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信号分子抑制剂对辐射后

���
一

�� 细胞的影响
�

从玉文 陈家佩 赵卫红 吴岚军

�北京放射医学研究所 北京 �������

摘要 为了解造血因子受体信号转导在造血细胞辐射损伤时的变化及其与细胞增殖的关系
，

应用 ��� 法分别观察了蛋白质酪氨酸和丝苏氨酸激酶及其磷酸酶抑制剂对照射及未照射 ���
�

��细胞增殖的影响
。

结果显示
，

一定浓度的磷酸酶抑制剂可促进细胞增殖
，

而激酶抑制剂则抑制

细胞生长
，

同未照射细胞相比
，

磷酸酶抑制剂对 ���照射细胞具有更强的促增殖作用
，

而某些激

酶抑制剂则可加重细胞的辐射损伤
。

提示辐射后 ���
一

�� 细胞激酶 �磷酸酶自稳平衡失调
，

推测

这可能是辐射后造血细胞增殖抑制的原因之一
。

关键词 信号分子抑制剂
，

辐射损伤
，
���

一

��细胞
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�
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研究发现造血细胞受照射后对造血因子刺激的反应性降低
，

造血因子受体与因子的亲和

力下降 ���
。

合理推测
，

造血细胞辐射损伤时造血因子受体信号转导可能发生障碍
。

已知造血

因子受体信号转导的本质是蛋白质磷酸化的级联反应
，

并受到蛋白质酪氨酸
、

丝苏氨酸激酶

及其磷酸酶的双重调控 圈
，

其中激酶使蛋白质磷酸化
，

增强信号转导
，

磷酸酶使蛋白质脱磷酸

化
，

下调信号转导
，

两者的自稳平衡使细胞维持在恰当的增殖状态
。
���

一

�� 细胞为 �
一

���

依赖细胞株
，
�

一

��� 受体信号转导为 ���
一

�� 细胞生长所必需
。

因此
，

为了解造血细胞辐射

损伤时造血因子受体信号转导的变化及其与细胞增殖的关系
，

本文应用蛋白质酪氨酸
、

丝苏

氨酸激酶及其磷酸酶的特异性抑制剂上调或下调信号转导
，

比较观察信号转导的变化对照射

及未照射 ���
一

�� 细胞增殖的影响
。
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��细胞的影响 ���

取 ��拜�
，

加入 ���户� ���� ����
，
��

�
� 作用 �����

，

反应结束后加入 �户� 过氧化氢酶溶液

��������
，
���������� �������� 公司�灭活剩余的 ���� 。

现配现用
。

�
�

� 细胞培养

���
一

��细胞为小鼠源性 �
一

���依赖细胞株
，

放射医学研究所实验室保存
。 ���

一

��� 活

性为 �火 �护���
，

纯度 ���
，

放射医学研究所陈惠鹏副教授惠赠
。

以适当数量的细胞接种于含

���胎牛血清的 ��������培养基中
，

加入 �
一

��� 至终浓度为 �������
，

隔天换液一次
，

取

指数生长期细胞用于实验
。

�
�

�照射条件

���� 甲射线一次均匀照射
，

照射剂量为 ���
，

剂量率为 �
�

��一�
�

��������
。

�
�

� ��� 方法

将待测细胞用 ��������培养液洗涤 �次
，

台盼蓝染色计数活细胞
，

用含 ��� 新生牛血

