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【摘要】 　 目的　 观察脂肪来源干细胞（ａｄｉｐｏｓｅ⁃ｄｅｒｉｖｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＡＳＣｓ）植入放射损伤骨骼肌后

的纤维化程度改变，探讨 ＡＳＣｓ 对兔骨骼肌放射性纤维化的影响。 方法　 ６４ 只新西兰兔单侧臀部予

９ ＭｅＶ 电子线单次照射 ８０ Ｇｙ 后，采用随机数字表法分为 ＡＳＣｓ 组和 ＰＢＳ 组，每组 ３２ 只，照射 ２４ ｈ 后

照射侧分别肌肉注射 １ ｍｌ 含 ５ × １０７ ＡＳＣｓ 的 ＰＢＳ 悬液和 １ ｍｌ ＰＢＳ 缓冲液，未照射一侧作为各组的

正常对照。 分别于照射后 １、４、８ 和 ２６ 周，收集各组 ８ 只实验动物肌肉标本，计算 Ｍａｓｓｏｎ 染色切片

胶原纤维面积占总面积的比值，利用免疫组织化学及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测骨骼肌中 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白的

表达。 结果 　 ＡＳＣｓ 植入骨骼肌后能在放射损伤部位迁移。 ＡＳＣｓ 组及 ＰＢＳ 组纤维化程度随照射后

时间延长而加重，ＡＳＣｓ 组胶原纤维面积占总面积的比值较 ＰＢＳ 组在照射后 ４、８ 和 ２６ 周显著降低

（ ｔ ＝４􀆰 ６２、５􀆰 ９９ 和 １０􀆰 ４８，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 ＡＳＣｓ 组骨骼肌组织 ＴＧＦ⁃β１ 的 ＩＯＤ 值较 ＰＢＳ 组在照射后 ４、８
和 ２６ 周显著降低（ ｔ ＝ ３􀆰 ７９、１６􀆰 ４５ 和 １５􀆰 １７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＡＳＣｓ 组 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白的表

达水平较 ＰＢＳ 组低。 结论　 ＡＳＣｓ 移植能抑制放射损伤骨骼肌组织 ＴＧＦ⁃β１ 的表达减轻放射性纤

维化。
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Ｒａｂｂｉｔ ｍｏｄｅｌ

　 　 脂肪来源干细胞（ＡＳＣｓ）是由 Ｚｕｋ 等［１］ 首次从

脂肪抽吸物中分离得到的一种起源于中胚层的间

质干细胞，具有自我更新与多向分化的潜能，并可

作为组织工程学的种子细胞参与皮肤放射损伤的

修复［２］。 组织器官的纤维化是放射治疗最常见的

损伤结果之一，其组织学改变包括成纤维细胞的过

度增生和胶原纤维的沉积［３］。 目前，国内外对于放

射性纤维化的治疗以抗炎、高压氧舱、抗氧化剂等

方法为主［４］，少有见利用 ＡＳＣｓ 治疗骨骼肌放射性

纤维化的报道。 本研究通过骨骼肌放射损伤组织

的 ＡＳＣｓ 局部移植治疗，分析 ＡＳＣｓ 移植对兔骨骼肌

放射性纤维化的影响，为骨骼肌放射性损伤的修复

寻找可能的途径。

材料与方法

１． 实验动物及主要试剂：选用南京市青龙山实

验动物公司提供的健康新西兰白兔 ［许可证号

ＳＣＸＫ（苏）２００７⁃０００８，合格证号 ０００４２８２］，雌雄各

半。 实验动物置于恒温、恒湿的动物房内分笼饲

养，每日光照 １２ ｈ。 实验中对动物的处置符合动物

伦理学标准。 荧光标记抗体 ＣＤ ９０⁃ＦＩＴＣ ／ ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ
购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；荧光标记抗体 ＩｇＧ⁃ＲＢＩＴＣ ／
ＣＤ ３４⁃ＲＢＩＴＣ ／ ＣＤ ３１⁃ＦＩＴＣ 及 Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ⁃ＴＧＦβ１ 购

