
Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 28｜No.14｜May 2024｜2173

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

32P-β 射线致急性放射性皮肤损伤模型的建立及损伤机制

文题释义：
32P：同位素

32P发射纯β射线，半衰期为14.263 d，平均能量0.695 MeV，组织平均射程为2-4 mm，核事故发生时，放射性核素
32P沾染到皮

肤上可引起放射性皮肤损伤。

急性放射性皮肤损伤：身体局部皮肤受到一次或短时间(数日)内多次大剂量(α、β、γ射线)外照射所引起的急性放射性皮炎及放射性皮肤溃疡。

摘要

背景：急性放射性皮肤损伤的临床表现为反复发作的坏死性溃疡，其发病机制仍不完全清楚，建立合适的动物模型对其发病机制及预防治

疗的研究具有重要临床价值。

目的：建立急性β射线放射性皮肤损伤模型，初步探究其损伤机制。

方法：69只SD大鼠随机分为30，45和60 Gy β射线照射组(n=21)及对照组(n=6)，采用
32P放射性核素对大鼠背部进行单次局部照射，对照组除

不照射外其余操作与各照射组相同。造模后监测各组大鼠体质量，各照射组分别于照射后第7，15，30，45，60天各取3只大鼠切取皮肤

组织观察损伤情况，包括皮肤外观、苏木精-伊红染色、Masson染色、透射电镜、TUNEL实验观察，另外采用免疫组化、Western Blot观察

皮肤样本中Bcl-2、Bax及P53凋亡相关蛋白的表达。

结果与结论：①照射后大鼠无意外死亡，体质量呈逐渐增加趋势；②大鼠皮肤出现不同程度的表皮层坏死、炎症细胞浸润、毛囊及附属器

减少、胶原纤维断裂，以60 Gy、45 Gy表现明显，血清炎症因子白细胞介素6、肿瘤坏死因子α水平显著升高，呈剂量依赖性；③电镜结果

显示细胞内出现不同程度的线粒体数量减少、空泡化以及核固缩，细胞凋亡程度呈现一定的剂量依赖性；④免疫组织化学及Western Blot
结果显示，照射后皮肤组织P53及Bax蛋白表达增加，Bcl-2蛋白表达减弱，45 Gy、60 Gy β射线组与30 Gy β射线组相比差异有显著性意义(P < 
0.05)；60 Gy β射线组与45 Gy β射线组相比差异有显著性意义(P < 0.05)；⑤结果提示，

32P放射性核素45 Gy及60 Gy照射大鼠背部可成功建立

急性放射性皮肤损伤动物模型，其机制与凋亡相关因子P53、Bax上调及Bcl-2下调有关，该模型可为放射性皮肤损伤预防治疗及相关机制研

究提供参考。
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Abstract
BACKGROUND: The clinical manifestation of acute radiation skin injury is recurrent necrotic ulcers, and its pathogenesis is still not fully understood. The 
establishment of a suitable animal model will have important clinical implications for the study of its pathogenesis, prevention and treatment. 
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0   引言   Introduction
随着核技术在各领域的广泛应用，放射性物质给人类带

来许多益处的同时由于其自身的危险属性必然会在使用过程

中发生辐射损害
[1-2]

。核事故发生时，皮肤作为人体的第一

道屏障，是辐射的第一个靶器官，放射性核素沾染到人体皮

肤组织表面可引发放射性皮肤损伤
[3-4]

，其临床表现为发病

缓慢、病程长、反复发作的坏死性溃疡，迁延不愈甚至恶变，

是典型的难愈性创面
[5-7]

。核辐射所致皮肤组织损伤程度决

定于射线类型和受照剂量，不同剂量的 α、β、γ 射线及中子

对皮肤的损伤不全相似，其机制也不完全相同，但皮肤损伤

的表现形式相近
[8-10]

。放射性皮肤损伤的分子机制涉及多种

因素，辐射诱导的 DNA 链断裂、炎症反应以及活性氧被认

为是辐射诱发组织损伤的触发因素
[10]
。目前认为放射性皮肤

损伤难愈合与照射后产生大量自由基
[10-13]

、炎症反应
[12-13]

，

以及凋亡相关基因
[14-16]

、生长因子
[17]
、信号通路改变密切相

关
[18]
。辐射引起机体细胞产生大量活性氧可损伤 DNA，激活

P53 基因表达，改变 Bcl-2/Bax 比值，进而导致细胞周期阻滞、

DNA 无法修复，诱导细胞进入凋亡状态
[12，15-16]

，同时受照后

皮肤组织过度炎症反应抑制细胞增殖及肉芽组织生长，导致

创面难以愈合
[6]
。

针对核事故与核辐射突发事件中辐射所致放射性皮肤

损伤，尤其是中重度以上的损伤，一直是临床预防治疗中的

重点及难点
[12-13]

