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当归多糖照射前后给药对放射损伤小鼠造血功能恢复的 

比较研究 

张 雁，吴 宏，关雪晶，周 明 

(重庆医科大学干细胞与组织工程研究室、基础医学院组胚教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究和比较当归多糖(Adhesion molecule，APS)2种不同给药方式对放射损伤小鼠造血功能的修复作用。方法：外 

周血WBC、RBC、PLT及BMNC计数；流式细胞术检测APS对放射损伤小鼠Sca—I+BMNC粘附分子CD44和CD49d表达、BMNC 

细胞周期的影响；MTF法测定 APS对放射损伤小鼠骨髓细胞增殖活性的影响。结果：与正常组 比较 ，各 Ns组外周血 WBC、 

RBC、PIJT及 BMNC计数明显减少，Sca一1 BMNC CD44、CD49d表达、骨髓细胞增殖活性明显下降，BMNC G0／G 期细胞比例显著 

增加。各 APS预处理组能在更早期促进外周血各系和 BMNC数目恢复、更早促进 Sca一1 BMNC表面 CD44和 CD49d的表达下 

降使放射损伤小鼠造血功能较同时间点 、同等剂量 APS治疗组恢复快。各 APS预处理组骨髓细胞增殖活性 、BMNC Gc／G 期细 

胞比例较同时间点、同等剂量 APS治疗组差异无统计学意义(P>0．05)。结论：APS对放射损伤小鼠造血功能具有修复作用，初 

步观察 APS预处理组优于 APS治疗组。 
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were made；flow cytometry detected the expression of CD49d， 

CD44 OH Sca一1 BMNC and the cell cycle on BMNC， the 

proliferation of BMNC were evaluated by MTI"assay．Results：As 

这是一个整体的、动态的过程。我们只有认识了整个过程中 

大量基因所起的作用和基因精确表达的调控机制，才能从根 

本上预防和解决心脏疾患。组蛋白乙酰化修饰正是除了基因 

本身的相互作用之外的一个全新角度，这也将为心脏发育的 

研究注入新的热点。p300在心脏发育基因中的重要作用使 

它可能成为先天性心脏病临床干预预防的关键点，这些将为 

探明先天性心脏病的发生机理并施以干预进行临床预防提 

供强有力的基础理论依据。 
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compared with those in control group，the numbers of the peripheral leukocyte，erythrocyte，platelet and BMNC in NS (normal saline) 

group decreased significantly；the expression of CD49d，CD44 on Sca'I+BMNC and the proliferation of BMNC declined；and the 

percentage of GdGl phases significantly increased．APS pretreatment could promote peripheral blood cells and BMNC numbers to recover， 

decrease the expression ofCD49d，CD44 on Sca—I+BMNC in earlier period to make the hematopoietic function ofradiation injured mice in 

pretreated groups to recover more quickly，as compared with APS treated groups receiving the spine dose at the same time．The proliferation 

of BMNC and the percentage of GJG1 phases in APS pretreated groups had no significant differences from those in APS treated groups 

receiving the same dose at the same time(P>O．05)．Conclusion：The results support our hypothesis that APS can be used to treat the 

hematopoietic type of acute radiation sickness．APS pretreated groups had better results than APS treated groups in initial observation． 

