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一种辐射防护中药组方对小鼠脾脏辐射损伤的保护作用
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摘要 探讨由黄芪、刺五加、山药、葡萄籽及酸枣仁提取物混合组成的一种辐射防护中药组方（简称防辐组方）

对辐射损伤小鼠脾脏的影响及保护作用。实验小鼠随机分为5组：对照组、模型组、防辐组方低，中，高剂量组

（500 mg/kg、1 000 mg/kg、2 000 mg/kg）。6.5 Gy 60Co γ射线一次性全身照射建立辐射损伤模型。观察各组小鼠

脾脏系数、脾脏组织病理学形态、Caspase-3，Caspase-9及细胞色素C活性、凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2及P53蛋白

表达、脾脏T淋巴亚群CD4+、CD8+百分比、CD4+/CD8+比值及各组脾脏细胞DNA损伤程度等指标的变化情况。

实验结果显示：与模型组比较，给药组小鼠的体重及脾脏系数均有所增高。其中，中剂量组和高剂量组增高最

为显著（p<0.01或p<0.05）；给药组小鼠脾脏中的CD4+、CD8+百分比、CD4+/CD8+比值及Bcl-2的蛋白表达均上

升显著，Caspase-3，Caspase-9，细胞色素C活性及Bax、P53的蛋白表达有显著性下降（p<0.01或 p<0.05）；同时

各给药组小鼠脾脏细胞的Tail DNA%、Tail Length及Olive尾距（OTM）均有显著性下降（p<0.01或p<0.05）。病

理组织学观察发现，与模型组比较，给药组小鼠脾脏的红白髓区清晰，淋巴细胞坏死及中性粒细胞浸润均有明

显下降。本研究提示，防辐组方对辐射损伤小鼠的脾脏具有一定的保护作用。推测其保护作用机制，可能与抑

制细胞凋亡和减少DNA损伤有关。
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Protective effects of a Chinese medicinal formula on the spleen of irradiated mice 
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ABSTRACT A Chinese medicinal formula was prepared by combining extracts from Astragalus, Siberian 

ginseng, wild Yam, grape seed, and wild Jujube and assessed for the protective effect of the Fangfu formula powder 

on the spleen of radiation-injured mice. The mice were irradiated with a one-time 60Co γ ray 6.5 Gy dose exposure. 

The experimental mice were randomized into five equal groups: the control, the model , and the low, middle, and 
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high-dose group (500 mg/kg, 1 000 mg/kg, 2 000 mg/kg, respectively). Changes in the spleen index, 

pathomorphisms in the spleen tissues, Caspase-3, Caspase-9, cytochrome C, CD4+ , CD8+ , the apoptosis-related 

proteins Bax, Bcl-2, and P53  protein expression, and the cell DNA damage in each group were measured. Compared 

with the model group, there was an increase in the body weight and spleen index of the dosed mice, with the most 

significant (p<0.01 or p<0.05) increase occurring in the middle- and high-dose groups. Furthermore, the Fangfu 

formula significantly (p<0.01 or p<0.05) increased the CD4+ , CD8+ , CD4+/CD8+ percentages, and Bcl-2 protein 

expression and reduced the level of Caspase-3, Caspase-9, cytochrome C, Tail DNA%, Tail length, olive tail moment 

(OTM), Bax, and P53 protein expression in spleen tissue when compared with the model group. The histopathologic 

examination showed that the red and white pulp area of the spleen of the dosed mice was clear, and both lymphocyte 

necrosis and neutrophil infiltration were decreased significantly in the dosed mice as compared to that in the model 

group. The data suggest that the Fangfu Formula has a protective effect on the spleen of irradiated mice. These 

findings might be related to inhibition of DNA damage and apoptosis.

