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维生素 D 保护 γ 射线引起的骨髓基质细胞凋亡  

张增利 
（苏州大学放射医学与公共卫生学院  苏州 215123） 

摘要  本实验利用骨髓基质细胞（Bone marrow stromal cell，BMSC）克隆形成法、流式细胞仪分析 BMSC 凋

亡、Western-blot 分析 BMSC 内 caspase-3 蛋白表达研究维生素 D 对 γ射线引起的 BMSC 损伤的保护作用。小

鼠在 6Gy 的 γ 射线照射前 48h 每天皮下注射 0.0625μg 的 1,25 二羟基维生素 D。结果发现，照射引起小鼠骨

髓成纤维细胞集落形成单位（CFU-F）数显著减少。维生素 D 处理使照射后小鼠的 CFU-F 与对照组在同一水

平。照射使 BMSC 凋亡率及其 caspase-3 蛋白的表达显著上升，而维生素 D 处理可以显著改善这种效果。这

些资料说明维生素 D 具有保护照射引起的 BMSC 凋亡的作用。 
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骨与造血是两个功能完全不同的系统。但两者

在发育过程中又是密不可分的。在成年机体内，两

者之间的相互调节关系尚不清楚[1,2]。众所周知，维

生素 D 在骨发育中具有不可缺少的作用。因此，维

生素 D 与造血的关系逐渐引起了人们的重视[3,4]。造

血功能障碍是放射损伤时最典型的病理变化。造血

功能障碍涉及造血干、祖细胞和造血微环境的损伤。

骨髓基质细胞是造血微环境的重要组分。在生理条

件下，维生素 D 对骨髓基质细胞的分化和增殖具有

调节作用[5]。本实验研究在 γ 射线损伤后，维生素

D 对受损骨髓基质细胞的保护作用。 

1 材料和方法 

1.1 实验动物及分组 

实验动物分为照射组、照射+维生素 D 组和对照

组，每组 10 只C57BL/6J 小鼠，雄性，体重（20±2）g。
前两组 60Co 全身照射 6.0Gy。照射+维生素 D 组在照

射前 48h，每天每只小鼠皮下注射 0.0625μg 的 1,25
二羟基维生素 D，直到照射后的第 2 天为止。共注

射 3d。对照组无任何处理。 

1.2 骨髓细胞分离： 

小鼠照射后 1d 断颈处死，75％乙醇中浸泡

1min，无菌取双侧股骨、胫骨，用注射器吸取

2mL(Dulbecco’s modifed Eagle’s medium，DMEM)

培养液缓慢将骨髓冲进 15mL 试管。经吸管反复吹

打，分散骨髓细胞，细胞悬液经 22 号针头过滤制备

骨髓单细胞悬液。 

1.3 成纤维细胞集落形成单位（CFU-F）培养及

计数 

l07 骨髓单细胞悬液接种于 55cm2 的培养皿中，

加 DMEM 培养液至 10mL。常规培养。3d 换液 1
次。第 12d 终止培养，PBS 洗涤，固定细胞，倒置

显微镜下计数，50 个左右梭形细胞的集落为 1 个

CFU-F。 

1.4 流式细胞仪分析细胞凋亡 

用 PBS洗涤骨髓单细胞悬液。 按 Annexin-V/PI
试剂盒 (Pharmingen 公司 ) 说明书进行操作。

Annexin-V／PI 双染色在流式细胞仪上检测凋亡

细胞。 

1.5 Western-blot检测细胞内 caspase-3蛋白表达 

用 PBS 洗涤骨髓单细胞悬液，离心。用裂解液

裂解细胞，分离蛋白质，蛋白定量。取 20μg 变性

后的蛋白质进行 SDS-PAGE 垂直凝胶电泳，电转移

至 PVDF，5%的牛奶封闭 2h，加一抗，4℃冰箱过

夜，再加相应二抗，室温孵育，最后加增强化学发
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光（Enhanced chemiluminescence，ECL）试剂，在

暗室中将膜贴在 X 光胶片下曝光 30s—1min、定影，

直至显影出电泳带。运用图像分析仪对结果进行图

像分析，计算条带的积分吸光度，以 Actin 水平作

为对照。 

1.6 统计分析 

各组数据以均数±标准差表示。用 10.0 SPSS 软

件对各剂量组之间的差异进行单因素方差分析。 

2 结果 

2.1 维生素 D 对照射引起的 CFU-F 减少的影响 

照射组小鼠的 CFU-F 为 131.5±16.5，与对照组

（182.5±18）相比显著下降（p<0.01）；维生素 D
处理组小鼠骨髓 CFU-F 上升到 180.5±20.5，与对照

组比较无显著差别（见图 1）。 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  Numbers of CFU-F in cultured bone marrow 1 day after 
irradiation (1) p<0.01, Compared with control 

