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【摘要】 目的 探讨X线辐照对体外培养小鼠成骨前体细胞MC3T3⁃E1增殖及其分泌蛋白的影响，为放射性

骨损伤的防治提供研究基础。方法 取对数生长期的小鼠成骨前体细胞MC3T3⁃E1，按辐照剂量分成 0 Gy对
照组、2 Gy组、4 Gy组、8 Gy组，使用 6 MV直线加速器分别予以相应剂量的X线辐照，观察辐照后细胞形态的

改变，CCK⁃8 法检测细胞增殖情况，检测辐照后 7 d细胞内碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）活性；收集各

组细胞上清，采用高通量蛋白质芯片技术检测分泌蛋白的表达情况，筛选出放射性损伤特异性的差异蛋白，

并通过酶联免疫吸附实验进行验证。结果 辐照后MC3T3⁃E1细胞胞体肿大，细胞核变大。与对照组相比，

从 3 d开始 4 Gy和 8 Gy组细胞增殖速度降低，差异有统计学意义（P＜0.05），并且增殖降低呈现辐照剂量依赖

性。辐照后培养 7 d，各辐照组细胞内ALP活性均比对照组低，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与对照组相

比，辐照后细胞上清共发现 36个差异表达蛋白，其中受激活调节正常 T细胞表达和分泌因子（regulated upon
activation，normal T cell expressed and secreted factor，RANTES）含量明显增加，呈剂量依赖性。结论 一定剂量

的辐照可抑制小鼠成骨前体细胞MC3T3⁃E1的增殖；RANTES可能是细胞受放射线辐照损伤后引发的重要信

号因子。
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of X⁃ray irradiation on the proliferation and protein secretion in vi⁃
tro in a cultured mouse osteoblast precursor cell line (MC3T3⁃E1) and to provide a basis for the prevention and treat⁃
ment of radiation ⁃ induced bone injury. Methods Mouse osteoblast precursor cells (MC3T3 ⁃E1) in the logarithmic
growth phase were divided into a 0 Gy control group, 2 Gy group, 4 Gy group and 8 Gy group according to the irradia⁃
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tion dose. The corresponding dose of X⁃rays was applied, and the changes in cell morphology after irradiation were ob⁃
served. Cell proliferation was detected by the CCK⁃8 method, and alkaline phosphorus was detected at 7 days after irra⁃
diation. The alkaline phosphatase (ALP) activity and expression of secreted proteins were detected by high⁃throughput
protein chip technology. The differential expression of proteins due to radiation damage was screened and verified by an
ELISA. Results After irradiation, the soma and nucleus of MC3T3⁃E1 cells were enlarged. Compared to the control
group, the cell proliferation rates of the 4 Gy and 8 Gy groups were significantly decreased starting at 3 days in culture
(P < 0.05), and the cell proliferation decreased in a dose⁃dependent manner. After 7 days of culture, the ALP activity in
the cells of each irradiated group was lower than that of the control group, and the difference was statistically significant
(P < 0.05). Compared to the control group, 36 differentially expressed proteins were found in the supernatant after irradi⁃
ation. Among them, the content of regulated upon activation, normal T cell expression and secreted factor (RANTES)
was significantly increased in a dose⁃dependent manner. Conclusion A certain dose of irradiation can inhibit the pro⁃
liferation of mouse osteoblast precursor cells (MC3T3⁃E1), and RANTES may be an important signaling factor induced
by radiation damage.
【Key words】 irradiation； radioactive osteomyelitis of jaws; osteoblast; MC3T3⁃E1; cell proliferation; pro⁃
tein chips; secretory protein; regulated upon activation，normal T cell expressed and secreted factor（RANTES）
J Prev Treat Stomatol Dis, 2019, 27(10): 621⁃626.

