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ＣｐＧＯＤＮ对小鼠骨髓造血系统辐射损伤的保护作用
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　　［摘要］　目的　探讨Ｔｏｌｌ样受体９（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｐｔｏｒ９，ＴＬＲ９）激动剂———含ＣｐＧ基序的寡核苷酸（ＣｐＧＯＤＮ）对小鼠骨
髓造血系统辐射损伤的治疗作用。方法　小鼠在照射后３０ｍｉｎ、２４ｈ、４８ｈ连续腹腔注射ＣｐＧＯＤＮ（５０μｇ／只），观察小鼠不
同剂量照射后存活率的变化，检测特定时间内血液中白细胞和骨髓中有核细胞的含量及其骨髓病理切片，外源性脾结节集落

形成数。结果　ＣｐＧＯＤＮ能提高照后小鼠的存活率，提高小鼠外周血白细胞和骨髓有核细胞数（Ｐ＜０．０１），缓解骨髓病理
学的损伤，减少骨髓干细胞的死亡。结论　ＣｐＧＯＤＮ能减轻小鼠骨髓造血系统辐射损伤。
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　　Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）蛋白具有介导免疫的作用，
于１９８８年首先在果蝇体内被发现［１］，１９９７年在人体
内发现其同系物，称为人类Ｔｏｌｌ蛋白［２］。其家族成
员属于进化比较保守的模式识别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃ
ｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲＲ），能够识别病原微生物的相
关分子模式 （ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔ
ｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ）。哺乳动物中已发现了１１种 ＴＬＲ
（ＴＬＲ１～１１）［３］，均为Ⅰ型跨膜蛋白，其共同结构特
点是膜外具有富亮氨酸重复序列，膜内是一段结构
保守的区域，为细胞内信号转导的起始部位。ＴＬＲｓ
识别的ＰＡＭＰｓ是一类高度保守的分子结构，这些

ＰＡＭＰｓ分 子 结 构 存 在 于 病 原 体 内。ＴＬＲｓ 与

ＰＡＭＰｓ相互作用启动免疫反应，激活机体的天然免
疫系统。不同ＴＬＲｓ识别的ＰＡＭＰｓ也有差异，如：

ＴＬＲ１、２、４、６识别病原体的脂类部分；ＴＬＲ５识别
病原体的蛋白质分子；ＴＬＲ３、７、８、９识别病原体的
核酸分子［４］。

　　Ｂｕｒｄｅｌｙａ等［５］应用改良型ＴＬＲ５激动剂（一种
沙门菌鞭毛蛋白）激活ＴＬＲ５信号分子，可明显减轻
辐射损伤，即使在照射后２ｈ给药，仍然有较好的效
果，其作用机制可能与活化 ＮＦκＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａＢ）信号途径有关。因此，ＴＬＲｓ及其激动剂可
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能在辐射损伤治疗方面有着广泛的应用前景。

ＴＬＲ９是 ＴＬＲｓ家族的重要成员之一，其配体激动
剂为含ＣｐＧ基序的寡核苷酸（ＣｐＧＯＤＮ）。人工合
成的ＣｐＧＯＤＮ 能够模拟细菌中非甲基化ＣｐＧ序
列［６］，诱导哺乳动物产生免疫反应，在预防和治疗肿
瘤、变应性疾病、感染性疾病等方面发挥重要作用。
但目前缺乏其对辐射损伤治疗作用的相关研究。因
此，本研究采用ＣｐＧＯＤＮ腹腔注射治疗辐射损伤
后的小鼠，观察小鼠血液系统的变化，探讨 ＣｐＧ
ＯＤＮ可能的辐射损伤治疗效果。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ＣｐＧＯＤＮ的制备合成委托

上海生工生物工程技术服务有限公司合成，具体基

序为：５′ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＣＧＧＣＧＣＧＣＧＣＣＧ

３′，共由２２个核苷酸组成，并且对部分碱基进行了

硫代修饰或磷酸化修饰（加下划线的碱基为硫代修

饰，其他碱基为磷酸化修饰），将合成的 ＣｐＧＯＤＮ
粉末用去离子水配制成浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的储备