清 ��������培养基调整活细胞浓度为 �
�

��� ���加�
，

每孔 ��户�加入 ��孔板中
�
抑制剂 �

倍或 �倍递减稀释后
，

每孔加入 �即�
，

每组做 �个复孔
，

��
“
� 孵育 �����

，

抑制剂与细胞充
·

分作用后
，

每孔加入 ��户� �
一

���溶液 ��
������

，
��

�
� 培养 ���

，

加 ��������������
，�

，

继

续培养 ��
，

吸弃上清 ��户�
，

加入 ���拼� ����
，

振荡助溶
，

在 ����� ���酶联仪 ����
一

����

上测 ����� 波长的 �� 值
，

以抑制剂浓度为横坐标
，

以加入抑制剂细胞的 �� 值与未加抑制

剂细胞的 �� 值的比值 �即增殖指数�为纵坐标绘图
。

� 结 果

�
�

�过钒酸钠对照射后 ���
一

��细胞增殖的影响

过钒酸钠是钒酸钠与过氧化氢反应生成的络合物
，

通过不可逆地氧化蛋白质酪氨酸磷酸

酶 �����催化亚基中的半胧氨酸
，

抑制了 ���酶活性
，

是目前最有效的 ���特异抑制剂之

一 �’� 。

现尚缺乏 ���参与 �
一

���受体信号转导负调控的直接证据
，

但 ���如造血细胞磷酸

酶 �����基因功能缺失
，

可提高造血细胞对 �
一

��� 的增殖敏感性
，

提示 ��� 也是 �
一

��� 的

负调控元件之一 ���
。

图 �显示 ���
一

�� 细胞与不同浓度过钒酸钠作用后细胞增殖状况
。

对于

未照射的 ���
一

�� 细胞
，

当过钒酸钠浓度小于 ��拜�����时
，

细胞增殖指数没有明显变化
，

当

浓度为 ��一�如�����时
，

增殖指数稍有增加
，

当浓度大于 ��拼�����
，

增殖指数则显著降低
，

细胞增殖受抑制
。
���

一

�� 细胞经 ���照射后
，

当过钒酸钠浓度大于 。
�

�拼����� 时
，

增殖指

数即开始升高
，

当浓度为 �一��拼�����时
，

出现一个明显的增殖峰
，

其峰值可达对照组的 �
�

�

倍以上
，

当浓度大于 �即�����时
，

增殖指数下降
。

这些结果说明
，

较低浓度的过钒酸钠即可

促进照射细胞增殖
，

并可获得较高的促增殖效果
。

�
�

� ����������� 对照射后 ���
一

��细胞增殖的影响

����������� 是疤甲虫产生的自然防御毒物
，

同���竞争结合蛋白质磷酸酶 ����的催化

亚基
，

是 �������� 的特异抑制剂 问
。
�������� 在真核细胞中可使大量的靶分子脱磷酸

化
，
�

一

���激活的 ����� ��通路中的某些元件也可能受此调节 ���
。

图 �为在不同浓度的

����������� 中 ���
一

��细胞增殖能力变化的情况
。
����������� 对未照射的 ���

一

��细胞没有明

显的促增殖作用
，

当浓度大于 �月�����时
，

增殖指数下降
。
���照射细胞在 �

�

��一�
�

��脚�����

����������� 溶液中培养后
，

有一个小的增殖峰
，

其峰值约为未照射细胞的 �
�

�倍
。

表明在一
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定的浓度范围内 ���七������
�
仅对照射细胞有促增殖作用

