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两种保护剂对C离子诱导小鼠急性肝损伤的应答*
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摘暋要:比较了 N灢乙酰半胱氨酸(NAC)及乙酰左旋肉毒碱(ALCAR)对12C6+ 离子照射小鼠的损伤

效应,并探讨了其可能的作用机制。利用4Gy剂量的12C6+ 离子束对预先给予NAC(100mg/kg)和

ALCAR(100mg/kg)保护的昆明小鼠进行单次全身照射。随后检测肝组织中总抗氧化能力

(TAC)、DNA单链断裂和细胞凋亡率。结果显示,与照射对照组相比,提前给予 NAC和 ALCAR
均极显著地增强了肝组织的抗氧化能力(P<0.001),减轻了12C6+ 离子导致的肝组织中 DNA 断裂

(P<0.001)和细胞凋亡(P<0.001)。此外,还发现 ALCAR组抗重离子辐照损伤的能力显著地高

于 NAC组(P<0.05)。实验结果提示了 NAC和 ALCAR 可通过抵御组织内的氧化胁迫,阻止

DNA链的断裂和细胞的凋亡,实现对C离子辐照损伤的保护效应。而且 ALCAR比 NAC可能更

适合成为有潜力、有希望的抗C重离子辐射药物。
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1暋引言

N灢乙酰半胱氨酸(N灢acetylcysteine,NAC)由

L灢半胱氨酸加上乙酰基形成,是合成谷胱甘肽的前

提物质[1]。30年来作为一种黏液溶剂应用于多种呼

吸系统疾病。其后又发现NAC在艾滋病、癌症、重

金属中毒、酒精肝、心脏病以及帕金森病等方面均

有广泛的治疗作用[2]。乙酰左旋肉毒碱(Acetyl灢L灢
Carnitinehydrochloride,简称 ALCAR)是目前公

认的线粒体营养素。近年来,国际上对于 ALCAR
的研究日益增多,随着对其功能的进一步了解,

ALCAR的研究领域已经从治疗线粒体疾病扩大到

抗衰老和治疗神经性疾病方面[3]。但关于 NAC及

ALCAR的抗辐射作用目前尚无定论。在空间辐射

生物学领域中,大量研究证实,具有高传能线密度

(LET)的重离子与低LET的射线(X和毭等)相比,

穿过生物体时所致损伤相对复杂且难以修复[4,5],
因此,寻求低毒、高效的抗重离子辐射药物具有重

要的现实意义。本实验采用预先给予小鼠 NAC和

ALCAR,观察重离子照射后肝组织中总抗氧化能

力(TAC)、DNA 单链断裂及细胞凋亡的变化,拟

探讨 NAC及 ALCAR抗C重离子照射的保护效应

及可能的保护机制。

2暋材料与方法

2.1暋实验材料

健康昆明种雄性小鼠48只,体质量为(20暲2)

g,由兰州生物制品研究所提供。随机分成6组,每

组8只,饲养适应环境3d后进行实验,饲养环境

温度为(20暲2)曟,正常昼夜节律,无强光、噪音

刺激,动物可自由地进食和饮水。
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2.2暋照射条件

重离子照射是在中国科学院近代物理研究所的

兰州重离子研究装置(HIRFL)的浅层肿瘤治疗终

端上进行的,采用12C6+ 离子束。经束流管道镍窗、
电离 室、空 气 后 抵 达 受 照 动 物,能 量 为 95.6
keV/u,LET 值为 26.9keV/毺m,吸收剂量率 1
Gy/min,用空气电离室监测剂量,照射剂量4Gy。

2.3暋实验处理

实验动物处理分为6个组,即正常对照组(C)、
单纯照射组(IR)、NAC预防组(NAC+TR)、AL灢
CAR 预防组(ALCAR+IR)、单纯 NAC 用药组

(NAC)和单纯 ALCAR用药组(ALCAR)。正常对

照组中的受试动物腹腔注入与药物施用量等体积的

生理盐水(0.85%),其后不经过任何照射处理;单

纯照射组中受试动物仅接受全身单次照射处理;

NAC预防组中受试动物腹腔一次注入 NAC(100
mg/kg,溶解在生理盐水中,剂量参考liuetal[6])
后,再进行单次照射处理;ALCAR预防组中受试

动物腹腔一次注入 ALCAR(100mg/kg,溶解在生

理盐水中,剂量参考 Ohsawaetal[7])后,再进行单

次照射处理;单纯 NAC及 ALCAR组的受试动物

仅接受等量一次腹腔注射。

2.4暋TAC的检测

小鼠接受12C6+ 照射后2h,采用颈椎脱臼法处

死小鼠,快速取出肝组织,加入预冷的磷酸盐缓冲

液(PBS),冰浴中制备成10%的匀浆液,低温离心

(4000rotations/min,4 曟,15min),上清液用于

测定 TAC,并严格按照试剂盒(南京建成生物工程

研究所)说明书进行操作。用考马斯亮兰 G灢250法

定量组织中总蛋白。

2.5暋DNA单链断裂的检测

采用碱性单细胞凝胶电泳技术进行测定。在

Hartmanne等[2]描述的方法基础上稍作改动,制备

单细胞悬浮液并调节每张载玻片的细胞数为103—

104个;在含高离子浓度去污剂裂解液中裂解2h;
碱性条件下解旋20min,电泳30min(300mA,25
V);0.4mol/l三羟甲基氨基甲烷(Tris,pH 值为

