
第 24卷 第 1期 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 Vol.24, No.1 
2006年 2月 J. Radiat. Res. Radiat. Process. February 2006 

—————————————— 
第一作者：许莹莹，女，1980年 5月出生，2003 年毕业于泰山医学院，临床医学专业，现为复旦大学放射医学研究所在
读研究生 
通讯联系人：金慰芳 
收稿日期：初稿 2005-07-04，修回 2005-09-16 
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摘要  研究电离辐射对体外培养肾小管上皮细胞 1 α 羟化酶表达的影响。采用实时荧光定量（Real−time 
Quantitative Polymerase Chain Reaction， Real−time Q−PCR）技术与透射电镜等方法，观察 3 Gy、5 Gy和 10 Gy 
137 Cs γ射线单次照射（剂量率为 0.85 Gy / min）体外培养肾小管上皮细胞后 1 α羟化酶 mRNA表达水平及细胞
线粒体形态的改变，并与不受照（0 Gy）组比较。结果表明，低剂量（3 Gy）γ射线照射 24 h后即出现肾小管
上皮细胞 1 α羟化酶 mRNA表达水平的明显降低（p<0.05），且随受照剂量的增加下降幅度增大；电镜观察显
示受照后肾小管上皮细胞线粒体呈现肿胀、基质变薄、电子密度减低、嵴断裂、数量减少与排列紊乱等变化。 
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肾是辐射较敏感组织，在腹部肿瘤放射治疗中，

大剂量电离辐射可引起肾明显的辐射损伤效应，进

而引起骨量丢失、骨折、骨折愈合延迟等继发性骨

损伤效应[1]。其发生的病理机制和防治措施尚缺乏

深入研究。肾与骨代谢关系密切，是调节骨代谢的

重要内分泌器官，除通过钙、磷重吸收影响骨矿盐

沉积外，主要通过其肾小管上皮细胞线粒体内 1α
羟化酶合成 1，25（OH）2D3（活性 D−激素）来调
节骨重建、影响骨代谢。本研究体外直接观察 γ射
线对肾小管上皮细胞 1α 羟化酶表达水平及细胞线
粒体形态的影响，拟阐明肾辐射损伤诱发骨损伤的

D−激素合成障碍机制。 

1 材料和方法 

1.1 主要设备及试剂   
137Cs γ 射线照射装置（γ Cell 40，加拿大）；

Rotor−Gene 3000 Real time PCR 仪（Corbett Re-
search）；PHILIPS CM−120 透射电镜（Japan）；
RPMI1640 培养基干粉（GIBCO BRL U.S.A）； 
MMLV 反转录酶、RNA 酶抑制剂、Taq 聚合酶
（Promega）；dNTP 混合液、DNA Ladder、SYBR 
Green等（华美生物工程公司）。 

1.2 肾小管上皮细胞分离培养  

1月龄 SD大鼠，试验前 12 h禁食，自由进水。

氯氨酮（1 mg / kg）麻醉，无菌取肾，去包膜，将肾
纵行切开，剪刀剔除肾髓质，制备 1 mm3皮质小块，

磷酸盐缓冲液（Phosphate buffered saline，PBS）冲
洗 3遍，置 80目筛网上轻轻研磨，100目筛网上过
滤，收集网上物，1000 r / min 离心 10 min，沉淀物
加 0.25 %胰酶 3 mL，37℃水浴消化 20 min，加入等
量含血清 RPMI1640 终止消化，1500 r / min 离心
10 min，沉淀用 RPMI1640培养液（含 5 % FCS，并
添加胰岛素 5 µg / mL，转铁蛋白 5 µg / mL，亚硒酸
钠 5 ng / mL，氢化可的松 36 ng / mL，三碘甲腺原氨
酸 4 pg / mL，表皮生长因子 10 ng / mL）稀释至
1×104 / mL，接种于培养瓶内，置 37℃、5 % CO2培

