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外泌体介导的辐射旁效应对心肌成纤维细胞的干预
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摘要      为探讨放射性外泌体介导的辐射旁效应对心肌成纤维细胞 (cardiac fibroblasts, CFs)
的影响并观察黄芪甲苷 (astragaloside IV, AST)的防护效应 , 该研究以2 Gy X线辐照大鼠CFs, 48 h后
超速离心提取放射性外泌体 (X-exo), 进行外泌体形态、浓度和表面标志蛋白鉴定。将CFs分为对

照组 (Control)、照射组 (X-CFs)、CFs与放射性外泌体共培养组 (X-exo+CFs)和黄芪甲苷干预组 (X-
exo+AST-CFs), 采用流式细胞术检测各组细胞周期; 划痕实验检测细胞迁移能力; Western blot检测纤

维化相关分子TGF-β1、Col-I的表达情况。结果显示, X-CFs组和X-exo+CFs组在干预后24 h、48 h处
于G0/G1期的细胞比例均低于Control组(P<0.01), S期和G2/M期的细胞比例均高于Control组(P<0.01); 
X-CFs和X-exo+CFs组细胞迁移率在12 h、24 h、48 h时均显著高于Control组(P<0.05); 在48 h时X-CFs
组和X-exo+CFs组TGF-β1、Col-I蛋白表达量均高于Control组 (P<0.01)。X-exo+AST-CFs组在干预

后24 h、48 h时处于G0/G1期的细胞比例高于X-exo+CFs组(P<0.01), 处于S期、G2/M期的细胞比例均

低于X-exo+CFs组(P<0.01); 对比X-exo+CFs组，X-exo+AST-CFs组干预后, 12 h、24 h、48 h细胞迁

移率分别降低了62.6%、40.6%、41.2%(P<0.01), 48 h时TGF-β1、Col-I蛋白表达量分别降低了15%、

21.9%(P<0.01)。这说明X线诱导的外泌体(放射性外泌体)能促进共培养的CFs增殖、迁移、TGF-β1
和Col-I高表达, 且AST对这种放射性外泌体通过辐射旁效应引起的促纤维化有一定的抑制效应。
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Abstract       To investigate the effects of exosome-mediated radiation bystander on CFs (cardiac fibroblasts) 
and the intervention of AST (astragaloside IV), X-exo (radioactive exosomes) were extracted by overspeed centrifu-
gation from rat CFs after 2 Gy X-ray irradiation. Then, the identification of exosome morphology, concentration 
and surface marker proteins was performed. CFs were divided into control group (Control), irradiation group (X-
CFs), co-culture group of CFs and radioactive exosomes (X-exo+CFs), and AST intervention group (X-exo+AST-
CFs). Flow cytometry was used to detect cell cycle; Scrape assay was used to detect CFs migration ability; Western 
blot was used to detect the expression of fibrosis-related molecules TGF-β1 and Col-I. The results showed that, 
compared with the Control group, the proportion of CFs in G0/G1 phase decreased in X-CFs and X-exo+CFs groups 
(P<0.01) at 24 h and 48 h after intervention, the proportion of cells in S and G2/M phases increased (P<0.01); the 
cell mobility of X-CFs and X-exo+CFs groups increased at 12 h, 24 h, 48 h, respectively (P<0.05); the expres-
sion of TGF-β1 and Col-I protein in X-CFs groups and X-exo+CFs groups increased at 48 h (P<0.01). Compared 
with X-exo+CFs group, the proportion of cells in G0/G1 phase increased at 24 h and 48 h in X-exo+AST-CFs group 
(P<0.01), while S stage and G2/M stage ratio decreased (P<0.01); the cell mobility of X-exo+AST-CFs group de-
creased by 62.6%, 40.6%, and 41.2% at 12 h, 24 h, and 48 h, respectively (P<0.01); TGF-β1 and Col-I protein ex-
pression at 48 h decreased by 15% and 21.9%, respectively (P<0.01). These aforementioned findings indicate that 
X-ray induced exosomes (radioactive exosomes) can promote the proliferation of CFs, enhance the migration abil-
ity of CFs and promote the high expression of fibrosis factors, and AST has some inhibitory effect on the profibrotic 
effect caused by this exosome-mediated radiation bystander effect.

