
·论　著·

重组人骨形成蛋白成熟肽４对辐射小鼠骨髓造血

损伤的修复作用

刘绍凡，陈　愉，万锐杰，徐敏敏（重庆市中医院骨科　４０００１６）

　　【摘要】　目的　探讨小鼠受到辐射后，重组人骨形成蛋白成熟肽４（ｒｈＢＭＰ４ｍ）对辐射引起的骨髓造血损伤的

修复作用。方法　通过６０Ｃｏγ射线照射，建立小鼠骨髓造血损伤模型，经ｒｈＢＭＰ４ｍ 连续治疗后，抽血检测小鼠外

周血白细胞数，并进行骨髓单个核细胞计数，对脾结节进行计数并通过流式细胞仪检测骨髓单个核细胞中ＣＤ３４＋

细胞比例，比较辐射组和实验组之间的差别。结果　经ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗的小鼠，白细胞数、单个核细胞数、脾结节

数和ＣＤ３４＋细胞比例均明显高于辐射组（犘＜０．０５）。结论　对于辐射引起的小鼠骨髓造血损伤，ｒｈＢＭＰ４ｍ能够

加快骨髓造血系统的重建。
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　　作为骨形态发生蛋白（ＢＭＰｓ）家族的重要成员，ＢＭＰ４不

仅具有诱导骨形成的能力，其对机体造血系统的形成及发育也

具有显著促进作用，可诱导造血干细胞向三系造血细胞转

化［１４］；不仅如此，ＢＭＰ４在促进干细胞分化的同时，可保护相

当数量的干细胞，促进造血前体细胞的增殖，从而使骨髓的增

殖能力更加持久［５］。骨髓、脾脏等是机体重要的造血器官，对

辐射损伤高度敏感［６］。亚致死剂量和致死剂量照射后骨髓造

血细胞可大量死亡，照射剂量大时造血干细胞受损严重，机体

造血功能很难自行恢复［７９］。本研究通过６０Ｃｏγ射线照射小

鼠，建立骨髓造血损伤动物模型，初步探讨成年动物经辐射损

伤后，重组人骨形成蛋白成熟肽４（ｒｈＢＭＰ４ｍ）对其造血系统

的修复作用，从而为进一步研究ＢＭＰ４促进造血的机制及未

来的临床应用提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物模型制备　雄性ＢＡＬＢ／ｃ纯系小鼠９０只，年龄在

６～８周，体质量（２１±２）ｇ，购自重庆医科大学动物实验中心。

实验动物随机分组，其中对照组３０只，辐射组３０只，实验组

（照射后经ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗）３０只。除对照组外，其他各组小

鼠均接受６０Ｃｏγ射线照射，照射剂量７Ｇｙ，吸收剂量率为１．４５

Ｇｙ／ｍｉｎ。

１．１．２　主要试剂和仪器　ｒｈＢＭＰ４ｍ为本室保存；Ｆｉｃｏｌｌ淋巴

细胞分离液，比重（１．０７７±０．００１），购自华美公司；ＣＤ３４单抗

及ＩｇＧ对照抗体均购自Ａｂｃａｍ公司；动物血细胞计数仪 ＭＥ

ＤＯＮＩＣＣＡ６２０（瑞典 ＢｏｕｌｅＭｅｄｉｃａｌＡＢ公司）；流式细胞仪

ＥｌｉｔｅＥＳＰ（美国Ｃｏｕｎｔｅｒ公司）。

１．２　方法　除对照组外，其余各组照射２４ｈ后，辐射组小鼠

每天腹腔注射生理盐水１．０ｍＬ，实验组小鼠每天腹腔注射ｒｈ

ＢＭＰ４ｍ０．５ｍｇ，连续治疗６ｄ。照射后第１、３、５、７、９天分别

对各组动物进行血细胞计数；脱颈处死动物，观察骨髓单个核

细胞数及ＣＤ３４＋细胞百分率的变化，观察并计数脾结节的生

成及数量变化。

１．３　检测指标及方法

１．３．１　外周血白细胞计数　照射后第１、３、５、７、９天分别对各

组小鼠尾静脉采血，立即于动物血细胞计数仪上进行血细胞

计数。

１．３．２　骨髓单个核细胞的分离和纯化　照射后第１、３、５、７、９

天脱颈处死动物，制备骨髓细胞悬液，按照Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离

心法，分离和纯化骨髓单个核细胞，显微镜下细胞计数。

１．３．３　流式细胞仪检测骨髓ＣＤ３４
＋细胞百分率　制备骨髓

单个核细胞悬液，调整细胞密度为１×１０９／Ｌ，分别加入ＣＤ３４＋

抗体和ＩｇＧ对照抗体，室温避光染色３０ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）离心冲洗，流式细胞仪测定骨髓单个核细胞中ＣＤ３４＋细

