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比
,

活跃转录中的染色质易受更严重损伤
,

而修

复也最快
,

靠近核基质处的损伤优先修复
。

有关基质对修复的重要作用
,

也许就体现

在修复后 D N A 与基质的结合方式上
。

C O o k 等

认为
,

电离辐射的致死效应可能是 由于 D N A

修复过程中错误结构的引入
。

现已发现核基质

上的特异性 D N A 附着位点
,

其中大部分位点

含有一个一致顺序
,

这种一致顺序可结合一种

基质酶
,

即拓扑异构酶 I
。

拓扑异构酶 I 除了作

为核基质成分外
,

还参与 D N A 变构
,

为 D N A

复制所必需
,

也可能为修复所必需
。

有趣的是
,

这种酶活性在类球体中比在单层中低
.

现在应

当明白
,

对双链断裂的修复
,

不仅需要断裂末端

的正确重接
,

而且需要整个 DN A /蛋白质结构

的复原
。

八
、

结 论

已有许多证据表明
,

细胞核中 DN A 组构

状态在 D N A 损伤和修复中起着重要作用
,

而

且 D N A 包装上的差异可影响对初始 DN A 单
、

双链断裂的准确定量
。

用诸如中性洗脱
,

类核等

方法测定初始 D N A 损伤
,

再结合 D N A 修复能

力测定
,

可作为细胞固有辐射敏感性的指示
。

现

在仍不清楚活细胞中 D N A 包装如何影响 D N A

修复
。

结构上的差异可改变损伤的性质
、

修复酶

的功能和定位
,

还可影响修复系统的诱导或改

变 D N A 高级结构的复原
。

首先需要解决的问

题是
,

确定什么细胞结构影响对 ND A 链断裂

的测 定
。

这一信息将有助于进一步了解 DN A

组构状态如何影响 D N A 修复
。
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大鼠重组干细胞因子对小鼠的辐射防护作用
Z s e b o K M e t a !

摘 要
:

受致死剂量的小鼠甩重组大鼠干细胞因子 ( sr C )F 处理
,

可刺激受致死性照射小鼠的造血明

显恢复
。

照射前后注射
r S C F 产生最佳防护效应提示

, r

CS F 不仅保护造血细胞免遭早期辆射担伤
,

而且

也刺激照后造血恢复
,

说明重组大鼠干细胞因子处理对小鼠具有辐射防护作用
。

干细胞因子 (S C F )是小鼠 lS 位点的产物
,

同时也是小鼠白斑位点编码的
c 一 ik t 酪氨酸催

化酶受体的配体
。

S C F 的生物学性质证明 ,’S C F

作用于非常幼稚的干细胞群
,

有与 I L
一

1相同的

抗放作用
。

本研究表明
: SC F 可刺激受致死性照

射小鼠的造血明显恢复
,

从而使小鼠存活
。

实 验使 用 10 一 12 周 雌 性 ( C 5 7B I / 6J 又

D B A Z ) F
王

小鼠
,

从饲养实验室取回后
,

适应饲养

5天再用
。

小鼠受到不同剂量的艳源照射
,

分次

照射强度相等
,

时间间隔 4小时
。

在不同的时间

间隔内
,

经尾静脉或腹腔给小鼠 rS C F ( 100 拌g /

k g )或 .0 1%胎牛血清溶液
。

rS C F
:

用含有适量质粒的大肠杆菌制备
,

提纯 后的 rS C F 与聚 乙二 醇 ( P E G ) 偶合
。

用

P E G 修饰的牛血清白蛋白作为对照
,

以测定抗

放活性
。

纯 r SC F 浓度为。
.

92 m g /m l
,

其中内毒

素含量 < 。
.

s n g /m l( 用 iL m d u s
变形 细胞测

定 )
。

骨髓分析
:

用含 2%胎牛血清的 H叩 es 缓冲

液冲洗股骨干收集骨髓细胞
,

在细胞计数板上

计算结晶紫染 色后的有核 骨 髓 细胞数
。

按

Br ad !ey 法 测 定高 增殖潜能克 隆形成细 胞

( H P P
一

C F C )和粒 /巨细胞克隆形成细胞
。

培养

物培养 14 天后
,

在解剖显微镜下检测克隆形成
。

H P P
一

C F C 的计数标准
;

克隆直径 > 0
.

s o m
,

至

少含 5万个细胞 /克隆
。

EM T
一

6条件培养基是刺

激 H P P
一

C F C 因子的来源
。

将多个重组因子作

一组合亦可获得同样结果
。

G M
一

C F C 计数的标
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准在巨细胞克隆刺激因子 ( r h SC F 一 1/ 1 6 0。

单位
·

皿 )作用下
,

含 50 个细胞以上的克隆
,

外周血分析
:

用心脏穿刺法取外周血样
,

将

血收集到含 ED T A 的试管中
,

在 S外 m 。 微细

胞计数器上计数邓 C
,

W B C
,

血球容积及血小

板
。

血培养
;

在照射后第 8
,

1 0
,

11 天
,

用 CO
:

窒

息法处死小鼠
。

心脏穿刺取血在超净台内进行
。

将。
.

