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富氢水对电离辐射引起胸腺细胞损伤的
影响
张俊伶 薛晓蕾 李源 樊赛军

【摘要】 目的 探讨富氢水对 6 Gy 照射小鼠胸腺细胞内活性氧水平、细胞凋亡及 DNA 损伤

程度的影响。方法 实验分为对照组、6 Gy 照射组、6 Gy 照射+富氢水组；对照组和 6 Gy 照射

组小鼠照射前 10 min 灌胃正常饮用水 0.5 ml，6 Gy 照射+富氢水组小鼠灌富氢水 0.5 ml，照射后

连续灌胃，给予小鼠正常饮用水和富氢水 7 d，于照射后 4、7、15 d 处死小鼠获取胸腺细胞。采

用流式细胞术检测胸腺细胞内活性氧水平、凋亡细胞比例及磷酸化组蛋白 H2AX（酌鄄H2AX）平均

荧光强度。结果 与对照组的小鼠比较，6 Gy 照射组小鼠在照射后 4、7、15 d 胸腺细胞中的活

性氧水平升高，早期凋亡细胞[Annexin吁阳性、碘化丙啶（PI）阴性]和晚期凋亡细胞（Annexin吁
阳性、PI 阳性）的细胞比例明显增加，酌鄄H2AX 平均荧光强度增加。与 6 Gy 照射组小鼠相比，6
Gy 照射+富氢水组小鼠的胸腺细胞中活性氧水平下降，早期凋亡和晚期凋亡的细胞比例降低，细

胞内 酌鄄H2AX 平均荧光强度则是下降的，差异均具有统计学意义。结论 富氢水可以有效减轻电

离辐射引起的胸腺细胞损伤，为富氢水作为辐射损伤防护剂提供了实验依据。
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揖Abstract】 Objective The apoptosis and DNA damage of thymus cells in mice with total body
irradiation of 6 Gy were investigated to determine the effect of hydrogen鄄rich water on reactive oxygen 泽责藻糟蚤藻泽
渊砸韵杂冤援 Methods A total of 15 mice were divided into three groups, namely, un鄄irradiated control group,
6 Gy irradiation group, and 6 Gy +hydrogen鄄rich water group. Up to 0.5 ml of hydrogen鄄rich water was
administered to the mice in 6 Gy+hydrogen鄄rich water group 10 min before irradiation, which was provided
once a day within 7 days after irradiation, and the other two groups were administered water instead. Thymus
cells were collected at 4, 7, and 15 days after irradiation. Levels of ROS, apoptosis, and 皂藻葬灶 枣造怎燥则藻泽糟藻灶糟藻
蚤灶贼藻灶泽蚤贼赠渊酝云陨冤 燥枣 责澡燥泽责澡燥则赠造葬贼藻凿 澡蚤泽贼燥灶藻 匀圆粤载渊酌鄄匀圆粤载冤 were detected by flow cytometry. Results ROS
levels , 藻葬则造赠渊粤灶灶藻曾蚤灶 灾鄄责燥泽蚤贼蚤增藻 葬灶凿 propidium iodide渊PI冤鄄灶藻早葬贼蚤增藻冤 and late apoptotic 渊粤灶灶藻曾蚤灶
灾鄄责燥泽蚤贼蚤增藻 葬灶凿 孕陨鄄责燥泽蚤贼蚤增藻冤 糟藻造造泽, and MFI of 酌鄄H2AX increased in the thymus of mice irradiated with 6 Gy
compared with those in the un鄄irradiated control group. By contrast, the levels of ROS, apoptotic cells, andMFI
of 酌鄄H2AX significantly declined in the thymus of mice administered with 6 Gy + hydrogen鄄rich water
compared with those in the irradiated mice.Conclusion Hydrogen鄄rich water exerted a promising protective
effect on radiation鄄induced thymus injury. Therefore, hydrogen鄄rich water is a potential radioprotective agent.