液，使用时用ＰＢＳ稀释到所需浓度。红细胞裂解液：

由３ｍｌ冰醋酸加９７ｍｌ生理盐水配制；ＣＡＳＹ细胞

计数液：由ＣＡＳＹＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司提供；Ｂｏｕｉｎ固定

液：由饱和苦味酸７５ｍｌ，４０％甲醛２５ｍｌ，冰醋酸５

ｍｌ配制而成；脱钙液：由盐酸７０ｍｌ，甲酸２００ｍｌ，冰

醋酸３０ｍｌ，甲醛１００ｍｌ，氯化钠９ｇ，无水乙醇６００

ｍｌ配制而成。

１．２　动物分组及处理　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，ＳＰＦ级，雄

性，２０～２２ｇ，由上海西普尔必凯实验动物有限公司

上海实验动物资源中心提供，上海市实验动物质量

监督检验站检验合格。每笼内饲养５～６只小鼠，小

鼠自由进食和进水，食物通过辐照灭菌，水通过高压

高温灭菌；动物房内温度和湿度保持恒定。小鼠被

随机分为正常组、单纯给药组、单纯照射组、照射给

药组。将受照小鼠固定放置于透明塑料盒内，接受

不同剂量６０Ｃｏγ射线全身照射。照射后３０ｍｉｎ、２４

ｈ、４８ｈ通过腹腔注射连续给予单纯给药组和照射给

药组小鼠ＣｐＧＯＤＮ（５０μｇ／只）。

１．３　一般指标

１．３．１　小鼠存活率、ＬＤ５０／３０及ＤＲＦ值　小鼠（１６～
２０只／组）分别接受６．０、６．５、８．０、１０．０Ｇｙγ射线照

射，观察各组小鼠存活时间，并以百分比形式表示；

通过Ｅｘｃｅｌ对照射剂量和小鼠存活率进行线性拟

合，计算出各组的 ＬＤ５０／３０和 ＤＲＦ（照射给药组

ＬＤ５０／３０与单纯照射组ＬＤ５０／３０的比值）。

１．３．２　外周血白细胞计数　小鼠（６只／组）受到

６．０Ｇｙ照射，各组给予对应处理。在照射后１、９、２８

ｄ，尾静脉取血进行白细胞计数。具体操作如下：将

小鼠固定并充分暴露其尾部，用乙醇棉擦拭消毒，用

４号针头扎入其尾静脉中，取流出的血液５μｌ，放入

４９５μｌ３％的红细胞裂解液中破红，再从中取１０μｌ
放入５９９０μｌＣＡＳＹ液中，通过细胞计数及分析系

统对白细胞计数。

１．３．３　骨髓有核细胞计数　小鼠（６只／组）受到

６．０Ｇｙ照射后，各组给予对应处理，在照射后１、９、２８

ｄ，取股骨，用带有６号针头的１ｍｌ注射器吸取１ｍｌ

ＣＡＳＹ液，扎入股骨腔内，反复冲洗股骨使其内的骨

髓细胞完全形成骨髓单细胞悬液，取１０μｌ加入

５９９０μｌＣＡＳＹ液中，通过细胞计数及分析系统进行

骨髓有核细胞计数。

１．４　骨髓组织 ＨＥ染色　小鼠受到６．０Ｇｙ照射，

各组给予对应处理，在照射后１、９、２８ｄ取股骨，首先

放入１０％甲醛固定２４ｈ，然后放入脱钙液中脱钙２４

ｈ，最后委托第二军医大学基础部解剖与组胚学教研

室将样本制成 ＨＥ染色切片，光镜下观察并拍照。

１．５　外源性脾集落形成单位（ＣＦＵＳ）测定　取各

组给予对应处理的小鼠各４只，脱臼处死，放入装有

７５％乙醇的瓶中，浸泡３～５ｍｉｎ；在无菌条件下，每

只小鼠取一侧股骨，以无菌纱布除掉附着的肌肉；修

净股骨并剪去两端，用装有６号针头的１ｍｌ注射器

将骨髓腔中的骨髓细胞全部冲入盛有１００ｍｌＲＰＭＩ

１６４０培养液的广口瓶中，然后用装有４号针头的

１．０ｍｌ注射器吹成单细胞悬液；取细胞悬液０．１ｍｌ
加入０．９ｍｌＲＰＭＩ１６４０培养液中，混匀后作用片刻

时间，取出一定量滴于细胞计数板的计数池内，在显

微镜下计数４个大格细胞数（Ｎ），依下式计算每毫升

有核细胞数（Ｃ）：Ｃ＝Ｎ×２．５×１０５／ｍｌ，配成密度为

５×１０５／ｍｌ；取受体小鼠，进行６０Ｃｏγ线照射，剂量为

７．０Ｇｙ，照射后２～４ｈ内将准备好的５×１０５／ｍｌ密

度的骨髓细胞悬液充分混匀后，用４号针头通过尾

静脉注射入受体小鼠体内，每只鼠注入０．２ｍｌ，内含

骨髓细胞１０５个；输注骨髓细胞９ｄ，杀死受体小鼠取

其脾脏，放入Ｂｏｕｉｎ固定液内固定１２ｈ。用放大镜

检查脾脏表面形成的灰黄色结节数。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件，

数据采用珚ｘ±ｓ表示。照射给药组与单纯照射组间

比较采用两组独立样本ｔ检验，两组存活率间统计