。

�� �

�� ��

二
一一

曰�

�
�

��
�� ，�

从��
�

�︺����勺�工口叱﹄己�工�︺﹄几

厂

�
一一一卜��刁�
﹄�﹄卜

�
������﹂�‘����‘��︺��乃�������口��

��「
���

�

�
�

�

� � � ��

尸����������
了 一 �一。 � �

、 、 �

、之�

����

减。���。��祠招﹄田一曰一。﹄�

��� ��

�飞��七�飞��一��� 广��� 。 �

���
�

� ����
��� �������������

���������� ���
一
��

回 ������������ �����
， � ���

�������� ���� ������������

� �， ��
�

��

�� ���� ������ �� ���
�

� �仟。 ��� ���������������一 ���� ���� 只������ ���

����� ���������� ���
一

�� �一���

���������� �二����
，

�����
穿

尹 ��
�

���
，

同 ��一�����������������
， � ��� �����������〔 ���、

，

����������〔�����一 ��������������������、 �
率，� ��

�

���

�
，

� ��������� 对照射后 ���
一
�� 细胞增殖的影�向

���������� 又称大豆异黄酮
，

可特异地抑制细胞内酪氨酸激酶和 ��� 拓扑异构酶 �
，

参与

细胞增殖
、

凋亡及细胞周期的调节
，

是目前用于干预细胞内酪氨酸激酶 �磷酸酶自稳平衡的重

要措施之一 ��，��
。

图 �显示 ���
一

�� 细胞加入不同浓度 ��
��

�

���
� 后细胞增殖的情况由图 �可

见
，

随着 ���
������ 浓度的增加

，

照射细胞及未照射细胞的增殖指数均明显下降
，

照射细胞增

殖指数下降幅度比未照射细胞缓慢
，

两者的半数抑制浓度分别为 ��
�

�拼�����和 ��
�

�户������
。

说明 �����七��� 可抑制细胞增殖
，

但对照射细胞的抑制作用相对较轻
。

�
�

� �������对照射后 ���
一

�� 细胞增殖的影响

�������通路是 �
一

���受体信号转导的主要通路之一
，
����是 ��� 的直接底物

，

是实

现 �
一

��� 促增殖信号传导的必需激酶 ���
。
�������是 ������的特异性抑制剂 巨��

。

图 �

显示不同浓度 �������对 ���
一

�� 细胞增殖的影响
。

从图 �可看出
，

随着 �������浓度的增

加
，

增殖指数下降
，

照射与未照射细胞间的差异不显著
，

表明 �������具有抑制 ���
一

�� 细

胞增殖的作用
。

当 �������浓度为 ���� 户������时
，

在个别浓度点上 ���照射细胞的增殖指

数明显低于未照射细胞
，

提示在该浓度上 �������似可加重辐射对 ���
一

��� 细胞增殖的抑制

程度
。

�
�

� 、 �� �������� 对照射后 ���
一

�� 细胞增殖的影响

���激酶通路可能不参与 �
一

��� 的受体信号转导
，

但在细胞辐射损伤中可有 ���激

酶家族蛋白如 ��� 依赖性蛋白激酶的活化
，

其作用是增强细胞的辐射耐性 ����
。

��
��
���

����� 、���

是 ���激酶家族蛋白的特异性抑制剂 ��“�
。

图 �显示不同浓度的 �
���工����

���、 与 ���
一

��� 细胞

作用后细胞增殖的状况
。

从图 �看出
，
�人〕�������

�
对照射及未照射细胞的增殖仅表现抑制

