
种处理后 并不能明显加速其 造 血 恢 复
。

但

是
,

当供体给小剂量
,

受体给大剂量的环磷

酞胺的实验表明
, “

起动的 ”
小剂量可能刺

激造血细胞
,

使能对大剂量用药后骨髓枯竭

的刺激发生较强的反应
。

为了确定将小剂量

环磷酞胺处理的骨髓移植到受体小 鼠后是否

能促进再生问题
,

现正进行这一实验
。

〔(子o r d o n
M Y : C e l l a n d T i s s u e

K i n e t i e s 1 0 ( 5 ) : 4 9 7
,

1 9 7 7 (英文 )

晋新节译 刘及校 〕

卜
小 鼠 粒 细 胞 成 熟 率 的 调 节

r

本研 究的目的是探讨粒细胞 的成熟是否

能由一般的抑制粒细胞产生的各种措施来予

以加速
。

作者利用了密闭的体内培养体系进行了

粒细胞成熟的研究
。

这种培养体系对粒细胞

来说
,

培养条件是良好 的
,

就象在骨髓的 自

然环境中一样能很快的增殖
。

材 料 和 方 法

砧

`

动物
:

将成年雌性W H T 或 N M R I / B o m

小 鼠股骨骨髓细胞培养在植入各 种 受 体 腹

腔 内的扩散盒中
。

使用了 同 系 受 体 (雌性

W H T )
,

同 种 受 体 (雄
、

雌 性 C B
一

2 0
,

D B A
一

2 0和 N M R I / B o m )及异种受体 (却三
、

雌性W i s t a r
大鼠

,

1、 4月令
,

6 0、 1 8 0克重 )

再生骨髓细胞
:
将环磷酞胺处理过的小

鼠股骨剪开
,

收取骨髓细胞 (环磷酞 胺 2 0D

m g / k g体重
,

前三天腹腔注射 )
。

扩散盒技术见以前 的报导
。

将不透过细

胞
、

无菌的 D C
、

植入受 体腹腔 内
,

每 只 小

鼠植入 2个
,

大 鼠则植入 3~ 4个
。

通常 每 组

6个盒
,

培养 1
、

2
、

3和 4天后取出
。

培养 1和 2天
,

因细胞数过少
,

用一般方

法计数不够准确
,

故把经戊 二醛固定的一定

量的鸡红细胞加到细胞悬液 内计数
,

然后在

涂片上分出有核红细胞所占比例
。

并进行分

类计 数
。

放射自显影
:
将已培养三 天 的 D C 孵育

忿 9 7 令年第令期

在含有 1
.

0或 2
.

5微居 里 /毫升
3 H

一
T d R 的 组

织培养基内 1小时
,

37 ℃ ( “ H
一

T d R S居里 /毫

克分子 )
。

如在体内标记
,

则给培养三天 的

受体腹腔内注射
3 H

一
T d R

,

以后 2 3J/
、
时取出

扩散盒 〔注入 “ H
一

T d R量 : 10 微居 里 /小鼠

( 2毫升 )
,

2 0微居里 /大鼠 ( 4毫丁1 ) 〕
。

用 I l f o r d L 4乳剂
,

大部分试验 均按标

准程序操作
。

后 期的试验
,

自显影前
,

在已

染色的涂片上涂上薄层氯化聚 乙烯 ( P V C )

保护膜
。

细胞核内有 10 个或 10 个 以上的颗粒即算

作标记细胞
。

随机任选 1 00 个标记细 胞 中平

均颗粒数为 5 5
,

而在 I 0D 个非标记细胞 中 的

颗粒数为 1
。

在自显影中
,

将缺乏粒细 胞 特

点的一些幼稚细胞归为
“

原始细胞 ” 类
。

其

中多数细胞在普通涂片或 白显 影 片 上 ( P V

C )均可见有嗜苯胺兰颗粒
。

实际上 这 些 都

是增殖阶段 的粒细胞
。

粒细胞生成的抑制和 D C 受体的 障 碍
:

在某些实验组中使 D C 内细胞含量高于 对 照

组 15 倍
,

或用大鼠代替小 鼠做受休
,

从而使

粒细胞产率降低
。

有些大鼠在 2 、 4周令时
,

皮下注射 2~ 3 X 10 “ S h a y 绿色瘤细胞
,

接

种后 2、 5周做 D C受体
,

此时大鼠皮下绿色

瘤已经很大
。

前 已述及这种肿瘤可分泌生 长

抑制素 (粒细胞抑素 )
,

能使腹腔 D C粒细胞

生成降低
。

有些 D C经粗制或半纯制的白细胞 提 取

物 (粒细胞抑素 )处理后
,

在体内和体外培养

,
2 3

.



