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阿米福汀对小鼠放射性肺损伤的防护作用研究 *
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摘要 ：目的    探讨阿米福汀（Amifostine，AMI）对小鼠放射性肺损伤（RILI）的防护作用机制。 

方法  将 24 只雌性 C57BL/6J 小鼠随机分为对照组、单纯照射组、AMI 组。用直线加速器 6MV-X 射线单

次 12Gy 照射小鼠全肺，照射前 30 min 腹腔注射 AMI，对照组和单纯照射组注射同等剂量的生理盐水。照射

14 d 后，留取小鼠肺组织标本，采用苏木精 - 伊红染色法（HE）观察病理改变 ；酶联免疫吸附法（ELISA）

检测支气管肺泡灌洗液中白介素 6（IL-6）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、转化生长因子 -β1（TGF-β1）

表达水平 ；凝胶电泳迁移实验检测核转录因子 -κB（NF-κB）活性 ；免疫组织化学法观察 NLRP3 蛋白的

表达和定位 ；实时荧光定量聚合酶链反应检测肺组织中 NLRP 3 和 IL-1β mRNA 的表达 ；Western blot 检测

NF-κB p65、NLRP3、IL-1β 蛋白的表达。结果  照射后第 14 天，AMI 组与单纯照射组比较，AMI 组肺组

织急性炎症反应减轻；AMI 组支气管肺泡灌洗液中 IL-6、TNF-α 水平下降，TGF-β1 水平升高（P <0.05）；

AMI 组肺组织中 NF-κB 活性下降（P <0.05）；AMI 组肺组织中 NLRP3 蛋白表达下降（P <0.05）；AMI 组

NLRP3 和 IL-1β mRNA 表达下降（P <0.05）；AMI 组 NF-κB p65、NLRP3、IL-1β 蛋白表达下降（P <0.05）。

结论   AMI 可能通过抑制辐射引起的 NF-κB 激活，进而抑制 NLRP3 基因的转录和表达，抑制炎症因子的

释放，减轻 RILI。
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Protective effect of Amifostine against radiation-induced lung 
injury in mice and its mechanism*

Wei Xuan1, Shuai Li1, Xiu-yan Wu2, Yan Geng1, Zhuo Zhang1

(1. Department of Radiotherapy, 2. Department of Medical Oncology, the Second Affiliated Hospital of 
Dalian Medical University, Dalian, Liaoning 116023, China)

Abstract: Objective To investigate the radioprotective function of Amifostine (AMI) in mice with acute 
radiation-induced lung injury and its mechanism. Methods Totally 24 female C57BL/6J mice were randomized 
into 3 groups as AMI group (treated by AMI 200 mg/kg plus radiation), radiation group and solvent control group. 
The mouse lungs in the radiation group and the AMI group were irradiated with linear accelerator 6MV X-ray at a 
single dose of 12 Gy, and those in the solvent control group received sham radiation. The mice in the AMI group were 
intraperitoneally injected with Amifostine 30 minutes before irradiation, while the same volume of solvent was given 
to the control and radiation groups. The mice were sacrified and the mouse lung tissue was collected 14 days after 
irradiation. The pathological changes in the lung tissue were observed after HE staining. The levels of IL-6, TNF-α 
and TGF-β1 in the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were measured by ELISA. The NF-κB activity was detected 
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放射治疗会引起不同级别的肺损伤，其疗效

