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当归多糖对辐射损伤小鼠造血系统保护作用的研究
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（重庆医科大学基础医学院组织胚胎学教研室／干细胞与组织工程研究室　４０００１６）

　　摘　要：目的　研究当归多糖（ＡＰＳ）对电离辐射引起小鼠骨髓损伤的影响，旨在阐明 ＡＰＳ对辐射性造血损伤的保护作用。

方法　采用直线加速器一次性４．０Ｇｙ剂量全身均匀照射Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，建立小鼠放射损伤动物模型。取外周血并进行常规检

测，提取骨髓单个核细胞（ＢＭＮＣ）并计数；骨髓切片染色观察骨髓造血细胞数量改变；流式细胞术检测细胞周期，细胞凋亡率；免

疫细胞化学法检测ｐ５３的表达。结果　与对照组相比，生理盐水（ＮＳ）组外周血白细胞（ＷＢＣ）、红细胞（ＲＢＣ）、血小板（ＰＬＴ）及

ＢＭＮＣ计数均明显减少，骨髓腔内造血组织显著减少，ＢＭＮＣＧ０／Ｇ１ 期比例、凋亡率、ｐ５３表达均升高；２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组和８ｍｇ／

ｋｇＡＰＳ组均能提高外周血 ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ及ＢＭＮＣ计数，增加骨髓腔内造血细胞数量，降低Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例以及细胞凋亡

率。结论　ＡＰＳ可以促进骨髓造血系统恢复，对辐射损伤具有良好的保护作用。
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　　当归被广泛应用在中药的复方和验方中，当归多糖（ａｎ

ｇｅｌｉｃａｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＡＰＳ）是当归的主要生物活性物质
［１］，近

年来对ＡＰＳ成分和药理学研究有了新的进展，发现其对机体

免疫系统、造血系统有明显作用以及抗肿瘤、抗放射性损伤的

良好疗效［２］。本文主要探讨ＡＰＳ在造血系统抗辐射损伤方面

的作用，旨在为其作为辐射保护剂提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　采用健康清洁级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，雌雄各半，６～８

周龄，体质量（２０±２）ｇ，购自重庆医科大学动物实验中心。实

验过程中对动物的处理符合《关于善待实验动物的指导性意

见》的标准。主要试剂与设备，ＡＰＳ（产地：甘肃岷县）由重庆医

科大学化学教研室分离、提纯（纯度大于９５０ｍｇ／ｇ）。人淋巴

细胞分离液（ＴＢＤ公司）。苏木素伊红（ＨＥ）染色试剂盒，Ａｎ

ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ检测试剂盒（碧云天生物技术研究所）；抗小

鼠Ｐ５３抗体（碧云天生物技术研究所进口分装）。免疫染色试

剂盒、ＤＡＢ显色试剂（北京中山金桥生物技术有限公司）。超

净工作台、倒置显微镜、酶标仪、流式细胞仪。

１．２　方法

１．２．１　分组处理　小鼠随机分为４组，对照组（注射生理盐

水，共１８只）；生理盐水（ＮＳ）组、２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组和８ｍｇ／ｋｇ

ＡＰＳ组（后３组各５４只），共计１８０只。后３组小鼠采用直线

加速器全身均匀照射，总剂量４．０Ｇｙ
［３］，时间１．２５ｍｉｎ，Ｘ射

线吸收剂量率为３．７６Ｇｙ／ｍｉｎ，焦点距小鼠１００ｃｍ，面积２５ｃｍ

×２５ｃｍ
［４］。照射后约３ｈ内腹腔分别注射 ＮＳ、２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ

和８ｍｇ／ｋｇＡＰＳ，每天０．２毫升／次，连续注射７ｄ后眼眶取血

并处死小鼠，取其骨髓［５］。

１．２．２　外周血检测指标计数　常规方法进行白细胞（ＷＢＣ）、

红细胞（ＲＢＣ）、血小板（ＰＬＴ）计数并取出骨髓。采用Ｆｉｃｏｌｌ

Ｈｙｐａｇｕｅ密度梯度离心法（密度：１．０７７±０．００２），２０００ｒ／ｍｉｎ

离心２０ｍｉｎ后获取骨髓单个核细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ

４３７３ 重庆医学２０１２年１２月第４１卷第３５期
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表１　　４组小鼠外周血细胞和ＢＭＮＣ的比较（狓±狊，狀＝６）

