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　　提　要　目的:研究电离辐射全身照射和局部照射对大鼠伤口液中细胞因子变化的影响及苯妥英钠的

作用。方法:以大鼠背部置入聚乙烯醇海绵的切口伤为模型 ,收集伤口液 ,以生物活性法分别测定其中细胞因

子 TNF-α、 IL-1、 TGF-β、 PDGF的活性水平。结果: 6 Gy全身辐射后 3 d、 5 d、 8 d,伤口液中细胞因子 TNF-α、

IL-1、 TGF-β、 PDGF的活性水平明显下降 , 20 Gy局部辐射后伤口液中 TN F-α、 IL-1的活性水平在第 3天或 3

d、 5 d,以及 IL-1、 TGF-β的活性水平在第 13天明显升高 ;苯妥英钠对非辐射组和辐射组伤口液中的细胞因子

水平都有明显的提高。结论:全身辐射造成愈合延迟与伤口局部细胞因子水平的下降有关 , 而局部辐射后细

胞因子水平增加的意义有待探讨 ;苯妥英钠能提高伤口液中细胞因子的水平而有利于创伤愈合。
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　　细胞因子在创伤愈合过程中起着重要的调控作

用。创伤局部内源性细胞因子的变化及其意义已有不

少报道 ,但对一些难愈性创伤局部细胞因子的变化却

少有研究。在战时核爆炸与平时核事故时的放烧复合

伤伤员中 ,创伤愈合明显延迟 ,其创伤局部细胞因子的

改变还不清楚。苯妥英钠能缩短创面愈合时间、促进肉

芽组织生长、减少创面细菌污染 ,对多种难愈性的创面

都有显著的疗效 [ 1, 2] ,其作用机制还有待进一步研究。

本实验以伤口液中 TN F-α、 IL-1、 PDGF、 TGF-β的活

性水平为观察内容 ,旨在研究全身辐射和局部辐射对

伤口液中细胞因子的影响及苯妥英钠的作用。

1　材料与方法

1. 1　动物
　 　 Wista r大鼠: 雄性 , ( 218± 23. 5) g ,四川省中药研究所提

供。

1. 2　试剂
　　 DM EM培养基: Gibco公司 ; 3 H-胸腺嘧啶核甙 ( 3 H-TdR):

中国科学院原子能研究所 ;苯妥英钠 ( Ph eny toin sodium, PS):

江苏省盐城制药厂。

1. 3　创伤模型
[ 3]

　　大鼠分 3大组 ,即单纯创伤组 ( Simple w ound, SW ) ,全身辐

射合并创伤组 ( To tal radiation and w ound, TRW) ,局部辐射合

并创伤组 ( Loca l radia tion and w ound, LRW)。每组又分生理盐

水对照组和 PS用药组。 TRW组大鼠装在一特制的笼子 ,在

离 60 Co源 1. 0 m处接受γ射线 6 Gy的照射 , LRW组大鼠预先

麻醉后固定在一特制的铅盒子里 ,背部皮肤从铅盒中间裂缝拉

出固定 ,形成 2 cm× 8 cm的皮肤皱折 ,在离 60 Co源 1. 0 m处接

受γ射线 20 Gy的照射 ,这样背部皮肤形成 4 cm× 8 cm的局部

辐射区域。正常大鼠和辐射后 (不超过 4 h)的大鼠腹腔注射戊

巴比妥钠麻醉 ,在无菌条件下背部切开长约 7 cm的全皮层切

口 ,将 10个直径 1. 0 cm,厚 0. 4 cm的聚乙烯醇 ( Polyviny alco-

hol, PV A)海绵置入切口皮下后缝合。PV A海绵置入前经流水

漂洗过夜 ,而后煮沸 30 min消毒 ,置入时先浸入无菌的生理盐

水 (对照 )或 10 mg ml- 1的 PS( 1. 0ml /10个海绵 )。

1. 4　伤口液的收集 [ 3]

