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肿瘤内科学专题 基础研究

［收稿日期］　２０１９０５０９　　［修回日期］　２０１９０８０１

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（编号：８１９７２９
７７）；国家自然科学基金青年项目（编号：８１００１３４５，８１８０２９５５）

［通讯作者］　△许颖，Ｅｍａｉｌ：ｙｉｎｇｘｕ８２５＠１２６．ｃｏｍ

Ｃａｓｐａｓｅ１信号通路介导的细胞焦亡在放射性肠
炎中的作用

李静，吴东明，喻叶，王越峰，许颖△

６１０５００成都，成都医学院第一附属医院 检验科

［摘要］　目的：探讨胱天蛋白酶１（Ｃａｓｐａｓｅ１）信号通路介导的细胞焦亡在放射性肠炎中的作用。方法：Ｘ射线随机
辐射处理５只小鼠建立放射性肠炎模型，另取５只未处理小鼠为对照组。将体外培养的正常人肠上皮细胞分为对照
组、电离辐射（ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＩＲ）组和 Ｃａｓｐａｓｅ１特异性抑制剂（ＺＹＶＡＤＦＭＫ，ＹＶＡＤ）＋ＩＲ组。ＹＶＡＤ＋ＩＲ组用
ＹＶＡＤ处理后辐射。采用ＨＥ染色观察肠组织病理学改变。实时荧光定量 ＰＣＲ检测细胞及肠组织中白细胞介素６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）、ＩＬ８、肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）、ＩＬ１β、ＩＬ１８的 ｍＲＮＡ表达。ＥＬＩＳＡ
法检测小鼠血清及细胞培养基中ＩＬ１β和ＩＬ１８的含量水平。免疫组化检测肠组织中含ｐｙｒｉｎ结构域ＮＯＤ样受体家
族３（ＮＯＰｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙ，Ｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，ＮＬＲＰ３）、Ｃａｓｐａｓｅ１和含 ＣＡＲＤ结构域凋亡相关斑点样蛋白
（ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）的表达情况。蛋白质印迹分析法检测 Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、
ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ的Ｎ末端（ＧＳＤＭＤＮ）、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白表达。Ｃａｓｐａｓｅ１活性检测试剂盒检测 Ｃａｓｐａｓｅ１活性。乳酸脱
氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）检测试剂盒检测培养基中ＬＤＨ释放量。细胞活力测定检测细胞活性。结果：辐射
后小鼠肠组织隐窝结构丧失，绒毛萎缩；ＩＬ１β、ＩＬ１８、ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达增加（Ｐ＜０．０１）；ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、ＧＳＤＭＤＮ、ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白表达增加；血清 ＩＬ１β和 ＩＬ１８含量增加（Ｐ＜０．０１）；
Ｃａｓｐａｓｅ１活性增强（Ｐ＜０．０１）。细胞水平上，与 ＩＲ组相比，ＹＶＡＤ＋ＩＲ组中 Ｃａｓｐａｓｅ１、Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０、ＧＳＤＭＤＮ、ＩＬ
１β、ＩＬ１８蛋白表达水平降低；Ｃａｓｐａｓｅ１活性降低（Ｐ＜０．０１）；ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ１８的ｍＲＮＡ表达降低（Ｐ＜
０．０１）；培养基中ＩＬ１β和ＩＬ１８含量降低（Ｐ＜０．０１）；ＬＤＨ的释放水平降低（Ｐ＜０．０１）；细胞活性增强（Ｐ＜０．０１）。
结论：放射性肠炎主要表现为炎性损伤，其机制可能与肠组织中ＮＬＲＰ３炎性小体诱导的 Ｃａｓｐａｓｅ１依赖性细胞焦亡
的参与相关。
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ｄｕｃｅｄＣａｓｐａｓｅ１ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｒａｄｉａｔｉｏｎｅｎｔｅｒｉｔｉｓ；Ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ；Ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ；Ｃａｓｐａｓｅ１

　　腹盆腔恶性肿瘤是发生率最高的恶性肿瘤之
一，放射疗法在腹盆腔恶性肿瘤患者治愈和姑息治

疗中扮演重要角色［１］。尽管随着放射物理学和技

术的发展，放疗在“物理精准”上已经取得了很大进

步，但“物理精准”方法仍然无法彻底解决辐射对正

常组织毒性作用的问题［２］。在放射治疗腹内或盆

腔恶性肿瘤时，辐射场不可避免地会包括健康肠道，

引发不良后果，随后表现为辐射诱导的肠损伤［３］。

据报道，接受腹内或盆部放疗后的患者，约６０％ ～
８０％会出现急性消化道不适症状，其中，约５０％的
患者会出现不同程度的慢性肠功能障碍［３］。放射

性肠损伤过程复杂，发生机制尚不明确。近年来，越

来越多的证据表明炎症在放射性肠损伤中起重要作

用［３４］。细胞焦亡是近年来新发现的一种依赖半胱

天冬酶活化的促炎程序性细胞死亡方式，以细胞肿

胀裂解并伴随大量促炎因子释放为主要表现形

式［５］，但胱天蛋白酶 １（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅ１，Ｃａｓｐａｓｅ１）介导的细胞焦亡是否参与放
射性肠炎的发生发展，至今尚少见相关报道。因此，

本研究拟结合动物和细胞水平探讨 Ｃａｓｐａｓｅ１信号
通路介导的细胞焦亡在放射性肠炎中的作用，为开

发预防或缓解性治疗提供新的思路。

１　材料和方法

１．１　实验材料
６～８周龄，雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，体重（１８±２）ｇ，

购于达硕动物科技有限公司，动物饲养严格遵守实

验标准进行。正常人肠上皮细胞株（ｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＩＥＣ）为本课题组保存。
ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ的Ｎ末端（ＧＳＤＭＤＮ）、含ｐｙｒｉｎ结构域
核苷酸结合寡聚化结构域样受体家族３［ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ（ＮＯＤ）ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｆａｍｉｌｙ，ｐｙｒｉｎｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ３，ＮＬＲＰ３］抗体、胱天
蛋白酶１特异性抑制剂（ＺＹＶＡＤＦＭＫ，ＹＶＡＤ）购
自Ａｂｃａｍ公司。Ｃａｓｐａｓｅ１、含 ＣＡＲＤ结构域凋亡相
关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｐｅｃｋｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａＣＡＲＤ，ＡＳＣ）、白细胞介素 １８（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１８，ＩＬ１８）、ＩＬ１β、Ｃａｓｐａｓｅ１ｐ２０抗体购自 ＣＳＴ
公司。ＧＡＰＤＨ抗体，辣根过氧化物酶标记的山羊抗
小鼠 ＩｇＧ和山羊抗兔 ＩｇＧ购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司。
Ｃａｓｐａｓｅ１活性检测试剂盒、乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅ
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）释放检测试剂盒、ＣＣＫ８试剂盒、
蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物技术公

司。免疫组化试剂盒及二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚ
ｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色液购于北京中杉金桥。本实验所用
细胞９６孔板、六孔板、培养皿均购于 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。
ＭＥＭ培养基、０．２５％胰酶购于ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血
清、青链霉素购于Ｇｂｉｃｏ公司。ＲＮＡ提取试剂盒购
于北京索莱宝生物公司。逆转录及扩增试剂盒购于

ＢＩＯＲＡＤ公司。ＥＬＩＳＡ试剂盒购自贝塞维斯（深
圳）生物科技公司。
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１．２　实验方法
１．２．１　标本收集及处理　随机将１０只健康小鼠分
为对照组（ｎ＝５）和辐射组（ｎ＝５）。辐射组小鼠经
麻醉后仰卧固定，腹部辐射野３０ｍｍ×５０ｍｍ，Ｘ线一
次性辐射 １５Ｇｙ［６］，对照组麻醉后不做处理。辐射
７ｄ后，取对照组和辐射组血清用于 ＥＬＩＳＡ检测，然
后断颈处死，迅速切开腹腔取小鼠小肠，取部分置于

１００ｇ／Ｌ甲醛溶液中固定，部分存放于－８０℃。
１．２．２　细胞培养和处理　将复苏的 ＨＩＥＣ细胞用
含有１５％的 ＦＢＳ，１００μｇ／ｍＬ链霉素和１００Ｕ／ｍＬ青
霉素的 ＭＥＭ培养基，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培
养。待细胞达到７０％～８０％汇合时，分为对照组、电
离辐射（ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＩＲ）组和 ＹＶＡＤ＋ＩＲ组。
ＩＲ组采用 Ｘ线一次性辐照１５Ｇｙ，ＹＶＡＤ＋ＩＲ组用
ＹＶＡＤ（１００μＭ）处 理 后［７］，Ｘ 线 一 次 性 辐 照
１５Ｇｙ［６］，辐照后继续培养２４ｈ用于后续实验。
１．２．３　细胞活力测定　取对数生长期的细胞以
５０００个细胞／孔接种到９６孔培养板上，每组设置６
个复孔，培养过夜。处理后２４ｈ，根据制造商说明书
检测细胞活力。重复实验３次。
１．２．４　Ｃａｓｐａｓｅ１活性分析　将达到７０％～８０％汇
合的细胞分为对照组、ＩＲ组和 ＹＶＡＤ＋ＩＲ组。ＩＲ
组采用 Ｘ线一次性辐照 １５Ｇｙ；ＹＶＡＤ＋ＩＲ组用
ＹＶＡＤ（１００μＭ）处 理 后［７］，Ｘ 线 一 次 性 辐 照
１５Ｇｙ［６］，辐照后继续培养２４ｈ，收集细胞。辐射处理
小鼠后，收集对照及辐射组小鼠肠组织，根据制造商

说明书检测Ｃａｓｐａｓｅ１活性。重复实验３次。
１．２．５　ＬＤＨ释放测定　将对数生长期的细胞以
５０００个细胞／孔接种到９６孔培养板，每组设置３个
重复孔，培养过夜。处理后２４ｈ，收集细胞培养液。
根据制造商说明书检测ＬＤＨ水平。重复实验３次。
１．２．６　ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１β、ＩＬ１８含量　将对数生长
期的细胞以５０００个细胞／孔接种到９６孔培养板，
每组设置３个重复孔，培养过夜，处理后２４ｈ，收集
细胞培养液。辐射处理小鼠后，收集对照及辐射组

小鼠血清，根据制造商说明书检测 ＩＬ１β、ＩＬ１８含
量。重复实验３次。
１．２．７　蛋白质印迹分析　使用 ＲＩＰＡ裂解液裂解
处理后的小鼠肠组织与细胞，使用ＢＣＡ蛋白质测定
试剂盒测定总蛋白质含量水平，随后进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，将凝胶中蛋白质转移至 ＰＶＤＦ膜上，
５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，将膜与一抗４℃摇床孵育
过夜。次日用ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ×３次，然后二抗室温
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗１０ｍｉｎ×３次，显影、成像。重复实

验３次。
１．２．８　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）　检测肠组
织和ＨＩＥＣ中ＩＬ６、ＩＬ８、ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ１８的ｍＲ
ＮＡ水平，引物由上海生工生物公司合成（表１、２）。
参照 ＲＮＡ提取试剂盒说明书提取各组 ＲＮＡ，用
ＢＩＯＲＡＤ逆转录试剂盒进行逆转录，分别将２μｇ的
总ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，操作按照试剂盒说明书进
行。利用ＢＩＯＲＡＤ的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭｉｘ试剂盒
检测 ｍＲＮＡ表达水平，按照试剂盒说明书进行操
作。重复实验３次。
表１　小鼠基因ＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ１．ＰＣＲＰｒｉｍｅｒｏｆＭｏｕｓｅＧｅｎｅｓ

Ｇｅｎｅ
（ｍｏｕｓｅ） Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＩＬ１β
Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＴＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡ
ＣＡＧＴＧＡＴ３′ １２０

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＧＣＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡ
ＧＧＡ３′

ＩＬ１８ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＡＣＴＴＴＧＧＣＣＧＡＣＴＴＣＡＣＴ
ＧＴ３′ １２５

