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单宁酸对电离辐射所致巨核细胞损伤的保护作用
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　　［摘要］　目的　研究单宁酸（ｔａｎｎｉｃａｃｉｄ，ＴＡ）对电离辐射所致巨核细胞损伤的保护作用，并探讨其
作用机制。方法　体外培养巨核细胞株Ｍ０７ｅ，经０、０．５、１、２．５、５、１０μｇ／ｍＬ单宁酸预处理后给予１０Ｇｙ
６０Ｃｏγ射线照射，继续培养不同时间，采用ＭＴＴ法、荧光酶标仪检测法和流式细胞术检测技术分别检测
细胞存活率、活性氧（ＲＯＳ）水平、线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）和凋亡率变化。
给予ＢＡＬＢ／ｃ小鼠５Ｇｙ６０Ｃｏγ射线全身一次性照射，复制急性放射损伤实验动物模型，设置生理盐水对
照组和ＴＡ灌胃预处理组，通过尾静脉外周血常规检测和骨髓病理切片观察，分析血小板水平和骨髓巨
核细胞数目变化情况。结果　ＴＡ能够剂量依赖性地提高受照巨核细胞的存活率；与单纯辐照组相比，
ＴＡ预处理可以显著降低细胞内总ＲＯＳ水平（Ｐ＜０．０１）、提高细胞线粒体膜电位（Ｐ＜０．０５）和降低细胞
凋亡率（Ｐ＜０．０５）。动物实验结果显示，ＴＡ预处理能够显著抑制辐射损伤引起的骨髓巨核细胞数量减
少，照后第７、１２、１５、１９天时ＴＡ处理组血小板水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　ＴＡ对
电离辐射所致巨核细胞损伤具有显著保护作用，其作用机制可能与其突出的抗氧化应激活性有关。
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ｗａｎｇｊｕｎｐｉｎｇ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　电离辐射可引起骨髓造血功能障碍，导致血小板
等全血细胞减少，其中血小板减少会导致机体出血和

凝血功能障碍，严重者甚至危及生命。血小板由巨核

细胞产生，有效保护电离辐射对巨核细胞损伤的影响，

对于减轻血小板的损伤至关重要。目前临床上针对因

电离辐射导致的血小板减少症还缺乏有效的防治方法

和特效药物。

　　单宁酸（ｔａｎｎｉｃａｃｉｄ，ＴＡ），又名鞣酸，学名 ３，４，
５一三羟基苯甲酸，是一种广泛存在于茶叶、葡萄籽、
柿子等植物中的多酚羟基化合物［１－２］。近年研究发现

其具有抗肿瘤、抗氧化、抗微生物、抗辐射的作用［３－４］，

但具体作用机制和作用靶点并不明确。本研究拟通过

体外和体内实验，研究单宁酸对电离辐射诱导巨核细

胞损伤的保护作用，并探讨其相关作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　单宁酸购自 Ｓｉｇｍａ公司，ｒｈＧＭＣＳＦ（粒细胞巨噬
细胞集落刺激因子）购自北京北医联合药业有限公

司，胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，
ＭＴＴ细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒、活性氧检测试
剂盒、罗丹明１２３荧光染料、ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ细胞凋
亡检测试剂盒等均购自江苏碧云天生物技术有限公

司。人巨核细胞株Ｍ０７ｅ细胞由本室保存。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　常规方法复苏 Ｍ０７ｅ细胞，采用
ＲＰＭＩ１６４０培养基 ＋１０％胎牛血清 ＋１０ｎｇ／ｍＬｒｈＧＭ
ＣＳＦ，在５％ ＣＯ２、１００％湿度、３７℃条件下进行培养，
每２～３天换液传代１次。
１．２．２　细胞辐照模型建立　　常规培养 Ｍ０７ｅ细胞，
取对数生长期细胞，用１％胎牛血清ＲＰＭＩ１６４０培养液
重悬，细胞分组后分别加入不同浓度 ＴＡ（０、０．５、１、
２５、５、１０μｇ／ｍＬ），随后立即采用１０Ｇｙ６０Ｃｏγ射线照
射处理。

