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犅犎３狅狀犾狔成员参与辐射诱导的小鼠肝细胞凋亡

陈　松，冯　旭，邹赢锌，栾　洁，张　术，周　意，储智勇

海军医学研究所防护医学研究室，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　研究细胞凋亡及凋亡相关基因的表达在急性肝脏辐射损伤中的作用。方法　采用ＢＡＬＢ／ｃ小鼠以

６０Ｃｏγ射线进行全身照射，建立急性肝脏辐射损伤动物模型，光镜和电镜观察病变４８ｈ。然后采用蛋白质印迹分析法检测肝

组织中Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ、Ｂａｘ、Ｂａｄ、ＰＵＭＡ和Ｓｌｕｇ蛋白表达，并采用原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ染色）检测细

胞凋亡。结果　辐照后４ｈ出现肝细胞变性和凋亡，辐照后１２ｈ出现细胞坏死，辐照后２４～４８ｈ肝细胞凋亡达到峰值并检

测到Ｃａｓｐａｓｅ３激活；Ｂｃｌ２在辐照后４～２４ｈ上调，于辐照后４８ｈ回落；ＰＵＭＡ在辐照后４～４８ｈ上调；ＢｃｌｘＬ、Ｂａｄ在辐照后

６～４８ｈ上调；Ｂａｘ、Ｓｌｕｇ仅在辐照后１２ｈ上调。结论　辐射诱导的ＰＵＭＡ、Ｂａｄ表达上调与辐辐照后肝细胞凋亡增加有关。

　　［关键词］　肝；辐射损伤；细胞凋亡；依赖ｐ５３上调的凋亡调节子；Ｂａｄ
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ｄｅｔｅｃｔｅｄｄｕｒｉｎｇ２４４８ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ｂｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｄｕｒｉｎｇ４２４ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，ｔｈｅｎｗａｓ
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　　现在普遍认为，肝脏是放射较敏感的器官之

一［１］，并且肝脏辐射损伤是临床放射性治疗（包括腹

腔恶性肿瘤的放疗和骨髓移植射线预处理）、平时核

事故及战时核辐射的常见并发症。以往研究表明，

细胞凋亡及某些凋亡相关基因表达改变是辐射损伤

的重要机制［２３］，常见的Ｂｃｌ２家族成员含有４个短

的保守ＢＨ 结构域：ＢＨ１～ＢＨ４，而ＢＨ３ｏｎｌｙ亚族

是指仅含有ＢＨ３结构域的一组蛋白，包括依赖ｐ５３

上调的凋亡调节子（ｐ５３ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｏｄｕｌａｔｏｒｏｆ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＰＵＭＡ）、Ｂａｄ等多个成员。ＢＨ３ｏｎｌｙ亚

族作为Ｂｃｌ２家族中一类重要的促凋亡分子，通过其

独特的ＢＨ３结构域与该家族的其他成员如Ｂｃｌ２、

ＢｃｌｘＬ和Ｂａｘ等相互作用，引起线粒体外膜通透性增

加，继而其内容物如细胞色素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ）等释

放入胞质并启动下游凋亡信号，因此ＢＨ３ｏｎｌｙ分子

在凋亡调节中起着关键作用［４］，然而肝脏辐射损伤
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所引起的细胞凋亡与ＢＨ３ｏｎｌｙ亚族成员间关系的

研究尚不多见。本研究拟通过检测凋亡相关蛋白表

达和细胞凋亡的动态变化来系统地探讨肝脏辐射损

伤机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物与辐照方法　ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ雄性

小鼠２４只，６～７周龄，体质量（２２．７±０．９）ｇ，购自上

海西普尔必凯实验动物有限公司［许可证号：ＳＣＸＫ

（沪）２００８００１６］。适应性喂养１周后，随机分为６

组，每组４只，即：对照组（０ｈ），未接受辐照；辐照组设

５个时相：４、６、１２、２４、４８ｈ。用６０Ｃｏγ射线辐照源（第

二军医大学辐照中心提供）同时对辐照组进行１２Ｇｙ

全身一次性均匀照射，剂量率为２．５Ｇｙ／ｍｉｎ。

１．２　主要材料及试剂　一抗：Ｂｃｌ２、Ｂａｘ抗体购自

Ｔｒｅｖｉｇｅｎ公司；ＢｃｌｘＬ、Ｂａｄ抗体购自 Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公

司；ＰＵＭＡ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇ

ｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；βａｃｔｉｎ 抗体购自 Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司；锌指状转录抑制因子Ｓｌｕｇ抗体由美国哈