放射治疗作为口腔颌面—头颈肿瘤的常用治

疗手段之一，可引起黏膜炎、念珠菌感染、感觉功

能障碍、组织纤维化等口腔并发症［1］，其中较严重

的是放射性颌骨坏死（osteoradionecrosis of the jaw，

ORNJ），发病率为 5%～15%［2］，常以慢性坏死及感

染为主要特征，临床表现为疼痛、开口受限、功能

障碍、瘘管溢脓、病灶经久不愈、死骨暴露，甚至发

生病理性骨折［3⁃4］，严重影响患者的生存质量。目

前，ORNJ的发病机制尚不明确，但辐照剂量是较

明确的危险因素之一［5⁃6］。以往的研究大部分集中

在辐照对成骨细胞增殖、分化及成骨相关基因表

达的影响上［7⁃9］，但较少报道辐照对成骨细胞分泌

蛋白的影响。因此，本文拟研究辐照对成骨细胞

增殖及其分泌蛋白的影响，为放射性骨损伤的防

治提供研究基础。

1 材料和方法

1.1 主要试剂与仪器设备

MC3T3⁃E1 Subclone 14（中国科学院细胞库）；α⁃
MEM 培养基（Gibco，美国）；胎牛血清（Gibco，美
国）；CCK⁃8试剂盒（Dojindo，日本）；碱性磷酸酶测

试盒（南京建成生物工程研究所）；BCA蛋白定量

试剂盒（上海BestBio贝博生物）；RANTES ELISA试

剂盒（武汉博士德生物有限公司）；酶联免疫检测

仪（Bio⁃Tek，美国）；Synergy直线加速器（Elekta，瑞
典）；小鼠细胞因子芯片（编号：GSM⁃CAA⁃4000，
Raybiotech，美国）；荧光扫描仪（InnoScan 300 Mi⁃
croarray Scanner，法国）；摇床（上海比朗仪器制造

有限公司）；芯片洗板机（Thermo，美国）。

1.2 细胞培养及处理

1.2.1 细胞培养 将MC3T3⁃E1细胞置于含有 10%
胎牛血清、100 IU/mL 青霉素和 100 μg/mL 链霉素

的 α⁃MEM培养基中，在 37 ℃、5%CO2饱和湿度条

件下培养，每 2～3 d更换培养液，0.25%胰蛋白酶

消化传代。按每孔以 4 × 104个细胞数接种于 6孔

培养板中，直至细胞贴壁达到 80%～90%融合，将

细胞分成 4 组：0 Gy 对照组、2 Gy 组、4 Gy 组、8
Gy组。

1.2.2 细胞辐照 以 Elekta⁃synergy 直线加速器为

放射源，剂量率 540 MU/min，在室温条件下分别一

次性给予 2 Gy，4 Gy，8 Gy剂量照射；对照组同时带

进放疗候诊室，但不接受辐照。

1.3 细胞增殖实验

将对照组及辐照组细胞按照每孔 5 × 103个细

胞的密度接种于 96孔板中（100 μL），每组各个时

间点分别设置 3个复孔，接种细胞周边的孔内加入

无菌 PBS作为空白对照，置于体积分数为 5%CO2、

37 ℃培养箱中分别培养 1、3、5、7 d。避光条件下，

每孔加入 10 μL CCK⁃8试剂，放入培养箱中继续孵

育 3 h。将 96孔板放入酶联免疫检测仪，在 450 nm
波长处测定各孔吸光度（OD值）。

1.4 细 胞 内 碱 性 磷 酸 酶（alkaline phosphatase，
ALP）活性测定

将各组细胞接种于 6孔培养板，照射后培养 7 d
检测ALP的变化，每组每次取 3个培养孔检测（n＝

3）。根据试剂盒说明书进行操作，酶联免疫检测
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*

仪测定各组OD值，最终换算为金氏单位。照射当

日定义为 0 d，照射后培养 7 d进行检测。

1.5 高通量蛋白芯片筛选表达差异蛋白

对照组、辐照组（2 Gy、4 Gy、8 Gy）细胞培养 7 d
后上清液进行检测，筛选出放射性损伤的差异

蛋白。

将玻片芯片置于室温干燥 2 h后每孔加 100 μL
的样品稀释液，室温摇床上孵育 1 h，封闭定量抗体

芯片，吸走缓冲液后添加80 μL的样品到孔中，在摇

床上 4 ℃过夜孵育。使用芯片洗板机清洗玻片，离

心检测抗体混合物小管，加入 1.4 mL的样品稀释

液，混合均匀后再次快速离心。添加 80 μL的检测

抗体到每孔中，室温摇床上孵育 2 h后清洗玻片。

离心Cy3⁃链霉亲和素小管，加入 1.4 mL的样品稀释

液，混合均匀后快速离心。添加 80 μL的Cy3⁃链霉

亲和素到每个孔中，用铝箔纸包住玻片避光孵育，

室温摇床上孵育 1 h 后清洗玻片。采用 InnoScan
300激光扫描仪在激发频率532 nm扫描信号。

1.6 ELISA验证差异蛋白表达水平

根据芯片检测结果中选出符合要求的差异蛋

白受激活调节正常T细胞表达和分泌因子（regulat⁃
ed upon activation，normal T cell expressed and secret⁃
ed factor，RANTES），分别收集辐照后 7 d对照组、