1功 ! 血接种到含有胰蛋白酶解酪蛋白大豆

肉汤或硫甘醇酸盐液体基质的试管中并在 35 ℃

培养 7天
,

然后用标准法检测细菌
。

血清化学
:

收集未加抗凝剂的全血清
,

用 自

动血清化学分析仪计算血清化学成份值
。

分析

血尿氮
、

血钾
、

血 白蛋白
、

总蛋白和肌醉值
,

每天

1 0只小鼠为一组
。

组织病理学
:

在照后不同时间处死小鼠
,

取

其心脏
、

肺脏
、

肝脏
、

脾脏等进行大体及显微锐

观察
。

少数小鼠的胆囊
、

周围神经
、

自主神经节

及皮肤也作检查
。

在不同水平和纵横断面上
,

将

小肠
、

大肠及盲肠制成多个切片
,

切片 3卜。 厚
,

组织保存在 10 %的福尔马林中
,

H
一

E 染色
、

三色

和革兰 氏染色
,

显微镜下观察
。

结 果

1
`

治疗时间对
r SC F 放射防护作用的影响

用 9 ~ 1 2 G y 的各种剂量照射小鼠
,

以测定

研究用的 B D F
,

小鼠的照射致死量
。

结果 11
·

S G y

为研究用的致死剂量
,

实验采用静脉注射
。

与对照组比较
,

侣C F 注射组小鼠的存活率

增高
,

存活率与治疗时间有关
。

照射后续小时注

射一次
: S C F

,

对致死性 照射无防护作用
,

但在

照后 1 2天有一半小 鼠存活
,

对照组则全部死亡
。

照前幼小时及 2小时注射
’

: 3 c F
,

80 %的小鼠长

期存 活
。

照射前后 与注射结合 介 Z o h
, 一

Zh
,

十

4 h )
,

可使小鼠全部存活
。

选用
r S C F 最佳方案 (

-

ZOh
, 一

Zh
,

+ 4 h )
,

当照射间隔 h4
,

剂量从 11
.

SG y

渐增至 15 5 G y
,

受照射 小 鼠的 L D
。。 3。

为 3 G y
,

L D
I 。

。
。

为 15 巧G y ,

辐 射 防 护 系数达 1
,

3 0 ~

1
.

3 5
.

为了检测受这些剂量照射后造血恢复的

作用
,

给受照 n
`

SG y 和 13
.

SG y 的小鼠在照后 4

小时静脉注射正常同系供体一个股骨骨髓的 1/

10 细胞
`

,

使之全部存活
,

未接受骨髓移植的对照

组全部死亡
。

2
.

r S C F 在受致死剂量辐射小鼠造血恢复

中的作用

为了研究
: S C F 对造血恢复的效应

,

给受

n
.

SG y 照射鼠注射
r S C F 或载体

。

在照后第 O
,

、

I
,

3
,

6
,

8
,

1。
,

14 及 21 天分别处死小鼠
,

收 集其

外周血及骨髓
。

i1 天时
,

载体组全部死亡
,

而

r SC F 组无一死亡
,

并持续生存超过 30 天的研究

期
。

11
.

SG y 如作为一个分割剂量照射小鼠
,

则

经 rS C F 最佳方案治疗的30 0多只小鼠 100 %存

活
。

照后头 8天内
, r S C F 和对照组的外周血液

学检测无显著差异
,

第10 天时
, r S CF 组小鼠的

W B C 呈小的不稳定增长
,

在 科一 21 天期间
,

W BC 快逐升高
。

照后头 10天内未见两组的 RBC
值有明显差别

,

之后对照组 R B C 值突然下降
,

r S C F 组在照后 21 天恢复到照前水平
。

血球容积

变化与 R鱿 的一样
。

照后 3天
,

血小板 ( p l )值很

快下降
,

对照组小鼠的 p l 持续下降
;
在第 10 夭

,

5只小鼠中的 4只其 p l值 < 2万 /m l
,

第 5只小鼠

的 p l 仅下之
.

9万 / m !
.

相反
, r S CF 组的 p! 从不低

于 5万 /。 1
,

最低点在照后第八天
,

21 天时增殖至

6万 / m l
,

第 10 天 p l 值为对照组的 6倍
。

照后第 3天
,

骨髓细胞数约是照前的落%
.

对

照组的骨髓细胞数未恢复
,

rS C F 组的骨髓细胞

数在第 6夭时急剧增加
,

2 1天时几乎恢复到照前

水平
。

还 发现 G M
一

C F C 和 H P P
一

C F C 在照射后

减少
,

照后 1天时
,

H P P
一

CF C 及 G M
一

C F C 减至

照前的 1%以下
。

对照组的 H P P
一
C F C 及 G M

-

C F C 值一直低于照前的 1%
,

直至死亡
。

对 比之

下
, : SC F 组小 鼠的 H P P

一

C F C 和 G M
一
C F C 数目

在照后第 6天分别高于对照组的 100 倍和 28 倍
。

21 天 时
,

G M
一

c F c 值恢复正 常
,

而较幼稚的

H P P
一

C F C 工又恢复到照前的 50 写
.

