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富勒烯衍生物Ｃ３对小鼠辐射损伤的防护效应
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　　［摘要］　目的　观察富勒烯衍生物Ｃ３对小鼠电离辐射的防护效果。方法　富勒烯Ｃ３（１００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射后，利用
ＬＤ５０和ＬＤ９０剂量６０Ｃｏγ射线对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠进行全身均匀照射，观察小鼠照后３０ｄ生存率、死亡动物平均存活时间、照后小

鼠体内血清氧化指标［如超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和丙二醛（ＭＤＡ）］变化情况、照后３０ｄ外周血白细胞计数情

况，以及照后小鼠外源性脾集落形成单位（ＣＦＵＳ）和体外粒单系细胞集落形成单位（ＣＦＵＧＭ）计数情况。结果　富勒烯衍
生物Ｃ３可提高γ射线照后小鼠生存率（Ｐ＜０．０１），但照后死亡动物平均存活时间无延长；Ｃ３可提高照后小鼠体内血清ＳＯＤ及

ＧＳＨ浓度（Ｐ＜０．０１），减少照后血清 ＭＤＡ含量（Ｐ＜０．０１）；Ｃ３还可提高照后小鼠外周血白细胞计数水平（Ｐ＜０．０１），并且提高

照后小鼠外源性ＣＦＵＳ和体外ＣＦＵＧＭ数量（Ｐ＜０．０１）。结论　水溶性富勒烯衍生物Ｃ３对小鼠γ射线辐射损伤具有较好
的防护作用。
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　　 在 辐 射 诱 导 的 生 物 体 损 伤 中，羟 自 由 基
（·ＯＨ）、超氧阴离子（Ｏ２－）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）和亚

硝酸阴离子（ＯＮＯＯ－）等扮演了重要的角色。高能
辐射作用于机体后，除了可以直接将能量传递给生
物分子导致损伤外（直接作用），还可以通过电离作
用，形成自由基，由“自由基”作用于损伤靶点，如

ＤＮＡ、蛋白质等生物大分子，进而产生损伤（间接作

用）。清除自由基或削弱其产生的损伤作用对于减
轻辐射损伤具有重要意义。

　　富勒烯（ｆｕｌｌｅｒｅｎｅ），又名Ｃ６０、球烯，由Ｋｒｏｔｏ和

Ｓｍａｌｌｅｙ等［１］于１９８５年首次发现。由于分子结构和
理化性质独特，富勒烯及其衍生物在很多领域都显
示出了巨大的应用潜力［２７］。过去１０年间的研究表
明，富勒烯及其衍生物可以有效地清除生物体内的
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有害自由基，减轻自由基对机体的损伤［８１４］。但是由
于富勒烯水溶性很低，阻碍了其在生物学上的应用。
目前主要的解决方法是通过化学修饰，如添加羟基、
羧基、氨基及磺酸基等水溶性基团，来提高富勒烯的
水溶性。富勒烯羧酸衍生物Ｃ３是Ｌａｍｐａｒｔｈ和 Ｈｉｒ
ｓｃｈ［１５］通过在富勒烯骨架上连接６个羧基合成的，是
目前水溶性较高的富勒烯衍生物之一。Ｄｕｇａｎ等［１１］

通过电子自旋共振技术证实富勒烯衍生物Ｃ３具有很
强的清除羟自由基和超氧阴离子的能力。但目前世
界上对富勒烯衍生物在辐射防护方面的研究较少，
仅有的一些研究也主要探讨其对体外细胞模型的辐

射防护作用。为此，本研究以小鼠作为研究对象，选
取目前防护效果最好的 ＷＲ２７２１（氨磷汀）作为阳性
对照药物，观察了水溶性富勒烯衍生物Ｃ３对活体动
物的辐射防护效果，初步探讨了Ｃ３辐射防护作用的
机制，为新型辐射防护药物的研制提供理论和实验
基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　富勒烯 Ｃ６０（ｆｕｌｌｅｒｅｎｅ）、