组别 ＷＢＣ（×１０９／Ｌ） ＲＢＣ（×１０１２／Ｌ） ＰＬＴ（×１０９／Ｌ） ＢＭＮＣ（×１０６／股骨）

对照组 ７．０５±０．８７ １０．８４±１．６７ １２０３．３３±２５６．６２ ３．６９±０．７５

ＮＳ组 １．５４±０．１３★ ７．４７±０．３２★ ２８７．７６±７９．６５★ ０．８６±０．１９★

２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组 １．８７±０．１９★ ８．６８±０．６１★▲ ３１８．０８±９６．０１★ １．９１±０．１３★▲

８ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组 ３．４１±０．０７★▲ ９．５９±０．４３★▲ ６２３．０８±１８７．９１★▲ ２．７５±０．１７★▲

　　★：犘＜０．０５，与对照组比较；▲：犘＜０．０５，与ＮＳ组比较。

ｃｅｌｌ，ＢＭＮＣ），制成悬液，按 ＷＢＣ计数方法进行计数。

１．２．３　观察放射后小鼠骨髓的病理学改变　采用颈椎脱臼法

处死小鼠，取出一侧股骨，经取材、固定、洗涤、脱水、透明、透

蜡、包埋、切片、脱蜡复水、ＨＥ染色、封片后，显微镜下观察骨

髓病理学改变［６］。

１．２．４　ＢＭＮＣ细胞周期的测定　收集ＢＭＮＣ，７０％冰乙醇４

℃固定过夜；经磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次，再加入１００μＬ

牛胰核糖核酸酶（１ｍｇ／ｍＬ）；３７℃水浴箱中孵育３０ｍｉｎ，加入

碘化丙啶染色液（５０μｇ／ｍＬ），避光反应３０ｍｉｎ，流式细胞仪检

测，Ｍｕｌｔｉｃｙｃｌｅ软件（日本Ｐｈｅｎｉｘ公司）分析。

１．２．５　ＢＭＮＣ凋亡率的检测　收集ＢＭＮＣ，ＰＢＳ洗涤细胞２

次，用１×ｂｉｎｄｉｎｇ缓冲液调整细胞浓度约为１×１０
６／ｍＬ；取

１００μＬ样品，再加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬ碘化丙啶

（ＰＩ）；混匀细胞，２５℃暗室孵育１５ｍｉｎ；每份样品加入１×

ｂｉｎｄｉｎｇ缓冲液１００μＬ后流式细胞仪检测；利用ＦＣＭ 双参数

分析区分出凋亡细胞并计算凋亡率。

１．２．６　ＢＭＮＣｐ５３蛋白的免疫细胞化学检测　收集ＢＭＮＣ，

制成细胞悬液。４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次每次

５ｍｉｎ；按免疫染色及ＤＡＢ显色试剂盒说明书进行染色、显色，

中性树胶封片。显微镜下观察，ｐ５３阳性细胞核呈棕褐色，阴

性细胞不着色。随机选择５个视野（×４００），每个视野计数

１００个细胞，计算ｐ５３阳性率＝ｐ５３阳性细胞数／１００×１００％。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＰＳ对放射损伤小鼠外周血的影响　照射后第７天 ＮＳ

组与对照组相比，全血各系及ＢＭＮＣ计数全面下降，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组小鼠外周血 ＷＢＣ、ＲＢＣ

和ＰＬＴ及 ＢＭＮＣ与 ＮＳ组相比，各项指标均有所升高，仅

ＲＢＣ和ＢＭＮＣ计数差异有统计学意义（犘＜０．０５）；８ｍｇ／ｋｇ

ＡＰＳ组与ＮＳ组相比，升高更明显，差异均有统计学意义（犘＜

０．０５）；外周血各项指标及ＢＭＮＣ计数至第７天仍低于正常水

平，见表１。

２．２　ＡＰＳ对放射损伤小鼠骨髓的影响　照射后第７天ＮＳ组

与对照组相比，骨髓腔内造血组织显著减少；而２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ

组与ＮＳ组相比，造血组织有所增加；８ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组与ＮＳ组

相比，造血组织明显增加；２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组与８ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组

