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　　［摘要］　目的　探讨富 Ｈ２ 溶液对人肾小管上皮细胞（ＨＫ２细胞）辐射损伤的防护效应及机制。方法　将 ＨＫ２细胞

分为４组：对照组、Ｈ２ 组、照射组和照射加 Ｈ２ 组。对照组和照射组细胞加入５ｍＬ无 Ｈ２ 的ＰＢＳ溶液，Ｈ２ 组和照射加 Ｈ２ 组

细胞则加入等量饱和富 Ｈ２ 溶液，孵育１０ｍｉｎ后将照射组和照射加 Ｈ２ 组利用
６０Ｃｏγ射线以６Ｇｙ剂量照射３２５ｓ，随即用比色

法测定细胞丙二醛（ＭＤＡ）含量变化；３７℃条件下与羟苯基荧光素（ＨＰＦ）荧光探针孵育１５ｍｉｎ后测定细胞内羟自由基（·ＯＨ）

水平；照射后２４ｈ用流式细胞仪检测细胞凋亡情况；照射后每天计数各组细胞克隆形成以反映各组细胞存活率，观察１０ｄ。

结果　富 Ｈ２ 溶液可以提高 ＨＫ２细胞经６Ｇｙ照射后第１０天的细胞存活率（犘＜０．０５），并且能明显减少照射后２４ｈ细胞凋

亡水平（犘＜０．０１）；富 Ｈ２ 溶液还可以降低受照细胞的 ＭＤＡ水平（犘＜０．０５）以及·ＯＨ水平（犘＜０．０５）。结论　富 Ｈ２ 溶液

对６０Ｃｏγ射线导致的 ＨＫ２细胞辐射损伤有较好的防护作用。

　　［关键词］　富氢溶液；辐射损伤；抗氧化剂；ＨＫ２细胞
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（９）：９６３９６７］

　　随着核辐射在军事、医疗和能源等方面的广泛

应用，人类受照射的概率大大增加，核辐射潜在风险

越来越高。大剂量电离辐射除造成胃肠道［１］、造血

系统［２］、性腺［３］等辐射敏感器官损伤之外，还可以导
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致肾脏损伤及其功能障碍［４５］。另外，腹部肿瘤患者

在大剂量放疗时极易导致放射性肾炎，其机制主要

是电离辐射作用于肾脏细胞尤其是肾小管上皮细胞

（ＨＫ２细胞），通过直、间接作用导致细胞损伤进而产

生一系列病理改变，最终致使肾脏功能衰竭［５６］。然

而，对于放射性肾脏损伤尚无有效治疗手段，重在预

防［７８］，因此寻找高效、低毒的辐射防护剂对于放射性

肾炎的防治具有重大意义。

２００７年Ｏｈｓａｗａ等
［９］报道，氢气（Ｈ２）具有选择

性清除羟自由基（·ＯＨ）和过氧化亚硝基阴离子

（ＯＮＯＯ－）的生物活性，显示较强的抗氧化效应。本

课题组前期研究发现，富Ｈ２ 溶液对整体动物及细胞

具有较好的辐射防护效果，并能减轻免疫系统、生殖

系统、造血系统和心肌组织的辐射损伤［１０１３］。国外

学者也报道氢气可减轻放射性肺损伤［１４］，但是关于

富Ｈ２ 溶液对放射性肾脏损伤的防护作用的研究还

未见报道。本研究以 ＨＫ２细胞为研究对象，观察

饱和富Ｈ２ 溶液对ＨＫ２细胞的辐射防护效果，初步

探讨富Ｈ２ 溶液的辐射防护作用机制，为新型辐射防

护剂的研究提供理论和实验基础。

１　材料和方法

１．１　材料　ＨＫ２细胞购自上海拜力生物科技有限

公司，Ａｎｎｅｘｉｎ ⅤＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试剂盒、丙二醛

（ＭＤＡ）检测试剂盒购自上海碧云天公司，ＭＥＭ 培

养基和胎牛血清购自美国ＰＡＡ公司。２［６（４’羟

基）苯氧基３Ｈ占吨醇３ｏｎ９ｙｌ］苯甲酸［羟苯基荧

光素（ＨＰＦ）荧光探针］购自日本Ｄａｉｉｃｈｉ公司。流式

细胞仪购自美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，使用奥林巴

斯ＢＸ６０荧光显微镜进行观察，用第二军医大学辐

照中心６０Ｃｏ辐射源进行照射。

１．２　富 Ｈ２ 溶液的制备　采用特种装置，先将磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）内充入纯 Ｈ２，在加压仓内高压（０．４