胞的百分率。

１．３．４　脾结节计数　照射后第９天脱颈处死动物，分离并观

察小鼠脾脏表面有无结节形成，并进行计数。

１．４　统计学处理　全部数据均以狓±狊表示，应用ＳＰＳＳ１０．０

统计软件进行狋检验，分析各组间结果的差异。

２　结　　果

２．１　外周血白细胞计数结果　小鼠受到辐射以后，外周血白
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细胞数首先出现一过性升高，随后迅速降低，明显低于正常水

平，而经ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗后，自７ｄ开始，外周血白细胞数明显

升高，与辐射组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

２．２　骨髓单个核细胞计数结果　小鼠受到照射后，骨髓中单

个核细胞数迅速下降，明显低于正常水平，而经ｒｈＢＭＰ４ｍ治

疗后，骨髓单个核细胞数自７ｄ明显高于辐射组（犘＜０．０５）。

见表２。

２．３　骨髓单个核细胞中ＣＤ３４
＋细胞的百分率变化　对照组

骨髓单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞的百分率为７．３２％±０．３７％，

照射后１ｄ，ＣＤ３４＋细胞的百分率下降为１．２７％±０．１９％，与

对照组相比，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。照射后７ｄ，辐射

组ＣＤ３４＋细胞的百分率为２．１２％±０．２０％，实验组则增加为

２．８８％±０．３０％，与辐射组相比，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。照射９ｄ，辐射组 ＣＤ３４＋ 细胞的百分率为（２．３９±

０．３２）％，实验组则增加为３．３８％±０．３１％，与辐射组相比，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表３。

表１　　受辐射后各组小鼠外周血白细胞计数（狓±狊，×１０９／Ｌ）

组别 狀 １ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ

对照组 ６ ７．０２±０．３８ ６．８９±０．２６ ６．９６±０．１８ ７．１６±０．３５ ６．８０±０．３３

辐射组 ６ ８．８３±０．３７ａ ２．１２±０．３６ａ １．２６±０．２７ａ １．３６±０．４０ｖａ １．８０±０．２６ａ

实验组 ６ ８．７９±０．３４ ２．３３±０．３３ １．４１±０．３１ ２．８２±０．４２ｂ ３．８８±０．２６ｂ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０１；与辐射组比较，ｂ犘＜０．０１。

表２　　受辐射后各组骨髓单个核细胞计数（狓±狊，×１０６／Ｌ）

组别 狀 １ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ

对照组 ６ １７．６７±１．９０ １７．３７±１．４２ １７．４４±１．５８ １７．６６±１．７７ １７．６０±１．７２

辐射组 ６ ２．６６±０．８２ａ ２．８６±０．４３ａ ３．６４±０．３７ａ ４．１３±０．２６ａ ４．３６±０．２６ａ

实验组 ６ ２．６４±０．６９ ３．０６±０．３３ ３．９２±０．２７ ５．１６±０．３１ｂ ６．５８±０．３６ｂ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０１；与辐射组比较，ｂ犘＜０．０１。

