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川芎嗪对急性放射损伤小鼠骨髓碱性成纤维细胞
生长因子及其受体表达水平的影响

439·
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摘要 目的 探讨急性放射损伤小鼠骨髓碱性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor，

I)F(；F)及其受体(basic fibrOblast growth factor receptor，bFGFR)的表达及川芎嗪对其影响。方法 56只清

洁级昆明小鼠，随机分为3组：正常组，急性放射损伤对照组，川芎嗪组。将对照组和川芎嗪组小鼠用

6．()(；v州’c07射线一次性全身均匀照射，吸收剂量率为0．56Gy／min。照射后即分别胃饲生理盐水0．2ml／只

及川芎嗪2nlg／只，每天2次，连续13天。分别于照射后第3、7、14天颈椎脱臼法处死小鼠，取双侧股骨骨髓

细胞制备单个核细胞(bone ma”ow nlono-nuclear cells，BMMNC)悬液，用流式细胞仪检测小鼠BMMNC表

面bF(jFR的表达水平；取单侧肱骨切片后用免疫组织化学sABC—AP法检测小鼠骨髓组织中bFGF的表达

水平。结果 急性放射损伤后第3、7、14天，对照组、川芎嗪组小鼠骨髓组织中bFGF表达显著低于正常组

(P<()．05或P<0．01)，同一时间点川芎嗪组bFGF、bFGFR的表达均显著高于对照组(P<0．05或P<

0．01)。结论 川芎嗪通过促进骨髓组织中bFGF、BMMNC表面bFGFR的表达加速骨髓造血微环境的修

复，可能是川芎嗪促进急性放射损伤后骨髓造血重建机制之一。

关键词 川芎嗪；放射损伤；骨髓微环境；碱性成纤维细胞生长因子；碱性成纤维细胞生长因子受体
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ol】jective To study the expressions of basic fibroblast growth factor(bFGF)and its receptor(bFGFR)in

I)011e nlarrow【)f nlice with acute radiation injury，and to evaluate the effect of Ligustrazine(Lt)on them．Meth-

ods Fifty—six Kunming mice of clean grade were randomly diVided into 3 groups，the normal group，the control

group and the Lt group．Mice in the 1alter two groups were once homogeneously systemic irradiated with 6．0 Gy

of M℃()，with the absorption dose rate of 0．56 Gy／min，then treated with saline(0．2 ml／mice)or Lt(2 mg／

nlice)respec“vely，twice a day through gastrogavage for successive 13 days．IⅥice were sac“ficed in batch on

the 3rd，7th and 14th day by cerVical disIocation to coUect the bilateral femoral bone marrow for preparing b。ne

marrow nlono—nuclear cell(BMMNC)suspension． The bFGFR expression on surface of BMMNC was dete卜

nlined by flow cytometry；and the bFGF expression 1evel in one side of femoral bone marrow tissue was detected

by immunohistochemistry with SABC—AP assay．Results The bFGF expression in bone marrow of mice on the

3rd，7th and 1 4th day after acute radiation injury all were significantly 10wer than that of the normal mice(P<

0．05()r P<()．01)．The expressions of bFGF and bFGFR in the Lt group detected were significantly higher．

thaIl that in the control group dctected at the corresponding time points (P<0．05 or P<0．01)．

Conclusion 13y way of enhancing bFGF expression in bone marrow and bFGFR expression on surface of BMM—

NC to accelerate the repairing of homopoietic micro—environment in bone marrow might be one of the mecha—

nisms of Lt in promoting hemopoietic function reconstitution after acute radiation injury．
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骨髓造血微环境主要由基质细胞、细胞外基质和

微血管系统组成。7射线在杀伤骨髓造血细胞的同

时，也损伤骨髓造血微环境。碱性成纤维细胞生长因
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子(1)F(；F)是一种单链多肽⋯，它含有154个氨基

