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氢气通过减少活性氧生成抑制线粒体凋亡发挥对小鼠精原细胞的电离辐射
防护作用
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［摘要］ 目的 探索 H2 对小鼠精原细胞电离辐射损伤的防护效应及机制。方法　将小鼠精原细胞系 GC-1 细胞

分为 4 组：对照组、H2 组、照射组和照射加 H2 组。照射组和照射加 H2 组细胞予单次 60Co γ 射线照射，累积辐射剂

量为 8 Gy（剂量率为 0.897 Gy/min）。H2 组和照射加H2 组细胞于照射前使用H2 细胞培养系统（75% H2、20% O2 和 5% 
CO2）培养 1 h。照射后 24 h，用 CCK-8 和流式细胞术分别检测照射和 H2 处理对 GC-1 细胞活力和凋亡的影响。照

射后 2 h，用 2’, 7’- 二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFH-DA）荧光探针和线粒体膜电位 JC-1 荧光探针分别检测照射和

H2 处理对 GC-1 细胞内活性氧（ROS）和线粒体膜电位的影响。照射后 24 h，用蛋白质印迹法检测照射和 H2 处理对

GC-1 细胞线粒体凋亡通路蛋白 B 淋巴细胞瘤相关蛋白 x（Bax）、细胞色素 c（Cyt-c）和 cleaved-caspase 3（caspase 3 
活化产物）表达的影响。结果　CCK-8 检测结果显示 H2 提高了照射后 GC-1 细胞的活力（P＜0.01），流式细胞术

检测结果显示 H2 降低了照射后 GC-1 细胞的凋亡率（P＜0.01）。特异性荧光探针染色结果显示，H2 不仅抑制照射后

GC-1 细胞内 ROS 的产生，还抑制照射后 GC-1 细胞线粒体膜电位的降低（P＜0.01 或 P＜0.05）。蛋白质印迹法检测

结果显示，H2 抑制照射后 GC-1 细胞内线粒体凋亡蛋白 Bax、Cyt-c 和 cleaved-caspase 3 的表达（P＜0.01 或 P＜0.05）。

结论　H2 通过减少 ROS 生成保护线粒体膜电位、抑制线粒体凋亡通路，对 60Co γ 射线导致的小鼠精原细胞电离辐射

损伤起防护作用。
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Hydrogen protecting spermatogonia from ionizing radiation by reducing reactive oxygen species production 
and inhibiting mitochondrial apoptosis
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［ Abstract ］ Objective To explore the protective effect and mechanism of hydrogen (H2) on ionizing radiation injury 
of mouse spermatogonia. Methods　Mouse spermatogonia GC-1 cells were divided into 4 groups: control group, H2 group, 
irradiation group and irradiation plus H2 group. The cells in the irradiation group and the irradiation plus H2 group were 
given single 60Co γ ray irradiation with a cumulative dose of 8 Gy (dose rate 0.897 Gy/min). The cells in the H2 group and the 
irradiation plus H2 group were cultured in a H2 cell culture system (75% H2, 20% O2 and 5% CO2) for 1 h before irradiation. 
Cell counting kit 8 (CCK-8) and flow cytometry were used to detect the effects of irradiation and H2 treatment on viability and 
apoptosis of GC-1 cells 24 h after irradiation. The 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) and mitochondrial 
membrane potential JC-1 fluorescence probes were used to detect the effects of irradiation and H2 treatment on intracellular 
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reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial membrane potential of GC-1 cells 2 h after irradiation. Western blotting 
was used to detect the effects of irradiation and H2 treatment on the expression of mitochondrial apoptosis pathway proteins 
(B-cell lymphoma-associated protein x ［Bax］, cytochrome c ［Cyt-c］ and cleaved caspase 3 ［an activation product of caspase 3］) 
in GC-1 cells 24 h after irradiation. Results　CCK-8 results showed that H2 significantly increased the viability of GC-1 
cells after irradiation (P＜0.01), and flow cytometry showed that H2 significantly reduced the apoptosis rate (P＜0.01). The 
results of specific fluorescent probe staining showed that H2 reduced the increase of intracellular ROS and inhibited the 
decrease of mitochondrial membrane potential after irradiation (P＜0.01 or P＜0.05). Western blotting results showed that H2 
inhibited the expression of mitochondrial apoptotic proteins (Bax, Cyt-c and cleaved caspase 3) in GC-1 cells after irradiation  
(P＜0.01 or P＜0.05). Conclusion　H2 can protect mouse spermatogonia from ionizing radiation injury of 60Co γ ray 
irradiation by reducing ROS production, protecting mitochondrial membrane potential, and inhibiting mitochondrial apoptotic 
pathway.