Keywords        radiation-induced heart damage; cardiac fibroblasts; exosomes; astragaloside IV

放射性心脏损伤 (radiation-induced heart dam-
age, RIHD)是胸部肿瘤放疗的常见并发症之一 [1], 其
主要病理改变是心脏纤维化 [2]。心肌成纤维细胞

(cardiac fibroblasts, CFs)是心脏纤维化的主要效应细

胞 , CFs在损伤刺激下可增殖活化 , 并分泌转化生长

因子-β(transforming growth factor-β, TGF-β)、Col等
促纤维化因子, 引起组织器官纤维化 [3]。TGF-β与纤

维化关系密切 , 已有研究证实TGF-β1/smads信号通

路在放射性心脏纤维化过程中起重要作用[4-5]。

肿瘤放疗引起的电离辐射除了直接损伤受照

射的细胞外 , 也会引起其周围未受照射细胞发生相

应的损伤改变 , 即辐射旁效应 [6]。辐射旁效应可能

与电离辐射刺激细胞分泌的外泌体有关 [7], 研究发

现从辐照条件培养基中分离的外泌体与受体细胞共

培养后可诱导受体细胞产生相似的辐射损伤效应 [8], 
即放射性外泌体可介导辐射旁效应。目前 , 放射性

外泌体介导的辐射旁效应在放射性心肌纤维化损伤

中的作用研究较少。

现阶段临床上尚无针对RIHD的有效干预措施 , 
西医只能对已产生放射性心脏损害的患者给予相应

的对症治疗 , 中医药则在肿瘤放化疗中具有整体调

节人体机能、减毒增效的优势。中医认为放疗心脏

毒性反应的主要病机是射线引起的 “心气血不足 ”, 
中医药防治应注重“扶养正气、补益心气”。中药黄

芪具有益气养元、扶正祛邪(固本)、养心通脉等作用, 
常被用于心脏疾病治疗。国内已有个别研究报道黄

芪注射液可降低胸部肿瘤放疗时心脏炎性反应发生

率 , 减少心电图异常情况及胸闷、心悸、胸痛等心

脏不适症状的发生率, 且对RIHD的纤维化损伤也有

良好的临床防治效果[9]。研究显示, 黄芪的有效成分

对于辐射诱导的心肌细胞损伤的改善效果优于丹参

总酮、赤芍总苷等 [10], 其中生物活性最好的黄芪甲

苷 (astragaloside IV, AST)可减轻氧化应激对心肌的

损伤, 对病毒性心肌炎和心肌损伤有保护作用[11], 也
能通过治疗炎症抑制纤维化的发生发展 , 且其作用

优于黄芪总皂苷 [12]。故本研究基于外泌体介导的辐

射旁效应对心肌成纤维细胞的影响 , 探讨黄芪甲苷

在放射性心脏损伤中的防护作用。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      大鼠CFs购自北纳生物科技有限公司。

1.1.2   药物与试剂      无外泌体胎牛血清购自Bio-
logical Industries公司; 总RNA提取试剂盒、实时荧



1725顾静等: 外泌体介导的辐射旁效应对心肌成纤维细胞的干预及黄芪甲苷的防护作用

光定量PCR试剂盒、CCK-8检测试剂盒均购自上海

翊圣生物科技有限公司; 大鼠GAPDH单克隆抗体、

大鼠I型胶原(Col-I)单克隆抗体、大鼠TGF-β1单克

隆抗体均购自GeneTex公司; 细胞周期试剂盒(Cell 
Cycle Staining Kit)购自联科生物技术有限公司; 黄
芪甲苷购自上海源叶生物科技有限公司。

1.1.3   仪器设备      生物辐照仪购自美国Precision 
X-Ray公司 ; 二氧化碳恒温培养箱购自天津莱玻特

瑞仪器设备有限公司 ; 化学发光成像系统购自美国

Azure公司; 美谷Spectra Max酶标检测仪购自上海美

谷分子仪器有限公司; 罗氏Light Cycler96 PCR仪购

自瑞士Roche公司; 超速离心机和透射电镜购自日本

Hitachi公司 ; NanoFCM纳米流式检测仪购自厦门福

流生物科技有限公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      在37 °C、5% CO2及饱和湿度的条

件下, 将CFs细胞于含10%胎牛血清、1%青–链霉素混

合液的高糖培养基中进行培养。用胰蛋白酶-EDTA消
化液(含0.25%胰酶和0.02% EDTA)消化细胞, 加入完全

培养基终止消化, 轻轻吹打混匀细胞后传代培养。

1.2.2   细胞照射及分组      细胞照射在甘肃中医药

大学生物辐照检测室进行 , 用生物辐照仪照射 , 放射

源中心到细胞照射野中心的距离为48 cm, 剂量率为

2 Gy/min, 按照0、1、2、3、4 Gy X线辐射剂量完成

照射 , 筛选出既不抑制CFs增殖活性又能显著影响细

胞其他指标的X线最大照射剂量 , 作为本实验的X线

干预剂量。

细胞分为四组 : (1) 空白对照组 (Control); (2) 照
射组 (X-CFs), 按照预先筛选的X线照射剂量照射细

胞 ; (3) CFs与放射性外泌体共培养组(X-exo+CFs), 将
从50 mL细胞上清液中提取的放射性外泌体 (X-exo)
用100 μL PBS重悬, 测得外泌体浓度为4.78×107个/mL, 
加入正常CFs培养基建立共培养体系 , 使该体系中外

