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贫铀通过内质网应激诱导甲状腺损伤
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［摘　要］　目的　探究贫铀（ＤＵ）诱导甲状腺损伤的机制，并探索其防治方法。方法　将大鼠甲状腺细胞 ＦＲＴＬ５分别用
５００μｍｏｌ／Ｌ的贫铀溶液作用不同时间，用 ＣＣＫ８法检测细胞活力。将 ＦＲＴＬ５细胞暴露于不同浓度的贫铀，用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ
染色法检测细胞凋亡情况，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测葡萄糖调节蛋白７８（ＧＲＰ７８）的表达，用免疫荧光染色法检测转录激活因子６（ＡＴＦ６）
的表达。将ＦＲＴＬ５细胞暴露于５００μｍｏｌ／Ｌ的４苯基丁酸（４ＰＢＡ），用 ＣＣＫ８法检测细胞活力。将 ＦＲＴＬ５细胞分为对照组、ＤＵ
组和４ＰＢＡ＋ＤＵ组，分别进行相应的处理后，用ＣＣＫ８法检测细胞活力。结果　贫铀导致了ＦＲＴＬ５细胞活力下降和细胞凋亡；贫
轴诱导ＦＲＴＬ５细胞ＧＲＰ７８和ＡＴＦ６表达增加；５００μｍｏｌ／Ｌ的４ＰＢＡ对ＦＲＴＬ５细胞的活力没有影响；４ＰＢＡ预处理缓解了贫轴诱
导的细胞活力的下降。结论　贫铀通过内质网应激诱导甲状腺细胞损伤，靶向内质网应激的治疗可能具有缓解贫铀导致的甲状腺
损伤的作用。
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　　铀（ｕｒａｎｉｕｍ）是一种在自然界广泛存在的金属元
素。天然铀主要由２３４Ｕ、２３５Ｕ和２３８Ｕ组成，其丰度分别
为０．０１％、０．７１％和９９．２８％，具有重金属属性和一定
的放射性［１］。贫铀（ｄｅｐｌｅｔｅｄｕｒａｎｉｕｍ，ＤＵ）是天然铀浓
缩产生的副产品，其化学性质与天然铀相似，放射性为

天然铀的６０％［２］。贫铀具有密度高、韧性强、穿透力

好等物理性质，常被应用于军事装备，如贫铀穿甲弹、

贫铀防护装甲等［３］。贫铀在民用活动中也比较常见，

如核电燃料的生产会产生大量的贫铀，牙科烤瓷冠中使

用的荧光添加剂含有贫铀，医院Ｘ射线屏蔽材料含有贫
铀，商用飞机以及游艇内的建造材料等也需要贫铀［３］。

贫铀是一种新型的污染物［３］。２０世纪９０年代，在
一场军事行动中，贫铀武器被大量应用，当地环境中贫

铀的含量急剧增加，导致参战人员和当地居民产生了一

种称为“波斯湾综合症”的症状［４］，贫铀因对环境和健

康的影响而被人们所关注。贫铀会对人体产生明显的

损伤，研究证明，贫铀可通过呼吸道、消化道、受损的皮

肤等途径进入体内，并沉积于多个部位，引起相应的症
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状［３］。目前的研究主要关注贫铀对肾的损伤，其次是骨

骼、肝和肺等［２］，而贫铀对甲状腺的损伤关注较少。

甲状腺是人体重要的内分泌器官，其分泌的甲状

腺激素作用于全身的各个组织，对于人体的生长发育

和生理功能具有重要作用。甲状腺功能障碍会引起生

长发育迟滞、神经发育障碍、代谢紊乱和多种生理功能

不全，最终可导致呆小症、甲状腺功能亢进或者甲状腺

功能减退等疾病，严重影响患者健康［５］。然而，甲状

腺是一个对环境因素特别敏感的器官。有研究显示，

镉和铬等多种重金属可导致甲状腺破坏性改变，引起

甲状腺功能障碍，进而引发一系列的症状［６７］。铀暴露

也可能会引起某些甲状腺相关疾病的发生［８］。研究

显示，铀暴露会导致斑马鱼的甲状腺损伤，引起甲状腺

激素水平发生变化［９］。因此，甲状腺是贫铀损伤的重

要靶器官之一。但是，目前未见关于贫铀致甲状腺损

伤机制的研究。本研究使用大鼠甲状腺细胞 ＦＲＴＬ５
初步探索了贫铀导致甲状腺损伤的机制，为贫铀致机

体损伤的防治寻找可能的治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
贫铀溶液的制备：制作贫铀溶液的材料来源和配

