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rhIL一3和 GM —CSF对 线照射猴外周血 

淋巴细胞损伤的防护作用研究 

崔玉芳 杨红 罗庆良 董波 柳晓兰 徐菡 毛秉智 王德文 

【摘要】 目的 观察重组人白细胞介素一3(rhlI 一3)和粒细胞一巨噬细胞集落刺激因子(GM —CSF)单用 

与伍用对 3．0 Gy了线照射猴外周血淋巴细胞损伤的防护作用，为造血生长因子用于急性放射病的治疗提供 

依据。方法 3O只恒河猴随机分为 rhlI 一3(20和 60 btg·kg ·d )、GM —CSF(10／tg·kg ·d一)、IL一3 

4-GM —CSF、照射对照及正常对照共 6个组。7线全身照射 3 0 Gy连续给药 21 d后，用碱磷酶免疫组织化学 

法检测 T细胞亚群、Bax和 Bcl一2蛋白，用原位末端标记方法检测淋巴细胞凋亡率。结果 ①照射后外周血 

淋巴细胞数、T细胞及其亚群均显著低于正常组，照射对照组 T、Tn和 Ts淋巴细胞分别下降至正常对照组的 

42％、41 和 57 。②单独给予GM—CSF和GM—CSF+IL一3后，外周血淋巴细胞数量及 T、TH细胞的降低 

均受到明显抑制，两组的淋巴细胞数均相当于照射对照组的 1．48倍 ，GM —CSF组 T、T 细胞分别为对照组 

的 1．57和 1．76倍，GM—CSF+IL一3组 T、Tw淋巴细胞分别为对照组的 1．48和 1．72倍。③照射后淋巴细 

胞出现大量凋亡；用 GM—CSF和 GM—CSF+IL一3后能明显抑制照射引起的淋巴细胞凋亡 ，两组淋巴细胞 

凋亡率分别降低到照射对照组的 41 和 48 。结论 一定剂量的GM —CSF或GM —CSF+IL一3能明显抑 

制照射引起的淋巴细胞以及 T和 Tw细胞的降低；上述造血因子抑制辐射引起的淋巴细胞下降和改善免疫功 

能的机制之一是通过抑制淋巴细胞凋亡途径实现。 

【关键词】 细胞因子 ； 辐射； Bax蛋白； Bcl一2蛋白； T细胞亚群； 细胞凋亡 
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[Abstract] Ohjective To observe the radioprotection of recombinant human interleukin一3(rhlL一3)， 

granulocyte—macrophage colony—stimulating factor(GM —CSF)and rhIL 一3(rhlL 一3+ GM —CSF)on 

peripheral lymphocytes of rhesus monkey irradiated by 3．0 Gy 7一rays。and attempt to provide evidence of 

cytokines used effectively in the therapy of acute radiation sickness．Methods Thirty rhesus monkey used in 

the experiment were randomly divided into six groups of rhIL 一3 20 btg·kg一 ·d一 ，6O g·kg一 ·d ， 

GM —CSF 10 btg·kg ·d ，IL一3 2O btg·kg ·d GM —CSF 10 btg·kg一 ·d ，radiation control and 

normal contro1．21 d after whole body 7一irradiation and subcutaneous injection of cytokines。T lymphocyte 

and its subsets，Bax／Bel一2 proteins in lymphocytes were determined by immunohistochemical staining with 

alkaline phosphatase，and lymphocyte apoptosis was detected by TdT —mediated dUTP nick end labeling 

(TUNEL)technique．Results (1)After irradiation the quantities of peripheral lymphocyte，T eell and its 

subsets obviously decreased as compared with those of normal controls．For instance．the percentages of 

lymphocyte，T，TH and Ts cells in radiation control group reduced to 44 ，42 ，41 and 57 of normal 

controls，respectively．(2)After radiation the reduction of lymphocyte，T，TH and Ts cells were evidently 

improved by injection of GM —CSF and GM —CSF+IL一3，The T，TH cells in GM —CSF and GM —CSF+ 