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＧＧＧＴＴＣＡＣＴＧＧＣＡＣＴＴＴＧ
ＡＴ３′

βａｃｔｉｎ
Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＧＧＴＴＣＡＣＴＧＧＣＡＣＴＴＴＧ
ＡＴ３′ １７４

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴ
ＡＣＣ３

ＩＬ６ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＧＡＡＡＴＧ
ＡＧＡ３′ １３１

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＣＣＡＧＴＴＴＧＧＴＡＧＣＡＴＣＣ
ＡＴＣ３′

ＩＬ８ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＴＡＧＧＣＡＴＣＴＴＣＧＴＣＣＧＴ
ＣＣ３′ ２００

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＴＣＡＣＣＣＡＴＧＧＡＧＣＡＴＣＡ
ＧＧ３′

ＴＧＦα
Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＣＣＡＡＣＧＧＣＡＴＧＧＡＴＣＴＣ
ＡＡ３′ １８１

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＣＴＴＧＡＣＧＧＣＡＧＡＧＡＧＧＡ
ＧＧ３′

ＴＧＦα：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ．

表２　人源基因ＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ２．ＰＣＲＰｒｉｍｅｒｏｆＨｕｍａｎＧｅｎｅｓ
Ｇｅｎｅ
（ａｕｔｏｍａｔｉｃ）Ｐｒｉｍｅｒ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＩＬ１β
Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＣＧＧＣＡＴＣＣＡＧＣＴＡＣＧＡＡＴＣ
ＴＣ３′ １０１

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＡＣＣＡＧＣＡＴＣＴＴＣＣＴＣＡＧＣＴ
ＴＧＴＣ３′

ＩＬ１８ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＴＧＧＣＴＧＣＴＧＡＡＣＣＡＧＴＡＧＡ
ＡＧ３′ １８０

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＧＡＧＧＣＣＧＡＴＴＴＣＣＴＴＧＧＴＣＡ３′

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ３′ １４４

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ３

ＩＬ６ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＴＴＣＡＡＴＧＡＧＧＡＧＡＣＴＴＧＣＣＴ
ＧＧＴＧ３′ １２７

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＴＧＴＡＣＴＣＡＴＣＴＧＣＡＣＡＧＣＴＣ
ＴＧＧ３′

（Ｔａｂｌｅ２ｃｏｎｔｉｎｕｅｓｏｎｎｅｘｔｐａｇｅ）
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（Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄｆｒｏｍｐｒｅｖｉｏｕｓｐａｇｅ）
Ｇｅｎｅ
（ａｕｔｏｍａｔｉｃ）Ｐｒｉｍｅｒ

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＩＬ８ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＧＡＣＣＡＣＡＣＴＧＣＧＣＣＡＡＣＡＣ３′９３

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＡＣＣＣＴＣＴＧＣＡＣＣＣＡＧＴＴＴＴＣ
Ｃ３′

ＴＧＦα
Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＡＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＡＴＣＡＧＡＧ
Ｇ３′ １２４

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＧＧＴＡＧＧＡＧＡＣＧＧＣＧＡＴＧＣＧ３′

ＴＧＦα：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ．

１．２．９　免疫组织化学染色　将对照组和辐射组小
鼠肠组织石蜡包埋、切片，脱蜡、水化，用柠檬酸缓冲

液高压 １０分钟修复抗原，待自然冷却，３０ｍＬ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２室温避光封闭１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次，山
羊血清３７℃封闭３０ｍｉｎ，４℃过夜孵育 ＮＬＲＰ３抗体、
Ｃａｓｐａｓｅ１抗体、ＡＳＣ抗体。次日，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３
次，３７℃孵育３０ｍｉｎ生物素化山羊抗兔 ＩｇＧ，ＰＢＳ洗
涤５ｍｉｎ×３次，３７℃孵育３０ｍｉｎ辣根过氧化酶标记
链亲和素，ＰＢＳ洗涤５ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色，流水冲

