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原花青素预处理对体外人源细胞辐射损伤的防护作用

高　福，李百龙，孙　顶，黄越承，倪　谨，崔建国，赵　芳，蔡建明

第二军医大学海军医学系放射医学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：探讨原花青素（ＰＣ）预处理对体外人淋巴母细胞 ＡＨＨ１和肠腺上皮细胞 ＨＩＥＣ电离辐射损伤的防护效果及

可能的作用机制。方法：采用ＣＣＫ８法检测原花青素预处理对γ射线照射后 ＡＨＨ１、ＨＩＥＣ细胞存活率的影响，Ａｎｎｅｘｉｎ

Ⅴ／ＰＩ染色和流式细胞术分析细胞凋亡及细胞周期的变化，蛋白质印迹法检测细胞Ｂｃｌ２蛋白表达变化。结果：ＰＣ预处理的

细胞辐照后存活率明显升高（Ｐ＜０．０１），４Ｇｙ照射用药组 ＡＨＨ１细胞凋亡率（１１．７８％）显著低于单纯照射组（２６．３８％，Ｐ＜
０．０１），８Ｇｙ照射用药组ＨＩＥＣ细胞凋亡率（５．３２％）亦显著低于单纯照射组（１２．４５％，Ｐ＜０．０１）。ＰＣ预处理组ＡＨＨ１、ＨＩＥＣ

细胞受照射后其Ｂｃｌ２蛋白表达下降受到抑制。结论：ＰＣ预处理对细胞的辐射损伤具有较好的防护效果，可能与其促进受损

细胞Ｂｃｌ２蛋白表达有关。
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　　Ｖｉｊａｙａｌａｘｍｉ等［１］研究认为，６０％～７０％的电离
辐射诱发的组织损害都是由羟自由基引起。因此，
辐射防护研究的重点是减少和阻断辐射的间接损

伤，寻求具有清除自由基、抗氧化活性的物质。原花
青素（ｐｒｏａｎｔｈｏｃｙａｎｉｄｉｎ，ＰＣ）是一类可从许多种植物
中提取得到的多酚化合物的总称，其中从葡萄籽提
取的原花青素得到了较多的关注。ＰＣ主要是由儿
茶素的单倍体、二聚体～十聚体等组合而成，其中又
以低聚体生物活性最强，具有极强的抗氧化及清除

自由基活性，其在体内的抗氧化活性是维生素Ｃ的

２０倍、维 生素Ｅ的５０倍［２］。目前国内外关于其辐
射防护作用的研究很少。因此，本研究初步考察了

ＰＣ对细胞电离辐射损伤的防护作用，为后续研究奠
定基础。

１　材料和方法

１．１　主要仪器及试剂　ＰＣ 购自 Ｓｉｇｍａ公司，

ＣＯＵＬＴＥＲＥＰＩＣＳＦＣ５００型流式细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ
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Ｃｏｕｌｔｅｒ，ＵＳＡ）。

１．２　细胞培养　人淋巴母细胞 ＡＨＨ１由军事医
学科学院周平坤教授惠赠，肠腺上皮细胞 ＨＩＥＣ由
第四军医大学防原医学教研室郭国祯教授惠赠。

ＡＨＨ１和 ＨＩＥＣ细胞培养体系均为ＤＭＥＭ培养基
（Ｇｉｂｃｏ），含１０％胎牛血清（ｈｙｃｌｏｎｅ）、１００Ｕ／ｍｌ青
霉素、１００Ｕ／ｍｌ链霉素，于３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度
条件下培养。

１．３　γ射线照射　采用６０Ｃｏ放射治疗机（上海医用
核子仪器厂Ｆｙｃ５０Ｈ）照射细胞，受照射细胞距照射
源７５ｃｍ，照射剂量率０．４３ｃＧｙ／ｍｉｎ，照射剂量根据
实验设计而定。

１．４　细胞分组　将对数生长期ＡＨＨ１和ＨＩＥＣ细
胞分为对照组、单纯照射组、单纯用药组和照射＋ＰＣ
组。对照组细胞不予照射和ＰＣ处理，单纯用药组仅
给予１００ｍｇ／ＬＰＣ处理；单纯照射组和照射＋ＰＣ组
给予不同剂量１、２、４、６、８Ｇｙ的γ射线照射，照射＋
ＰＣ组细胞照射前２ｈ给予１００ｍｇ／ＬＰＣ共孵育。
经不同处理后的细胞继续孵育４８ｈ，进行细胞凋亡、
细胞周期和存活率的检测。