分析采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法。检验水准（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　各组小鼠存活情况的对比分析　给予６．０、

６．５、８．０、１０．０Ｇｙ照射后，单纯照射组３０ｄ存活率

分别为 ９５％、５８％、３６％、０；照射给药组分别为

１００％、８９％、８１％、２５％ （图１Ａ）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生

存分析统计生存率差异，结果（图１Ｂ）显示：８．０、

１０．０Ｇｙ照射后给药组存活率高于各自单纯照射组

（Ｐ＜０．０１）。对不同剂量照射后各组存活率进行线性

拟合，计算出照射后给药组ＬＤ５０／３０为９．０Ｇｙ，单纯

照射组ＬＤ５０／３０为７．６Ｇｙ。ＤＲＦ值为１．２（图１Ｃ）。

结果表明 ＣｐＧＯＤＮ 可以提高小鼠受照后的存活

率。

图１　各组小鼠存活情况对比分析结果

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣｐＧＯＤＮｏｎ

ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｔｈｅ３０ｄａｙｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｉｎｔｈｅｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ＋ＣｐＧＯＤＮｇｒｏｕｐａｎｄ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎａｌｏｎｅｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｄｏｓｅｓ；Ｂ：Ｓｕｒ

ｖｉｖａｌｒａｔｅｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｐｌｏｔｓｉｎｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓ；Ｃ：

Ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｏｆｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ＋ＣｐＧＯＤＮｇｒｏｕｐａｎｄｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

ａｌｏｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｒａｗｎａｎｄｔｈｅｖａｌｕｅｓｏｆＬＤ５０／３０ｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．

ＩＲ：Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０１ｖｓＩＲｇｒｏｕｐ（ｎ＝１６２０）

２．２　外周血白细胞和骨髓有核细胞计数　给予小

鼠６．０Ｇｙ照射后，给予不同的处理，在照后１、９、２８

ｄ（分别代表初期、极期、恢复期）进行外周血白细胞

计数和骨髓有核细胞计数。实验数据显示在照后１、

９、２８ｄ照射给药组白细胞含量分别高于对应的单纯

照射组（图２Ａ）。骨髓有核细胞计数表明照射后给

药组骨髓有核细胞也分别高于对应的单纯照射组，

特别是在９ｄ和２８ｄ（图２Ｂ）。结果表明ＣｐＧＯＤＮ
能减少由于照射所致的外周血白细胞和骨髓有核细

胞的损伤，并促进其恢复。

图２　照射后小鼠外周血白细胞计数（Ａ）和

照射后小鼠骨髓内有核细胞计数（Ｂ）

Ｆｉｇ２　ＮｕｍｂｅｒｓｏｆｐｅｒｉｐｈｅｒａｌＷＢＣ（Ａ）ａｎｄｂｏｎｅ

ｍａｒｒｏｗｃｅｌｌｓ（Ｂ）ｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
ＩＲ：Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（６．０Ｇｙ）．Ｐ＜０．０１ｖｓＩＲｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　骨髓 ＨＥ染色病理学分析　在照射后１、９、２８

