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　　提　要　目的: 观察放烧复合伤小鼠骨髓基质细胞贴壁层的粘附能力及对 GM-CFU (粒单系造血组细

胞集落 )形成的影响。方法: 采用细胞粘附实验和细胞粘附阻断实验方法。检测 5 Gyγ线全身照射 、 15%体表

面积Ⅲ度烧伤和放烧复合伤小鼠骨髓基质细胞粘附的功能。结果:单烧组伤后第 3～ 7天显著高于正常组 ( P

< 0. 05～ 0. 01) ;单放组伤后第 3～ 7天显著低于正常组 ( P < 0. 05～ 0. 01) ;复合伤组伤后第 3天显著低于正

常组 ( P < 0. 01) ;正常组骨髓基质细胞贴壁层分别加入 VCAM-1、 Fn、 Ln、 Co lⅣ等单抗或 V CAM-1单抗分

别联合 Fn、 Ln和 Co lⅣ等单抗处理后 , GM-CFU数量均有不同程度的降低。结论: 骨髓微环境基质细胞粘附

功能的损伤可能是导致放烧复合伤造血功能障碍的重要原因之一。
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　　为进一步探讨放烧复合伤造血功能障碍发生的机

制。本实验观察了 5. 0 Gyγ线放射损伤、 15%Ⅲ度体

表面积烧伤和放烧复合伤小鼠骨髓基质细胞贴壁层对

正常骨髓单个核细胞的粘附能力以及分别或复合应用

血管细胞粘附分子 ( Vascular cell adhesion molecules-1,

V CAM-1)、纤维连接素 ( Fibronectin, Fn)、层粘素

( Laminin, Ln)和Ⅳ型胶原 ( Collag enⅣ , Co lⅣ )等单

抗对骨髓基质细胞粘附能力的影响。

1　材料与方法

1. 1　实验动物与分组
　　昆明种健康雄性小鼠共 210只 ,体重 20 g～ 30 g ,由本校实

验动物中心提供。实验分为 4组: ①单纯放射损伤组 (简称单放

组 , R组 ): 60只小鼠 ,用本室 60 Coγ源行 1次性全身照射。距离 1.

5 m,照射总剂量 5. 0 Gy。照射量率 ( 0. 4019～ 0. 6646) Gy /min。

②单纯烧伤组 (简称单烧组 , B组 ): 45只小鼠 ,按本室常规方

法 ,致成Ⅲ度烧伤 (病理切片证实 ) ,烧伤体表面积为 15%。③放

射损伤复合烧伤组 (简称复合伤组 , RB组 ): 60只小鼠 ,照射剂

量和烧伤面积的方法同上 ;照射后 30 min内实施烧伤。④正常

对照组 (简称正常组 , C组 ): 45只小鼠。

1. 2　骨髓基质细胞培养
　　按文献 [ 1]方法。

1. 3　 GM-CFU培养

　　按文献 [ 2]方法。

1. 4　细胞粘附实验和细胞粘附阻断实验 [3 ]

1. 4. 1　细胞粘附实验　　取正常小鼠骨髓单个核细胞 ( 5×

106 /ml) ,用 100μCi Na2
51CrO4共同孵育 30 min,用 10倍体积的

p H 7. 4 PBS于 4℃离心洗涤 15 min× 3;用含 10%小牛血清的

RPM I 1640培养液重悬细胞 ,调整细胞浓度为 1× 106 /ml。各损

伤组和正常组经培养 28 d的骨髓基质细胞贴壁层弃上清。用

RPM I 1640培养液冲洗 ,加入 1 ml 51 Cr标记的骨髓单个核细

胞。37℃孵育 3 h ,吸出培养液和未粘附的骨髓有核细胞。 PBS

洗 5 min× 3,用含 0. 05%胰酶和 0. 5 mmo l /L EDTA消化脱落

贴壁细胞并用吸管吹打分散细胞 ,在倒置显微镜下观察细胞脱

落情况。收集粘附细胞悬液 ,测定其放射性强度 ( Bq)。计算公式

如下:

细胞粘附率 (% )=
粘附细胞液 Bq

加入标记细胞液 Bq
× 100

1. 4. 2　细胞粘附阻断实验　　取正常组和单烧组伤后 3 d并

经培养 28 d的骨髓基质细胞贴壁层 ,弃培养液 ,用 RPMI1640

培 养液 洗 3 min× 3, 各皿 分 别加 入 1 ml 抗 V CAM-1

( 20μg /ml)、 Fn ( 20μg /ml)、 Ln ( 40μg /ml)和 Co lⅣ ( 40μg /ml)