　 　在伤后 3 d、 5 d、 8 d、 13 d,取出 PV A海绵 ,离心 ,取上清

- 70℃保存待测。每只动物能收集到伤口液 0. 6 ml～ 0. 9 ml。

1. 5　伤口液各项指标的测定
　　伤口液中 TNF-α的活性用 L929细胞毒法测定 [4 ] ,结果以

活性单位表示 ; IL-1的活性以 IL-1依赖的胸腺细胞增殖法测

定 [5] ,结果以 3 H-Td R的掺入量表示 ; TGF-β的活性用 CC L-64

细胞生长抑制法测定 [6 ] ,结果通过标准曲线算出其含量 ; PDGF

的活性用 3T3细胞生物法测定 [7 ] ,结果以活性单位表示。

1. 6　统计
　　用 SPSS医用统计程序软件作双因素方差分析和组间均数

比较。

2　结果

2. 1　辐射对伤口液中 TN F-α、 IL-1水平的影响及苯

妥英钠的作用
　　双因素方差分析的结果显示:在不加苯妥英钠的情况下 ,

与 SW组的 TNF-α或 IL-1水平相比 , T RW组显著下降 , LRW

显著增高 ,在同一 SW、 TRW、 LRW组中 ,加苯妥英钠组与不加

苯妥英钠组有显著增高 ,见表 1。
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表 1　电离辐射全身和局部照射对伤口液中 TNF-α和 IL-1水平的影响及苯妥英钠的作用 (n= 6)

Tab 1　 Ef fects of radiat ion and phenytoin sodium ( PS) on the changes of TN F-αand IL-1 in wound f luid( n= 6)

TN F-α( u /m l) IL-1( min- 1)
Group

3 5 8 13 3 5 8 13

SW

　 no PS 27. 8± 3. 6 12. 6± 2. 8 20. 3± 4. 5 15. 6± 3. 8 2817± 267 4234± 526 3162± 413 2123± 384

　 wi th PS 31. 4± 4. 2 18. 8± 2. 4# 26. 3± 3. 2# 16. 4± 2. 7 3358± 423 5614± 617## 4368± 586## 2642± 482

T RW

　 no PS 16. 8± 3. 4** 6. 2± 3. 0** 13. 2± 2. 6* 18. 3± 4. 4 1834± 345** 2794± 382** 2387± 304** 2283± 316

　 wi th PS 28. 6± 3. 8 14. 5± 3. 2## 19. 6± 2. 8# 17. 6± 3. 4 2217± 462 3847± 453# 3258± 313# 2437± 408

LRW

　 no PS 35. 4± 3. 5** 20. 6± 3. 2* 16. 4± 4. 2 18. 7± 3. 6 3626± 357* 4521± 602 3024± 455 4107± 526**

　 wi th PS 30. 6± 2. 8# 17. 9± 3. 5 18. 4± 3. 7 14. 2± 4. 2 3281± 378 5452± 522# 4119± 434# 3882± 349

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01v s SW;# : P < 0. 05,## : P < 0. 01 vs th e co r responding g roup with no PS