１．２．３　细胞存活率检测　　收集辐照后的细胞进行计
数，按照５×１０４／ｍＬ转接至９６孔板中，每孔１００μＬ。分
别设置未照射组、单纯照射组和 ＴＡ１０μｇ／ｍＬ给药
组，作用２４ｈ后，通过 ＭＴＴ法检测细胞存活率的情
况。重复试验３次。细胞存活率 ＝（实验组 Ｄ５７０－空

白组Ｄ５７０）／（对照组Ｄ５７０－空白组Ｄ５７０）×１００％。
１．２．４　细胞活性氧（ＲＯＳ）水平检测　　对辐照前不
同浓度ＴＡ组的细胞提前３０ｍｉｎ孵育荧光探针ＤＣＦＨ
ＤＡ，并用抗氧化剂 ＮＡＣ１０ｍｍｏｌ／Ｌ作阳性对照，辐照
后用荧光酶标仪立即测量荧光强度，其荧光强度和细

胞总ＲＯＳ水平呈正相关。重复实验３次。
１．２．５　细胞线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）检测　　将辐照后 ６ｈ的细胞按
１∶１０００加入罗丹明１２３荧光染料１０μｍｏｌ／Ｌ孵育，在
５％ ＣＯ２、１００％湿度、３７℃条件下孵育 １０ｍｉｎ，
ＲＰＭＩ１６４０培养液洗涤重悬细胞２次，流式细胞术检测
其荧光强度，其荧光强度和 ＭＭＰ值呈正相关。重复
实验３次。
１．２．６　动物模型的建立及分组给药　　健康雌性
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠２４只（由大坪医院实验动物中心提供），
体质量１８～２０ｇ，８周龄。采用５Ｇｙ６０Ｃｏγ射线全身
一次性均匀照射，复制急性放射损伤实验动物模

型［５］。小鼠分为３组：未处理对照组、单纯照射组、ＴＡ
灌胃预处理组。ＴＡ给药浓度为３００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１，
单纯照射组给予等量生理盐水，照前给药２ｄ，每天
１次。
１．２．７　血小板计数　　照后第０、４、７、１２、１５、１９天取
尾静脉血检测外周血血常规，统计分析各组血小板数

量情况。

１．２．８　骨髓病理切片　　于辐照后第１５天每组随机
抽取３只小鼠颈脱臼法处死，分离股骨立即置于４％
多聚甲醛液中固定，石蜡包埋切片后常规 ＨＥ染
色，倒置显微镜下选取 １５个不同视野计数各组巨
核细胞数量。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行
单因素方差分析，组间比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　细胞存活率检测
　　结果显示随着 ＴＡ浓度的增加，光密度值也随之
增加，呈浓度依赖性关系。与单纯照射组比较，ＴＡ在
浓度 １μｇ／ｍＬ组光密度值即升高（Ｐ＜０．０５），在
１０μｇ／ｍＬ浓度时升高最明显（Ｐ＜０．０１），细胞存活率
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从单纯照射组（２０．０±４．３）％升高到ＴＡ１０μｇ／ｍＬ组
的［（６７．６±４．７）％，Ｐ＜０．０１］，提示 ＴＡ能够显著提
高细胞受辐照后的存活率（图１）。
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１：未处理对照组；２：单纯照射组；３：ＴＡ０．５μｇ／ｍＬ；４：ＴＡ
１μｇ／ｍＬ；５：ＴＡ２．５μｇ／ｍＬ；６：ＴＡ５μｇ／ｍＬ；７：ＴＡ１０μｇ／
ｍＬ；８：ＴＡ２０μｇ／ｍＬ　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与单纯照射
组比较

图１　ＭＴＴ法检测电离辐射作用下Ｍ０７ｅ细胞存活率变化

２．２　细胞ＲＯＳ水平检测
　　采用荧光探针 ＤＣＦＨＤＡ标记细胞，检测细胞总
ＲＯＳ水平。结果显示平均荧光强度值从单纯照射组
的（２１８６５．０±８９５．５）下降到 ＴＡ１０μｇ／ｍＬ组的
［（１０３１３．５±９８３．２），Ｐ＜０．０１］，与阳性对照抗氧化
剂ＮＡＣ１０ｍｍｏｌ／Ｌ作用相似，提示 ＴＡ具有显著降低
巨核细胞辐照 ＲＯＳ水平、抑制氧化应激反应的作用
（图２）。
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１：未处理对照组；２：单纯照射组；３：ＴＡ１０μｇ／ｍＬ组；４：
阳性对照组 ＮＡＣ１０ｍｍｏｌ／Ｌ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与单纯照
射组比较