【Key words】APS；Adhesion molecule；Sca一1；CD44；CD49d 

目前肿瘤的治疗除手术外 ，放疗是主要的治疗手段。但 

放疗缺乏特异性 ，在杀死肿瘤细胞的同时，也损伤正常细胞。 

因此，寻找可以拈抗辐射损伤药物的研究越来越多。当归作 

为中医“补血 、活血”要药已有数千年的临床应用历史，当归 

多糖(Adhesion molecule，APS)是其主要化学成份之一。近年 

来研究发现 APS既可通过上调造血微环境中的基质细胞分 

泌造血生长因子来促进正常造血细胞生成I ：I，又能抑制白血 

病细胞增殖并诱导其向红系、粒系等方向分化 ，且能促进 

造血干细胞的动员[5,61，还能显著提高辐射损伤小鼠外周血 

象，促进造血功能 ，本研究通过动态检测 APS对放射损伤小 

鼠骨髓BMNC粘附分子的表达水平和细胞周期的影响，旨在 

比较 APS照射前后给药对放射损伤小鼠造血功能恢复的治 

疗效果 

1 材料与方法 

1．1 材料 

健康成年未交配 BALB／c小鼠，清洁级，雌、雄各半，8— 

12周龄，体重 l8～22 g，由重庆医科大学实验动物中心提供。 

当归多糖(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 )。RPMI1640培养液(Gibco公司)配成 

