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致死剂量辐射诱导小鼠骨髓细胞

凋亡特征的研究

彭瑞云 王德文 熊呈琦 高亚兵 汪 宝珍 李延平 杨 红 崔玉芳
军事医学科学院放射医学研究所 北京 �������

摘要 经 ���� 甲射线以不同剂量全身照射 ���只 ���� 小鼠
，

于照射后 �周内分批活

杀
，

将骨髓标本分别进行 �
�

� 染色
、

半薄及超薄切片
，

并通过原位末端标记和 ��� 凝胶电泳

观察其生化特征
。

结果表明
�

照射后 ��
，

各剂量组小鼠骨髓造血细胞出现凋亡明显增多
，

且照射

剂量越大
，

凋亡细胞越多
。

凋亡的细胞形态上表现为染色质浓缩
、

边移
，

呈半月型
、

环状或不规则

状
，

核碎片及凋亡小体形成
，

电泳下可见 ��� 梯状图谱
。

在 �
�

���
�

���照射范围内
，

凋亡是辐

射诱导造血细胞死亡的主要方式
。

关键词 骨髓
，

辐射
，

凋亡
，

原位末端标记
，
��� 凝胶电泳

骨髓是辐射高度敏感的组织
，

一旦引起骨髓辐射损伤
，

往往引起贫血
、

出血和感染而危及

生命
。

因此
，

自从伦琴射线被发现以来
，

已有大量的研究资料说明骨髓的辐射损伤效应
，

然迄

今辐射诱导的骨髓细胞凋亡的特征研究并不多见
，

尤其是在原位研究更未见报道
。

本文采用

光镜
、

电镜
、

原位末端标记和 ��� 凝胶电泳等手段
，

研究
“��叮 射线照射后小鼠骨髓造血细

胞凋亡的特征及意义
，

为其进一步诊断和防治提供理论基础
。

材 料 与 方 法

���实验动物分组与照射方法

����小鼠 ���只
，

体重 ������
，

随机分为对照组 ���只�和 �
�

����只�
、
�

�

����只�
、
�

�

����

只�
、
�

�

���� 只���组
，

动物采用
“��。 守射线全身一次照射

，

剂量率为 �
�

�� � ��一 �����
一 �

·

��
� 一 ‘ 。

�
·

�病理检查

动物于照射后 ������分批活杀
，

取腰段脊柱骨髓入 ��

���
’�
液固定

，

石蜡包埋制片
，
�

·

�

染色
，

光镜观察
。

�
·

� 电镜标本

将上述各时间点活杀动物的右股骨骨髓入 �� 戊二醛及 �� 饿酸固定
，

乙醇丙酮逐级脱

水
，

环氧树脂 ��� 包埋
，

制作 �
�

�户� 半薄切片
，

��� 染色
，

光镜观察并定位后制作 �� �� 超

薄切片 ���
，

硝酸铅和醋酸铀双染
，

电镜观察
。

�
�

� 原位末端标记
�

�

�
�

�试剂 细胞凋亡检测试剂盒 �含标记缓冲液
，
���

，

�������
，

封闭液等�
，

购自华美生物
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公司 �碱性磷酸酶标记的抗生蛋白链菌素���
一