KEYWORDS Fangfu formulas, Radiation injury, Mice, Spleen

CLC R81

随着核能在医疗、军事、工业等领域的广泛应

用，辐射不可避免地出现在人们的生活之中，辐射

损伤已成为一种潜在的健康威胁。根据世界卫生组

织的统计，恶性肿瘤现已成为世界范围内70岁前死

亡的首要原因［1］。放射治疗作为治疗恶性肿瘤的主

要手段之一，其适应性范围广、治疗简便，约70%的

患者接受放射治疗，40% 的实体肿瘤可以用其根

治［2-3］。但放射治疗及诊断时，除了患病部位以外，正

常的组织器官也会暴露于电离辐射下，引起不同程

度的辐射损伤，影响患者的生活质量［4］。有研究发

现，肺癌、乳腺癌等胸部恶性肿瘤接受放射治疗后，

会导致放射性肺损伤的发生率较高［5］。辐射损伤在

中医病机中可概括为：邪盛伤正，气血乏源，虚实夹

杂，升降失常，故在治法上应扶正祛邪，健脾益气，

胜湿止泻，凉血活血，恢复升降之气机［6］。中药提取

物存在广泛，具有较强的抗氧化性，又没有明显的

毒副作用，近年来已逐渐成为各国研究筛选天然抗

辐射防护剂的热点［7］。本研究所用防辐组方主要由

黄芪、刺五加、山药、葡萄籽及酸枣仁中药提取物组

成。黄芪，归肝、肾、肺、脾经，有益气固表、敛汗固

脱、利水消肿等功效。多份研究显示，黄芪具有明显

的抗辐射作用，能保护肾、肺、脑、心脏等器官免受

电离辐射引起的各种损伤［8-9］。刺五加，归肝、肾经，

祛风湿，强筋骨，活血脉，其提取物可增强机体免疫

力，调节非特异性防御能力，具有明显的抗辐射、抗

肿瘤、抗疲劳作用［10］。山药，归脾、肺、肾经，具有补

脾养胃、生津益肺、补肾益精的功效。现研究表明，

山药中的多种活性成分具有抗刺激，促进上皮组织

的修复，保护免疫系统、生殖系统等作用［11-12］。本实

验以辐射损伤小鼠为研究对象，以对辐射有较高敏

感性的脾脏为研究目标，探讨防辐组方对辐射损伤

小鼠脾脏的保护作用。

1   材料和方法

1.1　  材料　

1.1.1　 动物　

健康SPF级昆明种小鼠，50只，雄性，体重 18~

22 g，购自复旦大学实验动物科学部，生产许可证

号：SCXK（沪）2009-0019。

1.1.2　 主要试剂　

防辐组方成分包括：黄芪提取物（黄芪多糖含

量 50.86% UV）、刺五加提取物（刺五加皂苷含量 

0.82% HPLC）、山药提取物（薯蓣皂苷元含量

16.82% HPLC）、葡萄籽提取物（原花青素含量

95.3% UV）及酸枣仁提取物（酸枣仁皂苷 2.13% 

UV），均由西安天一生物技术有限公司提供；PBS，

Tris-NH4Cl缓冲液由武汉谷歌生物科技有限公司提

供；Caspase-3 测试试剂盒（产品批号：20121009），

Caspase-9测试试剂盒（产品批号：20121018），细胞

色素C检测试剂盒（产品批号：20121010）均由南京

建成生物工程研究所提供；CD4+检测试剂盒（产品

批号：E07036-1633），CD8+检测试剂盒（产品批号：

E01036-1633）均由美国eBioscience公司提供。

1.1.3　 仪器　

BD FACSC antol Ⅱ型流式细胞仪，美国 BD 公

司；徕卡 TCS SP8 激光共聚焦显微镜，德国徕卡；

Imark 自动酶标仪 ，美国 BIO-RAD 公司 ；400R 
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labofuge型冷冻离心机，德国贺利氏公司；VIS-7220