中观察到
, H

一
T d R标记和细胞收取间有抑制

粒细胞生成 的作用
。

白细胞提取物有的经受

体腹腔 注射到 D C 内
,

有的则常加到培养液

中 ( H e P e s 缓冲 的 f i s e h e r ` s 液 )
。

将 D C在

体外培养 (体内培养最后之4小时 前 5小时 )
,

有的于再 移 植前直接注入 D C内 ( 20 微居里

/ D C )
。

后两 种情况下
,

最后的 受 体 小 鼠

均预先注射 3 00 毫克 /公斤体重环 磷 酞 胺
,

3天
,

以刺激粒细胞生成
。

统计处理
: 除特殊情况外

,

一律用双侧

一 F i s
h e r 一

I r w i n 法测 验差异的显著性
。

一天
,

将提取物加入 D C周 围培养 基 中 5小

时
,

或加入即将再植 入新受 休 小 鼠 的 D C

内
。

前者相对成熟率增加
,

而后 者则 变 化

不明显
。

同样
,

牛的半纯制白细胞提取物经

短时体外培养
,

也对成熟率影响不大 (未发

表资料 )
。

这表明粒细胞与其抑制剂的结合

是不紧密的
。

成熟率的促进最终必将导致形成终未细

胞 的减少
。

而粒细胞成熟率突然增加
,

在粒

系祖细胞增殖池显著减少之前
,

将引起非增

殖细胞的暂时增加
。

观察结果与推论是一致

的
。

当增殖的粒细胞数近 于正常时
,

经 白细

胞提取物处理培养在 D C内
,

标记 的非 增 矶

粒细胞的绝对数高于对照组
,

但当粒系祖细

胞群体被强烈抑制时
,

则提取物处 理 的D C

中所含标记的非增殖粒细胞数低于对照组
。

,

4

结 果

相对成熟率是单位时间内增殖的粒系祖

细胞成熟到非增殖 池的份数
。

我们用下述两

种方法判定成熟率
: ①追踪一天中 在 D C 培

养中非增殖粒细胞与增殖粒细胞的比值②经

与
3 H

一

T d R培养三天 的标记增殖粒细胞数
。

标记后一夭
,

在多数标记细胞尚未到达终末

阶段 (分叶核 )之前便测定了标记细胞移入非

增殖池的数量
。

培养 1“ 4天间
,

收取 D C 内高含量 和 低

含最培养的再生骨髓细胞
。

第 4 天
,

高细 胞

含最组
,

非增殖细胞 数和增殖细胞
一

数 的 比

值最高
。

而在第 3天无此现象
。

这 表 明
,

在

最后培养阶段的成熟率最高
。

在 培养 的 三

天
,

用脉冲标记指数 (
3

H
一

T d R )测定
,

发现

增殖粒细胞的增殖率在 D C内细胞含量 高者

反 而 比 含量 低 者 降 低 ( 0
.

5 1 比 0
.

5 7 ,

P ~ 0
.

