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黄芪甲苷对肝细胞的辐射防护作用  

胡雅梦  刘琅嬛  刘宝婵  肖方竹  唐 艳  何淑雅  黄 波 
（南华大学公共卫生学院  衡阳 421001） 

摘要  以 γ-射线辐照 L-02 细胞建立辐射损伤模型，用不同浓度的黄芪甲苷对其进行处理。通过 MTT 法检测

细胞存活率；克隆形成实验观察黄芪甲苷对辐照后 L-02 细胞克隆形成的影响；生长曲线观察黄芪甲苷对 L-02

细胞的增殖能力的影响；WST-1 法检测总超氧化物歧化酶(SOD)活力；微板法检测还原型谷胱甘肽(GSH)活力

及丙二醛(MDA)含量；DCFH-DA 法检测活性氧(ROS)含量。结果表明：终浓度为 80 μg/mL 以下的黄芪甲苷对

L-02 细胞增殖无影响；辐照后细胞存活率随受照剂量增大而降低，随辐照后时间增长而降低；黄芪甲苷能够

提高辐射损伤后L-02细胞的增殖能力，抑制辐射所致的胞内ROS和MDA含量升高，同时使胞内SOD和GSH

活力有所恢复。推测黄芪甲苷可能是通过清除 L-02 细胞内的自由基降低 γ-射线诱发的氧化损伤发挥辐射防护

作用。 
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Radioprotective effects of astragaloside IV on the liver cell  

HU Yameng  LIU Langhuan  LIU Baochan  XIAO Fangzhu   

TANG Yan  HE Shuya  HUANG Bo  

(School of Public Health University of South China, Hengyang 42100, China) 

ABSTRACE  L-02 cells were treated with astragaloside IV of different concentrations, and irradiated with γ-rays to 

establish the radiation damage models. MTT method was used to detect cell viability. Clone formation assay and 

growth curves were used to observe the effects of astragaloside IV on clone formation and proliferative capability. 

WST-1 method, microplate test, and DCFH-DA method were used to detect SOD activity, GSH activity, MDA 

content, and ROS content, respectively. The results showed that astragaloside IV  had no effect on the proliferation of 

L-02 cells when the concentrations were less than 80 μg/mL. The cell viability decreased with the increasing absorbed 

doses and time after irradiation. Astragaloside IV could improve the proliferative capability of L-02 cells after 

irradiation and inhibit the increase of intracellular ROS and MDA contents caused by irradiation, as well as rejuvenate 

the intracellular SOD and GSH activities to some extent. Therefore, astragaloside IV may reduce the oxidative injury 
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induced by γ-rays by eliminating free radicals within L-02 cells to realize radiation-protective effects. 
KEYWORDS  Astragaloside IV, Radioprotection, Reactive oxygen species, Liver cell 

CLC  TL71 

 