也会因肺损伤的发生受到严重的影响。阿米福汀

（Amifostine，AMI）是首个世界上被权威组织承认的

广谱细胞保护药物，在不影响放疗疗效的前提下，降

低放、化疗毒性，一定程度上提高患者对放疗的依从

性 [1-2]。已知核转录因子 -κB（nuclear factor kappa B，

NF-κB）可被电离辐射刺激活化，通过提高 NF-κB

活性，介导细胞释放炎症因子，降低 NF–κB 活性，

能有效抑制炎症反应 [3-4]。NF-κB 又可调控 NLRP3

炎症复合体的转录和表达 [5]。本实验复制放射性肺损

伤（radiation-induced lung injury，RILI）小鼠模型，研

究 AMI 是否参与调节 NF–κB、NLRP3 的表达，从

而探讨其干预 RILI 的作用机制

1    材料与方法

1.1    分组与照射方法

24 只 8 周龄 C57BL/6J 雌性小鼠，重量（20±2）g， 

购于大连医科大学动物实验中心。将其随机分成对

照 组、 单 纯 照 射 组、AMI 组， 每 组 8 只。AMI 组 ：

AMI 溶于生理盐水，照射前 30 min 通过腹腔注射给药

200 mg/kg ；对照组和单纯照射组注射同等剂量的溶

剂。4% 水合氯醛腹腔注射（0.1 ml/10 g）充分麻醉小

鼠，塑料鼠夹固定，6MV-X 射线（美国 UNIQUE 直线

加速器），剂量率 0.4 Gy/min，源皮距 =100 cm。对照

组小鼠全肺假照射 0 Gy，其余两组小鼠给予全肺单次

照射 12 Gy。实验过程中未发生小鼠死亡。

1.2    主要试剂和仪器

AMI（ 大 连 美 罗 大 药 厂 ），TRIzol Reagent（ 美

国 Invitrogen 公 司 ）， 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应

（quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-

PCR）试剂盒（日本 TaKaRa 公司），兔抗 NLRP3 多克

隆抗体（美国 Novus 公司），兔抗 NF-κB p65 单克隆

抗体（美国 CST 公司），鼠抗 β-actin 单克隆抗体（美

国 Protein Tech 公司），提取蛋白试剂盒（江苏凯基生

物公司、美国 Pierce Biotech 公司），BCA 试剂盒（北

京索莱宝公司），Western blot 检测试剂盒、二抗购自（江

苏碧云天公司），GE ECL 发光液（美国 Sigma 公司），

小鼠白介素 6（Interleukin-6，IL-6）、肿瘤坏死因子 -α

（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、转化生长因子 -β1

（transforming growth factor-β1，TGF-β1）酶联免疫吸

附法（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）试

剂盒购自江苏雨桐生物科技公司，免疫组织化学法、

DAB 试剂盒购自北京中杉金桥生物公司，Eppendor 低

温冷冻离心机（德国 Eppendor 公司），凝胶成像仪（美

国 UVP 公司），安捷伦荧光定量 PCR 仪（美国安捷伦

公司），UNIQUE 直线加速器（美国瓦里安公司）。

1.3    苏木精 - 伊红染色和免疫组织化学法

解剖小鼠取肺组织，4% 多聚甲醛固定 24 h，常

规脱水、透明、浸蜡、包埋、制备组织切片。常规

脱 蜡 至 水 后 苏 木 精 - 伊 红 染 色（hematoxylin-eosin 

staining，HE），显微镜下观察组织病理改变。免疫组

织化学法步骤 ：常规脱蜡至水，3% 双氧水 H2O2 室温

作用 18 min，PBS 冲洗 3 次，3 min/ 次。0.01 mol/L 柠

檬酸盐缓冲液（pH =6.0）抗原修复，冷却至室温后，

PBS 冲洗 3 次，3 min/ 次。正常山羊血清封闭，室温

15 min ；滴加 NLRP3 一抗工作液（1 ∶ 100），4℃过

by EMSA. The expression and positioning of nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat containing protein 
3 (NLRP3) in the lung tissue were observed by immunohistochemical method. The expressions of NLRP3 and IL-
1β mRNAs in the lung tissue were assayed by qRT-PCR. And the expressions of NF-κB p65, NLRP3 and IL-1β 
proteins in the lung tissue were assayed by Western blot. Results On the 14th day after irradiation, compared with 
the radiation group, acute inflammatory reaction of the lung tissue was alleviated, the IL-6 and TNF-α levels in 
BALF were markedly decreased (P  < 0.05), the level of TGF-β1 in BALF rose slightly (P  < 0.05), and NF-κB activity 
in the lung tissue was obviously reduced (P  < 0.05) in the AMI group. Immunohistochemical results showed that the 
expressions of NLRP3 and IL-1β mRNAs were obviously reduced (P  < 0.05), and the expressions of NF-κB p65, 
NLRP3 and IL-1β proteins in the lung tissue were obviously reduced (P  < 0.05) in the AMI group compared to the 
radiation group. Conclusions Amifostine can down-regulate the activitity of NF–κB, then inhibit transcription and 
expression of NLRP3  gene and effectively reduce the release of inflammatory cytokines, therefore alleviate acute 
radiation-induced lung injury in mice.