ＷＲ２７２１（氨磷汀）购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，富勒
烯衍生物Ｃ３由本实验室合成［１６］。小鼠粒单系甲基
纤维素培养基（ＭｅｔｈｏＣｕｌｔＧＦＭ３４３４）购自 Ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ公司。Ｂｏｕｉｎ固定液：饱和苦味酸溶液（１．２２％）

７５ｍｌ、４０％甲醛２５ｍｌ、冰醋酸５ｍｌ。多功能酶标仪
（ＢｉｏＴｅｋＳｙｎｅｒｇｙ２，美国）。ＣＡＳＹ 细胞计数仪
（ＩＮＮＯＶＡＴＩＳ公司，德国）。

１．２　实验动物及分组　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，雄性，ＳＰＦ
级，４周龄，体质量１８～２０ｇ，购自第二军医大学实验
动物中心［ＳＣＸＫ（沪）２００７０００３］。动物分组：（１）方
法１，随机分为４组（正常对照组、生理盐水组、Ｃ３组、

ＷＲ２７２１组），每组１０～２０只；（２）方法２，随机分为
单纯给药组和照射组２大组，每大组再随机分为生
理盐水组及Ｃ３组，共４组，每组８只；（３）方法３，随
机分为供体组和受体组２大组，每大组再随机分为
正常对照组、生理盐水组、Ｃ３组和 ＷＲ２７２１组４组，
每组１５只，共１２０只小鼠。

１．３　药物配制及给药方法　富勒烯Ｃ３及 ＷＲ２７２１
使用前用生理盐水配制成溶液：富勒烯Ｃ３终浓度１０
ｍｇ／ｍｌ，ＷＲ２７２１终浓度２０ｍｇ／ｍｌ。过滤消毒后避
光保存备用。给药方法：γ射线照前半小时腹腔注射
给药，给药量１０μｌ／ｇ（相当于富勒烯Ｃ３１００ｍｇ／ｋｇ，

ＷＲ２７２１２００ｍｇ／ｋｇ），生理盐水组给予等量生理盐
水，正常对照组不给药。

１．４　辐照方法　６０Ｃｏγ射线全身均匀照射。ＬＤ９０
剂量照射（剂量率１．０Ｇｙ／ｍｉｎ，吸收剂量７．２Ｇｙ）；

ＬＤ５０剂量照射（剂量率１．０Ｇｙ／ｍｉｎ，吸收剂量６．０
Ｇｙ）；正常对照组不照射。

１．５　小鼠照后生存率及平均存活时间观察　小鼠
按方法１进行分组，每组２０只。腹腔给药半小时后
给予ＬＤ９０照射。照后连续观察小鼠３０ｄ生存率及
死亡动物平均存活时间，实验重复３次。

１．６　小鼠照后体内氧化指标测定　小鼠按方法２
进行分组。腹腔分别给药后，照射组小鼠给予ＬＤ５０
照射。照后４ｈ颈椎脱臼法处死所有小鼠，心脏取
血，按试剂盒说明书分别进行血清超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）、谷胱甘肽（ＧＳＨ）和丙二醛（ＭＤＡ）检测。

１．７　小鼠照后脾脏及胸腺系数变化　小鼠按方法１
进行分组，每组１０只。腹腔给药后给予ＬＤ５０照射。
照后第７天处死小鼠，取胸腺及脾脏，称量，计算胸
腺及脾脏系数。

１．８　小鼠照后外周血白细胞计数　小鼠按方法１
进行分组，每组２０只。腹腔给药后给予ＬＤ５０照射。
照后按时尾静脉取血５μｌ／只，利用ＣＡＳＹ自动细胞
计数仪进行外周血白细胞计数，共观察３０ｄ。