分光光度计，北京第二光学仪器厂；BSA124S电子

天平，赛多利斯科学仪器有限公司。

1.2　  方法　

1.2.1　 药品配制　

防辐组方的制备：将5种提取物粉末，按照黄芪

提取物∶刺五加提取物∶山药提取物∶葡萄籽提取

物∶酸枣仁提取物（37.1∶37.1∶16.7∶5.6∶3.5）的比例

混合均匀。加入一定量的去离子水，震荡混匀，配制

成质量分数分别为 4%的低剂量组方样本药品、8%

的中剂量组方样本药品以及 16%的高剂量组方样

本药品。

1.2.2　 实验分组及给药　

50只昆明种小鼠，按体重随机分为 5组，每组

10只，即：对照组（给予药物同等体积的 0.9%生理

盐水灌胃，不照射），模型组（给予药物同等体积的

0.9%生理盐水灌胃，照射），低剂量组（500 mg/kg，

照射），中剂量组（1 000 mg/kg，照射），高剂量

组（2 000 mg/kg，照射）。连续给药14 d。

1.2.3　 辐射损伤模型的建立　

于给药第 7天，将小鼠在清醒状态下置于有机

玻璃盒中限制其活动，除对照组外，其余各组均

用 60Co γ源进行一次性全身照射（海军医学研究所

辐照中心），总剂量6.5 Gy，剂量率1.0 Gy/min，建立

辐射损伤模型。照射后继续给药7 d。

1.2.4　 脾脏系数　

称取各组小鼠末次体重。取出脾脏并称重，脾

脏系数（mg/g）=小鼠脾脏质量（mg）/小鼠末次体

重（g）

1.2.5　 脾脏病理学检测　

将脾脏组织浸没于4%多聚甲醛中固定24 h后

梯度脱水，二甲苯中透明 20 min后浸蜡包埋。将蜡

块切片放进60 ℃烘箱内烘烤以备用。将其放于二甲

苯 I和二甲苯Ⅱ中各脱蜡10 min。而后逐个放于无水

乙醇、95%乙醇、85%乙醇、75%乙醇中各 5 min，蒸

馏水去酒精 5 min。苏木素染色 8 min，1%盐酸乙醇

分化30 s，流水冲洗。伊红染液染色3 min。95%乙醇

及无水乙醇中各脱水 5 min。二甲苯 I和二甲苯Ⅱ中

各透明5 min，封片。光镜下观察拍照，并进行病理评

分。评分标准：0分为在正常范围内，1分为很轻微病

变，2 分为轻微病变，3 分为中等病变，4 分为严重

病变［13］。

1.2.6　 Elisa法检测脾脏Caspase-3、Caspase-9及细

胞色素C的表达　

用生理盐水制成 10% 的脾脏匀浆 ，离心

15 min，3 000 r/min，收集上清。按照试剂盒说明，对

脾脏匀浆中的Caspase-3、Caspase-9及细胞色素C活

性进行 Elisa 法检测。使用自动酶联免疫标记仪检

测，每组设8个平行样，每份样品取60 μL，于450 nm

处测OD值。根据标准曲线，得出样本浓度。

1.2.7　 蛋白质印迹（Western blot）分析　

取脾脏，用预冷TBS洗涤 2~3次，剪小块匀浆。

加入裂解液（加入Cooktail+磷酸化蛋白酶抑制剂）

冰上匀浆，制成蛋白上样品。然后定量、电泳、转膜，

用 5%脱脂牛奶（0.5% TBST配）封闭 1 h，用目的抗

体按照一定比例稀释，4 ℃孵育过夜。次日加入辣根

过氧化物酶标记的二抗，室温孵育 2 h。转染上蛋白

的膜加入ECL发光液，采用化学发光法显影，凝胶

成像系统拍摄照片。以目的蛋白条带灰度值与

GAPDH条带灰度值的比值来反映凋亡蛋白的表达

水平，采用 Image J软件进行灰度值分析。

1.2.8　 流式细胞仪检测脾脏 T 淋巴亚群 CD4+、

CD8+百分比　

取脾脏组织置于预冷 PBS中洗涤，并在 70 μm

尼龙网中碾压过网，制备单细胞悬液。将细胞

1 500 r/min离心 5 min，弃上清。加入Tris-NH4Cl缓

冲液1 mL破红，室温放置5 min，加入10 mL PBS终

止破红，离心后再用 PBS将细胞沉淀洗涤一次，重

复离心弃上清。PBS重悬细胞计数后避光待染色。按

照抗体说明书严格操作，稀释荧光抗体，进行样品

染色。PBS洗涤重悬后上机检测。

1.2.9　 彗星实验法检测脾脏细胞 DNA 的损伤程

度　

采集脾脏中间部位 3 mm3大小组织作为样本，

置 于 3 mL 切 碎 液（20 mmol/L EDTA-2Na+10% 

DMSO的Hank's平衡液）中，剪碎组织释放细胞，经

40 μm 滤膜滤过后置冰上。取 106 /mL 细胞悬浮液

30 μL与LMP琼脂糖 140 μL混匀备用。将 1%正常

熔点琼脂糖加热至取 55 ℃，取 100 μL滴于磨砂载