制方法同郝玉徽等［１０］的研究，配制的贫铀溶液浓度为

２ｍｇ／ｍＬ，过滤灭菌，于４℃保存，备用。大鼠甲状腺
细胞ＦＲＴＬ５（上海盈湾生物科技有限公司）。４苯基
丁酸（４ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，４ＰＢＡ）、ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８
（ＣＣＫ８）试剂盒（ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ，美国）。兔源葡萄
糖调节蛋白７８（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ７８，ＧＲＰ７８）、
转录激活因子 ６（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ６，
ＡＴＦ６）抗体（ａｂｃａｍ，英国），βａｃｔｉｎ抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国）。ＲＩＰＡ裂解液、苯甲基磺酰氟
（ＰＭＳＦ）、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、辣根过氧化物酶
标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、超敏 ＥＣＬ化学发光试剂
盒、ＰＢＳ粉剂、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒、
４％多聚甲醛固定液、免疫染色通透液（ＴｒｉｔｏｎＸ１００）、
抗荧光淬灭封片液（含ＤＡＰＩ）、ＦＩＴＣ标记山羊抗兔ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）（上海碧云天生物技术有限公司）。ＤＭＥＭ培
养基、青霉素、链霉素和胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）（Ｇｉｂｃｏ，美国）。山羊血清封闭液（北京中杉金桥
生物技术有限公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　将大鼠甲状腺细胞 ＦＲＴＬ５培
养于含１０％（体积分数）的ＦＢＳ、１００ｋＵ／Ｌ的青霉素和
１００ｍｇ／Ｌ的链霉素的 ＤＭＥＭ中，置于３７℃、５％ＣＯ２

的细胞培养箱中培养。取生长状态良好的细胞用于

实验。

１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞活力　　将ＦＲＴＬ５细胞培
养于９６孔板，每组设置 ３个重复样本。按照 ＣＣＫ８
检测试剂盒说明书进行操作。将细胞进行相应处理

后，弃去旧的培养基，在每孔加入含１０％ＣＣＫ８的新
培养基１００μＬ，孵育１～４ｈ后，检测４５０ｎｍ波长处的
ＯＤ值。细胞活力 ＝（ＯＤ实验组 －ＯＤ空白组）／（ＯＤ对照组 －
ＯＤ空白组）。
１．２．３　细胞凋亡检测　　流式细胞仪检测细胞凋亡
情况。每组设置３个重复样本，将细胞分别用０、１２５、
２５０、５００μｍｏｌ／Ｌ的贫轴溶液处理 ２４ｈ，然后收集细
胞，按照ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒说明书
进行操作。每样本加入１９５μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结
合液，轻轻重悬细胞，然后加入 ５μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ，混匀。再加入 １０μＬ碘化丙啶 （ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色液，混匀后，室温避光孵育 ２０ｍｉｎ，冰
浴、避光。孵育过程中重悬细胞３次。样本通过Ｃ６流
式细胞仪（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ）进行分析。
用ＦｌｏｗＪｏ软件（Ｖｅｒｓｅ１０．４．０）定量分析数据。