骨髓细胞的细胞自旋标本证明
,

对照组的

嗜中性粒 细胞祖细胞和成熟粒细胞明显下降
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(第 8天时只有照前的 0
.

5 % )
,

而 r S C F 组嗜中性

粒细 胞 总数有 早 期 下降 (8 夭 时为照 前的

6
.

8% )
,

随后恢复至照前水平
,

2 1天时超常增高

(照前的 190 % )
。

引人注 目的是
,

8一 n 天时
,

对

照组小鼠死亡
,

此时
r SC F 组的粒细胞和粒细胞

原始细胞在骨髓中的总量比对照大10 倍
。

3
.

用培养外周血法检测细菌

在各种条件下培养
r SC F 组和对照组小鼠

血
,

以测定散播的细菌
。

将细菌分型与分组为或

来源于肠或来源于皮肤
。

对照组 7只小鼠每只都

查到肠源性细菌
,

而 6只 r SC F 组小鼠仅 l只有
。

4
.

尸体检查

对照组小鼠死于细菌感染
。

多种细菌群落

分布在肝实质
、

脾脏
、

口 腔粘膜
、

面部皮肤和唾

液腺内
,

有时在肾动脉分枝中查到细菌栓子
。

细

菌团块周围的实质细胞有退行性变
,

却没有细

胞外炎症变化
。

两组小鼠的腹腔
、

胸腔淋巴结
,

脾及小肠粘膜下淋巴结中的淋巴细胞已空竭
。

小肠粘膜的变化是变钝
、

变短
,

偶而有小肠

绒毛尖表面坏死
。

肠腺有丝分裂活跃
。

盲肠和大

肠的菌丛和粘膜形态不明显
。

无穿孔或腹膜炎

的证据
。

用定性方法研究两组小 鼠的小肠和大

肠
,

未发现两组间有持续的差别
。

5
.

血清化学

用全血清分析尿素
、

氮
、

K
` 、

葡萄糖
、

白蛋

白
、

总蛋 白和肌配值
。

对照组和
: S C F 组之间的

白蛋白及糖的数值有明显差别
,

其它参数无明

显差别
。

血清化学值提示未能解释两组存活率

差异的主要器官衰竭
。

讨 论

实验研究清楚地证明
,

sr C F 对小鼠有明显

的辐射防护作用
。

曾有报道
,

淋巴和造血系统的

损伤是受照动物败血症及死 亡的基本原 因
,

sr CF 的显著效应是减少了动物感染的频率
,

这

是由于其使动物的造血系统迅速恢复
。

幼稚的

2 0 7

H P P
一

C FC 和成熟的 G M
一

C FC 原始细胞数
,

以

及骨髓 细胞数第6天时显著高于对照组
。

培养照

后 2周死亡的对照组小鼠血
,

证明是肠源性败血

症
。

照射前后注射 rS C F 产生最佳防护效应提

示
,

sr c F 不但保护造血细胞免遭早期辐射损

伤
,

而月
.

也刺激照后造血恢复
,

它的作用与 IL
一

1

类似
。

.lI
一

1可加快骨髓细胞进入抗性最强的 S

期
。

我们认为 S C F 以同样的方式使辐射防护细

胞 同步增殖
,

因此形成抗辐射较强的细胞群体
。

rS CF 在照前 2 0小时注射有防护效果
,

而照前 2

小时注射则无效
,

这些事实支持细胞同步进入

S 期的假说是辐射防护作用的可能机制
.

照后

这些细胞使骨髓细胞再生
,

随后造血得到恢复
。

这个现象很重要
:

对照组小鼠的造血在照后8~

10 天没有一点恢复
,

而 r SC F 组在照后 5天骨髓

即有明显的增生
.

虽然
r SC F 增加存活率使肠源

性败血症得到预防
,

但在照后 8~ 10 天大多数对

照组小鼠频临死亡时
,

治疗组外周血 中性粒细

胞绝对计数无显著差别
。 r SC F 增加抗感染能力

的另一因素可能是组织肥大细胞得到辐射防

护
,

rS C F 是肥大细胞强有力的增殖信号
。

虽然

外周血中粒细胞数无差异
,

但
r S C F组小鼠骨髓

中性粒细胞和中性粒细胞组细胞值比对照组高

10 倍
,

这可能是由于中性粒细胞在骨髓一旦生

成就很快迁移到组织中
,

以对抗由辐射损伤引

起的严重感染
。

引人注意的是
,

5 1位点 (S C F 结构基因 )突

变的小鼠
`

对射线敏感
,

lS 突变的动物 DL
Z。。

为

ZG y
。

相反
,

它们同系未变异小鼠的 L D 10 。

是 7~

g G y
,

提示缺乏 S CF 可提高放射敏感性
。

在这个报告中
, r S C F 的作用提示对放射敏

感的肿瘤
,

如未移植骨髓支持的淋巴瘤
,

提高照

射剂量是可行的
。

〔P r o e N : , t l A ca d 反 1 U S A I , 9 2 ; 8 9
: 9 4 64~ 9 46 8

,

马云坤节

译 郭
`

鹤 杨凤桐校 〕