作用
，

起始抑制浓度为 ����，�����
，

当 �叭〕 �������� 的浓度为 ��
�

�一��
�

�户������时
，
��� 照射

细胞的增殖指数比同浓度未照射细胞低 ��� 左右
，

表明 �
������

��� 对照射细胞的抑制作用
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略强
。

�之

�
一

�
一一

。 ‘ �卜�

卜

亥入

卜

�
�

﹄�‘
一一一﹄

�
��������亡���

�
‘

�
料���︸

减。���山工�祠卯洲召���﹄�

盯护�
阶�。

伙一一一
�����

�
·

�
�

�

叫讨

只。��一山�工�州﹄召﹃一。﹄�

�

�
�� ���

����������以��� �

“

��
盛 �

一一�
‘ �

� �

一
�

‘ 一曲一‘ ‘ 一‘ �以
�

�� ��� ����

���������一� �』 �

���
�

� �俄
��� ����������� ��一 ��� ������ ��

�������������
一

�� �����

国 ������������ �����
， � ��� ���������� �����

，

������������ ������������ ������
�， ��

�

���

� �
尹 ��

�

��

���
�

� ����
��� ��������� �� ���� ������� ��

�������������
一

�� �����

日 ���������七�� �����
， � ��� ���������� �����

，

�������� ���� ������������ ����。 �
�
尸 ��

�

��

一
� ‘ 二���只���﹃。�﹃祠招﹄召曰��白�

一� ‘ ‘ � 山

一
‘ ‘

一」

一
‘

一
‘ “ 曰‘

�� �

�
�������������

���

�� ���

� �

���
�

� �依
��� �����七��� ���� �� ��� ������� 。一����������� ���

一

�� �����

日 ������������ �����
， � ������������� �����

，
��������� ���� � ����������� ������

巾
刀 ��

�

��

�讨 论

�
一

���受体信号转导是 ���
一

�� 细胞增殖的基础
。

文献揭示 �
一

���受体信号转导的基本

过程是
�
�

一

���与受体结合引起受体寡聚化
，

激活 ����激酶
，

启动信号转导
，

通过 ������，�七

������� ������

����������
���朴

������� ��� ���������� ����
������������及 ���

��
��两条通

路把信息传递到胞核内
，

诱导相关基因表达
，

调节细胞的增殖和分化 ����
。

现发现有两组蛋白

质激酶及其磷酸酶参与信号转导的调控
，

一组为蛋白质酪氨酸激酶及磷酸酶
，

主要参与调控

�������� 通路和 ��� 的激活
，

另一组为蛋白质丝苏氨酸激酶及磷酸酶
，

是 �����盯 的调控

酶
，

其中激酶使蛋白质磷酸化
，

增强信号转导
，

磷酸酶使蛋白质脱磷酸化
，

下调信号转导 ���
。

据此推测
，

激酶抑制剂通过下调信号转导应抑制细胞增殖
，

而磷酸酶抑制剂通过增强信号转

导则可促进细胞增殖
。

我们的实验结果基本证实了这一推测
，

并发现照射细胞和未照射细胞
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在对某些抑制剂的反应上具有显著的差异
�

���过钒酸钠对 ���照射细胞的促增殖作用明显

高于未照射细胞
，

其最大增殖指数可达未照射细胞的 �
�

�倍以上
。

���一定浓度的 ������
�������

不能促进未照射细胞的增殖
，

但可显著提高 ���照射细胞的增殖指数
。

����
�
��

����� 对照射

细胞的抑制作用较未照射细胞轻
，

而 �������和 ��
�������

�
在一定浓度下对照射细胞的抑

制作用略重
。

说明辐射后细胞激酶磷酸酶自稳平衡可能失调
，

表现为磷酸酶负调控作用增强
，

激酶的正调控作用相对减弱
，

两者的交互作用可能下调受体信号转导
，

导致照后细胞增殖抑

制
。

因此
，

抑制蛋白质磷酸酶活性
，

增强受体信号转导
，

可促进照后细胞增殖
，

而抑制蛋白质

激酶活性下调信号转导
，

则有可能加重细胞的辐射损伤
。

在上述研究中发现
，

酪氨酸磷酸酶抑

制剂过钒酸钠对受照 ���
一

�� 细胞的促增殖作用较强
。

随后的实验中也观察了过钒酸钠照射后

不同时间给药 ��一����对不同剂量照射 ���
一

�� 细胞 ��、 ����的促增殖作用
，

结果发现
�

照

射剂量越大
，

细胞增殖抑制越显著
，

过钒酸钠促增殖作用也越强 �而随着照射后时间的延长和

细胞增殖能力的恢复
，

过钒酸钠促增殖作用逐渐减弱 �结果未示出�
。

表明过钒酸钠的促增殖

作用与照射后细胞的增殖抑制程度明显相关
，

进一步提示抑制磷酸酶活性
，

增强受体信号转

导可减轻造血细胞辐射损伤
。
���

一

�� 细胞为造血因子依赖细胞株
，

在一定程度上可反映正常

造血细胞的增殖特性
，

由此推测造血细胞辐射损伤时也可能存在造血因子受体信号转导的障

碍
。

确切的实验依据正在研究中
。

酪氨酸磷酸酶参与受体信号转导 �������� 和 �������两条通路的负调控
，

丝苏氨酸

磷酸酶仅参与 ������� 的负调控
，

研究发现
，

酪氨酸磷酸酶抑制剂过饥酸钠的促增殖作用

优于丝苏氨酸磷酸酶抑制剂 �����������
，

间接证实了受体信号转导的降低与照射细胞的增殖

抑制是相关的
。
��
��

����� 对照射细胞的抑制作用相对较轻
，

分析其原因可能与 ���
������ 的

抑制谱较广有关
。

据报道在某些细胞中酪氨酸激酶抑制剂可阻止辐射诱导的细胞凋亡 〔�川，

因

此
，
��������� 对照射细胞的作用是其抑制多种信号转导通路的综合效果

。

其确切机制仍有待

于深入研究
。

参 考 文 献

��

��

��

��

����� �
，
���� ��

，
���� �

�

������������
�� �����

� ��������
，
����

，
�����

����
一

���

����������� �
，
����� � �

，
���������

�

�� � ��������
， ����， ������

��
一

��

���� ��
，
������ � �

，
������� � �� ��

�

����� ��� ��� �����
��

，
����

， ������
��

一

��

����� �
，
��� �

，
����� � ����

�

���������
，
����

，
������

����
一

���

������ �
，
������ � �

，
���������� � � ����

�

��� �������
， ����

， �����
����

一

���

������� � �
，
����� �

，
������ ��

�

������������� ����
，
����

， ������
�����

一
����

�������� �
，
������ ��

�

��
������������������

，
����

，
������

���
一

���

����� �
，
����� �

，

�
���

�

��������������
，
����

， �����
����

一

���

����� �
，
����� �

，
��� � � ����

�

���� �����
， ����，

�����
����

一
���

����� � �
，

��
��� � �

，
����� � � ����

�

���������
，
����

，
�������

������
一

�����

������
，

����
����

，
��������� � ����

�

���� �����
，
����

，
��������

一

���

���
，
����

� �
，
������� ����

�

叭
���� ������� ���

，
����

，
�����

����
一
���

������ � �
�

�����
，
����， �����

����
一
���



第 �期 从玉文等
�

信号分子抑制剂对辐射后 ���
一

��细胞的影响 ���

�� ����� � �
，

��
��

一������� �
，
���� � �

����
·

���� �������� ������
，
����

， ������
�����

一

����

������� �� ���������� �� ��������� ���������� ��

��� ���������� ���
一
�� �����

��������� ���� ������ ���� �叭三����� �� ������

��
。
红
�。 ，��

��‘亡。 �� �� ��成��￡�。 旅�‘�‘。 。 ，
�。红

�。 。 ，������

�������� �� ����� �� ����� ��� ������ ���������� ������������������ ����� �������
�

����
��� ��� �������� ���� ������ ������������ ����

��������� �����
，
��� ������� �� ��� ����������

���������
一

�������� ������ �����
��������� �� ������

���� ������������������
一

������� ���� ��
�

�������� �������� ������
�

����� ������������� ������������� �����
一

������� ��� ��������

������������� ���������� ��������������������� ����������
�

�����������������������������
，

����������� ���������� ���
�������� ����������� �

���
��� �� �������������

一

������� �����������
�

�������
，

��������� ���� ������ ���������������������� ��� ������ ������������ ����� ����������
�

����� ���������������� ���������� �������� �������������� ���� ������������ �� ����������

���
一

�������
，
�����而����

� ��� ����� ���������� ���������������� ��������������� ��������
��

�����������
�

�������� ������������������ ����������
，
��������� ������

，
���

一

�������

��� ����
�

��

������七�� �� ��� ������己 ������� ������� ���������� ������� ����������


