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苜蓿皂苷对X射线照射小鼠造血系统的影响
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摘 要 为研究苜蓿皂苷(Alfalfasaponin)对X射线照射小鼠造血系统的影响,选取雄性SPF级昆明系小鼠90
只,随机分为对照组和试验组,研究25、50和100mg/ml的苜蓿皂苷对X射线照射强度为4.0Gy小鼠造血系统的

影响和不同剂量X射线对添加25mg/ml的小鼠造血系统的影响。结果表明:1)预防性给予25mg/mL苜蓿皂苷,

可显著减轻4.0Gy的X射线对小鼠外周血白细胞(Whitebloodcells,WBC)、红细胞(Redbloodcells,RBC)和血小

板(Platelets,PLT)数量的降低程度(P<0.05),增加照射小鼠的骨髓有核细胞(Bonemarrownucleatedcells,BMC)

数(P<0.05),显著降低微核率(P<0.05)。2)预防性给予25mg/mL的苜蓿皂苷,相同照射剂量的试验组小鼠白

细胞、红细胞、血小板和骨髓有核细胞数显著高于对照组(P<0.05),微核率显著低于对照组(P<0.05)。3)随照

射强度增加,25mg/ml的苜蓿皂苷保护小鼠受辐射损伤的能力下降。综上,苜蓿皂苷可缓解X射线对小鼠造血系

统和染色体的损伤,苜蓿皂苷浓度与射线强度存在量效关系,需要根据不同的照射强度添加不同浓度的苜蓿皂苷。
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Abstract InordertostudytheeffectofalfalfasaponinonthehematopoieticsystemofX-rayirradiatedmice,90male
SPFKunmingricewereselectedandrandomlydividedintocontrolgroupandexperimentalgroup.Theeffectsof25,50
and100mg/mLalfalfasaponinonthehematopoieticsystemofmicewithX-rayirradiationintensityof4.0Gyandthe
effectsofdifferentdosesofX-rayonthehematopoieticsystemofmicewithX-rayirradiationintensityof25mg/mLof
werestudied.Theresultsshowedthat:1)Preventiveusuageof25mg/mLalfalfasaponincouldsignificantlyreduce
thedecreaseofwhitebloodcells(WBC),redbloodcells(RBC)andplatelets(PLT)inperipheralbloodofmice
exposedto4.0GyX-ray(P<0.05),andincreasedthebonemarrownucleatedcells(BMN)inirradiatedmice.The
numberofcells(BMC)decreasedsignificantly(P<0.05).2)Afterprophylacticadministrationof25mg/mLalfalfa
saponin,thenumberofwhitebloodcells,redbloodcells,plateletsandbonemarrownucleatedcellsinexperimental
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groupwiththesameirradiationdose wassignificantlyhigherthanthatincontrolgroup (P<0.05),andthe
micronucleusratewassignificantlylowerthanthatincontrolgroup(P<0.05).3)Withtheincreaseofradiation
intensity,theprotectionabilityof25mg/mLalfalfasaponinagainstradiationinjuryinmicedecreased.Tosumup,

alfalfasaponincouldalleviatethedamageofhematopoieticsystemandchromosomeofmicecausedbyX-ray.There
wasadose-effectcorrelationbetweentheconcentrationofalfalfasaponinandtheradiationintensityofX-ray.Different
concentrationofalfalfasaponinshouldbeappliedaccordingtodifferentX-rayradiationintensity.
Keywords alfalfasaponin;X-ray;mice;hematopoieticsystem