等单抗或联合加入上述相同浓度的单抗 ,以不加单抗 (用 PBS

代替 )的皿作为阴性对照。37℃孵育 30 min后 ,弃液 ,再分别加

入 1 ml 51Cr标记的正常鼠骨髓有核细胞 ( 1× 106 /ml) , 37℃孵

育 30 min。吸出孔内液体 ,用 PBS洗 5 min× 3,经胰酶消化脱落
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后测定粘附细胞悬液的放射性强度 ( Bq)。计算细胞粘附阻断

率 ,计算公式如下:

细胞粘附阻断率 (% )=
未加单抗的粘附细胞液 Bq-加入单抗的粘附细胞液 Bq

未加单抗和粘附细胞液 Bq
× 100

1. 5　实验数据的统计学处理
　　结果以 x-± s表示 ,采用 t检验。

2　结果

2. 1　伤后骨髓基质细胞贴壁层对正常骨髓单个核细

胞粘附能力的影响 ,见表 1

表 1　骨髓基质细胞贴壁层对骨髓单个核细胞的粘附能力 (x-± s )

Tab 1　 The binding rate of bone marrow mononuclear cells to stromal cell adherence layer cultured in v itro (x-± s)

Days　　 pos t　　 in jury　 ( t /d)
Group n Cont rol

1 2 3 7 14 28

B 45 26. 56± 1. 52 31. 35± 1. 06 33. 71± 1. 82 39. 26± 1. 18* 42. 63± 1. 84* * 30. 26± 0. 75 28. 76± 0. 68

R 60 26. 56± 1. 52 16. 23± 0. 67** 14. 28± 1. 05** # # 10. 53± 0. 57** # # 11. 85± 0. 66** # # 17. 27± 0. 57# 19. 61± 0. 16

RB 60 26. 56± 1. 52 19. 42± 1. 15 16. 86± 0. 56* # # 11. 52± 0. 82** # # 15. 15± 0. 36* # # 19. 58± 0. 57# 21. 26± 0. 83

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 v s Contro l;# : P < 0. 05,# # : P < 0. 01v s B;

　　单烧组于伤后各时相点均高于正常组 ,以伤后第 3～ 7天为

显著 ( P < 0. 05～ 0. 01) ;单放组以后第 3～ 7天显著低于正常组

( P < 0. 05～ 0. 01);复合伤组伤后各时相点均低于正常组 ,以

伤后第 3天为著 ( P < 0. 01) ,各组间比较:单烧组 > 正常组> 复

合伤组 > 单放组 ,复合伤组和单放组间无显著差别 ( P > 0.

05)。

2. 2　正常骨髓基质细胞贴壁层支持 GM-CFU生长

及某些细胞粘附分子单克隆抗体的影响 ,见表 2

表 2　细胞粘附分子单抗对 GM-CFU形成的影响 (x-± s )

Tab 2　 Ef fect of anti-adhesion molecules McAb for

GM-CFU growth on stromal cell adherence

layer cultured in v itro( x-± s )