酸忙1，与其特异性受体(bF(；FR)结合后刺激内皮细胞

增殖、移行．存胚胎发育和血管形成巾起重要作用，为

一种m管新乍诱导|天1子。近年研究发现，bFGF参与

骨髓造m组织、细胞的形成，在造血调控中起重要作

用。“。我们通过观测急性放射损伤小鼠骨髓组织切片

中bF(；F、制’髓单个核细胞表面bF(；FR表达水平的变

化，探讨I)F(；F、bF【；FR在骨髓微环境修复过程中的作

用；并通过观察川芎嗪在此过程中对骨髓中bFGF、

bF(；FR表达水平的影响，以进一步阐明川芎嗪促进急

性放射损伤后骨髓造血重建的机制。

材料和方法

1 实验动物 清洁级昆明小鼠，同批鼠龄6～8

周，体重16～209，雌雄兼用，由华中科技大学同济医

学院实验动物中心提供。于照射前3天至照射后14

天以每只2()()u／d的剂量喂庆大霉素水清洁胃肠道。

2 药物 磷酸川芎嗪注射液，浓度20mg／m1，丽

珠利民制药厂生产，批号为2001062l。

3 试剂和仪器 兔抗小鼠bFGF单抗(小鼠

IgM，北京中l¨生物技术有限公司)，浓缩型SABC—AP

免疫组化试剂盒(北京中山生物技术有限公司)，

FITC一山羊抗兔IgM单抗(北京中山生物技术有限公

司)，流式}嘲胞仪(Becton Dickinson FACSort)，HPIAS—

1000高清晰度彩色病理图像测定系统(华中科技大学

同济医学院千屏影像公司)。

4分组及处理 清洁级昆明小鼠56只，随机分

为3组。正常组(8只)，未做任何处理；对照组及川芎

嗪组各24只，总剂量6．0 Gy 6℃07射线全身均匀照

射，剂量率为()．56(；y／min；照射后，川芎嗪组小鼠立

即胃饲磷酸川芎嗪注射液每只2mg，每天2次；对照组

胃饲生理盐水每只0．2ml，每天2次。以上两组均用

药至处死观察为止。

5骨髓单个核细胞(BMMNC)计数 小鼠处死

后，称重，浸入75％乙醇中3min，取双侧股骨，用RP—

MI 1640从骨髓腔冲出单个核细胞，按白细胞计数方

法，计数单个核细胞。

6骨髓组织切片中bFGF的表达水平 立即取

一侧肱骨，常规固定脱钙，石蜡包埋，矢状面切片

(3，tn，)，按说明书常规脱蜡至水、复合消化液消化

30nlill、山羊I衄清封闭20min、以1：50稀释度加入一抗

(兔抗小鼠bFGF单抗)4℃孵育过夜、0．0lmmol／L

TBs(NaCl+Tris+乙酸)洗3次×5min后，加入生物

素化二抗(山羊抗兔IgM)37℃孵育20min、TBS洗3

次×5min后，加入SABC—AP 37℃孵育20min、TBS洗

4次×5min后，加入DAB显色剂显色约10min，水冲

洗，脱水干燥后封片，计算机图像分析测量bFGF阳性

面积百分数。

7 BMMNC表面bFGFR的表达水平 将3、7、

14天小鼠分别处死后，制备BMMNC悬液，计数调细

胞浓度为2×106／ml，按常规方法制备流式细胞样本，

标记一抗即兔抗小鼠bFGFR单抗(1：400稀释度)，

4℃孵育30min后离心弃上清，经冷PBS洗2次后，加

入二抗即FITC一山羊抗兔IgM单抗(1：100稀释度)，

4℃孵育30min后离心弃上清，冷PBs洗2次后，加入

1％多聚甲醛固定，置4℃避光保存，6h内流式细胞仪

检测骨髓单个核细胞表面bFGFR的荧光强度。

8统计学分析数据以均数±标准差(j±s)表

示，采用SPSS 10．O进行f检验和相关分析。

结 果

1 BMMNC计数 见表l。照射后对照组和川

芎嗪组的BMMNC均显著低于正常组(P<0．05或P

