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重组人骨形成蛋白成熟肽４对急性放射损伤小鼠造血系统的
修复作用

王　涛，康　涛，雷　琦，杨　谦，曹冰清
（陕西省人民医院神经内二科，陕西　西安　７１００６８）

摘要：　目的　探讨重组人骨形成蛋白成熟肽４（ｒｈＢＭＰ４ｍ）对６０Ｃｏγ射线照射引起的小鼠造血系统损伤的修复
作用。方法　９０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为正常对照组、模型组和ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组，每组３０只。模型组和 ｒｈＢＭＰ４ｍ
治疗组小鼠接受６０Ｃｏγ射线照射，照射剂量７Ｇｙ，全身照射２００ｓ；正常对照组小鼠不接受照射。模型组小鼠每日腹腔
注射生理盐水１０ｍＬ，ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠每日腹腔注射ｒｈＢＭＰ４ｍ０．５ｍｇ，连续治疗６ｄ。分别于照射后第１、３、５、
７、９天检测小鼠外周血白细胞数、骨髓单个核细胞数、骨髓单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞比例；照射后第９天进行脾结节
计数，并计算脾脏质量与体质量的比值（脾体比）。结果　照射后第１天３组小鼠外周血白细胞计数比较差异均无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）；照射后第３、５、７、９天模型组小鼠外周血白细胞计数低于正常对照组（Ｐ＜０．０１）；照射后第３、５
天ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠外周血白细胞计数与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），照射后第７、９天 ｒｈＢＭＰ４ｍ
治疗组小鼠外周血白细胞计数高于模型组（Ｐ＜００５）。模型组小鼠照射后各时间点骨髓单个核细胞计数均低于正常
对照组（Ｐ＜０．０１）。照射后第１、３天 ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠骨髓单个核细胞计数与模型组比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），照射后第５、７、９天ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠骨髓单个核细胞计数高于模型组（Ｐ＜０．０５）。模型组小鼠照射
后各时间点的单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞百分率均低于正常对照组（Ｐ＜０．０１）。ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠照射后第１、３
天单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞百分率与模型组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），照射后第５、７、９天ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗
组小鼠单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞的百分率高于模型组（Ｐ＜０．０５）。照射后第９天，模型组小鼠脾结节计数高于正常
对照组，脾体比低于正常对照组（Ｐ＜０．０５）；ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠脾结节计数和脾体比高于模型组（Ｐ＜０．０１）。结论
　辐射可引起小鼠骨髓造血系统损伤，ｒｈＢＭＰ４ｍ能够促进骨髓造血系统的重建。
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ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｆｉｆｔｈ，ｓｅｖｅｎｔｈ，ｎｉｎｔｈｄａｙａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｓｐｌｅｅｎｎｏｄｕｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｓｐｌｅｅｎｗｅｉｇｈｔ／ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆｍｉｃｅｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｎｉｎｔｈｄａｙ
ａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｌｅｅｎｎｏｄｕｓａｎｄｔｈｅｓｐｌｅｅｎｗｅｉｇｈｔ／ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆｍｉｃｅｉｎｒｈＢＭＰ４ｍｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｎｉｎｔｈｄａｙａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ｒｈＢＭＰ４ｍｃａｎａｃｃｅｌｅｒａｔｅｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｙｓｔｅｍｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｙｓｔｅｍｉｎｊｕｒｙ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｒａｄｉｏｌｙｔｉｃｄａｍａｇｅ；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ４ｍａｔｕｒｅｐｅｐｔｉｄｅ；ＣＤ３４＋

　　骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＢＭＰ）属于转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒβ，ＴＧＦβ）超家族，具有３０多个成员［１］。ＢＭＰ的
重要作用是诱导异位成骨或成软骨，另外，ＢＭＰ在
新陈代谢、躯体形态发生、组织重建等方面还发挥着

至关重要的作用［２］。作为 ＢＭＰ家族的重要一员，
ＢＭＰ４不仅具有体外诱导成骨的能力，对于个体发
育过程也至关重要，例如，ＢＭＰ４在胚胎早期发育过
程中参与了原肠胚及中胚层的形成［３］；胚胎发育过