1 g／L的工作液，正压过滤除菌。PE标记抗小鼠Sca—l抗体及 

其同型对照抗体(eBioscience公司，4℃保存)、FITC标记抗小 

鼠 CD49d抗体及其同型对照抗体(eBioscience公司，4℃保 

存 )、FITC标记抗小鼠CD44抗体及其同型对照抗体(eBiosci 

enee公司，4~C保存 )、四甲基偶氮噻唑蓝(Methylthiazolylte— 

trazolium，M1Tr)(Hyclone公司)。所用设备包括：超净工作台、 

倒置显微镜、酶标仪、流式细胞仪等。 

1．2 方法 

1．2．1 实验动物的分组及处理 BALB／c小 鼠随机分为 7 

组 ：正常组不作任何处理。Ns预处理组、2 mg／kg APS预处理 

组和 8 mg／kg APS预处理组分别腹腔注射 NS、2 mg／kg APS 

和 8mg／kgAPS，0．2ml／次 ，d ，连续注射 7 d，第 8 d以上 3组 

小 鼠与 Ns治疗组 、2 mg／kg APS治疗组和 8 mg／kg APS治疗 

组 BALB／c小鼠一起全身均匀照射 x射线，总剂量 4．0 Gy，吸 

收剂量率为 3．76 Gy／min，时间 1．25 min，焦点 一鼠距 98 cm， 

面积 25 x 25 cm2。照射后第 3 h到第 4 h内除正常对照组外 

其它 6组分别腹腔注射 NS、2 mg／kg APS和 8 mg／kg APS， 

0．2 ml，次，d，连续注射 6或 13 d，分别于照射后第 7、14 d采 

集外周血后处死小鼠并取骨髓。共计小鼠3l8只，正常对照 

组和其它6组第7 d每组30只，其中外周血和骨髓粘附分子 

检测共 l2只，骨髓细胞增殖能力检测共 l2只，细胞周期测定 

共6只；除正常对照组外其它6组第14d每组 l8只，其中外 

周血和骨髓粘附分子检测共 12只，细胞周期测定共 6只。 

1．2．2 外周血 WBC、RBC、PLT及 BMNC计数 照射后第 7、 

14 d取小鼠眼眶血后以颈椎脱臼法处死小鼠，用常规方法进 

行 WBC、RBC、PIJrr计数及用 PBS冲出股骨骨髓。采用 FieoN 

— Hypagne密度梯度离心法，2 500 r／min离心 20 min后获取 

BMNC，用 PBS洗涤 2次，制成 BMNC悬液，按 WBC计数方 

法进行 BMNC计数。 

1_2．3 APS体内对小鼠骨髓细胞增殖能力的影响 照射后 

第 7 d处死小 鼠采集骨髓，将 1×106个／ml骨髓细胞接种于 

含 100 ml／L胎牛血清的 RPMI1640培养液的 96孔板中，置 

37℃培养箱内孵育 72h，终止前 5 h，掺入 M'IT5 mg／m1)10 1／ 

孔，终止培养时离心弃上清，每孔加入 150 lDMSO溶解 MTY 

还原产物甲膳，充分震荡 10 min，全 自动酶标仪用 570 am波 

长测 A值，以 A值代表骨髓细胞活性。 

1．2．4 Sca—l+BMNC细胞表面粘附分子 CD44、CD49d表达的 

检测 照射后第 7、14 d BMNC计数后取 BMNC细胞悬液 

100 l，加入新鲜稀释的 PE标记的Sca一1单抗 100 IXl，4~C 

避光孵育 30 min，PBS洗涤 2次后再加入稀释的FITC标记 

的CD49d或 CD44单抗 ，4~C避光孵育 30 min。洗涤后重悬细 

胞 ，置流式细胞仪，检测 Sca一1 BMNC细胞表面 CD44、CD49d 

的表达。 

1．2．5 BMNC细胞周期的测定 照射后第 7、14 d收集 BM— 

NC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~C水浴孵育 30min；加 

入碘化丙啶染色液(50 g／m1)避光反应 30 min，流式细胞仪 

检测，Muhicycle软件(日本 PHENIX公司)分析。 

1-3 统计 学方法 

NS组 7 d、NS组 14d、2mg／kgAPS组 7d、2mg／kgAPS组 

14 d、8 mgkg APS组 7 d和 8 rag／ks APS组 14 d 6组之间比 
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较采用析因设计 ，此 6组与正常组之间的比较采用单因素方 

差分析(Dunnett’s t检验 )，数据均经 SAS 10．1统计软件进行 

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 BMNC 

的影响 

照射后第 7、14dNS治疗组和NS预处理组小鼠全血各系及 

BMNC细胞数全面下降，与正常组差异有统计学意义(P<0．05)； 

照射后第 7、14 d各 APS治疗组或 APS预处理组小鼠外周血 

WBC、RBC和 PLT及 BMNC与同u,／I司点 NS治疗组或 NS预 

处理组相比下降幅度小 ，恢复快；各 APS组第 14 d与第 7 d 

相比均有上升趋势；8 mg／l‘g APS治疗组或 8 mg／kg APS预处理 

组较 2 mg／kg APS治疗组或 2 mg／kg APS预处理组各指标下降 

幅度小；APS组 RBC和P 可恢复到正常组水平(JP>0．05)， 

但各 APS组 WBC和 BMNC较正常组仍有差异(P<0．05)； 

各 APS预处理组与同时间点 APS治疗组相比各项指标恢复 

快，其中2mg／kgAPS预处理组和同时间点 2mg／kgAPS治疗 

组相比除第 7、14 d RBC和第 7 d P1 外其他指标均恢复较 

快，差异均有统计学意义(P<0．05)，8 mg／kg APS预处理组 

和同时间点 8 mg／kg APS治疗组相比除第 7 d PLT和第 14 d 

RBC外其他指标均恢复较快，差异均有统计学意义(尸<0．05) 