图２　荧光酶标仪检测Ｍ０７ｅ细胞总ＲＯＳ水平

２．３　细胞线粒体ＭＭＰ检测
　　荧光强度可直接反应 ＭＭＰ电位值，采用罗丹明
１２３标记细胞进行流式细胞仪检测，结果显示照后６ｈ
ＴＡ给药组平均荧光强度（１７４．３±７．４）显著高于单纯
照射组［（１４２．３±９．６），Ｐ＜０．０５］，低于未处理对照组
（１９２．７±８．５），结果与阳性对照ＮＡＣ组类似（图３）。
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Ａ：未处理对照组；Ｂ：单纯照射组；Ｃ：ＴＡ１０μｇ／ｍＬ；Ｄ：阳性
对照ＮＡＣ组
图３　流式细胞术检测Ｍ０７ｅ细胞线粒体膜电位变化

２．４　细胞凋亡检测
　　细胞经过分组辐照处理后１２ｈ检测细胞凋亡率，
结果分别为未处理对照组（１２．３±１．０）％、单纯照射
组（３０．３±２．８）％、ＴＡ１０μｇ／ｍＬ组（１９．８±１．４）％。
与单纯照射组比较，ＴＡ处理组凋亡率显著降低，具有
统计学差异（Ｐ＜０．０５）。结果表明１０μｇ／ｍＬＴＡ能够
减少电离辐射诱导的Ｍ０７ｅ巨核细胞凋亡（图４）。
２．５　小鼠尾静脉血血小板计数
　　经５Ｇｙ６０Ｃｏγ射线全身一次性均匀照射后血小
板迅速降低，单纯照射组在第１５天左右时血小板降至
最低值（１５５．４±８５．８）×１０９／Ｌ，而 ＴＡ灌胃预处理组
血小板最低值在第７天左右，数值为（３２１．６±６３．０）×
１０９／Ｌ，之后就开始缓慢恢复，到第１９天时基本恢复到
０ｄ时的正常水平。在第７、１２、１５、１９天，ＴＡ灌胃预处
理组血小板数量显著高于单纯照射组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），提示ＴＡ能够显著提高辐照小鼠血小板最低值
水平并缩短血小板处于低谷值时间（图５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１，与单纯照射组比较
图５　各组小鼠辐射损伤后血小板变化情况
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Ａ：未处理对照组；Ｂ：单纯照射组；Ｃ：ＴＡ１０μｇ／ｍＬ组
图４　流式细胞术ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色法检测电离辐射诱导Ｍ０７ｅ细胞凋亡情况
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Ａ：未处理对照组；Ｂ：单纯照射组；Ｃ：ＴＡ灌胃预处理组　↑：示巨核细胞
图６　各组小鼠股骨骨髓切片结果　（ＨＥ×４００）

２．６　骨髓切片ＨＥ染色情况
　　照后第１５天取小鼠股骨做骨髓切片，结果显示单
纯照射组骨髓有核细胞明显减少，仅有少数造血细胞

呈散在性分布，有大量的脂肪空泡，基本不见巨核细

胞。ＴＡ灌胃预处理组骨髓有核细胞显著增多，呈片状
分布，并可见大量巨核细胞（图６）。倒置显微镜下计
数１５个不同视野巨核细胞数目，结果表明：尽管 ＴＡ
灌胃预处理组巨核细胞数目（１９．７±９．６）较未正常对
照组（４０．７±２．３）显著减少，但却明显高于单纯照射
组（３．７±２．５），具有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　ＴＡ存在于多种植物中［６］，在我国资源非常丰富，