辐照组的细胞上清液，采用RANTES ELISA试剂盒

进行检测，验证此差异蛋白是否为MC3T3⁃E1细胞

接受放射性损伤后释放的特异性因子。

采用双抗体夹心定量ELISA检测法，按试剂盒

说明书要求准备好样品和试剂，在预包被小鼠

RANTES抗体的 96孔板中每孔加样品和标准品各

100 μL，37 ℃反应 90 min。各孔加生物素标记抗

体 100 μL，37 ℃反应 60 min。1 × 洗涤缓冲液洗涤

3 次。各孔加亲和素—过氧化物酶复合物 100 μL，
37 ℃反应 30 min。1×洗涤缓冲液洗涤 5 次。各

孔加入 90 μL TMB 显色液，37 ℃避光反应 20～
25 min。各孔加入 100 μL TMB 终止液，将 96孔板

放入酶联免疫检测仪，在 450 nm波长处测定各孔

OD值。

1.7 统计学处理

使用 SPSS 22.0 统计分析软件，计量资料用 x± s

表示，4组间细胞增殖、ALP活性及ELISA的数据比

较采用单因素方差分析，若差异有统计学意义，则

再采用 LSD显著差异法进行两两比较，P < 0.05认

为差异有统计学意义。4组间蛋白芯片的原始数

据用软件归一化后，选择Normalization数据进行分

析，采用 Fold⁃change（表达差异倍数）对任意两组

的差异蛋白进行筛选，筛选条件为 Fold Change ≥ 2
且荧光信号 > 500。

2 结 果

2.1 辐照后细胞形态改变

MC3T3⁃E1细胞辐照后 1 d，倒置相差显微镜下

观察，对照组细胞贴壁生长，呈不规则多角形，细

胞形态较一致；与对照组相比，2 Gy及 4 Gy辐照后

细胞形态无明显变化；8 Gy 辐照后，细胞胞体肿

大，细胞核变大，细胞贴壁性减退，出现较多漂浮

细胞（图 1）。

a：0 Gy，细胞呈不规则多角形；b：2 Gy，与对照组相比细胞形态无明显变化；c：4 Gy，与对照组相比细胞形态无明显变化；

d：8 Gy，与对照组相比细胞胞体肿大，细胞核变大。

图 1 经不同剂量辐照后细胞形态改变 × 200
Figure 1 Cell morphology changes after exposure to different radiation doses × 200

a b c d

2.2 辐照对成骨细胞增殖的影响

细胞分别给予 2 Gy、4 Gy、8 Gy剂量辐照后与

对照组相比，从 3 d开始 4 Gy和 8 Gy组细胞增殖速

度降低（P＜0.05，表 1），并且这种降低呈现辐照剂

量依赖性。

2.3 辐照对成骨细胞内ALP活性的影响

辐照后培养 7 d，2 Gy组、4 Gy组和 8 Gy组细

胞内 ALP活性均降低，与对照组相比差异均有统
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计学意义（F＝123.516，P＜0.001，图 2）。

