
造血干细胞 (C F U )增生状态的研究

用 T i l l和 M eC u l l o e h(1 9 61 )的方

法
,
能定量地测定小鼠的多能造血干细胞

( C F U s)
。

一种方法是移植少量 骨髓或

脾细胞进入超致死剂量照射的受体鼠
,

8

~ 10 天以后计数脾脏内的集落数 (外源性
-

C F U s )
。

另一种方法追查亚致死剂量照射

动物活存的干细胞在脾脏内形 成 的 集 落

(内源性
一
C FU s )

。

B e e
k e r ,

M e
C

u
l l

o e h和

T i l l ,
L a j t h a 等 ( 1 9 6 9 ) 的早期 研 究 证

明
, C F U s

代表一种增生缓慢的细胞群
,

大约只有 10 多的细胞处于细胞 周 期 的 S

期
。

近来 B o g g s 等 ( 1 9 7 3 ) 和 B o g g s 及

马
0 9 9 5 ( 1 9 7 3 ) 提出

,

内源 性
一
C F U

s
的

增生速率比外源性
一
C F U s 高

。

羚基脉是核

糖核酸还原酶的抑 制 剂 ( Sk。 。 g 和 N or
-

d e n s
k j o ld ( 1 9了1 )

,

被发现适于在体内测

定 s 期 ha 胞的 比 例 ( M o r s e ,

R
e n c r i c c a

和 S t o h l m a n ,
1 9 7 0 ; K

u q o n e k 等 1 9 7 3 )
。

我们用经基脉的方法再一次研究了外源性

和内源性
一 C F U s

的增生状态
。

`

增生缓慢的干细胞因照射引起部分损

伤后
,

提高 T 它的增生速率 ( B e e
h

e s e t a l

1 9 6 5 )
。

亚致死剂量照射后 C F U s 开 始

增生的速度被发现与移植给照射 受 体 的

C F U s 有差别
。

照射后内源 性
一 C F U s 的

生长几乎是立刻开始的 ( B o g gs
.

C he
r v

en

i e k和 B o g g s .

1 9 7 2 , C h e r v e n i e
h和 B o g g s

。

19 7 1 ) ,
而外源性

一
C FU s

开始增生 要 晚

1 ~ 2 天 ( M e
C

n
l l o e h 和 T i l l

。

1 9 6 4 )
。

再一次利用羚基脉
,

比较了外源性和内源

性
一 C FU

:

增生的开始
。

某些药物被发现能增加 C F U
:

和腮腺

细胞的增生速率 ( B y r o n
.

1 9 7 1
.

1 9 7 2 a
.

b ,

B a s e r g a .

1 9 7 i )
。

本文采用异丙肾上腺素

和环腺普
一
磷酸 c( A M P ) 研究了它 们 对

受照射的和正常动物 C FU
,

增生的影 响
。

甸

材 料 和 方 法

骨髓细胞的供体和受体都采用 22 ~ 25

克的 NM R I 小鼠
。

用
。 。

C。源照射
,

剂量率

大约 16 伦 /分
。

依照 T i l l 和 M e
C u l l o e h ( 1 9 6 2 ) 描

述的方法测定外源性
一C F U s 。

造血细胞的

悬液用股骨的骨髓来制备
。

每次实验把取

自 7 根股骨的骨髓混合在一起
。

细胞悬浮

在成分十分类似 M 1 9 9 (M o r g a n

等1 9 5 0 )

的组织培养液 ( p H 7
.

4 5) 内
,

把相应于一

定实验组的骨髓细胞悬液合并
,

用注射器

仔细地混匀
,

并计算有核细胞数
。

把最终

体积为 0
.

2 或 O
。

3 毫升内含 10 `

个细胞的

培养液
,

给照射受体注射
。

受体小鼠在注

射骨髓细胞前 2 小时接受 850 伦照射
。

移

植后第 8 天取出脾脏
,

固定在 B o iu n
氏液

内
。

脾集落数由两人分别计数
。

对照组每

个脾脏平均 20 ~ 22 个集落
。

计算每根股骨

的 C F U s 数时
, 以平均每根股骨的细胞数

和注射已知量的造血细胞后形成的集落数

为基础
。

内源性 C FU s方法是根据亚致死剂最
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照射后受照射小鼠活存下来的造血组织能

够再生的事实
。

在这种动物的脾脏上形成

的肉眼可见的结节起源于内源性
一
C F U s

细

胞 ( B r u e e和 M e eu l l o e h
, x 9 6 4 , M a r s h

等 19 67 )
。

在用作内
卜

源性
一
CFU s

测定的 实

验中
,
照射剂量用 650 伦

。

按这种处理
,

对照动物在照射后第 8 天大约形成 10 ~ 15

个脾集落
.

