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摘要  为探讨新型抗氧化剂 SS31 在体外对细胞的辐射防护作用和初步机制，用 60Co γ射线照射细胞，用不同

浓度的 SS31 对细胞进行干预，观察照射后细胞的增殖、生存状态、细胞内 ROS 水平和线粒体膜电位的改变，

并将药物干预组和阴性对照组进行比较。结果发现：7.5 Gy 的 γ射线照射后 24–72 h，细胞增殖活性显著降低；

48 h 内细胞凋亡和坏死比率显著增加，并伴随胞内 ROS 增长、线粒体膜电位下降和细胞周期阻滞。SS31 能明

显改善这些反应，药物干预组与阴性对照相比有统计学差异。通过本实验，观察到了 SS31 具有明显的体外辐

射防护作用，提示其有潜力作为一种新型的辐射防护剂。 
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水的辐解产生的活性氧自由基（主要为·OH，

O2 和 H2O2）是辐射生物效应产生的主要原因，其

对细胞内核酸、蛋白质等生物大分子都有很强的氧

化损伤作用[1]。近年来抗氧化剂在辐射防护中的应

用逐渐受到重视，金属络合物[2]、多糖[3,4]、酚类[5]、

维生素[6]和超氧化物歧化酶（SOD）[7]等活性氧清

除剂都被证明有辐射防护效应。但它们大多有分子

量大，透膜性差等特点。而目前唯一被批准上市的

辐射防护药物 WR-2721 因为较高的毒性而又被限

制了应用[8]。 

SS31 是一种具有靶向线粒体保护作用的新型

肽类化合物，由碱性氨基酸和芳香氨基酸相互交替

组成（H-D-Arg-Dmt-Lys-phe-NH2）。之前的体内外

研究表明，SS31 具有毒性小、活性高、易透过细胞

膜等特点，尤其是 SS31 能靶向定位于线粒体内膜，

有效清除线粒体的活性氧（ROS），从而达到保护线

粒体，进而保护细胞的作用[9,10]。在多种缺血-再灌

注疾病，如心肌梗塞、脑卒中、单侧输尿管梗阻以

及器官移植等动物模型中，SS31 均显示出很好的器

官保护药效[11-14]。但 SS31 是否对辐射损伤有保护

作用，其作用机理究竟为何，迄今仍未见相关报道。

本研究在体外对 SS31 的抗辐射活性进行了研究，

并初步探讨了其抗辐射的作用机理。 

1 实验材料与方法 

1.1 材料与仪器 

中国仓鼠卵巢（Chinese hamster ovary，CHO）

细胞株由本实验室保存。细胞增殖试剂盒（3-4，

5-dimethylthiazol-2-yl）-5-（3-carboxymethoxyphenyl）

-2-（4-sulfophenyl）-2H-tetrazolium, inner salt，MTS）

购自 Promega 公司；2’7’二氯荧光黄双乙酸盐

（2’7’-dichlorofluorescin diacetate ，DCFH – DA） 、

氢化乙锭（adihydroethidium，HE）和碘化丙啶

（Propidium iodide，PI）购自 Sigma-Aldrich。

Annexin-V/ PI 试剂盒购自南京凯基公司；罗丹明

123（Rhodamine 123 ，RH123） 购自同仁化学公

司；流式细胞仪购自 BD Bioscience。 

1.2 实验方法 

1.2.1  SS31 处理细胞  CHO 细胞培养于含 10%胎
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牛血清的 RPMI1640 培养基中，培养二三代后消化

细胞，将细胞分别悬浮于 SS31 浓度为 100 nmol/L、

200 nmol/L 和 500 nmol/L，胎牛血清含量为 2%的

1640 中，与阴性(不含 SS31 的 1640)对照和正常对

照比较，进行细胞增殖活性检测；另用 SS31 浓度

为 500 nmol/L 的 1640 悬浮细胞，与阴性(不含 SS31

的 1640)对照和正常对照比较，检测细胞凋亡、胞

内 ROS、线粒体膜电位和细胞周期改变。细胞增殖

活性按公式：增值活性（%）=（1−（各组实测 OD−

空白对照 OD）/ 空白对照 OD）× 100%，计算。 
1.2.2  细胞照射与照射后培养  细胞接受 60Co γ射

线一次性照射，剂量率 213 cGy/min。照射后按

6×104/孔接种于 96 孔或 6 孔版中，继续于 37℃，5%

培养箱中孵育 4 h，待细胞贴壁后更换完全培养基。   

1.2.3  细胞增殖活性检测  采用 MTS 法检测。细

胞经 7.5 Gy 60Co γ射线照射后接种于 96 孔板，照射