原位免疫荧光检测细胞凋亡情况。按照 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒说明书进行操作。每组
设置３个重复样本，将处理后的细胞 １０００ｇ离心
５ｍｉｎ。吸除培养液，用ＰＢＳ洗涤１次，再次１０００ｇ离
心 ５ｍｉｎ，吸除 ＰＢＳ。每样本依次加入 １９５μＬ的
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结合液、５μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、
１０μＬ的ＰＩ染色液，轻轻摇匀。室温避光孵育２０ｍｉｎ，
然后避光冰浴。随即在荧光显微镜（ＤＭ３０００ＬＥＤ；
Ｌｅｉｃａ，Ｇｅｒｍａｎｙ）下进行观察。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ为绿色
荧光，ＰＩ为红色荧光。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内ＧＲＰ７８的表达　　将
ＦＲＴＬ５细胞分别暴露于０、１２５、２５０、５００μｍｏｌ／Ｌ的贫
铀溶液，２４ｈ后收集细胞，用含１％ＰＭＳＦ的ＲＩＰＡ裂解
缓冲液提取总蛋白。用ＢＣＡ法检测蛋白浓度并调平，
然后用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（９０Ｖ，
４０ｍｉｎ；１２０Ｖ，１ｈ）分离蛋白，并将其转移（１１０Ｖ，
１１０ｍｉｎ）到聚偏二氟乙烯膜上。将膜用５％的脱脂奶
粉室温封闭２ｈ，然后分别孵育一抗 ＧＲＰ７８（１∶１０００）
和βａｃｔｉｎ（１∶１０００），在４℃下过夜。将膜用辣根过氧
化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（１∶１００００）在
３７℃下孵育１ｈ。最后使用ＥＣＬ化学发光法进行显影
并用 ＩｍａｇｅＪ（１．５３ｖ）软件分析蛋白条带的灰度值。
１．２．５　免疫荧光染色检测细胞内 ＡＴＦ６的表达　　
将ＦＲＴＬ５细胞分别暴露于０、１２５、２５０、５００μｍｏｌ／Ｌ的
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贫铀溶液，２４ｈ后弃上清，用 ４％的多聚甲醛固定
１０ｍｉｎ，用 ０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００通透 １０ｍｉｎ，然后用
１０％的山羊血清封闭液室温封闭 １ｈ。孵育一抗
（ＡＴＦ６，１∶３００），在４℃下过夜。用 ＦＩＴＣ标记山羊抗
兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（１∶１０００）室温孵育１ｈ。去除二
抗，用含 ＤＡＰＩ的封闭液封闭。使用共聚焦显微镜
（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ５，Ｂｅｎｓｈｅｉｍ，Ｇｅｒｍａｎｙ）采集图像。
１．２．６　检测４ＰＢＡ对细胞活力的影响　　将ＦＲＴＬ５
细胞培养于９６孔板中，每组设置 ３个重复样本。将
ＦＲＴＬ５细胞分为对照组和 ４ＰＢＡ组，分别用 ０、
５００μｍｏｌ／Ｌ的４ＰＢＡ处理２４ｈ，采用 ＣＣＫ８法检测细
胞活力。将ＦＲＴＬ５细胞分为对照组、ＤＵ组和４ＰＢＡ＋
ＤＵ组，４ＰＢＡ＋ＤＵ组用５００μｍｏｌ／Ｌ的４ＰＢＡ预处理
１ｈ，然后将３组细胞分别用０、５００、５００μｍｏｌ／Ｌ的贫
轴溶液处理２４ｈ，采用ＣＣＫ８法检测细胞活力。
１．３　统计学分析

应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０进行统计学分析。所有
数据均采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方
差分析（ＡＮＯＶＡ），进一步的两两比较采用ＬＳＤｔ检验。
双侧检验，检验水准α＝０．０５，Ｐ＜０．０５为差异具有统
计学意义。

２　结果

２．１　贫铀引起ＦＲＴＬ５细胞活力下降和细胞凋亡
将ＦＲＴＬ５细胞分别暴露于５００μｍｏｌ／Ｌ贫铀溶液

０、６、１２、２４ｈ，然后用 ＣＣＫ８法检测细胞活力，结果显
示，贫铀导致ＦＲＴＬ５细胞活力下降，并且细胞活力随
处理时间的延长而降低，细胞活力在２４ｈ时下降最明
显（图１ａ）。将 ＦＲＴＬ５细胞分别暴露于０、１２５、２５０、
５００μｍｏｌ／Ｌ的贫铀溶液２４ｈ，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ染色
后用流式细胞术检测细胞的凋亡情况，结果显示，

