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当归多糖对放射损伤小鼠骨髓单个核细胞细胞周期 

及细胞凋亡的影响 

张 雁 ，芮永军 ，糜菁熠 ，吴 宏 

(1．无锡市第九人民医院、无锡手外科医院实验中心，无锡 214062；2．重庆医科大学基础医学院组织与胚胎学教研室， 

重庆 400016) 

【摘 要 】目的：探讨当归多糖(Angelica polysaccharides，APS)对放射损伤小鼠骨髓单个核细胞 Bone ma~ow mononuclear cells， 

BMNCs)细胞周期及细胞凋亡的影响，旨在阐明APS防护辐射性造血损伤的分子机制。方法：BALB／e小鼠随机分为3组：正常 

对照组、生理盐水(Ns)组和APS组。Ns组和APS组小鼠全身均匀照射x射线，照射后腹腔注射给药Ns和8 ms／ks APS，0．2 

ml／(次·d)，连续 6 d，第7天计数外周血 WBC、RBC、PLT及BMNCs；RT—PeR方法检测小鼠BMNCs凋亡相关基因p53mRNA的 

表达水平；流式细胞术检测小鼠BMNCs的细胞周期和凋亡率。结果：照射后第7天APS组外周血WBC、RBC、PLT及 BMNCs计 

数明显高于Ns组；BMNCs的p53mRNA的表达水平、GdG 期细胞比例和凋亡率较Ns组明显下降。结论：APS能通过降低放射 

损伤小鼠BMNCs p53mRNA的表达水平，改善BMNCs细胞周期紊乱，抑制细胞凋亡，促进造血恢复。 
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Effects of angelica pOIysaccha rides On the cell cycle and cell apoptosis in 

bone marrow mononuclear cells of radiation injured mice 
ZHANG Yahl，RUI Yong__】uni，MI Jing-yil，WU Hon 

( ．Laboratory ofHand Surgery，the Ninth People’s Hospital ofWuxi；2．Department ofHistology and 

Embryology，College ofBasic Medcine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the effects of angelica p0lysaccharides(APs)on the cell cycle and cell apoptosis rate in bone mar— 

row mononuclear cells(BMNCs)of radiation injured mice，SO as to illuminate the molecular mechanism of APS sheltering radiation 

injured haematogenesis．Methods：The injured mice were divided into 3 groups：normal control group，normal saline group，and APS 

group．Normal saline group and APS group were given NS or APS for 6 days continuously after the establishment of radiation i~ured 

mice model by X ray．Techniques of peripheral blood cells and BMNCs count were made．p53mRNA in murine BMNCs were assayed 

by RT-PCR．The cell cycle and cell apoptosis in BMNCs were detected by FCM(flow cytometry)on the 7th day．Results：Compare 

with those in NS group，the numbers of the peripheral leukocytes，erythrocytes，platelets and BMNCs in APS group increased signifi— 

canfly，while the expression of p53mRNA，the percentage of Go／G1 phases，and cell apoptosis rate obviously decreased． Conclusion： 

APS can decrease the the expression of p53mRNA，improve the chaos of cell cycle，suppress cell apoptosis in radiation injured mice， 

which can help the recovery of hematopoietic function in mice． 

【Key words]angelica polysaccharides(APs)；mice；radiation injury；cell cycle；apoptosis 

既往研究表 明当归多糖 (Angelica polysaccharides，APS) 

是当归“活血化瘀”或调控血细胞发生的有效成分之一_1I21，它 

既能促进造血干／祖细胞(Hematopoietic stem／progenitor cell， 

HSPC)增殖r31，又能显著提高辐射损伤小鼠外周血象，促进造 

血功能恢复 。故有可能作为一种潜在的辐射防护剂，在肿 
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瘤放疗时辅助使用。但其确切的保护机制尚不明确。骨髓单 

