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苯甲酸雌二醇对辐射诱导小鼠骨髓造血细胞凋亡的影响
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［摘要］　目的：观察苯甲酸雌二醇对γ射线诱导小鼠骨髓造血细胞凋亡的影响，以探讨其抗放射作用机制。方法：昆明种小

鼠，随机分为正常组、单纯照射组和用药照射组３组，每组各１５只。单纯照射组小鼠用γ射线照射４．０Ｇｙ；用药照射组于照

射前１０ｄ每只小鼠肌内注射０．１ｍｇ苯甲酸雌二醇，同时用γ射线照射４．０Ｇｙ；正常对照组不作任何处理。采用ＤＮＡ琼脂糖

凝胶电泳检测骨髓造血细胞ＤＮＡ裂解片段，采用流式细胞术观察各组小鼠照射后４ｈ、８ｈ、１２ｈ骨髓造血细胞凋亡、Ｆａｓ和

Ｂｃｌ２表达的变化情况。结果：γ射线照后８ｈ，骨髓造血细胞ＤＮＡ裂解片段增加，出现了典型ＤＮＡ“梯状”条带，而用药照射

组和正常对照组均未见明显“梯状”条带。照射后４ｈ、８ｈ、１２ｈ，用药照射组骨髓造血细胞凋亡率均明显低于单纯照射组（Ｐ＜
０．０１）；Ｆａｓ表达较正常对照组略有增加，并未出现单纯照射组所呈现典型的高峰期，与单纯照射组比较显著降低（Ｐ＜０．０１）；

Ｂｃｌ２表达不降反而升高，与单纯照射组相比差异显著（Ｐ＜０．０１）。结论：苯甲酸雌二醇可能是通过下调Ｆａｓ和上调Ｂｃｌ２的

表达抑制了γ射线诱导的小鼠骨髓造血细胞凋亡。
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　　雌激素作为一种抗放射药物，已被许多学者所
肯定［１］。我室曾对苯甲酸雌二醇辐射防护作用的抗
辐射效价，用药时间与剂量的有效范围以及药物代
谢等方面进行了比较系统的观察，证明苯甲酸雌二

醇在照射前预防使用，能有效地减轻放射损伤。其
主要特点是保护造血细胞，促进白细胞提前回升，从
而使机体增加抗感染能力，较快地渡过极期进入恢
复期［２５］。以往研究业已证明，苯甲酸雌二醇可保护
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小鼠胸腺细胞、脾细胞免于γ射线损伤，此结果与凋
亡有关［６］。目前有关苯甲酸雌二醇抗放射作用的分
子机制仍不十分清楚。本实验通过观察苯甲酸雌二
醇对由辐射诱导小鼠骨髓造血细胞凋亡的影响，凋
亡基因Ｆａｓ和Ｂｃｌ２的表达变化，以探讨苯甲酸雌二
醇抗放射作用的分子机制。

１　材料和方法

１．１　动物和分组　昆明种小鼠，雄性，体质量（２０±
２）ｇ，本校实验动物中心提供。随机分为正常组、单
纯照射组和用药照射组３组，每组各１５只。正常对
照组不作任何处理。另２组采用６０Ｃｏγ射线（小鼠
与辐射源距离为２．５ｍ），单次全身照射４Ｇｙ，剂量
率１．１５Ｇｙ／ｍｉｎ，此外，用药照射组于照射前１０ｄ每
只小鼠左后肢肌内注射０．１ｍｇ（５ｍｇ／ｋｇ体质量）
苯甲酸雌二醇（上海第九制药厂，批号：０５０５２１）。

１．２　骨髓细胞制备　用颈椎脱位法将小鼠处死，取
小鼠双侧股骨，用ＰＢＳ冲出骨髓，过４号针头，制成
单细胞悬液，经淋巴细胞分离液分离出单个核细胞，
调适量密度备用。