2.4 细胞上清液中差异蛋白的表达水平

辐照后培养 7 d，与对照组比较，2 Gy组、4 Gy
组和 8 Gy组细胞上清液中蛋白芯片检测共发现 36
个差异蛋白，其中RANTES蛋白量在辐照组中增多

并呈现辐照剂量依赖性（图 3）。

2.5 细胞上清液中RANTES表达水平

辐照后培养 7 d，2 Gy组、4 Gy组和 8 Gy组ELI⁃

SA检测细胞上清液中RANTES表达量较对照组增

加，差异均有统计学意义（F＝242.383，P＜0.001，
图 4）。

3 讨 论

随着癌症发病率的不断上升，放疗在肿瘤治

疗中起着至关重要的作用。文献报道约 80%的头

颈部肿瘤患者需要接受至少 1次放射治疗［10］。然

而，放射治疗后的幸存者可能面临一系列副作用，

包括不同程度的放射性骨损伤，如放射性骨质疏

松症、放射性骨髓炎、放射性骨折、放射性骨坏死

或放射性骨发育紊乱［11］。电离辐射对骨的有害影

响已被证实［12］，动物实验也表明，X线照射可导致

骨丧失、骨坏死、骨折和延迟骨愈合［13］。因此，研

究放射性骨损伤的发生机制，制定相应的预防和

治疗措施具有重要的意义。

本实验使用小鼠成骨前体细胞MC3T3⁃E1，此
细胞克隆来源于C57BL/6小鼠颅骨，重复传代培养

能维持成骨细胞表型，具有高度ALP活性，在体外

可以分化为成骨细胞和骨细胞，形成钙化骨组织

和羟基磷灰石矿物沉淀［14］。MC3T3⁃E1细胞系已

表 1 经不同剂量辐照后细胞CCK8实验的OD值

Table 1 The OD value of cells in a CCK8 assay after exposure to different radiation doses
培养时间/d

1
3
5
7

辐照剂量/Gy
0

0.615 ± 0.037
1.461 ± 0.108
1.904 ± 0.102
2.193 ± 0.214

2
0.680 ± 0.188
1.453 ± 0.055
1.841 ± 0.052
2.172 ± 0.094

4
0.453 ± 0.037
1.231 ± 0.082**

1.708 ± 0.036**

2.136 ± 0.080

8
0.486 ± 0.057
1.221 ± 0.058**

1.483 ± 0.014**

1.712 ± 0.049**

F

3.338
8.646

28.270
9.918

P

0.077
0.007

< 0.001
0.005

注 与对照组（0 Gy）相比，**P＜0.01

与对照组（0 Gy）相比，**P＜0.01
图 2 经不同剂量辐照后细胞内ALP活性的比较

Figure 2 Comparison of intracellular ALP activity after
exposure to different radiation doses
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性

与对照组（0 Gy）相比，* Fold⁃change（表达差异倍数）≥ 2
图 3 蛋白芯片检测各组细胞上清液中RANTES的

表达水平

Figure 3 Expression levels of RANTES in different cell
supernatants determined by protein chip technology
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图 4 ELISA检测各组细胞上清液中RANTES的表达
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Figure 4 Expression levels of RANTES in different cell
supernatants determined by ELISA
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被证明是探索成骨细胞增殖、成熟和分化的分子