佛大学医学院吴文书博士惠赠。二抗：山羊抗鼠

ＨＲＰ标记ＩｇＧ、山羊抗兔 ＨＲＰ标记ＩｇＧ购自Ｊａｃｋ

ｓｏｎＩｍｍｕｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司；兔抗鸡 ＨＲＰ标记ＩｇＧ购

自ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ公司。蛋白裂解液购自Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司；苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、蛋白酶抑制剂购

自深圳市创奇基因生物制品有限公司；ＰｉｅｒｃｅＢＣＡ

蛋白定量分析试剂盒、增强化学发光（ＥＣＬ）底物购

自 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。原位细胞凋亡检测

（ＴＵＮＥＬ染色）试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司。

１．３　标本采集与病理检查　各组小鼠于辐照４、６、

１２、２４、４８ｈ后处死并收集肝脏标本。将肝脏组织分

别作如下处理：（１）４％多聚甲醛固定，石蜡包埋，制

作３μｍ厚切片，ＨＥ染色，光镜观察组织病理改变；

（２）２．５％戊二醛和１％锇酸固定，制作５０～７０ｎｍ超

薄切片，醋酸铀和柠檬酸铅双重染色，日立 Ｈ７０００

型透射电镜观察超微结构病理改变；（３）将剩余新鲜

肝组织剪碎后速冻，液氮保存供后续实验使用。

１．４　原位细胞凋亡检测　将各组肝组织石蜡块制

作成３μｍ厚切片，参考先前的方法
［５］，按 ＴＵＮＥＬ

染色步骤操作，ＤＡＢ显色，苏木精轻度复染后封片。

凋亡细胞定量分析：在高倍镜下（×４００）对各组切片

随机计数５个视野内阳性细胞数，求出每个时间点

的均数，进行统计分析。

１．５　蛋白质印迹分析检测　根据先前的方法
［６］处

理各组肝总蛋白，按每泳道８０～１００μｇ总蛋白量上

样，１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离。经电转、封闭后，一抗

ａｎｔｉＰＵＭＡ、ａｎｔｉＢｃｌ２、ａｎｔｉＢｃｌｘＬ、ａｎｔｉＢａｘ、ａｎｔｉ

Ｃａｓｐａｓｅ ３、ａｎｔｉＣａｓｐａｓｅ ８、ａｎｔｉβａｃｔｉｎ （均 为

１∶１０００），ａｎｔｉＢａｄ（１∶５０００），ａｎｔｉＳｌｕｇ（１∶

１００００）４ ℃孵育过夜，相应 ＨＲＰ标记二抗（１∶

１００００）室温孵育１ｈ；ＥＣＬ法显影，ＤＹＶＥＲＳＩＴＹ多

功能成像仪（Ｓｙｎｇｅｎｅ公司）摄影记录，每项实验均重

复３次。蛋白表达定量分析：用ＩｍａｇｅＪ１．４１ｏ软件

求得条带积分光密度（犇）值，蛋白相对表达水平＝目

的蛋白犇值／内参蛋白βａｃｔｉｎ犇 值，以０ｈ水平为

基准，结果以相对倍数表示。

１．６　统计学处理　计量数据以珔狓±狊表示，应用

ＳＰＳＳ１７．０统计软件包进行单因素方差分析，方差

齐时组间比较采用ＬＳＤ检验，方差不齐时组间比较

采用Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓＴ３检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　辐照后急性期病理改变　由图１Ａ可见，光镜