IL一3 groups were respectively elevated bv 1．57 and 1．76 fold。as well as 1．48 and 1．72 f0ld of radiation 

controls．(3)A large amount of lymphocyte apoptosis was found after radiation。GM —CSF and GM —CSF+ 

IL 一3 treatment could distinctively inhibit abundant lymphocyte apoptosis induced by acute irradiation．the 

apoptotic rates of lymphocytes in GM —CSF and GM —CSF+ IL一3 groups reduced to 41 and 48％ 

respectively when compared with that of radiation controls．Conclusion A definite dose of GM —CSF and 

GM —CSF+IL一3 could suppress the reduction of lymphocyte，T and TH ceils and lymphocyte apoptosis 

induced by 3．0 Gy 7一irradiation．It confirms that inhibition of GM —CSF and GM —CSF+ IL 一3 on 

lymphocyte reduction as well as apoptosis might be one of the major causes to alleviate radiation injury of 

lymphocytes and improve the immunological function． 
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近年来，造血生长因子用于急性放射病治疗的 

研究已经受到关注并且取得了较好的进展。目前已 

有将白细胞介素一3(IL一3)、粒细胞一巨噬细胞集落 

刺激因子(GM—CSF)等细胞因子应用于治疗急性 

辐射事故患者的报道。 。本实验中观察了重组人 

IL～3(rhlL一3)和 GM—CSF单独应用和联合应用 

时，对 线照射猴外周血淋巴细胞损伤的防护作用， 

以期为造血生长因子能有效应用于急性放射病的治 

疗提供直接依据。 

1 材料与方法 

1．1 动物分组与照射方法：30只恒河猴由本院实 

验动物中心提供，体质量 3～5 kg。随机分为正常对 

照组(正常组)，照射对照组(照射组)，rhlL一3组(又 

分 20和 60肛g·kg ·d 组)，GM —CSF组 

(10 g·kg ·d )，以及 GM —CSF+IL一3共 

6个组．每组 5只动物。除正常组外，其余各组均采 

用∞Co7一射线全身照射，照射剂量为 3．0 Gy，剂量 

率为 3．257 Gy／min。 

1．2 给药与制样：照后当天皮下连续给药 21 d，对 

照组注射等量生理盐水。于给药后 21 d，每只动物取 

外周血 3～5 m1分离淋巴细胞，常规分离淋巴细胞 

后制成淋巴细胞离心涂片，固定后用于 T淋巴细胞 

亚群、淋巴细胞凋亡等多种指标的检测。 

1．3 T淋巴细胞亚群检测和计数：用碱磷酶免疫组 

织化学(组化)染色检测 T细胞总数和 T淋巴细胞 

亚群。 。CD。(T淋 巴细胞)、CD (T辅助细胞 ，Tw)、 

CD。(T抑制细胞，T )单克隆抗体均购自北京邦定 

生物医学公司，生物素标记的羊抗鼠二抗和碱磷酶 

标记链霉卵白素(SP—AP)均为美国Santa Cruz生 

物技术公司产品。每个样品计数 300～500个细胞， 

计算其均值。 

1．4 淋 巴细 胞凋 亡 的检 测：用原 位末 端 标记 法 

(TUNEL)细胞凋亡检测试剂盒(购自德国宝灵曼 

公司，含标记缓冲液、TdT、Bio—duTP、Converter— 

POD工作液等)进行检测，实验步骤及检测标准均 

按说明书进行“：。 

1．5 淋巴细胞 Bax、Bcl一2蛋 白检测：用碱磷酶免 

疫组化染色进行检测。Bax、Bcl一2单抗和生物素标 

基金项目：全军“十五”医药卫生科研基金资助项 目(O1L018； 

01MA075) 
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记二抗、Avidin—HRP均 为美国 Santa Cruz生物技 