，研究其致伤机制、生理生化机制以及寻找

有效物理及药物防治手段已成为国内外研究的热点，在研究

中首要的步骤是建立有效可靠的动物模型。国内外有关放射

性核素沾染所致皮肤损伤动物模型构建过程中大多采用电子

线、
60Co 以及 X 射线照射建立急性放射性皮肤损伤模型，且

在造模过程中的照射剂量、照射方式及损伤程度评价均未统

一
[18-20]

，所建立的皮肤损伤模型不能完全模拟核沾染所致皮

肤损伤的特点，而放射性核素
32P 发射纯 β 射线，其沾染到

皮肤上可引起放射性皮肤损伤，可作为急性 β 射线皮肤损伤

的理想放射源。鉴于目前的研究现状，此次实验采用
32P 放

射性核素辐射器敷贴于 SD 大鼠背部模拟建立放射性核素沾

染到皮肤组织引起的 β 射线皮肤损，通过观察照射后皮肤组

OBJECTIVE: To establish a model of acute β-ray radiation skin injury and to investigate the mechanism of injury.
METHODS: Sixty-nine Sprague-Dawley rats were randomly divided into 30, 45, 60 Gy 32P-β-ray groups (n=21 per group) and control group (n=6). A single local 
irradiation of the back of the rats was performed using 32P radionuclide. The control group was operated in the same way as the irradiated groups except that 
it was not irradiated. The body mass and skin appearance of the rats were measured at 7, 15, 30, 45, and 60 days after irradiation. Three rats from each group 
were selected at each observation time point. The skin injury was observed by hematoxylin-eosin staining, Masson staining, transmission electron microscopy, 
and TUNEL assay. P53, Bcl-2 and Bax protein levels in the skin were measured by immunohistochemistry and western blot assay.
RESULTS AND CONCLUSION: There was no accidental death after irradiation, and the body mass of rats showed a gradual increase. The rats showed different 
degrees of epidermal necrosis, inflammatory cell infiltration, reduction of hair follicles and appendages, and collagen fibrillation, which were evident at 60 and 
45 Gy. The levels of serum inflammatory factors, interleukin-6 and tumor necrosis factor-α, were significantly increased in a dose-dependent manner. Under the 
electron microscope, there are varying degrees of mitochondrial reduction, vacuolization and nuclear pyknosis in the cells. The degree of cell apoptosis showed 
a certain dose-dependence. Immunohistochemistry and western blot results showed an increase in the expression of P53 and Bax proteins and a decrease in 
the expression of Bcl-2 protein in the skin after irradiation. There were significant differences between the 60 Gy group and the 45 Gy and 30 Gy groups (P < 0.05). 
To conclude, irradiation with 60 Gy and 45 Gy 32P radionuclide on the back of rats could successfully establish a practically pre-clinical animal model, and the 
mechanism is related to the up-regulation of P53 and Bax and the down-regulation of Bcl-2. This model can provide a reference for the establishment of animal 
models for the study of the mechanism of radiation skin injury and its prevention and treatment.
Key words: 32P; β-ray; Sprague-Dawley rat; radioactive skin injury; animal model; P53; Bax; Bcl-2

How to cite this article: WU XD, WANG ZG, ZHAN Y, ZHANG GX. Establishment of an acute radioactive skin injury model induced by 32P-beta ray radiation and 
the mechanism of injury. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2024;28(14):2173-2179. 

织形态学、炎症反应、细胞凋亡相关基因 (p53、Bax、Bcl-2)

的变化，寻找不同损伤程度放射性皮肤损伤动物模型的最佳

照射剂量，初步探究其致伤机制，以期为 β 射线所致放射性

皮肤损伤的预防治疗研究提供可靠的动物模型。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，组间比较采用单因素方差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 6 月至 2023 年 1 月在北部

战区总医院动物实验科完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   SPF 级雄性 SD 大鼠 69 只，体质量 250-300 g，

购于辽宁长生生物技术股份有限公司，动物许可证号：SCXK 

( 辽 )2020-0001，在北部战区总医院动物实验科饲养。标准

动物房温度为 (22±2) ℃，湿度 (50±5)%，每隔12 h进行开关灯，

饲养笼均设置独立空气净化系统，饲料及纯净水灭菌，待大

鼠适应环境 1 周后称体质量，进行实验操作。实验方案经北

部战区总医院动物实验伦理委员会批准，批准号为 2018024 

号。实验过程遵循了国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与

福利的作者指南共识》。

1.3.2   实验试剂及仪器   32P 同位素溶液购自中国原子高

科股份有限公司，P53 抗体、Bax 抗体、Bcl-2 抗体、内参 

 Actin(Abcam 公 司 )，HRP- 山 羊 抗 兔 / 小 鼠 (Servicebio 公

司 )，TUNEL 试剂盒 ( 罗氏公司 )，苏木精 - 伊红染液套装、

Masson 染液套装、肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor-α，
TNF-α)、白细胞介素 6(interleukin 6，IL-6) 酶联免疫试剂盒

