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电离辐射对人皮肤成纤维细胞中超氧

阴离子自由基浓度和超氧化物歧化酶与

组织蛋白酶�活力的影响

乐 敏 刘 莉 王荷英 何介薇
�上海医科大学放射医学研究所

， �

卜海 �������

摘要
�
��� �射线 ����� ��照射正常人皮肤成纤维细胞

，

��后
，
细胞释放超氧阴离子自由基��劲

量显著增高
，
其增高与照射剂量呈正相关

。

细胞超氧化物歧化酶�����活力明显下降
，
且与照射剂量呈

负相关
。

组织蛋白酶 � 活力显著增高
，
其增高与照射剂量呈正相关

。

在辐照 。 一�� ��范围内
，
细胞释

放 �二量与细胞 ��� 活力呈负相关
，
而细胞释放 �孑量与细胞组织蛋白酶 � 活力呈正相关

。

关健词 辐射效应
，
细胞

，
自由基

，
���

，
组织蛋白酶 �

放射性皮肤溃疡难以愈合
，
其机理 目前尚不太清楚

。

为了探讨电离辐射是否会引发皮肤组织

细胞内产生自由基系统
、

细胞自由基的产生与细胞抗超氧阴离子自由基 的酶 一超 氧化 物 歧化 酶

�����活力改变的关系 � 以及这些变化与细胞溶酶体内蛋白水解酶�组织蛋白酶 ��活力改变的关

系
，
本文观察了正常人皮肤成纤维细胞经

���� �射线 �� ��一�� ��照射后
，
细胞超氧阴离子自

由基释放量
、
��� 活力与组织蛋白酶 ����������� ��活力的改变

，
以进一步了 解电 离辐射对机

体皮肤损伤的机理
。

� 材 料 和 方 法

�
�

� 正常人皮肤成纤维细胞的培养

参照 ����� 氏〔 ‘ ’方法
，

培养材料为 �� �个月水囊引产胎儿�引产后 �� 内使用�的大腿内侧

皮肤
。

原代培养用含���小牛血清
一������ 培养液

。

传代时用含 ��� 小 牛血清
一������ 培养液

。

�一��传代一次
。

取第 �� 代细胞用作实验
。

��� 照射条件

上海市肿瘤医院
“ 。�。 治疗机

，
钻源与细胞间距离为 �� ��

，
剂量率 �

�

��� ������
，
照 射时

��℃水浴恒温
。

�
�

� 细胞释放 �奋测 定

参照 ������ 氏 〔“ ，方法
。

成纤维细胞用 �
�

���胰酶 消 化 后
，
取 �� �护 细胞悬浮在 ���无酚

红 ����‘�液中
，
����下保温 ����

，
加 ���协�氧化型 细胞色素 ��������

，
以 ���� 水浴孵育 ��

���
，
用冰浴冷却后

，
������� 离心 �� ���

，
取上清液测 � ��� ��

。
根据摩尔消光系数 � � �

�

�

� �����
�

�����算得 �奋释放量
。
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�
�

� 细胞 ��� 活��测定 〔 “ �

细胞经 �
�

���胰酶消化后
，

取 �又 ���细 胞 加 ���协��
�

���� �� �
�

� ����一���
， 一 ��℃冻

融 �次
，

取 ��环�细胞破碎液加 ���卜�无水 乙醇
、
���协�氯仿

， ��
，
������ ���离心 �����

，
取

上层液体用邻苯三酚自氧化法测 ��� 活力
。

�
�

� 细胞组织蛋白酶 � 活力测定

参照 ��
�����氏 〔‘ 〕法

，
取细胞破碎液 ���卜�

，
在 酸性 缓冲液��

�

������ 盐酸缓冲液 �� �
�

��

用牛血红蛋白作底物
，
以酚试剂显色

，
测 � �����

。

用酪氨酸作标准
，

计算酶活力单位
。

蛋白含

量用 �����一������ 法测定
。

每毫克蛋自样品中的酶在每分钟时间内水解底物使释出 ����� 酪氨

酸时的活力被定为 �毫单位����
。

�
�

� 数据处理

数据以均值 士�
�

�
�

表示
。

用 �检验进行显著性测定及相关检验
。

� 实 验 结 果

不同辐照剂量对细胞释放 �奋量
、

��� 活力
、

组织蛋白酶 � 活力的影响见表 �
。

从表中可见
�

在 �� ��一�� ��照射剂量范围内
，
细胞在照后 ��

，

各照射组细胞释放 �奋量都显著高于对照组

����
�

����
，
细胞 ��� 活力在各照射组明显低于对照组����

�

���
，
而细胞组织蛋白酶 � 活力在

��� �
�

������ ���������������� ����������� �� ��� ������������� ���奋
�������� �� ��� ���

��������� � �� �������� �����������

�������

�奋
�������������

������� ������ ��

�����八�
�����

�������� �����

������� ����
�� ��

��八�
�����

�������� �� ��������� �
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﹄�甘��﹄�

月工，曰�任

������
�

��， ������
�

��， ������
�

��� ��������� ���� ��� ������

照后各剂量组也显著高于对照组����
�

����
。

在辐照 ���� ��范围内
，
细胞释放 �百量与照射剂

量呈正相关�� 二 �
�

����
， ���

�

����
，
细胞 ��� 活力与照射剂 量 呈 负 相关 �� � 一 �

�

����
，
��

�
�

���� 细胞组织蛋白酶 � 活力与照射剂量呈正相关�
� � �

�

����
，���

�

����
。

细胞 释放 �奋量与细

胞 ��� 活力呈负相关�
� 二 一 �

�

����
，
���

，

���
，
而细胞释放 �百量 与细胞组织蛋白酶活力呈正相

关�
� 二 �

�

����
，
���

�

���
，

细胞释放 �奋量
、

��� 活力和组织蛋白酶 � 活力在细胞接受 � 射线照

射剂量�� �� 与 �� ��
、

�� �� 之间则无显著性差异
。

� 讨 论

电离辐射使细胞某些成分如 ��� 和膜等遭到破坏
。

已经证明电离辐射引起 的染色体断裂与

�丁
、
����

等的作用有关�” ’ 。

本实验观察到细胞受辐照后在 �奋量增高的同时
，
细胞 ��� 活力下降

，

且两者呈负相关
。

超氧化物歧化酶能催化超氧阴离子自由 基 的歧化反应
。

在辐照后细胞 ��� 活

力下降
，
酶的理化性质和结构都发生了改变

。

造成细胞 ��� 辐射失活的主要因素是 心� 自由基
。
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‘
电离辐射对人皮肤成纤维细胞中超氧阴离子自由基浓度和超氧化物歧化酶 ���

与组织蛋白酶 � 活力的影响

本实验中细胞 ��� 活力下降可能是因辐射 使 �夕 发生射解
，
产生过多的

·

�� � 也可能与辐射产

生过多 �奋
，

而 �奋与 ����

在铁盐存在下反应生成较多
·

�� 自由基有 关
。

由于 ��� 可清除细胞

产生的 �夏
，
因此当辐射使 ��� 失活

，

导致 �互得不到及时清除
，
使 �百堆积从而引起细胞一系列

的变化
。

组织蛋白酶 � 是门冬氨酸类蛋白水解酶之一
，
它主要存在于所有哺乳动物细胞的溶解体中

，

它的活力可反映溶酶体内蛋白水解酶的活力
，
其功能参与细胞自我分解及组织间的自我消化

，
故

对细胞内外蛋白分解代谢起着极为重要的作用 【“ ’ 。

已经证实
，
大剂量照射后机体血浆中组织蛋白

酶 � 活力增高 〔�，。

本实验又观察到细胞经照射后
，
其释放 �夏量增高的同时

，

组织蛋白酶 � 活力

也升高
，
且两者有正相关关系

。

推测在辐射引起细胞释放 �夏量增高的过程中 也有 门冬氨酸类蛋

白酶参与
。
至于辐照后细胞组织蛋白酶 � 活力的改变与细胞 �互释放之问是否存在 因果关系

，
尚

待进一步实验证实
。

由于辐射所致的细胞损伤效应是一个复杂的过程
，

除细胞本身结构和功能的改变外还涉及许

多有关细胞生长或抑制因子的作用
。

本实验只是从辐射引起皮肤细胞释放 �奋量
、
��� 和组织蛋

白酶 � 活力改变
，
以及它们之间可能存在的相互关系 方面

，
探讨了辐射引起 人皮 肤 成纤维细胞

的损伤机理
。
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