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人尿集落刺激因子对受照射

小鼠存活的影响
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�苏州医学院

，
苏州 ��日����

摘要 本实验证明人尿集落刺激因子�����能明显地提高受照射小鼠存活率
，
并延长存活时间

。

用

微孔板有限稀释法培养粒细胞证明人尿 ���能维持外周血粒细胞存活
，

且存活细胞数与 ��� 浓度有密

切关系
。

在含有人尿 ��� 的条件下
，
骨髓粒一巨噬细胞存活数 ����一���在培养 �� �时较培养 ��者

增多
。

关键词 集落刺激因子�����
，
细胞存活

，
粒

�巨噬细胞集落����一���
，
造血功能

集落刺激因子�����能刺激造血祖细胞增殖分化�‘ 一 ‘ �，
其临床应用 日趋广泛

。

重 组的 和部分

纯化的天然 ���对造血细胞有放大作用
，
使单核

、

中性和嗜酸细胞增殖
。

以外周 血成 熟粒 细胞

存活率作为造血因子的试验指标
，
比琼脂培养物中集落形成的标准方法敏感 ��������倍 【 。 〕 ，

并

可在 �� �完成培养
，

从而有可能为临床找到新的有效的诊断和治疗方法
。

� 材 料 和 方 法

�
�

� 实验动物与照射条件

选用昆明种雄性小鼠
，

体重 ��一�� �
，
用

“ 。�� �射线照射 ���
，
水平 距离 �� ，

剂量率为

�������
。

实验分为 �组
�
���生理盐水�对照组�

、
���胎肝裂解 物���组�

、
������ 组

。

每组

�� 只小鼠
，
在照射后 ��

、
��

、
��和 �� �

，

各组动物分别经腹腔注射 �
�

���相应溶液
，
并在各

不同时间从尾静脉采血
，

计数外周血白细胞数
，
并作动物存活率统计

。

�
�

� ��� 制备�“ �

将正常人尿用 �一�型高岭土吸附
，
用硫酸钱沉淀

，
沉淀物用磷酸缓冲液溶解

，
经 ��������

�一�� 和 ��一�� 层析柱分离
，
分管收集

，
抽滤除菌

，

备用
。

�
�

� ���一�� 培养

另取 �只雄性小鼠
，
乙醚麻醉下股动脉放血

，

经用碘酒
、

酒精消毒后
，
摘取股骨

，
用 ���

��������培养基
，
冲出全部骨髓有核细胞

，
计数

。

骨髓细胞在扩 散 盒中采用半固体 培养 法测

定 ���一���‘ ，。

培养体系为 ��������培养基加入 ����������
，
�

�

��琼脂
、

骨髓细胞 ��

��
”
个��

�

���培养物
，
在 ���

培养箱内 ��℃下孵育 ，
在不同时间

，
用 ������� 倒置显微镜计数

大于 �� 个细胞的集落
，

并制片
，
������一����� 染色

，
观察粒细胞分化情况

。

�
�

� 外周血粒细胞分离
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受照射小鼠外周血肝素抗凝
，
用 ���右旋糖普分离