ＦＲＴＬ５细胞的凋亡率随着贫铀暴露浓度的增加而增
加（图１ｂ）。将 ＦＲＴＬ５细胞分别暴露于０、１２５、２５０、
５００μｍｏｌ／Ｌ的贫铀溶液２４ｈ，用原位免疫荧光检测细
胞的凋亡情况，结果显示，随着贫铀暴露浓度的增加，

绿色荧光和红色荧光的细胞数量和荧光强度不断地增

加（图１ｃ）。以上实验证明贫铀暴露引起了ＦＲＴＬ５细
胞损伤，导致了ＦＲＴＬ５细胞活力下降和细胞凋亡。
２．２　贫铀引起甲状腺细胞内质网应激

将ＦＲＴＬ５细胞暴露于不同浓度贫铀溶液 ２４ｈ
后，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞 ＧＲＰ７８的表达，结果显
示，ＧＲＰ７８的表达随着贫铀暴露浓度的增加而增加
（图２ａ、ｂ）。ＦＲＴＬ５细胞暴露于不同浓度贫铀 ２４ｈ
后，用免疫荧光染色检测细胞 ＡＴＦ６的表达，结果显
示，细胞ＡＴＦ６的表达随贫铀暴露浓度的增加而增加

（图２ｃ）。以上实验证明贫铀暴露引起了甲状腺细胞
内质网应激。

ａ：ＦＲＴＬ５细胞的活力；ｂ：ＦＲＴＬ５细胞的凋亡率；ｃ：ＦＲＴＬ５细
胞ＦＩＴＣ／ＰＩ染色的荧光图（×４０）　 ：Ｐ＜０．０５

图１　贫铀导致ＦＲＴＬ５细胞活力下降和细胞凋亡

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＦＲＴＬ５细胞ＧＲＰ７８的表达情况；ｂ：蛋白条
带定量分析；ｃ：免疫荧光显示 ＦＲＴＬ５细胞 ＡＴＦ６的表达情况
（×６００）　：Ｐ＜０．０５

图２　贫铀引起了大鼠甲状腺细胞内质网应激
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２．３　抑制内质网应激降低了 ＦＲＴＬ５细胞对贫铀的
敏感性

　　将 ＦＲＴＬ５细胞暴露于 ５００μｍｏｌ／Ｌ的 ４ＰＢＡ
２４ｈ，结果显示，４ＰＢＡ对 ＦＲＴＬ５细胞的活力没有影
响（图３ａ）。然后验证４ＰＢＡ对ＦＲＴＬ５细胞贫铀暴露
后细胞活力的影响，结果显示，４ＰＢＡ预处理的ＦＲＴＬ５
细胞在贫铀暴露后，细胞活力相对 ＤＵ组降低的程度
减轻（Ｐ＜０．０５），见图３ｂ。这说明抑制内质网应激后，
ＦＲＴＬ５细胞对贫铀的敏感性降低。

ａ：４ＰＢＡ对ＦＲＴＬ５细胞活性的影响；ｂ：４ＰＢＡ对贫铀暴露的
ＦＲＴＬ５细胞活性的影响　：Ｐ＜０．０５
图３　抑制内质网应激降低ＦＲＴＬ５细胞对贫铀的敏感性

３　讨论

甲状腺是人体重要的内分泌器官，调节着体内重

要的生理功能，对人体的生长发育和新陈代谢等多种

生理功能具有重要的意义。然而，甲状腺对环境改变

非常敏感。贫铀的暴露会导致甲状腺损伤，引起甲状

腺功能改变，从而可能进一步导致全身的生理功能紊

乱。本研究显示，贫铀暴露后，甲状腺细胞的活力明显

下降，凋亡率明显升高，这与贫铀对肾细胞的影响相

似［１１］，也与重金属铬对甲状腺细胞的影响相似［１２］。

内质网应激途径是细胞凋亡途径之一［１３］。ＧＲＰ７８和
ＡＴＦ６是内质网应激的关键信号分子［１４］。ＧＲＰ７８是一
种存在于真核生物内质网膜上的蛋白，内质网应激会