(Servicebio 公司 )。低温高速离心机 ( 贝克曼 )，透射电子显

微镜 (Hitachi 公司 )，酶标仪 (Thermo公司 )，光学显微镜 (Nikon

公司 )，倒置荧光显微镜 (Nikon 公司 )。
1.4   方法   

1.4.1   实验动物分组及模型建立   采用随机数字表法将 69 只

SD 大鼠随机分为 4 组，分别为 30 Gy、45 Gy、60 Gy β 射线

组 (n=21) 及 0 Gy 对照组 ( 简称对照组，n=6)。制备
32P-β 照

射辐射器 (2 cm×2 cm)，照射前大鼠腹腔注射 1% 戊巴比妥钠

溶液 (4 mL/kg)，背部毛发用剃毛器剃去，将辐射器固定于大
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鼠背部皮肤 2 cm×2 cm 方形区域，吸收剂量分别为 30 Gy、
45 Gy 以及 60 Gy。照射完放回笼子饲养，自由饮水摄食。对

照组除不照射外其余操作与各照射组相同。 

丙酮洗脱，渗透包埋；将样品插入包埋板后 37 ℃烤箱恒温

聚合，超薄切片机切片，2% 醋酸铀 -2.6% 枸橼酸铅溶液染色，

室温干燥过夜，透射电子显微镜下观察，采集图像分析。

1.4.7   TUNEL 实验   取 1.4.3 中个各时间段石蜡切片，TUNEL

法检测创面成纤维细胞和血管内皮细胞凋亡程度。甲醛固定，

严格按照 TUNEL 试剂盒方法进行检测。显微镜下观察皮肤组

织细胞凋亡情况。

1.4.8   免疫组织化学   检测照射后第 7，15，30，45，60 天

皮肤样本中 P53、Bax、Bcl-2及表达情况。取 1.4.3中备用切片，

依次将切片脱蜡至水；抗原修复；体积分数 3% 双氧水溶液

阻断内源性过氧化物酶；在组化圈内滴加 3%BSA 均匀覆盖组

织，室温封闭 30 min；在切片上滴加 PBS 按一定比例配好的

一抗 (P53、Bax、Bcl-2，比例均为 1 ∶ 500)，4 ℃孵育过夜。

滴加与一抗相应种属的二抗覆盖组织，室温孵育 50 min；
DAB 显色液显色，显微镜下控制显色时间，自来水终止显色，

苏木精复染细胞核，脱水封固；置于光学显微镜下拍摄，测

量平均吸光度值。

1.4.9   Western Blot   照射后第 30 天，取各组皮肤组织块加入

裂解液，低温充分研磨，4 ℃，12 000 r/min 离心后收集上

清，BCA 蛋白试剂盒定量蛋白浓度，根据检测蛋白分子质量

确定浓缩胶浓度为 5%，电泳后转 PVDF 膜，4 ℃过夜孵化以

下抗体 P53(1 ∶ 1 000)，Bax(1 ∶ 2 000)，Bcl-2(1 ∶ 2 000)，
Actin(1 ∶ 2 000)，回收一抗，用 1×TBST 洗涤样品 3 次，室

温下与相应的二抗一起孵育 30 min，再用 1×TBST 冲洗 3 次，

增强化学发光液 ECL 可视化蛋白条带，Image J 进行定量分析。

1.5   主要观察指标   ①大鼠体质量；②大鼠皮肤创面大体观

察、皮肤创面愈合时间及愈合率；③苏木精 - 伊红染色、

Masson 染色观察创面病理学改变；④ ELISA 检测血清 IL-6、
TNF-α 水平；⑤透射电镜观察细胞凋亡形态及 TUNEL 法检测

细胞细胞凋亡程度；⑥免疫组化及 Western Blot 检测 P53、
Bax 及 Bcl-2 表达水平。

1.6   统计学分析   采用 SPSS 17.0 及 GraphPad Prism 8.0.2 统计

软件。计量资料以 x-±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用 t 检验，P < 0.05 为差异有显著性意义。文章

统计学方法已经通过北部战区总医院生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   选取 69 只 SD 大鼠，随机分为 30 Gy、 
45 Gy、60 Gy β 射线组 (n=21) 及对照组 (n=6)，造模后，30，
45 和 60 Gy β 射线组分别于照射后第 7，15，30，45，60 天

