤组 > 放射组> 正

常对照组> 烧伤组 ,见表 3。

表 3　伤后小鼠基质细胞原位杂交 TPO mRNA表达量的变化

Tab 3　 Grade and score of TPO mRNA expression in

mouse bone marrow stromal cells determined

by ISH after injury

Observ ed cell number
Group

G0 G1 G2 G3 G4 Score

3d 13d 3d 13d 3d 13d 3d 13d 3d 13d 3d 13d

N 0 1 4 5 7 4 16 17 13 13 2. 7 2. 9

R 1 1 1 2 14 9 13 14 11 14 2. 8 2. 95

B 12 10 8 10 12 10 7 8 1 2 1. 4 1. 55

C 1 0 0 2 8 6 11 13 20 19 3. 2 3. 3

① Grade: G0: Negativ e; G1: 1～ 2 po sitiv e gr an-

ules; G2: 3～ 4 positiv e g rabykes; G3: 5～ 6 po si-

tiv e g ranules; G4≥ 7 po sitiv e g ranules

② Sco re: Grade× cell numbe r /40

3　讨论

　　目前已证实 ,基质细胞培养上清含有较丰富的

T PO,超过 90%的基质细胞有 TPO mRNA的表

达
[1, 2 ]
。

3. 1　放射损伤、烧伤和放烧复合伤对小鼠股骨骨髓巨

核细胞数量和外周血血小板数量的影响

　　 TPO的主要生物活性是促进巨核系细胞生长和

血小板的成熟和释放 [3 ]。本研究放射、烧伤和放烧复合

3种致伤模型各时相点骨髓巨核细胞和血小板均低于

正常组。提示电离辐射和烧伤对巨核系造血表现出明

显的抑制作用。电离辐射可对骨髓巨核细胞的核酸、蛋

白等生物大分子直接破坏 ,使相当数量的巨核细胞死

亡 ,存活的细胞功能下调或丧失应有的生成和释放血

小板的活性。 烧伤创面毒素的吸收 ,抑制了巨核系造

血。同时 ,烧伤还可引起外周血血小板大量耗损 ,使血

小板数减少。

　　本研究发现 ,放烧复合伤表现出了显著加重的复

合效应 ,即巨核细胞和血小板数较放射损伤或烧伤明

显减少 ,提示放烧复合伤可加重机体巨核系造血的损伤。

3. 2　放射损伤、烧伤和放烧复合伤对骨髓基质细胞

T PO m RNA的影响

　　培养 21 d的各致伤组骨髓基质细胞表现出相似

的 TPO分泌活性变化趋势 ,即单纯的电离辐射和烧

伤可明显下调基质细胞胞浆内 TPO mRNA量 ,二者

共同作用于机体时 ,则出现 TPO mRNA明显上调的

复合效应。这可能是因复合伤造成培养体系中大部分

基质细胞生长抑制或死亡 ,而使更具抗损伤能力的存

活细胞生长而被收集用来提取总 RNA所致。

　　放烧复合伤组 TPO mRNA高表达而巨核细胞和

血小板数减少 ,还可能与以下因素有关:① T PO广泛

的生理来源提示骨髓基质细胞产生的 TPO可能在造

血微环境中直接调控血小板的生成但不足以影响其血
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浆水平的变化 [4 ]。②血小板生成除受 TPO的直接促进

作用外 ,还受多种巨核系造血细胞旁路刺激因子的影

响 [5 ]。 ③放射损伤、烧伤和放烧复合伤后基质细胞

T PO mRNA量的变化与造血诱导微环境的损伤和血

清 T PO浓度有一定关系
[6, 7 ]。④ TPO广泛的生物学作

用使其促进血小板生成活性受到限制 [8 ]。
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Effects of combined radiation-burn injury on thrombopoietin gene ex-

pression of bone marrow stromal cells in mice
Huang Hong tao , Luo Cheng ji, Guo Zhaohua, Zhou Yanhong ( Resea rch Institute of Combined Injur y, Third M ilitar y

Medical Univ e rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: T o determine the effects o f combined radia tion- burn injury on thr ombopoietin

( T PO ) gene expression o f bone mar row stromal cells. Methods: The mice w ere inflicted w ith radia tion injur y

in combination with 15% TBSA full-thickness skin burns. The liquid cultur e of bone ma rr ow stromal cells,

RT- PCR and do t blo t hybridization w ere used. Results: The counts o f megakary ocy tes and platelets w ere

significantly decr eased in all the 3 injur ed g r oups as compa red to the contr ol at the 8th h and remained low fo r

tw o w eeks. TPO mRN A w as detected in all the four g roups. Eithe r on day 3 o r day 13 afte r the injury , TPO

mRN A level in cultured stromal cells from burned mice and ir radia ted mice w ere significantly decr ea sed. Con -

clusion: The bone mar row str omal cells have the ability to produce TPO. This activity is higher in mice with

combined radia tion-burn injury than in those with simple burns o r simple radiation injur y.

　　 Key words　 bone ma rr ow stromal cell; combined radiation- burn injur y; g ene expression; thr ombopoi-

etin; mouse

视网膜巨大囊肿伴视网膜脱离 1例

One case of huge retinal cyst with retinal detachment

余　涛
 
　 王　一　　 (第三军医大学附属西南医院眼科 ) 重庆 , 400038

1　临床资料

　　患者 ,男 , 27岁 ,因右眼视力下降 1年余 ,加重伴视物遮挡

感 2月入院。查体: 右眼视力 0. 05(矫正 - 7. 00 DS→ 0. 2) ,左眼

　　 　余　涛 ,女 , 25岁 ,住院医师 ,学士

视力 0. 2(矫正 - 7. 00 DS→ 1. 0) ;右眼前节 ( - ) ,眼底: - 6 D

见视乳头边界清 ,色泽淡红 , 4∶00～ 7∶00位视网膜隆起 ,色泽

灰白 ,最高处+ 1 D可看清 , 12∶00～ 5∶00位视网膜呈球状隆

起 ,呈幕布样下垂 ,色泽灰白壁薄 ,边界清楚 ,有囊性感 ,血管爬

行其上 ,最高处+ 6 D可见 ,黄斑区呈囊样水肿改变。左眼 ( - )。
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