下正常肝组织（０ｈ）见肝细胞形态规则，胞质染色均

匀，肝索沿中央静脉呈放射状排列，肝窦清晰。辐照

后４～６ｈ出现肝细胞胞质疏松化，部分细胞肿胀明

显，互相挤压导致肝窦狭窄，符合肝细胞浊肿变性和

气球样变性表现（图１Ｂ）。图１Ｃ、１Ｄ显示，辐照后

１２～２４ｈ肝细胞变性呈弥漫性进行性加重，部分中

央静脉充血，周围肝窦扩张，门管区附近肝窦变窄、

消失，局部有散在点状坏死和出血灶（▲所示）。辐

照后４８ｈ肝细胞损伤以细胞变性为主，坏死少见。

电镜显示正常肝细胞（０ｈ）胞质内含有大量糖

原颗粒，细胞器丰富，以线粒体为主，核完整，核仁明

显，染色质分布均匀（图２Ａ）。辐照后４ｈ，少量肝细

胞即出现早期凋亡特征，表现为细胞核染色质边

集，电子密度增强，核形不规整，核膜表面凹凸不平，

核仁凝固，细胞体积变小，细胞质浓缩，线粒体轻度

肿胀，糖原颗粒聚集成片（图２Ｂ）。辐照后１２ｈ，肝

细胞形态除有凋亡改变外，还发现少量肝细胞坏死，

表现为细胞核染色质凝集，细胞质电子密度增强，糖

原颗粒聚集成片，细胞器结构不清，伴有游走淋巴细

胞侵入肝实质（图２Ｃ）。辐照后２４ｈ，肝细胞凋亡多
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见，并以中期凋亡特征为主，表现为核内染色质凝

聚、固缩，趋边呈月牙状，核膜孔消失，核膜呈波纹状

皱缩，线粒体高度肿胀，细胞体积缩小，细胞连接出

现缝隙（图２Ｄ）。

图１　辐照后小鼠肝组织病理学观察（犎犈染色）

犉犻犵１　犎犻狊狋狅狆犪狋犺狅犾狅犵狔狅犳犿狅狌狊犲犾犻狏犲狉狊犾犻犱犲狊犪犳狋犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀（犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｎｏｎｉｒｒａｄｉａｔｅｄｌｉｖｅｒｓｌｉｄｅ（０ｈ）；Ｂ：Ａｔ４ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｃ：Ａｔ１２ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｄ：Ａｔ２４ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａ

ｔｉｏｎ．Ｌｏｃａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎ（▲）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　辐照后小鼠肝超微病理学观察

犉犻犵２　犝犾狋狉犪狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾狆犪狋犺狅犾狅犵狔狅犳犿狅狌狊犲犾犻狏犲狉狊犾犻犱犲狊犪犳狋犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀

Ｈ：Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ；Ｓ：Ｈｅｐａｔｉｃｓｉｎｕｓｏｉｄ；Ｌ：Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ．Ａ：Ｎｏｒｍａｌｎｏｎｉｒｒａｄｉａｔｅｄｌｉｖｅｒｓｌｉｄｅ（０ｈ）；Ｂ：Ａｔ４ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；

Ｃ：Ａｔ１２ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｄ：Ａｔ２４ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×３５００（Ａ），×３０００（Ｂ），×２５００（Ｃ），

×４０００（Ｄ）

２．２　原位细胞凋亡检测结果　正常肝组织（０ｈ）平

均每高倍视野可见到（０．２０±０．４５）个阳性细胞；辐照

后４、６、１２、２４和４８ｈ平均每高倍视野分别见到

（４．２０±０．８４）、（１２．４０±１．８２）、（１４．２０±２．０５）、

（６６．２０±４．３８）和（７２．４０±７．０２）个阳性细胞，以上阳

性细胞仅指肝细胞和肝窦内皮细胞。其中除辐照后

６ｈ和１２ｈ、２４ｈ和４８ｈ间凋亡细胞数量差异无统计

学意义（犘＞０．０５）外，其余各组两两比较均差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。原位细胞凋亡检测结果见图３。

