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电离辐射对小鼠骨髓
3.4#5

阳性细胞损伤效应体外研究"
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"摘要#
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目的
!

观察电离辐射引起小鼠骨髓
3.4#5

6细胞损伤变化%方法
!

磁珠法分选小鼠
3.4#5

6细胞!生物发光法检测细

胞活力!活性氧探针"

789:.7;

$检测细胞内活性氧水平!集落形成数目检测克隆形成能力!流式细胞术检测细胞增殖与凋亡!基

因芯片分析细胞内信号通路变化%结果
!

与
%<

=

组"对照组$比较!

3.4#5

6细胞受到
$<

=

和
0<

=

照射后!细胞活力下降!克隆形

成能力下降!早期凋亡和晚期凋亡细胞比例增加!细胞内活性氧水平升高&与对照组比较!

3.4#5

6细胞受到
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照射后!处于增殖

期"

>

#
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1

#

?

期$细胞比例增加&
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照射后处于增殖期"

>

#
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1

#

?

期$细胞比例下降&
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6细胞受到
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照射后
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等基因表达下调%结论
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电离辐射能够引

起骨髓
3.4#5

6细胞损伤!导致一系列信号通路表达变化%
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造血系统对电离辐射高度敏感#电离辐射能够引起造血系

统损伤#包括急性骨髓抑制和持久性骨髓损伤)急性骨髓抑制

在受到照射后很快发生#主要是快速增殖的造血祖细胞$

KLC.

E5"

I

"#L5#3

I

@"

O

L,#5"@3LGG

#

:B8

%损伤所致)持久性骨髓损伤是

辐射远期损伤的主要表现#主要是由于电离辐射引起的造血干

细胞$

KLCE5"

I

"#L5#3+5LC3LGG

#

:>8

%损伤所致&

$.1

'

)

3.4#5

6细胞

是一群经过富集的富含
:B8

和
:>8

的一类细胞#目前利用磁

珠分选系统能在短时间内快速分选出大量的
3.4#5

6细胞#因此

对
3.4#5

6细胞电离辐射损伤的研究能够初步反应
:B8

和

:>8

损伤情况#对辐射引起造血系统损伤机制研究及损伤防

护药的初步筛选具有重要意义)
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材料与方法
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材料

@&@&@

!

试剂与仪器
!

无血清扩增培养基
>9N?

#购自
>5LC

8LGGPL3K,"G"

O

#L+

公司(

3.4#5

磁珠#购自美天旎公司(细胞活力

检测试剂盒
8LGG5#5L@.<G"

#购自
B@"CL

O

E

公司(甲基纤维素半固

体培养基
?'2'0

#购自
>5LC8LGGPL3K,"G"

O

#L+

公司(活性氧

$

MY>

%检测试剂盒#购自碧云天生物技术有限公司(碘化丙啶

$

BW

%染液#购自索莱宝公司(凋亡检测试剂盒#购自
F7

公司)

多功 能 酶 标 仪#型 号
W,J#,#5L?1%%

#购 自
PN8;Z

公 司)

$'-8+

!

射线辐射源#型号
V>7

#

;R5"3LGG0%

#购自加拿大原子能

有限公司(流式细胞仪#型号
8)

#购自
F7

公司)

@&@&A

!

实验动物
!

无特定病原体$

>B9

%级
82-FH

"

)

雄性小鼠

$2

只#

$/

"

12

O

#购自维通利华#饲养于中国医学科学院放射医

学研究所实验动物中心)

@&A

!

方法

@&A&@

!

3.4#5

6细胞分离
!

无菌分离小鼠双侧股骨胫骨#去除

表面附着肌肉#用
1&2CH

一次性无菌注射器在磷酸盐缓冲液

$

BF>

%中将骨髓细胞冲出#计数获取的细胞数目)每
$[$%

/

细胞加
1%

#

H

的
3.4#5

磁珠#冰上孵育
'%C#,

#孵育结束后加入

2CHBF>

#离心
$2%%@

"

C#,

#

2C#,

)离心完毕用
$%CHBF>

重悬细胞#利用磁珠分选系统进行
3.4#5

6细胞分离&

'

'

)

@&A&A

!

实验分组
!