［ Key words ］ hydrogen; ionizing radiation; reactive oxygen species; mitochondrial apoptotic pathway; spermatogonium
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(10): 1085-1090］

随着核能在军事、医疗和能源等领域的广泛应

用，电离辐射对人类健康的影响越来越引起人们的关

注。国际癌症研究机构全球癌症观测站报告，2018 年 
全球新增癌症病例总数超过 1 800 万（https://gco.
iarc.fr/）。有 50%～60% 的癌症患者需要应用放射

治疗［1］。由于医学成像和图像引导干预的需要，美国

的电离辐射总暴露剂量从 1980 年到 2014 年增加了 
6 倍［2］。男性生殖系统对电离辐射极为敏感，即使是

非常低的剂量也会对精原细胞造成显著的损伤［3-4］。

目前对于男性生殖系统电离辐射损伤还缺乏良好的

辐射防护措施［5］，寻找安全、有效的辐射防护剂对于

防护男性生殖系统电离辐射损伤具有重要意义。

H2 是自然状态下最小的气体分子，无色、无

味且无毒。由于人体内缺乏代谢 H2 的酶，H2 在

医学领域一直被认为是一种惰性气体。2007 年，

Ohsawa 等［6］报道 H2 通过选择性清除羟自由基和硝

基过氧化物阴离子，可有效减轻氧化应激导致的损

伤。之后陆续有研究发现，H2 在缺血 / 再灌注损伤、

器官移植、代谢综合征、炎症和急性放射病等领

域发挥了保护性作用。其中，H2 的辐射防护效应

已经在多项体内、外研究中得到证实，尤其值得关 
注［7］。本课题组前期研究也表明，富 H2 溶液在动

物水平和细胞水平都有较好的辐射防护效果［8-9］。

本研究以小鼠精原细胞系 GC-1 细胞为研究对象，

观察在细胞培养系统中添加 H2 对 GC-1 细胞的辐

射防护效果，探讨 H2 的辐射防护作用机制，为 H2

在辐射防护方面的研究提供理论和实验基础。

1　材料和方法

1.1　细胞、试剂与仪器　小鼠精原细胞系GC-1 细胞

购自通派（上海）生物科技有限公司，培养类型为贴壁 

培养。

CCK-8 试剂盒购自美国 MCE 公司（货号：

59920），膜联蛋白Ⅴ -FITC 细胞凋亡试剂盒购自

美国 BD 公司（货号：0027279），2’,7’- 二氯二氢

荧光素二乙酸酯（2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate，DCFH-DA）荧光探针和线粒体膜电位

JC-1 荧光探针试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司（货号：E-CK-A301和E-BC-K138-F），