玻片上，盖上盖玻片，4 ℃冷却10 min。取下盖玻片，

取备用混悬液 70 μL滴在第一层琼脂糖上，每个样

本平行制样2个，4 ℃冷却。除去盖玻片，浸入4 ℃的

裂解液（1 mol/L Tris-HCL+0.5 mol/L EDTA+10% 

SDS+5 mol/L NaCL+ddH2O）中1 h。后用冷却的PBS

洗 2次，5 min/次。将载玻片置于预冷至 4 ℃的碱性
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电泳液中解旋 40 min。将预冷的碱性电泳液加入水

平电泳槽中，20 min，25 V，300 mA，后用 PBS将载

玻片洗涤 2 次，5 min/次，后将其置于中和液中

15 min。4 ℃过夜。使用荧光显微镜（激发波长

530 nm）观察并拍照。随机选择100个细胞，用CASP

彗星分析软件进行分析，统计各组细胞彗尾长、尾

DNA%及OTM。

1.3　  统计学方法　

采用SPSS18.0统计软件进行方差统计学分析，

数据结果以均数±标准差（x̄±s）表示，组间差异性比

较采用单因素方差分析，p<0.05表示差异有统计学

意义。

2   结果

2.1　  小鼠脾脏系数及体重变化　

与对照组比较，照射后小鼠脾脏系数和末次体

重均有不同程度的下降，其中模型组，低剂量组及

高剂量组下降有显著性差异（p<0.01）。与模型组对

比，中剂量组和高剂量组小鼠的脾脏系数恢复明显

（p<0.01），中剂量组的末次体重有显著性上升

（p<0.05）。

2.2　  小鼠脾脏病理组织分析　

由图1可知，对照组小鼠脾脏被膜厚薄均匀，富

含弹性纤维及致密结缔组织，无明显异常；脾脏实

质红髓、白髓，各层结构清晰，其中脾索和脾血窦分

布均匀与白髓分界清楚。模型组中大量白髓萎缩，

体积减小，形态结构不规则，白髓中可见淋巴细胞

坏死，核固缩，细胞减少（黑色箭头），红髓大面积淤

血（蓝色箭头）以及中性粒细胞浸润（黄色箭头）。病

理评分（表2）显示，与模型组比较，三个给药组小鼠

脾脏的淋巴细胞坏死（黑色箭头）及中性粒细胞浸

润（黄色箭头）均有明显下降，红白髓区清晰，未见

明显淤血。这表明防辐组方能够减轻辐射后小鼠脾

脏组织的损伤。

表表1　各组小鼠体重及脾脏系数的变化各组小鼠体重及脾脏系数的变化
                                         Table 1　Changes of weight and spleen index of mice in each group                                           (x̄±s)

组别

Groups

对照组Control group

模型组Model group

低剂量组Low-dose group

中剂量组Middle-dose group

高剂量组High-dose group

初始体重 / g

Initial weight

24.37±1.56

24.93±1.03

23.79±1.31

24.56±1.78

23.77±0.63

末次体重 / g

Last weight

36.97±1.11**

31.28±3.33##

32.45±2.96##

36.15±1.32**

34.95±2.43##*

脾脏系数 / (mg·g−1)

Spleen index

0.031±0.009**

0.009±0.002##

0.010±0.002##

0.024±0.007**

0.014±0.004##**

注：与对照组比较，#，p<0.05；##，p<0.01；与模型组比较，*，p<0.05；**，p<0.01。

Note: compared with the control group, #, p<0.05, ##, p<0.01; compared with the model group, *, p<0.05; **, p<0.01.

 

图1　各组小鼠脾脏HE染色组织病理图（彩色见网络版）
Fig.1　Pathological pictures of HE staining in different groups of mice spleen tissue (color online)
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2.3　  防辐组方对脾脏细胞 Caspase-3，Caspase-9