【Key words】 Radiation, ionizing; Reactive oxygen species; Apoptosis; DNA damage; Hydrogen鄄
rich water; Thymus cells

·论著·

电离辐射可以引起机体免疫系统损伤，0.5 Gy
以上的照射剂量就能引起免疫系统抑制，半数致死

剂量以上的照射则可以导致免疫系统的全面抑制。

胸腺是免疫系统中重要的中枢免疫器官之一，是淋

巴细胞分化发育成熟的重要场所，对周围免疫器官
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的发育和正常功能的发挥有重要作用[1]。胸腺是对

电离辐射十分敏感的免疫器官，因此，在辐射防护

中增强对免疫系统，特别是胸腺的辐射防护显得非

常重要。由于人体中水分约占体重的 70豫，因此，

电离辐射产生的大量活性氧可造成正常结构的破

坏，进而引起组织器官的损伤[2]。富氢水中氢的含

量非常高，氢气穿透力强，能够非常容易地进入细

胞内，选择性地中和羟基自由基等活性氧成分，将

活性氧还原成水并排出体外，因此具有强大的抗氧

化能力。本研究旨在观察富氢水对电离辐射引起的

胸腺细胞损伤的防护作用，为进一步开发富氢水作

为安全、无不良反应的辐射防护剂及其他防护剂的

溶解载体提供依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

活性氧检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司；细胞凋亡检测试剂盒、固定破膜试剂盒、

Accuri C6 流式细胞仪购自美国 BD 公司；磷酸化

组蛋白 H2AX（phosphorylated histone H2AX， 酌鄄
H2AX）抗体购自美国 CST 公司；异硫氰酸荧光素

（fluorescein isothiocyanate，FITC）标记的山羊抗兔

抗体购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2 实验动物

无特定病原体级 C57BL/6 雄性小鼠 15 只，体

质量 21~23 g，8~10 周龄，购自北京维通利华实验

动物有限公司，合格证号 SCXK（京）2012-0001。
小鼠饲养于我所实验动物中心。

1.3 实验分组及给药方式

本实验中小鼠共分 3 组，每组 5 只，其中，对

照组：未照射，灌胃给予正常饮用水；6 Gy 照射

组：6 Gy 全身照射，灌胃给予正常饮用水；6 Gy
照射+富氢水组：6 Gy 全身照射，灌胃给予富氢

水。小鼠照射前 10 min 灌胃给予正常饮用水或富

氢水 0.5 ml，照射后继续灌胃给予正常饮用水或富

氢水 7 d，每天 1 次，每次 0.5 ml。照射后 4、7、
15 d 处死小鼠获取胸腺细胞。

1.4 胸腺细胞获取分离

将小鼠的胸腺组织放置于装有 5 ml PBS 的一

次性平皿内，用两片磨砂玻片的带磨砂头研磨胸腺

组织，直至将胸腺内细胞全部磨出，过滤获取胸腺

细胞悬液并计数。

1.5 胸腺细胞内活性氧检测

取 1伊106 个细胞，加入 500 滋l 活性氧检测探针

（无血清 1640 培养基与探针的比例为 3000颐1），于

37益 水浴锅内孵育 30 min 后，1500 r/min，离心

5 min，离心半径 25cm，弃去上清后用 PBS洗涤 3次

以洗去多余未结合探针，最后加入 100滋lPBS将细胞

悬起，采用流式细胞仪检测 FITC通道平均荧光强度。

1.6 胸腺细胞内凋亡细胞比例检测

取 1伊106 个细胞，1500 r/min，离心 5 min，离

心半径 25 cm，去上清后加入细胞凋亡检测试剂盒

内 1伊Binding buffer 试剂 100 滋l，以及 Annexin V 试

剂和碘化丙啶（propidium iodide，PI）试剂各 5 滋l，
室温避光孵育 15 min，再加入 1伊Binding buffer 试
剂 100 滋l，采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.7 胸腺细胞内 DNA 损伤检测

取 1伊106 个细胞，1500 r/min，离心 5 min，离

心半径 25 cm，后弃上清，按照固定破膜试剂盒内

的操作说明对胸腺细胞进行固定破膜。固定破膜结

束后，加入 酌鄄H2AX 抗体 0.5 滋l，室温下孵育 1 h，
加入 1 ml PBS 后 1500 r/min，离心 5 min，离心半径

25 cm，弃上清，洗掉未结合的抗体；加入 FITC 标

记的山羊抗兔二抗，室温下孵育 30 min，加入 1 ml
PBS，1500 r/min，离心 5 min，离心半径 25 cm，弃

上清，最后加入 100 滋l PBS 将细胞悬起，采用流

式细胞仪检测 FITC 通道平均荧光强度。

1.8 统计学方法

采用 Prism 软件对数据进行处理，计量资料

以均数依标准误（x軃依sx軃）表示，两两比较采用 Welch忆s
校正 t 检验，P约0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 富氢水对辐照小鼠胸腺细胞中活性氧的影响