<0．01)，第14天BMMNC数仍未恢复正常；川芎嗪

组在第7、14天的BMMNc数均显著高于对照组(P<

0．05或P<0．01)。

2 骨髓组织切片中bFGF的表达水平分析 见

表1。照射后对照组和川芎嗪组骨髓组织中bFGF的

表达水平均显著低于正常组(P<0．01)，照射后第14

天bFGF的表达水平仍未恢复正常；但川芎嗪组在第

3、7、14天bFGF的表达水平均显著高于对照组(P<

0．05或P<0．01)。

3 BMMNC表面bFGFR表达水平(平均荧光强

度)分析 见表1。正常组骨髓单个核细胞表面

bFGFR有表达。放射损伤后第14天，川芎嗪组

bFGFR的表达水平显著高于对照组；3组组间比较差

异有显著性(P<0．01)。

表1 各组小鼠骨髓组织中BMMNC、bFGF及BMMNC

表面bFGFR表达的影响 (膏±s)

删鹘鹫”。。黜糍骨)桌黼荣，表ii嬲％，

注：与正常组比较，。P<O．05，“尸<O．叭；与对照组同期比较

△P<O．05．△△P<0．01
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讨 论

bF(；F既是丝裂原，又是血管生成素、细胞生长因

子，具有多种功能，与细胞迁移、分化及组织发育有

关¨。。在体外可刺激内皮细胞增殖、分裂生长和迁移，

在体内有强烈的促血管形成作用。血管内皮细胞增殖

的结果是：一方面可使bFGF的含量增加，另一方面可

导致新生m管的形成。血管内皮细胞的生长和存活对

于维持骨髓微循环和造血具有t分重要的作用¨。。

bF(jF促进血管形成的作用有：(1)促进血管内皮细胞

的增殖；(2)促进内皮细胞的迁移；(2)促进具有降解基

底膜作用的蛋白酶的释放；(4)促进内皮细胞形成管

腔。bF(；F是一种“损伤激素”，各种原因引起的细胞

损伤、死亡可导致bF(；F释放增多。血管内皮细胞、成

纤维细胞、T、B淋巴细胞、巨核细胞、单核细胞、血小

板等为其特异性靶细胞，通过与靶细胞表面特异性的

bF(；FR结合以自分泌或旁分泌的形式发挥作用。

bFGF与I)F(_；FR结合后，可促使bFGFR二聚化和酪

氨酸磷酸化，触发一系列信号级联传导系统，最终将细

胞外信号传入核内，导致细胞增殖反应。bFGF既是

血管新生诱导因子，又是造血生长因子、5。，可以促进巨

核细胞造血№。、单核细胞造血‘川，还可促进造血干／祖

细胞的增殖、分化¨。，并可抑制由放射和化疗引起的造

血细胞的凋亡。我们的实验结果显示：放射损伤对照

组小鼠骨髓组织切片中bFGF的表达水平显著低于正

常组，但其骨髓单个核细胞表面bFGFR的表达增多。

这可能是骨髓微环境损伤后，早期即可引起内皮细胞

的bF(；F合成增加，进而保护或修复那些表达bFGFR

的细胞，即bFGFR的表达与内皮细胞的存活密切相

关¨1。因此，川芎嗪增强放射损伤后单个核细胞

bFGFR的表达，将有利于加快并促进骨髓微循环修

复，加速造血恢复。

我们曾观察到川芎嗪通过促进骨髓静脉窦的修

复，明显增加骨髓微血管数，增加骨髓供氧，促进基质

细胞生长及其黏附功能，改善骨髓微环境∽’⋯]。本实

验结果显示川芎嗪显著增强放射损伤后小鼠骨髓组织

中bFGF的表达，同时增加骨髓单个核细胞表面

bFGFR的表达。这可能是川芎嗪促进放射损伤后骨

髓造血重建机制之一，且可能是川芎嗪通过bFGF／

bFGFR促进骨髓微循环修复而实现的。
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