１．５　细胞活力测定　采用ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８试
剂盒（ＣＣＫ８，日本同仁化学研究所），取一定数量指
数生长期的ＡＨＨ１、ＨＩＥＣ细胞接种于９６孔板，每
组设６个复孔。按上述处理细胞后，分别培养至规
定时间后，加ＣＣＫ８１０μｌ，继续孵育２ｈ，酶标仪检
测４５０ｎｍ处光密度（Ｄ）值（６３０ｎｍ为参照波长），重
复实验３次。按公式计算细胞存活率（％）：细胞存
活率＝（处理组Ｄ 值－空白组Ｄ 值）／（阴性对照组

Ｄ值－空白组Ｄ值）×１００％。

１．６　细胞周期与凋亡检测　收集处理后的 ＡＨＨ
１、ＨＩＥＣ细胞，用冷的ＰＢＳ洗１次，离心后弃上清，
用７０％的冰乙醇固定后过夜。测试前弃去冰乙醇，
并用冷的 ＰＢＳ洗１次，离心后去上清，加入１０％
Ｔｒｉｔｏｎ１０μｌ破膜后，加入５００μｌＰＩ染液，室温下孵
育３０ｍｉｎ后，将标本用流式细胞仪进行周期分析。
细胞凋亡的测定按照凋亡试剂盒说明，加入Ａｎｎｅｘ
ｉｎⅤ和ＰＩ工作液于每１００μｌ细胞悬液。将细胞在
室温下孵育１５ｍｉｎ后，加入４００μｌＡｎｎｅｘｉｎ结合缓
冲液，在冰上轻轻地混匀，立即用流式细胞仪分析，
在５３０ｎｍ处和５７５ｎｍ处检测荧光强度。每批实验
取４个培养孔的细胞进行检测。

１．７　Ｂｃｌ２蛋白表达量检测　分别抽提各组细胞总
蛋白，以βａｃｔｉｎ为内参，进行蛋白质印迹法分析：总
蛋白１００℃高温变性后进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电
泳；凝胶湿式电转移法转膜，１００Ｖ电压条件下电转

移１０ｍｉｎ；丽春红染色，漂洗；放置于１５％脱脂奶粉
悬浊液中，室温平摇２．５ｈ进行封闭；与βａｃｔｉｎ、Ｂｃｌ
２人单抗ＩｇＧ（１∶５００）室温孵育２ｈ后漂洗，与羊抗
人ＩｇＧ（１∶１０００）室温下孵育１．５ｈ，漂洗后ＥＣＬ显
像。

１．８　统计学处理　所得实验数据以珚ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ１１．０软件进行单因素方差分析。

２　结　果

２．１　ＰＣ对γ射线照射细胞存活率的影响　终质量
浓度为１００ｍｇ／Ｌ的ＰＣ预处理可以提高不同照射
剂量组ＡＨＨ１和 ＨＩＥＣ细胞的存活率；以１、２、４、

６、８Ｇｙ剂量照射 ＡＨＨ１和 ＨＩＥＣ细胞，用药后存
活率与其相应的单纯照射组相比显著提高（Ｐ＜
０．０１，图１），而上述浓度的ＰＣ对未照射组细胞的存
活率没有明显影响。

图１　不同照射剂量ＡＨＨ１、

ＨＩＥＣ给药组和对照组细胞存活率

Ｆｉｇ１　ＳｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆＡＨＨ１ａｎｄＨＩＥＣｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆｒａｄｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＰＣｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ＡＨＨ１（－），ＨＩＥＣ（－）：Ｃｅｌｌｓｏｎｌｙｒｅｃｅｉｖｅｄｒａｄｉａｔｉｏｎ；ＡＨＨ１（＋），

ＨＩＥＣ（＋）：Ｃｅｌｌｓｒｅｃｅｉｖｅｄｒａｄｉａｔｉｏｎ ＋１００ｍｇ／ＬＰＣｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
Ｐ＜０．０１ｖｓＡＨＨ１（－）ｏｒＨＩＥＣ（－）ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ＰＣ对受照细胞的细胞周期和凋亡的影响　选
择４Ｇｙ和８Ｇｙ分别照射ＡＨＨ１和ＨＩＥＣ细胞，并
分析１００ｍｇ／ＬＰＣ对照射诱发的细胞周期和凋亡变
化。结果发现 ＰＣ 预处理可以降低辐射诱导的