泌体浓度约为1×105个 /mL;  (4) 黄芪甲苷干预组 (X-
exo+AST-CFs), CFs与放射性外泌体共培养前1.5 h, 用
不抑制细胞增殖活性的最大浓度AST预处理CFs。
1.2.3   外泌体的分离及鉴定      利用超速离心法分

离外泌体 : 当细胞密度达到70%时 , 更换血清为无

外泌体血清 , 按照筛选出的照射剂量 (2 Gy)进行X
线照射后继续培养 48 h, 收集上清 , 将细胞培养上

清于 4 °C依次以 300 ×g离心 10 min、3 000 ×g离
心15 min、2 000 ×g离心30 min、10 000 ×g离心

45 min, 每次均收集上清液 , 用 0.45 μm滤膜过滤

后, 收集过滤液, 于4 °C以100 000 ×g离心70 min
后收集沉淀 , 以10 mL预冷的PBS重悬后再次用相

同转速离心收集沉淀(外泌体), 最后以100 μL预冷

的PBS重悬外泌体并将其保存于–80 °C。

外泌体鉴定: 用透射电镜观察外泌体形态; NTA
纳米粒子跟踪分析并检测外泌体的粒径及浓度 ; 纳
米流式细胞仪检测CD9、CD63、CD81等外泌体表

面标志性蛋白。

1.2.4   CCK-8法检测细胞增殖      用0、1、2、3、4、
5 Gy X线照射细胞, 然后分别于照射后6、12、24、
48、72 h用CCK-8法检测细胞活性。CCK-8法还被

用于CFs与外泌体共培养时间和药物浓度筛选。

1.2.5   流式细胞术检测细胞周期      消化各组细胞

后, 以1 000 ×g离心10 min, 用PBS洗涤1次, 离心弃上

清, 加入1 mL DNA染色液和10 μL通透液, 涡旋振荡

5~10 s混匀, 室温避光孵育30 min, 流式细胞仪检测。

1.2.6   划痕实验检测细胞迁移能力      用marker笔
划线标记6孔板 , 每孔内接种约5×105个细胞 , 过夜

后细胞贴壁长满达到 100%融合 , 用移液枪头在每

个孔内划一道痕 , 然后用 PBS清洗去除脱落细胞 , 
加入无血清培养基 (降低细胞增殖对实验结果的影

响), 6孔板放入37 °C、5% CO2培养箱中, 按0、12、
24、48 h时间点取样 , 电子显微镜下拍照 , 对不同

时间点不同组的划痕间距进行分析 [说明 : 实验中

选用丝裂霉素 (1 μg/mL)处理细胞 1 h, 以抑制细胞

的分裂从而避免细胞增殖对实验结果的影响]。
1.2.7   纤维化相关因子表达检测      qRT-PCR: 取0、
1、2、3、4 Gy X线照射后48 h的细胞, 提取总RNA, 
测定其浓度和纯度 , 使用YEASEN逆转录试剂盒反

转录得到cDNA, 将其及引物加入PCR扩增体系 , 使
用罗氏Light Cycler 96实时检测分析PCR产物。具

体引物序列如表1。
蛋白免疫印迹 : 用RIPA裂解液处理从细胞中

提取的蛋白质 , 将其煮沸变性后进行BCA蛋白质定

量 , 然后通过SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白并将其

转至PVDF膜上 , 转膜后置于一抗 (Col-Ⅰ、TGF-β1、
GAPDH; 稀释比例为1400׃)中, 于4 °C过夜, 随后于

室温下进行二抗 (稀释比例为1000 1׃)孵育1.5 h, 滴
加曝光液后将其置于凝胶成像仪曝光 , 用 ImageJ软
件检测曝光后蛋白条带的灰度值并分析。

1.2.8   统计学方法      应用SPSS 25.0软件进行统计
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分析, 实验结果用均值±标准差(x
_
±s)表示, 两组间均

