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　　提　要　目的:探索重组人肿瘤坏死因子 -α( TNF-α)对小鼠放烧复合伤后粒-单系造血的调控作用以及

烧伤、放射损伤对造血损伤的复合效应。方法 :采用小鼠骨髓粒 -单系祖细胞体外琼脂培养技术。结果: TN F-α

对正常小鼠粒 -单系造血表现出明显的抑制作用 ,且呈剂量依赖性。结论: TNF-α在体外培养体系中对放射损

伤、烧伤及放烧复合伤粒 -单系造血具有强烈的抑制作用 ,在体内则表现出一定的刺激作用。复合伤组介于两

单伤组之间。
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　　 放射损伤及合并烧伤的放烧复合伤是战时核爆

炸与平时核事故所发生的主要伤类 ,其所致的造血损

伤是最主要的病理改变之一 ,造血功能的恢复情况是

预后的关键因素。肿瘤坏死因子 -α( TN F-α)对造血系

统具有多种作用 ,但国内文献较少报道。笔者使用重组

人 ( TN F-α) ,系用骨髓单粒系祖细胞 ( CFU-GM )体外

琼脂培养技术研究了 TNF-α在体内外对放烧复合伤

小鼠粒系造血的作用 ,藉以探索 TN F-α对造血调控的

规律 ,以及烧伤和放射损伤的复合效应 ,为复合伤的救

治提供依据。

1　村料和方法

1. 1　实验动物
　　选用健康雄性昆明种小鼠 , 7～ 8周龄 ,体重 20 g～ 40 g。

1. 2　分组
　　设立正常对照组 ( N ) ;放射损伤组 ( R): 采用 60 Co 射线全

身一次性照射 ,剂量率 ( 26. 80～ 30. 53) cGy /min,照射剂量 6. 0

Gy; 烧伤组 ( B): 使用 3%凝固汽油在剪毛后的小鼠背部制成

15%Ⅲ度烧伤 (病理切片证实 ) ;放烧复合伤组 ( C): 将照后的小

鼠在伤后 30 min内致以 15%Ⅲ度烧伤。所有动物均于致伤后立

即腹腔注射无菌生理盐水 2ml,创面不予任何处理 ,也未作其它

治疗。

1. 3　重组人 TN F-α
　　由第三军医大学野战外科研究所生产 ,其活性为 3. 44×

107U /mg。

1. 4　小鼠肌条件培养液 ( MMCM )的制备

　　根据葛忠良等 [1]的方法制备。

1. 5　 CFU-GM培养

　　将每组各 10只小鼠分别于伤后 1、 3、 5、 7 d断颈活杀 ,用

RPM I-1640液冲冼双侧股骨 ,制成单细胞悬液 ,进行体外培养。

体系由马血清 2. 0 ml, RPMI-1640 4. 4 ml, MM CM 0. 8 ml, 3%

琼脂 0. 4 ml及细胞浓度为 1. 0× 105 /ml的小鼠骨髓有核细胞组

成 ,置于 5% CO2 , 37℃饱和湿度下培养 , 7 d后于倒置显微镜下

计数大于 50个细胞的集落为一个 CFU-GM。

1. 6　统计分析
　　采用χ2检验 ,单因素方差分析 ,相关系数及显著性检验方

法进行统计学处理。

2　结果

2. 1　 TN F-α对正常小鼠骨髓细胞体外培养 CFU-

GM产率的影响

　　在培养体系中加入 5 U /ml TNF-α即能明显抑制 CFU-

GM生长 ,随 TNF-α浓度增大 ,这种抑制作用更加强烈 ,表现出

明显的剂量依赖性。

2. 2　不同伤情下骨髓细胞 CFU-GM的数量变化

　　在观察时相点 ,放射损伤组 CFU-GM明显受到抑制 ,而烧

伤组在伤后 1、 3 d表现为一定的刺激作用 ,复合伤组介于两单

伤组之间 ,其变化规律与放射损伤组一致 ,见图 1。

2. 3　 TN F-α对复合伤小鼠 CFU-GM的体外抑制

作用

　　在体外培养体系中加入 10 U /ml的 TN F-α,所观察时相点

内对各伤情组 CFU-GM的产率均表现为显著的抑制作用 ,且

以伤后第 1天最强 ,不同伤情组间抑制程度比较显示: R> C>

B,见图 2。
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图 1　不同损伤对 CFU-GM的影响 ( n= 10)

Fig 1　 The eff ects of dif f erent injuries on CFU-GM (n= 10)

图 2　 TNF-α对体外 CFU-GM的抑制作用 ( n= 10)

Fig 2　 The inhibitory ef f ect of TNF-αon CFU-GM

in vitro (n= 10)

2. 4　 TN F-α对复合伤小鼠 CFU-GM的体内刺激作

用见图 3

图 3　 TNF-α对体内 CFU-GM和刺激作用 ( n= 10)

Fig 3　 The stimulat ing ef fect of TNF-αon CFU-GM

in v ivo (n= 10)