7.5)中和。以上操作在低温、弱光下进行。从每张

片子上随机挑选50个细胞,用Image灢ProPlus5.0
专业图像分析软件检测DNA尾部迁移距离。

2.6暋细胞凋亡率分析

将新鲜组织用眼科剪尽量剪碎,用200目筛过

滤。PBS洗涤两次后用75%冷乙醇在4曟冰箱固定

24h以上。离心除去固定液,加碘化丙啶(PI)染色

液0.5ml(含0.3mg/mlRNAase,20g/mlPI),
常温避光染色 30min 后,FASCan型流式细胞仪

(美国)检测,激发光波长为488nm,每个样品测定

10000个细胞。采用分析软件FlowJo7.1计算出凋

亡细胞的百分比。

3暋结果

3.1暋NAC及ALCAR对受照小鼠肝组织中TAC的

影响

如图1所示,与正常对照组相比,12C6+ 照射显

著地 降 低 了 小 鼠 肝 组 织 中 TAC 的 活 性 (P <
0.001)。与单纯照射组相比,预先给予 NAC 和

ALCAR 明显地提高了小鼠肝组织的 TAC程度(P
<0.001),但在 ALCAR 用药组中 TAC 略高于

NAC用药组(P>0.05)。而仅给予 NAC 和 AL灢
CAR组肝组织中 TAC的变化与正常对照组间没有

显著性的统计学差异,表明 NAC和 ALCAR本身

不造成正常小鼠肝组织中抗氧化能力的明显变化。

图1 NAC及 ALCAR对 C离子辐照后小鼠肝组织中 TAC
的影响

c与对照组相比,P<0.001;与单纯照射组相比,fP<0.001。

3.2暋NAC及ALCAR对受照小鼠肝组织中DNA单

链断裂的影响

图2显示,与正常对照组相比,12C6+ 照射显著

地诱导了小鼠肝细胞DNA单链断裂比例的增高(P
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<0.001)。在 NAC预防组中 DNA 单链的断裂程

度与正常对照相比仍有显著性的差异(P<0.05),
但 NAC的使用极其显著地降低了肝组织 (P<
0.001)中由12C6+ 离子诱导的 DNA单链断裂。与单

独照射组相比,ALCAR的使用极其显著地抑制了

DNA单链断裂(P<0.001),而且与 NAC预防组

相比,ALCAR 对 DNA 单链的保护作用更为明显

(P<0.05)。此外,在单纯使用 NAC和 ALCAR组

中,DNA的变化与正常对照组中没有统计学差异,
表明 NAC及 ALCAR 本身不造成肝细胞中 DNA
的单链断裂。

图2 NAC及 ALCAR对受照小鼠肝组织中 DNA单链断裂的影响

(a)栺 正常对照组,栻 单纯照射组,栿 NAC预防组,桇 ALCAR预防组;(b)与对照组相比,

a)P <0.05,c)P<0.001;与单纯照射组相比,f)P<0.001;两药物处理组间相比,g)P<0.05。

3.3暋NAC及ALCAR对受照小鼠肝组织中细胞凋

亡的影响

如图3所示,在小鼠的肝组织中,12C6+ 照射组

中的细胞凋亡百分比与正常对照组的相比有极其明

显的增高(P<0.001)。而给予 NAC和 ALCAR均

极其显著地降低了肝组织中由12C6+ 离子诱导的细

胞凋亡百分比(P<0.001),而且 ALCAR较 NAC
抑制肝细胞凋亡的能力更强(P<0.01)。此外,NAC

图3 NAC及 ALCAR对受照小鼠肝组织中细胞凋亡的影响

(%,煀x暲s,n=8)