数比较采用t检验, 组间多重比较采用单因素方差分

析, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   CFs照射剂量及观察时间点的确定

2.1.1   细胞增殖活性      在1、2 Gy X线照射CFs后的

6 h、12 h时 , CFs细胞增殖率显著高于对照组 (0 Gy)
(P<0.01); 随着时间的延长, 1、2 Gy X线促CFs增殖的

作用逐渐减弱 , 在2 Gy X线照射CFs后的72 h时 , CFs
增殖率比对照组低5.9%(P<0.05)。3、4 Gy X线照射

可抑制CFs增殖。5 Gy X线对受照的CFs有短暂 (6 h
内)的促增殖作用 , 而48、72 h时细胞增殖出现抑制

(P<0.01)(表2)。X线照射后CFs的生长曲线如图1所示, 
随着细胞培养时间的延长 , 对照组 (0 Gy)细胞增殖速

度变慢。照射后48~72 h, 随着时间延长 , 各组曲线逐

渐分散 , 对照组和各照射组增殖速度差异变大 ; 不同

剂量X线照射细胞, 剂量越大, 细胞增殖速度越慢。

表2   X线照射对CFs相对增殖率的影响

Table 2   Effects of X-ray irradiation on the relative proliferation rate of CFs

辐射剂量/Gy
Irradiation dose /Gy

照射后时长/h
Duration after irradiation /h

6 12 24 48 72 

0 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

1 1.04** 1.06** 1.01 1.00 0.97

2 1.06** 1.06* 1.01 1.00 0.94*

3 1.02 1.00 0.93** 0.92* 0.88**

4 1.02 1.00 0.97 0.88** 0.84**

5 1.03* 1.01 0.99 0.87** 0.79**

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 Gy.

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 Gy.
图1   不同剂量射线照射后心肌成纤维细胞在不同观察时间点的增殖率变化

Fig.1   Proliferation rate of cardiac fibroblasts at different observation time points after irradiation 
with different doses of radiation
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表1   用于qRT-PCR的引物的序列

Table 1   The sequences of primers used for qRT-PCR
引物名称

Primer name
上游引物(5′→3′)
Forward primer (5′→3′)

下游引物(5′→3′)
Reverse primer (5′→3′)

Col-Ⅰ CGT GGA AAC CTG ATG TAT GC ACT CCT ATG ACT TCT GCG TCT G

TGF-β1 CAG AGA TTC AAG TCA ACT GTG G GAA AGC CCT GTA TTC CGT C

GAPDH GAC ATG CCG CCT GGA GAA AC AGC CCA GGA TGC CCT TTA GT
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结果说明, X线照射在6~12 h可促进CFs增殖, 随着

时间延长, 其促增殖作用逐渐减弱, 且3、4、5 Gy等较

大照射剂量对细胞增殖能力影响较大。1、2 Gy X线

照射初期 , 细胞发生明显促增殖效应 , 照射后48~72 h, 
随着时间延长, 各组曲线逐渐分散, 对照组和各照射组

增殖速度差异变大 , 在照射后72 h, 2 Gy照射组出现增

殖抑制作用 , 因此48 h可能是细胞增殖能力的转折点。

基于以上实验结果, 本实验初步筛选1、2 Gy为X线照

射CFs的剂量, 照射后48 h为指标检测时间点。

2.1.2   纤维化相关分子表达      为了验证X线照射对

CFs的促纤维化效应 , 用0、1、2、3、4 Gy X射线

照射CFs后48 h检测纤维化相关分子(TGF-β1和Col-
I)的表达量, 结果显示: 2 Gy照射后TGF-β1的mRNA
表达量增加了40.0%, 与对照组相比差异具有显著性

(P<0.01), 其余各组与对照组相比差异无统计学意

义 ; Col-I的mRNA表达量分别增加了8.7%(1 Gy组 )
(P<0.05)、33.5%(2 Gy组 )(P<0.01), 与对照组相比

差异有统计学意义 , 3 Gy组Col-I的mRNA表达量与

对照组相比差异无统计学意义; 4 Gy照射后, Col-I的
mRNA表达量与对照组相比降低了 11.9%(P<0.01)
(图2)。以上结果证明了2 Gy X线照射细胞有促纤

维化效应 , 但当照射剂量增加到4 Gy时 , TGF-β1和
Col-I的表达量反而减少 , 这可能是因为较高剂量的

射线严重损伤细胞功能, 导致纤维化分子表达受抑。

通过细胞增殖活性检测和纤维化分子Col-I、
TGF-β1的mRNA表达检测 , 本实验证明2 Gy X线照

射CFs后的48 h, 细胞发生了明显的纤维化改变。因

此, 将“2 Gy X线照射CFs后48 h”作为本实验提取外

泌体的实验条件。

2.2   X线诱导的外泌体(放射性外泌体)的提取及鉴定

2 Gy X线照射CFs后继续培养48 h, 收集上清, 用
超速离心法提取X线诱导的外泌体, 结果显示: 透射电

镜下 , 负染的大多数外泌体显示为直径50~150 nm的

杯状膜泡(图3A); 通过纳米粒子跟踪分析(nanoparticle 
tracking analysis, NTA)检测X线诱导的外泌体的浓度以

及直径分布(图3B), 测得外泌体浓度为4.78×107个/mL, 
平均粒径为65.61 nm。通过纳米流式技术检测到提取

的外泌体的特征性标志蛋白CD9、CD63和CD81为阳

性(图3C)。这些特征与外泌体的特点相符 , 故本实验

的提取物可被鉴定为外泌体。

2.3   X线诱导的外泌体对CFs增殖的影响

将从50 mL受照射细胞培养基中提取的放射性

外泌体(X-exo)用100 μL PBS重悬 , 测得外泌体浓度为

4.78×107个 /mL, 将含有外泌体的重悬液加入正常CFs
培养基中建立共培养体系 , 该体系放射性外泌体浓度

约为1×105个 /mL。分别于24 h、48 h、72 h检测细胞

增殖情况, 结果显示: 放射性外泌体与正常CFs共培养

24 h后, 与Control组相比, X-exo+CFs组CFs增殖率增加; 
48 h后, X-exo+CFs组细胞增殖率与Control组相比差异

无统计学意义; 72 h后, 与Control组相比, X-exo+CFs组
CFs增殖速率变慢, 降低了7.5%(P<0.01)(图4)。这说明, 
X线诱导的外泌体对正常CFs有促进增殖的作用, 而随