(表 1)。 

2．2 APS对放射损伤小鼠骨髓 Sca-1+BMNC表 面粘附分子 

CD44、CD49d表达的影响 

照射后第 7、14 d NS治疗组和 NS预处理组小鼠 Sca一1 

BMNC表面 CD44、CD49 d表达 的阳性率 明显低于正常组 

(P<0．05)，第 14 d较第 7 d CD44表达有明显上升(P<0．01)； 

第 7 d各 APS治疗组小鼠 Sca—I+BMNC表面 CD44、CD49d 

表达的阳性率明显高于正常组(P<0．05)，而各 APS预处理 

组表达阳性率则低于正常组(JD<0．05)；第 14 d各 APS治疗 

组和各 APS预处理组较第 7 d均表达下降，且均低于正常组 

(P<0．05)；各 APS预处理组和同时间点、同剂量 APS治疗组 

相比差异无显著性(Jp>0．05)；第 7 d 2mg／kgAPS治疗组(或 8 

mg／kg APS治疗组)和同时间点 2 mg／kg APS预处理组(或 8 

mg／kg APS预处理组)相比明显上升(P<O．01)，第 14 d差异 

无统计学意义(P>0．05)(表 2)。 

2．3 APS对放射损伤小鼠骨髓细胞增殖能力的影响 

NS治疗组和 NS预处理组小鼠骨髓细胞的增殖能力(分 

别为 0．28±0．06、0．30±0．04)显著低于正常组(0．57±0．14， 

P<0．05 o 2 mg／kg APS治疗组或 2 mg／kg APS预处理组小鼠骨 

髓细胞的增殖能力(O．41±0．05或 O．43±0．09)较 NS治疗组 

或 Ns预处理组增强(P<0．01)，但低于 8 mg／kg APS治疗组 

(0．47 4-0．26)或 8 mg／kg APS预处理组(0．49±0．05)(尸<0．05)， 

且各组均低于正常组，差异有统计学意义(P<O．05)。各 APS 

预处理组骨髓细胞增殖能力较同剂量 APS治疗组增强，但差 

异无统计学意义(P>0．05)。 

2．4 APS对小鼠 BMNC细胞周期的影响 

照射后第 7、14d NS治疗组和NS预处理组小鼠BMNC停 

滞于G ／G 期，S期合成减少，与正常组比较差异显著(P<0．05)， 

随时间推移，GEG 期细胞比例呈由高到低的变化 ，第 14 d时 

仍未恢复正常；各 APS组第 7、14 d S期合成活跃 ，除第 7 d 2 

mg／kgAPS治疗组外均与 Ns治疗组比较差异显著(p<0．O1)，8 

mg／kgAPS治疗组或 8 mg／kgAPS预处理组较 2 mg／kgAPS治疗 

组或 2mg／kgAPS预处理组 S期比例增高，但差异无统计学意 

义(尸>O．05 o照射后第 7、14d各 APS预处理组和同时间点、同 

剂量 APS治疗组相比差异无统计学意义(P>O．05)(表 3 o 

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

与正常组比较 P<0．05，各 APS治疗组 与 Ns治疗组比较·P<0．05；各 APS预处理组与 Ns预处理组比较·P<O．05 
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与正常组比较☆尸<0．05，各 APS治疗组 与NS治疗组比较Ap<o．05；各 APS预处理组与 NS预处理组比较Ap<o．05 

表 3 APS对放射损伤小鼠骨髓 BMNC细胞周期的影响(n=l2，X±s) 

