
收稿日期：2017-10 -20
基金项目：广东省自然科学基金（2015A030313064）；广东省科技计划项目（2014A020212127）
作者简介：孔祥波，硕士研究生，主治医师，研究方向：牙周病学，E-mail：13822183636@163.com；房思炼，通信作者，医学博士，副主任

医师，研究方向：口腔颌面外科学，E-mail：fangsilian@126.com

第 39 卷 第1期
2018年 1月

中山大学学报（医学版）

JOURNAL OF SUN YAT⁃SEN UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）
Vol.39 No.1
January 2018

α2-巨球蛋白对X线照射后人皮肤成纤维细胞的抗氧化及
抗纤维化的作用

孔祥波 1，刘 仰 2，陈雪英 2，李浣洋 2，李 洁 2，葛雅平 2，房思炼 2

（中山大学附属 1. 孙逸仙纪念医院口腔科，广东 广州 510120；2. 第六医院口腔颌面外科，广东 广州 510655）

摘 要：【目的】研究α2-巨球蛋白（α2M）对X线照射后人皮肤成纤维细胞（HSF）超氧阴离子（.O2-）含量、超

氧化物歧化酶（SOD）活性和HSF细胞向肌成纤维细胞转化过程中的影响。【方法】分别使用 0、5、10、15、20 Gy X
线照射HSF细胞，在照射后第 1天检测细胞培养基上清液中。O2-含量、SOD活性的变化，在照射后第 5天采用

Western blot检测α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）的蛋白表达变化，以选定合适的照射剂量。用以上合适剂量照射

HSF细胞，分别于照射前 1 h、照射后 1 h实验组细胞培养基中加入终浓度为 0.25 mg/mL，0.5 mg/mL的α2M，检测

并比较不同实验组细胞培养基上清液中 .O2-含量、SOD活性和α-SMA蛋白表达的变化情况。【结果】5~20 Gy X线

照射HSF细胞后，.O2-含量逐渐增多，SOD活性逐渐降低，α-SMA蛋白表达量逐渐升高，差异具有统计学意义

（P<0.05）。10 Gy X线照射后 1 h加入 α2M，可明显减少照射后HSF细胞。O2-含量，提高 SOD活性，下调放射后

HSF细胞α-SMA的蛋白表达，差异具有统计学意义（P<0.05），照射前 1 h给药则无明显变化。【结论】X线照射后

的HSF细胞明显增加 .O2-释放量，同时 SOD活性降低，并有向肌成纤维细胞转化的趋势；而X线照射后加入α2M
可明显减少受照射HSF细胞的 .O2-释放量，提高其 SOD活性，并抑制向肌成纤维细胞转化的趋势，说明α2M可通

过抗氧化和抗纤维化起到放射保护作用。
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Abstract：【Objective】To explore the effect of alpha2-macroglobulin（α2M）on superoxide anion（.O2-）content，
superoxide dismutase（SOD）activity and the process of cell- to-myofibroblast transformation in human skin fibroblasts
（HSF）after X-ray irradiation.【Methods】HSF cells were irradiated with 0，5，10，15 and 20 Gy X-ray. The change of .
O2- content and SOD activity in the supernatant of cell culture medium were measured on the first day after irradiation.
The protein expression of alpha-smooth muscle actin（α-SMA）was detected by Western blot on the fifth day after irradia⁃
tion. The most sensitive radiation dose is selected. HSF cells were irradiated with the above sensitive dose. Respectively，
1h before irradiation，1 h after irradiation，the experimental group cell culture medium was added to a final concentration
of 0.25 mg/mL，0.5 mg/mL of α2M. The change of .O2- content，SOD activity and the protein expression of α-SMA were
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放 射 性 颌 骨 坏 死（osteoradionecrosis of the
jaws，ORNJ）常发生于鼻咽癌等头颈恶性肿瘤放