肝癌是我国发病率最高的癌症，其发病率为

25.7/10 万，病死率位于恶性肿瘤第 3 位，因其易转

移和复发的性质，导致预后差，生存率低。而在这

些患者中，约 70%的人会接受放射治疗，从而产生

各种不良反应，如骨髓造血抑制、肺纤维化及皮炎

等[1-2]，对正常组织细胞的损害已成为放射治疗的缺

陷。电离辐射诱导细胞产生大量活性氧(ROS)，它

与许多疾病的发病机制相关[3]，为了增强正常组织

细胞的抗辐射能力，高效低毒或无毒、提高正常组

织修复能力的辐射防护药物成为了研究热点。随着

现代技术对中药的研究，发现很多中药具有清除自

由基、保护造血系统和增强机体免疫的作用[4]，且

中药种类多，活性成分多，毒性低，从中研发出符

合上述要求的药物的可能性是非常巨大的。 

黄芪(Astragalus membranaceus)是我国传统的

中草药，为豆科植物蒙古黄芪或膜荚黄芪的干燥根，

其活性成分为黄芪甲苷(Astragaloside IV)和黄芪多

糖。黄芪甲苷为环阿尔廷型三萜皂苷类化合物，许

多研究证实黄芪甲苷具有治疗心血管疾病[5]、抗纤

维化、抗炎、抗衰老、抗氧化、抗高糖及增强免疫

等药理活性[6-8]，且没有明显的毒副作用。然而，仍

未有研究发现黄芪甲苷对肝细胞的具 1 有辐射保护

作用。本研究的目的是观察黄芪甲苷对经电离辐射

后的肝细胞的保护作用，为开发新的辐射防护药物

提供了新的视角和思路。 

1 材料与方法 

1.1 试剂 

黄芪甲苷（南京泽朗医药有限公司），纯度 98%，

用二甲基亚砜(DMSO)溶解定容 100 mg/mL，避光保

存，用前以培养基稀释，使 DMSO 的终浓度小于

0.1%。DMSO、MTT（Sigma 公司，美国）；RPMI1640

培养基（Gibco 公司，美国）；胎牛血清（杭州四季

青生物科技公司）；活性氧(ROS)测定试剂盒、细胞

丙二醛(MDA)测定试剂盒、总超氧化物歧化酶(SOD)