着共培养时间的延长, 这种促增殖作用逐渐减弱, 这可

能与培养时间延长时细胞状态变差有关。

2.4   黄芪甲苷(AST)干预剂量筛选

与外泌体共培养前 1.5 h用不同浓度 (0、2、

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 Gy.
图2   不同剂量X线照射后心肌成纤维细胞中TGF-β1和Col-I mRNA的表达量变化

Fig.2   mRNA expression changes of TGF-β1 and Col-I in cardiac fibroblasts after X-ray irradiation at different doses  
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4、6、8、10 μg/mL)的AST预处理CFs, 实验结果

显示24 h和48 h时 , 与Control组和0 μg/mL AST组
(X-exo+CFs)相比 , 6 μg/mL、8 μg/mL和10 μg/mL 
AST预处理组细胞增殖均明显受到抑制: 24 h时, 与
Control组相比, 6 μg/mL、8 μg/mL和10 μg/mL AST
预处理组细胞增殖率分别下降了 19.7%、36.2%、

51.6%(P<0.01), 与0 μg/mL AST组相比, 增殖率分别

下降了27.4%、42.3%、56.2%(P<0.01); 48 h时 , 与
Control组相比 , 增殖率分别下降了26.4%、48.5%、

63.8%(P<0.01), 与0 μg/mL AST组相比, 增殖率分别

下降了 26.4%、48.5%、63.8%(P<0.01)。2 μg/mL
和 4 μg/mL AST预处理组细胞增殖活性与Control
组相比差异无统计学意义 , 说明此药物浓度不会明

显影响CFs的增殖活性 , 而对比0 μg/mL AST(即X-
exo+CFs)组, 2 μg/mL和4 μg/mL AST预处理组的细

胞增殖率分别下降了 8.8%、10.3%(P<0.01)(图 5)。
基于此 , 2 μg/mL或4 μg/mL可作为AST预处理CFs
的剂量浓度 , 该浓度下的AST能保证CFs的增殖活

性不会因药物浓度过高而受到抑制 , 为了能更显著

地观察到AST对放射性外泌体介导辐射旁效应的干
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Fig.4   Proliferation rate changes of CFs co-cultured with exosomes at different observation time points
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图3   外泌体鉴定结果

Fig.3   Exosome identification results 
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预作用 , 本文后续实验选择的是不抑制细胞增殖活

性的较高浓度(4 μg/mL)进行实验干预。

2.5   X线诱导的外泌体对CFs周期的影响及黄芪

甲苷的干预

利用流式细胞术检测各组细胞周期 (图 6): 在
24 h时 , 与Control组比较 , X-CFs组、X-exo+CFs

组处于 G 0/ G 1期的细胞比例分别降低了 7 . 3 %、

12.2%(P<0.01), 处于 S期的细胞比例分别升高了

19.3%、88.5%(P<0.01), 处于G2/M期的细胞比例分别

升高了397.0%、354.1%(P<0.01); 与X-exo+CFs组相

比 , X-exo+AST-CFs组处于G0/G1期的细胞比例升高

了11.6%(P<0.01), 处于S期、G2/M期的细胞比例分别

**P<0.01 vs Control, ##P<0.01 vs 0 μg/mL. 
图5   不同浓度黄芪甲苷对CFs增殖活性的影响

Fig.5   Effects of different concentrations of astragaloside IV on proliferation activity of CFs 
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图6   各组CFs细胞周期结果观察

Fig.6   Observation of cell cycle results of CFs in each group
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降低了32.0%、77.0%(P<0.01)。在48 h时, 与Control
组相比 , X-CFs组、X-exo+CFs组处于G0/G1期的细胞

比例分别降低了6.6%、6.0%(P<0.01), 处于S期的细

胞比例分别升高了75.0%、68.2%(P<0.01), 处于G2/
M期的细胞比例与Control组相比差异无统计学意义; 
与X-exo+CFs组相比, X-exo+AST-CFs组处于G0/G1期

的细胞比例升高了6.0%(P<0.01), S期、G2/M期的细

胞比例分别降低了32.9%(P<0.01)、12.2%(P<0.05)(图
6和表3)。结果表明在24 h时 , X-CFs组、X-exo+CFs
组大量细胞处于S期、G2/M期 , AST干预后细胞周期