自北京博奥森公司；ＣＭ⁃Ｄｉｌ 活细胞染色剂购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＥｌｉＶｉｓｉｏｎ ｐｌｕｓ 试剂盒、ＤＡＢ Ｋｉｔ 购自

福州迈新公司；全蛋白抽提试剂盒、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶

电泳试剂盒、ＣＬ 检测试剂盒、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测试剂

盒、Ｂｒａｆｏｒｄ 蛋白含量检测试剂盒购自南京凯基

公司。
２． ＡＳＣｓ 的分离和培养：取 ２６ 周龄新西兰兔，体

重（３ ０００ ± ５００）ｇ，经戊巴比妥钠麻醉后固定，切取

腹股沟及颈背部皮下脂肪，用含有 １００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素

及链霉素的 ＰＢＳ 液冲洗数次后充分剪碎，加入等体

积 ０􀆰 １％ 的 Ⅰ 型胶原酶， ３７℃ 恒温条件下消化

９０ ｍｉｎ，过滤，离心半径 １０ ｃｍ，１ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，取上清，用含有 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基

（美国 ＧＩＢＣＯ 公司）重悬细胞并计数，以 ２ × １０５ ／ ｍｌ
的密度将细胞接种于培养瓶。 ２４ ｈ 后首次换液，以
后每 ２ ～ ３ 天换液 １ 次。 待贴壁细胞生长达 ８０％ ～
９０％融合时用 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化后以 １∶ ３传代。

３． ＡＳＣｓ 的鉴定、标记和扩增：取第 ３ 代处于对数

生长期的细胞，消化后制备细胞密度为 １ ×１０６ ／ ｍｌ 的
细胞悬液，利用与兔组织存在交叉反应的抗体进行

ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ９０ 检测，所有单抗均设 ＩｇＧ 同型对

照。 取第 ２ 代细胞，经消化、离心后利用 ＰＢＳ 缓冲

液重悬细胞，按照 ＣＭ⁃Ｄｉｌ 染色试剂说明书进行染

色。 标记后的 ＡＳＣｓ 置于避光环境下继续培养。
４． 动物分组及照射方式：选取 ６４ 只 ８ 周龄新西

兰兔，雌雄不限，体重（１ ５００ ± ２５０）ｇ，采用随机数字

表法随机分为 ＡＳＣｓ 组和 ＰＢＳ 组，每组 ３２ 只。 参照

文献［５］建立骨骼肌放射性损伤的模型，两组动物

均经腹腔注射戊巴比妥钠麻醉后俯卧位固定，采用

德国 ＳＩＥＭＥＮＳ 直线加速器 ９ ＭｅＶ 电子线对单侧臀

部进行 １ 次性 ８０ Ｇｙ 照射，源皮距 １００ ｃｍ，剂量率

３００ ｃＧｙ ／ ｍｉｎ，最大剂量深度约为 ２ ｃｍ，未照射一侧

作为各组的正常对照。
５． ＡＳＣｓ 移植及标本取材：照射后 ２４ ｈ，ＡＳＣｓ 组

照射部位局部肌肉注射 １ ｍｌ 含 ５ × １０７ 经 ＣＭ⁃Ｄｉｌ 标
记的 ＡＳＣｓ 的 ＰＢＳ 悬液；ＰＢＳ 组照射部位局部肌肉

注射 １ ｍｌ ＰＢＳ。 各组局部照射后 １、４、８ 和 ２６ 周，各
处死 ８ 只实验动物，取照射区域皮下约 ２ ｃｍ 处肌肉

组织 ３ 块，分别进行冰冻切片，观察 ＡＳＣｓ 植入骨骼

肌后的分布及迁移情况，用 １０％ 中性甲醛固定，常
规包埋、切片，进行 Ｍａｓｓｏｎ 染色及 ＩＨＣ 染色和置于

液氮中保存，以行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
６． Ｍａｓｓｏｎ 染色图像采集：每张 Ｍａｓｓｏｎ 染色切片

在高倍镜下（ × ２００）选取 ５ 个视野，使用 Ｉｍａｇｅ⁃Ｐｒｏ
ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件圈出 Ｍａｓｓｏｎ 染色呈绿色的胶原纤维，
测量胶原纤维面积及各视野中总细胞面积，计算各

切片中胶原纤维占视野总面积的百分比。
７． ＩＨＣ 染色及图像采集：切片经过组织固定、脱

蜡、水化、抗原修复后利用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 消除内源性超

氧化物歧化酶，加山羊血清封闭抗原后滴加兔抗

ＴＧＦ⁃β１，３７℃湿盒孵育 ２ ｈ 后 ＰＢＳ 浸洗 ３ 次，滴加通

用型 ＩｇＧ 抗体⁃Ｆａｂ 段⁃ＨＲＰ 多聚体进行一抗二抗反

应，加 ＤＡＢ 溶液进行显色后苏木精复染，利用乙醇

脱水后中性树胶封固。 同时以 ＰＢＳ 代替一抗作为

阴性对照，以胞质染成棕黄色作为阳性判定标准。
每张切片在高倍镜下（ × ２００）选取 ５ 个视野，使用

Ｉｍａｎｇｅ⁃Ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像分析软件行积分光密度

（ｉｎｔｅｇｒａｌ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＩＯＤ）测量［６］，评估 ＴＧＦ⁃β１
的表达情况。
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８． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定肌组织 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达：
取液氮中保存的肌肉组织约 ２００ ｍｇ 制备组织匀浆

后按照蛋白抽提试剂盒说明书进行蛋白提取，ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳分离出目的条带并转膜，利用 ５％脱脂牛

奶封闭 １􀆰 ５ ｈ 后加入 Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ⁃ＴＧＦβ１，４℃孵育过

夜， ＴＢＳＴ 清洗后加入相应二抗，室温下孵育 １􀆰 ５ ｈ，
ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次后用 ＥＣＬ 法进行显影。

９． 统计学处理：计量资料均以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，实验

结果采用 ＳＰＳＳ １６􀆰 ０ 统计学软件包进行分析，组间

比较采用 ｔ 检验，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

图 ２　 ＡＳＣｓ 组骨骼肌 ＡＳＣｓ 的分布、迁移　 ＣＭ⁃Ｄｉｌ 染色 × ２００　 Ａ． １ 周时，ＡＳＣｓ 沿针道分布于骨骼肌中；
Ｂ． ４ 周时，ＡＳＣｓ 在骨骼肌中弥散分布；Ｃ． ８ 周时，ＡＳＣｓ 分布较前弥散，荧光强度衰减

图 ３　 各组骨骼肌组织照射后不同时间纤维化程度的变化　 Ｍａｓｓｏｎ 染色　 × ２００　 Ａ、Ｂ 分别为正常对照组横切面及纵

切面；１ 周时 ＡＳＣｓ 组（Ｃ）和 ＰＢＳ 组（Ｄ）肌细胞稍肿胀，肌细胞间见少许胶原纤维增生；４ 周时 ＡＳＣｓ 组（Ｅ）与 ＰＢＳ 组（Ｆ）
相比骨骼肌细胞肿胀不明显，肌细胞间增生的胶原纤维较 ＰＢＳ 组少；８ 周时 ＡＳＣｓ 组（Ｇ）与 ＰＢＳ 组（Ｈ）比较，骨骼肌细胞