１．３　ＤＮＡ裂解片段的测定　取骨髓单个核细胞
（１．０×１０７／ｍｌ）与１．５％的低熔点琼脂糖１∶１混
合，制成胶块，在０．２５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ、１．０％ＳＤＳ、０．５μｇ／ｍｌ蛋白酶Ｋ、ｐＨ８．０
的裂解液中５０℃裂解２４ｈ，用ＴＥ溶液清洗后进行
琼脂糖凝胶电泳。电泳条件：电压０．７Ｖ／ｃｍ、０．５×
ＴＢＥ缓冲液（ｐＨ８．０）、１．０％琼脂糖凝胶（内含０．０５

μｇ／ｍｌＥＢ），１０～１５℃电泳１２～２４ｈ，紫外线灯下观
察并拍照。

１．４　流式细胞术检测凋亡细胞　取单个核骨髓细
胞１００μｌ（１×１０

６／ｍｌ），加５μｌＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和

２μｌＰＩ，室温避光放置１５ｍｉｎ，加０．４ｍｌＰＢＳ悬浮
细胞，用流式细胞仪（美国Ｃｏｕｌｔｅｒ公司，ＥＰＩＣＳＸＬ
型）测细胞荧光，计算凋亡细胞的百分率。Ａｎｎｅｘｉｎ
ⅤＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒为美国ＢＤ公司产品。

１．５　流式细胞术检测Ｆａｓ、Ｂｃｌ２的表达　Ｆａｓ检
测：每份样品取细胞悬液１００μｌ（１×１０

６／ｍｌ），ＰＥ标
记鼠抗ＣＤ９５（美国ＢＤ公司）直标法染色，４℃反应

４５ｍｉｎ，以ＰＥ标记非特异鼠抗ＩｇＧ作为阴性对照，
流式细胞仪检测。Ｂｃｌ２检测：取细胞悬液１００μｌ
（１×１０６／ｍｌ），２％的多聚甲醛固定２０ｍｉｎ后，ＦＩＴＣ
标记鼠抗Ｂｃｌ２蛋白单克隆抗体（美国ＢＤ公司）直
标法染色，以ＦＩＴＣ标记非特异鼠抗ＩｇＧ作为阴性
对照，流式细胞仪检测。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ统计软件包对实验数
据进行单因素方差分析和ｔ检验。实验数据以珚ｘ±ｓ
表示。

２　结　果

２．１　ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳结果　６０Ｃｏγ射线４Ｇｙ
照后８ｈ，单纯照射组骨髓造血细胞ＤＮＡ裂解片段
增加，出现了典型ＤＮＡ“梯状”条带，而用药照射组
未见明显“梯状”条带。见图１。

图１　４Ｇｙ照射后各组骨髓造血细胞

ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳结果
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Ｍ：ＰＧＥＭ７ｚｆ（＋）／ｈａｅⅢ ｍａｒｋｅｒ

２．２　小鼠骨髓造血细胞凋亡率的变化　正常组小
鼠骨髓细胞凋亡率为（５．７１±１．２６）％，照射后４～
１２ｈ，用药照射组和单纯照射组骨髓造血细胞凋亡
率均明显升高，特别是单纯照射组在照射后８ｈ达
到高峰，但用药照射组骨髓造血细胞凋亡率与同时
间段的单纯照射组相比明显降低，检测结果经统计
学处理均具有显著性差异（Ｐ＜０．０１），见表１。

２．３　Ｆａｓ、Ｂｃｌ２的表达　正常组小鼠骨髓造血细
胞Ｆａｓ和Ｂｃｌ２的表达分别为（１４．１２±１．５２）％和
（１０．３２±１．１２）％。单纯照射组骨髓造血细胞Ｆａｓ
的表达显著增加，照后４ｈ达到高峰而后下降；而用
药照射组Ｆａｓ的表达在照射后略有增加，但并没有
出现典型的高峰期，与单纯照射组比较Ｆａｓ的表达
显著降低（Ｐ＜０．０１），见表１。单纯照射组骨髓造血
细胞Ｂｃｌ２表达呈现明显下降趋势，而用药照射组

Ｂｃｌ２表达不降反而升高，与单纯照射组相比差异显
著（Ｐ＜０．０１），见表１。
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表１　各组小鼠骨髓造血细胞凋亡率以及Ｆａｓ和Ｂｃｌ２蛋白的表达

