
NADH对昆明小鼠辐照后造血系统的影响
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摘要院目的 探讨 NADH 对小鼠辐照后造血系统的影响遥方法 昆明小鼠 60 只袁随机分为 3 组袁每组 20 只袁实验玉尧域和

芋组分别为正常对照组尧辐照前注入生理盐水组和辐照前注射 NADH 药物组遥生理盐水和NADH 药物均采用腹腔注

射袁2 次 /d袁照射前 3 d 给药遥辐照采用 6.0Gy 60Co 一次性辐照小鼠遥尾静脉采血计数连续观察辐射后不同时期对外周

血白细胞总数的影响曰辐照后 24 h袁取股骨骨髓涂片袁显微镜下计算骨髓有核细胞数和其分裂指数曰通过 DNA 琼脂糖

凝胶电泳观察昆明小鼠辐照后 24尧48 h 骨髓细胞凋亡的改变遥结果 NADH 能够抑制受照后小鼠外周血白细胞减小袁增

加骨髓有核细胞数及分裂指数袁但并不能抑制 DNA 凋亡片段形成遥结论 NADH 能够明显抑制辐射诱导的造血系统损

伤袁但并不通过抑制骨髓细胞凋亡途径遥
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Protective effect of coenzyme玉on mouse hematopoietic system against radiation
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Abstract: Objective TostudytheprotectiveeffectofNADHonthehematopoieticsystemofmiceagainstradiation. Methods
Sixtymicewererandomizedinto3groups(20/group),Group玉serving asnormalcontrolgroup.Threedaysbeforeexposure
tosingle-dose(6.0Gy)wholebody 60Co 酌-ray irradiation intheother2groups,themiceinGroup域receivedinjectionswith
0.9% NaClandthoseinGroup芋with intraperitonealNADH(10mg/kg,twicedaily).Theperipheralwhitebloodcellscount
wascarriedoutinthebloodsamplesfromthemousetailveinatdifferenttimeaftertheexposure,andthebonemarrowsmears
werepreparedwithroutinestainingtoexamine thenumberofthegranulocytesanddeterminetheirmitoticindex24hafter
radiation.DNAfragmentationinmousebonemarrowcellswasdetectedbyDNAelectrophoresis24and48hafterirradiation.
Results The white blood cell count was significantly higher in mice with coenzym 玉 treatment before exposure to the
irradiation. NADHalsoincreasedthenumberofthegranulocytesandtheirmitoticindexwithoutinhibitingDNAfragmentation
inthebonemarrowcellsasobserved24and48haftertheirradiation. Conclusion NADH canmarkedlypreventthedamages
tothehematopoieticsysteminmiceexposedtoirradiation,butthemechanismdoesnotinvolvetheinhibitionofbonemarrow
cellapoptosis.
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辅酶玉渊NADH冤是一种重要的抗氧化剂袁参与细

胞氧化还原反应遥经细胞学研究发现 NADH 能够抗

化学药物尧中毒和电离辐射等诱导的细胞凋亡袁能够

调节细胞膜和细胞浆受体的表达咱1~3暂遥目前袁NADH 对

电离辐射诱导的造血系统影响未见报道袁本研究通过

NADH 对昆明小鼠经 60Co-酌射线照射后造血系统的

影响袁旨在探讨和研制一种新型的辐射损伤防护剂遥

1 材料与方法

1.1 动物及试剂

健康昆明雌雄小鼠各 30 只 渊第一军医大学实验

动物中心提供冤袁体质量 18~22g袁鼠龄 6~8 周遥NADH
由奥地利 Graz 大学化学系和维也纳贝克曼研究所

Birkmayer 教授提供袁纯度为 97%遥Tris 碱尧EDTA尧平

衡酚和琼脂糖等购自美国 Sigma 公司袁EB 购自瑞士

Fluka 公司袁琼脂糖尧Tris 碱尧酚和氯仿购自广州华美

生物工程公司遥
1.2 实验分组

适应环境 1 周袁60 只昆明小鼠随机分为 3 组袁分

别设正常对照组渊玉冤尧辐照前注射生理盐水组渊域冤和

辐照前给 NADH 组渊芋冤遥每组 20 只昆明小鼠袁雌雄

各半遥辐照采用华南学业大学辐照中心 60Co 源袁1 次

性全身照射袁照 射剂量为 6.0 Gy袁剂量率为 50 c
Gy/min袁照射源距靶中心距离 30cm遥NADH 采用腹

腔给药袁10mg/kg窑b.w.袁分别于照射前 3 d 给药袁2 次/d曰
对照组采用生理盐水袁照射前 3 d 给药袁2 次 /d遥
1.3 实验方法

1.3.1 外周血白细胞变化 采用小鼠尾静脉取血袁
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F~800自动计数仪动态检测小鼠 30 d 外周血白细胞