及细胞色素C活性的影响　

如表3所示，与对照组比较，照射后小鼠脾脏细

胞的Caspase-9、Caspase-3活性及细胞色素C活性均

升高，其中模型组和低剂量组最为显著（p<0.01）。与

模型组比较，三个给药组小鼠的Caspase-9、Caspase-

3活性及细胞色素C活性均明显降低且均有统计学

意义（p<0.01，p<0.05）。

2.4　  防辐组方对脾脏Bax，Bcl-2及P53蛋白表达

的影响　

由图2显示，与对照组比较，模型组小鼠脾脏的

Bax，Bcl-2 及 P53 蛋 白 表 达 均 有 显 著 性 变 化

（p<0.01）；与模型组比较，三个给药组小鼠脾脏的

Bax，P53蛋白表达均明显下调，Bcl-2蛋白表达明显

提高，其中中剂量与高剂量组变化最为显著

（p<0.01，p<0.05）。

表表2　各组小鼠脾脏组织的病理评分各组小鼠脾脏组织的病理评分
                                      Table 2　Pathological score of the spleen tissue of the mice in each group                                      (x̄±s)

组别Groups

对照组Control group

模型组Model group

低剂量组Low-dose group

中剂量组Middle-dose group

高剂量组High-dose group

坏死Necrosis

0.30±0.48

2.30±0.95##

1.71±0.167

0.92±0.88**

0.41±0.52**

中性粒细胞浸润Neutrophil infiltration

0.30±0.48

3.51±0.71##

1.40±0.52**

1.32±0.82**

0.61±0.52**

注：与对照组比较，#，p<0.05；##，p<0.01；与模型组比较，*，p<0.05；**，p<0.01。

Note: compared with the control group, #, p<0.05; ##, p<0.01; compared with the model group, *, p<0.05； **, p<0.01

表表3　防辐组方对脾脏细胞防辐组方对脾脏细胞Caspase-3，，Caspase-9及细胞色素及细胞色素C活性的影响活性的影响
            Table 3　Effect of Fangfu Formulass on Caspase-3, Caspase-9 and cytochrome C activity in spleen cells           (x̄±s)

组别Groups

对照组Control group

模型组Model group

低剂量组Low-dose group

中剂量组Middle-dose group

高剂量组High-dose group

Caspase-3 / (ng·mL−1)

2.98±0.03**

3.54±0.10##

3.10±0.11##**

3.05±0.02**

2.98±0.02**

Caspase-9 / (ng·mL−1)

1.49±0.01**

1.62±0.03##

1.57±0.02##**

1.53±0.01**

1.50±0.08*

Cytochrome C / (nmol·mL−1)

22.87±0.83**

34.32±2.42##

26.55±1.37##**

23.12±0.77**

20.90±0.18**

注：与对照组比较，#，p<0.05；##，p<0.01；与模型组比较，*，p<0.05；**，p<0.01

Note: compared with the control group, #, p<0.05; ##, p<0.01; compared with the model group, *, p<0.05； **, p<0.01

图2　各组小鼠脾脏Bax、Bcl-2及P53蛋白表达：
(a) Western blot显示各组小鼠脾脏Bax、Bcl-2及P53蛋白的表达；(b) Bax、Bcl-2及P53蛋白定量分析；

与对照组比较，#：p<0.05；##：p<0.01；与模型组比较，*：p<0.05；**：p<0.01
Fig. 2　Expression of Bax, Bcl-2 and P53 proteins in the spleen of mice in each group: (a) western blot showing expression of Bax,

Bcl-2 and P53 proteins in the spleen; (b) quantitative analysis of Bax, Bcl-2 and P53;
compared with the control group, #: p<0.05, ##:p<0.01; compared with the model group, *: p<0.05, **: p<0.01
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2.5　  防辐组方对脾脏T淋巴细胞亚群的影响　

由表 4 可以看出，与对照组比较，照射后的

CD4+、CD8+及CD4+/CD8+均下降，其中模型组和低

剂量组下降显著（p<0.05）。与模型组比较，三个给药

组 的 CD4+ 、CD8+ 及 CD4+/CD8+ 有 显 著 性 上 升

（p<0.01，p<0.05）。

2.6　  防辐组方对脾细胞DNA损伤的影响　

由图 3可见，照射后小鼠的脾脏细胞呈现出彗

星细胞指标的典型改变，提示其DNA 损伤均十分

明显。表 5显示，与对照组比较，模型组和低剂量组

小鼠脾脏细胞的彗尾 DNA% ，尾长和OTM均显著

上升（p<0.01）。与模型组相比，给药组小鼠的小鼠脾

脏细胞彗尾DNA% ，尾长和OTM均降低，中剂量组

和低剂量组更为显著（p<0.01）。结果表明，辐射能严

重破坏小鼠脾脏细胞DNA 结构，引起DNA 损伤，

防辐组方对其具有保护作用。

表表4　防辐组方对各组小鼠脾脏防辐组方对各组小鼠脾脏T淋巴细胞亚群的影响淋巴细胞亚群的影响
                     Table 4　Effect of Fangfu formulas on T lymphocyte subsets in spleen of mice in each group                       (x̄±s)