β-actin 和细胞色素 c（cytochrome c，Cyt-c）抗体

购 自 美 国 Proteintech 公 司（货 号：66009-I-Ig 和

10993-1-AP），B 淋巴细胞瘤相关蛋白 x（B-cell 
lymphoma-associated protein x，Bax） 抗 体 购 自

美 国 ABclone 公 司（货 号：A12009），cleaved-
caspase 3（caspase 3 活化产物）抗体购自美国

Affinity 公司（货号：AF7022），抗兔 IgG 购自武

汉赛维尔生物科技有限公司（货号：GB23303），

BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自杭州碧云天生物技

术有限公司（货号：P0010S）。

SynergyNeo2 型酶标仪（美国 BioTek 公司），

CytoFlex 型流式细胞仪 （美国 Beckman Counter 公
司），Axio Vert.A1型荧光显微镜（德国ZEISS公司）。

辐射源为海军军医大学（第二军医大学）海军医学

系舰船辐射医学防护教研室辐照中心 60Co 辐射源。

1.2　细胞处理与照射　将 GC-1 细胞分为 4 组：对

照组、H2 组、照射组和照射加 H2 组。照射组和照

射加 H2 组细胞予 60Co γ 射线单次照射，累积辐射

剂量为 8 Gy（剂量率为 0.897 Gy/min）。H2 组和

照射加 H2 组细胞在照射前使用自行设计的 H2 细胞

培养系统（75% H2、20% O2 和 5% CO2，图 1）培

养 1 h。照射后将 GC-1 细胞放入不含 H2 的细胞培

养箱中继续培养，并进行后续实验。
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1.3　CCK-8 法检测细胞活力　照射前 24 h，将

状态良好的对数生长期 GC-1 细胞铺于 4 块 96 孔

板中，每组 1 块 96 孔板，设 5 个复孔，每孔接种 
5 000 个细胞。照射后 24 h更换为 100 µL含 10 µL 
CCK-8 试剂的培养基。继续在细胞培养箱内孵育 
2 h，用酶标仪检测 450 nm波长处的光密度（D）值。

1.4　流式细胞术检测细胞凋亡　采用膜联蛋白

Ⅴ -FITC/PI 双染流式细胞术检测 GC-1 细胞凋亡情

况。照射前 24 h，将状态良好的对数生长期 GC-1
细胞铺于 4 块 6 孔板中，每组 1 块 6 孔板，设 3 个

复孔，每孔接种 3×105 个细胞。照射后 24 h，用不

含 EDTA 的胰酶消化细胞，用原细胞培养基终止消

化。采用预冷的 PBS 洗涤细胞 3 次，加入 100 µL 
预冷的结合缓冲液重悬细胞。加入膜联蛋白

Ⅴ -FITC 和 PI 各 5 µL，室温避光孵育 20 min。加

入 400 µL预冷的结合缓冲液，上流式细胞仪检测。

1.5　细胞活性氧（reactive oxygen species，ROS）
检测　采用 DCFH-DA 荧光探针法检测 GC-1 细胞

内 ROS 水平。照射前 24 h，将状态良好的对数生

长期 GC-1 细胞铺于 4 块 24 孔板中，每组 1 块 24
孔板，设 3 个复孔，每孔接种 5×104 个细胞。照射

后 2 h 弃培养基，用 PBS 洗涤 1 次，加入 500 μL 的

DCFH-DA（10 μmol/L）染液，置于细胞培养箱内

孵育 20 min。用清洗液清洗 2 次，加入 1 mL 细胞

培养基，在显微镜下拍照分析。

1.6　细胞线粒体膜电位检测　采用 JC-1 荧光探针

法检测细胞线粒体膜电位。当线粒体膜电位较高

时，JC-1 聚集在线粒体的基质中形成聚合物（JC-1 
aggregate），产生红色荧光；当线粒体膜电位较低

时，JC-1 不能聚集在线粒体的基质中，为单体（JC-1 

monomer），产生绿色荧光。照射前 24 h，将状态

良好的对数生长期 GC-1 细胞铺于 4 块 24 孔板中，

每组 1 块 24 孔板，设 3 个复孔，每孔接种 5×104

个细胞。照射后 2 h 弃培养基，用 PBS 洗涤 1 次，

加入 500 μL JC-1 工作液，置于细胞培养箱内孵育

20 min。用 JC-1 染色缓冲液清洗 2 次，加入 1 mL
细胞培养基，在显微镜下拍照分析。

1.7　蛋白质印迹法　照射前 24 h，将状态良好的

对数生长期 GC-1 细胞铺于 4 块 6 孔板中，每组 1
块 6 孔板，每孔接种 5×104 个细胞。照射后 24 h
于冰上用含 0.1% 蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的