变化袁每组每个时间点取 5 只小鼠遥
1.3.2 昆明小鼠骨髓涂片检测 照射后 2 4 h脱臼处死

小鼠袁75%酒精浸泡消毒袁无菌条件下取出小鼠下肢

股骨和髂骨袁用生理盐水冲洗涂片袁瑞氏染色袁显微镜

下观察有核细胞遥计算有丝分裂指数渊MI%= 分裂细

胞数 / 观察的细胞数伊100冤
1.3.3 DNA 凝胶电泳检测 NADH 对辐射后骨髓细胞

凋亡的影响

辐照后 24尧4 8 h袁脱臼处死小鼠遥从股骨中冲出骨

髓细胞袁离心袁加细胞裂解缓冲液 250 滋l袁混匀袁37 益
孵育 3 h曰加入酚 / 氯仿 / 异戍醇渊25颐24颐1冤300 滋l袁振

荡 2 0 s袁混匀后袁离心 10min袁取上清曰加氯仿 / 异戍

醇渊24颐1冤300 滋l袁振荡 10~20s 混匀袁离心 10min曰取出

上层水相于另一管中袁加 1/10 体积的 NaAc 和 2 倍

体积的无水乙醇混匀袁-20 益过夜袁离心 10min袁倾去

上层液袁沉淀加 70%乙醇漂洗袁真空干燥袁贮存于-20 益
备用遥用前加 TE 缓冲液遥1.8%琼脂糖电泳袁紫外灯下

观察并照相遥
1.4 统计处理

统计分析采用采用 SPSS 10.0 统计软件包行方

差分析遥

2 结果

2.1 NADH 对昆明小鼠受照后外周血白细胞的影响

在昆明小鼠辐照后第 1尧5尧10尧15尧20尧25尧30 天袁
检测外周血白细胞总数渊图 1冤袁芋组白细胞总数与域
组相比具有显著性差异渊P<0.05冤遥其中袁以辐照后第