组别Groups

对照组Control group

模型组Model group

低剂量组Low-dose group

中剂量组Middle-dose group

高剂量组High-dose group

CD4+  / %

53.10±15**

14.88±5.83##

42.45±3.32#**

44.95±19.59**

45.85±1.06**

CD8+  / %

16.80±3.23**

8.38±5.45##

16.33±0.58#**

16.64±0.78**

16.73±0.88**

CD4+  / CD8+

3.16±1.47**

1.78±0.46##

2.60±0.03#*

2.71±1.34**

2.74±0.86**

注： 与对照组比较，#，p<0.05；##，p<0.01；与模型组比较，*，p<0.05；**，p<0.01

Note: compared with the control group, #, p<0.05, ##, p<0.01; compared with the model group, *, p<0.05; **, p<0.01.

图3　各组小鼠脾脏细胞彗星实验图
Fig.3　Plot of comet assay of spleen cells of mice in each group

表表5　防辐组方对各组小鼠脾脏细胞防辐组方对各组小鼠脾脏细胞DNA损伤的影响损伤的影响
                    Table 5　Effects of Fufang capsules on DNA damage in spleen cells of mice in each group                        （x̄±s）

组别Groups

对照组Control group

模型组Model group

低剂量组Low-dose group

中剂量组Middle-dose group

高剂量组High-dose group

Tail DNA / %

8.14±0.52**

20.02±2.11##

14.34±2.51##**

13.81±1.87**

18.76±1.66**

Tail length / μm

9.10±1.07**

20.60±3.22##

14.80±1.89##**

13.60±2.10**

19.38±1.52*

OTM / μm

1.07±0.83**

3.76±1.65##

2.29±1.36##**

2.10±0.82**

3.85±0.91**

注： 与对照组比较，#，p<0.05；##，p<0.01；与模型组比较，*，p<0.05；**，p<0.01

Note: compared with the control group, #, p<0.05, ##, p<0.01;compared with the model group, *, p<0.05； **, p<0.01
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3   讨论