与对照组相比,a)P<0.05,c)P<0.001;与单纯照射组相

比,f)P<0.001;两药物处理组间相比,h)P<0.01。

及ALCAR单独用药组中细胞凋亡百分比的变化与

正常对照组中没有显著性差异,表明 NAC及 AL灢
CAR本身并不造成肝细胞凋亡。

4暋讨论

随着空间辐射生物学的不断发展,重离子作为

对宇航员威胁最大的宇宙射线之一,已经成为评估

人类空间飞行辐射危险的重要对象[8]。此外,在重

离子治疗癌症的过程中,离子通路上的低剂量能量

沉积对正常组织的损伤仍不可忽略。大量的研究结

果证实,重离子束可导致正常机体细胞 DNA 单、
双链断裂[9,10]、染色体畸变[11]、不可逆的细胞毒性

损伤[7]以及生命周期缩短等。本实验表明,4Gy
12C6+ 照射导致了小鼠肝组织中总的抗氧化能力的

下降,这说明小鼠体内氧化还原状态出现了紊乱,
而且机体的应激抗氧化防御体系难以维持体内失衡

的氧化还原状态,从而可能会致使大量自由基在体

内积累。另外,在本实验中,12C6+ 离子辐照也直接

或间接地诱导了小鼠肝细胞的 DNA 链断裂及凋

亡。在前期的研究中,还发现了C重离子对小鼠生

殖细胞周期的干扰、对小鼠免疫系统的破坏以及对

小鼠空间记忆的影响等损伤毒害效应,这些结论也
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提示人们关注对重离子辐照防护研究的必要性。

NAC的抗辐射作用目前大多以离体实验为基

础,以传统的中子、X射线以及毭射线等为研究对

象,针对重离子开展的研究、信息甚少。为此本实

验探讨了 NAC抗C离子辐射的保护效应。实验结

果显示,NAC提高了机体组织内的抗氧化能力,从

而改善了辐照所致的脂质过氧化损伤,抑制了C离

子辐照产生的基因毒性,维护机体 DNA 免受或减

缓损伤,也有效地阻止了C离子辐照导致的机体细

胞凋亡。

ALCAR作为左旋肉毒碱的一种天然形态,是

存在于体内的一种自然物质,在人体内参与一系列

重要的代谢反应,包括参与三磷酸腺苷供能[12]、保

持线粒体内乙酰CoA/CoA比值稳定[13]、发挥次级

抗氧化防御屏障作用[14]、从而维持膜和细胞的稳

定性[15]。实验结果表明,ALCAR通过增加肝组织

内的 TAC、减轻DNA断裂和细胞凋亡的方式从而

达到对C离子所致损伤的作用。
在本实验中,就 NAC和 ALCAR对 C重离子

辐照的防护效果而言,ALCAR抗重离子损伤的能

力显著地高于 NAC的。本实验结果表明,NAC和

ALCAR都显著地提高了肝组织的抗氧化能力,而

且两者之间并无统计学差异。在以往的研究中发

现,ALCAR作为线粒体营养素能够刺激产生三磷

酸腺苷,从而减轻了由线粒体功能障碍引起的细胞

凋亡[16]。此外,ALCAR还可增强 DNA 的修复功

能[17]。因此,本文推测 ALCAR的抗重离子辐射能

力强于 NAC的原因可能在于 ALCAR在清除自由

基,防止机体氧化损伤的基础之上,亦启动了其他

重要的修复途径。
综合上述结论,NAC和 ALCAR 通过抵御肝

组织内的氧化胁迫,阻止肝细胞 DNA 单链的断裂

和凋亡,均能有效地抵御C重离子诱导的肝组织损

伤。因此,本文认为 ALCAR 和 NAC可能成为有

潜力、有希望的抗C重离子辐射药物。
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ResponseofTwoProtectiveAgentstoAcuteInjuryInduced
by12C6+IonsinMouseLiver*
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Abstract:ThepresentstudywastoevaluatetheeffectandmechanismofN灢acetylcysteine(NAC)andAc灢
etyl灢L灢Carnitinehydrochloride(ALCAR)against12C6+ionbeamsonacuteinjuryinthemouseliver.Pre灢
treatedwithNAC(100mg/kg)andALCAR(100mg/kg),Kun灢Mingmicewereexposedtowhole灢body
irradiationwiththedoseof4Gy.Micewerekilled2hafterirradiation,andthenthelivertissueswere
quicklyremoved.TACwasmeasuredbyusingchemicalreagentkids,andDNA灢singlestrandbreakswere
determinedbysinglecellgelelectrophoresis,andthepercentageofcellapoptosiswereassayedbyflowcy灢
tometrymethod.TheresultsshowedthatNACandALCARpretreatmentsignificantlyenhancedTAC(P
<0.001),alleviatedDNA灢singlestrandbreaks(P<0.001)andcellapoptosis(P<0.001)ofthelivertis灢
sues.Moreover,ALCAR灢mediatedradioprotectioninducedby12C6+ionsisstrongerthanthatofNAC(P
<0.05).ThedatasuggeststhatNACandALCARbothcanameliorateacuteinjurycausedby12C6+ions
inmice.Inthisstudy,NACandALCARexerttheirradioprotectiveeffectbyvirtueofresistingoxidative
stress,enhancingTAC,alleviatingDNA灢singlestrandbreaksaswellascellapoptosis.Furthermore,the
dataimplythatNACandALCAR maybesuitableandpromisingasradioprotectivedrugagainstcarbon
heavyions.

Keywords:N灢acetylcysteine;Acetyl灢L灢Carnitinehydrochloride;12C6+ion;mouse;radioprotection
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