Keywords:  Amifostine; radiation-induced lung injury; nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat 
containing proteins; nuclear factor-κB; interleukin-1β
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夜（>18 h）；37℃复温 1 h，PBS 冲洗 3 次，3 min/ 次 ；

生物二抗 37℃作用 15 min，PBS 冲洗 3 次，3 min/ 次 ；

生物三抗 37℃作用 15 min，PBS 冲洗 3 次，3 min/ 次。

DAB 溶液显色，适时终止反应 ；苏木精复染，脱水透

明封片。显微镜观察组织标本中 NLRP3 蛋白的定位

及表达。

1.4    ELISA

照射后 2 周，用 4% 水合氯醛（0.1 ml/10 g）充

分麻醉后切开颈部皮肤，游离气管后用静脉留置针

进行气管插管操作，0.8 ml 生理盐水盥洗全肺后回收

液体，重复 3 次，收集约 2 ml，4℃、1 000 r/min 离心

15 min，收集上清后用 ELISA 试剂盒测定 TNF-α、

IL-6、TGF-β1 炎症因子浓度。

1.5    凝胶电泳迁移实验

提取肺组织中核蛋白，非放射性凝胶电泳迁移

实 验（electrophoretic mobility shift assay，EMSA） 试 剂 盒 

（Ds-Bio-NFKB probes ：Bio-5’-AGTTGAGGGGAC 

TTTCCCAGGC-3’-Bio，工作液浓度 500 fmol/μl，用

量 1.0μl，500 fmol ；Ds-Cold-NFKB probes ：Cold5’-

AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’-Cold，工作液浓

度 15 pmol/μl，用量 3.3μl，30 pmol，100× 竞争）检

测 NF-κB 活性。步骤如下 ：结合体系 10× 结合液

2μl，poly（di ∶ dC）1μl，核蛋白 1~3μl，生物素标

记的探针 0.5μl，补水至 10μl，室温放置 20 min，加

入 10× 上样缓冲液 ；制备 6.5% 聚丙烯酰胺凝胶 ；预

电泳 120 V、1 h ；上样后 180 V 电泳 70 min ；转膜，稳

流 390 mA，40 min；紫外交联 5 min；封闭 30 min，1 ∶ 750 

streptavidin-HRP 反应 20 min；1×Wash Buffer 洗膜 4 次，

5 min/ 次 ；平衡 5 min，化学发光检测。

1.6    RNA 提取及 qRT-PCR

Trizol 法 提 取 组 织 中 总 RNA， 定 量 测 定

纯 度 后 逆 转 录 合 成 cDNA。NLRP3 正 向 引 物 ：

5’-ACAGCATTGAAGAGGAGTGGA-3’，反向引物 ：

5’-TCGTGTGTAGCGTTTGTTGAG-3’；IL-1β 正向引

物：5’-GTGGCAATGAGGATGACTTGT-3’，反向引物：

5’-TGTAGTGGTGGTCGGAGATTC-3’；GAPDH 正向

引 物 ：5’-GGTGAAGGTCGGTGTGAACGGA-3’， 反

向引物：5’-CCAAAGTTGTCATGGATGACCTTGG-3’。

反应体系 ：SYBR Premix Ex Taq Ⅱ（Tli RNaseH Plus）

（2×10μl），正反向引物各 1μmol/L，ROX Reference 

Dye（50×）0.4μl，DNA 模板 2μl，dH2O 5.6μl。反

应条件 ：95℃预变性 30 s，95℃变性 3 s，55℃退火

30 s，72℃延伸 30 s，共 40 个循环 ；熔解曲线 95℃、

1min，55℃、30 s，95℃、30 s。

1.7    Western blot 检测

液氮研磨肺组织 30 ～ 50 mg，冰上超声裂解后

4℃、12 000 r/min 离心 10 min，提取上清，BCA 测定

蛋白浓度。电泳条件 ：浓缩胶电压 80 V，分离胶电

压 120 V ；转膜条件（湿转）：恒流 200 mA，2 h ；5%