各取 3 只大鼠切取皮肤组织观察损伤情况，每组中 6 只大鼠

继续留观直到实验结束，实验过程中无意外死亡，所有大鼠

均进入结果分析。

2.2   不同剂量 β 射线对 SD 大鼠体质量的影响   30 Gy、45 Gy

以及 60 Gy β 射线单次局部照射后，各组大鼠饮食饮水正常，

体质量呈逐渐增加趋势，各剂量组无统计学差异。与对照

组相比，60 Gy 剂量组在照射后第 30 天体质量有所下降 (P < 

0.05)，之后逐渐恢复，见图 1。

32P-β 射线致急性放射性皮肤损伤模型在造模过程中的相关问题

造模目的 建立
32P-β 射线致急性放射性皮肤损伤模型及损伤机制初探

模型与所研究疾

病的关系

32P-β 射线致急性放射性皮肤损伤模型，为核沾染所致皮肤损伤

机制及预防治疗药物的研究提供可靠的动物模型

研究问题借鉴已

有标准动物模型

造模  

有研究采用直线加速器产生的 X 射线或电子线以及 γ 射线制备

急性放射性皮肤损伤模型，作者认为以上方式虽可模拟急性放

射性皮肤损伤，但其不能模拟核事故发生时放射性核素
32P 沾染

到皮肤造成的急性 β 射线所致的皮肤辐射损伤，且 X 射线及 γ
射线穿透性强易造成动物脏器损伤继而大量死亡，直线加速器

设备昂贵，使用成本高，同位素
32P 辐射器制备容易，造模面积

及剂量可控

选择动物的条件 SPF 级雄性 SD 大鼠 69 只，8 周龄，体质量 250-300 g

动物来源及品系 SD 大鼠由辽宁长生生物技术股份有限公司提供

造模技术描述 制备
32P-β 照射辐射器 (2 cm×2 cm)，单次局部敷贴照射，皮肤吸

收剂量分别为 30，45，60 Gy

造模主要诱导用

药

32P 同位素溶液

动物数量及分组

方法

69 只 SD 大鼠随机分为 4 组，30 Gy、45 Gy、60 Gy β 射线组 (n=21)
及对照组 (n=6)

造模成功评价指

标

苏木精 -伊红染色、Masson 染色、透射电镜、TUNEL 法、Bcl-2、 
Bax 及 P53 蛋白表达水平评价放射性皮肤损伤模型是否成功

造模后实验观察

指标

大鼠体质量；大鼠皮肤创面大体观察及大鼠皮肤创面愈合时间

及愈合率；苏木精 - 伊红染色、Masson 染色观察创面病理学改

变；ELISA 检测血清白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 水平；透射

电镜观察细胞凋亡形态及 TUNEL 法检测细胞凋亡程度；免疫组

化及 Western Blot 检测 P53、Bax 及 Bcl-2 表达水平

造模后动物处理 造模结束后麻醉动物给予安乐死，切取皮肤组织

伦理委员会批准 实验方案经北部战区总医院动物实验伦理委员会批准

1.4.2   动物大体观察   照射后对大鼠进行拍照观察，称取体

质量，记录大鼠的全身状态、创面出现的时间、创面色泽、

渗出液、伤口愈合等情况，计算各组创面愈合时间及愈合率。

创面愈合率 (%)=( 开始照射面面积 - 未愈合创面面积 )/ 开始

照射面面积。创面愈合标准：创面结痂面积 < 创面面积 5%

或愈合面积 > 95% 为完全愈合。

1.4.3   苏木精 -伊红染色   照射后第 7，15，30，45，60 天，

无菌条件下采集各个时间段各组 3 只大鼠的创伤皮肤组织

(0.5 cm×0.5 cm)，甲醛固定，石蜡包埋、切片。脱蜡至水，

依次进行苏木精染色、梯度乙醇脱水、伊红染色。依次放入

乙醇逐级脱色、 二甲苯至透明，中性树胶封固。显微镜镜检，

图像采集分析。

1.4.4   Masson 染色   取 1.4.3 中个各时间段石蜡切片，浸入

Masson A 液中浸泡过夜。切片依次入 Masson B 液及 Masson 
C 液等比混合的染液、Masson D 液浸染、Masson E 液浸染。

稍沥干直接入 Masson F 液染，1% 冰醋酸漂洗分化，无水乙

醇脱水，中性树胶封固，显微镜镜检，图像采集分析。

1.4.5   ELISA 法   严格按照试剂盒说明书检测大鼠血清中

IL-6、TNF-α 水平。

1.4.6   电镜观察   照射后第 30 天，取各组皮肤组织 4% 戊二

醛固定，1% 锇酸避光室温固定。室温脱水：梯度乙醇脱水，
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2.3   不同剂量 β 射线对 SD 大鼠皮肤愈合时间及愈合率的影