，
获得白细胞

，

预 先在 离 心 管 中加 入

���淋巴细胞分离液
，

将分离的白细胞加于其上
，

离心 �� ���
，
���������

，
收集底层细胞

，
用

不完全培养液洗涤 �次
，
即粒单细胞

，
最后悬浮于完全培养液中

，
计数

，
备用

。

分离的外周血粒细

胞进行涂片
，
���一��位�����染色

，
测定粒细胞的比例

。

�
�

� 粒细胞微孔板有限稀释培养法

用 ��孔组织培养板
，

每孔加入 �
�

��� ��������培养基
，
其中 含 ��� 小 牛血清

，
��

��
一 “
�����谷氨酞胺

，

青霉素 �������
，
链霉素 ���林����

，
�� ��

一 ������二 琉 基 乙 醇及 ���

的系列稀释液
，
然后加入 ���个分离的粒细胞

。

在 ����
�

培养箱内 ��℃下孵育 �� �后
，
用倒置

显微镜计数 �一 �个复孔中的细胞数
。

每孔中各加 �滴台盼蓝
，
�� ��� 后测定细胞拒染色能力

。

� 结 果

�
�

� 人尿 ��� 对受照小鼠存活率的影响

受 ��� �射线照射的小鼠
，

分为 ��
、

��� 和对照三个实验组
，

每组 �� 只小鼠
，
在照射后

�� �观察期内
，

�� 组动物存活 �只
，
���组存活 �只

，
对照 组 存活 �只�见图 ��

，
��� 组动物

存活数明显高于另两织
。

存活时间
，
对照组为 ��

�

��
，

�� 组 ��
�

��
，
���组为 �� �

。
���组 比

对照组存活时间明显延长
，

表明它对受照小鼠提高存活率
、

延长存活时间作用显著
。

���

乞工��口山污忿﹄。�日��

…
� �� �� �� ��

�一��� ����� �������������

��� �
�

������ ����� �� �������� ��� �
�

������ �� ��� �� ��� ��

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

�� ���� �� � �������

�
�

� 人尿 ��� 对受照动物外周血有核细胞数的作用

电离辐射作用后动物造血功能受到严重抑制
，
导致细胞数量急剧减少

。

从两批重复实验数据

合并处理的结果分析
，
照射后第 ��和 ��时降到最低

，
�� �以后逐渐回升

。

给予 ���组的动物

外周血 ���数与对照组相比
，

从第 �一�� �都明显增高
，
在 �� �时

，
两组 ��� 总数都恢复到

照前水平�见图 ��
。

�
�

� 人尿 ��� 对体外培养的成熟粒细胞存活的影响

照后 �� �仍存活的小鼠
、

将其外周血粒细胞分离
，
培养于 �� 孔培养板中

，
���按等 比稀释

法依次加入各孔
，
每孔 ���个细胞��

�

���培养基
，
在 ����

�

培养箱 中 ��℃ 下培养 �� �后
，

进行细胞计数
。

结果表明
，
���能够使外周血成熟粒细胞维持存活

，
���稀释倍数增加时

，
存活
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‘
产﹄�的

���������� �����

��� �
�

����一�������� ������������ �������

��� ��������������� ���

������������ ��������

��� �
�

���一�� ��������� �����

��� �����������

细胞减少
，
给予的浓度增加时

，
细胞数增加�见图 ��

。

经直线回归统计
，

具有良好的线性关系
，

相关系数
� 二 �

�

��
，
���

�

���
，
有显著性差异

。

拒台盼蓝染色
，
活细胞大于 ���

。

�
�

� 人尿 ��� 促进 ���一�� 增殖

骨髓细胞在含有 ����������的半固体琼脂培养体系中培养 ��和 ���后
，
应用 �������

倒置显微镜放大 ��� 倍
，
测定大于 �� 个细胞的集落数

。

由图 �结果表明
，
��� 促进 ���一�� 增

殖
，
而且孵育 �� �的样品比孵育 ��的样品中 ���一�� 的数量 增 多

，
而 且 ���一�� 的形 态变

大
。

培养物用 �
�

��戊二醛固定
，
压片

，

������
一������ 染色

，
镜检证实为粒细胞集落

。

� 讨 论

电离辐射作用致使受照射动物造血功能受抑制
。

粒
一巨噬祖细胞的恢复有其 特殊的 时相性和

规律��〕 ，
���可促使白细胞和血小板的恢复

，

对造血祖细胞的增殖发育有深远的意义 �‘ 一 端�。

利用 ���一�� 培养
，
已经证明外周血中含有粒

一巨噬祖细胞存在�” �。 本实验证明在人尿 ���
存在的情况下

，

使培养的外周血存活粒细胞数依 ���浓度增加呈线性关系
。

并 且 人尿 ���可促

进骨髓粒系祖细胞增殖分化
，

在培养 �� �的培养体系中 ���一�� 数量较 ��者 增 多
。

提示 ���

具有促进粒
一巨噬祖细胞增殖分化和维持祖细胞及成熟粒细胞存活的功能

。

照射后给动物注入人尿 ���
，

促进受照射小鼠造血功能恢复
、

存活动物数明显增加
。

从照射

后 �� �尚存活的小鼠
，
分离外周血成熟粒细胞

，
在人尿 ��� 的作用下仍能存活

，
而且与人尿 ���

有剂量依赖关系
。

结果为人尿 ���能保护祖细胞池和促进粒一巨噬细胞迅速恢 复的论断提供了重

要依据
。

根据有关对粒
一巨噬祖细胞增殖分化的知识

，
已知 ���对恢复造血功能具 有明 显 的 刺激 作

用
，
日益广泛地应用于化疗或放疗引起的造血功能受损的病人

，
以促进造血功能恢复

。

结合粒细

胞微孔板有限稀释培养技术
，
更可为 ���临床应用提供敏感

、

快速的测试方法
。
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