发生改变 , 与X-exo+CFs组相比 , 大部分细胞阻滞于

G0/G1期 , S期、G2/M期的细胞比例显著下降 ; 在48 h
时 , X-CFs组、X-exo+CFs组细胞S期显著延长 , 处于

G2/M期的细胞比例与Control组相比差异无统计学意

义。

2.6   X线诱导的外泌体对CFs迁移能力的影响及

黄芪甲苷的干预

细胞划痕后继续培养 ,  用显微镜分别于 0、
12、24、48 h在相同倍数下拍照。结果表明 , 在
划痕实验 12 h以后 , Control组细胞划痕区域逐渐

变窄, 相对于 0 h, 约迁移了13.92%(P<0.01), 和
Control组相比 , X-CFs组与X-exo+CFs组CFs迁移

率明显升高 , 各增加了110.42%和60.85%(P<0.01); 
划痕后 24 h,  与 Control组相比 ,  X-CFs组与 X-
exo+CFs组CFs迁移率分别增加了 20.0%(P<0.05)、
15.3%(P<0.01), 划痕后48 h, 两组CFs迁移率分别增

加了60.3%(P<0.01)、19.1%(P<0.05); X-exo+AST-
CFs组细胞在 12~48 h的迁移率均低于X-exo+CFs
组 , 分别降低了62.6%、40.6%、41.2%(P<0.01)(图
7和表4)。X-CFs组和X-exo+CFs组CFs的迁移能力

表3   X线诱导的外泌体对细胞周期的影响

Table 3   Effect of exosomes induced by X-ray on cell cycle
时间/h
Time /h

细胞周期/%
Cell cycle /%

Control X-CFs X-exo+CFs X-exo+AST-CFs

24 G0/G1 91.43±0.23 84.75±0.03** 80.31±0.30** 89.66±0.20##

S   7.24±0.03   8.64±0.01** 13.65±0.23**   9.28±0.04##

G2/M   1.33±0.21   6.61±0.04**  6.04±0.45**   1.39±0.19##

48 G0/G1 87.00±0.10 81.24±0.15** 81.77±0.17** 86.65±0.21##

S   7.63±0.12 13.35±0.04** 12.83±0.06**   8.61±0.02##

G2/M   5.37±0.02   5.41±0.12   5.40±0.18   4.74±0.22#

**P<0.01 vs Control; #P<0.05, ##P<0.01 vs X-exo+CFs.

A: 利用划痕实验检测各组CFs迁移能力; B: 各组CFs迁移率随时间变化情况。

A: scrape assay was used to detect CFs migration ability; B: the mobility of CFs in each group changed over time.
图7   各组CFs的迁移情况

Fig.7   CFs migration in each group
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明显增强 , 这说明X线辐射可能会促进CFs的迁移 , 
而经X线辐射的细胞分泌的外泌体与CFs共培养后 , 
也有同样的促迁移效果 , 而AST可以抑制这种增强

的细胞迁移能力。

2.7   X线诱导的外泌体对CFs纤维化相关因子表

达的影响及黄芪甲苷的干预

与 Control组相比 , X-CFs组 TGF-β1、Col-I
蛋白表达量分别增加了 38.1%、167.7%(P<0.01), 
X - e x o + C F s组蛋白表达量分别增加了 1 8 . 6 %、

129.7%(P<0.01), 说明2 Gy X线能增强CFs的致纤维

化能力 , 经2 Gy X线照射CFs产生的外泌体同样可

以引起CFs致纤维化能力增强, 这说明X线诱导的外

泌体参与电离辐射旁效应引起的促纤维化损伤。与

X-exo+CFs组相比 , 经4 μg/mL AST预处理过的CFs
与X线诱导的外泌体共培养后TGF-β1、Col-I蛋白表

达量分别降低了15%、21.9%(P<0.01)(图8), 这说明

AST能防护外泌体介导的辐射旁效应引起的CFs促
纤维化损伤。

3   讨论
放射性心脏损伤严重影响胸腹部肿瘤放疗患

者的健康 , 并在临床放疗中限制杀死肿瘤细胞所需

的放疗剂量和强度 [13]。放射性心脏损伤尚无有效

的干预措施 , 其主要病理基础是心脏的纤维化病理

改变[2], 如果能有效阻断其纤维化病变进程, 则就有

可能改善放射性心脏损伤。

新近研究表明 , 辐射旁效应可能参与放疗停止

后的数月至数年的进展性迟发性损伤效应 , 射线通

过刺激外泌体的分泌 , 在介导电离辐射旁效应中发

挥重要作用 [7]。细胞在受到射线等外来刺激或应激

表4   各处理组对CFs迁移率的影响

Table 4   Influence of each treatment group on CFs mobility

时间/h
Time /h

Control X-CFs X-exo+CFs X-exo+AST-CFs

12 13.92±0.69 29.29±0.67** 22.39±1.34**   8.38±0.64##

24 27.52±0.94 33.02±0.27* 38.07±0.61** 22.62±0.50##

48 34.84±1.41 55.84±0.26** 41.51±0.20* 24.42±1.00##

*P<0.05, **P<0.01 vs Control; ##P<0.01 vs X-exo+CFs.