后 48 h 按 1:5 体积比于培养上清中加入 MTS 并继

续培养 3.5 h，分光光度计于 492 nm 检测各孔 OD

值。每一浓度做 4 个平行孔并做空白对照。 

1.2.4  细胞凋亡检测  照射后 24、48、72 h 收集悬

浮和贴壁的细胞，PBS 清洗 2 次后，调整细胞密度

为 2×106/mL。按试剂盒说明加入结合缓冲液 500 

μL，随后加入 Annexin V-FITC 和 PI 混匀，于避光

处孵育 15 min，立即上机检测，收集细胞 200 个，

激发波长为 488 nm，其中 FITC 发绿色荧光，PI 发

红色荧光，发射波长为 530 nm。 

1.2.5  细胞内 ROS 检测  细胞内的 O2.
-用 DHE 检

测，50 mmol/L 染料保存于−20°C，使用时用 PBS

稀释为终浓度 10 μmol/L；细胞内的 H2O2 用

DCFH-DA 检测，5 mg DCFH-DA 溶解于 2 mL 无水

乙醇中保存于−20℃，使用时用 PBS 稀释 50 倍；细

胞标记和染色方法同凋亡检测。 

1.2.6  线粒体膜电位检测  0.4 mg Rh123 探针溶

解于 1 mL DMSO 中保存于−20℃，使用时稀释 20

倍；细胞标记和染色方法同凋亡检测。 

1.2.7  细胞周期检测  细胞 70%乙醇固定过夜后离

心去上清，加入 0.01% RNaseA 100 μL，37℃水浴

30 min，PBS 洗涤一次后加入 PI 50 mg/mL 于 4℃

避光孵育 30 min，其余方法同凋亡检测。 

1.3 数据处理 

所有数据均用 x ±s 表示，数据间比较显著性差

异采用 t 检验。 

2 实验结果 

2.1 SS31 对照射后细胞增殖活性的影响 

照射后 24–72 h，细胞增殖活性变化见图 1。可

见在观察时间窗内，受照射的各组细胞增殖活性均

受到不同程度损害，以阴性对照（损伤未给药）为

甚，在 72 h 内细胞增殖活性为 52.8%–60.8%；而

100–500 nmol/L 的浓度范围下，SS31 能有效提高细

胞的增殖活性，并呈现出一定的剂量−效应关系。

在 500 nmol/L 浓度时，细胞增殖活性可达到阳性对

照的 84.3%–94.2%。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  Viability of irradiated (IR) cells intervened by SS31 
(n=4) 

2.2 SS31 对照射细胞内 ROS 水平的影响 

照射后细胞内O2
-和H2O2的浓度与荧光强度呈

正比，照后 48 h 内，胞内两种 ROS 的荧光强度如

表 1 和表 2 所示。结果可见辐照后 4 h，阴性对照

（IR）组细胞两种荧光强度均迅速上升，并随时间

推移而累积；SS31 给药组的荧光强度则显著下降，

与 IR 组有统计意义差别（p<0.05），证明 SS31 对两

种主要 ROS 均有很好的抑制作用（n=3）。 

                       Table 1  Levels of O2
- in cells after irradiation                (DHE as fluorescent probe, n=3) 

Time after IR / h Normal IR IR+SS31 
0 102±10 114±6 97±3* 
4 99±3* 109±5 106±4 
24 103±4** 141±15 114±13* 
48 109±6*** 187±27 132±30* 

Note: *: p<0.05, **: p<0.01, *** p<0.001 vs. IR group. 
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                 Table 2  Levels of H2O2 in cells after irradiation                 (DCFH-DA as fluorescent probe, n=3) 

Time after IR/h Normal IR IR+SS31 

0 104±2 118±23 98±19 
4 112±10* 152±30 119±6* 
24 104±3** 159±41 116±14* 
48 106±6*** 204±49 144±32* 

Note: *: p<0.05, **: p<0.01, *** p<0.001 vs. IR group. 