蛋白质裂解液裂解细胞，超声破碎细胞后离心，得

到细胞蛋白。采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒测蛋

白浓度后，依次上样、电泳、电转膜、封闭、标记

一抗、洗膜、标记二抗和洗膜，最后加 HRP 标记

的显影液，曝光分析。

1.8　统计学处理　应用 SPSS 13.0 软件进行统计学

分析，应用 GraphPad Prism 8.0 软件绘图。呈正态

分布的计量资料以 x±s 表示，两组间比较采用独立

样本 t 检验。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　H2 升高照射后 GC-1 细胞活力　CCK-8 检测 
结果显示，照射组 GC-1 细胞的活力［（93.00± 

2.03）%］较 对 照 组［（100.00±3.49）%］降 低

（P＜0.01），照射加 H2 组细胞活力［（102.76± 

4.93）%］较照射组升高（P＜0.01）。结果表明 H2

对电离辐射导致的GC-1细胞活力降低有防护作用。

2.2　H2 缓解照射后GC-1细胞凋亡率升高　流式细

胞术检测结果（图 2）显示，照射组GC-1 细胞凋亡率

［（27.54±1.68）%］较对照组［（16.90±0.08）%］升高 
（P＜0.01），照射加 H2 组细胞凋亡率［（21.10± 

0.40）%］较照射组降低（P＜0.01）。结果表明H2 对电

离辐射导致的GC-1 细胞凋亡率升高有防护作用。

2.3　H2 缓 解 照 射 后 GC-1 细 胞 内 ROS 水 平 的 
升高　DCFH-DA 荧光探针法检测结果（图 3）
显 示，照 射 组 GC-1 细 胞 内 ROS 水 平（灰 度 值

219.41±10.44）较对照组（灰度值 80.46±14.43）
升高（P＜0.01），照射加H2 组细胞内ROS 水平（灰

度值 143.37±10.26）较照射组降低（P＜0.01）。

结果表明 H2 能缓解电离辐射后 GC-1 细胞内 ROS
水平的升高。

图 1　H2 细胞培养系统

Fig 1　H2 cell culture system
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图 4　JC-1 荧光探针法检测小鼠精原细胞 GC-1 内线粒体膜电位（200×）

Fig 4　Mitochondrial membrane potential of mouse spermatogonia GC-1 detected by JC-1 fluorescence probe (200×)

图 3　DCFH-DA 荧光探针法检测小鼠精原细胞 GC-1 内 ROS 水平（200×）

Fig 3　ROS level in mouse spermatogonia GC-1 detected by DCFH-DA fluorescence probe (200×)
DCFH-DA: 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate; ROS: Reactive oxygen species.

图 2　流式细胞术检测小鼠精原细胞 GC-1 的凋亡率

Fig 2　Apoptosis rate of mouse spermatogonia GC-1 detected by flow cytometry
PI: Propidium iodide; FITC: Fluorescein isothiocyanate.

2.4　H2 缓解照射后 GC-1 细胞内线粒体膜电位

降低　JC-1 荧光探针法检测结果（图 4）显示，

照射组 GC-1 细胞内线粒体膜电位（JC-1 聚合物 / 
单体 1.50±0.05）较对照组（JC-1 聚合物 / 单体

2.17±0.10）降低（P＜0.01），照射加 H2 组细胞

内线粒体膜电位（JC-1 聚合物 / 单体 1.65±0.04）
较照射组升高（P＜0.05）。结果表明 H2 能缓解电

离辐射诱导的 GC-1 细胞内线粒体膜电位降低。
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2.5　H2 缓解照射后 GC-1 细胞中线粒体凋亡通路

蛋白的表达升高　蛋白质印迹法检测结果（图 5）
显示，照射组 GC-1 细胞中 Bax、Cyt-c 和 cleaved-
caspase 3 的 表 达 水 平（分 别 为 0.49±0.03、
0.49±0.03、0.76±0.04）均高于对照组（分别为

