
文章编号:1000-5404(2000)08-0713-04　　 论著

角质细胞生长因子对肠上皮细胞辐射损伤的防护作用

王小华 ,周　舟 ,朱光旭 ,楼淑芬 ,冉新泽 ,程天民 ,余争平　　(第三军医大学预防医学系防原医学教研室 、全军复合伤研

究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨角质细胞生长因子(KGF)的辐射防护作用与机制 , 为应用 KGF防护肠道辐射损伤

提供实验依据。方法　应用正常及不同剂量γ射线损伤的肠上皮细胞(IEC-6),通过在培养体系中加入不同

剂量的KGF 后检测细胞增殖活性的变化以及凋亡细胞百分率 ,作为KGF 辐射防护效应和细胞辐射敏感性变

化的指标。结果　正常培养的 IEC-6细胞 , KGF 呈剂量依赖型促细胞增殖作用;10 Gy照射后 KGF 促细胞增

殖作用显著减弱。KGF 预处理能显著降低 IEC-6 细胞辐射敏感性 , 其 IP50(50%增殖抑制照射量)从对照

(15.3±0.6)Gy降至(12.2±0.4)Gy。结论　KGF 具有促肠上皮细胞增殖作用 ,其辐射防护作用表现为降低

细胞辐射敏感性 ,抑制辐射诱导的细胞凋亡可能是其作用机制之一。
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Protective effect of keratinocyte growth factor on intestinal epithelial cell line

No.6 after irradiation
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ment of Radiation Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study radioprotective effect and the mechanism of keratinocyte growth fac-

tor(KGF)on irradiation-induced intestinal epithelial cell line No.6(IEC-6)in order to found a basis

for KGF clinical application.Methods　KGF was added to the culture medium of IEC-6 pre-and post-

exposured to various doses of irradiation.Cell proliferation and percentage of apoptic cells were deter-

mined to indicate the radioprotective effect and cell radiation sensitivity of KGF.Results　KGF exerted

dose-depended effect on the proliferation of normal cultured IEC-6 and the effect was significantly allevi-

ated on that of the radiated IEC-6.The pre-administration of KGF reduced the IEC-6 radiation sensitivity

significantly and 50%inhibition dose of irradiation for cell proliferation(IP50)was decreased from(15.3

±0.6)Gy in non-KGF-treated group to(12.2±0.4)Gy in KGF-treated group.Conclusion　KGF pos-

sesses the effect of improving the proliferation of IEC-6 and its radioprotective effect might be due to the

decrease of cell radiation sensitivity and the inhibition of the apoptosis of radiation-reduced cells.

　　Key words:keratinocyte growth factor;irradiation;intestinal epithelial cell line No.6;cell prolif-

eration;apoptosis

　　肠上皮细胞是构成肠粘膜屏障的主要细胞成份 ,

它具有增殖代谢旺盛 、更新周期短等生理特点 ,对电离

辐射极为敏感 , 是射线损伤的重要靶细胞之一
[ 1]
。辐
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射致肠道损伤 ,常见于核爆炸 、核事故中受大剂量射线

照射 ,更是临床腹部肿瘤放疗过程中最为常见的并发

症之一。探讨电离辐射致肠上皮细胞损伤与修复的机

制 ,寻找辐射致肠道损伤的防治措施 ,是放射生物学领

域十分重要的课题。

　　近年来研究证明 ,角质细胞生长因子(Keratinocyte

growth factor , KGF)具有促进上皮细胞的增殖与分化并

对电离辐射损伤具有防护作用。在美国 ,KGF 是少数
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几个经FDA批准进入 Ⅱ期临床实验的生长因子之一 ,

并有希望成为新类型辐射损伤防护剂应用于临床
[ 2]
。

本研究以体外培养的大鼠空肠上皮细胞株(IEC-6细

胞)为模型 ,着重研究了KGF 对 IEC-6细胞辐射损伤的

防护效应。旨在为临床应用 KGF 作为辐射损伤保护

作用的细胞生长因子提供一些实验依据 。

1　材料与方法

1.1　细胞株
　　正常大鼠空肠上皮细胞株(Intestinal epithelium cell line

No.6 , IEC-6)由本所从美国引进。

1.2　主要试剂
　　DMEM培养基(美国 Sigma 公司产品)按产品说明书配制 ,

培养液每升另加Hepes 10 ml , 青霉素 1×105 U , 链霉素 100 mg ,

NaHCO3 3.7 g , 灭活胎牛血清 100 ml ,临用前无菌加入 L-谷氨酰

胺200 mmol L。KGF(美国 Sigma 公司产品)以 DMEM 培养基稀

释成200 ng ml浓度 ,分装-70℃条件贮存。MTT(美国 Sigma 公

司产品)以 0.1 mol L PBS(pH 7.4)无菌配成 5 mg ml , 4℃冰箱保

存 2周内备用。其他试剂均为北方同正公司产品 。

1.3　主要设备及器材
　　二氧化碳培养箱(美国 Queue 2721 型), 倒置相差显微镜

(日本 Olympus 公司), HT-7000 plus 多孔读数仪(美国 Perkin

Elmer 公司)。

1.4　细胞培养及辐照
　　IEC-6 细胞的培养方法见文献[ 3] , 细胞传 5 代后用于实

验。培养细胞用 60Coγ射线一次性照射 , 照射剂量率为0.589

Gy min , 样品距源 1.0 m ,照射时间随实验所需剂量确定。

1.5　细胞增殖活性测定
　　用 MTT 比色法测定细胞增殖活性。处于指数生长期的

IEC-6 细胞用 0.125%胰酶消化后 , 接种在 96 孔细胞培养板上 ,

置CO2 培养箱内孵育 , 经不同实验处理的细胞在加入MTT 溶液

20 μl后继续培养 4 h ,然后弃培养上清 , 各孔加入 150μl的二甲

基亚砜(DMSO), 室温振荡 10 min ,HT-7000 plus 多孔读数仪 490

nm 处读取光密度值 , 以 DMEM 培养液作空白对照。

1.6　细胞凋亡检测
　　10 000个培养的 IEC-6 细胞在不同处理后 , 按 Dive等[ 4] 报

道的方法用 FACscan 流式细胞仪(美国 Becton Dickinson公司)检

测细胞正向光散射与侧向光散射的变化 , 凋亡细胞的光反射信

号由正向散射向侧向散射飘移 ,其变化强度为凋亡细胞的百分

率变化。

1.7　实验分组
　　研究共分3 组 , 每组实验均重复3 次。 ①KGF 对正常 IEC-6

细胞增殖活性影响的量效关系:将 IEC-6 细胞按 2×105 细胞 

孔 ,接种于 96 孔培养板 , 在 0 ～ 100 ng ml范围内分别加入不同

剂量的KGF , 在加入 KGF后 1、2 、4 d 检测细胞增殖活性;②KGF

对受照 IEC-6细胞增殖活性影响的量效关系:将 IEC-6 细胞按

2×105 细胞 孔 , 接种于 96 孔培养板 , 用 60Co γ射线 10 Gy 照

射 ,受照后 30 min加入不同剂量的 KGF 继续培养 , 在加入 KGF

后 1、2、4 d 分别检测细胞增殖活性;③KGF 预处理对不同剂量

射线辐照的防护作用:将 IEC-6 细胞按 2×105 细胞 孔 ,接种于

96 孔培养板 ,以 10 ng ml KGF 预处理 24 h 后 , 分别受不同剂量
60Coγ射线照射 , 受照后继续培养 , 于受照后 2 d 检测细胞增殖

活性。上述 3组实验中每次实验均平行重复至少 3 孔。

1.8　统计学分析
　　对不同剂量KGF 处理后不同时间点细胞增殖活性的变化

作双因素方差分析(Two-way ANOVA), 组内与组间差别作 Stu-

dent' s t检验;用非线性最小二乘法作曲线拟合 ,计算细胞增殖

活性抑制 50%时受照剂量值(50% Inhibition dose of irradiation for

cell proliferation , IP50), 上述统计学分析均用 Minitab 10 统计软件

(美国 Minitab Inc公司)完成。

2　结果

2.1　KGF 对正常培养的 IEC-6细胞增殖活性的影响
　　KGF对 IEC-6 细胞显示出显著的促增殖作用 , 结果见表 1。

双因素方差分析表明 ,不同剂量的 KGF处理与处理后不同时间

对细胞增殖活性影响表现为交互作用显著(P <0.01);KGF 处

理对 IEC-6 细胞呈剂量依赖型促增殖作用 , 但随处理时间的延

长逐渐减弱 ,表现在第 1 天 KGF 依赖浓度为 0.1 ng ml即显示

促增殖作用 ,而在第 4 天 , KGF浓度达到 10 ng ml时才表现出显

著的促增殖效应 , KGF浓度增加了 100 倍。这是否与细胞本身

的老化致增殖活性降低有关仍有待进一步阐明。

表 1　KGF对正常 IEC-6细胞增殖活性的

影响(n=9 , x ±s , D490)