变性、坏死，胶原纤维增生明显减少；２６ 周时 ＡＳＣｓ 组（Ｉ）较 ＰＢＳ 组（Ｊ）肌细胞坏死明显减少，增生的胶原纤维中见较多的

残存骨骼肌细胞

结　 　 果

１． ＡＳＣｓ 形态学观察：光镜下可见 ＡＳＣｓ 为梭形

贴壁细胞，呈成纤维状，细胞核饱满居中（图 １Ａ）；
进行 ＣＭ⁃Ｄｉｌ 标记后，细胞置于激发波长为 ５５３ ｎｍ
的荧光显微镜下观察，可见细胞膜及胞质均呈现均

匀的红色荧光，荧光形状与细胞形状基本一致，细
胞核未染色（图 １Ｂ）。

２． ＡＳＣｓ 细胞表面抗原检测：ＡＳＣｓ 特异性抗原

ＣＤ９０ 呈高表达，阳性率 ９３􀆰 １％ ，内皮细胞特异性抗

图 １　 ＡＳＣｓ 细胞形态　 Ａ． 倒置相差显微镜下观察

ＡＳＣｓ 形态 未染色 × １００；Ｂ． 荧光显微镜下

ＣＭ⁃Ｄｉｌ 标记后的 ＡＳＣｓ 形态　 ＣＭ⁃Ｄｉｌ 染色 × １００

原 ＣＤ３１ 和造血干细胞特异性抗原 ＣＤ３４ 呈低表

达，阳性率分别为 ０􀆰 ３％和 ０􀆰 ２％ 。
３． ＣＭ⁃Ｄｉｌ 标记示踪 ＡＳＣｓ：正常对照组及 ＰＢＳ

组骨骼肌冰冻切片中均未见荧光；ＡＳＣｓ 组中见

ＣＭ⁃Ｄｉｌ 标记的 ＡＳＣｓ 呈红色荧光，随时间延长，标
记的 ＡＳＣｓ 从针道向四周迁移，荧光强度逐渐减弱

（图 ２）。
４． 骨骼肌中胶原纤维含量的变化：Ｍａｓｓｏｎ 染色

中肌细胞胞质呈红色，胶原纤维呈蓝绿色。 正常对

照组肌纤维排列整齐、无明显肌细胞萎缩，肌细胞
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间有少量胶原纤维。 照射后 １ 周，ＡＳＣｓ 组及 ＰＢＳ 组

中胶原纤维表达增加，照射后 ４、８ 和 ２６ 周，ＡＳＣｓ 组

骨骼肌中胶原纤维占视野中总面积比例较 ＰＢＳ 组

降低， 差异有统计学意义 （ ｔ ＝ ４􀆰 ６１５、 ５􀆰 ９９４ 和

１０􀆰 ４７７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ３，表 １）。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测照射后不同时间各组骨骼肌组织中 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达

图 ４　 各组骨骼肌组织照射后不同时间 ＴＧＦ⁃β１ 的变化　 ＩＨＣ 染色 × ２００　 １ 周时 ＡＳＣｓ 组（Ａ）与 ＰＢＳ 组（Ｂ）肌组织中

ＴＧＦ⁃β１ 无明显表达；ＡＳＣｓ 组 ４ 周（Ｃ）、８ 周（Ｅ）和 ２６ 周（Ｇ）ＴＧＦ⁃β１ 表达逐渐增强，但仍分别弱于同时间点 ＰＢＳ 组 ４ 周

（Ｄ）、８ 周（Ｆ）和 ２６ 周（Ｈ）ＴＧＦ⁃β１ 表达

表 １　 各组照射后不同时间骨骼肌组织中胶原纤维占总面积的比值（􀭰ｘ ± ｓ）
　 组别 只数 １ 周 ４ 周 ８ 周 ２６ 周

正常对照组 ６４ ０􀆰 ０２９ ± ０􀆰 ００８ ０􀆰 ０２９ ± ０􀆰 ００６ ０􀆰 ０３１ ± ０􀆰 ００８ ０􀆰 ０２９ ± ０􀆰 ００７
ＰＢＳ 组 ３２ ０􀆰 ０３４ ± ０􀆰 ００９ ０􀆰 １０５ ± ０􀆰 ０２４ ０􀆰 １２６ ± ０􀆰 ０３１ ０􀆰 ２７３ ± ０􀆰 ０５２
ＡＳＣｓ 组 ３２ ０􀆰 ０３４ ± ０􀆰 ００９ ０􀆰 ０７８ ± ０􀆰 ０１７ａ ０􀆰 ０８２ ± ０􀆰 ０１９ａ ０􀆰 １４４ ± ０􀆰 ０３０ａ

　 　 注：ａ与 ＰＢＳ 组比较，ｔ ＝ ４􀆰 ６１５、５􀆰 ９９４ 和 １０􀆰 ４７７，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