脱脂奶粉封闭 2 h，NF-κB p65、NLRP3、IL-1β 一

抗（1 ∶ 1 000）、内参 β-actin（1 ∶ 3 000）4℃孵育

过夜，TBST 缓冲盐溶液（1×TBS+0.1%Tween 20）洗

膜 3 次，15 min/ 次，二抗（1 ∶ 5 000）室温孵育 1 h，

洗膜 3 次，15 min/ 次。采用 ECL 化学显色试剂盒显

影，Image Lab 凝胶成像系统显色发光，Gelpro 32 软

件计算目的及内参的灰度值，最终得出 NF-κB p65、

NLRP3、IL-1β 蛋白的相对表达量。

1.8    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，用单因素方差分析，两

两比较用 SNK-q 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    病理组织学改变

HE 显示，对照组肺组织中肺泡毛细血管结构清

晰，肺泡壁完整，无红细胞渗出。单纯照射组小鼠肺

组织中可见明显的肺泡毛细血管亚单位破坏，肺泡壁

表现为代偿性增厚，肺泡腔缩小 ；炎症及红细胞渗出

为主要的病理学改变，肺泡壁及间质肺组织中毛细血

管充血扩张，伴有中性粒细胞及淋巴细胞等炎症细胞

浸润 ；肺泡壁中Ⅱ型上皮细胞明显增多，可见吞噬颗

粒的巨噬细胞。AMI 组肺泡壁毛细血管破坏较单纯照

射组轻，炎症渗出及充血的病理变化也相对不明显。

见图 1。

2.2    肺组织中 NLRP3 蛋白表达

对照组肺组织中 NLRP3 蛋白主要表达于肺间质

及细胞胞浆中，呈现弱阳性表达 ；单纯照射组巨噬细

胞、上皮细胞及肺间质中 NLRP3 表达有所增加，呈

现阳性表达 ；与照射组比较，AMI 组肺间质及上皮细

胞胞浆中 NLRP3 蛋白表达受抑制。见图 2。

2.3    IL-6、TNF-α、TGF-β1 含量

3 组小鼠肺泡灌洗液中 IL-6、TNF-α、TGF-β1
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含量比较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。

与对照组比较，单纯照射组小鼠肺泡灌洗液中 IL-6、

TNF-α、TGF-β1 含 量 增 加（q =28.425、3.307 和 

16.615， 均 P =0.000）。AMI 组 中 IL-6、TNF-α 含 

量较单纯照射组降低（q =-20.498 和 3.921，均 P = 

0.000），但 TGF-β1 含量增加（q =11.273，P =0.009）。

见附表。

2.4    NF-κB 的活性

对 照 组、 单 纯 照 射 组、AMI 组 小 鼠 肺 组 织 中

NF-κB 活性比较，经方差分析，差异有统计学意义

（F =186.631，P =0.000）。 对 照 组 中 NF-κB 仅 检 测

到微弱的激活现象。与对照组相比，单纯照射组肺

组织中 NF-κB 的活性升高（q =51.751，P =0.008）；

与单纯照射组相比，AMI 组 NF-κB 活性受到抑制

（q =-42.903，P =0.009）。见图 3。

2.5    小鼠肺组织中 NLRP3 和 IL-1β mRNA 的 
表达

3 组小鼠肺组织中 NLRP3 和 IL-1β mRNA 的表

达比较，经方差分析，差异有统计学意义（F =33.912

和 850.332，P =0.009 和 0.000）。与对照组相比，单纯

照射组 NLRP3 和 IL-1β mRNA 表达升高（q =3.752

和 18.322，均 P =0.001）。与单纯照射组相比，AMI

图 1    3 组小鼠肺组织病理变化    （HE 染色 ×400）

对照组                                                    单纯照射组                                             AMI 组

箭头是阳性表达

图 2    3 组小鼠肺组织中 NLRP3 的表达    （免疫组织化学法 ×400）

对照组                                                    单纯照射组                                             AMI 组