养箱培养， 待细胞长至 80 %汇合（5—6 d）时用
于实验。此方法分离的肾小管上皮细胞纯度

>90 % [2]。  

1.3 Real−time Q−PCR法检测细胞内 1α羟化酶      
（CYP27B1）mRNA表达 

1.3.1  总 RNA抽提  取 4瓶 80 %汇合的肾小管上
皮细胞，分别接受 0 Gy、3 Gy、5 Gy和 10 Gy 137Cs 
γ 射线单次照射，照射后 24 h，每孔加 TRIzol1mL
抽提细胞总 RNA。抽提的所有用具均经焦碳酸二乙
脂液（0.1 % DEPC）处理清洁，严格按 RNA 抽取
方法操作[3]。 
1.3.2  逆转录 将上述处理好的 RNA 试管放置于



第 1期 许莹莹等：电离辐射对体外培养肾小管上皮细胞 1α羟化酶表达的影响 35 

 

70℃的水浴箱变性 5 min，取出后迅速置于冰盆中冰
浴。按如下条件进行逆转录反应：20 µL 反应体系
（RNA 5 µL、oligo（dT）引物 2 µL、5×RT缓冲液 4µL、
dNTP 混合液 4µL、RNA酶抑制剂 1µL、MMLV 反
转录酶 1µL，ddH2O 3µL），37℃水浴 60min，95℃维
持 5min。产物 cDNA存放于−20℃保存备用。 
1.3.3  Real−time Q−PCR反应  将上一步骤的产物
cDNA，在如下条件下进行扩增：25 µL 反应体系
（10×PCR缓冲液 2.5 µL，MgCl2溶液 3 µL，dNTP
混合液 3 µL，Taq 聚合酶 3units，Sybergreen 终浓
度 0.25×，上下游引物各 0.5 µLcDNA 1 µL加 ddH2O
至 25 µL）。所用引物序列如下： 

1α羟化酶（CYP27B1）：上游 5’−ATGGTGAA- 
GAATGGCAGAGG−3’，下游 5’−CATTGCCATGGT- 
CAAGAGTG −3’，退火温度 58℃，产物 326bp。内
参基因（β−actin）：上游 5’−CCT GTACGCCAACA- 
CAGTGC−3’ 下 游 5’−ATACTCCTGCTTGCTGA- 
TCC −3’，退火温度 57℃，产物 211bp。 
1.3.4  标准曲线的制备 PCR扩增时，存在一个产
物的对数增长期。以循环数为横坐标，荧光值为纵

坐标，形成一个“S”状的扩增曲线，它与阈值相
交的点所对应的循环数为临界循环数，也称为 CT
值。用一系列已知拷贝数的模板进行扩增得到的 CT
值，与其对应的起始拷贝数的自然对数作图，制作

标准曲线。 
1.3.5  数据分析 根据标准曲线，各样品目的基因
和管家基因的浓度结果直接由仪器产生，每个样品

的目的基因浓度除以其管家基因浓度，即可得该样

品目的基因校正后的相对含量。 

1.4 透射电镜   

取 4瓶 80 %汇合的肾小管上皮细胞，分别接受
0 Gy、3 Gy、5 Gy和 10 Gy的 137Cs γ射线单次照射，
照射后 24 h，2.5 %戊二醛原位固定，常规电镜包埋、
切片，在透射电镜下观察细胞内线粒体的形态学改

变并摄影。 

1.5  统计学处理   

结果以Mean±s表示，采用 SPSS11.0统计软件
进行单因素方差分析。 

2 结果 

2.1 原代培养肾小管上皮细胞的形态 

倒置相差显微镜下可见，体外培养的原代肾小

管上皮细胞长势良好，第 3 d 即形成明显集落，第

5 d铺满瓶底。细胞形态以长梭形、多边形为主，胞
核大，呈圆形，核仁明显。（见图 1）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a. The 3 rd day of incubation, ×100 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
b. The 5 th day of incubation, ×100 