ＡＨＨ１和 ＨＩＥＣ 细胞凋亡，４ Ｇｙ 照射用药组

ＡＨＨ１细胞凋亡率（１１．７８％）显著低于未用药的单
纯照射组（２６．３８％），８Ｇｙ照射用药组ＨＩＥＣ细胞凋
亡率（５．３２％）显著低于未用药的单纯照射组
（１２．４５％），且相差显著（Ｐ＜０．０１）。而辐射诱发的

Ｇ２／Ｍ期阻滞在照射用药组得到明显的缓解，ＡＨＨ
１Ｇ２／Ｍ期细胞比例从单纯照射组的３２．４０％下降到
照射用药组的１５．４１％，而 ＨＩＥＣＧ２／Ｍ期细胞比例
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则从单纯照射组６７．６０％下降到照射给药组的

３８．０７％，同时伴随Ｓ期细胞比例上升（Ｐ＜０．０１）。单
纯用药组的细胞周期比例与对照组相比均无明显差

异。具体数据见表１。

表１　ＰＣ预处理对受照细胞ＡＨＨ１、ＨＩＥＣ的细胞周期和凋亡的影响

Ｔａｂ１　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＰＣｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＡＨＨ１ａｎｄＨＩＥＣｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
（％；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｇ０Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ

ＡＨＨ１

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ ４２．７３±２．５９ ４２．７８±１．４８ １４．４９±１．０２ ５．５６±０．３９

　　１００ｍｇ／ＬＰＣ ４３．９６±３．２５ ４２．４７±２．６３ １３．５７±１．６６ ４．９３±０．４８

　　γｒａｙ（４Ｇｙ） ４８．０９±４．９８ １９．５１±１．８６ ３２．４０±３．４９ ２６．３８±１．７４

　　γｒａｙ（４Ｇｙ）＋１００ｍｇ／ＬＰＣ ３５．８５±３．４６ ４８．７４±２．９３ １５．４１±１．８９ １１．７８±１．６５

ＨＩＥＣ

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ ４３．７３±３．５６ ４１．８９±４．７３ １４．３８±２．８８ ４．５６±０．７９

　　１００ｍｇ／ＬＰＣ ４２．６５±４．２６ ３９．７２±３．５８ １７．６３±１．９３ ５．０６±０．６８

　　γｒａｙ（８Ｇｙ） １８．３４±１．５０ １４．０６±２．４８ ６７．６０±４．１１ １２．４５±０．３８

　　γｒａｙ（８Ｇｙ）＋１００ｍｇ／ＬＰＣ １６．２２±１．８４ ４５．７１±３．４１ ３８．０７±５．７９ ５．３２±０．３５

　Ｐ＜０．０１ｖｓｓｉｎｇｌｅｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（γｒａｙ）

２．３　ＰＣ对细胞Ｂｃｌ２蛋白表达的影响　受到４Ｇｙ
照射的ＡＨＨ１和 ＨＩＥＣ细胞内Ｂｃｌ２蛋白表达明
显下降，而终浓度为１００ｍｇ／Ｌ的ＰＣ预处理可以抑
制Ｂｃｌ２表达下降 （图２）。

图２　各组ＡＨＨ１（Ａ）、ＨＩＥＣ（Ｂ）细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｉｎＡＨＨ１（Ａ）ａｎｄＨＩＥＣｃｅｌｌｓ（Ｂ）

ａｆｔｅｒ４ＧｙｒａｄｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＰＣｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｒ：Ｃｅｌｌｓｏｎｌｙｒｅｃｅｉｖｅｄｒａｄｉａｔｉｏｎ（ｓｉｎｇｌｅｒａｄｉａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ）；Ｐ：Ｃｅｌｌｓｒｅｃｅｉｖｅｄｒａｄｉａｔｉｏｎ＋１００ｍｇ／ＬＰＣｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　讨　论

　　细胞、器官和组织水平的研究［３］均已证明自由

基清除剂对辐射防护有较明显疗效。目前常见的自
由基清除剂主要有硝基氧、氨磷汀、甾族化合物、抗
氧化酶类、维生素Ｃ、维生素Ｅ、２，６叔丁基对甲酚
等。已有的辐射防护剂中剂量减低系数（ＤＲＦ）值大
的，对机体毒副作用也比较大，极大地限制了其应用