表 ２　 各组骨骼肌组织照射后不同时间 ＴＧＦ⁃β１ 的 ＩＯＤ 值变化（􀭰ｘ ± ｓ）
　 组别 只数 １ 周 ４ 周 ８ 周 ２６ 周

正常对照组 ６４ ３５６􀆰 ９６ ± ６１． ７６ ３５３􀆰 ０６ ± ６６． ３８ ３５２􀆰 ８８ ± ７２． １６ ３６３􀆰 ２１ ± ５７． １８
ＰＢＳ 组 ３２ １ ０５９􀆰 ０９ ± １１７． ７７ ２ ２０２􀆰 ９４ ± １９２． ６８ ３ ７３８􀆰 ９５ ± ３１５． １５ ５ ８４８􀆰 ２０ ± ４２７． ８４
ＡＳＣｓ 组 ３２ ９７３􀆰 １５ ± １４９． ６３ １ ９８０􀆰 ４７ ± １３４． ５１ａ ２ １３８􀆰 ６１ ± ２２８． １３ａ ３ ７５６􀆰 ５９ ± ３４６． ７２ａ

　 　 注：ａ与 ＰＢＳ 组比较，ｔ ＝ ３􀆰 ７８７、１６􀆰 ４５４ 和 １５􀆰 １７１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５

５． ＩＨＣ 测定骨骼肌组织中 ＴＧＦ⁃β１ 变化：ＴＧＦ⁃
β１ 主要表达于骨骼肌细胞质内，阳性表达呈棕黄

色，正常组织中 ＴＧＦ⁃β１ 较少表达。 照射后 １ 周，
　 　 　 　

ＡＳＣｓ 组及 ＰＢＳ 组 ＴＧＦ⁃β１ 的 ＩＯＤ 值较正常对照组

升高，照射后 ４、８ 和 ２６ 周， ＡＳＣｓ 组肌肉组织中

ＴＧＦ⁃β１ 的 ＩＯＤ 值低于 ＰＢＳ 组（ ｔ ＝ ３􀆰 ７８７、１６􀆰 ４５４ 和

１５􀆰 １７１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，图 ４，表 ２）。
６． ＡＳＣｓ 移植对放射损伤骨骼肌组织中 ＴＧＦ⁃β１

蛋白表达的影响：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，ＡＳＣｓ
组肌组织中 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达水平在 １、４、８ 和 ２６ 周