    Fig.1  Reversed phase differential micrography of the 
 primary renal tubular epithelial cells 

2.2 电离辐射对肾小管上皮细胞 1α 羟化酶
（CYP27B1）mRNA表达水平的影响 
γ射线照射后 24 h，肾小管上皮细胞内 1α羟化
酶 mRNA表达水平明显下降，且随剂量增加降幅增
大。经内参校订后的结果表明，与 0 Gy 组相比，
3 Gy、5 Gy和 10 Gy组 1α羟化酶 mRNA表达水平
下降幅度分别达 32.9 %、42.4 %和 66.1 %。（见图 2）。 
 

 

 

 

 

 

Fig.2  Expression of 1α-hydroxylase mRNA in renal tubular 
epithelial cells after the irradiation.  After reverse transcription 
of total RNA, cDNA was amplified by real-time Q-PCR and 
detected with  SYBR fluorescence chemistry. Values were 
normalized to β-actin expression and expressed relative to data 
from the control group (0 Gy). (1) p<0.05, compared with the 
0 Gy group 
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2.3 电离辐射对肾小管上皮细胞线粒体形态的影
响  

正常肾小管上皮细胞内线粒体丰富、嵴长而密，

照射后呈现明显损伤改变，且随剂量增加病变加重。

3 Gy γ射线照射 24 h后，偶见线粒体呈现空泡状或

S形改变，5 Gy时线粒体轻度肿胀、电子密度减低，
细胞内可见自噬体。当剂量达 10 Gy时，细胞损伤
加重，胞内自噬体增多，线粒体明显水肿，电子密

度降低，嵴稀疏、断裂且排列紊乱（见图 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Fig.3  Mitochondria ultrastructure changes after the irradiation  a. 0Gy group(Control): Plentiful mitochondria in cells 

with longer and denser cristae; b. Vacuolar or ‘S-like’ alteration in the mitochondria could be seem occasionally; 
c. 5Gy group: The mitochondria swelled lightly and the electron density decreased, with autophagosome in cells, too; 
d. 10Gy group: The mitochondria were obviously edema and arrangement of thecristae decreased, breaked and  
disordered, with much more autophagosome in cells 
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3 讨论 

VD3是骨代谢的重要调节激素之一，在维持体

内钙平衡、促进骨基质矿化和调节骨转换中起重要

作用。既调节破骨细胞分化发育、增强破骨细胞骨

吸收活性，又可促进成骨细胞合成分泌碱性磷酸酶

（Alkaline phosphatase，ALP）、1型胶原（Collagen 1，
COL−I）、骨钙素（Bone gla protein，BGP）、转化生
长因子−β（Transforming growth factor−β，TGF−β）
等骨形成因子，增加骨形成和类骨质矿化[4−6]。VD3 
缺乏或抵抗被认为是诱发骨质疏松症的危险因素之

一，是骨质疏松症病理生理的重要机制。最近在

SAP−P / 6动物模型研究中还发现，VD3除调节成骨

细胞和破骨细胞分化外，还可抑制骨髓基质细胞中

过氧化物酶体增殖激活受体（Peroxisome prolif-
erator-activated receptor，PPAR）γ 2分子表达，抑
制其向脂肪细胞方向分化、促进向成骨细胞方向的

分化，因而增加成骨前体细胞数量，近而预防骨质

疏松的发生[7,8]。 
人体维生素 D由食物中摄取（外源性）和皮肤
合成（内源性）而获得，由食物吸收和皮肤光合作

用转化的维生素 D 不具生物活性，须先经肝脏 25
羟化酶转化为 25（OH）D3，然后主要在肾近曲小

管上皮细胞线粒体膜内 1α 羟化酶催化下，转化为
VD3的主要活性形式 1，25（OH）2D3（D−激素）。
肾小管上皮细胞线粒体在 25（OH）D3转化为 1，
25（OH）2D3中起关键作用。1α 羟化酶、25 羟化
酶、连同24羟化酶构成体内VD代谢的三大主要酶，
均属于细胞色素 P450（CYP）酶系，这些酶的组成
与作用方式相同，电子传递链均由铁氧化还原蛋白