ｄ进行骨髓 ＨＥ染色。实验结果显示：照后１ｄ，照

射给药组和单纯照射组骨髓内细胞都减少，血窦充

盈甚至崩塌，小血管扩张（图３Ａ）。照后９ｄ，单纯照

射组骨髓极度空虚、血窦结构模糊、窦壁崩毁、大片

出血，照射给药组虽然也出现上述病理学变化，但都

相对较轻，并且在骨小梁附近，骨内膜出现新生造血

灶（图３Ｂ）。照后２８ｄ，照射给药组和单纯照射组的

骨髓内新生造血灶增加，骨髓从空虚阶段进入到再

生恢复阶段，但其中照射给药组骨髓恢复得更快，骨

髓细胞更多（图３Ｃ）。这些结果也与骨髓细胞计数

的结果一致，说明ＣｐＧＯＤＮ能减轻受照小鼠的骨

髓造血系统损伤。

２．４　外源性脾集落形成单位测定结果　受体小鼠

体内形成的脾结节数与注入的骨髓细胞数呈良好的
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线性关系，所以脾结节数可以反映供体小鼠骨髓内

具有增殖能力的造血干细胞含量。实验结果（图４）

显示以照射给药组小鼠骨髓为供体所形成的脾结节

数是以单纯照射组为供体所形成的２．１倍，表明照

射给药组小鼠骨髓中具有更多的造血干细胞。

图３　照射后１ｄ、９ｄ、２８ｄ小鼠骨髓ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｏｕｓｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓａｔ１ｄ，９ｄ，ａｎｄ２８ｄａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

图４　小鼠外源性脾集落形成单位的测定结果

Ｆｉｇ４　ＮｕｍｂｅｒｓｏｆＣＦＵＳｐｅｒｆｅｍｕｒｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｐ＜０．０１ｖｓｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．ｎ＝１２，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　造血组织是辐射最敏感的组织之一，骨髓等造
血组织的辐射损伤，在骨髓性急性放射病以及放疗
患者外周血白细胞和血小板降低等的发生中起着关

键的作用。造血组织辐射损伤的治疗仍是一个难
题，目前缺乏有效的治疗手段和方法。Ｂｕｒｄｅｌｙａ
等［５］利用改良型 ＴＬＲ５激动剂激活 ＴＬＲ５信号分
子，具有极强的抗辐射损伤效应，即使在照射后２ｈ
给予药物仍然有较好的抗辐射损伤效果。ＴＬＲ４激
动剂ＬＰＳ对骨髓造血系统和小肠也具有很好的改

善辐射损伤的作用［７］。那么同为ＴＬＲｓ家族激动剂

的ＴＬＲ９激动剂ＣｐＧＯＤＮ是否也具有改善辐射损
伤的作用？这方面尚未见国内外研究报道。

　　ＴＬＲ９是 ＴＬＲｓ家族的重要成员之一，其配体
激动剂为ＣｐＧＯＤＮ。ＣｐＧＯＤＮ是含有未甲基化

ＣｐＧ的寡核苷酸片段，是模拟细菌ＤＮＡ免疫刺激
作用的最小作用单位，其结构特点是以非甲基化的
胞嘧啶、鸟嘌呤二核苷酸（ＣｐＧ）为核心的回文序列。
细菌 ＤＮＡ 分子中 ＣｐＧ 基序出现的频率较高，为

１１６，而哺乳动物和其他脊椎动物 ＤＮＡ 分子中

ＣｐＧ基序出现的频率仅为前者的１／４～１／３，并且

６０％～９０％的ＣｐＧ胞嘧啶第５碳原子发生甲基化，
这种差异使得细菌基因组在进化过程中成为ＰＡＭＰ
从而能够被脊椎动物中的ＴＬＲ所识别，并产生相应

的免疫应答［８］。脊椎动物的免疫系统对ＣｐＧＯＤＮ
的识别多是通过ＴＬＲ９实现的。大多数的免疫细胞
都会持续表达ＴＬＲ９，ＴＬＲ９识别ＣｐＧＯＤＮ并与其
结合，通过一系列的信号分子转导募集髓样分化标
志物 ＭｙＤ８８，激活有丝分裂原蛋白激酶磷酸化信号
通路。ＭｙＤ８８又使ＩＬ１受体相关激酶（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＲＡＫ）磷酸化，磷酸
化的 ＩＲＡＫ 与肿瘤坏死因子受体相关 因 子 ６
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（ＴＲＡＦ６）相互作用，通过活化核ＮＦκＢ信号转导通
路［３］，激活机体免疫细胞及诱导某些细胞因子如ＩＬ
６［９１０］、ＴＮＦα［１１］、ＧＣＳＦ［１２］等的表达和分泌，从而发
挥其免疫学活性。