相比，后者骨髓腔内造血组织多于前者，但至照射后第７天，各

照射组骨髓造血面积仍未恢复至正常水平，见图１。

２．３　ＡＰＳ对放射损伤小鼠ＢＭＮＣ细胞周期的影响　照射后

第７天ＮＳ组ＢＭＮＣ停滞于 Ｇ０／Ｇ１ 期，与对照组比较显著均

有统计学意义（犘＜０．０５）；随时间变化，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例呈

由高到低的变化，到第７天时仍未恢复正常。２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组

和８ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组与ＮＳ组比较，其Ｇ０／Ｇ１ 期比例均下降，差

异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　４组小鼠ＢＭＮＣ细胞周期、凋亡率以及

　　ｐ５３表达阳性率的比较（狓±狊，狀＝６）

组别 Ｇ０／Ｇ１期 （％） 凋亡率（％） ｐ５３表达阳性率（％）

对照组 ５５．８２±２．８４ ５．５３±１．８５ ０．００

ＮＳ组 ７５．２３±１０．６９★ １２．３７±１．２６★ ２３．３９±４．３４★

２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组 ６３．１７±６．０１★▲ ７．２５±０．９３★▲ ２２．４５±４．２７★

８ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组 ６４．６５±４．１７★▲ ６．２４±０．７９★▲ ２２．５７±１．９７★

　　★：犘＜０．０５，与对照组比较；▲：犘＜０．０５，与ＮＳ组比较。

２．４　ＡＰＳ对放射损伤小鼠ＢＭＮＣ凋亡率的影响　照射后第

７天 ＮＳ组ＢＭＮＣ的凋亡率均较正常组显著增高，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组和８ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组与 ＮＳ

组相比，凋亡率均明显下降，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；但

仍高于对照组水平，见表２。

２．５　ＡＰＳ对放射损伤小鼠ＢＭＮＣｐ５３表达阳性率的影响　

对照组小鼠ＢＭＮＣ不表达ｐ５３，ＮＳ组、２ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组和８

ｍｇ／ｋｇＡＰＳ组均有表达，且与对照组相比，ｐ５３的表达率升高

明显，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２，封４图２。

３　讨　　论

骨髓是机体对电离辐射高度敏感器官之一，也是机体的主

要造血器官。电离辐射对造血系统的损伤主要表现为造血功

能的破坏和抑制，而造血功能障碍主要表现为全血细胞减

少［７］。本研究结果显示，与对照组相比，ＮＳ组 ＷＢＣ、ＲＢＣ、

ＰＬＴ及ＢＭＮＣ计数显著降低。ＨＥ染色结果显示，与对照组

相比，ＮＳ组骨髓腔内造血组织面积明显减小，造血细胞数量

减少。

ＡＰＳ有明显的抗辐射作用，主要表现在促进机体造血功

能恢复，增加血细胞含量［８１１］。本研究结果还显示，与ＮＳ组相

比，两种剂量ＡＰＳ组 ＷＢＣ、ＲＢＣ、ＰＬＴ及ＢＭＮＣ计数均上升，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＨＥ染色结果显示，两种剂量

ＡＰＳ组骨髓腔内的造血组织面积均明显增大，造血细胞数量

增多。证明ＡＰＳ可促进电离辐射引起的造血系统损伤的恢

复，与以往文献报道一致。

国内外大量研究表明，电离辐射不仅可以加速细胞衰老，

还可以诱导细胞凋亡［１２］。ｐ５３基因既参与细胞周期停滞，还与
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细胞凋亡密切相关［１３］。野生型ｐ５３基因半衰期短，免疫细胞

化学方法检测不到其表达，故本研究检测突变型ｐ５３基因的表

达。本研究结果显示，ｐ５３基因在对照组不表达，照射组表达

率显著升高，但各ＡＰＳ组和ＮＳ组比较差异不明显，这可能是

由于突变型ｐ５３基因的表达不会因为损伤得到修复而减少所

致。细胞周期和凋亡率检测结果显示，ＮＳ组与对照组相比，

Ｇ０／Ｇ１ 期比例和凋亡率均升高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），各 ＡＰＳ组与 ＮＳ组比较，Ｇ０／Ｇ１ 期比例和凋亡率均降

低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。说明电离辐射可以诱导细

胞凋亡，ＡＰＳ可以促进细胞周期阻滞及凋亡的恢复。

目前，放疗是肿瘤的主要治疗方式，它在杀死肿瘤细胞的

同时也损伤机体正常细胞，因此，辐射保护剂的开发势在必行。

大量文献报道ＡＰＳ有明显的抗辐射、抗肿瘤等作用，但其具体

机制仍不清楚，本研究就 ＡＰＳ抗电离辐射的机制进行基础研

究，为后续研究提供参考依据。
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