  辐射已渗透社会的方方面面,X射线辐射是辐

射中常见的一种。X射线多运用于临床放射治疗,
在杀灭病变细胞的同时,也会给身体带来一定的副

作用。X射线照射生物机体时,会抑制生物细胞的

生长,甚至破坏细胞结构,导致细胞坏死,从而引起

机体不同程度的病变。在对X射线的研究中发现,
长期接触X射线会引起脱发、皮肤烧伤和视力障碍

等问题,严重者甚至会导致白血病等疾病[1]。X射

线是穿透性射线,主要通过防护服和含铅物质防止

射线穿透防止高剂量的 X射线对人体的损伤[2]。
低剂量的X射线对人体的危害较小,而且随着身体

的适应性增强会进一步减少损伤,但研究发现机体

的外周血细胞对低剂量的X射线较为敏感,长期暴

露在低剂量的X射线中会对机体的造血系统会产

生不利的影响[3]。减少X射线对机体损伤最有效

的方式是避免X射线对机体的穿透,目前的研究主

要集中于防止X射线穿透机体,但在生活中低剂量

的X射线对人体的影响并没有较好的防护方法。
近年来,随着植物提取技术的进步,越来越多的

植物提取物出现在市场上。植物提取物中含有多种

活性物质,如黄酮、皂苷、多酚和多糖等。皂苷类物

质具有提高细胞活性和清除自由基等作用,补充皂

苷物质可缓解低剂量X射线对机体的损伤。据报

道,人参皂苷可减缓受辐射细胞的凋亡,提高辐射后

的细胞存活率,减缓放射引起的造血细胞的衰老[4]。
大豆皂苷可以清除由X射线辐射诱发产生的自由

基,提高遭受γ射线损伤的小鼠骨髓BMC和外周

WBC数量[5]。刺五加皂苷可显著提高小鼠胸腺指

数、淋巴细胞刺激指数、血清 SOD 和 GSH-Px活

性,具有一定的抗辐射作用[6]。
目前研究减少辐射损伤的皂苷主要集中于中

药材皂苷,药材中皂苷被提取后,药材的药用价值

会降低甚至消失。苜蓿中含有多种活性物质,包
括皂苷类物质[7]。苜蓿是重要的饲用牧草,产量

丰富,与中药材相比价格低廉。苜蓿侧重于饲用

价值,提取苜蓿皂苷后对苜蓿的饲用价值不会产

生较大的影响。研究表明中药材中皂苷类物质对

辐射损伤有一定的缓解作用,但苜蓿皂苷是否具

有与中药皂苷相似的功效并不清楚,苜蓿皂苷使

用剂量也缺乏相关研究。苜蓿皂苷来源广泛,价
格低廉,是代替部分中药皂苷的合适材料。本研

究旨在分析不同质量浓度的苜蓿皂苷对4.0Gy
的X射线照射小鼠造血系统的影响,并选取适当

的苜蓿皂苷浓度,进一步探究不同剂量 X射线对

该浓度下小鼠造血系统的影响,并分析苜蓿皂苷

和照射剂量的相关性。

1 材料与方法

1.1 试验材料

提取苜蓿皂苷所用的苜蓿青干草由河北省农林

科学院提供,之后苜蓿皂苷委托河北省沧州市宝恩

生物科技有限公司提取,苜蓿皂苷纯品纯度≥98%。
试验使用的健康雄性昆明鼠(SPF级)及饲料由河

南省实验动物中心统一提供。饲养试验于2017年

在河南农业大学牧医工程学院动物房进行,整个过

程符合试验动物伦理要求及动物福利法相关规定。

1.2 试验设计

本试验选取健康雄性SPF级昆明系小鼠(20±2)g
90只,随机分为10组,每组3个重复,每个重复3
只小鼠。照射强度参照于纯淼等[8]的方法。

试验1为不同质量浓度的苜蓿皂苷对低剂量X
射线照射小鼠造血系统相关指标的影响,试验分组

为对照组(生理盐水+4.0Gy的X射线组),试验A
组(25mg/mL苜蓿皂苷+4.0Gy的X射线组)、试
验B组(50mg/mL苜蓿皂苷+4.0Gy的X射线

组)、试验C组(100mg/mL苜蓿皂苷+4.0Gy的

X射线组)。
试验2为不同剂量 X射线对灌胃25mg/mL

苜蓿皂苷的小鼠造血系统相关指标的影响,研究苜

蓿皂苷与照射剂量间是否具有相关性。试验分组为

对照A组(生理盐水+2.0Gy的X射线组)、对照B
组(生理盐水+4.0Gy的X射线组)、对照C组(生
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理盐水+6.0Gy的X射线组),试验D组(25mg/mL
苜蓿 皂 苷 +2.0Gy的 X 射 线 组)、试 验 E 组

