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小鼠骨髓细胞及骨髓基质细胞混合输注对受

致死剂量照射小鼠造血重建的影响
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摘要 为观察小鼠骨髓细胞 �����及骨髓基质细胞 ������混合输注对受致死剂量照射

小鼠造血重建的影响
，

给予受致死剂量照射的 �����
� 小鼠输注同基因 ��� �� ��� 个及经体

外扩增的同基因原代 ���� �� �沪 个
，

并与单纯骨髓移植组进行了比较
。

结果表明
，

移植后第

�� 天外周血白细胞
、

血小板回升较快
，

第 �� 天
、

第 �� 天粒
一

单系祖细胞 ����
一

���
、

红系

祖细胞 ����
一

�
、

���
一

��
、

造血干细胞 ����
一

�� 明显高于后者
，

第 �� 天已达正常
。

说明原

代 ���� 不仅可以移植
，

而且能够加快造血重建
，

提高移植效果
。

关键词 骨髓移植
，

骨髓基质细胞
，

体外扩增
，

造血重建

中图分类号 ����
�

�
，

����
�

�� �
，

����

受致死剂量照射的小鼠
，

除其造血细胞受到严重损伤外
，

其造血微环境也遭到严重破坏
。

骨髓移植 �����输入的骨髓细胞大部分为造血细胞
，

仅含很少量基质细胞
。

文献 ��一 �〕报
道

，

移植中输入骨髓细胞 ����� 的同时输入小鼠骨髓基质细胞 ���� 系
、

异基因骨髓基质

细胞或脾基质细胞
，

对造血有支持作用
，

而同基因骨髓原代基质细胞对受致死剂量照射小鼠

造血重建作用的报道文献很少
，

本文就此进行探讨
。

� 材 料 和 方 法

�
�

�试剂

促红细胞生成素 �����
、

粒单细胞集落刺激因子 ���
一

����
、

甲基纤维素以及琼脂购自

�����
公司

，

胎牛血清 ����� 购 自中国科学院血液研究所
。

�
�

� 实验动物
�����

�
纯系小鼠

，

雄性
，

��
一

�� 周龄
，

体重 ��士��
，

购 自军事医学科学院动物研究所
。

�
�

� ���� 的制备

将 �����
�
小鼠引颈处死

，

无菌条件下取双侧股骨及胫骨
，

用 ����
’�

液冲出骨髓
，

用 �

号针头制成单细胞悬液
，

离心洗涤 �次
，

加适量 ��������培养液制成悬液
，

计数
。

用含

������的 ��������液作为培养液
，

加青
、

链霉素各 �������
，

再加入已制备好的细胞悬

液
，

使细胞浓度为 �� ��“���
。

将该体系每 ����放入一 �����容积的培养瓶中
，

于 �� ℃ 、

收稿 日期
�

���稿 ����
一
��

一
��

，

修回 ����
一
��

一
��
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���
孵箱中培养

。

每周半量换液
，
�周完全融合

。

使用前用 �
�

��� 胰酶加 �
�

������� 消化

全部贴壁细胞
，

再用弯头吸管进行吹打
，

离心洗涤 �次后
，

用 。
，

�� 生理盐水调整细胞浓度为

�� �������
。

待回输机体用
。

�
·

� ��� 悬液的制备