与正常组比较 P<O．05，各 APS治疗组 与 Ns治疗组比较 P<O．05；各 APS预处理组与Ns预处理组比较Ap<o．05 

3 讨 论 

射线可导致机体发生一系列生物学效应 ，出现病理、生 

化和形态学上的变化，其中以造血组织最为敏感。本实验结 

果显示，两 NS组小鼠照射后全血各系及 BMNC细胞数全面 

下降，与正常组相比有明显差异(P<0．05)，提示放射损伤模 

型建立成功且稳定。造模成功后的 NS组小鼠表现出现精神 

萎靡，反应迟钝 ，皮毛蓬松，少动倦怠，懒食易惊，与传统医学 

所述血虚、虚损等临床表现相符。 

由于外周血中血细胞数量可间接反映骨髓的造血功能， 

因此，检测辐射后小鼠外周血中血细胞数量的变化可用于评 

价辐射防护剂的防治作用。本实验结果显示，第 7、14 d各 Ns 

组小鼠外周血 WBC、RBC、PLT和 BMNC数 目急剧下降 ，各 

APS组均可减少射线导致的外周血各系和 BMNC的下降幅 

度，其中 APS预处理组外周血各系和 BMNC数目恢复明显快 

于同时间点同剂量 APS治疗组，8 mg／kg APS预处理组恢复 

最快。 

骨髓造血过程局限在骨髓腔内的血管外间隙，由骨髓基 

质细胞和细胞外基质共同构成造血微环境。在造血干，祖细 

胞、基质细胞和髓窦内皮细胞表面及骨髓基质内有一系列 

粘附分子受体／配体，它们之间的相互作用介导了造血微环境 

对造血的调节 。Sea一1是小鼠造血干细胞的标志分子，它能 

在多能干细胞上表达，故选用 Sca—l作为干细胞识别标记。 

在造血干／祖细胞粘附于内皮层的过程中选择蛋白的作用举 

足轻重，在这一阶段内皮细胞表面的E一选择蛋白的主要配 
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体是造血干／祖细胞上的 CD44分子 ，正是此二者的相互作 

用介导了这两种细胞间的粘附㈣。CD49d是介导造血干细胞 

与骨髓粘附最重要的粘附分子，参与了动员中骨髓造血干细 

胞的重新分布和归巢过程⋯I。Vermeulen等【-21以粘附分子抗体 

封闭小鼠干细胞后发现抗 CD44和抗 CD49d对 CFU—S进入 

骨髓 的抑制程度达 77％一86％，而其他粘附分子抗体的抑制 

作用明显不如前两者 ，这说明干细胞归巢、增殖、分化依靠 

CD44和 CD49d的作用。CD44和 CD49 d表达的高低 ，将影 

响造血细胞与细胞外基质的粘附 ，从而影响造血干细胞的增 

殖。本实验中第 7 dNS组 Sca—l BMNC CD44和 CD49 d表达 

较正常组显著下降，但第 14 d较第 7 d表达显著增加，推断 

粘附分子表达先下降可促进骨髓中成熟血细胞释放到外周血 

以补充照射后血细胞的下降，而后表达的上升可能为受照射 

后骨髓内残存的、具有造血功能的造血细胞在内稳态被破坏 

后，增强其粘附分子的表达 ，进而增加造血细胞增殖 、分化能 

力，加速造血功能的恢复。第 7 d各 APS治疗组 Sca一1+BMNC 

CD44和 CD49d表达显著增加，而各APS预处理组 Sca一1+BMNC 

CD44和 CD49d表达则显著下降，各组第 14 d较第 7 d下降 

更明显，推测 APS预处理组与 APS治疗组相 比能在更早期 

促进骨髓造血细胞的增殖与分化 ，且能更早促进 Sca-I+BM— 

NC表面 CD44和 CD49d的表达下降 ，从而使其与基质细胞 

的粘附性降低 ，以允许成熟的血细胞更快 、更容易地进入外 

周血循环。 

机体受到辐射后，射线作用于骨髓造血干／祖细胞，使骨 

髓幼稚造血细胞受损，细胞增殖功能受阻[131。本实验可见各 

APS组骨髓细胞增殖活性均高于 NS组且低于正常组 ，说明 

APS可减弱辐射对造血微环境和造血细胞的损伤，促进造血 

细胞的增殖 ，但各 APS预处理组与同时间点 、同剂量 APS治 

疗组相比BMNC增殖能力差异不明显。辐射可引起细胞发生 

恶性转化，也可导致细胞死亡，而另有一些细胞对辐射却产 

生适应性或抗性，最终长期存活下来 ，此差异与辐射对细胞 

周期的影响密切相关。我们的研究表明：辐射损伤后 BMNC 

发生 Go／G。期阻滞 ，第 14 d时仍未恢复，各 APS组较 NS组 

恢复快，但各 APS预处理组与同时间点、同剂量 APS治疗组 

相比G0／G．期差异不明显。 

综上所述，本实验各 APS预处理组疗效优于同时间点、 

同剂量 APS治疗组可能是通过降低造血干细胞表面的粘附 

分子的表达，以促使骨髓细胞更早进入外周血循环，这对于 

放射治疗的肿瘤患者、辐照中心的工作人员以及一些特殊工 

作中用到射线检查等的工作人员预防辐射损伤具有重要意 

义 。 
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