较 ＰＢＳ 组有降低趋势，见图 ５。
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讨　 　 论

肿瘤患者接受放射治疗后可出现正常组织的

放射损伤。 骨骼肌放射损伤可导致患者出现张口

困难［７］、吞咽障碍甚至大便失禁等症状影响患者生

活质量［８⁃９］。 Ｔｅｄｌａ 等［８］给予患者喉部 ６０ ～ ６６ Ｇｙ 照

射后仅发现受照射组织中肌肉纤维含量减少，与未

照射组相比胶原纤维含量未见明显改变。 Ｈｓｕ
等［１０］发现，给予鼠腓肠肌 ８０ Ｇｙ 照射发生骨骼肌放

射性损伤，肌肉纤维之间胶原纤维增生明显。 本研

究中，单次照射 ８０ Ｇｙ 后随着时间的延长，ＡＳＣｓ 组

及 ＰＢＳ 组骨骼肌组织中胶原纤维不断增加，表明高

剂量照射能导致骨骼肌发生放射性纤维化。
目前临床上常用的物理疗法和手术疗法治疗

放射损伤均不理想［４］。 近年来随着组织工程学的

发展，间质干细胞的应用为治疗放射性损伤提供新

的思路。 在一系列间质干细胞中，ＡＳＣｓ 具有组织来

源丰富、易于取得、取材过程损伤较小、获取效率高

等优势［１１］，正获得越来越多的关注。 目前已证实，
ＡＳＣｓ 移植对治疗肝硬化、特发性肺纤维化有一定的

效果［１２⁃１３］，Ｋｏｊｉｍａ 等［１４］ 证实 ＡＳＣｓ 能减轻放射性唾

液腺损伤，Ａｋｉｔａ 等［２］研究表明 ＡＳＣｓ 能促进放射性

皮肤损伤的修复。 本研究成功提取兔 ＡＳＣｓ，并发现

照射后 ２４ ｈ ＡＳＣｓ 移植能减轻肌组织纤维化程度，
表明早期给予 ＡＳＣｓ 干预能减轻骨骼肌放射性纤维

化，减轻骨骼肌放射性损伤。
虽然放射性纤维化的机制尚不明确，但相关研

究表明 ＴＧＦ⁃β１ 在多种组织器官放射性纤维化过程

中起到了关键作用［１５］，在骨骼肌的纤维化级联反应

中，ＴＧＦ⁃β１ 能够下调肌原蛋白的表达、启动骨骼肌

纤维化相关蛋白的形成［１６］，此外，在促进大量细胞

外基质沉积的同时诱导成纤维细胞向成肌纤维细

胞分化，进一步增加胶原纤维和细胞外基质的生

成，加重纤维化［１７］。 多项研究表明，在接受照射的

皮肤［１８］、咀嚼肌［１９］、肝脏［２０］ 等组织中均可检测到

明显升高的 ＴＧＦ⁃β１ 蛋白表达，并且升高程度与纤

维化的程度相关［２０］。 在本研究中，ＰＢＳ 组受照射后

骨骼肌组织中胶原纤维逐渐增加，肌组织中 ＴＧＦ⁃β１
蛋白表达随照射后时间的延长逐渐增强，提示高剂

量照射后骨骼肌放射性纤维化与 ＴＧＦ⁃β１ 升高相

关。 Ｙａｎｇ 等［２１］研究发现，ＡＳＣｓ 能够通过降低受损

心肌组织中 ＴＧＦ⁃β１ 的表达保护受损心肌。 本研究

中，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果示 １ 周时，ＡＳＣｓ 组 ＴＧＦ⁃β１ 的

表达低于 ＰＢＳ 组，但 ＩＨＣ 结果显示 １ 周时两组见未

见明显差异，考虑与两种检测方法的灵敏度不同有

关；４ 周开始 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＩＨＣ 检测均发现 ＡＳＣｓ
组骨骼肌组织中 ＴＧＦ⁃β１ 的表达明显低于 ＰＢＳ 组，
表明 ＡＳＣｓ 能降低放射损伤骨骼肌组织中 ＴＧＦ⁃β１
蛋白的表达，结合两组骨骼肌组织中胶原纤维的含

量变化，提示 ＡＳＣｓ 可通过抑制组织中 ＴＧＦ⁃β１ 的表

达，减轻骨骼肌放射性纤维化。
综上所述，ＡＳＣｓ 局部移植能减轻骨骼肌组织放

射性纤维化，这可能与 ＡＳＣｓ 抑制放射损伤骨骼肌

组织中 ＴＧＦ⁃β１ 的表达有关，具体机制有待于进一

步研究。
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·在国外发表的 ＳＣＩ 论文介绍·

白藜芦醇抑制辐射诱导的 ＮＬＲＰ３炎症蛋白复合体激活的机制研究

付岳　 王彦　 杜利清　 徐畅　 刘建香　 刘强　 樊飞跃　 苏旭

　 　 研究发现，电离辐射会引起机体炎性因子 ＩＬ⁃１β 升高，
产生氧化应激反应，直接影响人的身体健康。 ＩＬ⁃１β 是炎症

反应的中心介质，研究表明 ＩＬ⁃１β 的分泌与炎症细胞中

ＮＬＲＰ３（Ｎｏｄ⁃ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ）炎症复合体

相关，一旦被危险信号激活，该复合体就会切割 ｐｒｏＩＬ⁃１β，
使之转化为成熟的细胞因子 ＩＬ⁃１β。 目前关于 ＮＬＲＰ３ 炎症

复合体的调节机制所知较少，已确定的机制是 ＮＬＲＰ３ 转录

表达必须依赖于 ＮＦ⁃κＢ 转录因子。 Ｓｉｒｔ１（Ⅲ型组蛋白去乙

酰化酶）通过去乙酰化作用调节转录沉默、ＤＮＡ 损伤反应

等重要细胞活动。 转录因子 ＮＦ⁃κＢ 是其靶蛋白，Ｓｉｒｔ１ 可以

通过对 ＮＦ⁃κＢ 进行去乙酰化加工进而抑制 ＮＬＲＰ３ 的表达，
实现抗炎抗凋亡作用。 有研究证实，源于葡萄提取物的多

酚类天然活性成分白藜芦醇是 Ｓｉｒｔ１ 的天然激活剂，通过

Ｓｉｒｔ１ 途径，白藜芦醇对炎症性疾病表现出良好的治疗前景。
付岳 等 的 “ Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｉｏｎｉｓｉｎｇ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＭＳＣｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＳＩＲＴ１ ａｎｄ ｌｉｍｉｔｉｎｇ ＮＬＲＰ⁃３
ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ”一文，研究了间充质干细胞在受到