响   大鼠经不同剂量 β 射线照射后，均出现不同程度的皮肤

损伤，见图 2。
照射后第 7 天，各组大鼠照射部位均出现干性脱皮，

45，60 Gy β 射线组开始出现少量充血性红斑。照射后第 15

天，30 Gy β 射线组出现少量片状红斑，45，60 Gy β 射线照

射部位皮肤红肿，出现显著性片状红斑，结痂，创面扩大。

照射后第 30 天，30 Gy β 射线组出现显著性片状红斑，创面

结痂；45 Gy β 射线组照射野皮肤结痂融合，创面扩大不明显；

60 Gy β 射线组照射野皮肤结痂加深、融合，有稀薄渗出液。

照射后第 45 天，45 Gy β 射线组出现痂皮脱落，60 Gy β 射线

组出现少量痂皮脱落，创面有收缩趋势，同时可观察到 30 Gy  
β 射线组痂皮脱落创面基本恢复。照射后第 50 天，45 Gy β

射线组可见大量新生上皮部分覆盖创面，60 Gy β 射线组可

见少量痂皮脱落。照射后第 60 天，45 Gy β 射线组大鼠创面

基本恢复，未见毛发生长；60 Gy β 射线组大鼠创面仍有大

部分结痂未脱落，且创面溃疡反复迁延不愈。各组大鼠创面

愈合时间及愈合率见表 1，2。

组有大量新生上皮覆盖创面，胶原纤维增生明显，排列整齐； 

60 Gy β 射线组真皮层结缔组织有少量增生，皮肤表层结构

有明显缺损。见图 3，4。
2.5   ELISA 法检测各组大鼠血清 IL-6、TNF-α 水平   与 30 Gy 

β 射线组比较，45，60 Gy β 射线组血清 IL-6、TNF-α 水平显

著升高 (P < 0.05)；与 45 Gy β 射线组比较，60 Gy β 射线组

IL-6、TNF-α 水平显著升高 (P < 0.05)。见表 3。

表 1 ｜各组大鼠创面愈合时间比较                     (x-±s，n=6，d)
Table 1 ｜ Comparison of wound healing time of rats

组别 愈合时间

30 Gy β 射线组 43.0±2.27
45 Gy β 射线组 58.3±2.12a

60 Gy β 射线组 85.0±3.88ab

表注：与 30 Gy β 射线组比较，
aP < 0.05；与 45 Gy β 射线组比较，

bP < 0.05

表 2 ｜各组大鼠创面愈合率比较                      (x-±s，n=6，%)
Table 2 ｜ Comparison of wound healing rate of rats

组别 30 d 45 d 60 d

30 Gy β 射线组 68.8±1.49 99.5±4.55 100
45 Gy β 射线组 31.45±3.48a 55.99±3.60a 95.24±1.94a

60 Gy β 射线组 18.22±4.90a 35.90±4.06ab 63.98±1.13ab

表注：与 30 Gy β 射线组比较，
aP < 0.05；与 45 Gy β 射线组比较，

bP < 0.05

表 3 ｜照射后 30 d 各组大鼠血清白细胞介素 6(IL-6)、肿瘤坏死因子
α(TNF-α) 水平比较                                     (x-±s，n=6)
Table 3 ｜ Comparison of serum interleukin-6 and tumor necrosis factor-α 
levels in rats 30 days after irradiation

指标 30 Gy β 射线组 45 Gy β 射线组 60 Gy β 射线组

IL-6(pg/mL) 21.74±1.29 32.23±2.42a 41.50±3.54ab

TNF-α(pg/mL) 164.39±12.29 244.52±9.56a 330.68±9.32ab

表注：与 30 Gy β 射线组比较，
aP < 0.05；与 45 Gy β 射线组比较，

bP < 0.05

2.4   苏木精 - 伊红染色和 Masson 染色观察 β 射线对大鼠皮

肤组织病理学损伤   苏木精 - 伊红染色和 Masson 染色结果

显示：对照组大鼠皮肤表皮层细胞排列清晰，皮肤附属器结

构完整。照射后 15 d，30 Gy β 射线组表皮细胞、毛囊上皮

细胞肿胀，可见到坏死细胞，附属器减少，周围少量炎症细

胞浸润；45 Gy 以及 60 Gy β 射线组表皮可见小灶状缺失灶，

浅表糜烂加深，真皮内胶原纤维出现水肿、融解、断裂、排

列紊乱，其内有散在炎症细胞浸润。照射后 30 d，30 Gy β

射线组真皮内胶原纤维肿胀，胶原纤维断裂，溶解，排列紊乱；

45 Gy β射线组可见上皮细胞变性坏死，真皮层胶原纤维断裂，

炎性细胞浸润；60 Gy β 射线组真皮层大量断裂，成纤维细

胞很少，大量炎性细胞浸润。照射后 45 d，30 Gy β 射线组

有新生上皮覆盖创面，新生肉芽组织明显，胶原纤维增生明

显，排列较为整齐；45 Gy β 射线组可见大量胶原纤维增生

及上皮组织向创面中心爬行，胶原纤维丰富、真皮深层及皮

下组织水肿较轻；60 Gy β 射线组可见少量胶原纤维增生，

真皮层可见大量炎性细胞浸润。照射后 60 d，45 Gy β 射线

2.6   透射电镜观察 β 射线对大鼠皮肤组织的损伤情况   照射

后 30 d，与对照组相比，30 Gy β 射线组可见成纤维细胞内

粗面内质网增加，轻度扩张，细胞核膜结构完整，线粒体轻

微空泡化、损伤较轻；45 Gy β 射线组成纤维细胞内见少数

线粒体，呈空泡样变，粗面内质网扩张，细胞间隙增宽，可

见胶原纤维增生，可见少量自噬溶酶体结构；60 Gy β 射线

组毛囊基本消失，成纤维细胞内见少数线粒体，呈空泡样变，

内质网肿胀明显，胞浆内有自噬空泡，细胞间隙明显增宽，

核固缩明显，细胞核调亡，可见大量自噬溶酶体结构。见图 5。
2.7   TUNEL 法检测细胞凋亡程度   照射后 15 d，各组均有少

量细胞凋亡，主要为炎症细胞和少量的成纤维细胞，各组无

明显差异；照射后 30 d，各组凋亡细胞均增多，主要为成纤

维细胞和血管内皮细胞，60 Gy 及 45 Gy β 射线组呈表达高峰，

60 Gy β 射线组凋亡细胞数量高于 45 Gy β 射线组 (P < 0.05)，
45 Gy β 射线组高于 30 Gy β 射线组 (P < 0.05)；照射后 45 d，

各组凋亡细胞呈下降趋势，30 Gy 可见少量凋亡细胞，60 Gy 

β射线组凋亡细胞数量仍高于45 Gy β射线组 (P < 0.05)。见图6。
2.8   免疫组化学检测 P53、Bax 及 Bcl-2 蛋白表达水平   照射