其它实验条件 与在 外 源 性
-

C F U s方法中所描述的相同
。

】 ’

利用寒基脉研究了 C F U s
增生状态

,

当体内给药时羚基脉选择性的杀 死 D N A

合成的细胞 ( M o r s e

!等 1 9 7 0 )
。

除了对 S

期细胞的毒性作用外
,
经基脉还使细胞从

G :
期进入 S 期发生暂时性拖延 ( B h u y a n

等 1 9 73 )
。

此外
,
努基脉在小鼠体 内迅

速地代谢
,

T l / 2 为 13 分钟 B aj
e w s妙 等

玲 7 1)
。

这意味着经基脉只是杀死给药时

处子 S 期的那些细胞
。

`

临用前将经基服 ( S g u i b b
,

H
e y d e n )

溶解在生理盐水内
,

每公斤体重腹腔注射

90 0毫克
。

以注射 经 基 脉 引起 的 C FU s

减少的百分数来估计 s 期细胞的比例
。

双丁酞环腺普8尹
,
5 ` 一

磷酸 ( d b一 e A M

P ) 从美国 C a l b i o e h e m 获得
。

骨髓受体或在内源性
一
C F U s

实 验 中

的亚致死剂量照射小鼠每组实验一般由 9

只小鼠组成
。

从得到集落数计算均数和均

数标准误
。

在图内均数标准误用垂直线表

示
。

结 果

一
,

外源性和内源性
一
C F U s 的 增 生

速率
`

表 1 为几批实验结果的总结
,

在这些

实验中
, 比较了外源性

一

C F U
s
对~ 次 注

射经基腺的敏感性
。

在取骨髓细胞 (外源

性
一
C F U s) 前 2 小时或用 650 伦 (内源性

一
C F U

s ) 亚致死剂量照射前 2 小时给握基

脉、 注射一次经基豚使小鼠股骨中外源性
一 C F U s

的量减少约 10 书
。

给经基脉似乎不

饮变内源性
一
C F U s 的量

。

(表 1 )

二
、

C F U
s
在受照射或移植到致死剂

量照射小鼠后
,

增生状态的变化
。

表 1 狂基服对外源性
一

C F U s和内源性
一
C F U s

的影响 J
外源性{ F U ,

内源性
一
C F U s

对照 对照

主07 `士95 .

(皿 , 胡 )

握基脉

904士 121
,

(
n = 4了)

t l
.

5士1
.

了宁

( n = 81 )

经基服

11
.

6士2

(
n = 3 6 )

n :
.

脾脏数
. : CF sU /股骨的数土S EM ) 十

:
6的伦照射后脾脏集落数

.

在亚致死剂量照射后
,

或者在给照射 经基脉不敏感的时间长达 30 小时
.

但此后

受体小鼠移植骨髓细胞后不同时间
,

给小 干细胞进入细胞周期 S 期的比例增加
。

在

成往射一次羚基腑
。

此法能够估计处于细 另一方面
,
照射后内源性

一

C F U
,

的增生率

胞周效 S 期的内源性
一
C F U

:

或护卜源 性
一

立即升高
,

这一点由这些细胞为经基脉逐

CF U 。
钓比例

。

这些实验的
,

目 的 是 测定 渐增多的杀死所证明
。

照射后大 约 15 小

C F U o
r

从G :
和 G 。

进入 S 期流量增高的发 时
,

注射一次经基脉足够杀死大约 80 多的

生时间
。

.

内源性
一
C F U so

图滚表明
,

移植的外源性
一 C F U

,

对 B y or 。 (主97 1 , 1 9 7幻 证明
,

外 源 性

·

42
.
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一 C F U
:

能够在试管内被
’

。 A M P的双丁酞

衍生物或异丙肾上腺素激发而进入 N D A

合成期
,

后者能刺激腺普酸环化酶而使细

胞内
c A M P 水平升高

。

下列的实验用来研

究上述药物是否能影响移植到照射受体的

外源性
一

C F U
s

D N A 合成的开始时间 (图

1 )
。

。

触坎嵘

时间 (小时 )

图 1 一次注射经基腺对集落数的影响
.

在外源性
一

C FU s
试验中 (

.

—
,

)
,

经基腺于骨 髓 移 植 后 O~ 4

小时给药
,

在内源性
一

C F U s
试验 ( O …… 0 ) 中

,

于亚致死剂量照射后 O、 48 小时给药

85 0 伦 照射小鼠移植骨髓后 1 小时给

异丙肾上腺素 ( 1 0 0毫克 /公斤 )
,

加速 了对

控基脉敏感性增高的开始时间
。

同样
,

在

移植骨髓细胞后 1 小时
,

给照射受体小鼠

注射 d b
一 c A M P 也能使 移 植 的 外 源 性

-

C F U
s
立即增高对经基脉的敏感性

。

最后实验的 目的是用未经照射的正常

小鼠测定异丙肾上腺素是否能够激发多能

干细胞进入 S 期
。

在给经基脉前不同时间

给未经照射的供体小鼠一次注射异丙肾上

腺素 ( 1 0 0毫克 /公斤 )
。

采集骨髓细胞前 2

小时给羚基脉
。

比较了注射异丙肾上腺素

和经基脉小鼠股骨内外源 性
一 C F U

:

的 含

量和只接受异丙肾上腺素小鼠股骨内外源

性
一 C E U

:

的 含量
。

把羚基脉处理下活存的

外源性
一
C F U

,

百分率与异丙基肾上 腺 素

给药时间作图
。

图 2 显示
,

在异丙肾上腺

素引起正常小鼠外源性
一
C F U

:

群 体 开 始

D N A 合成之前需要 15 ~ 20 小时的间隔
。

壬 {

取鳌\
。n妈曰!举黔欢

卜

给异丙肾上腺素后时间 ( 小时 )

图 2 异丙肾上腺素对正常供体小鼠股骨中外源性
一
C F U s

经基睬敏感性的影响
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讨 论

我们未能用经基脉证明 B o g g s等 ( 1 9 7

3 )及 B o g g s和 B o g g s ( 1 9 7 3 )的发现
,

他们认
.