表３　　受辐射后骨髓单个核细胞中计数ＣＤ３４
＋细胞的百分率（狓±狊，％）

组别 狀 １ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ

对照组 ６ ７．３２±０．３７ ７．０２±０．５５ ７．２６±０．４５ ７．３６±０．２５ ７．３０±０．３３

辐射组 ６ １．２７±０．１９ａ １．３６±０．２３ａ ２．０３±０．２９ａ ２．１２±０．２０ａ ２．３９±０．３２ａ

实验组 ６ １．３４±０．２２ １．６６±０．３１ ２．２４±０．２７ ２．８８±０．３０ｂ ３．３８±０．３１ｂ

　　注：与对照组比较，ａ犘＜０．０１；与辐射组比较，ｂ犘＜０．０１。

２．４　脾结节计数　照射后第９天，与对照组相比，辐射组和实

验组小鼠脾脏表面脾结节减少，但实验组脾结节计数和脾体比

明显高于辐射组（犘＜０．０５）。见表４。

表４　　照射第９天脾结节计数

组别 狀 脾结节数 脾体比

对照组 ６ １７．４２±０．３７ ０．００４２±０．０００３

辐射组 ６ １．３２±０．３０ ０．００１７±０．０００１

实验组 ６ １２．３３±０．３３ａ ０．００３５±０．０００１ａ

　　注：与辐射组比较，ａ犘＜０．０５。

３　讨　　论

造血系统辐射损伤后，造血功能低下甚或衰竭，白细胞数

明显减少，诱发感染等并发症，增加造血组织的负担，从而形成

恶性循环，最后可导致机体死亡［１０］。因此，造血系统辐射损伤

被认为是急性放射病的关键病变，决定病情轻重；也是治疗的

中心环节，影响预后的好坏［１１］。

由于白细胞寿命短暂，因此一旦生成减少来源中断时，数

量就迅速而明显地减少。本次实验中，小鼠受到照射后，辐射

组白细胞数先是明显升高，随后其白细胞数迅速降低，明显低

于对照组。这是由于在重度骨髓型急性放射病时，白细胞数在

照射后短时间内会出现一过性增多。增多的原因是在体液因

子作用下，储存的白细胞被加速动员释放以及与脏器间的再分

配有关。随后其白细胞数迅速降低则是由于有增殖分裂能力

的幼稚细胞在照射后发生间期死亡、增殖死亡、出现坏死或凋

亡的缘故。ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗后，小鼠外周血中白细胞数从第７

天开始明显高于辐射组，推测可能是ｒｈＢＭＰ４ｍ在一定程度

上促进了造血干细胞的分化，使其加速向终末血细胞方向分

化，从而使小鼠外周血中白细胞数增加；也有可能是ｒｈＢＭＰ

４ｍ对白细胞具有某种程度的保护作用，使得白细胞数的下降

幅度和速度均低于辐射组。

ＣＤ３４＋分子是一种高度糖基化的Ｉ型跨膜蛋白
［１２］。它选

择性地表达于造血干细胞和造血祖细胞表面，随细胞的分化成

熟而逐渐减弱或消失。造血干细胞是造血系统受损后造血重

建的关键。故而，通过ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗辐射小鼠的造血损伤，

观察骨髓中ＣＤ３４＋细胞比例的变化，来检测ｒｈＢＭＰ４ｍ是否

具有促进辐射损伤后造血重建的能力。本实验结果还显示，经

ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗后，和辐射组相比，至第７天，其骨髓单个核细

胞数明显增多，ＣＤ３４＋细胞比例也明显增高，恢复加快，但仍低

于对照组水平。

本实验结果表明，小鼠受到辐射后，造血系统受到严重损

伤，导致其外周血白细胞数显著下降；同时，由于造血干／祖细

胞具有很高的辐射敏感性，也被大量破坏，导致造血功能低下，

ＣＤ３４＋细胞比例大大降低；这些变化使得造血系统无法维持稳

态造血，没有足够数量的造血干／祖细胞及时分化为终末血细
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胞以供机体所需，使外周血白细胞数进一步降低，形成恶性循

环。而经ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗后，ＣＤ３４＋细胞比例有所增高，提示

造血系统增生活跃，可能在ｒｈＢＭＰ４ｍ作用下，残余的造血干

细胞加快了自身的增殖；但是由于大剂量辐射后，造血干细胞

数量极度减少，所以即使其加快增殖，短期内仍然低于正常值

水平。本研究结果提示，ｒｈＢＭＰ４ｍ有可能通过作用于骨髓造

血干细胞表面相应的ＢＭＰ受体，启动信号传递过程，从而刺

激造血干细胞的生长和分化，调节骨髓细胞中相应蛋白的表

达，促进造血干／祖细胞数量增加，加速其向终末血细胞发展，

对辐射小鼠造血系统的恢复起到了重要作用。这说明骨髓造

血系统受到辐射损伤后，ｒｈＢＭＰ４ｍ能够促进造血干细胞的增

殖，加快外周血白细胞数的增长，有利于骨髓造血重建的尽快

恢复。为今后进一步研究ｒｈＢＭＰ４ｍ在骨髓造血中的机制及

临床应用打下了基础。
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