后第 15 天，3 组大鼠皮肤组织中 P53 及 Bax 蛋白的表达均呈

阳性，60 Gy 及 45 Gy β 射线组 P53、Bax 蛋白的表达水平高

于 30 Gy β 射线组；照射后第 30 天，各组表达均呈增长趋势，

60 Gy 及 45 Gy β 射线组大鼠皮肤组织 P53、Bax 蛋白的表达

水平达峰值，且 60 Gy β 射线组高于 45 Gy β 射线组 (P < 0.05)，
45 Gy β射线组高于 30 Gy β射线组 (P < 0.05)；照射后第 45 天，

60 Gy β 射线组 P53、Bax 蛋白的表达仍呈较高水平，30 Gy

及 45 Gy β 射线组 P53、Bax 蛋白表达明显减弱 (P < 0.05)。照

射后第 15 天，3 组大鼠皮肤组织中 Bcl-2 蛋白的表达均呈阳

性；照射第 30 天，各组 Bcl-2 表达均呈下降趋势，60 Gy 及

45 Gy β 射线组大鼠皮肤组织 Bcl-2 蛋白的表达水平达低峰值，

且 60 Gy β 射线组显著低于 30 Gy 及 45 Gy β 射线组 (P < 0.05)，

见图 7；照射后第 45 天，60 Gy β 射线组 Bcl-2 蛋白的表达仍

呈较低水平，30 Gy 及 45 Gy β 射线组 P53、Bax 蛋白表达显

著增加 (P < 0.05)。
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图注：照射后各组大鼠体质量呈上升趋势，创面最严重时 ( 约第 30 天 )，
60 Gy β 射线组大鼠的体质量发生短暂下降，之后逐渐恢复。与对照组

相比，
aP < 0.05

图 1 ｜不同剂量 β 射线对大鼠体质量的影响

Figure 1 ｜ Effects of different doses of β-ray on the body mass of rats

图注：图 A-D 分别为电镜下 0，
30，45，60 Gy β 射线照射后

30 d 大鼠皮肤损伤情况

图 5 ｜电镜观察不同剂量 β 射

线对大鼠皮肤的损伤 (×2 500)
Figure 5｜ Electron microscope 
observation of skin injury 
induced by different doses of 
β-ray in rats (×2 500)

图注：30 Gy β 射线照射组损伤程度较轻，45 Gy 及 60 Gy β 射线组损伤

程度较重，且 60 Gy β 射线组照射后创面反复溃疡，经久不愈

图 2 ｜不同剂量 β 射线照射后对大鼠皮肤的损伤情况

Figure 2 ｜ Skin injury induced by different doses of β-ray in rats

图 3 ｜ β 射线对大鼠皮肤的病理损伤 ( 苏木精 -伊红染色，×100)
Figure 3 ｜ Pathological damage of β-ray irradiation to the rat skin 
(hematoxylin-eosin staining, ×100)

图 4 ｜ β 射线对大鼠皮肤的病理损伤 (Masson 染色，×100)
Figure 4 ｜ Pathological damage of β-ray irradiation to the rat skin (Masson 
staining, ×100)
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30 Gy β 射线组     45 Gy β 射线组     60 Gy β 射线组
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体
质
量
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时间 (d)

对照组

30 Gy β 射线组 
45 Gy β 射线组 
60 Gy β 射线组

a a a a
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图注：与 30 Gy β 射线组比较，
aP < 0.05；与 45 Gy β 射线组比较，

bP < 0.05
图 6 ｜不同剂量 β 射线照射后大鼠皮肤细胞凋亡情况 (TUNEL 法 )
Figure 6｜Apoptosis in rat skin cells induced different doses of β-ray (TUNEL 
assay)

15 d                             
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45 d                       
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平
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吸
光
度
值
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图注：与 30 Gy β 射线组比

较，
aP < 0.05；与 45 Gy β 射 

线组比较，
bP < 0.05

图 7 ｜免疫组化法检测 β
射线照射后 30 d 大鼠皮肤

组 织 P53、Bax 及 Bcl-2 蛋

白表达水平

Figure 7 ｜ Effects of 
different doses of β-ray on 
the expression levels of P53, 
Bax and Bcl-2 proteins in rat 
skin 30 days after irradiation
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图注：与 30 Gy β 射线组比较，
aP < 0.05；与 45 Gy β 射线组比较，

bP < 0.05
图 8 ｜ Western Blot 检测 β 射线照射后 30 d 大鼠皮肤组织 P53、Bax 及

Bcl-2 蛋白表达水平

Figure 8 ｜ Western blot detection of the expression levels of P53, Bax and 
Bcl-2 proteins in rat skin 30 days after β-ray irradiation