为内源性
一C F U s 的 增 生 速 率比外源 性

一 C F U s 高
。

B
o g g s

等 ( 19 7 3 )研究 T 照射前

i 或 2小时注射阿糖胞普时内源性
一
C F U s

的增生率
。

他们发现 30 ~ 60 终死亡
,

和照

射前 2 小时时注射狂基脉的影响大大地不

同 (表 1 )
。

B o g gs 等的结果和我们自己的

结果之间的差别可能是由于 这 样一 种 事

实
,

即我们采用不同的杀死 S 期的药物来

测定处于 S 期的 C F U s 组份
。

虽然羚基脉

和阿搪胞普都杀死 S 期细胞 并 且 代 谢迅

速
,

但即使把阿搪胞普从细胞周围完全去

除后
,

它仍然引起一种长期的G
:
期 阻滞

( B h
u g a n等

,
1 9 7 3 )

,

而阻滞在 G
:
期末的细

胞可以显著地增高对辐射损伤 的敏 感 性

( F v i n d
e
l和 T

u
b i a n a ,

1 9 7 1 )
。

氨甲喋吟比

用自杀剂量的
3 H 一

胸腺吻咤核普处理杀死

更多的可移植的干 细 胞 ( B l a
e
k

e t t , 1 9 6

8 )
,

后者是单纯杀死 S 期细胞的药物
。

在亚致死剂量照射后
,

处于 S 期的内

源性
一
C F U s 迅速而大量地 增 加

,
这一事

实有力地支持了在正常情况下大多数内源

性
一C F U s 并不处于 S期的这种 论:断

。

亚

致死剂量照射后 15 小时注射一次轻基脉杀

死将近 80 终的 C F U s ,

可以归因于细胞周

期的高度同步 (指细胞以整齐步伐同时进

入 S 期 )
。

如果照射前这些细胞的大部分

已进入 S 期
,

就不能期望它们能作出如此

同步进入 S 期的运动
。

图 l 所示的结果也

证明
,
在受照射机体

,
一种刺激活存下来

的 C F U s 强烈增生的条件很快 就 发 展 起

来
。

但是
,
给致死剂量照射受体 移 植 的

C F U s (外源性
一 C F U s

)为什么要在大约 3 0

,\J 时后才开始进入 S期 (图 1
.

M e
C。 11

。 。 h

和 T i l l
,

1 9 6 4 ) 还不十分清楚
。

我们要问
,

移植的 C F U
s
究竟是在移植后短期内就能

被诱导开始增生呢
,

还是必须在受体的组

织中耗费若干时间
。

B y r o n
( 1 9 7 2

,
19 7 2 a

b ) 发现用皋丸酮
, 5日

一
二氢肇丸酮

,

异丙

肾上腺素和 d b一 c A M P 等类药物能在试管

内诱导 C F U
s
增生

。

移植骨髓后短期内给照射受体注射异

丙肾上腺素 或 d b ~ c A M P
,

使 得 移 植 的

C F U
s
迅 速地对轻基脉敏感

。

这说明移植

给受照射机体后
,

这些细胞能够像照射后的

内源性
一
C F U

。
那样立即地被激发进 入 细

胞周期
。

照射后出现的使 C F U
:

增生的生

理性刺激物
,

可能只有当它们在造血 组织

内通过某种细胞与细胞的相互作用时
,

才

能被转移到移植细胞
。

移植的 C F U
:

被激发

进入细胞周期的这种迟发性可能反映了建

立这种细胞与细胞相互作用的必需时间
。

异丙肾上腺素对移植的 C F U
:

的作用

是即时的
,

但它激发腮腺细胞进入 S 期则

延迟 2 0~ 3 0 \J/ 时 ( B a s e r g a ,
1 9 7 1 ; F

u r u n o ,

A s a m i 和 M a t s u
d

a i v a ,

1 9 7 4 )
。

因 此
,

我们试验了在正常机体内注射 异 丙 肾 上

腺素对外 源 性
一
C F U

:

的影 响
。

巳 经 证

明 (图 2 ) ,
在正常机体

,

只有经 15 ~ 20

小时后异丙肾上腺素才增高 C F U
:

处于 S

期的比例
,

这与它对移植进致死剂量照射

受体的 C F U
:

的即刻作用成为鲜 明 的 对

照
。

〔N e己A SE等
: C e l l T i s s u e K i n

e t g ( 3 )
:

223、

2加
,

19了6 (英文 )皮国华译 徐承熊校〕

日

,叫
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