范围［４］。而对机体毒副作用小的药物，其ＤＲＦ值也
比较小［５］。ＰＣ作为一种植物提取成分易溶于溶剂，
机体吸收度高，在国外已经应用于食品、药品、美容
保健品等领域，具有高效、低毒、高生物利用率等特
点，加之具有极强的清除自由基活性，符合作为理想
辐射防护剂的必要条件［６］。

　　本研究表明，单纯用药组的细胞生存率、凋亡率
和细胞周期与对照组相比都没有改变，提示ＰＣ本
身对细胞不具有毒副作用。研究还表明ＰＣ预处理
可以提高不同照射剂量组ＡＨＨ１和 ＨＩＥＣ细胞的
存活率；４Ｇｙ以上受照射ＡＨＨ１和ＨＩＥＣ细胞，用
药后存活率与其相应的单纯照射组相比显著提高。
这提示ＰＣ具有抗辐射损伤作用。ＰＣ具有清除自
由基、抗辐射损伤活性与本身结构有密切关系，ＰＣ
所含多个邻、间位的酚羟基使之具有清除自由基的
能力，同时具有多电子的羟基部分，８个酚羟基均与
双键共轭，是氢原子的稳定供体［７］。清除自由基的
能力研究［８９］表明ＰＣ各单体均对氧自由基有很强
的抑制作用。采用化学发光法和细胞色素Ｃ还原
法，比较ＰＣ与维生素Ｃ、维生素Ｅ丁二酸酯（ＶｅＳ）
清除自由基能力，结果发现１００ｍｇ／ＬＰＣ对氧自由
基的抑制率为７８％～８１％，而维生素Ｃ仅为１２％～
１９％，ＶｅＳ为３６％～４４％。

　　实验结果还显示ＰＣ也能显著减少辐射诱导的
细胞凋亡，终浓度为１００ｍｇ／Ｌ的ＰＣ用药组受照４
Ｇｙ以上的 ＡＨＨ１细胞和 ＨＩＥＣ细胞凋亡率低于
未用药的单纯照射组，相差非常显著。细胞的辐射
损伤和细胞凋亡与辐射所致的Ｇ２阻滞密切相关［１０］。
本研究发现，ＰＣ能够减轻辐射诱导的细胞 Ｇ２期阻
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滞，使受照细胞处于Ｇ２／Ｍ的比例显著下降，一定程
度上缓解了辐射引起的细胞Ｇ２期阻滞作用。Ｂｃｌ２
是重要的抗凋亡基因之一，其高表达可阻遏细胞凋
亡，延长细胞寿命，促进细胞生存。辐射能够导致

Ｂｃｌ２表达降低，是辐照细胞凋亡增加的原因之
一［１１］。本研究结果也证实了这一点，单纯照射组细
胞Ｂｃｌ２表达明显下调，细胞凋亡与正常对照组相比
明显升高。而照射＋ＰＣ组细胞Ｂｃｌ２表达明显高
于单纯照射组细胞，表明ＰＣ可以抑制辐射诱导的

Ｂｃｌ２表达下调，从而发挥Ｂｃｌ２的抗凋亡作用，相应
的照射＋ＰＣ组的细胞凋亡发生率明显低于单纯照
射组。

　　总之，本研究提示ＰＣ对细胞的毒副作用甚微，
而对辐射损伤具有较明显的预防作用，可以降低辐
射诱导的细胞凋亡，ＰＣ抗凋亡作用机制与抑制Ｂｃｌ
２表达下调有关。这些实验结果为寻找高效、低毒、
辐射防护先导化合物的研究提供了新的思路，值得
进一步深入研究。
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·更正启事·

关于《ＲＮＡ干扰靶向抑制ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白对大肠癌细胞侵袭与转移的影响》的更正启事

　　本人在《第二军医大学学报》２００９年第３０卷第５期（第４９６～４９９页）发表了一篇题为《ＲＮＡ干扰靶向抑制ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋

白对大肠癌细胞侵袭与转移的影响》的文章，图２为“ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达降低对细胞划痕愈合能力的影响”，因其中线条图纵

坐标的标目为“Ｍｅａｎｃｕｒｅｒａｔｅ（％）”，故该线条图的纵坐标标值“０．２，０．４，０．６，０．８，１．０，１．２”应为“２０，４０，６０，８０，１００，１２０”。

　　因本人的粗心大意导致文中插图的差错，给读者阅读带来了不便，在此谨向广大读者致歉，在今后的学习和工作中我会进

一步严格要求自己，避免类似问题的发生。

孙　嫣
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