测定试剂盒、还原型谷胱甘肽(GSH)测定试剂盒（南

京建成生物工程研究所）；Giemsa 染液由本实验室

自制。 

1.2 仪器 

Cs-137 生物辐照仪（HXFS-IA 型）中国核动力

原设备制造厂所研制，辐照类型：时间；模式：连

续顺（容器连续顺时针旋转）；源行程：0（源固定）；

剂量率 415.3 cGy/min。 

1.3 细胞培养及分组 

人肝细胞 L-02 由中国军事医学科学院周平坤

教授惠赠，L-02 细胞培养于 10%FBS、1%双抗的

RPMI1640 培养基中。 

将 L-02 细胞分为 4 组：①对照组（不接受辐照

和药物处理）、②黄芪甲苷组（给予不同浓度黄芪甲

苷处理）、③辐照组（接受不同剂量照射）、④黄芪

甲苷+辐照组（黄芪甲苷作用 12 h 后接受照射）。 

1.4 MTT 法检测 L-02 细胞活力 

取指数生长期的 L-02 细胞，接种于 96 孔板，

每孔 1×104 个细胞，贴壁后，更换黄芪甲苷终浓度

为 0、20、40、60 和 80 μg/mL 的培养液和 DMSO

（黄芪甲苷溶剂）终浓度 0.08%的培养液各 200 μL，

每一浓度设 6 个复孔。继续培养 24、48 和 72 h 后，

用 MTT 法检测。 

取指数生长期的 L-02 细胞，用培养液配成单个

细胞悬液，置于离心管中，用 γ-射线照射 0、0.5、

1、2、4、6 和 8 Gy，照后立即将细胞接种于 96 孔

板中，每孔 200 μL 细胞悬液（1×104 个细胞）。于照

射 24、48 和 72 h 后，用 MTT 法检测。 

96 孔板每孔加 20 μL MTT(5 mg/mL)，37 ℃孵

育 4 h，弃去培养液，每孔加入 150 μL DMSO，室

温下振荡仪振荡 10 min，用酶联免疫检测仪测定

490 nm 波长处的光吸收值(OD)。 

细胞存活率=实验组平均 OD 值/对照组平均

OD 值×100%。 

1.5 生长曲线 

取指数生长期的 L-02 细胞，用培养液配成单个

细胞悬液，接种于 24 孔板中，每孔 1 mL 细胞悬液

（5000 个细胞），贴壁后，去掉培养基，加入黄芪



 胡雅梦等：黄芪甲苷对肝细胞的辐射防护作用  

060202-3 

甲苷终浓度为 0、20 和 40 μg/mL 的培养液，每个浓

度设 3 个复孔，每隔 24 h 计数一次，连续 7 d。 

1.6 细胞克隆形成率实验 

取指数生长期的 L-02 细胞，按一定细胞数量接

种于 60 mm 培养皿（0、0.5、1 Gy 500 个/皿，2 Gy 

1000 个/皿，4、8 Gy 2000 个/皿），接种 4 h 后更换

黄芪甲苷终浓度为 0、20、40 μg/mL 的培养液，作

用 12 h 后照射不同剂量的 γ-射线，照射后 48 h 撤

药继续培养，以上实验点复种 3 皿，每 3 d 换一次

新鲜培养液，10 d 后弃上清，PBS 洗一遍，用 75%

乙醇固定 30 min，Giemsa 染色 30 min，计含 50 个

细胞以上的克隆数。检测细胞存活分数。 

存活分数(%)=克隆数/（实验组接种细胞数×细

胞贴壁率）×100%。 

1.7 活性氧(ROS)检测 

取指数生长期的 L-02 细胞，将细胞分为①对照

组②黄芪甲苷组(80 μg/mL)③辐照组(8 Gy)④黄芪

甲苷+辐照组(20、40、80 μg/mL+8 Gy)。黄芪甲苷

组和黄芪甲苷+辐照组于照射前 12 h 更换黄芪甲苷

终浓度为 20、40、80 μg/mL 的培养液，给予 8 Gy

照射后细胞继续培养 48 h。采取原位装载探针，培

养液稀释 DCFH-DA，使其终浓度为 10 μmol/L，去

掉旧培养液，加入适量稀释好的含 DCFH-DA 的培

养液，37 ℃细胞培养箱孵育 60 min 后，制成细胞

悬液，收集细胞，用 PBS 洗涤 1−2 次，离心收集细

胞沉淀物用于荧光检测，将收集好的细胞用 PBS 重

悬，使用荧光分光光度计进行检测（激发波长

500±15 nm，发射波长 530±20 nm)。 

1.8 MDA、SOD 和 GSH 检测 

取对数生长期的细胞，按上述分组及处理后，

给予 8 Gy 照射后细胞继续培养 48 h，去掉旧培养

液，用冷 PBS 漂洗两遍，加入预冷的细胞裂解液

500 μL，冰上裂解 40 min，细胞刮收集细胞，4 ℃

12 000 r/min 离心 15 min，取上清，BCA 测蛋白浓

度，具体操作按试剂盒说明书进行。 

1.9 数据分析 

实验数据均以 x ±s 表示，组间差异比较采用

SPSS 18.0 统计软件进行分析，检验水准 α=0.05，

以 p<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 黄芪甲苷对 L-02 细胞存活率的影响 

由图 1 可知，0、20、40 和 80 μg/mL 浓度的黄

芪甲苷与 L-02 细胞作用 24、48 和 72 h 后，细胞存

活率无明显差别，差异无统计学意义(p>0.05)。说明

此浓度范围的黄芪甲苷对 L-02 细胞的存活率均不

会产生影响。 

 
图 1  不同浓度黄芪甲苷对 L-02 细胞存活率的影响 

Fig.1  Effects of ASIV concentrations on survival fraction of 
L-02 cells 

2.2 电离辐射对 L-02 细胞存活率的影响 

为了确定合适的电离辐射剂量，采用 MTT 实

验分析不同剂量(0、0.5、1、2、4、8Gy)的电离辐

射、在不同时间下对 L-02 细胞活力的改变。图 2

表明，L-02 细胞活力与受照剂量与时间存在正相

关，即与正常对照组相比，各实验组细胞活力随受

照剂量增大而降低，随辐照后时间增长而降低。其

中照射 8 Gy 组，照后 48 h 时细胞存活率为 63.4%，

因此我们选择 8 Gy 作为后续实验的剂量。 

 

图 2  剂量对 L-02 细胞存活率的影响 
Fig.2  Dose effects of radiation on survival fraction of L-02 

cells (*p<0.05, **p<0.01) 



 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 2 0 1 5 , 3 3 : 0 6 0 2 0 2 ( 6 )   

060202-4 

2.3 黄芪甲苷对 L-02 细胞增殖能力的影响 

使用 0、20、40 μg/mL 的黄芪甲苷对 L-02 细胞

连续作用 7 d，图 1 结果显示：20、40 μg/mL 黄芪

甲苷组细胞的增殖能力无明显影响，仅在第 4 天 40 

μg/mL 组与对照组相比细胞个数出现明显增加

(p<0.05)，其余天数差异均无统计学意义(p>0.05)。 

 

图 3  黄芪甲苷对细胞生长的影响 
Fig.3  Effects of ASIV concentration on 

L-02 cell growth (*p<0.05) 

2.4 黄芪甲苷对辐射后 L-02 细胞存活率的影响 

由图 4 可知，与相同受照剂量的辐照组相比，

黄芪甲苷+辐照组的存活分数均明显提高，差异有

统计学意义(p<0.05)，以 20 μg/mL 浓度组的存活分

数提高最明显，说明辐照前 12 h 使用黄芪甲苷预处

理 L-02 细胞能有效的防护电离辐射导致的辐射损

伤。20、40 μg/mL 浓度组在 0.5 Gy 处存活分数分别

达到 114.2%、106.6%，可能是黄芪甲苷能够有效的

修复低剂量照射对细胞产生的损伤。8 Gy 照射后各

浓度组均没有细胞集落形成。 

 