引起ＧＲＰ７８的表达增加［１５］。ＡＴＦ６是一种膜结合转
录因子，当存在内质网应激时，ＡＴＦ６的表达增加［１６］。

为了解贫铀导致甲状腺损伤的机制，我们探究了贫铀

对甲状腺细胞内质网应激的影响。本研究显示，贫铀

引起了 ＦＲＴＬ５细胞内质网应激相关蛋白 ＧＲＰ７８和
ＡＴＦ６表达的增加，说明贫铀引起了甲状腺细胞内质网
应激。内质网应激在很多病理生理活动中发挥着重要

的作用，其既可保护细胞适应环境改变，也可激活促凋

亡相关信号诱导细胞凋亡［１７］。出现内质网应激后，

ＡＴＦ６的表达增加，可促进下游促凋亡相关分子 ＣＨＯＰ
和 Ｃａｓｐａｓｅ３表达的增加，从而促进细胞凋亡［１６］。

４ＰＢＡ是一种常用于内质网应激抑制的药物，可降低

未折叠蛋白反应，抑制内质网应激，并减少内质网应激

相关蛋白的表达［１８］。为了验证内质网应激在贫铀致

甲状腺损伤中的作用，本研究使用４ＰＢＡ对甲状腺内
质网应激进行调节，结果显示，抑制内质网应激明显降

低了贫铀导致的 ＦＲＴＬ５细胞活力下降的程度，说明
贫铀通过内质网应激诱导了甲状腺细胞的损伤。事实

上，已经有多项研究证明了贫铀可通过内质网应激引

起细胞损伤。例如，铀可通过内质网应激引起肾细胞

的凋亡［１９２０］。

综上所述，本研究初步证明了贫铀通过内质网应

激诱导了甲状腺细胞损伤。以内质网应激为靶向的治

疗方案在贫铀致甲状腺损伤的防治上可能具有良好的

应用前景。
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小鼠肺功能测定及其在放射性肺损伤中的应用

李　杰，焦　露，张　静，陈用来，卢敬萱，舒　畅，柳随义，郝玉徽　（陆军军医大学军事预防医学系防原医学教研室，
重庆 ４０００３８）

［摘　要］　目的　使用ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ动物肺功能仪测量放射性肺损伤小鼠的各项肺功能参数，为评估放射性肺损伤模型小鼠肺
功能变化情况提供数据支撑。方法　１７０只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为对照组和辐照组，对照组再分为 Ｃ０Ｗ组和 Ｃ２４Ｗ组，辐照组小
鼠胸部经钴源一次性总剂量为１５Ｇｙ的γ射线照射后随机分为Ｆ８Ｗ组、Ｆ１６Ｗ组和Ｆ２４Ｗ组，测量小鼠体质量和肺功能指标，并对
肺组织进行ＨＥ染色，观察肺组织病理改变。结果　与Ｃ０Ｗ组相比，Ｃ２４Ｗ组小鼠体质量、深吸气量、呼吸系统阻力、呼吸系统顺应
性、中央气道阻力和体积压力环面积明显增加（Ｐ＜０．０５），呼吸系统弹性、组织弹性、静态顺应性显著降低（Ｐ＜０．０５）。与 Ｃ０Ｗ组
相比，辐照组小鼠体质量无明显差异（Ｐ＞０．０５），Ｆ１６Ｗ组小鼠深吸气量、呼吸系统阻力、静态顺应性和小气道阻力变化显著
（Ｐ＜０．０５）。ＨＥ染色显示，辐照组小鼠肺泡间隔增厚和炎症细胞聚集。结论　通过ＦｌｅｘｉＶｅｎｔ动物肺功能仪测定Ｃ５７ＢＬ／６小鼠肺功
能指标的参考值，可为呼吸系统疾病研究提供参考依据；其中深吸气量、呼吸系统阻力和静态顺应性等可以作为放射性肺损伤的观察

指标。
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