　　 T RW组伤口液中 TNF-α和 IL-1水平在伤后 3 d、 5 d、 8 d

明显降低 ; LRW组中 TN F-α的水平在伤后的第 3天、第 5天有

明显升高 , IL-1的水平在伤后第 3天、 13天有较明显的升高 ;苯

妥英钠对 SW组和 TRW组 TNF-α水平在伤后 5 d、 8 d都明显

的升高作用 ,对 3个组伤后 5 d、 8 d的 IL-1水平都有明显增加 ,

但对 LRW组中伤后第 3天的 TN F-α水平有降低的作用。

2. 2　辐射对伤口液中 T GF-β和 PDGF水平的影响及

苯妥英钠的作用

　　 TRW组的 TGF-β水平在伤后 5 d、 8 d明显降低 , LRW组

的 TGF-β 水平在伤后 3 d、 5 d、 8 d无明显变化 ,伤后 13 d有明

显的升高。苯妥英钠对单纯创伤组伤后 5 d、 8 d, T RW组 3 d、 5

d、 8 d和 LRW组 3 d、 5 d的 TGF-β水平都有明显的增高作用 ,

见表 2。

　　双因素方差分析的结果显示:在不加苯妥英钠的情况下 ,

与 SW组的 TGF-β水平相比 , TRW组显著下降 , LRW显著增

高 ,在同一 SW、 TRW、 LRW组中 , 加苯妥英钠组与不加苯妥

英钠组有显著增高。

　　 DGF主要出现在伤后 3 d、 5 d,在伤后 8 d、 13 d其活性已很

低 (因此部分时相点由于难以测出而未测 ) , T RW组的 PDGF

水平在伤后 3 d、 5 d明显下降 , LRW组的 PDGF水平并无明显

下降 ,苯妥英钠对 3个组中的 PDGF水平都有较明显的提高作

用 ,见表 2。

表 2　电离辐射全身和局部照射对伤口液中 TGF-β 和 PDGF水平的影响及苯妥英钠的作用 (n= 6)

Tab 2　 Effects of radiation and phenytoin sodium (PS) on the changes of TGF-β and PDGF in wound fluid(n= 6)

TGF-β ( ng /ml ) PDGF( u /ml )
Group

3 5 8 13 3 5 8 13

SW

　 no PS 1. 2± 0. 5 6. 1± 0. 8 8. 5± 1. 2 5. 7± 0. 9 14. 5± 3. 6 6. 3± 3. 2 2. 3± 1. 1 0. 8± 0. 4

　 wi th PS 1. 5± 0. 6 9. 4± 1. 4# # 13. 3± 2. 4# # 7. 1± 2. 1 23. 6± 6. 2# # 11. 8± 4. 1# 3. 4± 1. 5 -

T RW

　 no PS 0. 9± 0. 4 2. 4± 0. 5** 3. 9± 0. 8** 4. 5± 1. 3 4. 4± 1. 6** 3. 8± 2. 5** - -

　 wi th PS 1. 3± 0. 3# 5. 3± 1. 2# # 7. 4± 1. 6# # 6. 8± 1. 5 8. 1± 2. 7# # 5. 3± 3. 4 - -

LRW

　 no PS 1. 6± 0. 4 8. 6± 2. 3 10. 6± 3. 2 9. 8± 2. 6* 15. 9± 5. 5 7. 8± 3. 5 - -

　 wi th PS 2. 8± 0. 5# # 11. 2± 3. 5# 11. 9± 2. 8 8. 1± 2. 4 25. 3± 7. 1# # 10. 7± 5. 6 - -

- : no determination;* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs SW ;# : P < 0. 05, # # : P < 0. 01 vs the co rr esponding gr oup with no PS

3　讨论

　　伤口液是组织细胞修复的微环境 ,含有多种细胞

因子 ,如 TN F-α、 IL-1、 T GF-β和 PDGF等 ,对组织修

复细胞起直接的调控作用
[ 8]

。我们已在伤口液中检测

到 TN F-α、 IL-1、 TGF-β、 PDGF等因子的活性 ,但其变

化规律不尽相同。正常伤口液中出现最高峰值的时间

是: TN F-α和 PDGF在伤后第 3天 , IL-1在伤后第 5天 ,

T GF-β在伤后 8 d。除了这几种因子外 ,伤口液中还含

有许多其它因子以及一些蛋白酶如胶原酶胰蛋白酶

等 ,共同调节创伤愈合过程 [8 ]。

　　大鼠受到 6 Gy辐射后 ,造血系统严重受抑 ,致使

伤口局部炎症反应减轻 ,巨噬细胞的吞噬功能及其释

放炎性介质都明显降低 [9 ];同时由于全身辐射后造成

全身衰竭、恶病质、营养不良等现象 ,机体出现严重的

负氮平衡 ,使得伤口局部组织修复细胞同样出现蛋白

质合成减少 ,分解增加 ,因此我们看到伤口液中

TN F-α、 IL-1、 TGF-β、 PDGF等的水平在创伤早期都
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有不同程度的下降。这可能是全身辐射后愈合延迟的