(25mg/mL苜蓿皂苷+4.0Gy的X射线组)、试验

F组(25mg/mL苜蓿皂苷+6.0Gy的X射线组)。
对照组均给予生理盐水灌胃,试验组按体重

0.1mL/10g每天灌胃1次,用钝针头灌胃给药,连
续28d,第29d对阴性对照组以外的试验组根据试

验设计给予1次全身均匀照射,照射后72h处死动

物,取样并检测各项指标。

1.3 饲养管理

试验前对动物房及笼具进行严格消毒,待笼具

干燥后,将试验小鼠称重、编号和分组。试验小鼠采

用随机分组饲养,每组9只小鼠,每组小鼠群体饲

养。自由采食和饮水,每天记录小鼠采食量和饮水

量,控制室温温度在25 ℃左右,湿度为65%~
75%,注意通风换气。饮水和垫料均先高压消毒后

使用,垫料每3d更换1次。适应1周后进行正式

试验。每天9:00对小鼠进行灌胃,苜蓿皂苷用生

理盐水溶解。

1.4 照射条件

小鼠照射在郑州大学第二附属医院进行。用瑞

典医科达电子直线加速器对小鼠进行X射线全身

均匀照射,电压200kV,电流10mA,滤板0.5mm
Cu和 1.0 mm Al,照 射 源 距 靶 中 心 垂 直 距 离

50cm,剂量率1.0Gy/min,照射时间分别为2、4和

6min,即总剂量分别为2.0、4.0和6.0Gy。

1.5 样品采集

照射后72h,采用摘眼球法进行采血。采完后

立即在4℃条件下送到至河南省中医院进行样品

检测。

1.6 测定指标及方法

1.6.1 小鼠外周血白细胞、红细胞以及血小板的测定

试验结束第2d眼球采集抗凝血用于测定外周

血白细胞(Whitebloodcells,WBC)、红细胞(Red
bloodcells,RBC)、血小板(Platelets,PLT),采用全

自动生化分析仪(贝克曼DXC800)进行检测。

1.6.2 小鼠骨髓有核细胞的测定

小鼠颈椎脱臼处死后,取小鼠去除肌肉组织的

股骨,剪掉股骨头,取0.5mL骨髓液和0.5mL的

4%乙酸,混匀,放置2min再次混匀,然后取少许混

合液滴入血细胞计数板计数,常规计数骨髓有核细

胞数(Bonemarrownucleatedcells,BMC)在显微镜

下进行。

小鼠股骨骨髓有核细胞数(×109 个/L)=
4大格有核细胞总数÷4×106×稀释倍数

1.6.3 小鼠骨髓嗜多染红细胞微核的测定

剖开小鼠胸腔,取出胸骨,选择中间最红的骨

髓,剪去两端,用止血钳将骨髓挤于滴有牛血清的载

玻片上,混匀,推片。晾干后,使用甲醇溶液固定

15min。固定完毕用新鲜配制的Giemsa染液进行

染色10~15min,流水冲洗染色液晾干。在油镜下

观察计数骨髓嗜多染红细胞微核(Polychromatic
erythrocytes,PCE)。每个样本计数1000个PCE
的微核数,计算骨髓PCE的微核率/‰。

1.7 数据统计与分析

试验数据采用 Excel2013进行整理,结果用

“平均值±标准差”方式表示。多组资料间的比较采

用SPSS23.0统计软件进行单因素方差分析,两组

间的比较采用t检验,以P<0.05表示差异显著,

P<0.01表示差异极显著,P>0.05表示差异不

显著。

2 结果与分析

2.1 不同浓度苜蓿皂苷对4.0GyX射线照射小鼠

造血系统相关指标的影响

血小板是从骨髓成熟的巨核细胞胞浆解脱落下

来的小块胞质,数量较少但对机体的止血功能极为

重要。白细胞和红细胞都是血液中重要的血细胞,
承担着运输氧气、防御病菌等功能。骨髓有核细胞

计数和微核率是评价辐射损伤的重要指标。由表1
可以看出,试验A组的白细胞数量、红细胞数量、血
小板数量和骨髓有核细胞数量显著高于对照组

(P<0.05),微核率显著低于对照组(P<0.05)。试

验B组的白细胞数量和红细胞数量显著高于对照

组(P<0.05)。试验C组的红细胞数量显著高于对

照组(P<0.05)。试验A组的白细胞数量、红细胞

数量、血小板数量和骨髓有核细胞数量均高于试验

B组和试验C组,试验A组的微核率低于试验B组

和试验C组。

2.2 25mg/mL苜蓿皂苷对不同剂量 X射线照射

小鼠造血系统相关指标的影响

由表2可以看出,随照射剂量增大,白细胞数

量、红细胞数量、血小板数量、骨髓有核细胞数量降

低微核率升高。添加25mg/mL的苜蓿皂苷后,试
验D组和试验E组的白细胞数量、红细胞数量、血
小板数量和骨髓有核细胞数量显著高于3个对照组
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(P<0.05)。微核率显著低于3个对照组(P<
0.05)。试验F组的白细胞数量显著高于对照组