术公司产品 。 

1．6 统计学处理：采用 t检验进行统计学分析。 

2 结 果 

2．1 IL一3和 GM —CSF对实验猴外周血淋巴细胞 

数量的影响：表1结果显示，①3．0Gy 射线照射后 

21 d，各照射组外周血淋巴细胞均显著低于正常组， 

照射对照组仅为正常组的 44 ：②单独给予两种剂 

量 IL一3后，与照射对照组比较，淋巴细胞百分数未 

见差别；⑧单独给予GM —CSF和 GM —CSF联合 

应用 IL一3后，外周血淋巴细胞的降低受到一定程 

度抑制，与照射对照组比较，两组的淋巴细胞数均相 

当于对照组的 1．48倍。虽然两组淋巴细胞数仍明显 

低于正常组，然而只有GM—CSF+IL一3显示出明 

显差别(尸<0．05)。 

表 1 IL一3和 GM —CSF对猴外周 

血淋巴细胞的影响( 土s) 

Tab．1 Effect of IL 一3 and GM —CSF on peripheral 

lymphocyte of rhesus monkey(x-ks) 

注 ：与照射对 照组 比较 ： P<O．05 

2．2 IL一3和 GM —CSF对实验猴 外周血 T淋 巴 

细胞亚群的影响：表2结果表明，①3．0 Gy 射线照 

射后 21 d，照射对照组 T淋巴细胞及其亚群均明显 

降低，T、Tw和 Ts淋巴细胞分别下降至正常组的 

42％，41 和 57 ；②单独给予 20 g·kg-1·dI1 

和 60肛g·kg-1·d 的 IL一3后，与照射对照组比 

较，T、T 和 Ts细胞亚群数量未见差别，甚至略低 

于照射对照组；③单独给予GM —CSF和GM—CSF 

联合应用IL一3后，与照射对照组比较，T和 Tw淋 

巴细胞数量的降低受到明显抑制，GM —CSF组的 

T和 T 细胞分别为对照组的 1．57和 1．76倍， 

GM—CSF+IL一3组 T和 T 淋巴细胞分别为对照 

组的 1．48和 1．72倍，而 Ts细胞未见差别。 

2．3 IL一3和 GM —CSF对实验猴外周血淋巴细胞 

凋亡的影响：进一步分析上述两种造血因子单独 

(GM—CSF)和联合应用时抑制照射引起淋巴细胞 

下降的原因，发现二者均能明显抑制照射引起的淋 

巴细胞凋亡，3．0 Gy照后 21 d，GM—CSF组和联合 
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应用组淋巴细胞凋亡率分别降低为照射对照组的 

41 和 48 ，但仍然高于正常对照组。见表 3。 

表 2 IL一3和 GM—CSF对猴外周 

血 T细胞及其亚群的影响( ±s) 

Tab．2 Effect of IL 一3 and GM —CSF on peripheral T cell 

and its subsets of rhesus monkey(x~s) 

注：与照射对照组比较：一 P<0．01 

表 3 IL一3和 GM —CSF对实验猴外周血淋巴细胞 

凋亡率的影响( ±s) 

Tab．3 Effect of IL 一3 and GM —CSF on peripheral 

T lymphocyte apoptosis of rhesus monkey(x-is) 