实验分为
'

组#对照组!取
$[$%

- 个"
CH

浓度的
3.4#5

6细胞悬液
)%%

#

H

加入至
1CHNB

管内#再加入

无血清扩增$

>9N?

%培养基
)%%

#

H

吹打混匀)

$<

=

照射组!

在对照组基础上进行
$<

=

剂量
!

射线照射(

0<

=

照射组!在

'$''

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
10

期

"

基金项目!国家自然科学基金青年项目$

/$0%1)''

%(协和青年基金资助和中央高校基本科研业务费专项资金资助项目$

'''1%$0%%''

%)

!

作者简介$张俊伶$

$(/'\

%#助理研究员#博士#主要从事电离辐射损伤防护及机制研究)

!

#

!

通讯作者%

N.CE#G

!

E#

*

C#,

*

CL,

O$

$1)&3"C
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对照组基础上进行
0<

=

剂量
!

射线照射)

@&A&B

!

小鼠
3.4#5

6细胞活力检测
!

将细胞悬液接种于
()

孔

板内#每孔
1%%

#

H

#每个实验组设置
0

个平行孔)每孔加入
1%

#

H

生物发光试剂#室温避光震荡孵育
'%C#,

#多功能酶标仪检

测细胞发光值)

@&A&C

!

小鼠
3.4#5

6细胞克隆形成能力检测
!

%<

=

接种细胞浓

度
$[$%

0 个"
CH

+

$<

=

接种细胞浓度
1[$%

0 个"
CH

+

0<

=

接

种细胞浓度
$[$%

2 个"
CH

$根据前期系列预实验提示#以上接

种细胞浓度在显微镜下计数最为适宜#克隆数目既不会太多也

不会太少(随照射剂量增加#造血祖细胞损伤严重#形成克隆数

目减少#所以随照射剂量增加需要加大接种细胞浓度%)调整

细胞浓度为接种浓度的
$%

倍#加
%&1 CH

细胞至
1 CH

?'2'0

#振荡器充分混匀#静置
1

"

2C#,

#待气泡消失)用
1&2

CH

注射器连接
$)

%

平头注射器针头#吸取
%&2CH

细胞混悬

液#加入
10

孔板#轻摇培养板#使培养基均匀分布)将培养板

置入
'-]

#

2̂ 8Y

1

培养箱中培养#第
2

天低倍观察集落形成

情况#细胞数大于或等于
'%

为阳性集落)

@&A&D

!

小鼠
3.4#5

6细胞内
MY>

水平检测
!

将
3.4#5

6细胞悬液

$CH

加入
1CH

无菌
NB

管内#

$2%%@

"

C#,

#离心
2C#,

后弃上

清液)每管内加入
2%%

#

HMY>

检测探针&无血清
$)0%

与

MY>

探针$

789:.7;

%比例为
'%%%_$

'#

'-] 8Y

1

水浴锅内

孵育
'%C#,

后离心#弃去上清液后用无血清
MB?W.$)0%

培养

基洗涤
'

次以洗去多余未结合探针#最后用无血清
MB?W.$)0%

培养基将细胞悬起#流式细胞仪检测荧光素$

9WP8

%通道平均

荧光强度)

@&A&E

!

小鼠
3.4#5

6 细胞周期检测
!

取
3.4#5

6 细胞悬液
2%%

#

H

#加入
$C

O

"

CH

的
BW

染液
12

#

H

#使
BW

染液终浓度为
2%

#

O

"

CH

#室温避光孵育
$K

)孵育结束加
2CH

体积的
BF>

溶

液#

$2%%@

"

C#,

#离心
2C#,

后弃上清液)加入
1%%

#

H

体积的

BF>

溶液重悬细胞#流式细胞仪检测细胞周期)

@&A&F

!

小鼠
3.4#5

6细胞凋亡检测
!

取
3.4#5

6细胞悬液#离心

去上清液后加入
$%%

#

HF7

凋亡试剂盒内
$[F#,!#,

O

DRJJL@

试剂#加入
F7

凋亡试剂盒内的
;,,LA#,U

试剂和
-.;;7

试

剂各
2

#

H

#室温避光孵育
$2C#,

#再加入
F7

凋亡试剂盒内
$[

F#,!#,

O

DRJJL@

试剂
1%%

#

H

#流式细胞仪检测凋亡情况)

@&A&G

!