**P<0.01 vs Control; ##P<0.01 vs X-exo+CFs.
图8   各组CFs蛋白表达情况

Fig.8   CFs protein expression in each group 
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时分泌的外泌体通过自分泌、旁分泌、远距离分

泌等方式作用于靶细胞发挥生物学效应 [14-15]。越来

越多的研究表明 , 放射性外泌体参与调节器官纤维

化 , 如 : 辐射激活的人牙龈成纤维细胞分泌的外泌

体参与调节颌骨放射性纤维化骨损伤 [16]; 人脐带间

充质干细胞外泌体参与调节放射性肺纤维化等 [17]。

也有证据显示 , 心肌纤维化的发生可能与外泌体有

关 [18]。本实验通过受照射CFs培养基中的外泌体与

正常CFs共培养的方法探讨放射性外泌体是否可以

通过电离辐射旁效应促进心肌纤维化损伤的发生

发展。

3.1   外泌体介导的辐射旁效应对CFs的影响

CFs在正常情况下处于稳定的非活动状态 , 但
在纤维化的发展过程中 CFs活化并向肌成纤维细

胞转化 [19]。CFs可合成和分泌TGF-β1, 而TGF-β1被
认为是纤维化过程中起关键作用的细胞因子之一 , 
TGF-β1可以促进成纤维细胞的增殖及细胞外基质