重要原因之一。

　　在大鼠 20 Gy局部照射合并创伤后 ,伤后早期

TN F-α(伤后 3 d、 5 d)、 IL-1(伤后 3 d )的水平明显增

加 ,随后基本恢复 ,在伤后 13 dIL-1、 TGF-β又增加显

著。这可能由于局部大剂量的照射是一个较强的致炎

因素 ,使伤口局部炎症介质释放增加。但局部辐射同时

也损害皮肤 FBS、上皮细胞等 ,局部辐射后的创伤愈合

也明显延迟。许多研究结果还证明 ,在伤口局部单独应

用 IL-1、 TGF-β等因子并不能加速局部辐射所致愈合

延迟的伤口愈合 , T GF-β剂量过大相反能阻碍伤口愈

合 [10 ]。因此 ,局部辐射后伤口愈合后期部分生长因子

水平增高对于创伤愈合的意义还有待进一步研究。

　　在伤口局部应用 PS后 ,非辐射组和辐射组伤口

液中细胞因子 TN F-α、 IL-1、 TGF-β、 PDGF的水平都

有明显的升高。由于实验中 PS只给药 1次 ,在伤后 13 d

细胞因子的水平升高差别不显著。PS使细胞因子水平

增高的机制可能是两方面的 ,首先 PS能抑制胶原酶

的合成与释放 [1, 2 ] ,使细胞因子的破坏减少 ;其次 , PS

可增加伤口局部巨噬细胞的数量 ,并刺激巨噬细胞释

放细胞因子
[8 ]

。细胞因子的增加 ,有利于加速创伤愈合。

　　在局部辐射合并创伤组创伤初期 ,苯妥英钠对早

期升高的细胞因子 ( TN F-α、 IL-1)水平有所降低 ,这可

能与苯妥英钠能抑制脂质过氧化物的形成 , 调节前列

腺素的代谢 ,降低溶酶体酶和其它胞浆酶的释放等 ,从

而降低炎症反应有关 [1, 2 ]。但总的来讲 ,苯妥英钠对局

部辐射合并创伤后的伤口液中细胞因子的水平都有不

同程度的提高 ,尤其是在伤后 5 d、 8 d,这些作用使苯

妥英钠对局部辐射所致的愈合延迟也有较好的应用前景。
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Effects of irradiation on changes of cytokines in wound fluid and role of
phenytoin sodium in wound healing in rats
Song Shuqiang , Cheng Tianmin, Lin Yuan ( Depar tment o f Radia tion Medicine, Faculty of Pr eventiv e M edicine , Third Mil-

ita ry Medical Univ ersity, Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te the effects of irradia tion on changes o f cy tokines in wound fluid and

ro le of ph eny toin sodium in wound healing . Methods: After the w ound fluid was collec ted by polyvinyl alco-

h ol sponges implanted in dor sa l incision o f rats, the activity o f tumor necro sis fa ctor α( TN F-α) , interleukin-

1 ( IL-1) , transfo rming g row th facto rβ ( TGF-β ) a nd pla telet-de riv ed g r ow th facto r ( PDGF) in th e w ound

fluid w ere determined by bio assa y. Results: The lev els of TN F-α, IL-1, TGF-β and PDGF in th e w ound fluid

w ere significantly decr ea sed in 6 Gy-to tal-radia ted rats on the 3rd and 5th d or 3rd, 5th and 8th d a fter in-

jur y. The lev els o f TNF-αand IL-1 on the 3rd o r 3rd and 5th d and those o f IL-1 and TGF-β on the 13th d af-

ter injur y we re increased in 20 Gy-local-radia ted r ats. No mat ter whe the r the rats we re radia ted or no t, to pi-

ca l ph eny toin sodium significantly incr ea sed the lev els of cytokines in the w ound fluid. Conclusion: One o f the

impo rtant mechanisms fo r pro longed wound h ea ling by to ta l irradia tion is the decr ea se o f cy tokines in the

w ound fluid and phenytoin sodium can promo te wound h ea ling th rough inc reasing the lev els o f the cy tokines.

　　 Key words　 ir radiation; cy tokine; phenytoin sodium; w ound hea ling; r at
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