程中缺乏 ＢＭＰ４会导致原始造血细胞分化发育障
碍［４］。ＢＭＰ４还能与其他因子共同作用，促进小鼠
胚胎干细胞向造血细胞分化，而在此过程中，ＢＭＰ４
由于能够有效促进中胚层的形成而起到了“开关”

的作用，从而使诱导造血的过程成为可能［５］。辐射

是导致造血系统损伤的重要因素［６］，大剂量射线照

射会导致机体造血器官及骨髓造血干细胞严重受

损，从而引发机体造血障碍，无法恢复正常造血功

能［７９］。ＢＭＰ４由于能够上调胚胎干细胞分化过程
中多种造血基因的表达、与机体造血系统的发育和

重建密切相关而受到重视［１０］。重组人骨形成蛋白

成熟肽４（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎ４ｍａｔｕｒｅｐｅｐｔｉｄｅ，ｒｈＢＭＰ４ｍ）是以大肠杆菌
系统表达制备出的具有一定生物活性的人ＢＭＰ４成
熟肽。本研究利用６０Ｃｏγ射线对小鼠进行照射，造
成急性放射性损伤，使其骨髓造血功能严重受损，在

此基础上利用 ｒｈＢＭＰ４ｍ对其进行治疗，观察并评
价ｒｈＢＭＰ４ｍ对急性辐射所致骨髓造血功能障碍的

恢复作用，并进一步研究其可能的机制，为深入研究

ｒｈＢＭＰ４ｍ促进骨髓造血所参与的信号途径及辐射
损伤治疗的临床应用提供一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性ＢＡＬＢ／ｃ纯系小鼠９０只，体质
量（２１．０±２．０）ｇ，购自第四军医大学实验动物中心。
１．２　主要试剂与仪器　ｒｈＢＭＰ４ｍ由第四军医大学
生物化学教研室制备并惠赠，Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液
购自广州美景生物科技有限公司，动物血细胞计数

仪ＸＴ２０００ｉｖ购自日本 Ｓｙｘｍｅｘ公司，ＣＤ３４单抗及
ＩｇＧ对照抗体均购自英国 Ａｂｃａｍ公司，流式细胞仪
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ购自赛维斯科技（北京）有限公司。
１．３　动物处理方法　将９０只小鼠随机分为正常对
照组、模型组和 ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组，每组３０只。模
型组和ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠均接受６０Ｃｏγ射线照
射，照射剂量７Ｇｙ，全身照射２００ｓ；正常对照组小鼠
不接受照射。６０Ｃｏγ射线照射后，ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组
小鼠从照射后第１天开始每天在相同时间点腹腔注
射ｒｈＢＭＰ４ｍ０．５ｍｇ，连续治疗６ｄ；模型组小鼠每
天在同一时间腹腔注射生理盐水１．０ｍＬ。
１．４　检测指标
１．４．１　外周血白细胞计数　分别于照射后第１、３、
５、７、９天采集小鼠尾静脉血，采集后立即于动物血
细胞计数仪上进行血细胞计数。

１．４．２　骨髓单个核细胞分离和纯化　分别于照射
后第１、３、５、７、９天分批颈椎脱臼处死小鼠（每批每
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组６只），制备骨髓细胞悬液，根据 Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度
离心法及相关说明书操作，分离和纯化骨髓单个核

细胞，显微镜下进行细胞计数。

１．４．３　骨髓ＣＤ３４＋细胞检测　对获得的骨髓单个
核细胞悬液进行稀释，将细胞密度调整为 １×
１０９Ｌ－１，分别加入ＣＤ３４抗体和ＩｇＧ对照抗体，室温
避光染色３０ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液离心冲洗，流式细胞
仪测定骨髓单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞的百分率。
１．４．４　脾结节计数及脾脏质量与体质量的比值
（脾体比）　照射后第９天小鼠称质量后颈椎脱臼
处死，分离并观察小鼠脾脏表面有无结节形成，并进