2.2 维生素 D 对照射引起的骨髓基质细胞凋亡的

影响 

实验发现对照组的 BMSC 自发凋亡率为

（3.3±0.4）%；照射组为（10±1.9）%； 维生素 D
处理组为（5.1±0.52）%。3 组之间比较有显著性差

别（p<0.01）（见图 2）。 
 
 
 
 
 
 

Fig.2  Apoptosis rate in cultured BMSC 1 day after irradiation 
(1) p<0.01, Compared with control 

2.3 维生素 D 对照射引起的骨髓基质细胞内

caspase-3 活性的影响 

对照组小鼠 caspase-3 表达较弱，其相对于 actin
的表达量为：0.019±0.002。照射引起其表达显著上

升（0.089±0.01, p<0.01）；照射前后给予维生素 D
处理使其表达显著下降（0.025±0.03），但仍高于对

照组水平（p<0.05），（见图 3）。 
 

A:  
 
 
 
 
 

B:  
 
 
 
 
 

Fig.3  A: Western Blot analysis of caspase-3 expressions in 
cultured BMSC 1 day after irradiation. B: Levels of  
caspase-3 relative expression in BMSC 1 day after  
irradiation. (1)p<0.01, Compared with control; (2)p<0.05, 
Compared with control 

3 讨论 

维生素 D 的非经典作用越来越受到人们的重

视。体内足量的维生素 D 可以减少多种癌症的发

生[6]。它还可以保护受到射线照射的皮肤角质细胞

发生凋亡[7]。因此，一些学者认为维生素 D 具有基

因组稳定性作用[8]。 
照射可以通过多种机理引起骨髓基质细胞克隆

形成减少。这包括细胞死亡、凋亡、粘附分子表达

减弱等。本实验发现小鼠受到 6Gy 的 γ射线照射后

1d，其 10%的骨髓基质细胞发生凋亡。这说明凋亡

在照射引起的骨髓基质细胞减少中起着一定作用。

皮下注射维生素D组的小鼠骨髓基质细胞凋亡率只

有 5.1%。这说明维生素 D 可以保护受照骨髓基质

细胞发生凋亡。关于维生素 D 与细胞凋亡的关系，

从文献上分析有两种完全相反的报道。一是它可以

引起一些肿瘤细胞的凋亡[9]；另一类是它可以保护

正常细胞在病理条件下发生凋亡[10]。目前尚不能解

释维生素 D 影响凋亡发生的确切机理。维生素 D 可

以影响骨髓基质细胞向成骨细胞的发育，在骨髓基

质的发育过程中也具有重要的作用。维生素 D 受体

基因敲除小鼠的骨髓基质细胞出现异常[11]。这些资

料都说明维生素D在骨髓基质发生中具有重要的作

用。但在以前的文献中未发现维生素 D 可保护受照

骨髓基质细胞发生凋亡的现象。 
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Caspase-3 是 caspase 家族的重要成员，在细胞

凋亡过程中起着关键的作用[12]。照射可以引起骨髓

细胞内 Caspase-3 活性的升高[13,14]。本研究也发现

照射引起骨髓基质细胞内 Caspase-3 活性升高。这

可能与发生凋亡存在着一定的因果关系。维生素 D
抑制 Caspase-3 活性的升高，可能是其抑制凋亡发

生的机理之一。 
目前，骨髓移植和恶性肿瘤的治疗常常使病人

受到较大剂量的照射。由照射造成的骨髓基质损伤

是影响临床疗效的一个突出问题。维生素 D 的深入

研究很可能为解决这一问题提供一个新的方向。 
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Vitamin D-protected bone marrow stromal cell from apoptosis induced by γ-irradiation 

ZHANG Zengli 
(Department of Radiation Medical School, Soochow University,  Suzhou 215123) 

ABSTRACT  Radioprotective effect of vitamin D on bone marrow stroma1 cells (BMSCs) was studied. Mice were 

administrated subcutaneously with a daily dosage of 1,25 dihydrxyvitamin D for three days from 48h prior to 6.0Gy 

gamma-irradiation until they were sacrificed．The number of CFU-F, the apoptosis rate of bone marrow stromal cell, 

and the expressions of caspase-3 in BMSC were detected. The number of CFU-F significantly decreased after irradia-

tion and vitamin D administration preserved the number of CFU-F in irradiated mice at same level as control. The 

apoptosis rate and relative level of caspase-3 in BMSC were significantly increased after irradiation and vitamin D 

administration ameliorated this effect. These data suggest that vitamin D can protect BMSC from apoptosis induced 

by irradiation.  

KEYWORDS  γ-Irradiation, Bone marrow stroma1 cell, Vitamin D, Apoptosis 
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