ＭＰａ）下放置４ｈ以上，以便使 Ｈ２ 充分溶解，使其达

到饱和状态。利用液体 Ｈ２ 浓度测试电极（Ｂｉｏｇａｓ

ＡｎａｌｙｚｅｒＳｙｓｔｅｍｓ１０００，Ｍｉｔｌｅｂｅｎ，日本）进行浓度测

试，检测发现制备的富Ｈ２ 溶液中 Ｈ２ 达到过饱和浓

度（０．８１４ｍｍｏｌ／Ｌ）。

１．３　ＨＫ２细胞处理与照射　ＨＫ２细胞用含１０％

胎牛血清的 ＭＥＭ培养液，在３７℃、５％ＣＯ２ 及饱和

湿度的细胞培养箱中培养。将对数生长期的 ＨＫ２

细胞分为对照组、Ｈ２ 组、照射组和照射加 Ｈ２ 组。细

胞照射前，Ｈ２ 组和照射加 Ｈ２ 组细胞离心后各加入

５ｍＬ的富Ｈ２ 溶液，对照组和照射组加入等量无 Ｈ２

的ＰＢＳ溶液，孵育１０ｍｉｎ后，照射组和照射加Ｈ２ 组

分别同时给予６Ｇｙ
６０Ｃｏγ射线照射，照射时间为

３２５ｓ。细胞照射后继续培养，用于后续实验。

１．４　细胞克隆形成实验　各组细胞照射后，进行计

数，将细胞悬液以２００个细胞／孔的密度加入至每孔

含有２ｍＬＭＥＭ 培养液的６孔板中。每天观察细

胞的生长情况，当细胞集落生长到一定程度时（肉眼

可见克隆时，本实验为第１０天）终止培养。甲醇固

定１０ｍｉｎ，吉姆萨应用液染色２０ｍｉｎ，流水洗净，空

气干燥后进行克隆计数分析。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡　采用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ

ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试剂盒，用流式细胞仪检测细胞凋亡

情况。照射后２４ｈ，将细胞制成５×１０６／ｍＬ的细胞

悬液，ＰＢＳ洗２次弃上清，加入５０μＬＰＢＳ重悬。每

５０μＬ体系加入１．５μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ温室避光

孵育１５ｍｉｎ，再加入２μＬＰＩ，５ｍｉｎ后上机检测
［１０］。

１．６　ＭＤＡ含量测定　收集各组细胞，裂解并高速离

心后取适量上清液，应用比色法检测 ＭＤＡ。根据试

剂盒说明书计算 ＭＤＡ含量。

１．７　细胞内·ＯＨ 水平的测定　各组细胞照射前

加入 ＨＰＦ（终浓度为１０μｍｏｌ），用６Ｇｙγ射线照射

后，３７℃孵育１５ｍｉｎ。荧光显微镜下观察并拍照。

用ＩＰＬａｂＳｐｅｃｔｒｕｍ 图像分析软件（版本４．０，美国

Ｓｃａｎａｌｙｓｔｉｃｓ公司）对单个细胞中的 ＨＰＦ平均荧光

强度进行定量分析。每次实验各剂量组随机选取５

个不同的视野，随机检测５０个细胞的荧光强度

值［１０］。

１．８　统计学处理　所得数据以珔狓±狊表示，采用

ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，组间比较采用方差

齐性的成组狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　富 Ｈ２ 溶液增加 ＨＫ２细胞照射后存活率　照

射后第１０天计数各组细胞克隆形成率，结果显示：

照射加 Ｈ２ 组 ＨＫ２细胞克隆形成率明显高于照射

组（图１），差异具有统计学意义（犘＜０．０５），说明富

Ｈ２ 溶液对 ＨＫ２细胞有一定的辐射防护作用。
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图１　富犎２ 溶液明显提高犎犓２细胞照射后克隆形成率