的产生, 进而促进纤维化的发展[20]。总体来说, 放射

性心肌纤维化是一个渐进性纤维化过程 , 主要表现

为CFs的活化和过度增殖以及细胞外基质中胶原纤

维的过量积聚[21]。

3.1.1      外泌体辐射旁效应对CFs增殖的影响      已
有研究发现, 大剂量X线照射会引起细胞损伤进而

降低CFs的增殖率, 小剂量X线不会引起细胞严重损

伤, 但却有直接的促纤维化效应[10]。本实验进一步

证明, 小剂量2 Gy X线在照射CFs后6~12 h可以促进

细胞的增殖, 较高剂量照射则会抑制细胞增殖速率; 
X线诱导的外泌体与CFs共培养24 h同样可以提高

细胞的增殖速率; 我们用流式细胞术检测各组细胞

周期, 发现与Control组比较, X-CFs组、X-exo+CFs
组处于G0/G1期的细胞比例降低, S期、G2/M期的细

胞比例升高(P<0.01), 这说明X线辐照和X线诱导的

外泌体在一定时间内可以促进CFs的增殖, 且X线和

X-exo可能是通过调节细胞周期分布的机制来实现

的。有研究显示, 硬膜外纤维化中成纤维细胞大量

增殖, 流式细胞术检测其细胞周期显示处于S期的细

胞比例显著升高[22]。还有研究证实, 高糖诱导的纤

维化中大鼠CFs大量增殖, 其处于G0/G1期的细胞比

例降低, 处于S期、G2/M期的细胞比例升高[23]。这

些研究表明, 辐照可能通过调节细胞周期影响细胞

的增殖速度, 而X线诱导的外泌体可能通过介导辐

射旁效应促纤维化效应进而发挥促CFs增殖的作用。

3.1.2   外泌体辐射旁效应对CFs迁移能力的影响      
研究发现CFs大量存在于间质和血管周围的细胞外基

质中 , 心脏损伤时这些细胞可以迅速动员以应对心脏

损伤, CFs迁移到受损的心肌部位, 在抗炎和促有丝分

裂的微环境作用下转分化为肌成纤维细胞 [24], 引起纤

维化的发生发展。心肌缺氧时的代谢产物也可以诱

导CFs的迁移作用 [25]。本研究细胞划痕实验表明 , X-
exo+CFs组CFs迁移率和X-CFs组类似, 明显升高, 进一

步表明小剂量X线辐射可增强CFs迁移能力, 而X线诱

导的外泌体可通过介导电离辐射旁效应达到类似的

促CFs迁移效果。本研究在细胞增殖实验中证明小剂

量X射线及其诱导的外泌体能促进CFs增殖 , 而划痕

实验涉及细胞增殖和迁移两类事件 , 且划痕实验检测

时间长达48 h, 因此划痕缩小可能是细胞迁移和细胞

增殖共同作用的结果 , 而不是单纯由迁移造成的。但

实验目的主要是要检测细胞迁移 , 所以实验中我们不

仅使用无血清培养基 , 也用1 μg/mL的丝裂霉素抑制

细胞分裂 , 以此尽可能地降低细胞增殖对实验结果的

影响。

3.1.3   外泌体辐射旁效应对纤维化相关因子表达的

影响      促纤维化因子和细胞外基质的增加是纤维

化发生发展的病理分子基础[26-27], X线诱导的外泌体

与CFs共培养48 h后, 可引起促纤维化分子TGF-β1、
Col-I表达升高, 这从分子病理基础上表明放射性外

泌体介导的电离辐射旁效应参与放射性心脏纤维化

病变。

综上, 外泌体介导的辐射旁效应可以通过促进

CFs增殖、迁移、纤维化因子表达等, 参与放射性心

脏纤维化损伤的发生发展过程。

3.2   黄芪甲苷通过调节外泌体介导的辐射旁效应

对放射性心脏纤维化的影响

研究显示黄芪具有抗辐射、保心、调节纤维

化损伤的作用 [10-12]。药代动力学研究显示 , AST通
过鼠尾静脉给药后在大鼠体内的分布较为广泛 , 但
其在各组织中浓度较低且随时间推移呈线性递减趋

势 , 给药20 min后心脏中的AST浓度仅约为肝肺组

织中的1/3[28]。为了研究中操作方便 , AST干预大鼠

心脏纤维化的研究多用20~60 mg/kg的AST灌胃给

药 (连续4周 )[29-30], 按照上述尾静脉给药的药代动力

学特点推测灌胃吸收后到达心脏的药物浓度可能并

不是很高 , 但即便如此AST仍对心脏纤维化有一定

的防治效应 [29-30], 基于此本实验应用筛选出的较低
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浓度(4 μg/mL)的AST干预大鼠心肌成纤维细胞理论

上符合动物在体实验的实际情况 , 前人研究与我们

的药物剂量接近的是邓鑫梦等 [31]用5 μg/mL的AST
进行实验干预探讨AST对成纤维细胞功能活性的作

用。研究证明 , X线诱导的外泌体引起的CFs促纤维

化反应会促进CFs的迁移 , 而经AST预处理后 , 这种

促纤维化引起的CFs迁移能力增强被抑制了, 这可能

与AST通过抑制TGF-β活性、Smad2/3和NLRP3蛋白

表达来抑制细胞迁移有关 [32], 然而AST对“外泌体辐

射旁效应引起的纤维化损伤 ”是否有保护作用鲜见

报道。本实验观察到AST可以抑制放射性外泌体对

正常CFs的促增殖效应, 与X-exo+CFs组相比, 我们用

AST预处理可逆转放射性外泌体引起的G0/G1期细胞

比例降低。文献表明 , 边志超等 [33]的研究与我们上

述实验结果一致 , 他们也观察到AST能通过改变细

胞周期使大量成纤维细胞阻滞于G1期从而抑制成纤

维细胞增殖。同时 , 本研究还表明AST可抑制外泌

体辐射旁效应中的CFs迁移和TGF-β1、Col-I蛋白表

达。以上研究证明 , AST对放射性外泌体介导辐射

旁效应而引起的促纤维化有一定的防护作用。通过

文献梳理 , 发现AST的防护机制可能与包含在外泌

体内的miRNAs有关, 研究证明外泌体携带的miRNA
在心肌纤维化发展过程中起重要作用 [34-36]。miRNA
是一类存在于真核生物中的长约22个核苷酸的内源

性非编码小分子RNA[37], 通过与特定mRNA的3′端非

翻译区结合 , 引起mRNA的降解或抑制蛋白质的翻

译来调控基因表达[38]。WEI等[39]研究提出, AST可以

通过调节miR-135a-TRPM7-TGF-β/Smads通路来抑

制心脏纤维化。鉴于此 , 推测AST或可通过调节外

泌体miRNA而抑制心脏纤维化病变, 发挥RIHD防护

效应, 本课题组后期将对此进行验证。

3.3   小结与展望

本实验证明了X线诱导的外泌体(放射性外泌

体)可促进CFs的增殖、增强CFs迁移能力及促纤维

化因子高表达, 黄芪甲苷对这种放射性外泌体辐射

旁效应引起的CFs增殖、迁移、纤维化分子表达能

力增强有一定的抑制效应, 但其具体机制不清, 本课

题组后期将重点关注放射性外泌体对CFs转分化激

活的影响, 并检测X线照射对CFs外泌体miRNA表达

谱的影响, 然后结合生物信息学及网络药理学探寻

黄芪甲苷通过调节放射性外泌体miRNA抑制纤维

化病变的可能分子通路, 积极开展外泌体辐射旁效

应的在体研究。此外, RIHD的病理变化除了包括以

CFs为主要效应细胞的纤维化外, 也包括心肌细胞的

损伤凋亡, 所以在对RIHD进一步的研究中我们也将

关注“外泌体辐射旁效应对心肌细胞凋亡的影响”。
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