附表    3 组小鼠肺泡灌洗液中 IL-6、TNF-α、TGF-β1

含量比较    （n =8，pg/ml，x±s）

组别 IL-6 TNF-α TGF-β1

对照组 9.18±0.46 102.84±3.75 17.91±0.57

单纯照射组 55.11±1.341） 213.66±3.791） 33.16±0.571）

AMI 组 21.99±0.992） 82.26±3.152） 34.33±0.722）

F 值 4 518.365 3 129.542 2 091.413

P 值 0.000 0.000 0.000

注：1）与对照组比较，P <0.05；2）与单纯照射组比较，

P <0.05

组 NLRP3 和 IL-1β mRNA 表 达 降 低（q =-4.405 和

22.329，P =0.000 和 0.002）。见图 4。

2.6    小 鼠 肺 组 织 中 NF-κB p65、NLRP3、
IL-1β 蛋白的表达

3 组小鼠肺组织中 NF-κB p65、NLRP3、IL-1β

蛋白表达比较，经方差分析，差异有统计学意义

（F =441.404、168.947 和 139.347， 均 P =0.000）。 单

纯照射组 NLRP3 蛋白表达较对照组升高（q =9.357，

P =0.001），AMI 组 NLRP3 蛋白表达较单纯照射组降

低（q =-9.016，P =0.000）。单纯照射组 NF-κB p65、
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1：阴性对照组；2：单纯照射组；3：AMI 组；4：对照组；5：游离探针；6：阳性对照组

图 3    3 组小鼠肺组织中 NF-κB 活性比较

1      2     3     4     5     6

NF-κB 结合带→

游离探针→

对照组     单纯照射组      AMI 组
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图 5    3 组小鼠肺组织 NLRP3 蛋白表达比较

图 6    3 组小鼠肺组织 NF-κB p65、IL-1β 蛋白表达比较
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图 4    3 组小鼠肺组织 NLRP3、IL-1βmRNA 表达比较
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IL-1β 蛋白表达较对照组降低（q =-13.557 和 -2.893，

P =0.001 和 0.043），AMI 组 NF-κB p65、IL-1β 蛋

白 表 达 较 单 纯 照 射 组 降 低（q =-15.881 和 -9.409，

P =0.027 和 0.007）。见图 5、6。

3    讨论

肺泡功能亚单位对辐射中度敏感，在受到超过

其辐射阈值的照射后，靶区周边的正常组织会出现不

同级别的损伤。随着放射治疗设备更新及技术提高，

RILI 的发生率并没有明显降低，文献报道其发生率为

14.6% ～ 37.2%[6]。RILI 阻碍了放疗技术的实践与应用，

很大程度上影响患者生存期和生活质量。RILI 是肺

泡上皮细胞、巨噬细胞等细胞介导并释放炎症相关因

子，协同调控的复杂病理过程。辐射损伤后的通过巨

噬细胞、血管内皮细胞分泌 TNF-α、IL-l、IL-6 等

炎症因子调控炎症病理进程，进而激活巨噬细胞分泌

TGF-β1，诱导成纤维细胞增生转化，并合成基质蛋白，

最终导致肺间质纤维化。
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AMI 是一类与巯基乙胺化学结构相似的半胱氨酸

药物，进入体内可识别细胞膜上的碱性磷酸酶，脱磷

酸水解代谢后成为活性的 WR-1065 和硫醇自由基 [1]。

WR-1065 可消除放射线产生的自由基，从而产生防护

作用。HOFER 等 [7] 研究表明，在正常组织中，AMI 防

护电离辐射引起的 DNA 损伤，但是在肿瘤细胞中，干

扰辐射引起损伤 DNA 双链的修复。VUJASKOVIC 等 [8] 