免疫系统是辐射损伤较为敏感的靶点，脾脏作

为机体最大的外周免疫器官，电离辐射会对脾脏哪

些方面产生影响，值得深入探讨。本实验通过检测

脾脏系数，脾脏病理形态，脾脏细胞凋亡，DNA损

伤，T淋巴细胞亚群比例等指标，研究电离辐射对脾

脏，乃至免疫系统的影响具有重要的意义［14］。防辐

组方由黄芪、刺五加、山药等组成，以“扶正祛邪、虚

则补之”为指导配制而成。本文通过分析防辐组方

对辐射损伤小鼠脾脏的保护作用，以进一步探讨其

对免疫系统的影响。

辐射损伤往往会造成小鼠脏器的损伤萎缩，表

现为其系数的减少［15］。本实验分别从体重及脾脏系

数变化分析，照射后小鼠的末次体重及脾脏系数明

显下降，与模型组对比，中剂量和高剂量防辐组方

的小鼠的末次体重及脾脏系数均有显著性提高

（p<0.01，p<0.05）。由于脏器系数可在一定程度上反

映机体免疫功能的强弱［16］，初步可见防辐组方对辐

射损伤小鼠脾脏及免疫功能有一定的保护作用。

有研究表明，辐射可以通过直接或间接作用，

产生自由基破坏人体细胞的生物膜及核酸，导致细

胞膜和蛋白的损伤，进而引起细胞的凋亡，这也是

辐射损伤最早期的生物学效应［17］。P53、Bax、Bcl-2

和Caspase是调控细胞凋亡的重要蛋白，细胞凋亡

即为Caspase不可逆水解底物的级联放大反应的过

程［18］。当P53上调时，控促凋亡基因（Bax）表达升高

和抗凋亡基因（Bcl-2）表达降低，线粒体收到凋亡信

号，释放的细胞色素 C 会与 Apaf-1 结合形成凋亡

体，凋亡体即可激活Caspase-9，活化的Caspase-9会

继续激活下游的Caspase-3引发级联反应，进而引起

细胞凋亡。检测结果显示，照射后小鼠脾脏细胞的

细胞色素 C、Caspase-9、Caspase-3 活性及 Bax 表达

均升高，其中模型组和低剂量组上升最为显著

（p<0.01），说明辐射已引发小鼠脾脏细胞凋亡。与模

型组比较，三个给药组小鼠的细胞色素C、Caspase-

9、Caspase-3 活性及 Bax 表达均明显下降（p<0.01，

p<0.05）。提示，防辐组方对由电离辐射造成的脾脏

细胞凋亡有明显的抑制作用，作用机制见图4。

脾脏组织病理结果显示，三个给药组小鼠脾脏

红白髓区清晰，同时淋巴细胞坏死及中性粒细胞浸

润等情况较模型组明显好转，但也未完全恢复正

常。说明防辐组方的干预机制可能是通过抑制Bax

过度表达和促进Bcl-2过度表达来抑制线粒体凋亡

通路激活，抑制 Caspase 的级联反应，从而缓解脾脏

组织的病理形态损伤，发挥抗辐射作用［19］。

DNA是辐射损伤的重要靶点，当受到电离照射

后，分子结构发生改变，一般包括DNA交联、单链断

裂及双链断裂，进而可导致生物学功能改变［20］。彗

星实验可灵敏地预测受试物对细胞核和DNA碱基

的损伤作用［21］。本次试验通过测定细胞DNA迁移长

度，尾DNA含量及OTM，来测定脾脏细胞的DNA

损伤程度，从而确定防辐组方的使用剂量与DNA损

伤效应的对应关系。实验结果显示，模型组小鼠脾

脏细胞 DNA 确实损伤严重（p<0.01）。与模型组比

较，给药组小鼠的DNA损伤程度显著降低（p<0.01，

p<0.05），说明防辐组方对电离辐射造成的小鼠脾脏

细胞DNA损伤具有一定的保护作用。

正常情况下，T细胞作为机体内进行细胞免疫

的主要效应细胞，其细胞亚群的数目在脾脏组织中

相对稳定，CD4+/CD8+比值动态平衡。当T细胞总数

或CD4+/CD8+比值发生变化时，可视为免疫调节功

能异常［22］，即比值过低常见于免疫性疾病、恶性肿

瘤或病毒性感染等，比值过高则可能发生自身免疫

性疾病。致死剂量 60Co γ射线全身照射可抑制免疫

系统活性，但也有研究报道，低剂量辐射所致的自

身损伤细胞或组织可诱导机体发生免疫应答［23-24］。

本研究的结果显示，与对照组比较，照射后各组小

鼠的CD4+、CD8+百分比和CD4+/CD8+比值均下降明

图4　防辐组方对辐射损伤小鼠脾脏组织的抗凋亡机制
Fig.4　Anti-apoptotic mechanism of Fangfu formulas decoction on spleen of mice with radiation injury
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显，说明辐射已造成小鼠免疫功能异常。与模型组

比较，三个给药组的 CD4+、CD8+百分比及 CD4+/

CD8+比值有显著性上升（p<0.01，p<0.05）。与对照组

比较，中剂量组和高剂量组的CD4+、CD8+百分比和

CD4+/CD8+比值无统计学差异，提示本研究的辐射

剂量已造成免疫系统抑制，防辐组方对辐射损伤的

脾脏细胞免疫活性有显著的保护作用。

4   结论

辐射损伤会造成小鼠脾脏系数下降、脾脏组织

病变、脾细胞凋亡、DNA损伤及免疫调节功能异常。

本实验中，防辐组方中的黄芪、刺五加、山药、葡萄

籽及酸枣仁提取物通过健脾益气，补肾益精等发挥

了抗辐射作用，从病理组织、细胞凋亡、脾脏免疫功

能及DNA损伤等方面对辐射引起的小鼠脾脏损伤

起到一定的保护作用。综上所述，其作用机制可能

是通过抑制线粒体凋亡通路来实现的。
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