１．９　照后小鼠体内外源性脾集落形成单位（ＣＦＵ
Ｓ）计数　小鼠按方法３进行分组，每组１５只。受体
组小鼠预先进行γ射线全身照射（剂量率１．０Ｇｙ／

ｍｉｎ，吸收剂量７．２Ｇｙ）后备用。供体组小鼠按组别
腹腔给药后给予ＬＤ５０照射。照后处死供体组小鼠，
取供体鼠双侧股骨内骨髓细胞，用含２％胎牛血清的

ＩＭＤＭ培养液制成单细胞悬液，计数后配成５×１０５／

ｍｌ密度备用。取供体组小鼠，按组别与受体组小鼠
一一对应的情况下，将制备好的细胞悬液经尾静脉
注射到受体组小鼠体内，注射量０．２ｍｌ／只。正常饲
养９ｄ后处死受体鼠，取脾脏，用Ｂｏｕｉｎ固定液处理

２４ｈ后计数脾结节数。

１．１０　照后小鼠体外粒单系细胞集落形成单位
（ＣＦＵＧＭ）计数　小鼠按方法１分为４组，每组１０
只。腹腔给药后给予ＬＤ５０照射。照后处死各组小

鼠，取小鼠双侧股骨内骨髓细胞，ＮＨ４Ｃｌ破红后计
数，用含有２％胎牛血清的ＩＭＤＭ 培养液重悬至

１．５×１０５／ｍｌ密度，取０．３ｍｌ细胞悬液与３ｍｌ小鼠
粒单系甲基纤维素培养液充分混匀，吸入５ｍｌ注射
器，以１６号针头对６孔板点板，每孔１ｍｌ。每只小
鼠所取的骨髓细胞种３个复孔。３７℃、５％ＣＯ２、

≥９５％湿度条件下培养１２ｄ，对≥３０个细胞的粒单
系克隆进行计数。

１．１１　统计学处理 　所得实验数据以珚ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ１１．０软件对各组数据进行单因素方差分析。
检验水平（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　小鼠照后生存率及平均存活时间　１００ｍｇ／ｋｇ
富勒烯衍生物Ｃ３可以明显提高γ射线照后小鼠３０ｄ
生存率（Ｐ＜０．０１），但与２００ｍｇ／ｋｇＷＲ２７２１尚有
差距（Ｐ＜０．０１）。在死亡动物平均存活时间方面，Ｃ３
与生理盐水组间差异无统计学意义；ＷＲ２７２１组高
于生理盐水组（Ｐ＜０．０５），但与Ｃ３组之间差异无统
计学意义。结果详见图１。

２．２　小鼠照后体内氧化指标变化情况　单纯给予富
勒烯Ｃ３对小鼠体内ＳＯＤ、ＧＳＨ、ＭＤＡ血清浓度无影
响；与生理盐水组相比，Ｃ３可明显提高γ射线ＬＤ５０照
后小鼠血清ＳＯＤ和ＧＳＨ浓度（Ｐ＜０．０１），降低血清

ＭＤＡ水平（Ｐ＜０．０１）。结果见图２。

２．３　小鼠照后胸腺及脾脏系数变化　γ射线照后小
鼠胸腺及脾脏系数显著降低；富勒烯Ｃ３可以明显提
高照后小鼠胸腺及脾脏系数（Ｐ＜０．０１），但提高幅度

小于 ＷＲ２７２１（Ｐ＜０．０１）。结果见图３。

图１　γ射线照后３０ｄ小鼠生存率及死亡动物平均存活时间

Ｆｉｇ１　ＳｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅ３０ｄａｙｓａｆｔｅｒ

γｒａｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎａｎｄａｖｅｒａｇｅｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆｄｅａｄａｎｉｍａｌｓ
Ａ：ＫＭｃｕｒｖｅｏｆＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅａｆｔｅｒγｒａｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｂ：Ｔｈｅｔｉｍｅ

ｐｅｒｉｏｄｉｎＦｉｇ１．Ａｗａｓｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ；Ｃ：Ａｖｅｒａｇｅｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆｄｅａｄ

ｍｉｃｅ．Ｐ＜０．０１

图２　γ射线照后小鼠体内血清ＳＯＤ、ＧＳＨ和 ＭＤＡ浓度变化

Ｆｉｇ２　ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤ，ＧＳＨ，ａｎｄＭＤＡｉｎＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅａｆｔｅｒγｒａｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
Ａ：ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｏｆＳＯＤ；Ｂ：ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｏｆＧＳＨ；Ｃ：ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｏｆＭＤＡ．Ｐ＜０．０１