2.3 SS31 对照射后细胞生存状态的影响 

照射后 24–48 h，流式细胞术检测的细胞生存状

态见图 2。γ射线能使凋亡和坏死细胞比例显著增 

 

长，而 SS31 可有效抑制细胞的死亡。在照射后 24 h，

药效表现以抑制细胞凋亡为主；而照射后 48 h，药

效以抑制细胞坏死为主（n=3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2  Radiation-induced apoptotic cells are inhibited by SS31(n=3): A: Annexin V+, PI- cells; B: Annexin V+, PI+ cells 

 

2.4 SS31 对照射后细胞线粒体功能的影响 

将线粒体膜电位(Δψ) 作为线粒体膜稳定性和

活性的指标，用罗丹明 123（Rhodamine 123, Rh123）

荧光探针进行标记，并用流式细胞术进行测量。当

线粒体膜去极化，导致线粒体功能障碍时，Δψ 会

显著下降甚至崩解，从而引起荧光强度减弱；而

SS31 给药组，线粒体膜电位崩解程度显著减轻，如

表 3 所示（n=3）。 

                    
                     Table 3  Mitochondrial membrane potential                         (Δψ) after irradiation(n=3) 

Note: *: p<0.05, **: p<0.01, *** p<0.001 vs. IR group. 

Time after IR / h Normal IR IR+SS31 
4 339±43 297±87 329±59 
24 354±22** 210±24 304±46* 
48 533±99*** 328±39 486±87** 
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2.5 SS31 对照射后细胞周期的影响 

用 PI 作为探针，通过细胞内 DNA 含量的测定，

来检测 SS31 对辐照后细胞周期的干预。结果表明，

辐照后 48 h 内，细胞 S 期和 G2/M 期阻滞显著增加，

G1 期细胞含量减少，而 SS31 可有效干预此种周期

变化，其检测到的图形与正常组更为相近（图 3） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3  SS31 interfered with cell cycle post irradiation 