30 Gy β 射线组
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2.9   Western Blot检测P53、Bax及Bcl-2蛋白表达水平   见图8。
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30 Gy             45 Gy           60 Gy
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射线产生的生物学效应，其次照射剂量未统一
[18]
，评价指标

尚不明确
[19]
，照射后创面形状不规则，因此急需建立一种可

靠且能反映损伤病理特征的 β 射线引起放射性皮肤损伤动物

模型。

此次实验采用
32P 放射性核素辐射器敷贴于大鼠臀背部

成功建立不同损伤程度大鼠皮肤损伤模型，30，45，60 Gy

照射后均可产生明显的放射性皮损且安全性良好，损伤程度

与照射剂量呈正相关。大体观察及病理生化结果显示，30 Gy

照射后大鼠皮肤为轻度皮肤损伤，仅出现红斑、薄纸样改变，

可见表皮细胞肿胀，少量炎症细胞浸润，短时间创面自愈。

此剂量照射后皮肤病理变化不明显，创面损伤较轻，不符合

急性放射性皮肤损伤模型基本要求
[10，19，26]

。45 Gy 照射后大

鼠皮肤出现红斑、薄纸样改变、溃疡及结痂，上皮细胞变性

坏死，真皮层胶原纤维断裂，炎性细胞浸润，血清炎症因子

IL-6、TNF-α 水平显著升高，照射后 60 d 基本愈合。该结果

与陈宇彤等
[19]

采用 38 Gy X 射线建立的大鼠深Ⅱ度急性放射

性皮炎、沈国良等
[20]

采用 4 MeV 电子线照射大鼠建立 45 Gy 

β 射线深Ⅱ度烧伤创面皮肤损伤情况相似。而 60 Gy β 射线组

真皮层胶原纤维大量断裂，成纤维细胞极少，大量炎性细胞

浸润，皮肤反复溃疡，经久不愈，血清炎症因子 IL-6、TNF-α

水平显著高于 45 Gy β 射线组，为重度炎症反应
[10]
。KIM 等

[27] 

同样发现皮肤组织经 6 MeV 电子线照射 50，75 Gy 照射后的

皮肤因损伤严重无法完全恢复，由此可见，电离辐射生物效

应与照射剂量关系密切，在一定范围内皮肤损伤程度与受照

剂量呈正相关性
[19]
。45，60 Gy β 射线照射后均建立急性放

射性皮肤损伤模型，45 Gy 照射后大鼠皮肤依次出现红肿 -

炎症 - 溃疡 - 愈合的病程规律，符合急性放射性皮肤损伤Ⅱ

度反应
[10，19]

，60 Gy 照射后的大鼠皮肤损伤严重，反复溃疡

难以愈合。

细胞凋亡在放射性皮肤损伤发生发展过程中发挥重要作

用，凋亡存在多种相关凋亡基因调控，与凋亡关系最密切的

是 Bcl-2 家族和 P53[34]
。P53 参与调控多种凋亡途径，射线照

射后引起细胞 DNA 损伤，首先激活 P53 基因诱导受照细胞进

入凋亡阶段
[35]
，Bax 是一种重要的促凋亡蛋白，它的作用与

其含量密切相关
[36]
。在细胞凋亡过程中，Bcl-2 是特异性抑

制细胞凋亡的存活基因，Bcl-2/Bax 的比值决定了细胞凋亡是

被抑制还是被加强
[15-16，37]

。CUI 等 [38]
研究发现 Bax 蛋白的表

达随着细胞凋亡的增加而明显增加，与伤口愈合过程中的细

胞凋亡数量呈正相关，而 Bcl-2 蛋白的表达在细胞凋亡达到

最高点时明显下降，当细胞凋亡明显减少时，Bcl-2 蛋白的表

达呈现上升趋势。赵小瑜等
[39]