个核细胞(Bone marrow mononuclear cells，BMNCs)是含有造 

血干／祖细胞、有核血细胞和基质细胞等成分的复杂群体，而 

其中的HSPC具有自我更新和分化潜能，BMNCs还能释放某 

些细胞因子促进神经和血管再生，且对射线有较强的辐射敏 

感性[61。本研究通过检测小鼠BMNCs的p53mRNA表达水平、 

细胞周期和凋亡率，为进一步探讨APS促进放射损伤小鼠骨 

髓造血重建的分子机制提供新的思路。 
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1 材料与方法 

1．1 材料和试剂 

健康成年未交配BALB／c小鼠，清洁级，雌、雄各半，8 12 

周龄，体重 18—22 g，由重庆医科大学实验动物中心提供。APS： 

重庆医科大学化学教研室分离、提取、纯化(纯度950 mg／g以 

上)。总 RNA提取剂 RNAisoTMplus(TaKaRa公司)、引物(上海 

生工公司)、逆转录和 PCR试剂盒(TOYOBO公司)等。所用 

设备包括：超净工作台、倒置显微镜、流式细胞仪、电泳仪、电 

泳槽、GelDoc2000凝胶成像仪、PCR仪等。 

1．2 实验动物的分组及处理 

BALB／c小鼠随机分为3组，每组 3O只(12只用于外周 

血和 BMNCs计数 ，6只用于 BMNCs凋亡率检测，6只用于 

p53mRNA检测，6只用于细胞周期测定)，共90只。正常对照 

组不作任何处理。NS组和APS组BALB／c小鼠全身均匀照 

射4．0 Gy X射线[71，吸收剂量率为3．76 Gy／min，时间1．25 min， 

焦点一鼠距98 em，面积25 em x 25 em。照射后3—4 h内分别 

腹腔注射Ns和 8 mg／kg APS，0．2 ml／(次·d)tm，连续注射 6 

d 各组分别于第7天取外周血后处死小鼠收集骨髓。 

1．3 外周血 WBC、RBC、PLT及 BMNCs计数 

照射后第 7天取小鼠眼眶血后以颈椎脱臼法处死小鼠， 

用常规方法进行外周血WBC、RBC、PLT计数。并取其双侧股 

骨。剔除肌肉和结缔组织后 ，剪开股骨两头，用 RPM11640培 

养液冲出骨髓细胞，并经 4号针头过滤制成单细胞悬液 ，采 

用Fieoll—Hypague密度梯度离心法获取BMNCs：用骨髓单细 

胞悬液沿离心管壁缓缓加于淋巴细胞分离液上面，比例为 

1：1，2 500 r／min，离心20 rain，沿试管壁周缘吸取白膜层细胞， 

收获BMNCs移人另一试管中，用PBS洗涤2次，制成BMNCs 

悬液，按白细胞计数方法进行BMNCs计数。 

1．4 半定量 RT—PCR检测 p53 mRNA表达 

取照射后第7天各组的BMNCs细胞 6 X 10 个，离心弃 

上清，1 ml PBS洗涤 2次 ，分别加入 1 ml RNAiso Plus裂解 

液．反复吹打至裂解液中无明显沉淀。按RNAiso Plus试剂 

盒说明书操作，分别提取2组细胞总RNA。紫外分光光度计 

测定总 RNA的0D 0D280值。取适量 RNA用 1％琼脂糖凝 

胶电泳鉴定其完整性。10 l反应体系中总RNA 2 tzl，Oligo 

dT 0．5 txl，AMV Reverse Transeriptase 0．5 Ixl，RNase Inhibitor 

0．25 l，DNTP Mixture 1 Ixl，10 X RT Buffer 1Ixl，MgC12 2 txl， 

RNase Free dH20 2．75 Ixl。逆转录反应条件 ：42~C，30 min； 

99％，5 rain；5℃，5 min。反应产物eDNA一20~C保存待 RT— 

PCR反应。设计引物：p53F：5’一CACGTACTCTCCTCCCCT— 

CAA一3’：R：5’一GGCTCATAAGGTACCACCACG一3’，294 bp； 

GAPDHF：5’一GTGCTGAGTATGTCGTGGAGTCT-3’，R：5’一 

GAGTGGGAG1TrGcTG1TrGAAGT一3’，602 bp。以 RNA反转录 

得到的 cDNA为模板，扩增 p53，GAPDH。配制 50 l反应体 

系：5 XBuffer 10 txl，Taq DNA聚合酶 0．25 txl，目的基因上下 

游引物各 0．5 l，内参上下游引物各O．5 Ixl，cDNA模板 10 

l，加灭菌蒸馏水至50 l。扩增条件：预变性 94℃2 min，1 

个循环 ；变性 94℃ 30 S，退火 ：p53，GAPDH 56~C 40 S，延伸 

72℃40 S，35个循环；延伸 72℃40 S，1个循环。PCR产物进 

行 1％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像分析系统对基因条带进行 

扫描成像，Quantity One软件(Bio Rad)分析电泳图上每条基 

因条带光密度值 ，目标 mRNA的表达量使用内参照 GAPDH 

进行较正。 

1．5 流式细胞术(Flow eytometry，FCM)检测小鼠 BMNCs的 

细胞周期 

照射后第 7天收集 BMNCs单细胞悬液 ，70％冰乙醇固 

定过夜，PBS洗涤2次，加入 100 l牛胰核糖核酸酶(1 mg／ 

m1)，37'：E水浴孵育 30 min；加入碘化丙啶染色液(50~g,／m1) 