如图 1 所示，6 Gy 照射的小鼠胸腺细胞在照射

后 4、7、15 d 活性氧水平都明显升高，而且随着

时间的增加活性氧水平有下降的趋势。与单独 6 Gy
照射的小鼠相比，给予富氢水的受照小鼠的胸腺细

胞的活性氧水平明显降低，但是在照射后 4 和 15 d
仍然比对照组小鼠高，只有照射后 7 d 活性氧水平

低于对照组，提示富氢水能够有效降低辐照引起的

细胞内活性氧水平升高。

2.2 富氢水对辐照小鼠胸腺细胞凋亡的影响

如图 2 所示，6 Gy 照射小鼠胸腺细胞在照射
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图 1 富氢水对受照射小鼠胸腺细胞内活性氧水平的影响 图中，A：富氢水对受照后 4、7、15 d 小鼠胸腺细胞活性氧的影响；B：照射

后 4 d 代表性的活性氧变化流式示意图。其中，B 图中纵坐标 count 代表细胞数目，横坐标 FL1鄄A 代表检测活性氧水平的发射光接收通

道。与对照组比较，a：t=5.607，P<0.05；c：t=16.080，P<0.05；e：t=8.946，P<0.05；与 6 Gy 照射组比较，b：t=2.142，P<0.05；d：t=
20.580，P<0.05；f：t=4.622，P<0.05。
Fig.1 Effects of hydrogen鄄rich water on reactive oxygen species in thymus of irradiated mice

后 4、7、15 d 早期凋亡细胞（Annexin吁阳性、PI
阴性）和晚期凋亡细胞（Annexin吁阳性、PI 阳性）百

分比增加；与单独 6 Gy 照射的小鼠相比，给予富

氢水的受照小鼠的胸腺细胞中早期凋亡和晚期凋亡

细胞的百分比下降，早期凋亡细胞百分比在照射后

4 和 15 d 仍然比对照组小鼠高，只有在照射后 7 d
细胞凋亡水平低于对照组，提示富氢水能够减轻辐

照引起的胸腺细胞凋亡。

2.3 富氢水对辐照小鼠胸腺细胞 DNA 损伤的影响

如表 1 所示，6 Gy 照射小鼠胸腺细胞在照射

后 4、7、15 d 代表 DNA 损伤的 酌鄄H2AX 平均荧光

强度增加；与单独 6 Gy 照射的小鼠相比，给予富

氢水的受照小鼠的胸腺细胞 酌鄄H2AX 平均荧光强度

5
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对照组 6 Gy 照射+
富氢水组
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b

6 Gy 照射组
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对照组

对照组

对照组

6 Gy 照射+
富氢水组

6 Gy 照射组

FL1鄄A101 102 103 104 105 106 107.2

FL1鄄A101 102 103 104 105 106 107.2

FL1鄄A101 102 103 104 105 106 107.2

表 1 富氢水对受照小鼠胸腺细胞 酌鄄H2AX 平均荧光

强度的影响（x依sx軃）
Table 1 Effects of hydrogen鄄rich water on DNA damage in
thymus of irradiated mice（mean fluorescence intensity of

酌鄄H2AX）（x依sx軃）

注：表中，酌鄄H2AX：磷酸化组蛋白 H2AX。与对照组比较，

a：t=7.472，P<0.05；c： t=9.059，P<0.05；e： t=4.666，P<
0.05；与 6 Gy 照射组比较，b： t=1.226，P >0.05；d： t=
2.876，P<0.05；f：t=4.507，P<0.05。

组别
照射后时间

4 d 7 d 15 d
对照组 10 093依286 10 562依554 12 780依197
6 Gy 照射组 15 574依1615a 14 748依810c 15 495依1286e

6 Gy 照射+富氢水组 13 876依1743b 12 836依1246d12 437依805f

6 Gy 照射+
富氢水组

6 Gy 照射组

6 Gy 照射+
富氢水组

6 Gy 照射组

照射后 4 d

照射后 7 d

照射后 15 d
A B
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下降，照射后 4 和 7 d 仍然比对照组小鼠高，只有