图 4  黄芪甲苷对细胞克隆形成的影响 
Fig.4  Effects of ASIV concentration on clone formation of 

L-02 cells (*p<0.05, **p<0.01) 

2.5 L-02 细胞的 ROS 含量改变 

采用荧光探针 DCFH-DA 检测 L-02 细胞内的

ROS 含量，由图 5 可知：对照组与黄芪甲苷组 ROS

含量无明显差别(p>0.05)；照射 8 Gy 时 ROS 含量明

显增加，最高达 298.1，辐照+黄芪甲苷(20、40、80 

μg/mL)组 ROS 分别为 233.7、156.1 和 135.5。与辐

照组相比，黄芪甲苷+辐照组 ROS 含量明显降低

(p<0.05)，且随着黄芪甲苷浓度的增加 ROS 降低越

明显，这表明减少胞内 ROS 含量可能是黄芪甲苷发

挥辐射保护作用的机制之一。 

 
图 5  黄芪甲苷对辐射诱导的 L-02 细胞内 ROS 生成的影响 

与对照组相比* p<0.01；与辐照组相比** p<0.01 
Fig.5  Effects of ASIV on intracellular ROS production in 

L-02 cell induced by irradiation: compared with control  
* p<0.01; Compared with radiation **p<0.01 

 

2.6 L-02 细胞的 GSH 和 SOD 活力及 MDA 含量

的改变 

由表 1 所示，与对照组相比，黄芪甲苷组 SOD、

GSH 活力无明显改变(p>0.05)，辐照组 SOD、GSH

活力明显降低(p<0.05)。在辐照+黄芪甲苷组中，各

组 SOD、GSH 活力均明显高于辐照组(p<0.05 或

p<0.01)，且随着药物浓度的增加 SOD、GSH 活力

有逐渐增高的趋势。其中 20、40、80 μg/mL 黄芪甲

苷+辐照组 GSH 活力两两之间比较均有显著差异

(p<0.01)。20 μg/mL 黄芪甲苷+辐照组 SOD 活力虽

有增高但无统计学意义(p>0.05)，20 μg/mL 黄芪甲

苷+辐照组与 80 μg/mL 黄芪甲苷+辐照组 SOD 活力

比较有显著差异(p<0.05)。与对照组相比，黄芪甲苷 

组 MDA 含量无明显改变(p>0.05)，辐照组 MDA 含

量明显增高(p<0.05)。在辐照+黄芪甲苷组中，各组 
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MDA 含量均明显低于照射组(p<0.05 或 p<0.01)，且

随着药物浓度的增加 MDA 含量有逐渐减少的趋

势；其中 20、40、80 μg/mL 黄芪甲苷+辐照组两两

之间比较均有显著差异(p<0.01)。 
 

表 1  不同组间 L-02 细胞内 SOD、GSH 和 MDA 的变化 
Table 1  Comparison of SOD, GSH, and MDA in L-02 cell under irradiation 

Groups SOD / U·mg−1  GSH / μmol·L−1 MDA / nmol·L−1 

Control 131.18±5.05 38.00±0.89 2.40±0.72 

ASⅣ(80 μ/mL−1) 130.27±5.37 33.33±0.27 2.54±0.73 

Radiation(8 Gy) 102.41±2.70* 20.91±0.41* 8.86±0.27* 

ASⅣ(20 μ/mL)+8 Gy 114.82±3.62 30.76±0.93## 6.90±0.15# 

ASⅣ(40 μ/mL)+8 Gy 129.80±7.80# 36.23±0.60## 5.07±0.11## 

ASⅣ(80 μ/mL)+8 Gy 139.13±7.83## 40.70±0.77## 3.11±0.11## 

注：与对照组相比*p<0.01；与辐照组相比#p<0.05, ##p<0.01。 
Note: Compared with control *p<0.01; Compared with radiation group #p<0.05, ##P<0.01.