　　各组动物于致伤后立即腹腔注射 1. 0× 105U /只 TNF-α对

各种伤情下 CFU-GM产率均表现出一定的刺激作用 ,这种刺

激作用在第3天时达峰值 ,不同伤情组间比较结果为: R> C> B。

3　讨论

　　 TN F-α在体外对正常小鼠粒系造血祖细胞表现

出强烈的抑制活性 ,且随给药剂量增大 ,这种抑制作用

更为显著 ,统计分析表明 TN F-α的剂量与其对 CFU-

GM产率的抑制作用具有明显的相关性。Beran等
[2 ]研

究发现 TN F-α与骨髓细胞作用 2 h需较大剂量 ( 1. 0×

104 ng /m l)才能抑制 CFU-GM生长 ,而作用时间延长

至 16 h只需小剂量 ( 10 ng /m l)就可出现抑制效应 ,表

明 TN F-α在体外对 CFU-GM的抑制作用具有时间依

赖性。这种剂量和时间的依赖性提示 TN F-α对 CFU-

GM的抑制作用是一种抗增生效应而非直接的细胞毒

作用。 Johnson等
[ 3]
把 1. 0× 10

4
U TN F-α经尾静脉注

入小鼠体内 ,发现 TN F-α能促进小鼠骨髓 BFU-E、

CFU-GM生长 ,而抑制 CFU-E生长 ,表明 TN F-α对

造血功能的影响在体外和体内是不一致的。目前多数

学者认为其机理在于 TNF-α在体内激活了造血因子

网络系统 ,诱导了多种集落刺激活性 ( CSFs)的产生 ,

如 TNF-α能诱导 GM-CSF、 G-CSF和 IL-1等的产

生 [4 ]。这种诱导作用机理目前多认为发生在转录水

平
[5 ]
。Sten等

[ 6]
在研究 TN F对造血祖细胞调节作用机

理时发现 TN F是造血祖细胞增殖的多向调节因子 ,

其对小鼠骨髓细胞的直接作用为抑制 ,这种作用与其

能对造血细胞集落刺激因子受体 ( CSF-R)下调的能力

有关 ,而 TN F间接地刺激骨髓集落的形成至少部分

是通过诱导了 CSFs的产生。TNF对造血细胞 CSF-R

的调节可能取决于 TN F的浓度和环境中其它造血生

长因子的协同或制约 ,各因子之间的相互作用扩大了

TN F-α效应的潜能和复杂性。

　　对不同伤情下粒系祖细胞体外培养结果 (图 2)表

明烧伤早期对 CFU-GM具有一定的促进作用 ,这可

能与烧伤后细菌感染通过 LPS刺激 -单个核细胞产生

CSFs,后者再激活 CFU-GM增殖分化有关
[7 ]。放烧复

合伤组造血损伤程度介于两单伤之间 ,更多地具有放

射损伤的特点 ,但其恢复较快 ,这可能与烧伤创面感染

刺激机体产生细胞因子有关。本实验观察了在体内外

TN F-α对放烧复合伤小鼠粒系造血的作用。在体外 ,
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TN F-α在观察时相点内对不同致伤小鼠 CFU-GM生

长均表现为抑制作用 ,说明 TN F-α对各种伤情下粒系

造血的直接作用是一种抑制作用 ,而不同伤情组间比

较 ,这种抑制表现出 R> C> B的特点。放射损伤对粒

系造血具有强烈的抑制作用 ,而烧伤的热力损伤及合

并感染能刺激细胞产生体液因素 ,在烧伤早期刺激了

粒系造血 ,骨髓造血功能活跃 ,因而对 TN F-α的抑制

作用不及正常组敏感 ,放射损伤复合烧伤后粒系造血

的变化主要与放射损伤规律一致 ,但又具有烧伤的某

些特点 , TN F-α对其抑制程度介于两单伤组之间。在

体内 , TN F-α对正常及各种伤情下粒系造血表现出一

定的刺激作用。放射损伤后体内造血损伤严重 ,由于外

源性 TN F-α的大剂量给入 ,启动了体内造血因子网络

系统 ,诱导造血生长因子的产生与分泌 ,通过 TN F-α

与其所诱生的造血生长因子协同对骨髓细胞受体后水

平的调节 ,加速了造血的恢复。放射损伤复合烧伤后对

TN F-α的反应与放射损伤组的变化规律相似 ,从增长

率看 , R> C> B。不同致伤因素对粒系造血的抑制作用

表明: R> C> B。可以看出在体内造血损伤越严重 ,对

TN F-α间接的刺激作用越敏感。目前对放烧 -复合伤

的造血调控未见文献报道。复合伤造血调控的规律尚

待进一步的研究。
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Regulative effects of tumor necrosis factorα on granulocyto- monocy-

topoiesis af ter combined radiation-burn injury in mice
Jiang Wei , Luo Cheng ji ( Depar tment of Radia tion M edicine, Third Militar y M edical Univ ersity, Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objective: T o explo re the regula tiv e effects of r ecombined human tumor necr osis facto rα

( TN F-α) on g ranulo cyto - monocy topoiesis and the combined effects of burn and radiation injury on

hematopoiesis in mice. Methods: Semisolid aga r co lony assa y of CFU-GM w as used. Resul ts: TN F-αsignifi-

cantly inhibited CFU-GM of no rmal mice in v itro in a do se-dependent manner. Conclusion: TNF-αexhibits

strong inhibito ry effects on CFU-GM in agar culture system and stimula ting effec ts on it in vivo .

　　 Key words　 tumo r necro sis facto rα; g ranulo cyto-monocy topoiesis; radiation injury; burns; combined

radia tion-burn injury; mouse.
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