研究表明，AMI 发挥防护放射性损伤的机制与减少炎

症相关因子的表达有关。各类炎症细胞因子和信号通

路参与 RILI 病理生理机制的调控，已知 NF-κB 通过

放大炎症刺激信号，在炎症因子的合成及释放中发挥

中重要作用 [9-10]。近年来研究发现，NLRP3 炎症复合

体高表达与急性肺损伤及肺间质纤维化关系密切 [11-12]。 

而 NLRP3 转录表达必须依赖于 NF-κB[5]。本研究通

过 12 Gy 全肺单次照射小鼠，复制 RILI 模型，研究

AMI 是否参与调节 NF-κB 及其下游 NLRP3 通路炎

症因子表达，从而干预放射性肺炎的发生。

通 过 EMSA 和 Western bolt 检 测 发 现， 单 纯 照

射组较对照组小鼠肺组织中 NF-κB 活性增高，NF-

κB p65 蛋白的表达升高 ；照射前给以 AMI 干预后

NF-κB 活性降低，NF-κB p65 蛋白表达受抑制，两

者变化基本一致。辐射防护的机制主要是通过消除电

离辐射产生的自由基。LAM 等 [4] 研究表明 , 自由基活

性与 NF-κB 和 DNA 结合活性相关联，抑制 NF-κB

活性可以降低炎症因子表达，发挥抗炎作用。NF-κB

是一类具有多向转录调节作用的核蛋白因子，广泛存

在于多种组织细胞中，激活后参与众多基因的转录调

控，主要参与炎症、免疫、氧化应激、细胞增殖和凋

亡等病理生理进程调控。ELISA 检测发现，照射后小

鼠肺泡盥洗液中 TNF-α、IL-6、TGF-β1 炎症因子

含量升高，AMI 干预后 TNF-α、IL-6 炎症因子表达

降低，与 MITCHELL 等 [13] 研究一致。NF-κB 主要是

通过 c-Jun 氨基末端激酶的活化、IκB 激酶的活化及

TNF-α 磷酸化，从而激活蛋白激酶级联反应过程，抑

制 NF-κB 活性，能有效减缓炎症进程。p65 是组成

NF-κB 三聚体成员之一，可通过乙酰化和磷酸化调

节，活化的 NF-κB 可进入细胞核内，与 DNA 结合调

控基因转录和蛋白表达 [14]。但 AMI 干预后的 TGF-β1

含量略有升高，与陈志霄等 [15] 研究类似，AMI 作用后，

小鼠血清中 TGF-β1 含量呈先升高后降低的趋势。但

对该种现象的原因及其机制尚不明确，相关报道也未

提及。最近 DADRICH 等 [16] 研究报道，TGF-β1 主要

介导纤维化机制调控，所以 IL-6、TNF-α 水平对于

预测早期 RILI 的发生更有意义。

实 验 结 果 还 发 现， 照 射 引 起 小 鼠 肺 组 织 中

NF-κB 活性增加的同时，NLRP3、IL-1β mRNA 和

蛋白表达也上升，并且趋势与 NF-κB 活性一致。

NLRP3 炎症复合体是存在于真核细胞中的一组多蛋

白聚合物，主要存在于巨噬细胞、上皮细胞、中性粒

细胞、平滑肌细胞胞浆中，通过与凋亡相关的斑点样

蛋白接合，诱导活化 Caspase-1，调控 IL-1β、IL-18

等多种促炎细胞因子的合成与分泌，参与急性肺损伤、

特发性肺纤维化疾病等多种肺部疾病调控 [12，17]。电离

辐射可通过活化 NF-κB，激活下游 NLRP3 靶基因引

起的 IL-1β 升高及炎症因子释放。给予 AMI 干预后，

NLRP3、IL-1β mRNA 和蛋白表达同时降低。免疫组

织化学法观察到，辐射后小鼠肺组织中 NLRP3 蛋白

表达水平升高，并且同病理学结果一致。然而，经过

AMI 干预后小鼠肺组织内的 NLRP3 炎症复合体表达

受抑制，与 ZHONG 等 [18] 研究一致，研究证实通过抑

制 NF-κB 活性，可下调炎症复合体的表达，修复组

织损伤，维持内环境稳定。

综上所述，AMI 发生防护作用的机制之一可能是

通过抑制辐射引起的 NF-κB 激活，进而抑制 NLRP3

基因的转录和蛋白表达，从而减少 IL-1β 等炎症因

子修饰和表达来实现的。随着临床研究的深入及基础

医学的发展，AMI 放射防护的具体分子机制及其通路

将会被逐一阐明，从而提供有效的防治 RILI 的方法。
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