２．３　辐照后肝脏凋亡相关蛋白的表达　凋亡效应

酶Ｃａｓｐａｓｅ８在辐照后４８ｈ内未见激活，而Ｃａｓｐａｓｅ

３在辐照后２４～４８ｈ检测到剪切片段（图４Ａ）。抗

凋亡蛋白方面，ＢｃｌｘＬ于辐照后６～４８ｈ上调；Ｂｃｌ２

于辐照后４～２４ｈ上调，至４８ｈ回落。促凋亡蛋白

方面，作为凋亡执行者的Ｂａｘ仅在辐照后１２ｈ一过

性上调（图４Ｂ）。由图４Ｂ和４Ｃ可见，作为凋亡调节

者的ＢＨ３ｏｎｌｙ亚族成员，Ｂａｄ蛋白表达呈上调趋

势，同０ｈ水平比较，辐照后１２、２４、４８ｈ表达量均上

调（犘＜０．０１）；ＰＵＭＡ蛋白表达也呈上调趋势，同

０ｈ水平比较，辐照后４、１２ｈ表达量均上调（犘＜

０．０１），并于辐照后２４～４８ｈ维持在较高水平（犘＜

０．０５）。作为抑制ＰＵＭＡ转录的调节因子Ｓｌｕｇ，同

基础水平（０ｈ）比较，仅在辐照后１２ｈ轻度上调

（犘＜０．０１），其余时间点的表达量均低于基础水平

并有统计学差异，即辐照后４、２４ｈ（犘＜０．０５）和辐

照后６、４８ｈ（犘＜０．０１）。
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图３　辐照后小鼠肝组织原位细胞凋亡检测（犜犝犖犈犔染色）

犉犻犵３　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犻狀狊犻狋狌犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犿狅狌狊犲犾犻狏犲狉狊犾犻犱犲狊犪犳狋犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀（犜犝犖犈犔狊狋犪犻狀犻狀犵）

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｎｏｎｉｒｒａｄｉａｔｅｄｌｉｖｅｒｓｌｉｄｅ（０ｈ）；Ｂ：Ａｔ４ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｃ：Ａｔ６ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｄ：Ａｔ１２ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；

Ｅ：Ａｔ２４ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｆ：Ａｔ４８ｈａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图４　蛋白质印迹分析检测辐照后小鼠肝脏凋亡相关蛋白表达

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犪狆狅狆狋狅狊犻狊犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犻狀犿狅狌狊犲犾犻狏犲狉犪犳狋犲狉犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

ＰＵＭＡ：ｐ５３ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｏｄｕｌａｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ａ：ＩｍｍｕｎｏｂｌｏｔｇｒａｐｈｏｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＣａｓｐａｓｅ３ａｎｄＣａｓｐａｓｅ８；Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏ

ｂｌｏｔｇｒａｐｈｏｆｓｏｍｅＢｃｌ２ｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒｓ；Ｃ：ＢａｎｄｄｅｎｓｉｔｙｏｆＢａｄ，ＰＵＭＡａｎｄＳｌｕｇｗｅｒｅｓｈｏｗｎａｓｒｅｌａｔｉｖｅｆｏｌｄ．犘＜０．０５，

犘＜０．０１ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

临床上将电离辐射所引起肝脏的损伤统称为放

射性肝病，根据病程可划分为两个阶段：急性放射性

肝炎期和后续发生的肝纤维化及肝硬化期，并提出

引起急性放射性肝炎的最小单次照射剂量约为１１

Ｇｙ
［７］。因此本研究选择１２Ｇｙγ射线照射建立小鼠

肝脏辐射损伤模型，通过光镜和电镜观察肝脏辐射

损伤的病理特征，从而证实了该条件建模的可靠性。

结合透射电镜和光镜（ＨＥ＋ＴＵＮＥＬ染色）的

动态观察结果，定性定量地研究辐照后急性期肝损

伤情况，我们发现上述检测结果能够互相吻合，显示

辐照后４８ｈ内肝损伤呈进行性加重趋势。值得指

出的是，辐照后４ｈ即可观察到肝细胞超微结构的

改变并提示有细胞凋亡发生，证实肝脏具有相当的

辐射敏感性；辐照后１２ｈ肝细胞同时出现凋亡和坏

死两种损伤结局，此后肝细胞凋亡数量迅速跃升，并

维持在较高水平，和李淑萍等［３］的结果类似，因此推

测辐照后１２ｈ可能是肝脏辐射损伤的临界点，这对

今后开展科研和医疗工作具有一定的参考价值。

为深入研究辐射诱导肝细胞凋亡的发生机制，

我们首先检测了凋亡酶Ｃａｓｐａｓｅ家族的激活情况，

Ｃａｓｐａｓｅ８作为死亡受体介导的凋亡通路关键环节，

在辐照后未见激活；而作为凋亡执行者的Ｃａｓｐａｓｅ３

却在辐照后２４～４８ｈ激活，与同时段ＴＵＮＥＬ染色

结果吻合，加之电镜显示该时间点肝细胞线粒体高
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度肿胀，提示线粒体途径介导的凋亡可能是辐射诱

导肝细胞损伤的主要机制。其次，我们还检测了辐

照后肝脏凋亡相关蛋白的表达情况，结果表明Ｂｃｌ２

家族中抗凋亡和促凋亡成员的表达水平同时上调，

其中Ｂａｘ上调仅见于辐照后１２ｈ，结合ＴＵＮＥＬ染

色结果分析，我们推测肝细胞凋亡增加并不完全依

赖Ｂａｘ的上调，而与ＢＨ３ｏｎｌｙ亚族成员ＰＵＭＡ和

Ｂａｄ的持续上调相关。我们先前的研究
［５］报道了

ＰＵＭＡ参与调节正常小鼠肝细胞的凋亡，体内实验

发现上调肝内ＰＵＭＡ水平后，不仅能同步带动抗凋

亡分子ＢｃｌｘＬ上调，而且能显著诱导肝细胞凋亡和

坏死，这一效应与ＰＵＭＡ介导的线粒体破坏和炎症

细胞因子上调有关。而Ｇａｌｍｉｃｈｅ等
［８］报道Ｂａｄ参

与调节人肝癌细胞的凋亡敏感性，Ｂａｄ的活性与其

磷酸化水平呈负相关，单纯过表达Ｂａｄ并不增加肝

癌细胞凋亡，而在多激酶抑制剂索拉菲尼（ｓｏｒ

ａｆｅｎｉｂ）的作用下，同时过表达Ｂａｄ即可显著诱导凋

亡，这可能与索拉菲尼降低Ｂａｄ磷酸化水平，从而激

活其功能有关。据此推测ＰＵＭＡ和Ｂａｄ的上调可

能是辐射诱导肝细胞凋亡的主要因素；而ＢｃｌｘＬ和

Ｂｃｌ２的上调可能只是一种保护性反应，并不能扭转

肝细胞凋亡增多的局面。ＢＨ３ｏｎｌｙ亚族作为Ｂｃｌ２

家族中一类特殊的促凋亡分子，在凋亡调控方面起

着重要的作用，Ｓｈａｏ等
［９］报道γ射线诱导ＰＵＭＡ

上调会引起造血干／祖细胞凋亡，我们的研究也提示

ＰＵＭＡ与辐照后肝细胞凋亡相关，说明ＰＵＭＡ介

导的凋亡信号对于辐射损伤机制具有较为普遍的意

义。此外 Ｗｕ等
［１０］报道辐照后Ｓｌｕｇ上调能够抑制

部分造血祖细胞凋亡，发挥一定的保护作用，其机制

是锌指状转录抑制因子Ｓｌｕｇ能够与狆狌犿犪基因转

录起始区的特殊位点结合，并抑制其他转录激活因

子的活性，从而在转录水平阻断ＰＵＭＡ表达，我们

发现在肝脏Ｓｌｕｇ仅于辐照后１２ｈ升高，而在辐照后

２４～４８ｈ回落，因而推测经过１２ｈ损伤临界点后

Ｓｌｕｇ未能继续发挥抑制效应。总之，ＢＨ３ｏｎｌｙ蛋白

ＰＵＭＡ和Ｂａｄ与辐照后急性期肝细胞凋亡有关，但

何者占主导地位尚待进一步研究，探索辐照后磷酸

化Ｂａｄ的变化规律或许对回答该问题有所帮助；其

次，Ｓｌｕｇ蛋白持续表达能否提高肝细胞的辐射抗性

也值得继续研究。

本研究对辐射诱导肝细胞凋亡的机制提出了新

的见解：ＢＨ３ｏｎｌｙ亚族成员ＰＵＭＡ和Ｂａｄ的持续

上调，保护性因子Ｓｌｕｇ的应答乏力可能是促进肝细

胞凋亡的重要原因。因此在遗传和化学水平特异性

地抑制ＢＨ３ｏｎｌｙ亚族的功能，或者诱导保护性因子

Ｓｌｕｇ表达，比如通过特异性干扰ＲＮＡ、ＢＨ３结构域

封闭剂、Ｓｌｕｇ过表达载体等干预手段研究其抗辐射

效应，可能会为筛选辐射防护药物提供新的思路。
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