取正常同系小鼠股骨
，

用 ��������液冲出全部骨髓
，

用 �号针头制成单细胞悬液
，

用

�
�

�� 生理盐水调整细胞浓度为 �只 ������
，

待回输用
。

�
·

�照射条件
���。 甲射线行全身照射

，

总剂量 ���
，

剂量率 �������
�，

动物中心距辐射源 ��
。

�
·

� 骨髓移植

将 �� 只 �����
�
小鼠随机分为 �组

，

每组 ��� 只
。

���正常对照组
�
���单纯移植组 �����

�

照射后 �� 内经尾静脉输注 ����� 个 �������混合移植组 �����������
�

照射后 �� 内经

尾静脉输注 �����
个 ����和 ���了 个 ���

。

移植后相对无菌饲养
。

�
�

�外周血象测定

于 ��� 后第 �天
、

第 �� 天
、

第 �� 天经尾静脉取血
，
������

�
血细胞计数仪计数

。

�
·

�造血祖细胞测定

分别于 ��� 后第 �� 天及第 ��天用琼脂法测定粒
一

单系祖细胞 ����
一

���
，

用甲基纤维

素法测定早期红系祖细胞 ����
一

��及晚期红系祖细胞 ����
一

��叫
。

�
·

�造血干细胞 ����
一

�� 测定

分别于 ��� 后第 �� 天及第 �� 天杀死正常对照组
、

单纯移植组
、

混合移植组小鼠
，

取

骨髓制成细胞悬液待用
。

将同系正常小鼠经
���� � 射线照射 ���

，

由其尾静脉输入 �过�� 个

���
，
�天后杀鼠取脾

，
����� ’�

液固定 ���
，

解剖显微镜下计数脾脏表面形成的脾结节数
。

�
·

��统计学方法

各计数资料用 艺检验
。

� 结 果

�
�

� ���� 对外周血象的影响

照射后 �周
，

单纯移植组及混合移植组的外周血白细胞
、

血小板均较正常对照组明显下

降
，

而该两组间无明显差异
。

照射后两周
，

混合移植组外周血白细胞
、

血小板均较单纯移植组

高
，

并有显著差异
。

第 �� 夭
，

两组基本恢复正常 �见表 ��
。

���
�

� ���’��� ������
�� ��������������� �����

����� � ��， �

�一 �

������ ���� ����� ��� ����� ����� ��� ����� ����� ���

��� ��� ���� ��� 丫��� ���

������������� ��
�

�土�
�

� ����
�

�士���
，

� ��
�

�士�
�

� ����
�

�士���
�

� ��
�

�士�
�

� ����
�

��士��
�

�

��� �
�

�士�
�

� ���
，

�士��
�

� �
�

�士�
�

� ����士���
�

� ��
�

�士�
�

� �〔���
�

�土���
�

�

���� ����� �
�

�士�
�

� ���
�

�士��
�

� ��
�

�士�
�

���� ����
�

�士���
�

���� ��
�

�士�
�

� ����
�

�士��
�

�

���夕 ��
�

��
， �������� ���� ��� �����
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�
·