5 天白细胞数降至最低点袁第 10尧15 天白细胞出现回

升袁但回升速度较缓袁第 20~30 天白细胞回升明显袁第

30 天白细胞仍未达到正常水平遥芋组小鼠外周血白

细胞总数第 5 天白细胞下降幅度较域组明显减少袁第

10尧15尧20 天白细胞出现回升袁第 25尧30 天白细胞回

升处于平台期遥

2.2 NADH 对辐照后昆明小鼠骨髓象的影响

实验结果如表 1 所示院鼠受到 6.0Gy 60Co-酌辐照

后 2 4 h袁域组小鼠骨髓有核细胞严重损伤袁其有核细

胞数及其有丝分裂指数明显低于正常对照组小鼠遥如

在辐照前腹腔预防给药渊NADH冤后袁芋组小鼠骨髓有核

细胞数及 MI 与域组比较有显著性差异渊P<0.05冤遥

2.3 NADH 对受照小鼠骨髓细胞程序性死亡形成的

影响

为了研究 NADH 促进造血功能恢复是由于抑制

受辐射小鼠骨髓细胞程序性死亡还是经过一段较长

的时间通过刺激骨髓残余造血干细胞的增殖尧分化引

起的袁本实验观察了照射后 24尧4 8 h时间点骨髓细胞

凋亡现象遥结果表明辐照后 24尧4 8 h骨髓细胞均发生

细胞凋亡渊图 2冤遥

3 讨论

外周血白细胞和血小板减小而引起的感染和出

血等造血功能损伤是辐射后引起的主要病理变化之

一遥近年来袁对辐射后引起的白细胞减小临床上多采

用的是粒细胞和 / 或巨噬细胞集落刺激因子遥但由于

价格昂贵袁大剂量应用产生明显毒副作用袁目前开辟

新的研究途径寻找抗辐射诱导的白细胞下降新药遥国

内大部分研究集中在抗辐射和提高机体免疫力中药

方面袁如肉苁蓉袁茶多酚袁黄蘑多糖尧人参, 三七皂甙

等袁但由于中药成分复杂袁难于提纯单一成分袁并且升

图 2 骨髓细胞 DNA 凝胶

电泳分析

Fig.2 DNA gel
electrophoresis of the

bone marrow cells from
irradiated mice

Lane1:24hafterirradiation;
Lane2:48hafterirradiation

*P<0.05 vs group域

表 1 NADH 对昆明小鼠辐照后骨髓细胞总数及其分裂

指数的影响渊n=3, x依s冤
Tab.1 Effectsof coenzyme玉pretreatment on thetotal
number andmitotic index of the bone marrow cells in

mice with 60Co 酌-ray exposure (n=3, Mean依SD)

Group
Bonemarrowcells

Totalnumber(伊103) Mitoticindex(%)
玉 26.36依2.01* 1.24依0.16*
域 12.59依1.08 0.42依0.03
芋 17.94依1.59* 2.25依0.23*
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图 1 NADH 对辐照后昆明小鼠外周血白细胞变化的影响

Fig.1 Effectof coenzyme 玉pretreatment on peripheral
blood white cell count in mice with 60Co 酌-ray exposure

Exp域::Micetreatedwith 60Co 酌-ray;Exp芋:Micetreatedwith 60Co

酌-ray3dafterintraperitonealcoenzyme玉injection
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高白细胞效果不是很理想咱4袁5暂遥本实验在 NADH 抗辐

射诱导的外周血淋巴细胞凋亡基础上咱6暂袁探讨 NADH对

昆明小鼠辐照后造血功能影响袁结果表明 NADH 对外

周血白细胞辐射损伤具有一定的防护作用遥
小鼠骨髓有核细胞数及其有丝分裂指数是反映

成年鼠造血功能状况的指标之一遥骨髓组织细胞对辐

射较敏感遥当动物受到电离辐射后袁其骨髓有核细胞

急剧减少袁微血管系统扩张尧充血袁细胞分裂被抑制袁
约 4 d 后才出现细胞分裂恢复趋势袁造血细胞也不断

增多咱7暂遥本实验结果表明 NADH 能够增加骨髓中有

核细胞数和分裂指数袁而辐射后 24 和 4 8 h骨髓细胞

凋亡无区别袁表明 NADH 增加外周血白细胞机制一

方面可能通过抑制白细胞辐射损伤袁另一方面可能通

过刺激残余骨髓造血干细胞增殖尧分化袁而不是通过

抑制辐照后骨髓细胞程序性死亡遥
NADH 是一种还原型辅酶袁参与细胞能量代谢

和呼吸链电子传递袁抑制细胞内自由基产生和稳定线

粒体膜电位咱8暂遥细胞内 NADH 含量在缺氧尧中毒尧辐

射等因素作用下会发生变化咱9暂遥有研究报道 NADH 作

为 电 子 供 体 在 一 种 称 为 醌 类 黄 素 酶 即 NADH
渊NADH冤醌氧化还原酶 1(NQO1)作用下催化醌双电

子还原,使氧自由基的产生减少袁抑制细胞坏死和凋

亡袁而阿尔茨海默病 NQO1 活性降低袁清除自由基能

力下降和 NAD渊P冤H 消耗增加袁导致神经原细胞胞浆

内过氧化作用增强袁导致神经原变性坏死咱10暂遥Brian 报

道采用光敏治疗渊PDT冤治疗纤维肉瘤袁经体外细胞学和

体内动物实验袁采用共聚焦显微镜检测细胞内NADH
含量变化袁结果表明肿瘤组织和正常组织经 PDT 治

疗后 NADH 荧光信号减弱袁这种 NADH 含量减少与

细胞内线粒体膜电位减小尧活性氧增加有关袁从而导致

细胞坏死咱11暂遥本实验辐射前腹腔注射 NADH袁对外周

血白细胞和骨髓有核细胞的辐射损伤具有一定的防

护作用袁可能与NADH 抑制外周血白细胞损伤和刺

激骨髓残余造血干细胞增殖尧分化有关袁但还需要进一

步研究遥
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