���
，

美国 ����� 公司产品 �坚固红及缓冲液
，

购 自本院生物制剂发展中心
。

�
�

�
�

�实验步骤 参考 �������等 〔�】的方法并进行改进
。

简言之
，

切片或涂片水化后入蛋白酶

� 消化
，

充分水洗后
，

滴加 ��
�一���� 和 ���

，

于 �� ℃标记 ���加封闭液封闭 ����� 后用

��
一

����������和坚固红显色
，

苏木素复染核
，

甘油明胶封片
。

�
�

� 骨髓有核细胞 ��� 提取和凝胶电泳

参考 ������� 等 ��� 方法进行并加以改进
。

将冻存骨髓细胞离心去红细胞后加细胞裂解液

������
����肠�

�一������
�

�
，
�������� ���� ���

�

�
，
�����

，
���
���

���� �
���

，
���拜���� 蛋

白酶 ��
，

�� ℃水浴轻摇 ��
，

等体积酚和氯仿抽提 �次
，

加 �
�

�倍体积乙醇及 �
�

������ �
�
�� 沉

淀 ���
，
��� 乙醇洗后加 ��拼���� ����

� � 的 �� ��依
�
�����

����公�
�，
��
����

���� ����
，

���
�

��溶解
。

取 �户���� 入 ���� �
�

�� 琼脂糖 �溶于 ��� �����
�
�

，

含 �
�

�拼���� �� 下电泳

��而
� ，
������为 ������� ��

��� � 入���
。

�
�

�定量方法和统计学处理

在骨髓半薄切片上
，

采用英国剑桥公司生产的 ����
����� ���

����
����� 型图像分析仪

，

在 ��� �� 光镜视野下
，

对凋亡细胞的数密度 �凋亡的骨髓细胞的数量 �视野面积�和面密度

�凋亡的骨髓细胞的面积 �视野面积�进行检测
。

采用 ，检验
。

� 实 验 结 果

�
·

�骨髓组织学变化

正常小鼠骨髓造血细胞丰富
，

增殖活跃
。

各剂量组动物骨髓均出现明显损伤及损伤后重

建现象
，

且在 �
�

���
�

���剂量范围内
，

剂量越大
，

损伤越重
，

出现时间越早且恢复越慢
。

其主

要病理改变为造血细胞发生凋亡
，

数目减少 �血管扩张
、

充血及出血
，

并见骨髓造血细胞再生

及恢复
。

�
�

�超微结构改变及定最分析

各照射组动物在照射后 ��
，

骨髓中凋亡的造血细胞均明显增多
，

且照射剂量越大
，

凋亡的

细胞越多
。

凋亡的细胞形态多样
，

将其过程分为早期
、

中期及晚期 �个阶段
�

早期见核染色质

浓缩
、

聚集
，

在核内形成不规则的染色质团块
，

并聚集在核膜下
，

呈环状
、

半月形
、

条索状
，

多数呈不规则状
�
中期见进一步浓缩聚集的染色质团块

，

大小不一
，

多呈圆形或椭圆形
，

周围

有核膜包绕 � 晚期见核碎片被细胞膜性结构包绕
，

连同局部细胞器一起形成凋亡小体
。

凋亡

小体圆形或椭圆形
，

大小不一
，

可游离于细胞之间
，

亦可被邻近细胞吞噬
。

照射后 ��
，

各剂量

组动物骨髓中凋亡的造血细胞明显较照射后 �� 为少
，

但仍较正常为多
。

照射 �� 后基本不见

凋亡的造血细胞
。

由上述病理改变可见
，

各组动物在照射后 ��
，

骨髓造血细胞均发生明显凋

亡
。

为定量地说明辐射诱导各组动物骨髓中造血细胞凋亡的改变及其与剂量之间的关系
，

我

们对凋亡细胞的数密度 �反应凋亡细胞数的多少�及面密度 �反应凋亡细胞面积的大小�进行了

测定
，

结果见表 �
。
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讨 论

细胞凋亡是细胞死亡的一种形式
，

是基因控制下的细胞自杀活动
。

在此过程中
，

有基因转

录和蛋白质合成
，

是机体对外界刺激进行主动应答的过程
。

它可见于胚胎发育
、

正常组织代谢

及某些病理情况
。

如物理
、

化学
、

生物等因素均可导致细胞凋亡发生 �’� 。

凋亡作为细胞死亡的一种方式
，

与细胞死 亡的另一种方式即坏死在许多方面有本质的不

同
，

就形态方面而言
�

凋亡主要是细胞核的改变
，

表现为核染色质浓缩
、

边移
、

呈半月型
、

环

形等
，

进一步发展可见核碎裂
、

凋亡小体形成
，

而坏死则是细胞膜通透性发生改变引起的细胞

肿胀
，

细胞器及核溶解 【��。

细胞凋亡的重要生化特征为细胞核内 ��� 降解
，

��� 片段形

成 ���
，

并可通过琼脂糖凝酸电泳
、

原位末端标记法
、

流式细胞仪等手段检出
，

且细胞发生凋亡

时
，

有 ��� 转录和新的蛋白合成
，

而坏死细胞则无
。

����

等 【��首次命名了细胞凋亡的概念
，

但当时并夫引起人们的重视
。

近 �� 年
，

尤其是

近 �年来
，

对细胞凋亡出现新的研究热点
，

以期能诱导或控制细胞凋亡
，

使人们延年益寿或

达到治疗疾病的 目的
。

已有学者报道
，

辐射可导致细胞凋亡
，

由于骨髓是辐射高度敏感的组

织
，

对其造血细胞的研究亦有一些报道 ���但大都采用细胞培养技术或将骨髓细胞制成单细胞

悬液后涂片等进行观察
。

至今
，

在国内外同类文献中
，

尚未见将骨髓组织制成切片原位观察辐

射后造血细胞凋亡的变化规律
，

其定量研究更未见报道
。

我们采用骨髓组织半薄切片
、

超薄切片
、

原位末端标记技术
、

琼脂糖凝胶电泳及图像分析

定量技术
，

从形态及生化特征上证实了一定剂量 ��
�

�一�
�

����丫射线照射后诱导骨髓造血细胞

凋亡的变化
，

定量说明了辐射诱导骨髓造血纸胞凋亡的过程及与剂量之间的关系
，

并将细胞

凋亡的过程分为早期
、

中期及晚期 �个阶段
，

描述了其形态特征
。

由此认为
�

辐射对骨髓造血

细胞的损伤
，

其效应靶主要为细胞核
，

引起造血细胞凋亡
。

关于辐射介导骨髓造血细胞凋亡机制
，

目前尚未完全阐明
。

一般认为
，

辐射可引起效应细

胞的内源性核酸酶激活
。

该酶激活
，

可将 ��� 在核小体连接部剪切
，

结果形成特征性片段
，

琼脂糖凝胶电泳时游动最快的一条区带约 ��������
，

相当于一个核小体中 ��� 的长度
，

而后

的区带依次为此值的整倍数
。

当 ��� 被切割断裂后
，

细胞核染色质浓缩
、

聚集和边移
，

核碎

裂成大小不等的碎片
，

细胞凋亡
，

其中有许多基因参与
，

其详尽机制正在研究之中
。
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