Ｔａｂ１　ＣｈａｎｇｅｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦａｓａｎｄＢｃｌ２ｉｎｅｓｔｒａｄｉｏｌ＋ｒａｄｉａｔｉｏｎａｎｄｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝１５，珚ｘ±ｓ，％）

Ｉｎｄｅｘ Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔ／ｈ

４ ８ １２
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ Ｒａｄｉａｔｉｏｎ １８．４５±１．１４ ３５．０９±１．６１ ２３．７７±３．６２

Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ＋ｒａｄｉａｔｉｏｎ １０．１４±２．７８ １４．９８±２．９８ １３．１２±３．５６

Ｆａｓ Ｒａｄｉａｔｉｏｎ ４５．６５±３．５６ ３６．３６±２．４６ ３０．９６±２．１８
Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ＋ｒａｄｉａｔｉｏｎ １６．６４±２．７８ １５．７８±３．５６ １５．３６±２．１８

Ｂｃｌ２ Ｒａｄｉａｔｉｏｎ ６．４５±２．３４ ５．５４±１．３６ ５．２３±１．１６
Ｅｓｔｒａｄｉｏｌ＋ｒａｄｉａｔｉｏｎ １４．４１±０．４４ １６．１４±０．３６ １６．６３±０．４６

Ｐ＜０．０１ｖｓｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　本实验通过在照射前１０ｄ对小鼠注射苯甲酸
雌二醇，发现受照小鼠骨髓造血细胞的凋亡率明显
下降。照射后８ｈ，凝胶电泳显示ＤＮＡ片段明显减
少，未出现典型条带，这一结果与凋亡率仅在２０％
以上才能在琼脂糖凝胶电泳上显示条带也是一致

的［７］。上述研究表明苯甲酸雌二醇可抑制受照小鼠
骨髓造血细胞凋亡，减轻造血细胞损伤并维持细胞
抗辐射损伤能力。

　　Ｆａｓ（ＡＰＯ１，ＣＤ９５）又称死亡受体，是一种传递
细胞凋亡信号的Ⅰ型跨膜蛋白，Ｆａｓ与ＦａｓＬ结合可
诱导Ｆａｓ＋细胞凋亡，故Ｆａｓ／ＦａｓＬ系统是启动细胞
凋亡的一条重要途径［８９］。Ｂｃｌ２是一种能够特异地
抑制细胞凋亡，从而延长细胞生命的所谓存活基因，
其高表达能够阻抑细胞的凋亡［１０］。在造血过程中，
随着造血细胞发育成熟，Ｆａｓ表达逐渐增加，Ｂｃｌ２
表达逐渐减少，表明二者在造血过程中发挥着积极
作用。造血细胞对辐射极为敏感，辐射导致造血细
胞凋亡是引起辐射损伤的一个重要方面，而在这一
过程中Ｆａｓ和Ｂｃｌ２起重要作用［１１１２］。在本实验中
也观察到小鼠经γ射线照后，骨髓造血细胞Ｆａｓ表
达明显升高，在４ｈ达到高峰；Ｂｃｌ２的表达却明显
降低。而小鼠经苯甲酸雌二醇预处理后，Ｆａｓ的表
达在照射后虽略有增加，但并没有出现典型的高峰
期，与单纯照射组同时间段比较Ｆａｓ的表达显著降
低；Ｂｃｌ２的表达不降反而升高。上述结果表明，辐
射后小鼠骨髓造血细胞的发生与Ｆａｓ和Ｂｃｌ２有关，
而苯甲酸雌二醇正是通过抑制Ｆａｓ表达的上调和

Ｂｃｌ２表达的下调作用，而使细胞凋亡显著减少。

　　辐射所致细胞凋亡机制十分复杂，是多因素作
用的结果。凋亡的发生同膜蛋白结构与功能改变，
细胞信号转导机制中信使分子变化，细胞中某些特

异蛋白合成、ｍＲＮＡ的表达及凋亡相关基因的调控
和协同作用均有着十分密切的关系［１３］。由于苯甲
酸雌二醇具有广泛的生理药理作用，是否还调控着
其他凋亡途径，值得进一步深入探讨。
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