在照射后 15 d 酌鄄H2AX 平均荧光强度接近于对照

组，提示富氢水能够降低辐照引起的胸腺细胞

DNA 损伤。

3 讨论

国内外已有研究结果显示，氢气可选择性地与

活性氧中的羟自由基发生特异性反应，有效减轻氧

压力导致的大鼠局灶性脑缺血再灌注损伤，减轻电

离辐射引起的小鼠生殖系统损伤、造血系统损伤以

及减少胸腺淋巴瘤的形成 [3-7]。然而氢气对辐照引

起的胸腺损伤是否具有防护作用尚无报道。本研究

选取了细胞内活性氧、细胞凋亡及 DNA 损伤 3 个

能够反映电离辐射直接效应与间接效应的指标，探

究富氢水对胸腺电离辐射损伤的防护作用。研究结

果显示，在接受单独 6 Gy 照射后的 4、7 和15 d，
胸腺细胞均出现不同程度的损伤，细胞内活性氧水

平升高，早期凋亡和晚期凋亡细胞比例明显增加，

照射后 7 d，早期凋亡细胞百分比下降，晚期凋亡

细胞百分比升高，酌鄄H2AX 平均荧光强度增加。具

体表现在如下 3 个方面：淤细胞内活性氧水平在照

射后 4 d 较高，照射后 7 和 15 d 低于照射后4 d，
提示随着照射后时间的延长，机体清除自由基的机

制部分恢复，体内活性氧水平下降，这也与之前研

究的照射后骨髓细胞内活性氧变化一致[8]。与单独

6 Gy 照射的小鼠相比，给予富氢水的受照小鼠的

胸腺细胞的活性氧水平明显降低，但是在照射后 4
和 15 d 仍然比对照组小鼠高，只有在照射后 7 d 活

性氧水平低于对照组。造成这些结果的原因可能是

由于本研究中给予小鼠富氢水 7 d，故在第 7 天时

图 2 富氢水对受照小鼠胸腺细胞凋亡的影响 图中，A：富氢水对照射后 4、7、15 d 小鼠胸腺细胞早期凋亡和晚期凋亡的影响；B：
照射后 15 d 代表性的细胞凋亡变化流式示意图。其中，PI：碘化丙啶。与对照组比较，a：t=9.454，P<0.05；c：t=3.363，P<0.05；e：
t=4.105，P<0.05；g：t=44.75，P<0.05；i：t=8.146，P<0.05；与 6 Gy 照射组比较，b：t=6.588，P<0.05；d：t=5.068，P<0.05；f：t=
4.114，P<0.05；h：t=9.677，P<0.05；j：t=4.855，P<0.05。
Fig.2 Effects of hydrogen鄄rich water on apoptosis in thymus of irradiated mice
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照射后 15 d
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细胞内活性氧水平较低，而 7 d 后小鼠没有再饮用

富氢水，从而导致照射后 15 d 活性氧水平高于照

射后7 d。于早期凋亡细胞百分比在照射后 4 d 较

高，照射后 7 和 15 d 则低于照射后 4 d，照射后 7 d
达到最低；而晚期凋亡细胞百分比在照射后 7 d 达

到最高，照射后 4 和 15 d 无明显区别，提示照射

后 7 d 较多细胞进入晚期凋亡进而死亡，受损伤的

细胞进入凋亡程序而被机体清除。与单独 6 Gy 照

射的小鼠相比，给予富氢水的受照小鼠的胸腺细胞

中早期和晚期凋亡细胞百分比降低，早期和晚期凋

亡细胞在照射后 4 和 15 d 仍然比对照组小鼠高，

照射后 7 d 低于对照组，与活性氧水平呈现一致趋

势，提示给予小鼠富氢水的时间越长可能对胸腺起

到更好的辐射防护作用。盂H2AX 是组蛋白家族成

员之一，DNA 双链断裂后可以诱导位于 139 位丝

氨酸 C 端保守区域内的 H2AX 磷酸化形成 酌鄄
H2AX，因此 酌鄄H2AX 的形成一直作为 DNA 双链断

裂的标志物[9-10]。本研究结果表明，6 Gy 照射后 酌鄄
H2AX 平均荧光强度明显增加，但在照射后 4、7
和 15 d 酌鄄H2AX 平均荧光强度变化不大，无明显的

时间依赖性。而与单独 6 Gy 照射的小鼠相比，给

予富氢水的受照小鼠 酌鄄H2AX 平均荧光强度明显降

低，说明富氢水可以非常好地降低辐射诱导的

DNA 损伤。

总之，富氢水对重要的中枢免疫器官胸腺具有

较好的辐射损伤防护作用，笔者在前期进行的动物

30 d 照射生存率实验也提示富氢水能够显著延长受

照小鼠平均生存天数（未发表数据），提示富氢水能

够有效减轻电离辐射引起的包括胸腺在内的机体损

伤。今后，本实验室将深入研究富氢水对不同照射

剂量引起的组织器官损伤的防护作用和相应作用机

制，进一步探讨富氢水的辐射防护功能，为开发富

氢水作为辐射防护剂及其他防护剂的溶解载体提供

重要的实验依据。
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