疗之后，是一种渐进性颌骨坏死，可导致患者组织

坏死溃烂、缺损畸形甚至病理性骨折等症状［1-3］。

在前期研究中，我们发现 α2-巨球蛋白（alpha2-
macroglobulin，α2M）为 ORNJ 患者血清中差异性

低表达蛋白，并获得临床样本验证［4-5］，这提示

α2M与颌骨电离辐射损伤有着密切关系，但机制

未明。α2M是血浆中一类重要的大分子糖蛋白，

是体内广谱的蛋白酶抑制剂［6］。近年来随着研究

的不断深入，发现 α2M具有广泛、多样的生物学

功能。此外，有研究发现α2M可通过使受电离辐

射的体外细胞 ROS 含量下降而起到抗氧化作

用［7］。电离辐射可导致成纤维细胞向肌成纤维细

胞转化，是组织发生纤维化的关键环节，其中α-
SMA是标志性蛋白。结合放射性纤维化理论，有

学者［8-9］提出 ORNJ 的发病机制可能是由于放射

导致的组织纤维化。本研究以人皮肤成纤维细

胞（human skin fibroblasts，HSF）为实验对象，探

讨α2M对 X线照射后HSF细胞的抗氧化及抗纤

维化的作用，以期对 ORNJ的放射保护研究提供

新思路。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

成人皮肤成纤维细胞（HSF）购自广州速聚生

物有限公司，α2-巨球蛋白（α2M）购自美国ENZO
公司，高糖达尔伯克改良伊格尔培养基（DMEM）、

胎牛血清（FBS）、2.5 g/L胰蛋白酶-EDTA购自美

国Gibco公司，SOD、超氧阴离子自由基（.O2-）测定

试剂盒购自南京建成，兔抗人 α-SMA 多克隆抗

体、鼠抗人 GAPDH单克隆抗体购自美国 Protein⁃
tech公司，山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二抗购自联科

生物；生物安全柜、二氧化碳培养箱、酶标仪购自

美国 Thermo公司，倒置显微镜购自日本 Nikon公

司，电泳槽、转印槽、超高灵敏度化学发光成像系

统购自美国BIO-RAD公司，X射线辐照仪购自美

国Rad Source公司。

1.2 HSF细胞的培养

完全培养基配方为含100 mL/L FBS，100 U/mL
青霉素，100 U/mL链霉素的高糖DMEM，于 37 ℃、

体积分数为 5%CO2、饱和湿度的细胞培养箱中培

养，每 3 d换液 1次，待细胞融合度达到 70%~80%
时进行传代。

1.3 α2M溶液的配制

预冷 0.01 mol/L PBS 溶解 α2M，配成 1.0 mg/
mL的α2M溶液。

1.4 细胞照射

采用中山大学医学实验中心 RAD SOURCE
RS2000型X-ray生物学辐照器，对处于对数生长

期的细胞进行照射，工作电压为 160 kV，剂量率为

1.31 Gy/min（加反射体），照射剂量分别为 0、5、10、
15、20 Gy 剂量，所有样品辐照都在室温下进行，

处理完成后细胞重新放置培养箱。

1.5 .O2
-含量检测

取对数生长期的HSF细胞，2.5 g/L 胰蛋白酶

消化后制备HSF细胞培养液上清备用。按超氧阴

离子自由基测定试剂盒说明书进行操作，使用分

光光度计于 550nm波长处测定吸光度值。根据公

式计算各组样品产生的超氧阴离子含量（U/g）。

1.6 SOD活性检测

取对数生长期的HSF细胞，2.5 g/L胰蛋白酶

消化后吹打制成1×106 /mL的细胞悬液，置于-80 ℃

detected.【Results】HSF cells were irradiated with 5~20 Gy doses of X- ray. .O2- content increased，SOD activity de⁃
creased and α-SMA protein expression increased gradually（P<0.05）. The addition of α2M at 1 h after 10Gy X-ray irradi⁃
ation reduced the .O2- content，increased the SOD activity and downregulated the protein expression of α-SMA in HSF
cells（P<0.05）. There was no significant change in the administration at 1 h before irradiation. 【Conclusion】HSF cells
increased .O2- content significantly，while SOD activity decreased，and the tendency to transform myofibroblasts after X-
ray irradiation. α2M can reduce the .O2- content，increase the SOD activity in HSF cells and inhibit the transformation of
fibroblasts into myofibroblasts after irradiation. Indicating that α2M can play a role in radiation protection by anti-oxida⁃
tion and anti-fibrosis.

Key words：alpha2-macroglobulin；radiation injury；human skin fibroblasts；anti-oxidation；anti-fibrosis
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2018，39（1）：48-53］
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冰箱中，4 h 后取出融化，再次吹打制成细胞悬

液。重复 3次后，吸取裂解液，2 000 r/min，离心

10 min（离心机半径为 15 cm），上清液用 0.45 μm
滤膜过滤后备用。按SOD测定试剂盒说明书进行操

作，使用酶标仪于 450 nm波长处测定吸光度值。

另取 10 μL裂解液采用BCA法测定各组样品的蛋

白浓度，计算每毫克蛋白所具有的 SOD活性。

1.7 Western blot检测蛋白表达

取照射后 24 h的HSF细胞，吸除细胞培养液，

PBS清洗 3次，RIPA裂解液提取细胞总蛋白，BCA
法测定蛋白浓度，配平。将样品加入制备好的

SDS-PAGE凝胶中，恒压 120 V电泳约 1.5 h。电泳

完成后，恒流 280 mA将蛋白转移至PVDF膜上，约

90 min。5%脱脂奶粉溶液封闭 1 h，兔抗人 α-
SMA、鼠抗人GAPDH一抗孵育过夜。TBST洗膜 3
次，山羊抗兔、山羊抗鼠二抗孵育 1 h。TBST洗膜