注：与照射对照组 比较 ：一 P<0．01 

2．4 3．0 Gy照射实验猴外周血淋巴细胞 Bax和 

Bcl一2蛋白的表达：观察外周血淋巴细胞 Bax蛋白 

表达与细胞凋亡的关系，发现照射后 Bax蛋白表达 

迅速升高．与淋巴细胞凋亡率的增加呈现较好的相 

应关系，二者在照射后 21 d均明显高于照射对照 

组，分别为照射对照组的 7．2倍和 1．4倍；而 Bcl一2 

蛋白表达与淋巴细胞凋亡呈现出相反的变化趋势， 

照射后迅速下降，相当于对照组的 65 。单独给予 

GM—CSF和GM—CSF联合应用IL一3时，在明显 

抑制照射引起的淋巴细胞凋亡的同时，也抑制了淋 

巴细胞 Bax蛋白的升高和 Bcl一2蛋白的降低，在 

GM —CSF组二者分别为照射 对照组的 66 和 

1．31倍 (Pd0．05)；在 GM —CSF+IL一3组二者分 

别为照射对照组的 66 和 1．28倍(P<0．05)，但照 

射后 21 d两组均未恢复到正常对照水平。见表 4。 

3 结 果 

3．1 关于造血生长因子用于急性放射病治疗的研 

究，近年来已经倍受关注，并取得了令人瞩目的进 

展。本实验中观察了rhIL一3和GM —CSF单独应 

用和联合应用时，对 3．0 Gy 7线照射猴外周血淋巴 

细胞损伤的防护作用，结果表明，单独应用 IL一3 

后，两个剂量组与对照组相比均未见差别；而单独应 

用 GM—CSF或 GM —CSF联合应用 IL一3后，能 

表 4 3．0 Gy照射猴外周血淋巴细胞 Bax和 

Bcl一2蛋白表达与凋亡的关系( ±s) 

Tab．3 Relationship between the expression of Bax 

and Bcl一2 proteins and lymphocyte apoptosis 

in 3．0 Gy irradiated rhesus monkey( ±s) 

注 ：与照射对照组 比较： P<0．05。一 P<0．01 

明显抑制照射引起的淋巴细胞百分数的降低以及 T 

细胞和 T 细胞的降低，证实上述造血生长因子不 

仅对粒系造血系统辐射损伤具有防护作用，而且对 

淋巴系统的损伤也有一定的防护作用。分析其防护 

作用的机制，作者认为，rhIL一3和 GM—CSF均为 

早期造血生长刺激因子。已有资料表明，IL一3是一 

个多功能细胞因子，不仅能作用于粒系、单核一巨噬 

细胞系，对淋巴造血细胞系也具有一定作用，如调节 

T细胞的分化成熟、提高对 T细胞依赖性抗原的免 

疫应答等；而有资料显示GM —CSF可能也具有类 

似的刺激作用和生物功能。本实验中从恒河猴整体 

照射模型证实了上述作用，从一个侧面为细胞因子 

用于急性放射病的治疗及其作用机制提供了新的依 

据。然而对于IL一3单独作用时未观察到其辐射防护 

作用的原因尚值得进一步探讨。 

3．2 单独给予 GM—CSF和 GM—CSF联合应用 

IL一3后，与照射对照组 比较，T和 T 淋巴细胞数 

量降低受到明显抑制，GM —CSF组T和T 细胞分 

别为对照组的 1．57和 1．76倍 ，GM —CSF+II 一3 

组 T和 Tn淋巴细胞分别为对照组的 1．48倍和 

1．72倍。分析上述两种造血 因子单独 (GM —CSF) 

和联合应用时抑制淋巴细胞下降的原因，发现二者 

均能明显抑制照射引起的淋巴细胞凋亡，3．0 Gy的 

7一射线照射后 21 d，GM —CSF组和联合应用组淋 

巴细胞凋亡率分别降为照射对照组的41 和 48 ， 

这一结果提示，GM—CSF的辐射防护作用机制之 
一 是通过抑制淋巴细胞凋亡的途径实现的。 

3．3 现有资料表明，Bax是 Bcl一2家族中具有较 

强作用的促凋亡蛋白，本实验室以往的工作也证实 

Bax具有很强的促进淋巴细胞凋亡的作用 。本实 

验结果表明，7射线照射后Bax表达迅速升高，与淋 

巴细胞凋亡率的增加呈现较好的相应关系(二者在 

照射后分别升高．为对照组的 7．2倍和 1．4倍)。而 

大多数学者认为Bcl一2是最强的抗凋亡蛋白之一， 
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本实验结果也证实，照射后 Bcl一2蛋 白迅速下降 