图３　γ射线照后小鼠胸腺及脾脏系数变化

Ｆｉｇ３　Ｔｈｙｍｕｓａｎｄｓｐｌｅｅｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆ

ＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅａｆｔｅｒγｒａｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

Ａ：Ｔｈｙｍｕｓｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ；Ｂ：Ｓｐｌｅｅｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ．Ｐ＜０．０１

２．４　小鼠照后外周血白细胞计数的变化　γ射线
照后小鼠外周血白细胞计数显著下降，顿挫回升期
不明显；富勒烯Ｃ３可以提高γ射线照后小鼠外周血
白细胞计数水平（Ｐ＜０．０１），可见明显顿挫回升期，
但提高程度小于 ＷＲ２７２１（Ｐ＜０．０１）。结果见
图４。

图４　γ射线照后３０ｄ小鼠外周血白细胞计数

Ｆｉｇ４　Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｃｏｕｎｔ３０ｄａｙｓａｆｔｅｒγｒａｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ
Ｐ＜０．０１ｖｓＮａＣｌｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＣ３ｇｒｏｕｐ
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２．５　照后小鼠体内外源性 ＣＦＵＳ及体外 ＣＦＵ
ＧＭ计数的变化　与生理盐水组比较，富勒烯Ｃ３可
以明显提高照后小鼠ＣＦＵＳ数量（Ｐ＜０．０１）和体

外ＣＦＵＧＭ 数量（Ｐ＜０．０１）；但无论 ＣＦＵＳ或

ＣＦＵＧＭ计数均低于 ＷＲ２７２１组（Ｐ＜０．０１）。结
果见图５。

图５　γ射线照后小鼠外源性ＣＦＵＳ及体外ＣＦＵＧＭ计数

Ｆｉｇ５　ＮｕｍｂｅｒｓｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓＣＦＵＳａｎｄｉｎｖｉｔｒｏＣＦＵＧＭｉｎγｒａｙｉｒｒａｄｉａｔｅｄｍｉｃｅ
Ａ：ＥｘｏｇｅｎｏｕｓＣＦＵＳ；Ｂ：ＩｎｖｉｔｒｏＣＦＵＧＭ；Ｃ：ＰｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆＣＦＵＳ．Ｐ＜０．０１

３　讨　论

　　富勒烯母体Ｃ６０是由６０个碳原子构成的完全对

称的３２面体球形中空碳笼，由于其结构中没有游离
的碳原子，富勒烯的结构比较稳定［１７］。富勒烯可与
多种自由基反应获得加合物，其碳笼结构上的双键
可以加成多达３４个自由基，具有很强的自由基清除
能力，据报道Ｃ６０的抗氧化能力是其他抗氧化剂的上

百倍［９］。但极低的水溶性严重限制了富勒烯在生物
领域的应用，目前主要通过在富勒烯碳笼结构上添
加水溶性基团来解决这一问题。

　　Ｌａｍｐａｒｔｈ和 Ｈｉｒｓｃｈ［１５］通过在富勒烯骨架上连
接６个羧基首次构建了富勒烯衍生物Ｃ３，不仅显著
提高了其水溶性，同时明显减轻了富勒烯母体的生
物毒性。Ｄｕｇａｎ等［１１］在１９７７年首次利用电子自旋
共振技术证实Ｃ３可以高效清除羟自由基和超氧阴
离子，抑制脂质过氧化反应，减轻 Ｎ甲基Ｄ天冬氨
酸（ＮＭＤＡ）诱导的皮质神经元细胞兴奋毒性死亡。

Ｃ３还可以显著降低小鼠衰老过程相关的氧化应激水
平和线粒体内自由基，明显提高小鼠平均寿命和认
知能力［１２］。实验还发现，富勒烯Ｃ３在生物机体内主
要通过对过氧化物的歧化作用来保护机体免受过氧