　　本研究发现，ＴＬＲ９激动剂ＣｐＧＯＤＮ对小鼠
造血组织辐射损伤有较好治疗作用，主要表现在：
（１）提高大剂量受照小鼠３０ｄ存活率，治疗作用明
显。８．０、１０．０Ｇｙ不同剂量照射并给予ＣｐＧＯＤＮ
药物组，３０ｄ存活率分别为８１％、２５％，而８．０、１０．０
Ｇｙ单纯照射未用药组的动物，其３０ｄ存活率分别
为３６％、０，照后给药组存活率显著高于相同剂量单
纯照射组（Ｐ＜０．０１）。照射给药组 ＬＤ５０／３０为９．０
Ｇｙ，单纯照射组ＬＤ５０／３０为７．６Ｇｙ。ＤＲＦ值为１．２。
（２）减少由于照射所致的外周血白细胞和骨髓有核
细胞的降低，并促进其恢复。照射６．０Ｇｙ小鼠给予

ＣｐＧＯＤＮ后，在照后９ｄ和２８ｄ照射给药组动物
外周血白细胞数量分别高于对应的单纯照射组；骨
髓有核细胞计数表明照射给药组骨髓内有核细胞也

高于对应的单纯照射组，特别是在９ｄ和２８ｄ。（３）
减轻骨髓组织病理变化，加快受损骨髓造血组织再
生修复。小鼠６．０Ｇｙ照后９ｄ，单纯照射组骨髓极
度空虚、血窦结构模糊、窦壁崩毁、大片出血。照射
给药组虽然也出现上述病理学变化，但病理变化程
度相对较轻，并且在骨小梁附近，骨内膜出现新生造
血灶；照后２８ｄ，照射给药组和单纯照射组的骨髓内
新生造血灶增加，但其中照射给药组骨髓恢复更快，
骨髓有核细胞更多。（４）保护造血干细胞，提高其自
我增殖能力。以６．０Ｇｙ照射给予 ＣｐＧＯＤＮ（５０

μｇ／只）的小鼠为骨髓供体，受体内所形成的脾结节
数量多于以单纯６．０Ｇｙ照射的小鼠为供体所形成
的脾结节数，表明照射给药组小鼠骨髓中具有更多
的造血干细胞。这些表明ＣｐＧＯＤＮ可以通过减轻
造血系统的辐射损伤，促进造血组织和造血干细胞
的恢复等途径，提高小鼠受照后的存活率，具有较好
的治疗作用。ＣｐＧＯＤＮ 减轻造血系统的辐射损
伤，促进造血组织和造血干细胞恢复的机制，可能与
激活ＴＬＲ９信号通路，促进部分造血相关体液因子
分泌，激活ＮＦκＢ信号通路有关。ＮＦκＢ活化除了
具有减少细胞损伤的作用外，还具有提高机体抗氧
化应激效应的作用［１３］。

　　综上所述，ＣｐＧＯＤＮ能减轻辐射所致的骨髓
造血系统损伤，其机制可能是激活ＮＦκＢ促进细胞
损伤修复，提高机体抗氧化应激水平和上调一些具
有减轻辐射损伤作用的细胞因子促进造血系统辐射

损伤的恢复。ＣｐＧＯＤＮ具有与ＴＬＲ５激动剂细菌
鞭毛蛋白和ＴＬＲ４激动剂ＬＰＳ相似的改善和减少

辐射损伤的效果。并且与ＬＰＳ和细菌鞭毛蛋白相
比，ＣｐＧＯＤＮ毒性更低，获取更容易，所以将其作
为一种有效的辐射损伤治疗药用于临床的可行性

高，具有较好的发展前景，值得深入探索。
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