约７０％以上的中草药及多种树木及果实中均含有此
类鞣质化合物，其有效、安全、低价的特点引起了人们

的广泛关注。近年来，有研究发现 ＴＡ对小鼠辐射损
伤具有明显的整体保护作用［７］，但其作用靶点和分子

机制尚不清楚。本研究以骨髓巨核细胞为观察对象，

结合体外、体内实验深入探讨了 ＴＡ对辐射诱导巨核
细胞损伤和血小板减少的保护作用及其机制。

　　血小板由骨髓巨核细胞经增殖、分化、迁移、成熟
和产板所产生，巨核细胞的数量和质量直接决定了血

小板的数量［８］。当受到电离辐射作用后，全血细胞均

会受到损伤，其中巨核细胞会出现凋亡和死亡从而导

致血小板的减少［９］，如果能够在辐照前将巨核细胞进

行防辐射处理，对于血小板的提前恢复或许具有积极

的意义。本实验结果发现，在体外当给予 ＴＡ预处理
后，巨核细胞的存活率较单纯照射组显著升高；在动物

实验中，ＴＡ预处理组骨髓中巨核细胞数量和外周血小
板水平较生理盐水对照组显著升高，均提示 ＴＡ对电
离诱导的巨核细胞损伤和血小板减少具有明确的保护

作用。

　　巨核细胞在从造血干／祖细胞分化开始到增殖、迁
移、成熟、凋亡产板的过程要受细胞内 ＲＯＳ的调
节［１０］，而细胞在受到辐照时表现出的氧化应激主要体

现在产生高水平的 ＲＯＳ。ＲＯＳ作为细胞凋亡作用中
的第二信使，早已被研究证实在过度升高的情况下会

导致细胞凋亡，造成数量减少［１１］。以往，人们在研究

单宁酸抗氧化作用的过程中发现葡萄籽中的单宁酸对

羟自由基和超氧阴离子自由基具有较强的清除能

力［１２］。人们发现以ＴＡ作为主要成分的红酒多酚具有
升高血清一氧化氮（ＮＯ）和超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）水
平而发挥清除细胞内ＲＯＳ的活性［１３－１４］。我们的实验

结果也证实，ＴＡ与ＲＯＳ清除剂 ＮＡＣ一样能够显著降
低辐照后巨核细胞内的ＲＯＳ水平，表现出突出的抗氧
化应激作用，这可能是 ＴＡ保护巨核细胞电离辐射损
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伤的一个主要原因。

　　线粒体呼吸链酶系产生的 ＲＯＳ主要是指 Ｏ２的单
电子还原产物，超氧阴离子（Ｏ－２·）及其衍生的 ＨＯ２
·、Ｈ２Ｏ２、ＯＨ· 和单线态氧

１Ｏ２等，是细胞内 ＲＯＳ生
成的最主要途径，超出其他所有酶活性的总和［１５］。细

胞内ＲＯＳ生成和ＭＭＰ具有依赖关系已通过实验得到
证实［１６－１７］。Ｙａｎ等［１８］在研究细胞凋亡时发现过量生

成的ＲＯＳ伴随着ＭＭＰ水平的下降。目前认为通过线
粒体途径引起细胞凋亡的机制为：各种凋亡诱导因素

引起原本处于关闭状态的线粒体体内外膜之间的通透

性转换孔（ＰＴＰ）开放，ＭＭＰ降低发生去极化，与细胞
凋亡相关的启动子从线粒体内释放，从而促使细胞凋

亡发生。罗丹明１２３荧光染料能进入线粒体内，其荧
光强度与 ＭＭＰ呈正相关，间接反映了 ＭＭＰ的电位
值。本实验结果提示，电离辐射通过氧化应激使细胞

内过度产生ＲＯＳ，ＲＯＳ水平升高显著会降低 ＭＭＰ，从
而启动了细胞凋亡途径。与单纯照射可以引起 ＭＭＰ
显著降低相比，ＴＡ预处理则能够使巨核细胞 ＭＭＰ在
辐照后依然保持较高的水平，进一步表明 ＴＡ可以通
过抑制ＲＯＳ而维持线粒体膜的完整性。凋亡检测结
果也证实ＴＡ可以在一定程度上减少辐射诱导的巨核
细胞凋亡，至于其发挥作用的相关信号通路还有待进

一步阐明。

　　总之，通过本实验初步证实 ＴＡ对辐射诱导的巨
核细胞损伤和血小板减少具有显著保护作用，其作用

机制可能与抗氧化应激能力有关。除了具有抗辐射保

护作用，至于ＴＡ是否还存在促进巨核细胞增殖分化、
迁移、产板等功能需要作进一步深入研究。ＴＡ作为植
物中尤其是很多食物里存在的化学成分，在自然界广

泛存在，可以推测其在抗辐射损伤方面具有很好的应

用前景，值得进一步开发和研究。
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