γ 射线照射后，细胞分泌和表达炎性因子 ＩＬ⁃１β 水平的变化

与辐射诱导 ＮＬＲＰ３ 炎症蛋白复合体激活的关系，并探讨了

白藜芦醇抑制辐射诱导的 ＮＬＲＰ３ 炎症蛋白复合体激活的

作用机制。
本研究中，首先验证了 Ｓｉｒｔ１ 与 ＩＬ⁃１β 之间的关系，探索

Ｓｉｒｔ１ 在辐射诱导的 ＩＬ⁃１β 表达中的作用。 在受照后，间充质

干细胞中 ＩＬ⁃１β 蛋白和 ｍＲＮＡ 水平显著升高；然而在受照前

预先给予 Ｓｉｒｔ１ 激活剂白藜芦醇后，可明显抑制辐射诱导的

ＩＬ⁃１β 表达，并且呈剂量依赖性；同时，在用 ｓＲＮＡ 沉默 Ｓｉｒｔ１
或者使用烟酰胺抑制了胞内 Ｓｉｒｔ１ 后，胞内 Ｓｉｒｔ１ｍＲＮＡ 水平

降低，白藜芦醇的抗炎作用明显减弱，单独的 Ｓｉｒｔ１ＲＮＡ 干扰

对辐射诱导的 ＩＬ⁃１β 的分泌没有显著的影响，提示 Ｓｉｒｔ１ 在辐

射诱发而产生 ＩＬ⁃１β 的过程中具有重要作用。 为了进一步

探讨 Ｓｉｒｔ１ 蛋白是否通过 ＮＦ⁃κＢ 通路进而抑制辐射诱导的

ＩＬ⁃１β 表达，应用 ＮＦ⁃κＢ 抑制剂 ＢＡＹ１１⁃７０８２ 发现，在抑制了

核转录因子 ＮＦ⁃κＢ 活性后，无论给予 Ｓｉｒｔ１ 激活剂白藜芦醇

或抑制剂 ＮＡＭ，辐射诱导产生的 ＩＬ⁃１β 都明显下降，说明

ＮＦ⁃κＢ 在辐射引起的炎症中起到了重要的作用，Ｓｉｒｔ１ 蛋白可

以通过 ＮＦ⁃κＢ 通路进而抑制辐射诱导的 ＩＬ⁃１β 表达。 另外，
在进一步检测辐射引起的细胞内 ＩＬ⁃１β 变化的同时，也检测

了 ＮＬＲＰ３ 蛋白和 ｍＲＮＡ 水平的变化，结果显示在受照后，细
胞内的 ＮＬＲＰ３ 蛋白表达和 ｍＲＮＡ 水平升高，说明辐射可以

激活 ＮＬＲＰ３ 蛋白复合体，而且在辐射引起 ＮＬＲＰ３ 蛋白高表

达的同时，ＩＬ⁃１β 的分泌和表达水平都显著上升，并且趋势和

ＮＬＲＰ３ 的变化是一致的，说明电离辐射通过 ＮＬＲＰ３ 通路引

起的 ＩＬ⁃１β 的升高。 该实验结果提示，在间充质干细胞中，
白藜芦醇通过激活 Ｓｉｒｔ１ 抑制 ＮＦ⁃κＢ 的转录活性进而抑制了

ＮＬＲＰ３ 复合体的形成，从而发挥抗炎效果。
该论文发表于 Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，

２０１３，１４（７）：１４１０５⁃１４１１８。 该刊 ２０１３ 年 ＳＣＩ 影响因子为：
２． ４６４。

·６７１· 中华放射医学与防护杂志 ２０１５ 年 ３ 月第 ３５ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔ， Ｍａｒｃｈ ２０１５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． ３