洗１５ｍｉｎ，复染苏木素１ｍｉｎ后，流水冲洗３０ｍｉｎ，待
返蓝色后，脱水封片，于显微镜下观察采集图像。

１．２．１０　ＨＥ染色　将对照组和辐射组小鼠肠组
织，４％多聚甲醛固定，石蜡包埋、切片，根据凯基生
物ＨＥ染色试剂盒说明书进行染色，于显微镜下观
察采集图像。

１．２．１１　统计分析　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件
对实验结果进行统计分析，计量资料以均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）表示；两组间比较采用 ｔ检验，多组之间采
用方差分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　辐射引起肠组织形态改变
由ＨＥ染色结果可见：与对照组小鼠相比，辐射

组小鼠肠组织隐窝结构破坏，炎性细胞浸润，绒毛萎

缩（图１）。

图１　小鼠肠组织病变情况（ＨＥ染色，×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＩｎｔｅｓｔｉｎａｌＴｉｓｓｕｅＬｅｓｉｏｎｓｉｎＭｉｃｅ（ＨＥＳｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
Ｃｏｎ：Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＩＲ：Ｔｈｅｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．

２．２　辐射引起肠组织炎性因子的 ｍＲＮＡ水平增加
与对照组小鼠相比，ｑＲＴＰＣＲ检测结果发现，

辐射组小鼠中 ＩＬ８、ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１８、ＩＬ１β的

ｍＲＮＡ水平增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．００１，图２）。

图２　辐照引起肠组织炎性因子的 ｍＲＮＡ水平增加
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＡｎＩｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｍＲＮＡＬｅｖｅｌｏｆＩｎｔｅｓｔｉｎａｌＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙＦａｃｔｏｒｓＣａｕｓｅｄｂｙＩｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
ＰａｎｅｌＡａｎｄＢｓｈｏｗｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ８，ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ１８ａｎｄＩＬ６ｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３．Ｃｏｎ：Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＩＲ：Ｔｈｅｉｏｎｉｚｉｎｇｒａ
ｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．
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２．３　辐射引起 ＮＬＲＰ３激活并诱导肠组织发生细胞
焦亡

　　免疫组化结果显示：与对照组小鼠相比，辐射引
起ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＡＳＣ在辐射组小鼠肠组织中
表达增强（图３Ａ）。蛋白质印迹结果显示，与对照
组小鼠相比，辐射组小鼠肠组织中 ＩＬ１β、ＩＬ１８、

Ｃａｓｐ１ｐ２０、ＧＳＤＭＤＮ表达增强（图３Ｂ）。ＥＬＩＳＡ实
验结果显示，与对照组小鼠相比，辐射组小鼠血清中

ＩＬ１β、ＩＬ１８含量明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图３Ｃ）。Ｃａｓｐａｓｅ１活性检测试验发现，辐射
组小鼠肠组织中Ｃａｓｐａｓｅ１活性明显增强，差异有统
计学意义（Ｐ＜０．００１，图３Ｄ）。

图３　辐照引起 ＮＬＲＰ３激活并诱导肠组织发生细胞焦亡
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＮＬＲＰ３ＡｃｔｉｖａｔｅｄａｎｄＩｎｔｅｓｔｉｎａｌＴｉｓｓｕｅＰｙｒｏｐｔｏｓｉｓＩｎｄｕｃｅｄｂｙＩｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
ＰａｎｅｌＡｓｈｏｗｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＬＲＰ３，Ｃａｓｐａｓｅ１，ＡＳＣｉｎｍｏｕｓｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）；ＰａｎｅｌＢ
ｓｈｏｗｓｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＩＬ１β，ＩＬ１８，ＧＳＤＭＤＮｉｎｍｏｕｓｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ａｎｄＮｔｅｒｍｉｎａｌ，Ｃａｓｐ１ｐ２０
ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ；ＦｉｇｕｒｅＣｓｈｏｗｓｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βａｎｄＩＬ１８ｉｎｓｅｒｕｍｏｆｍｉｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ；Ｆｉｇ
ｕｒｅＤｓｈｏｗｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ１ｉｎｍｏｕｓｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅ．Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３．Ｃｏｎ：Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＩＲ：
Ｔｈｅｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．