3次后，化学发光法进行显影。使用 Image J软件

对条带灰度进行分析，根据目的蛋白净灰度值/
GAPDH净灰度值计算出目的蛋白表达量。

1.8 统计学分析

采用 SPSS 20.0 统计软件进行分析，结果以

x ± s表示，所有实验独立重复 3次。多组间采用

单因素方差分析，组间两两比较采用Bonferroni校
正的 t检验，以P<0.05代表差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 X射线对HSF细胞.O2
-含量、SOD活力和α-

SMA蛋白表达的影响

根据单因素方差分析，HSF细胞经 5、10、15、
20 Gy 4个不同剂量X射线照射后 24 h，与 0 Gy对
照组相比，.O2-释放量增多，差异具有统计学意义

（F=2222.407，P<0.01），Bonferroni法两两比较显示

不同剂量组间差异均有统计学意义（P<0.05），其

中 5 Gy组与 10 Gy组的组间差异较其他组别更为

明显（图 1）；细胞 SOD活力受到抑制，差异具有统

计学意义（F=327.517，P<0.01），Bonferroni 法两两

比较显示不同剂量组间差异均有统计学意义（P<
0.05），其中 5 Gy组与 10 Gy组的组间差异较其他

组别更为明显（图 2）；α-SMA蛋白表达量增多，差

异具有统计学意义（F=930.999，P<0.01），Bonferro⁃
ni法两两比较显示不同剂量组间差异均有统计学

意义（P<0.05），其中 10 Gy组与 15 Gy组的组间差

异较其他组别更为明显（图3）。综上实验，我们选

择 10 Gy作为X射线的最大效应剂量值。

2.2 照射前加入不同浓度 α2M对HSF细胞.O2
-

含量、SOD活力和α-SMA蛋白表达的影响

根据单因素方差分析，与对照组（control组）

相比，HSF细胞在10 Gy X射线照射前1 h加入不同

浓度的 α2M（0.25 mg/mL组、0.5 mg/mL组），.O2-含

量变化差异不具有统计学意义（F=3.815，P>0.05），

Bonferroni法两两比较显示组间差异不具有统计学

意义（P>0.05；图4）；SOD活力变化差异不具有统计

学意义（F=7.141，P>0.05），Bonferroni法两两比较

显示组间差异不具有统计学意义（P>0.05；图 5）；

α-SMA蛋白表达量变化差异不具有统计学意义

（F=1.500，P>0.05），Bonferroni法两两比较显示组

间差异不具有统计学意义（P>0.05；图 6）。

图 1 不同剂量X射线对HSF细胞 .O2-含量的影响

Fig.1 Effect of different doses of X-ray on .O2
- content

in HSF cells
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图 2 不同剂量X射线对HSF细胞SOD活力的影响

Fig.2 Effect of different doses of X-ray on SOD activity
in HSF cells
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2.3 照射后加入不同浓度α2M对HSF细胞.O2
-

含量、SOD活力和α-SMA蛋白表达的影响

根据单因素方差分析，与对照组（control组）相

比，HSF细胞在10 Gy X射线照射后1 h加入不同浓

度的α2M（0.25 mg/mL组、0.5 mg/mL组），.O2-含量降

低，差异具有统计学意义（F=306.930，P<0.01），

Bonferroni法两两比较显示组间差异具有统计学

意义（P<0.05；图 7）；SOD活力升高，差异具有统计

学意义（F=212.055，P<0.001），Bonferroni 法两两

比较显示组间差异具有统计学意义（P<0.05；图8）；
α-SMA的蛋白表达量下调，差异具有统计学意义

（F=212.055，P<0.01），Bonferroni 法两两比较显示

组间差异具有统计学意义（P<0.05；图9）。

3 讨 论

ORNJ是头颈部放疗所致颌骨等组织的严重

放射损伤，一旦发生，预后往往很差。目前，如何

在保证放疗疗效的同时，减少对颌骨等正常组织

的损伤即放射保护越来越受到重视。开发高效、

低毒的放射防护剂以减少和防止ORNJ等放射病

的发生是放射保护研究的热点和重点。目前虽有

一些药物能发挥抗辐射作用，但都因毒副作用大，

图3 不同剂量X射线对HSF细胞α-SMA蛋白表达的影响

Fig.3 Effect of different doses of X-ray on α-SMA
protein expression in HSF cells
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图 4 不同浓度α2M对放射前HSF细胞 .O2
-含量的影响

Fig.4 Effect of different concentrations of α2M on .O2
-

content in HSF cells before irradiation
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图5 不同浓度α2M对放射前HSF细胞SOD活性的影响