Tab 1　Effects of KGF on the proliferation of normal IEC-6

cells(n=9 ,  x±s , D490)

Cell prolif eration after KGF treatment(d)
Dose(ng ml)

1 2 4

0(Control) 0.111±0.007 0.149±0.014 0.247±0.018

0.01 0.118±0.016 0.151±0.050 0.240±0.017

0.1 0.129±0.010＊ 0.169±0.014 0.266±0.008

1 0.136±0.011＊＊ 0.174±0.012＊ 0.269±0.004

10 0.141±0.014＊＊ 0.191±0.007＊＊ 0.284±0.001＊

100 0.144±0.015＊＊ 0.207±0.005＊＊ 0.304±0.013＊

＊:P <0.05 , ＊＊:P <0.01 vs control

2.2　KGF 对受照 IEC-6细胞增殖活性的影响
　　培养的 IEC-6细胞受 60Coγ射线 10 Gy 照射后 30 min , 在培

养体系中加入不同剂量的 KGF , 观察 KGF 对辐射损伤的 IEC-6

细胞是否仍有促增殖作用。结果发现受照细胞仅在第 1 天

KGF浓度为 10 ng ml时表现为显著的促增殖作用;而在其它检

测时间点以及不同剂量组均未能观察到促增殖效应 , 双因素方

差分析也未显示交互作用 , 见表 2。这些结果表明 , 在受照的

IEC-6 细胞 , KGF促增殖作用较之在正常细胞显著地减弱 ,提示

KGF 作为治疗药物促进辐射损伤细胞的修复 , 其效果可能不
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佳。上述对比研究结果还提示 , KGF 的促细胞增殖效应 , 依赖

于细胞本身结构的功能代谢是否正常。

表 2　KGF对受照 IEC-6细胞增殖活性的

影响(n=9 , x±s , D490)

Tab 2　Effects of KGF on proliferation of 10 Gy irradiated

IEC-6 cells(n=9 , x±s , D490)

Cell prolif eration after KGF treatment(d)
Dose(ng ml)

1 2 4

0(Control) 0.128±0.005 0.086±0.006 0.068±0.009

0.01 0.124±0.012 0.084±0.012 0.064±0.001

0.1 0.134±0.010 0.090±0.008 0.071±0.004

1 0.137±0.008 0.089±0.007 0.074±0.010

10 0.149±0.007＊ 0.099±0.009 0.079±0.014

100 0.148±0.020 0.100±0.016 0.077±0.007

＊:P <0.05 vs control

2.3　KGF 预处理的辐射效应
　　为了证实 KGF是否有防护辐射损伤效应 , 我们将培养的

IEC-6 细胞用 KGF 10 ng ml预处理 24 h , , 然后以不同剂量的射

线辐照 ,照后 2 d 测定细胞增殖活性。结果发现 , KGF预处理有

显著的辐射损伤防护作用 , 尤其是在受到较大剂量辐照(剂量

大于 4 Gy)时这一作用尤为显著 ,见图 1。 在受辐照剂量 20 Gy

范围内 , KGF预处理组的 IP50值为(15.3±0.6)Gy , 而对照组 IP50

值为(12.2±0.4)Gy , 两组相比差别非常显著(P <0.01)。这一

结果清晰地提示 , KGF预处理可降低 IEC-6 细胞的辐射敏感性。

图 1　KGF(10 ng ml)预处理 IEC-6细胞后的辐射效应

Fig 1　Effects of pretreatment with KGF(10 ng ml)on cell

proliferation following different dose of γ irradiation

in IEC-6 cells　＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs 0 Gy;

#:P<0.05 , ##:P <0.01 vs control

2.4　KGF 预处理抑制辐射诱导的细胞凋亡
　　用KGF 10 ng ml预处理 IEC-6 细胞 24 h , 然后γ射线 10 Gy

辐照 ,照后 24 h 检测凋亡细胞百分率。 结果显示 , KGF 预处理

可显著地阻抑 10 Gy 辐照诱导的细胞凋亡 ,见图 2。

图 2　KGF预处理抑制辐射诱导的细胞凋亡

Fig 2　Inhibition ofγirradiation induced apoptosis in IEC-6 cells by KGF pretreatment