２．４　ＹＶＡＤ抑制辐射性细胞焦亡的发生
蛋白质印迹结果发现，与 ＩＲ组细胞相比，ＩＲ＋

ＹＶＡＤ组细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ１、ｃａｓｐａ１ｐ２０、ＧＳＤＭＤＮ、
ＩＬ１β、ＩＬ１８蛋白表达降低（图４Ａ）；Ｃａｓｐａｓｅ１活性
检测试验显示 ＩＲ＋ＹＶＡＤ组细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ１活
性明显低于 ＩＲ组细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图４Ｂ）；ＥＬＩＳＡ实验结果显示，与 ＩＲ组细胞
培养液相比，ＩＲ＋ＹＶＡＤ组细胞培养液中 ＩＬ１β、
ＩＬ１８含量明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０１，图４Ｃ－Ｄ）。
２．５　ＹＶＡＤ减轻放射性炎性损伤

与ＩＲ组细胞相比，ｑＲＴＰＣＲ检测结果发现 ＩＲ
＋ＹＶＡＤ组细胞中 ＴＮＦα、ＩＬ１８、ＩＬ８、ＩＬ６、ＩＬ１β
的 ｍＲＮＡ水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图５Ａ－Ｅ）。ＬＤＨ释放检测与ＣＣＫ８活性检测实验
发现，与 ＩＲ组细胞相比，ＩＲ＋ＹＶＡＤ组细胞中 ＬＤＨ
释放水平明显降低，细胞活性明显增强，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５，图５Ｆ－Ｇ）。
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图４　ＹＶＡＤ抑制辐射性细胞焦亡的发生
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＯｃｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆＲａｄｉｏａｔｉｏｎＩｎｄｕｃｅｄＰｙｒｏｐｔｏｓｉｓＩｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＹＶＡＤ
ＰａｎｅｌＡｓｈｏｗｓｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣａｓｐａｓｅ１，ＩＬ１β，ＩＬ１８，ＧＳＤＭＤＮ，ａｎｄＣａｓｐ１ｐ２０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ；ＰａｎｅｌＢｓｈｏｗｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣａｓｐａｓｅ１ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ；ＰａｎｅｌＣａｎｄＤｓｈｏｗｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１βａｎｄＩＬ１８ｉｎｔｈｅｃｕｌ
ｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ．ＴｈｅＩＲｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．００１，ｎ＝３；ｔｈｅＩＲ＋ＹＶＡＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝３．Ｃｏｎ：Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＩＲ：Ｔｈｅｉ
ｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．

图５　ＹＶＡＤ减轻放射性炎性损伤
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＲａｄｉａｔｉｏｎＩｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙＩｎｊｕｒｙＲｅｄｕｃｅｄｂｙＹＶＡＤ
ＰａｎｅｌＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ，ａｎｄＧｓｈｏｗｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ１８，ＩＬ８，ＩＬ６，ａｎｄＩＬ１βｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａ
ｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ．ＰａｎｅｌＦｓｈｏｗｓｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆＬＤＨｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＰａｎｅｌＧｓｈｏｗｓｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｌｅｖｅｌ
ｏｆｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８ａｓｓａｙ．ＴｈｅＩＲｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ
＜０．００１，ｎ＝３；ｔｈｅＩＲ＋ＹＶＡＤｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，ｎ＝３．Ｃｏｎ：Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ＩＲ：Ｔｈｅｉｏｎｉｚｉｎｇ
ｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．
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３　讨　论

放疗是腹盆腔恶性肿瘤患者治疗的重要组成部

分，对于原发、复发或转移病灶均有确切疗效［１］。

然而，放疗在损伤肿瘤细胞的同时，不可避免会损害

机体正常细胞，进而引发多种并发症［８９］。据报道，

世界上每年接受腹、盆部放疗的肿瘤患者高达 ５０
万，其中约７０％～８０％的患者会出现急性肠道症状，
严重影响患者治疗进展和生存质量［３，１０１１］。因此，

迫切需要更好地理解放射性肠损伤的疾病机制，以

便为寻求新的治疗、预防方法提供新的见解。

ＲＥ是腹部或盆腔照射后的一种常见并发症，
可发生于任何节段肠道，约有 ５％～１７％的发生
率［３，１１］。有研究发现 ＲＥ本质上是一种炎症，在放
射性肠损伤过程中有多个炎性相关基因被上调，并