(P<0.05)。随照射剂量增大,试验D组、试验E

组和试验F组的白细胞数量、红细胞数量、血小板

数量和骨髓有核细胞数量依次降低,微核率依次

升高。

表1 不同质量浓度苜蓿皂苷对4.0GyX射线照射小鼠造血系统相关指标的影响

Table1 Effectsofdifferentconcentrationsofalfalfasaponinsonhematopoieticsystem
indexesofmiceexposedto4.0GyXray

组别

Group

白细胞/

(109 个/L)

WBC

红细胞/

(1012个/L)

RBC

血小板/

(109 个/L)

PLT

骨髓有核细胞/

(109 个/L)

BMC

微核率/‰
Micronucleus
rate

对照组

0mg/mL
3.14±0.80 7.53±0.81 619.40±101.27 2.30±0.87 26.00±6.96

试验A组

25mg/mL
5.03±1.34** 9.28±0.77* 779.00±107.75* 3.18±0.36** 16.80±5.72*

试验B组

50mg/mL
4.94±0.98** 9.19±1.01* 669.80±99.89 2.61±0.37 22.80±9.01

试验C组

100mg/mL
3.57±0.85 9.06±0.84* 633.30±134.67 2.35±0.47 23.20±5.93

  注:*P<0.05表示具有显著差异,**P<0.01表示具有极显著差异。下同。

Note:*P<0.05indicatessignificantdifference,and**P<0.01indicatesextremelysignificantdifference.Thesamebelow.

表2 25mg/mL苜蓿皂苷对不同剂量 X射线照射小鼠造血系统相关指标的影响

Table2 Effectsof25mg/mLalfalfasaponinsonthehematopoieticsystemof
miceexposedtodifferentdosesofXray

组别

Group

白细胞/

(109 个/L)

WBC

红细胞/

(1012/L)

RBC

血小板/

(109 个/L)

PLT

骨髓有核细胞/

(109 个/L)