3 讨论 

作为一种新型肽类化合物，之前的研究已经表

明 SS31 可轻易透过细胞膜，并靶向定位于线粒体

内膜（Inner mitochondrial membrane, IMM）上；在

与线粒体孵育 2 min 后，线粒体内 SS31 的浓度即可

达到线粒体外的 1000–5000 倍，并且这种通透性不

依赖于线粒体膜电位[15]。此外，SS31 还具有活性高，

毒性小，稳定性佳的特点。初步的药代动力学结果

表明，SS31 在常温水溶液中可稳定保存 6 个月，通

过静脉、皮下、腹腔和鞘内注射等多种方式对动物

给药都不影响其药效[16-18]。 

由于线粒体是辐射间接损伤的主要靶点，我们

初步推测 SS31 很可能借由对线粒体的保护细胞的

辐射损伤；结合其低毒性和高活性等特征，则提示

SS31 有很大潜力成为一种新型的抗辐射药物。据

此，本研究分别从细胞增殖活性、生存状态、胞内

ROS 水平、线粒体功能和细胞周期几方面，初步观

察了 SS31 对辐照细胞的干预。 

研究结果表明，在 7.5 Gy的 γ射线照射下，SS31

在 100–500 nmol/L浓度范围内对细胞都有明显的保

护作用。药效之一表现为显著提升细胞的增殖能力，

尤其当药物浓度在 200 nmol/L 以上时，对细胞的保

护效果明显。SS31 的抗辐射药效，主要源于它对细

胞内 ROS 的清除和对线粒体的保护能力，以及对后

续细胞死亡途径的干预。O2
-和 H2O2 为辐射产生

ROS 的主要产物，它们虽然氧化能力较弱，却能通

过 Fenton 反应生成活性极高的羟自由基(OH·)，对

细胞造成损害 [19]。本研究中，使用了 DHE 和

DCHF-DA 两种荧光探针，分别对细胞内常见的两

种 O2
-和 H2O2 进行标记。其中 DHE 被细胞内 O2

-

氧化为发绿色荧光的 EB，DCFH-DA 被 H2O2 氧化

为发红色荧光的 DCF[20]；检测两种荧光含量，即可

判断出细胞内 ROS 产生的水平。结果发现，SS31

在照射后 4–48 h 有效降低胞内 O2
-和 H2O2 的水平，

并有效阻止了线粒体膜电位的崩解。 

细胞接受照射后，为有足够的时间修复损伤，

往往会进入某个周期阻滞。而一部分抗氧化剂对细

胞的保护作用可以体现在对细胞周期的改变上[21]。

之前文献报道，N2O 衍生物类抗氧化剂改变照射后

细胞的周期调控，调节 DNA 修复。其主要表现为

增加 G2/M 期细胞周期的比例，使细胞产生 G2/M

期的阻滞[22]。抗氧化剂此种调节能力原因不明，但

推测此类阻滞可以为细胞 DNA 的修复赢取时间。 

24 h after IR 

4 h after IR 

48 h after IR 
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因此，本试验检测了 SS31 对细胞周期的干预，

研究发现辐照后的 CHO 细胞出现了显著的 S 期和

G2/M 期阻滞，尤其在照射后 48 h 为甚。与之相比，

经过 SS31 孵育的细胞却很少出现阻滞，流式细胞

术获得的图形与正常组的更为接近，这与 N2O 类药

物特点有很大不同。不同抗氧化剂对不同细胞周期

阻滞干预的特点、其中干预的通路和原理目前还有

待进一步研究证实，但有一点可以肯定，即本实验

中 SS31 可直接减少辐射对细胞的损伤，从而减少

进入周期阻滞的细胞比率。 

综上所述，本实验证明抗氧化肽 SS31 确实有

潜力成为一种新型的抗辐射药物，其作用机制与强

大的 ROS 清除能力和线粒体保护相关，本研究所获

得的结果为阐明 SS31 的成药性，以及将 SS31 推入

临床前研究打下良好基础。研究中发现的一些现象

或结果仍有待开展深入探索，包括分子水平的 SS31

线粒体趋靶作用机制、辐照后细胞早期时相性变化

以及 ROS 以外其它氧化反应（如 N 自由基和脂质

过氧化）机制等，为更全面地揭示 SS31 肽对辐射

损伤防护作用机制奠定基础。 
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An in vitro preliminary study of the radio-protective properties of antioxidant peptide SS31 

ZOU Jia1  YANG Weizhi2  WANG Qingqing1  FU Jie1   

DONG Lihou1  XIANG Shensi1  GAO Xin1  SUN Yunjuan1  SONG Haifeng1 
1(Department of Pharmacology and Toxicology, Institute of Radiation Medicine, Academy of Military Medical Sciences, 

 Beijing 100850, China) 
2(Department of Orthopedics, Shanghai Tenth People’s hospital of Tongji University, Shanghai 200072, China) 

ABSTRACT  In order to research the radio-protective properties of a new antioxidant peptide, SS31 in vitro, cells 

were irradiated by 60Co γ-rays and incubated with SS31 in different concentration. Cell viability, mitochondrial mem-

brane potential, cell living rate and ROS generation were investigated and compared with that of control group. After 

irradiation with 7.5 Gy γ-rays, SS31 could reduce the cell injury significantly while cell viability decreased and 

apoptotic rate increased definitely, with higher ROS generation, mitochondrial membrane potential collapsing and cell 

cycle arrest if without intervention by use of SS31. Compared with the control group, SS31 intervention group 

showed statistical difference. This study has been revealed that SS31 has potency to reduce acute radiation injury and 

thereby act as a new radio-protective agent. 
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