3　讨论

　　KGF 是由间质细胞分泌的具有肝素结合特性的成

纤维细胞生长因子(Fibroblast growth factor , FGF)家族

中的一员 ,又称为 FGF-7。KGF 的特异性靶效应细胞

是上皮细胞 。近年来大量研究证实 , KGF 具有广泛的

生物学活性。如 KGF 可促进上皮细胞增殖与分化
[ 5]
;

促进皮肤创面的愈合
[ 6]
;维持细胞骨架的稳定等

[ 7]
。

另外 KGF在辐射损伤防护效应方面国外也有报道 ,如

KGF可提高小肠粘膜受到射线照射隐窝的存活率
[ 8]
;

对呼吸道上皮细胞受到射线照射和药物引起的粘膜炎

具有保护效应
[ 9]
。KGF 能否作为辐射损伤防护剂正受

到广泛关注。

　　本实验证实 KGF 对正常 IEC-6细胞具有促细胞增
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殖的作用 ,这一结果与文献报道的KGF 在其它类型上

皮细胞的生物学作用相一致;我们的研究进一步显示

受10 Gy 照射的 IEC-6细胞 ,培养体系中加入 KGF 并

未能显示出期待的促细胞增殖效应 ,说明 KGF 的促细

胞增殖作用有赖于细胞处于正常生理状态 ,对已受辐

射损伤的细胞 ,未能显示出促修复作用;提示 KGF 用

于辐射肠道损伤中 ,其治疗效果仍取决于损伤程度的

轻重 ,在仍残留部份隐窝干细胞的条件下 ,KGF仍有作

为辐射防护剂促肠粘膜组织损伤修复的潜能;我们的

实验还发现 ,KGF 预处理能显著地降低 IEC-6细胞对

辐射损伤的敏感性即提高其辐射抗性 ,这一作用在受

到大剂量辐照时更为显著。这表明 ,在腹部肿瘤放疗

中预防性地应用 KGF 可能对减轻肠道辐射损伤的毒

副作用具有重要应用价值 。有人认为 KGF 促呼吸道

上皮细胞增殖作用的潜在临床意义在于可以数倍地提

高胸 、肺部肿瘤放疗剂量
[ 9]
。基于本实验体外培养细

胞所获得的结果 ,我们认为应用 KGF 即使不能促进损

伤的修复 ,若能预防性地减轻辐射致组织损伤 ,也不失

为有应用前景的新型辐射防护剂。

　　KGF 的辐射损伤防护作用机制尚不清楚 。但有研

究表明 KGF 在呼吸道上皮细胞具有促进 DNA合成修

复的作用
[ 10]
;还有人

[ 11]
观察到 KGF 可上调细胞内谷

胱甘肽过氧化酶的表达 ,此酶在氧应激反应中清除细

胞内氧自由基过程中起重要作用 ,因而认为KGF 可增

强细胞抵抗氧自由基损伤的机制 。我们的研究发现 ,

KGF 的辐射防护作用可能与抑制辐射诱导的细胞凋亡

有关 ,其直接的证据是KGF 预处理可显著地降低辐射

诱导细胞凋亡的百分率。细胞凋亡是电离辐射致组织

损伤的重要效应方式之一 ,尤其是低剂量受照时细胞

死亡的主要方式是发生凋亡 ,这也是肿瘤放疗的生物

学基础 。已有大量研究证实 ,细胞凋亡的启动与调控

是构成细胞辐射敏感性变化的重要因素 。我们的实验

结果进一步支持这一观点 。关于 KGF 抑制细胞凋亡

并下调细胞辐射敏感性的分子机制 ,我们正在从细胞

增殖(丝裂原)信号传导途径的激活 、凋亡相关基因表

达调控等环节进行深入研究。

　　综上所述 ,本研究进一步证实了 KGF 促正常上皮

细胞增殖的效应 。并且本研究中关于:①KGF 体外对

已受放射损伤的肠上皮细胞不具促修复增殖的作用;

②KGF 预处理可下调肠上皮细胞辐射敏感性;③KGF

预处理可抑制辐射诱导的肠上皮细胞凋亡 ,并可能是

其降低辐射敏感性的重要因素的结果和观点;未见有

类似的报道。

　　(致谢:本文关于细胞辐射敏感性与凋亡的关系受日本产

业医科大学松冈雅人教授启发式讨论 ,特致谢 。)
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