小鼠
3.4#5

6细胞受照射后发生改变的信号通路分析
!

取
3.4#5

6细胞悬液#离心去上清液后加入
$CH

体积的
P@#S"G

试剂#交由上海康成生物工程有限公司进行全基因组的基因芯

片分析后进行聚类分析)

@&B

!

统计学处理
!

采用
<@E

I

KBE!B@#+C2

软件对数据进行处

理#计量资料以
B 2̀

表示#多组间的均数比较采用单因素方差

分析#以
C

$

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

电离辐射对小鼠
3.4#5

6 细胞活力+细胞克隆形成能力

$

89V.<?

%及细胞内
MY>

水平的影响
!

与对照组比较#受照

射后小鼠
3.4#5

6细胞活力下降#细胞克隆形成能力下降#以上

两项检测指标随细胞受照射剂量增加而递减)与对照组比较#

受照射后小鼠
3.4#5

6细胞内
MY>

水平升高#且随照射剂量增

加递增#见表
$

)

A&A

!

电离辐射对小鼠
3.4#5

6细胞
>

"

<

1

"

?

期+早期凋亡及晚

期凋亡的影响与对照组比较
!

与对照组比较#受
$<

=

照射后

小鼠处于
>

"

<

1

"

?

期细胞比例增加$

C

$

%&%2

%#受
0<

=

照射

后小鼠
3.4#5

6 细胞处于
>

"

<

1

"

?

期细胞比例明显下降$

C

$

%&%2

%)与对照组比较#受照射后小鼠早期凋亡及晚期凋亡细

胞比例随照射剂量加大而明显增加#见表
1

)

表
$

!!

受照射后
3.4#5

6细胞细胞活力&克隆形成能力&

!!

细胞内
MY>

水平变化'

B 2̀

(

组别
细胞活力

$

MHV

%

克隆数目

$个"
$%

2细胞%

MY>

$

?9W

%

$ 0 ) '

对照组
'''/'-&2̀ '''(&) -%2&%̀ 2'&( -''(''&%̀ -$-01&/

$<

=

组
$/--/-&2̀ 12)/&2

E

'0%&/̀ 11&%

E

$-(22)2&%̀ 1'%%-(&)

E

0<

=

组
$%$1'(&'̀ 1$(-&-

E

11&-̀ 0&)

E

1/$2/20&%̀ $/($2'&1

E

!!

E

!

C

$

%&%$

#与对照组比较)

表
1

!!

受照射后
3.4#5

6细胞
>

)

<

1

)

?

期&早期凋亡及

!

晚期凋亡细胞比例变化'

B 2̀

(

组别
>

"

<

1

"

?

期细胞

比例$

^

%

早期凋亡

细胞比例$

^

%

晚期凋亡

细胞比例$

^

%

对照组
1)&'̀ 1&) '&1̀ %&0 $&'̀ %&1

$<

=

组
'1&'̀ %&2

E

0&2̀ %&-

E

1&'̀ %&'

E

0<

=

组
$(&(̀ %&1

E

$$&%̀ $&%

E

0&2̀ %&2

E

!!

E

!

C

$

%&%2

#与对照组比较)

A&B

!

小鼠
3.4#5

6 细胞受照射后上调基因变化
!

与对照组比

较#

3.4#5

6细胞受
0<

=

剂量
!

射线照射后#氧化应激相关的
1

个基因表达上调+细胞周期相关的
'0

个基因表达上调+细胞凋

亡相关的
'2

个基因表达上调#见表
'

)

表
'

!!

表达升高
1

倍以上的前
$%

位基因

聚类分析类别
上调基因

数目

探针

名称

基因

名称
L
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倍数
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小鼠
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6 细胞受照射后下调基因变化
!

与对照组比

较#

3.4#5

6细胞受
0<

=

剂量
!

射线照射后#氧化应激相关的
)

个基因表达下调+细胞周期相关的
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个基因表达下调+细胞凋
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个基因表达下调#见表
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)

表
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!!