避光反应 30 rain，流式细胞仪检测，Multieyele软件(日本 

PHENIX公司)分析。 

1．6 FCM检测 小鼠 BMNCs的凋亡率 

应用 Annexin V—FITC与 PI染色方法对 BMNCs染色 

后 ，每份标本检测 6 000～10 000个细胞。步骤如下：PBS洗涤 

细胞 2次，以 1×binding buffer调整细胞浓度为 lxlO 个／ml； 

取 100 l样品，加入 5 l Annexin V和 5 l PI；轻微混匀细 

胞，25℃暗室孵育 15 min；每份样品加入 100 l l×binding 

buffer；利用FCM双参数分析可区分凋亡细胞并计算出相应 

的百分率。 

1．7 统计学方法 

统计方法采用K—w检验(非参数秩和检验)，组间比较 

用 Bonferroni法调整检验水准，数据均经 SAS 10．1统计分析 

软件系统进行分析，P<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 WBC、RBC、PLT和 BMNCs 

的影响 

照射后第 7天 NS组全血各系及 BMNCs细胞数全面下 

降，与正常对照组比较有显著差异(P<O．05)。照射后第7天 

APS组小鼠外周血 WBC、RBC和 PLT及 BMNCs与 NS组相 

比下降幅度dx(P<O．05)，但与正常对照组比较差异有统计学 

意义(P<0．05)(表 1)。 

2．2 APS对放射损伤小鼠 BMNCs p53mRNA表达水平的影响 

与正常对照组(O．593 3~0．019 4)相比，照射后第 7天 Ns 

组(O．906 7±0．034 5)BMNCs p53mRNA显著增高，差异有统 

表 1 APS对放射损伤小鼠外周血细胞和BMNCs的影响(n=12。x±S) 

注：与正常对照组比较，★，P<0．05；与 NS组比较，▲，P<0．05 
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类化合物[11]、细胞因子 、激素_l引、生物制剂等。由于这些药物 

毒性较大且价格昂贵，因此从天然药物中探索低毒、廉价、多 

靶点、高疗效的新型辐射防护剂是近年来研究的一个方向 。 

当归是祖国传统医学的补血、活血的要药，已有数千年的临 

床应用历史，且药源广、毒性低．使其在中药研究中显示出巨 

大的优势和潜力旧。既往研究证实：APS是当归中“补血”或 

促进血细胞发生的有效成分之一，APS能显著提高辐射损伤 

小鼠外周血象，促进造血功能恢复。但迄今为止，APS抗辐射 

损伤的分子生物学机理尚不清楚。 

p53是目前研究最多的肿瘤抑制基因之一。在维持基因 

组稳定性方面发挥关键性作用_161。既往研究证实．p53作为转 

录因子结合并参与许多细胞功能的调控，如细胞周期控制、 

DNA修复、细胞分化等，同时p53也是电离辐射诱导动物细 

胞凋亡过程的主要调节成分之一[17,18]。p53是目前公认的引 

起Go／G 期阻滞的核心分子，可与特异的DNA序列结合。调 

节与细胞周期阻滞和凋亡相关的基因的转录[191．控制细胞周 

期进程，介导 Go／G 期阻滞，而G0／G 期阻滞可提供充分的时 

间来促使受损DNA修复。若DNA损伤修复不能完成，就会 

诱发细胞凋亡，从而保证基因组的遗传稳定性。本研究通过 

观察 APS对小鼠 BMNCs p53 mRNA表达水平、细胞周期和 

凋亡率的影响，旨在为阐明APS抗辐射损伤的分子机制提供 

实验依据。本实验结果显示：NS组小鼠照射后全血各系及 

BMNCs细胞数全面下降．与正常对照组相比有明显差异(P< 

0．05)，提示放射损伤模型建立成功且稳定，且APS组可减少 

射线所致的外周血各系和BMNCs的下降幅度．该结果与其他 

研究者以往报道一致。辐射损伤后Ns组BMNCs p53mRNA 

的表达、GdG 期细胞比例及凋亡率显著高于正常对照组，但 

以上各观测指标APS组较NS组明显下降。推测其可能的机 

制是 APS通过下调 p53mRNA的表达来加速 BMNCs由 G 

到S期的转换，减轻 GdG。阻滞，抑制 BMNCs凋亡，促进造血 

恢复。 

研究结果初步显示 APS能作用于放射损伤小鼠BMNCs 

凋亡相关基因p53 mRNA而减少BMNCs凋亡、解除Go／G 阻 

滞而具有良好的抗辐射效应。APS防护辐射性造血损伤机制 

是单独作用于p53mRNA还是作用于相关信号传导通路而发 

挥功能?其作用的有效部位、作用靶点、作用机理等研究还有 

待深入探讨。 
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