Fig.5 Effect of different concentrations of α2M on SOD
activity in HSF cells before irradiation
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图 6 不同浓度α2M对放射前HSF细胞α-SMA蛋白表

达的影响

Fig.6 Effect of different concentrations of α2M on α-
SMA protein expression in HSF cells before irradiation
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图 9 不同浓度α2M对放射后HSF细胞α-SMA蛋白表

达的影响

Fig.9 Effect of different concentrations of α2M on α-
SMA protein expression in HSF cells after irradiation
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难以推广应用。

电离辐射对组织细胞的损伤机理，除直接损

伤大分子外，另一方面很大程度上是由于辐射作

用水分子后形成超氧阴离子（.O2-）等活性氧簇

（ROS）［10］。ROS具有很强氧化能力，可通过氧化

作用使体内大分子物质如DNA产生过氧化变性

等，从而引起细胞结构和功能的破坏，最终导致组

织损害和变异。ROS水平的高低是评价机体氧化

应激程度的经典指标。SOD是重要的清除体内自

由基的抗氧化酶，抗氧化剂清除ROS的重要机制

就是提高 SOD等的活性［11-12］。

本研究采用X射线辐照仪进行照射，较以往

钴源等辐照仪同位素更安全，用于细胞放射损伤

模型的建立，具有剂量均匀且精确可控、环境剂量

低、重复性佳。在本研究中，HSF细胞经X线照射

后，其.O2-释放量显著增多，与照射剂量呈正相关；

而 SOD活性降低（P<0.05），与照射剂量呈负相关，

结果证实HSF细胞经X照射同样受到氧化损伤。

纤维性变学说是目前较受认可的电离辐射损

伤的主要机制，认为放射性纤维化是放射性组织

损伤共有的阶段。而电离辐射诱导成纤维细胞向

肌成纤维细胞转化，是组织发生纤维化的关键环

节。肌成纤维细胞具有产生胶原纤维的功能，分

泌的 α-SMA是其标志蛋白［13-14］。在本研究中也

证实，经X射线照射后的HSF细胞的α-SMA蛋白

表达量增加（P<0.05），并与照射剂量呈正相关。

在前期研究中，我们发现 ORNJ患者血清中

有 12种差异表达蛋白，其中α2M等 3个蛋白低表

达，而 α2M经扩大临床样本量验证为 ORNJ患者

血清中差异性低表达蛋白［4-5］，这提示血清α2M与

颌骨电离辐射损伤有着密切关系，但机制待阐明。

α2M是血浆中一类重要的大分子糖蛋白，是

体内广谱的蛋白酶抑制剂。近年随着研究的不断

深入，发现 α2M 具有广泛、多样的生物学功能。

现已有研究表明，α2M对肝脏组织等有放射保护

作用［15］。在对大鼠全身X线照射前给予 α2M，结

果发现α2M通过提高Mn/CuSOD等活性清除自由

基，降低DNA损伤水平，从而对肝组织产生放射

保护效应，提示α2M对机体电离辐射损伤有重要

保护作用。本研究中，培养的HSF细胞经X线照

图 7 不同浓度α2M对放射后HSF细胞 .O2
-含量的影响

Fig.7 Effect of different concentrations of α2M on .O2
-

content in HSF cells after irradiation
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图 8 不同浓度α2M对放射后HSF细胞SOD活力的影响

Fig.8 Effect of different concentrations of α2M on SOD
activity in HSF cells after irradiation
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射后给予α2M，发现不同浓度的α2M均能有效降

低.O2-含量，升高 SOD活性（P<0.05），且作用与给

予的剂量呈依赖关系，结果也证实α2M对HSF细

胞的放射损伤可起到抗氧化作用。

肌成纤维细胞为异常激活的成纤维细胞，生物

学特性介于平滑肌细胞及成纤维细胞之间，可以分

泌α-SMA是关键特征［16］。因此，如果能抑制细胞

外基质的堆积，阻断成纤维性变向肌成纤维细胞转

化，则可望延缓或终止组织纤维性变的发生，发挥

电离辐射保护作用。本研究中，不同浓度α2M均能

降低成纤维细胞α- SMA 的蛋白表达水平（P<

0.05），说明α2M可抑制电离辐射后成纤维细胞向

肌成纤维细胞的转化，从而发挥抗纤维化的作用。

结果表明，α2M可对放射后HSF细胞起到抗

氧化和抗纤维化作用，即通过清除氧自由基，以阻

止或减缓纤维性变进程的发展，从而起到放射保

护作用。但是在照射前给予α2M，它的抑制作用

不明显，推测可能与α2M在受照时它的分子结构

遭到破坏而失活有关。在本研究的基础上，我们

将进一步探讨α2M对颌骨等骨组织的放疗保护，

以及机体受电离辐射产生ROS后，如何启动α2M
抗氧化作用达到放射保护的分子机制。
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