表达降低
1

倍以上的前
$%

位基因

聚类分析类别
下调基因

数目

探针

名称

基因
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:>8

是造血系统中一类特殊的的细胞群#在进行自我更

新的同时能够定向分化为
:B8

及各类成熟的血液细胞)

3.4#5

又名
87$$-

#是特异性存在于
:>8

及
:B8

表面的抗原分子#

3.4#5

能够与干细胞因子特异性结合#调控细胞的生存及增

殖&

0

'

)由于在已经成熟分化的造血细胞表面没有
3.4#5

的表

达#因此本研究选用
3.4#5

6 细胞群研究电离辐射对
:>8

及

:B8

损伤效应及损伤相关的基因表达变化)

研究提示#

3.4#5

6细胞在经过
$<

=

和
0<

=

剂量照射后#细

胞活力下降#造血祖细胞克隆形成数目减少#细胞内
MY>

水平

升高#这些变化随照射剂量的增加而呈递减或递增变化)研究

结果与之前对小鼠进行整体照射后的
:>8

变化一致&

2.-

'

#说明

对
3.4#5

6细胞体外研究能够反映全身照射小鼠造血系统变化)

本研究进一步应用流式细胞仪对电离辐射后
3.4#5

6细胞增殖

凋亡变化进行分析#结果提示#经过
$<

=

照射后#处于增殖期

$

>

"

<

1

"

?

期%

3.4#5

6细胞比例明显增加#凋亡细胞明显增加(然

而经过
0<

=

照射后#处于增殖期$

>

"

<1

"

?

期%

3.4#5

6细胞比例

明显下降#凋亡细胞明显增加)分析上述结果#低剂量的电离

辐射$

$<

=

%较短时间内可能会刺激
3.4#5

6细胞进入增殖期#对

电离辐射引起的细胞损伤起到代偿作用#然而#受损伤后发生

凋亡的细胞明显多于增殖细胞#导致
$<

=

照射后存活细胞减

少)随着照射剂量增加到
0<

=

#增殖细胞减少#凋亡细胞增

加#存活细胞数目进一步减少)对细胞增殖和凋亡的检测能够

更深入地解释细胞活力随照射剂量的增加而下降的现象)

电离辐射引起
:>8

及
:B8

损伤的分子机制尚不完全明

确#已有的研究提示电离辐射引起
MY>.ZYc0.

I

'/?;Ba.

I

$)

#

;P?.8K41.

I

2'.

I

1$

&

)

#

/

'等信号通路发生变化#对这些基

因采取激活或者抑制的方法不能完全阻断电离辐射引起的

:>8

及
:B8

损伤)因此对
3.4#5

6细胞进行
0<

=

照射后#提取

细胞
MZ;

进行全基因组基因芯片分析#对分析出的基因进行

进一步的聚类分析#总结出经过照射后表达上调及下调的与氧

化应激+细胞周期+细胞凋亡的一系列相关基因#并列表总结出

涉及以上细胞生物学过程的表达上调及下调的前十位基因)

结果提示#氧化应激相关的基因
>@A,$

&

(

'

+

B+CD2

&

$%

'

#细胞周期

相关 的
8!4,$E

&

/

'

+

>C3$D

&

$$

'等 基 因#细 胞 凋 亡 相 关 的

F3G1G$

&

$1

'

+

H@!!

&

$'

'等 基 因 表 达 上 调)氧 化 应 激 相 关 的

?

I

"

&

$0

'

+

?5J$

&

$2

'等基因#细胞周期相关的
8KL4$

&

$)

'

+

M33$

&

$-

'等

基因#细胞凋亡相关的
NDE

O

(

+

8#E

I

#,$

&

$/

'等基因表达下调)之

前的关于电离辐射对小鼠造血干祖细胞损伤的研究都较少涉

及以上相关基因#进一步的研究工作可以参考以上基因表达变

化#因此筛选出的新基因对造血系统电离辐射损伤研究可能具

有重要意义)

综上#本研究在体外水平分析了受到不同剂量照射后#

3.

4#5

6细胞在细胞活力+细胞内
MY>

水平+细胞功能+细胞增殖

及凋亡水平的变化#进一步揭示了引起这些变化可能存在的分

子机制#为电离辐射导致
:>8

及
:B8

损伤的研究奠定了基

础#具有重要的提示意义)
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