3 讨论 

近年来对黄芪甲苷抗氧化抗辐射的的研究越来

越多，实验表明，在辐照前给予黄芪甲苷预处理小

鼠能改变骨髓细胞周期，减少 DNA 损伤，下调 Bax/ 

Bcl-2 比值[9]。此外，黄芪甲苷能通过抑制 MAPK 和 

NF-κ B 活性下调 MMP-1 的表达；降低 TGF-β1 浓

度，以及增加 TIMP-1 表达，降低紫外线照射对人

皮肤成纤维细胞的损伤[10]。一般情况下，电离辐射

使细胞产生自由基导致细胞脂质过氧化损伤，并且

抑制由 SOD、GSH 及其他抗氧化酶构成的抗氧化系

统。许多黄芪甲苷抗辐射的研究表明黄芪甲苷是通

过清除自由基和提高抗氧化酶活力发挥抗辐射作

用。研究发现经辐照后，与空白组比较黄芪甲苷组

小鼠模型组小鼠 30 d 存活率降低，死亡小鼠平均存

活时间缩短；小鼠肝细胞广泛肿胀，出现大滴性脂

肪变、气球样变，肝脏细胞点状坏死严重，炎性因

子大面积浸润组织；外周白细胞计数减少；骨髓细

胞 DNA 含量减少；血清 SOD 活性减弱[11]。本实验

运用黄芪甲苷作用于正常肝细胞，发现不同浓度不

同时间的黄芪甲苷处理 L-02 细胞后，细胞存活率均

无明显改变。进一步研究表明黄芪甲苷能增强辐照

后细胞的增殖能力。电离辐射可以引起细胞内 DNA

损伤、细胞凋亡、细胞周期改变、信号转导、氧化

应激反应[12]。其中氧化应激是指某种原因（如电离

辐射）导致细胞内自由基量的增加，超出机体的清

除能力时，导致活性氧在机体或胞内蓄积造成组织、

细胞损伤的一种状态。本实验采用 γ-射线辐照 L-02

细胞，结果显示，不同剂量的辐照对细胞存活率的

影响存在剂量−效应和时间−效应关系。 

电离辐射对细胞的辐射损伤机制可分为直接作

用和间接作用。直接作用指细胞内的大分子直接吸

收辐射能量，通过引起分子电离激发或化学键的断

裂而导致分子的化学结构发生变化。间接作用是指

电离辐射先作用于水分子，使之发生电离形成自由

基，这些自由基再与大分子物质发生作用，导致其

结构和功能发生改变。因此抗氧化剂常被用于治疗

辐射损伤，防止遭受细胞免活性氧损伤必须保持胞

内抗氧化酶的稳定，尤其是保持超氧化物歧化酶和

谷胱甘肽活力的稳定。SOD 在体内氧化与抗氧化平

衡中起着重要作用，通过清除 O2
.-降低 OH 含量发

挥抗氧化作用保护细胞免受损伤。GSH 是谷胱甘肽

过氧化物酶和谷胱甘肽硫转移酶的底物，能直接清

除体内亲电化合物，是一种重要的抗氧化剂。活性

氧(Reactive oxygen species)为自由基的一类，在外界

条件如电离辐射的刺激下，在体内大量产生，而机

体的抗氧化系统不能及时将其清除则易诱发多聚不

饱和脂肪酸的脂质过氧化，使细胞膜结构和功能发

生改变[13]。MDA 是生物膜中多价不饱和脂肪酸与

自由基作用生成的脂质过氧化代谢的终产物，能引

起细胞代谢及功能障碍，可反映机体内脂质过氧化

程度，因此可通过检测 MDA 含量来反映细胞的损

伤程度。本实验研究结果显示，与对照组相比，辐

照组 SOD、GSH 活力均明显下降，ROS、MDA 含

量均升高。与辐照组相比，黄芪甲苷+辐照组的

SOD、GSH 活力明显增高，ROS、MDA 含量明显

减少，差异有统计学意义(p<0.05)。说明细胞在辐照

前使用黄芪甲苷能有效地减少由辐照诱导的自由基

的含量以及减轻脂质过氧化引起的损伤，提高细胞

的抗氧化能力。 

综上所述，黄芪甲苷可以减轻 γ-射线所导致的

肝细胞的氧化应激损伤，黄芪甲苷能提高受损细胞
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的增殖能力，通过抑制脂质过氧化物 MDA、胞内

ROS 含量的升高而发挥抗辐射作用。 
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