(相当于对照组的 65 )，其表达与淋巴细胞凋亡呈 

现出相反的变化趋势。从上述结果不难看出。促凋亡 

蛋白Bax的迅速升高和抗凋亡蛋白Bcl一2的急剧 

降低的双重因素，无疑加剧了照射诱发的淋巴细胞 

凋亡。很显然，应用GM —CSF和GM—CSF联合应 

用IL一3抑制照射引起的淋巴细胞凋亡的实质。是 

抑制了淋巴细胞 Bax蛋白的升高和 Bcl一2蛋白的 

降低，在淋巴细胞凋亡率降低的同时，与照射对照组 

比较，GM —CSF组 Bax和 Bcl一2蛋白分别为对照 

组的 66％和 1．31倍；GM—CSF十IL一3组分别为 

对照组的 66 和 1．28倍。 

结论：上述实验结果不仅首次从抑制淋巴细胞 

凋亡的侧面对造血生长因子的辐射防护作用机制提 

出了一些新的观点，而且也为以后从细胞凋亡角度 

寻找改善和减轻辐射免疫损伤的措施提供了重要依 

据。。 。 
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● 

： ·医学书籍导购 · 
● 

： 为解决您买书难的问题，本干U与天津科技翻译出版公司联合，为您代购医学书籍 。 

：肺疾病临床手册(英文原版) 美国医学专家临床会诊 

： Richard A．Bordow等著 定价 ：50元 (美)丹布罗编著 ；王瑛主译 定价：18O元 
：急症医学手册 Jon L．Jenkins等著 定价 ：55元 临床诊断的经验与教训 
：感染性疾病临床手册 (美)Paul Cutler著；张勇等译 定价：45元 
： Nelson M．Gantz等著 定价：44元 肺癌的早期诊断与治疗 
：对症诊断学手册 H．Harold Friedman著 定价：38元 白学义，黄永宏，邱江编译 定价：12．8O元 
：10分钟诊断手册 Robert B．Taylor著 定价 ：33元 普通急救医学行医指南 
：妇科学门诊手册 Carol S．Havens等著 定价 ：3o元 (美)罗伯茨编著；陈景惠，白萍译 定价 ：28元 
2心血管疾病诊断与治疗手册 危重病医学 张文武，张铁良总编写 定价：138元 
： Joseph S．Alpert著 定价 ：33元 急症药物治疗学 王今达，方桢，李振有主编 定价 ：79元 
：凯氏内科学(上、下)(英文影印版) 呼吸系统疾病诊断与鉴别诊断 
2 H．David Humes著 定价：572元 周学敏，王保法主编 定价：2O元 
：袖珍诊疗彩色图谱系列——急症学(英) 烧伤临床解析 葛绳德主编 定价：16．8元 
：Ferguson David I．Fodden编著；王景明等译 定价：48元 胆道外科学疑难危重症学 郭振武著 定价：98元 
：美国名医诊疗手册——心脏病学 冠状动脉疾病彩色图谱 
： (美)Joel W．Heger等编著； (英)M．J．戴维斯著；徐晓雷等译 定价 ：98元 
： 李振有，李玉明主译 定价：26元 肾病分类诊断彩色图谱 
2美国名医诊疗手册 危重病学 (美)苏珊等著；吕宗舜等译 定价：198元 
： 傅强等译 定价：51．8O元 心电图图解速成讲授 王建华等编译 定价：12．5元 
：美国名医诊疗手册一 急症医学 傅强等译 定价 ：31元 心电图的经验与教训 
：影像学诊断问答——呼吸道感染 (美)马里奥特著；王谨译 定价：3O元 
： (澳)Paul S．Thomas等编著 定价：11元 实验室数据的临床应用 (美)D．Robert Dufour著， 

：影像学诊断问答——慢性阻塞性肺部疾病 李振有，陈礼明，郑海洲主译 定价：78元 
2 (澳)Paul S．Thomas著 定价：l2．8元 内科疾病诊断与治疗 戴锡孟主编 定价：10O元 
2通用危重病急救医学 王今达，王正国主编 定价：170元 医生英语 (美)帕金森著 定价：12．5元 

● 

： 
说明：①导购书按定价加 1o 费用(挂号、包装费等)汇款；③汇款时写明所购书名，书写工整；③汇款地点：天津市和平 

区睦南道 122号天和医院《中国危重病急救医学》杂志社收，邮编：300050；④查询电话：022—23042150。 
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维普资讯 http://www.cqvip.com 
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