机制的可行模型［9］，是研究辐照骨损伤较常用的

细胞系。

骨组织受到辐照后发生的并发症具有剂量依

赖性，并直接影响细胞活性和增殖能力［15］。Gal
等［9］研究发现MC3T3⁃E1细胞受到 2 Gy的辐照时

与未辐照组的增殖无明显差异，4 Gy组的辐照效

应最明显，而超过 6 Gy的剂量时细胞表现出显著

的辐照毒性和死亡。Dudziak 等［16］通过MTT 实验

检测辐照对MC3T3⁃E1细胞增殖的影响，发现辐照

后第 5天开始 4 Gy和 8 Gy组细胞增殖明显低于未

辐照组，并在第 7 天时相对增殖差异几乎达到 2
倍。本研究发现 4 Gy和 8 Gy的X线辐照抑制了成

骨细胞的增殖，这与上述研究结果一致。由此可

见，成骨细胞接受电离辐照后，细胞增殖呈现辐照

剂量依赖性降低。

碱性磷酸酶是一种膜结合糖蛋白，是成骨细

胞分化的早期标志物之一［17］，ALP活性的水平一直

被用作成骨细胞分化阶段的一个相对衡量标准。

以往有研究发现电离辐照引起成骨细胞的ALP活

性呈辐照剂量性增加，并认为电离辐照促进成骨细

胞的终末分化［16］。而Dare等［8］研究辐照对两种成

骨前体细胞的影响，发现 400 mGy以下的辐射未引

起ROB细胞和MC3T3⁃E1细胞的ALP活性的改变，

而当 ROB细胞受到 4 000 mGy辐射后 9 d和 12 d，
细胞ALP活性显著抑制，MC3T3⁃E1细胞在辐射后

12 d，ALP活性与对照组相比略为升高，差异均有

统计学意义，因此辐射对成骨细胞ALP活性的影响

可能受辐射剂量、细胞类型、细胞分化阶段、检测时

间等因素综合影响，导致不同研究得出的结果不一

致，甚至是相反的结果。本实验中MC3T3⁃E1细胞

分别接受 2 Gy、4 Gy和 8 Gy辐照后培养 7 d，测得细

胞内ALP活性较对照组呈辐照剂量依赖性降低，与

Gevorgyan等［7］的结果相似。辐照导致ALP活性降

低的原因可能是电离辐照直接抑制细胞分化，或者

是通过抑制细胞增殖而导致检测细胞内总的ALP
活性降低，或以上两种作用的联合结果。

本研究进一步探讨了X线辐照对MC3T3⁃E1细

胞上清液中细胞因子表达的影响。与对照组相

比，辐照后细胞上清共发现 36个差异表达蛋白，其

中RANTES含量增加，呈剂量依赖性。RANTES属

于趋化因子CC亚家族成员（CCL5），尽管最初被描

述为T细胞特异性表达的，但随后发现其在多种细

胞类型中表达，包括嗜酸性粒细胞、巨噬细胞、成

纤维细胞、肾小管细胞或内皮细胞［18］。RANTES可

作为某些细胞的趋化剂，如单核细胞、T细胞、嗜酸

性粒细胞及嗜碱性粒细胞，募集各种免疫细胞到

炎症部位并促进 T细胞增殖［19⁃20］。RANTES的特异

性受体属 7 次跨膜 G 蛋白偶联受体，包括 CCR1、
CCR3、CCR4和 CCR5。RANTES与受体相结合，诱

导丝裂原活化蛋白激酶和调控细胞增殖、迁移、分

化等多种细胞功能的其他信号通路的磷酸化［21］，

产生多种生物学效应，如炎症应答、细胞防御、信

号转导和应激反应等。放射性颌骨坏死是以炎症

和坏死为基础的骨及软组织损伤，细胞受到电离

辐照后会释放出细胞因子、趋化因子等引起组织

的炎症反应，同时，组织重塑和愈合过程的第一步

是间充质干细胞的募集，这对于放射性骨组织的

再生也是必不可少的，趋化因子在特定造血细胞

类型的招募中起着关键作用，其中一些被认为参

与了骨重塑的调控。已有研究证实，RANTES能在

体外趋化破骨细胞和成骨细胞，提示其在骨重建

中起关键作用［22］。RANTES/CCR1轴还参与骨髓间

充质干细胞向骨关节炎软骨的募集［23］，促进人骨

髓间充质干细胞的成骨作用，被认为是类风湿关

节炎或多发性骨髓瘤等免疫相关疾病中骨重塑的

关键调节因子［24］。Connolly等［25］发现辐射能在转

录水平及蛋白水平上显著上调肿瘤组织内RANTES
的表达，且受辐射的炎症性单核细胞表面CCR5增

加，放疗可能通过RANTES和 CCR5的作用促进髓

系细胞向受照射的肿瘤浸润。此外，人肺泡上皮细

胞受到辐照后 RANTES表达水平升高，敲除 CCR4
可部分阻断RANTES对肺泡上皮细胞的上皮—间

质转换，提示RANTES参与放射性肺损伤的发病过

程［26］。本研究中MC3T3⁃E1细胞受到辐照后其上清

液高表达RANTES，推测RANTES可能是辐射诱导

的特异性表达趋化因子，参与放射性骨损伤的发生

过程，以及趋化干细胞等其他组织细胞启动修复反

应，RANTES可能是辐射骨组织再生早期机制的一

部分，有望作为促进辐射损伤骨组织再生的研究靶

点，但其具体作用机制仍有待进一步研究。

综上所述，本研究结果表明辐照可降低成骨

前体细胞 MC3T3⁃E1 的增殖及 ALP 活性，并发现

RANTES可能是成骨细胞受辐照损伤后引发组织

趋化、修复等一系列生物过程的关键因子。
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