犉犻犵１　犎狔犱狉狅犵犲狀狉犻犮犺狊犪犾犻狀犲狀狅狋犪犫犾狔犲狀犺犪狀犮犲犱狋犺犲

犮犾狅狀犻狀犵犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳犻狉狉犪犱犻犪狋犲犱犎犓２犮犲犾犾狊

犘＜０．０５；狀＝６，珔狓±狊

２．２　富 Ｈ２ 溶液降低辐射诱导的 ＨＫ２细胞凋亡　

照射后２４ｈ，检测各组的细胞凋亡水平。结果显示，

两照射组的细胞凋亡率高于对照组及 Ｈ２ 组，而照射

加Ｈ２ 组的细胞凋亡率明显低于照射组，具有统计学

差异（犘＜０．０１，图２），表明富 Ｈ２ 溶液能减轻辐射诱

导的细胞凋亡。

２．３　富 Ｈ２ 溶液降低脂质氧化产物 ＭＤＡ　ＭＤＡ

可以间接反映辐射对生物脂质的损伤，照射加 Ｈ２ 组

ＨＫ２细胞的 ＭＤＡ水平明显低于照射组，差异具有

统计学意义（犘＜０．０５，图３），说明富Ｈ２ 溶液降低了

辐射诱导的 ＭＤＡ水平，提示其具有抗氧化作用。

图２　富犎２ 溶液抑制辐射诱导的犎犓２细胞凋亡

犉犻犵２　犎狔犱狉狅犵犲狀狉犻犮犺狊犪犾犻狀犲犻狀犺犻犫犻狋犲犱犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀犻狀犱狌犮犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犎犓２犮犲犾犾狊

Ａ：Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｏｕｔｃｏｍｅ；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｏｕｔｃｏｍｅ．犘＜０．０１；狀＝６，珔狓±狊

图３　富犎２ 溶液能减少辐射导致的 犕犇犃的产生

犉犻犵３　犎狔犱狉狅犵犲狀狉犻犮犺狊犪犾犻狀犲犱犲犮狉犲犪狊犲犱犿犪犾狅狀犱犻犪犾犱犲犺狔犱犲

（犕犇犃）狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犻狀犱狌犮犲犱犫狔犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀

犘＜０．０５；狀＝６，珔狓±狊

２．４　富 Ｈ２ 溶液可以清除 ＨＫ２细胞中辐射诱导

的·ＯＨ　γ射线照射可诱导·ＯＨ的产生，而照射

期间用富Ｈ２ 溶液孵育细胞，明显降低了ＨＫ２细胞

中辐射诱导的·ＯＨ的水平（犘＜０．０５，图４）。

３　讨　论

关于富 Ｈ２ 溶液对放射性肾损伤的防护作用的

研究方面，本课题之前未见国内外报道。本研究以

ＨＫ２细胞为研究对象，观察了饱和富 Ｈ２ 溶液对

ＨＫ２细胞的辐射防护效果，并且初步探索了其辐

射防护作用机制，具有重要的科学意义。
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图４　富犎２ 溶液降低犎犓２细胞中辐射诱导的·犗犎水平

犉犻犵４　犎狔犱狉狅犵犲狀狉犻犮犺狊犪犾犻狀犲犱犲犮狉犲犪狊犲犱·犗犎犾犲狏犲犾犻狀犎犓２犮犲犾犾狊犻狀犱狌犮犲犱犫狔犻狉狉犪犱犻犪狋犻狅狀

Ａ：Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｖｅｏｕｔｃｏｍｅ；Ｂ：Ｑｕａｎｔｉｚａｔｉｏｎｏｕｔｃｏｍｅ．犘＜０．０５；狀＝６，珔狓±狊

　　过去大部分学者一直认为 Ｈ２ 是一种生理性惰

性气体，像氮气一样不与体内任何物质发生反

应［１５１６］。然而近年来研究发现，Ｈ２ 可以清除体内的

细胞毒性氧自由基［９］。有关富 Ｈ２ 溶液对小鼠造血

干细胞、胃肠道细胞、肺细胞等的辐射防护效应研究

结果支持其辐射防护效果［１２，１４，１７］。同时，人体肠道

细菌不断地产生 Ｈ２ 并在血液中循环，说明少量 Ｈ２

对人体无毒副作用。Ｈ２ 是易燃气体，具有一定的危

险性，将其溶于各种溶剂中再予以使用则解决了这

一问题。

电离辐射对机体的损伤主要分为直接损伤和间

接损伤，尤以间接损伤占据主导地位，通过水等的辐

射产物（如·ＯＨ 等）引起生物大分子的损伤，辐射

损伤中６０％～７０％是由于·ＯＨ所致
［９，１８］。因而辐

射防护的重点主要是针对间接损伤，即通过清除辐

射产生的自由基，提高机体的抗辐射能力，从而保护

机体组织和器官免受伤害。电离辐射作用于机体之

后，产生诸如超氧阴离子（Ｏ２
－）、过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、

·ＯＨ及一氧化氮（ＮＯ）等活性氧自由基（ＲＯＳ）或

活性氮自由基（ＲＮＳ）等，从而对生物大分子造成损

伤［１１］，这是间接辐射损伤的核心机制。鉴于此，针

对电离辐射损伤的发生机制，寻找高效、低毒、使用

方便的自由基清除剂，是探索新型辐射防护剂的有

效途径，是目前国内外辐射防护领域的重要研究思

路之一。

我们通过富 Ｈ２ 溶液对 ＨＫ２细胞的防护实验

发现，在６Ｇｙ照射时，照射加 Ｈ２ 组于照射后１０ｄ

ＨＫ２克隆形成率较照射组有明显升高（犘＜０．０５）。

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染检测细胞早期凋亡率分

析结果也发现，照射加Ｈ２ 组较照射组ＨＫ２细胞早

期凋亡率降低，差异具有统计学意义（犘＜０．０１）。

这些结果表明富 Ｈ２ 溶液可以减轻 ＨＫ２细胞的辐

射损伤，增加其存活率；而前期研究发现，富 Ｈ２ 溶

液对机体其他组织细胞有较为明确的辐射损伤防护

效应［１２１５，１９２０］，提示富 Ｈ２ 溶液对肾脏辐射损伤的改

善可能有一定的积极作用。

生物脂质是ＲＯＳ的主要攻击目标之一，脂质氧

化物如 ＭＤＡ、硫代巴比妥酸反应物（ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ

ａｃｉｄｒｅａｃｔｉｖｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，ＴＢＡＲｓ）等的增多反映出

脂质受到氧化损伤［２１］。ＨＫ２细胞受照射后 ＭＤＡ

显著增高，但是在照射前给予富 Ｈ２ 溶液处理，细胞

内的 ＭＤＡ水平显著降低。说明富 Ｈ２ 溶液可以有

效降低辐射诱导的脂质过氧化产物，即减轻生物脂

质的氧化反应。细胞膜和大多数细胞器均具有膜结

构，其中主要组成部分是脂质，本结果说明富 Ｈ２ 溶

液可以有效减轻生物脂质的辐射损伤，从而保证其

生物学功能的正常发挥。

ＨＰＦ是Ｓｅｔｓｕｋｉｎａｉ等合成的一种选择性极高

的测定·ＯＨ的新型荧光探针，它选择性地、剂量依

赖式地与·ＯＨ 发生特异性反应，生成一种强荧光

复合物，能够抵抗光诱导的自动氧化反应；而且，

ＨＰＦ不与Ｏ２
－、Ｈ２Ｏ２、单线态氧等其他活性氧发生

反应［２２］，这些优点更有利于快速、准确地定量分析

细胞内的·ＯＨ
［１１］。本研究发现，照射组和照射加

Ｈ２ 组经６Ｇｙ剂量照射后，照射加 Ｈ２ 组的 ＨＰＦ荧

光强度明显低于照射组，提示富 Ｈ２ 溶液可以降低

照射后 ＨＫ２细胞内的·ＯＨ含量。因此我们认为

富 Ｈ２ 溶液通过及时清除辐射引起的自由基与阻断

氧化效应，减轻辐射引起的一系列生物学损伤，从而

对受照射细胞发挥保护作用。

综上所述，富Ｈ２ 溶液对ＨＫ２细胞具有较好的

辐射防护作用，其作用机制可能与氢气清除自由基
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以及抗氧化活性有关，提示富 Ｈ２ 溶液有可能成为

放射性肾损伤的新型防护剂，具有较大应用前景。
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