还原酶（Ferredoxin reductase）、铁氧化还原蛋白
（Ferredoxin）以及细胞色素 P450（CYP ）构成，
并由 CYP决定酶的催化位点及特异性[9−11]。  其中

1α 羟化酶基础表达水平较低，且易受多种因素调
节， 是决定血清中 1，25（OH）2D3浓度的关键酶，

其活性受抑制将明显影响活性 D−激素的生成与生
物学作用[12]。 
大剂量电离辐射可引起肾组织明显的病理改变

和肾功能损伤，文献[13−15]中已有不少报道。本体
外实验发现，培养肾小管上皮细胞受 3 Gy γ射线照
射后 24 h，即出现细胞水肿、线粒体空泡样或 S样
改变，并随剂量增加细胞损伤加重，胞内可见自噬

体，线粒体明显肿胀、基质变稀薄，电子密度降低，

部分线粒体嵴断裂、减少、排列紊乱，表明肾小管

上皮细胞线粒体对射线较为敏感，低剂量照射即可

发生一系列病理性改变。线粒体的病理改变必将影

响表达在其膜内的 1α 羟化酶的活性，并且
Real−time Q−PCR结果显示，射线照射后 24 h肾小
管上皮细胞1α羟化酶mRNA表达水平即明显下降，
3 Gy γ射线照射后 24 h，1α羟化酶 mRNA的表达量
较 0 Gy组下降 32.9 %，当照射剂量增至 10 Gy时，
1α羟化酶表达水平下降高达 66.1 %，表明辐射导致
肾小管上皮细胞线粒体明显病理改变的同时使 1α 
羟化酶的活性明显下调。肾 1α 羟化酶活性下调可
导致D−激素合成障碍及对骨细胞的调控作用减弱，
可能是电离辐射肾性骨损伤的病理机制之一。因此，

肾的辐射防护和采取上调肾 1α羟化酶表达与活性、
提高肾合成活性 D−激素功能对防治电离辐射肾性
骨损伤至关重要，目前尚未引起放射医学和临床放

疗专家的重视。肾小管上皮细胞是一种具有内分泌

功能的合成分泌型细胞，除合成活性型 VD3外，还

合成分泌前列腺素、激肽释放酶以及 TGF−β、
IGF−Ⅰ、OPN等细胞因子，这些因子是否也参与调
节成骨细胞、破骨细胞功能，影响骨重建，肾辐射

损伤后这些因子如何变化，以及对骨代谢有何影响，

尚需进一步研究。 
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Effects of ionizing radiation on the expression of 1α-hydroxylase  

in renal tubular epithelial cells 

XU Yingying  JIN Weifang  WANG Hongfu 
(Department of Bone Metabolism, Institute of Radiation Medicine, Fudan University,  Shanghai200032) 

ABSTRACT  The work was to study in vitro the effects of ionizing radiations on the expression of 1α-hydroxylase 

in renal tubular epithelial cells, which were exposed to 3 Gy, 5 Gy and 10 Gy by 137 Cs γ-rays. By using Real-time 

Q-PCR technology and transmission electron microscopy (TEM), changes in the 1α-hydroxylase mRNA level and the 

mitochondria ultrastructure after the irradiation were compared with the control (0 Gy) group. An obvious decrease in 

the 1α-hydroxylase mRNA expression was found after the 3 Gy irradiation, and the decreasing rate increased with the 

irradiation dose. The TEM results also showed that with the irradiated cells the mitochondria swelled obviously, the 

electron density decreased , and the cristae arrangement breaked and disordered. 

KEYWORDS  Ionizing radiation, Renal tubular epithelial cells, 1α Hydroxylase, Vitamin D3 
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