通过不断募集炎症细胞，导致细胞内或细胞间炎症

反应被不断放大［１２１４］。本研究通过 Ｘ射线一次性
辐射小鼠腹部１５Ｇｙ模拟放射性肠损伤，实验结果
显示，辐射组小鼠肠组织中炎性细胞浸润明显，ＩＬ６
等炎性因子的 ｍＲＮＡ水平明显升高。这些结果，提
示辐射导致的放射性肠损伤的主要表现为炎性损

伤，ＲＥ动物模型构建成功［５］。

细胞焦亡是近期发现的一种高度依赖于

Ｃａｓｐａｓｅ１活化的促炎程序性细胞死亡方式［１５１６］。

多项研究发现，ＮＬＲＰ３炎性小体诱导的细胞焦亡与
痛风 、阿尔茨海默病等多种炎症相关疾病的进展关

系密切［１７２０］。因此，我们进一步检测细胞焦亡相关

标志物在肠组织中的表达，探讨 ＲＥ的炎性反应过
程是否有ＮＬＲＰ３炎性体诱导的Ｃａｓｐａｓｅ１依赖性细
胞焦亡参与。实验结果发现，辐射组小鼠肠组织中

ＮＬＲＰ３炎性体与ＧＳＤＭＤＮ、Ｃａｓｐｓａｅ１ｐ２０等焦亡标
志蛋白表达明显增加；Ｃａｓｐａｓｅ１活性增强；且辐射
组小鼠血清中的 ＩＬ１８、ＩＬ１β含量水平均高于未照
射的正常小鼠，提示 ＮＬＲＰ３炎性体诱导的 Ｃａｓｐａｓｅ
１依赖性细胞焦亡可能参与放射性肠损伤的发生、
发展过程。

由于细胞焦亡是一种炎症性细胞死亡方式，它

有通过释放炎性因子促进清除病原体的作用，但也

有研究表明，发生肿胀破裂的焦亡细胞，继而会释放

内容物引发级联放大的炎症反应，可能会加重疾病

进展［２１２２］。为了进一步明确 Ｃａｓｐａｓｅ１信号通路介
导的细胞焦亡在 ＲＥ中的作用，我们进行了体外细
胞相关实验。实验结果发现，ＩＲ＋ＹＶＡＤ组细胞中
的焦亡水平、ＩＬ６等炎性因子的ｍＲＮＡ水平及 ＬＤＨ

释放水平明显低于 ＩＲ组细胞，细胞活力明显高于
ＩＲ组细胞，提示抑制细胞焦亡的发生可以减弱辐射
诱导的炎性反应，从而减轻放射性损伤。

综上，本实验成功建立了ＲＥ动物模型，并检测
了辐射后肠组织中 ＮＬＲＰ３炎性小体的激活情况及
Ｃａｓｐｓａｅ１ｐ２０等焦亡相关指标，得出 ＮＬＲＰ３诱导的
Ｃａｓｐａｓｅ１依赖性细胞焦亡参与了ＲＥ的发病。接着
我们通过体外细胞实验，检测 ＹＶＡＤ处理后辐射的
焦亡水平及炎性损伤情况，得出Ｃａｓｐａｓｅ１信号通路
介导的细胞焦亡可能在ＲＥ发生发展中具有一定的
致病作用。本研究结果为揭示ＲＥ这一复杂疾病的
发病机制及寻求有效途径预防治疗提供了一定的理

论基础。但 ＮＬＲＰ３炎性小体是被怎样的途径激活
及如何抑制细胞焦亡的具体下游成分来达到治疗

ＲＥ的目的，仍需深一步的研究。

作者声明：本文全部作者对于研究和撰写的论
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