0 5
,

单侧 F i s
h

e r 一
I r w i n

检验 )
。

用放射自显影技术测定 时
,

见细胞含量

高者比含量低者相对成熟率明 显 增 高
。

同

样
,

把 D C埋在正常大鼠和患绿色瘤大 鼠 内

的粒细胞相对成熟率也比低含量细胞 的对照

组高
。

把粗制白细胞 提取物注入 D C受 体 内
,

相对成熟率明显高于其它处理组
。

培养细胞

经 ,
H

一
T d R体外标记后用粗制或半纯制白细

胞提取物在体外培养三天
,

然后体内再培养

讨 论 侧

实验证明
,

在扩散盒培养中种入细胞 吸

多时
,

用正常大鼠
,

患绿色瘤大鼠做受体代

替小鼠时
,

以及培养的细胞用含有粒细胞抑

素的白细胞提取处理时
,

都可促进粒细胞相

对成熟率增加
。

对这一问题的分析是建立在某些重要 的

速率常数
,

在一天的实验时间内不会产生变

化的基础上的
。

相反如果它们发生了变化
,

那么在实验组和 对照组中都必需是一致的
。

有关的速率常数
,

包括特异的粒 细 胞 分 裂

率
、

死亡率和分化或成熟率 (向非增殖粒细胞

和 巨噬细胞 ) 发展
。

例如
,

若在培养细胞收

取前短时间
,

增殖的粒系祖细胞大部分分化

成 巨噬细胞
,

则标记的非增殖细胞数
一

可能稍

低于对照组
,

而标记的增殖粒细胞数则可 能

明显减少
,

将出现相对成熟率增高的假象
。

我们在多数实验中发现不仅相对成熟率

增加
,

而且 D C内被标记的非增殖粒 细 胞绝

对数也增加
。

所以在理论 上对加速成熟的另

一个可能的解说是白细胞提取物可防止标记

认

洲

.
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的非增殖粒细胞死亡
,

但这似乎 是 不 可 能

的
。

因为第一
,

在D C 培养后 3
一

4天内幼稚
,

细胞死亡比分叶粒细胞少
,

而且
,

其倍增时

何也仅较细胞周期 时间稍长
。

第二
,

一般情

况下
,

在成熟粒细胞标计指数尚未达到晚幼

粒细胞和杆状粒细胞之前
,

也就是在标记的

成熟粒细胞尚未衰老
、

死亡之前
,

我们的实

验便已结束
。

因此
,

实验中证实的促进粒细

胞成熟率增高的结果是可信的
。

理论上
,

相对成熟率的增加和粒细胞产

率的减少在以下两种情况下可 以出现
: ①细

胞分裂率降低 (在成熟时间不变或缩短时 )
。

②某些未知的细胞成分 ( X )的合成速率 的增

加
,

终止了细胞分裂
,

并且是不可逆的
。

后 一

机理可 能使成熟期缩短
,

但分裂率不变
,

如果

增殖细胞不因死亡或分化成巨噬细胞
,

而是

生成非增殖细胞时
,

也会见到相对成熟率的

增加
。

然而这将造成粒细胞的产生增多而非

减少
。

本资料并不支持后一种的可能性
。

也

不能象以前在白细胞提取物和绿色瘤实验中

的解释
。

因此
,

实验组的粒细胞必然在很少

几次分裂后就停止分裂而进入非 增 殖 阶 段

(参看上述 D和② ) 虽本资料很难确定是哪一

种情况
,

但我们倾向第一种解释
,

因为实验

中
,

高细胞含量组经
.

H
一

T d R标记后测量证

实增殖率稍低
,

另外
,

以前工作已表明
,

注

入白细胞提取物后可降低增殖率
。

当然
,

本

实验的各种处理均可能引起在粒细胞发生过

程中抑制物 ( X )的急剧增加 (参看上文 )
。

而且
,

粒细胞成熟率的增加
,

非常可能

是由于粒细胞抑素所引起
。

实验表 明
,

抑素

含量增加有 4种情况 (即注射 白细胞提取物
,

在白细胞提取物存在时的体外培养 . 增加培

养的细胞量和在患绿色瘤的受体中培养等 )
。

正常大鼠做 D C受体也可能是第五种 情 况
,

因为没有测定大
、

小鼠腹膜炎渗出液中的抑

素含量
,

所以 尚难确定
。

总之
,

因为 一般的

细胞毒性作用根本不能解释这个结果
,

再加

上所用的提取物之一 ( 。 X 一

2) 作为抑 制 剂 的

浓度已超过 10
“
倍之多

,

所以
,

除了对所有

上述 5 种情况产生粒细胞抑素外
,

很难再找

到任何一个共同因素
。

以前
,

粒 细胞 抑素的作用通常是利用靶

细胞的增殖活动进行测定 的
,

这种方法由于

可 能具有细胞毒性作用而经常遭到反对
。

本

实验中
,

由于能将
“

丢失
” 的增殖粒细胞在

非增殖 池中进行追踪
,

从而便排除了细胞毒

性的干扰
。

能否将这次研究巾对促进粒系成熟的观

察做为对抑素实际测定的基础
,

尚待进一步

研究
。

〔B e n e s t a d H B a n d R y t石m a a
T
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c G M P对干细胞增殖的刺激作用
犷

一般认为
,

粒细胞的增殖是依次由多能

千细胞
、

定向千胞细而来的
,

最终成为形态

上可辨认的粒细胞和巨噬细胞
。

定向干细胞

是活跃增殖的
,

但大部分多能干细胞必需激

活后才能参与细胞 的产生
。

已有人认为环状

核普酸在细胞增殖周期的起动中起着重要的

作用
。

B y r o n 的实验指出
, e A M P及 e

G M P

二者都能激起多能干 细 胞 的 D N A 合 成
。

然而
,

环状核普酸在体外粒细胞生长中的作

用尚未弄清
。

本研究中
,

作者证实了
c

G M P

能刺激体外培养中粒细胞 的 生 长
。 c

G M P

反应干细胞对胸腺噢吮核普
。
H

一
T d R的自杀

是有抵抗力的
,

它们 能为
c

G M P 激 活
,

从

静止期进入增殖期
。

基幼了 . 年竿 3期 2每