BMC

微核率/‰
Micronucleus
rate

A组

2.0Gy

3.58±0.58* 8.43±0.58* 732.00±64.13** 2.56±0.15** 21.80±3.11

B组

4.0Gy

3.14±0.80** 7.53±0.81** 619.40±101.27** 2.30±0.87** 26.00±6.96

C组

6.0Gy

2.64±1.36** 7.48±2.20** 533.00±119.28** 2.10±0.41** 31.20±6.38

D组

2.0Gy

5.06±0.64 9.37±0.44 795.20±61.69 3.32±0.31 10.40±3.65**

E组

4.0Gy

5.03±1.34 9.28±0.77 779.00±107.75 3.18±0.36 16.80±5.72**

F组

6.0Gy

4.07±1.64 8.18±1.07* 722.40±129.84** 2.32±0.37** 21.20±6.61

18
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3 讨 论

造血系统在维持机体正常生命活动中发挥着重

要作用。造血系统对辐射高度敏感,受到射线照射

后,其损伤主要表现为相关造血细胞生长受到抑制

甚至破坏,从而导致血液功能障碍[9]。白细胞和红

细胞在血液功能运行中起重要作用,白细胞主要功

能是防卫作用,血液循环将白细胞运输到全身进行

机体防御。红细胞是氧气运输的主要媒介,主要运

输氧气、二氧化碳以及一些身体新陈代谢所必须的

物质,红细胞同时具有免疫黏附和增强吞噬的作用。
机体受到射线照射后,外周血中的白细胞、红细胞和

血小板数量降低,从而导致生理病理方面产生细胞

和分子水平变化[10-11]。管博文等[12]研究表明,亚致

死剂量γ射线全身照射小鼠对造血免疫功能有远期

损伤。张乐等[13]研究发现,137Csγ射线照射联合

环磷酰胺和氯霉素腹腔注射的BALB/c小鼠的外

周血三系细胞均迅速减少,其中白细胞、网织红细胞

和血小板表现尤为明显。本研究中添加不同质量浓

度的苜蓿皂苷后,试验组的白细胞、红细胞和血小板

数量均升高,表明苜蓿皂苷对血液功能的恢复起促

进作 用。有 研 究 发 现 人 参 皂 苷 通 过 MAPK 和

JAK1/STAT3通路上调 MIR-23A 表 达 量,促 进

MC3T3-E1分 化,具 有 恢 复 骨 髓 造 血 功 能 的 效

果[14-15]。莲花皂苷可以调节 MAPK信号通路,抑
制肿瘤细胞的增殖[16]。苜蓿皂苷可能具有相似的

功能,对 MAPK等信号通路产生影响,从而促进造

血相关细胞的增殖,引起白细胞、红细胞和血小板的

数量上调。随着苜蓿皂苷质量浓度增加,试验组白

细胞、红细胞和血小板的数量依次下降,据报道,苜
蓿皂苷会引起溶血现象,随苜蓿皂苷质量浓度增加,
溶血现象加剧[17],导致血细胞数量下降,这可能是

试验组造血相关细胞数量下降的原因。因此,苜蓿

皂苷可减少4.0Gy的X射线对造血系统的损伤,
此辐射条件下,随苜蓿皂苷浓度增高,对造血系统的

保护效果减弱,苜蓿皂苷添加量为25mg/mL时保

护效果最好。
高剂量的X射线照射机体时,会损伤骨髓造血

系统,直接或间接地导致骨髓BMC数的减少和骨

髓DNA的损伤,受辐射后,机体成熟细胞的大量消

耗和骨髓BMC急剧凋亡导致骨髓BMC数量迅速

减少。因此,机体造血功能状态以骨髓BMC数作

为重要指标[18-19]。微核是一种存在于细胞中主核之

外的颗粒物质,是细胞内染色体断裂或纺缍丝受影

响而在细胞有丝分裂后期滞后的染色体,其不能进

入子核滞留在细胞质中。检验微核率是目前检测遗

传损伤中染色体受损的重要检测方式[20]。本研究

发现添加苜蓿皂苷后,受辐射小鼠的BMC数升高,
随苜蓿皂苷质量浓度增加,试验组的BMC数下降,
试验组BMC变化规律与外周血细胞变化规律保持

一致。据报道,人参皂苷可以促进受损细胞重新进

入正常的细胞周期,骨髓有核细胞也能重新正常的

分化和增殖,使细胞因子水平趋于正常,这可能是人

参皂 苷 提 高 骨 髓 有 核 细 胞 数 的 机 制[21]。Wang
等[22]也 发 现 西 班 牙 薯 蓣 皂 苷 可 以 通 过 调 节

CD4+/CD8+T细胞比例来改善贫血症状,提高骨

髓有核细胞数。苜蓿皂苷可能也是以类似方式改善

受损的血液功能,通过调节细胞的分化与增殖促进

骨髓有核细胞恢复。本研究中苜蓿皂苷降低了受辐

射小鼠的骨髓微核率,表明苜蓿皂苷能够缓解染色

体损伤,但随着苜蓿皂苷质量浓度增加,试验组的微

核率升高,表明苜蓿皂苷促进骨髓损伤恢复的能力

下降。Alves等[23]也发现高浓度的悬钩子皂苷增加

了微核率,对染色体损伤的恢复效果远不如低浓度

的悬钩子皂苷。本研究结果表明25mg/mL的苜蓿

皂苷能恢复4.0Gy的X射线照射小鼠的骨髓造血

功能,缓解辐射对DNA的损伤,随着苜蓿皂苷浓度

增加,对此剂量照射小鼠造血功能的恢复效果减弱,
减少DNA损伤的能力降低。

随辐射剂量加大,外周血细胞数量降低越明显,
骨髓造血功能受到的抑制效果增强,DNA损伤程度

增加。本研究对照组外周血细胞数量、骨髓有核细

胞数量和微核率也随辐射剂量增加,小鼠的造血功

能和染色体受到了进一步的损伤。本研究发现苜蓿

皂苷可缓解X射线对造血系统的损伤,4.0Gy照射

条件下,随苜蓿皂苷质量浓度升高,其缓解机体辐射

损伤的效果下降,苜蓿皂苷质量浓度为25mg/mL
效果最好,苜蓿皂苷添加浓度与照射强度存在量效

关系,苜蓿皂苷在缓解受辐射机体损伤中的利用需

要谨慎对待,不同的照射条件下需要选取合适的苜

蓿皂苷浓度才能发挥苜蓿皂苷的作用。

4 结 论

苜蓿皂苷能够缓解X射线对小鼠造血系统和

染色体的损伤。照射强度为4.0Gy时,随苜蓿皂苷

浓度增加,苜蓿皂苷对小鼠辐射损伤的保护能力下
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降。苜蓿皂苷质量浓度为25mg/ml时,随照射强

度增加,苜蓿皂苷减弱小鼠受辐射损伤的能力下降。
苜蓿皂苷浓度与射线照射强度存在量效关系,需要

根据不同的照射强度添加不同浓度的苜蓿皂苷。
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