化物损伤，其机制类似于ＳＯＤ［１０］。

　　自由基介导的间接损伤在电离辐射引发的生物
效应中占主要作用，约８０％以上的电离辐射损伤均
由自由基引起，其中羟自由基又是诱发损伤的主要
自由基，由其介导的组织损伤约占６０％～７０％。如
果在受照时或受照后能及时有效地清除自由基，便
可以在很大程度上减轻电离辐射对机体的损伤作

用。因此，具有强大自由基清除能力的富勒烯及其
衍生物在辐射防护领域有很好的研究前景［１８２２］。但

是目前关于Ｃ３在辐射方面的研究较少，而且主要局
限于体外细胞学方面。Ｃ３对活体动物是否具有辐射
防护效果，其防护效价及作用机制值得深入探讨。

　　本研究发现，照前半小时腹腔注射１００ｍｇ／ｋｇ
Ｃ３可明显提高ＢＡＬＢ／ｃ小鼠γ射线照后３０ｄ生存
率，但死亡动物平均存活时间并无明显延长。Ｃ３还
可以提高照后小鼠外周血白细胞计数水平，提高顿
挫回升期白细胞升高幅度，表明Ｃ３对外周血白细胞
具有一定辐射防护效果。造血组织是机体内对辐射
最敏感的组织之一，对造血系统的防护效果，直接关
系到受照动物或人员的预后情况。本研究发现，Ｃ３
可以显著提高小鼠外源性ＣＦＵＳ和体外ＣＦＵＧＭ
计数水平，表明Ｃ３对小鼠的造血干细胞有较好的辐
射防护效果。

　　机体内的过氧化物主要由抗氧化系统通过自身
的氧化来清除［２３］。抗氧化系统对机体辐射损伤防
护具有十分重要的作用［２４］，抗氧化剂（如 ＳＯＤ、

ＧＳＨ）的降低会导致辐射损伤的加重。因此，保护机
体抗氧化系统有助于减轻电离辐射的损伤效应。本
研究发现，照前给予Ｃ３可以明显提高照后小鼠血清

ＳＯＤ和ＧＳＨ的含量，提示Ｃ３可以减少辐射产生的
过氧化物对机体抗氧化剂的消耗。但是抗氧化剂主
要与超氧阴离子（Ｏ２－）和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）进行反

应，羟自由基（·ＯＨ）和亚硝酸阴离子（ＯＮＯＯ－）无
法被抗氧化系统解毒［２５］。而羟自由基是辐射产生的
主要有害自由基，极易与细胞内的生物大分子，如

ＤＮＡ、蛋白及脂质发生反应，引起强烈的毒性作用。
羟自由基可引起脂质氧化生成 ＭＤＡ，ＭＤＡ水平的升
高表明细胞膜系统损伤加剧［２６］。本研究发现Ｃ３可以
显著降低照后小鼠体内 ＭＤＡ水平，提示Ｃ３可能通过
清除羟自由基水平，减少机体细胞膜系统损伤。
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　　但本实验同时发现Ｃ３在照后小鼠生存率、外周
血白细胞数量、外源性ＣＦＵＳ及体外ＣＦＵＧＭ 数
量上均不及阳性对照药物 ＷＲ２７２１。ＷＲ２７２１（又
称氨磷汀）是目前唯一通过美国ＦＤＡ认证的可用于
人体的辐射防护药物，是目前防护效果最好的抗辐
射药物［２７］。但 ＷＲ２７２１的不良反应较大，主要有
头晕、恶心、腹部不适、呕吐、血压升高等，人员接受
性相对较差［２８］，一定程度上限制了其在临床上的广
泛应用。虽然在防护效价上尚有不足，但富勒烯所
具备的自由基强力清除能力，提示富勒烯及其衍生
物在辐射防护方面将具有很高的应用价值及潜力。
本实验可为今后富勒烯及其衍生物在辐射防护方面

的研究提供部分理论及数据基础。

　　综上所述，本研究证实富勒烯衍生物Ｃ３对活体
实验动物具有较好的辐射防护效应，其机制可能与Ｃ３
的自由基清除能力有关，但仍需进一步的深入研究。
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