行计数，同时计算脾体比。

１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计

学分析，数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较
采用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组小鼠外周血白细胞计数比较　结果见表
１。照射后第１天３组小鼠外周血白细胞计数比较
差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；照射后第３、５、７、９
天模型组小鼠外周血白细胞计数低于正常对照组，

差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；照射后第３、５天
ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠外周血白细胞计数与模型组
比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；照射后第７、９
天ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠外周血白细胞计数高于模
型组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组小鼠照射后外周血白细胞计数比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
白细胞计数／（×１０９Ｌ－１）

第１天 第３天 第５天 第７天 第９天
正常对照组 ６ ７．３２±０．３５ ６．５５±０．２７ ６．９１±０．１９ ７．１９±０．２１ ６．９４±０．３２
模型组 ６ ８．９１±０．３７ ２．２５±０．３１ａ １．５６±０．２８ａ １．２６±０．４１ａ １．６１±０．２７ａ

ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组 ６ ８．５２±０．３５ ２．４８±０．３３ ２．１２±０．３１ ２．７１±０．３８ｂ ３．６８±０．２２ｂ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０５。

２．２　各组小鼠骨髓单个核细胞计数比较　结果见
表２。模型组小鼠照射后各时间点骨髓单个核细胞
计数均低于正常对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。照射后第１、３天 ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠骨

髓单个核细胞计数与模型组比较差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；照射后第５、７、９天ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小
鼠骨髓单个核细胞计数高于模型组，差异均有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。
表２　各组小鼠照射后骨髓单个核细胞计数比较

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｍａｒｒｏｗｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
单个核细胞计数／（×１０６Ｌ－１）

第１天 第３天 第５天 第７天 第９天
正常对照组 ６ １６．５７±１．８８ １６．３８±１．５２ １７．０４±１．３８ １６．８２±１．５７ １７．０２±１．８２
模型组 ６ ２．６１±０．７２ａ ２．１６±０．３３ａ １．８４±０．３１ａ ２．０３±０．２１ａ ２．３８±０．１６ａ

ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组 ６ ２．５４±０．２５ ２．３６±０．３４ ２．８２±０．２７ｂ ４．８６±０．３８ｂ ５．７８±０．３２ｂ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０５。

２．３　各组小鼠骨髓单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞百分
率比较　结果见表３。模型组小鼠照射后各时间点
的单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞百分率均低于正常对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。照射后第１、３天
ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠单个核细胞中 ＣＤ３４＋细胞百

分率与模型组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；照
射后第５、７、９天ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠单个核细胞中
ＣＤ３４＋细胞的百分率高于模型组，差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）。

表３　各组小鼠照射后骨髓单个核细胞中ＣＤ３４＋细胞百分率比较

Ｔａｂ．３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔｏｆＣＤ３４＋ｃｅｌｌｓｏｆｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｉｎｍａｒｒｏｗｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

（珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＣＤ３４＋细胞百分率／％

第１天 第３天 第５天 第７天 第９天
正常对照组 ６ ７．２８±０．３１ ７．１２±０．４５ ７．１６±０．２５ ７．２３±０．２８ ７．１１±０．３７
模型组 ６ １．０７±０．１８ａ １．１６±０．２２ａ ２．１３±０．１９ａ ２．２２±０．２４ａ ２．３５±０．３２ａ

ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组 ６ １．１５±０．２２ １．２６±０．３１ ２．５９±０．３２ｂ ２．９８±０．４１ｂ ３．２８±０．４７ｂ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０１；与模型组比较ｂＰ＜０．０５。
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２．４　各组小鼠脾结节计数及脾体比比较　照射后
第９天，正常对照组小鼠未见脾结节，模型组小鼠出
现少量脾结节，ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠脾脏表面出
现较多脾结节（图１）。模型组小鼠脾结节计数高于
对照组，脾体比低于对照组，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠脾结节计数和脾
体比均高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；
见表４。