Incu bation condi tion C FU-GM Percen t inhibi ti on

With out antibodies 128± 27

Ant i-VCAM-1 61± 12** 52. 34

Ant i-Fn 86± 15* 32. 81

Ant i-Ln 112± 23 12. 50

Ant i-ColⅣ 118± 35 7. 81

Ant i-VCAM-1+ An tl-Fn 48± 15** 62. 50

Ant i-VCAM-1+ An ti-Ln 71± 21** 44. 53

Ant i-VCAM-1+ An ti-ColⅣ 92± 16 28. 13

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s Without antibodies

　　正常组经培养 28 d的骨髓基质细胞层分别用 VCAM-1、

Fn、 Ln 和 Co l Ⅳ单抗处理后 , CFU-GM 数量分别降低了

52. 34% 、 32. 81% 、 12. 50%和 7. 81% ; V CAM-1单抗分别联合

Fn、 Ln、和 Co lⅣ等单抗处理基质细胞贴壁层后 , CFU-GM分

别降低了 62. 50% 、 44. 53%和 28. 13%。

3　讨论

　　 Dex ter型骨髓长期培养体系 ( Long term bone

marrow cultures, LTBMC)是一个被公认的能够模拟

体内造血状态的体外造血模型 ,它的特点是培养中的

粘附基质层能够模仿体内造血微环境的多种功能特

性 ,不需增加任何外源生长因子就能支持长期造血 [4 ]。

造血干、祖细胞与造血微环境的基质细胞相互粘附 ,是

造血干、祖细胞增殖和分化的前提条件 ,而这种粘附过

程需要造血干祖细胞和基质细胞表达的粘附分子发生

特异性识别。当造血干、祖细胞或基质细胞的粘附功能

发生一方或双方共同受损时 ,都将导致骨髓中造血干、

祖细胞数量的减少 ,从而出现造血功能的障碍。结合本

实验结果表明 ,放烧复合伤骨髓基质细胞对骨髓单个

核细胞的粘附能力随其伤情的不同 ,表达的粘附分子

水平的高低而变化 ;采用单抗处理后 ,可在很大程度上

阻断骨髓有核细胞与正常骨髓基质贴壁层的粘附及

GM-CFU集落生长。骨髓基质细胞表达的 V CAM-1

和 Fn对骨髓单个核细胞的粘附起了重要作用 ,而骨

髓基质细胞表达的 Ln和 ColⅣ等 ECM分子对骨髓

单个核细胞的粘附作用较小。 Simmons等 [5 ]采用抗

Integ rinα4β 1抗体 163H. 1R1处理 CD
+
34细胞或用抗

V CAM-1抗体 6G10处理基质细胞都能使 CD
+
34细胞和

骨髓基质细胞之间的粘附率减少 3倍以上。我室以往对

放烧复合伤造血功能障碍时造血实质细胞增长规律的

研究结果表明 ,放射损伤和放烧复合伤以伤后 3 d～ 7

d的骨髓有核细胞和 CFU-GM数量最低 ;烧伤后 3 d

～ 7 d的骨髓有核细胞和 CFU-GM数量最高
[6, 7 ]。与
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本实验放烧复合伤骨髓基质细胞贴壁层粘附功能的变

化规律相吻合。

　　关于放烧复合伤造血功能障碍的造血调控的机制

研究 ,以往主要侧重于对造血实质细胞损伤的观察 ,而

对造血实质细胞赖以生存的造血微环境在放烧复合伤

造血障碍中的作用及其机制的研究尚缺乏深入的探

讨。本研究结果表明 ,在放烧复合伤造血功能的障碍

中 ,骨髓微环境基质细胞粘附功能的损伤可能是放烧

复合伤造血功能障碍发生的重要机制之一 ,进一步深

化了对放烧复合伤造血障碍发生机制的认识。

　　 (本课题得到中国工程院院士程天民教授和粟永萍教授

的悉心指导 ,特此感谢! )
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Effects of stromal cells on adherent capacity of mononuclear cells and

GM-CFU growth in the bone marrow after combined radiation-burn in-

jury in mice
 

Chen Xinghua, Deng Xuecai, Luo Cheng ji, Guo Chaohua, Wang Ping , Wang Qingyu, Liu Lin, Peng Xiangui,

Cao Zhenghuai ( Depa rtment o f Radiation Medicine, Faculty of Pr eventiv e Medicine, Third M ilitary Medical Univ er sity ,

Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: To investig ate the adher ent capacity of mononuclea r cells and GM-CFU g row th on

stromal cell adherence la yer in the bone mar row a fter combined radiation-burn injury using in vitro cultur e.

Methods: The bone mar row stromal cells ex tr acted from mice inflicted with 5. 0 Gyγ ra y radiation injury ,

15% TBSA full-thickness skin burns and combined radia tion-burn injur y respectiv ely were cultur ed and de-

tected with cell adhesion assa y and cell adhesion blo cking technique. Results: The adher ent capacity o f the

mononuclea r cells fr om the mice w ith simple burns w as higher than that from the no rmal contro ls and signifi-

cantly increased a t th e period from the 3rd to 7th d afte r injur y as compa red with th ose from the no rmal con-

tro ls, mice with simple radiation injury and mice with combined radia tion-burn injury ( P < 0. 05～ 0. 01) .

Bo th o f the last two were significantly dec rease a s compared with tha t f rom the no rmal contr ols ( P < 0. 05～

0. 01) . Afte r the st roma l adhesion lay er in th e bone mar row from the no rmal contr ols wa s added with such

monoclonal antibodies ( McAbs) as V CAM-1, Fn, Ln and Co l IV respectiv ely or V CAM-1 in combina tion

with Fn, Ln and Co l IV respectiv ely , the number of CFU-GM w as decreased in va rious deg r ees. Conclusion:

The decrease in adherent capacity of bone ma rr ow hematopoietic indusiv e micro env ironment might be one of

the impo rtant reasons for hematopoietic diso rder afte r combined radia tion-burn injury.

　　 Key words　 combined radia tion-burn injur y; bone ma rr ow; st roma l cell; cell adhesion; mouse
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