0.26±0.03、0.11±0.02、0.24±0.02，P 均＜0.01）， 
而 照 射 加 H2 组 细 胞 中 Bax、Cyt-c 和 cleaved-
caspase 3 的表达水平（分别为 0.40±0.03、0.33± 

0.03、0.53±0.02）均低于照射组（P＜0.05 或 P＜ 

0.01）。结果表明 H2 能缓解电离辐射后 GC-1 细胞

中线粒体凋亡通路蛋白的表达水平升高。

图 5　蛋白质印迹法检测小鼠精原细胞 GC-1 中 

线粒体凋亡通路蛋白的表达

Fig 5　Expression of mitochondrial apoptosis pathway 

proteins in mouse spermatogonia GC-1 detected by 

Western blotting
Bax: B-cell lymphoma-associated protein x.

3　讨　论

本研究结果发现，H2 对 8 Gy γ 射线照射后

GC-1 细胞有防护效应。CCK-8 检测结果显示，照

射加 H2 组于照射后 24 h 细胞活力相较照射组升高

（P＜0.01）。膜联蛋白Ⅴ -FITC/PI 双染流式细胞

术检测结果显示，照射加 H2 组于照射后 24 h 细胞

凋亡率相较照射组降低（P＜0.01）。这些结果表明，

H2 可以增加辐射后 GC-1 细胞的活力、降低辐射后

的细胞凋亡率、减轻细胞的辐射损伤。

电离辐射对机体的损伤分为直接效应和间接

效应，其中后者占据主导地位。间接辐射损伤的核

心机制是电离使生物体内的水分子发生辐射分解

反应，产生诸如超氧阴离子（O2
－）、过氧化氢、

羟自由基（•OH）及一氧化氮等 ROS 或活性氮自

由基，进而攻击生物大分子。线粒体是细胞生存、

死亡和信号转导所必需的细胞器，是产生 ROS 的

主要细胞器之一，同时也是 ROS 的损伤靶点［10］。

在正常的生理条件下，由线粒体产生的 ROS 被细

胞的抗氧化防御系统清除。一旦 ROS 产生过度，

就会导致过量自由基积累，从而损害线粒体和细 

胞［11］。在细胞凋亡过程中，外部刺激如辐射也可

导致线粒体膜孔形成，降低线粒体膜电位。线粒体

膜电位的降低是线粒体功能障碍的主要表现，会导

致线粒体电子传递链的缺陷和 ATP 合成障碍［12］。

线粒体膜电位降低也是细胞凋亡早期的特征，会导

致促凋亡蛋白 Cyt-c 释放，诱导细胞凋亡。本研究

结果表明，H2 可以降低照射后 GC-1 细胞内 ROS

的水平、抑制线粒体膜电位的降低，对细胞内线粒

体起保护作用。

目前，公认的细胞凋亡通路主要有 3 条，分别

是以 Fas 介导的 caspase 8 激活为标志的死亡受体通

路、以 caspase 9 和 caspase 3 激活为标志的线粒体

通路及内质网通路［13-15］。细胞受到凋亡刺激（如 γ

射线、ROS 过高）后会引起 Bax 与 B 淋巴细胞瘤 2

同源拮抗剂（B-cell lymphoma 2 antagonist/killer，

Bak）形成低聚物复合体，插入到线粒体外膜孔

隙，导致线粒体渗透压改变、跨膜电位丢失，促使

Cyt-c 从线粒体释放到细胞质。Cyt-c 与细胞凋亡激

活因子 1 结合形成凋亡复合体，活化 caspase 9 前

体，从而激活 caspase 3 和 caspase 7 引发 caspase 级

联反应，进而诱发细胞凋亡［16］。本研究结果表明，

H2 可以抑制照射后 GC-1 细胞内 Bax 和 Cyt-c 的表

达、抑制 caspase 3 的激活，最终抑制线粒体凋亡

通路的激活，发挥电离辐射损伤防护效应。

综上所述，H2 对 GC-1 细胞具有较好的辐射防

护作用，作用机制与其清除 ROS、保护线粒体膜电

位、抑制线粒体凋亡通路有关，在辐射防护方面有

广泛的应用前景。
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