图１　照射后第９天模型组和ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠脾结节

Ｆｉｇ．１　ＳｐｌｅｅｎｎｏｄｕｓｏｆｍｉｃｅｉｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｒｈＢＭＰ

４ｍｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｎｉｎｔｈｄａｙａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

表４　各组小鼠照射后脾结节计数及脾体比比较

Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｐｌｅｅｎｎｏｄｕｓａｎｄ

ｓｐｌｅｅｎｗｅｉｇｈｔ／ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｒａｔｉｏｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ （珔ｘ±ｓ）

组别 ｎ 脾结节计数 脾体比

正常对照组 ６ ０．００±０．００ ０．００５３±０．０００２
模型组 ６ ２．３８±０．６１ａ ０．００１６±０．０００４ａ

ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组 ６ １０．３１±０．３８ｂ ０．００３６±０．０００７ｂ

　　注：与正常对照组比较ａＰ＜０．０５；与模型组比较ｂＰ＜０．０１。

３　讨论

造血系统对电离辐射高度敏感，受到大剂量射

线照射后，造血功能会严重受损［１１］，很快就可出现

血细胞数量下降［１２］、造血器官器质性病变、造血干

细胞和造血祖细胞损伤［１３］、造血机能极大下降，由

此导致机体衰竭，易发生感染、出血等严重并发症而

死亡。因此，在电离辐射对机体造成的急性损伤过

程中，造血系统损伤处于病变的中心环节［１４］，如不

及时治疗，将产生严重后果，不仅影响预后，还会危

及患者生命。

本研究结果显示，模型组小鼠白细胞数先出现

短暂性升高，这可能与白细胞的迁移、黏附、动员能

力及其在循环系统中分布的改变有关；继而其数目

显著降低，则是因为白细胞对辐射作用较敏感，在大

剂量６０Ｃｏγ射线照射下大量白细胞死亡的缘故［１５］。

骨髓单个核细胞由于对辐射更为敏感，在照射早期

即明显降低，由于照射剂量较大，其损伤、死亡较多，

后期恢复也较慢。ＣＤ３４分子长期以来一直被认为
是造血干细胞或造血祖细胞的表面标记分子［１６］，广

泛应用于造血干细胞／祖细胞的筛选。在本研究结
果中，模型组小鼠骨髓单个核细胞中 ＣＤ３４＋数量下
降明显，表明骨髓造血干细胞或造血祖细胞严重受

损，造血功能明显下降。应用 ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗后，上
述各项指标随时间的推移都有较为明显的恢复。

ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组白细胞数及骨髓单个核细胞数增
长可能与ｒｈＢＭＰ４ｍ促进造血干细胞／祖细胞分化，
从而使外周血细胞池中血细胞数目增多有关；而

ＣＤ３４＋细胞数目增多可能与 ｒｈＢＭＰ４ｍ参与造血微
环境的重建，从而有利于造血干细胞／祖细胞的存活
与增殖有关。另外，脾结节被认为代表了造血干细

胞，在本研究中，ｒｈＢＭＰ４ｍ治疗组小鼠脾结节数目
及脾体比显著高于模型组，说明 ｒｈＢＭＰ４ｍ能够有
效地促进造血干细胞／祖细胞存活，参与造血系统重
建；而模型组与正常对照组相比，也有产生少量脾结

节的能力，这是由于小鼠自身也存在一定的损伤修

复能力，但在缺乏外在治疗干预因素的条件下，这种

修复能力极为有限，不能有效促进造血系统重建。

本研究结果表明，ｒｈＢＭＰ４ｍ对大剂量电离辐
射造成的急性放射损伤具有明确的修复作用，能够

通过增加 ＣＤ３４＋细胞数，即通过上调造血干细胞／
祖细胞数而促进造血系统功能恢复；ＢＭＰ４能够通
过多种信号途径促进造血及造血干细胞的生成和分

化［１７２０］，但其具体机制仍有待深入探索。本研究为

进一步研究ｒｈＢＭＰ４ｍ在骨髓造血中的作用机制及
急性放射病的临床治疗打下一定基础。
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