� ���� 对红系
、

粒系祖细胞的影响
��� 后第 �� 天

，

混合移植组的 ���
一

��
、
���

一

�
、
���

一

� 明显高于单纯移植组
，

低

于正常对照组
。
��� 后第 �� 天

，

混合移植组的 ���
一

��
、
���

一

�
、
���

一

� 明显高于单

纯移植组
，

也高于正常对照组 �见表 ��
。

说明 ���� 红系
、

粒系祖细胞有明显促进作用
。

���
�

� ���’��� ������
�� ���

一

��
，
���

一
�

，
���

一
� �了 士

�

�

����� ����� ����� ��� �好�� ����� ���

���
一

�� ���
一

� ���
一

� ���
一

�� ���
一

� ���
一

�

������ ������� ��
�

�土�
�

� ��
�

�士�
�

� ���
�

�士��
�

� ��
�

�士�
�

� ��
�

�士�
�

� ���
�

�士�
�

�

��� ��士�
�

� ��
�

�士�
�

� ���
�

�士�
�

� ��
�

�土�
�

� ��
�

�士�
�

� ���
�

�土��
�

�

���� ����� ��
�

�士�
�

� ��
�

�士�
�

���� ���
�

�士�
�

���� ���
�

�士�
�

���� ���
�

�士�
�

���� ���
�

�士��
�

����

���夕 ��
�

��
， ������������ ��� �����

�
·

� ���� 对造血干细胞的影响
��� 后第 �� 天

，

混合移植组的 ���
一

�明显高于单纯 ��� 组
，

低于正常对照组
。
���

后第 �� 天
，

混合移植组的 ���
一

�明显高于单纯 ��� 组
，

也高于正常对照组
，

但与后者无显

著差异 �见表 ��
。

表明骨髓基质细胞对造血干细胞有明显促进作用
，

第 �� 天时
，

混合移植组

小鼠骨髓造血功能已完全恢复
。

���
�

� �依
�� ������

�� ���
一
� �万 士

�

�

����� ����� ����� ��� ���
一

���
义 ������ ����� ����� ��� ���

一

���
� ������

����公 ������� ��
�

�士�
�

� ��
�

�士�
�

�

��� ��
�

�士�
�

� ��
�

�士�
�

�

���� �����
��

�

�士�
�

���� ��
�

�士�
�

����

���������� �������

���夕 ��
�

��， ��������������� �����

� 讨 论

本实验将小鼠骨髓单个核细胞按 �� �� ��“���浓度在含 ������的 ��������液中进

行培养
，

�� 后开始进入对数生长期
，
��、 ��� 形成完全融合的贴壁细胞层

。

经 ���周培养
，

造血细胞已凋亡或已由半量换液换出
，

剩下均为贴壁细胞
，

其主要成分为成纤维细胞
，

少量巨

噬细胞
、

脂肪细胞
、

内皮细胞
。

成纤维细胞呈梭形
，

纵横交错或呈流线形排列
。

机体接受致死剂量照射后
，

存在于骨髓中的造血干细胞
、

祖细胞迅速凋亡
，

基质微环境遭

到严重破坏
，

而 ��� 或外周干细胞移植 �������输入的造血细胞中基质细胞含量很少
，

在

基质功能不全的情况下
，

影响输入的造血细胞归巢
、

植入
、

增殖与分化
，

有的甚至可以导致移

植失败
。

帮助其尽快度过骨髓空虚期
，

是提高其存活率
、

移植成功率的关键
。
���� 是否可
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以移植
，

已通过动物实验及临床 �期实验得到了证实 ��，��
。

并且经静脉输入的供者基质细胞

大部分归巢并定居于受者骨髓
，

输注后 ��
，

��� 供者基质细胞即已达到受者骨髓 ���
，

这为造血

干
、

祖细胞的植入创造良好的微环境
。

通过回输 ��� 匹配的骨髓基质细胞
，

可以从 �个方面

促进造血恢复
�

���直接改善微环境
，

增加完位
，

促进干细胞的归巢与植入
。

���造血基质细

胞分泌多种细胞因子 �
一

���
、
工�

一

�
、
��

一

�
、
���等

，

刺激造血干细胞
、

祖细胞增殖
、

分化
。

���与造血细胞直接接触
，

通过细胞粘附和 �或细胞表面分子调节来支持造血
。

���其分泌的

细胞外基质通过促进造血细胞与调控分子紧密粘附而促进造血 ���
。

��������
�
等 间 在小鼠

骨髓及基质细胞混合移植实验中显示
，

基质细胞输注可增加受体鼠脾 ���
一

�量
，

可见基质细

胞存在于 ���
一

�内或其周围支持 ���
一

�生长
。

在极期
，

骨髓完全腾空至输入的骨髓细胞在

新的微环境中植入
、

分化
、

增殖
、

产生成熟的白细胞
、

血小板释放入外周血
，

需要一定时间
，

故本实验在移植后 �周时骨髓基质细胞对血象作用不明显
，

在两周时可见有明显促进作用
，

���时血象已恢复正常
。

实验结果显示
，

原代 ���� 不仅是可移植的
，

而且能够促进造血恢

复
，

对造血干细胞和粒
、

红祖细胞的增殖有重要促进作用
，

可达到比单纯骨髓移植更为理想的

造血重建效果
。

由于 ����极易从骨髓中获得
，

又易在体外扩增
，

故在放射损伤
、
���

、
����� 及基

质功能障碍所致的血液系统疾病中具有良好的应用前景
。
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