观察大鼠急性 β 射线皮肤损

伤创面相关凋亡基因表达发现表明 P53 抑制 Bcl-2 抗凋亡活

性，激活促凋亡基因 Bax，使得创面肉芽组织形成延迟，创

面难以愈合。此次实验结果显示 β 射线皮肤损伤创面形成过

程中，45 Gy β 射线照射后成纤维细胞内线粒体损伤明显，细

胞凋亡数量增加，60 Gy β 射线照射后线粒体严重损伤，细胞

核固缩明显，细胞濒临死亡；45，60 Gy β 射线组 P53、Bax

照射后 30 d Western Blot 检测各剂量组皮肤组织中

P53、Bax 及 Bcl-2 蛋白表达水平，60 Gy 及 45 Gy β 射线组大

鼠皮肤组织 P53、Bax 蛋白的表达较 30 Gy β 射线组显著增功 

( P < 0.05)，且 60 Gy β 射线组较 45 Gy β 射线组显著增加 (P < 

0.05)；60 Gy 及 45 Gy β 射线组大鼠皮肤组织 Bcl-2 蛋白的表

达较 30 Gy β 射线组显著降低 ( P < 0.05)，且 60 Gy β 射线组

较 45 Gy β 射线组显著降低 ( P < 0.05)。

3   讨论   Discussion
放射性皮肤损伤是身体局部皮肤受到一次或短时间 ( 数

日 ) 内多次大剂量 (α、β、γ 射线 ) 外照射所引起的急性放射

性皮肤溃疡
[21]
，可见于核事故及核战争发生时放射性核素沾

染到皮肤组织或外照射引发的皮肤损伤，也见于临床放射治

疗引起的并发症，其表现为受照皮肤红斑、脱毛、脱屑、色

素沉着、糜烂坏死，严重程度与照射剂量相关
[22-24]

。根据皮

肤损伤的临床表现不同，可分为轻度 ( Ⅰ度反应 )、中度 ( Ⅱ

度反应 ) 及重度 ( Ⅲ度反应 )，Ⅰ度反应表现形式主要为红斑、

烧灼及刺痒感；Ⅱ度反应主要表现为高度充血、水肿及水疱

形成；Ⅲ度反应会出现皮肤溃疡、坏死，并迁延不愈
[10]
。轻

度皮肤损伤可以自愈，对于中重度以上的损伤目前缺乏有效

的预防和治疗手段，预后极差
[25-26]

。鉴于放射性皮肤损伤的

特殊性，研究其致伤机制及预防治疗方法需建立合适的动物

模型。

目前急性放射性皮肤损伤的造模中照射源主要采用电子

线、X 射线以及 γ 射线，剂量为 5-75 Gy 不等。KIM 等
[27]

采

用 6 MeV 电子束单次照射建立猪皮肤辐射损伤模型，以皮肤

损伤微血管密度下降为标志，发现 15，30 Gy 照射后，皮肤

组织在 4-6 周损伤达高峰，之后创面逐渐恢复，但经 50，
75 Gy 照射后的皮肤因损伤严重无法完全恢复。陈宇彤等

[19]

采用 X 射线建立急性 Wistar 大鼠放射性皮肤损伤大鼠模型，

通过检测 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3 及巨噬细胞

变化，认为 38 Gy X 射线照射组大鼠皮肤符合急性放射性皮

炎标准。FALLAH 等
[28]

发现 15 Gy γ 射线局部照射小鼠皮肤，

照射区域的纤溶酶原水平升高，纤溶酶原被激活为纤溶酶，

导致严重的放射性皮肤损伤。沈国良等
[20]

采用 4 MeV 电子

线照射 SD 大鼠臀部皮肤建立 45 Gy β 射线深Ⅱ度烧伤创面。

HOLLER 等
[29]

使用单次剂量为 8.5-45 Gy 的 60Co 射线照射小

鼠背部皮肤建立急性放射性皮肤损伤模型。MEI 等 [30]
采用

60Co 射线照射 SD 大鼠的头颈部建立了 15，20，25，30 Gy

的辐射模型。以上文献研究可知，电子线、X 射线、γ 射线

以及
60Co 射线照射后均可建立不同损伤程度的放射性皮肤模

型，但 X 射线及 γ 射线穿透性强易造成动物脏器损伤继而大

量死亡
[31-32]

，
60Co 射线源的保存和防护比较复杂

[33]
。大多研

究者采用直线加速器产生的电子线模拟 β 射线照射所致急性

放射性皮肤损伤。此方法安全性及动物耐受性较好，但尚存

在不足之处，首先直线加速器产生的电子线照射无法完全模

拟核事故或核爆发生中放射性核素沾染到皮肤组织后发射 β
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研究原著

持续高表达，且对应 Bcl-2 表达减弱，由此提示，β 射线照射

可导致皮肤凋亡细胞数量明显增加，其机制是通过活化 P53

及促凋亡基因 Bax 活性
[34-36]

、抑制 Bcl-2 抗凋亡活性
[16，37]

， 

从不同途径介导细胞凋亡，从而影响细胞增殖分化及相关细

胞因子的合成与分泌，使溃疡肉芽组织形成不良，上皮化过

程延迟，导致创面迁延不愈
[15-16，35]

。

综上所述，在 β 射线皮肤损伤创面愈合过程中相关凋亡

基因的表达发挥了重要作用，其机制可能与射线增强皮损细

胞中 P53、Bax 蛋白表达、降低 bcl-2 基因表达、促进细胞凋

亡的作用有关，具体机制仍需进一步验证。此次研究结果推

荐使用 45，60 Gy 32P 放射性核素建立急性放射性皮肤损伤模

型，其中 45 Gy 可作为Ⅱ度放射性皮肤损伤模型的剂量，所

建立的动物模型具有安全性高、耐受性好、方便观察取材等

特点，可作为 β 射线所致放射性皮肤损伤预防治疗研究的可

靠动物模型。
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