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摘 要 目的：研究西咪替丁对低剂量率照射比格犬肝细胞凋亡的影响及其机制。方法：将健康雄性比格犬随机分为正常对照

组、模型对照组、阳性药物组（香菇多糖，21.33 mg/kg）和西咪替丁低、中、高剂量组（5.33、10.67、21.33 mg/kg），每组4只。除正常对

照组外，其余各组比格犬均予 60Co-γ射线（剂量率：0.040 8 mGy/min）累积照射23 d，各给药组于每日照射前口服相应药物1次。停

止照射24 h后，采用TUNEL法检测各组比格犬肝细胞凋亡情况，并计算凋亡细胞百分比；采用免疫组化法检测其肝组织中凋亡相

关蛋白[Bax、Bcl-2、胱天蛋白酶3（Caspase-3）、p53]的表达水平。结果：与正常对照组比较，模型对照组比格犬肝组织中凋亡细胞

以及Bax、Caspase-3、p53阳性细胞均明显增加，凋亡细胞百分比以及Bax、Caspase-3、p53蛋白表达水平均显著升高；Bcl-2阳性细

胞明显减少，其蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）。与模型对照组比较，各给药组比格犬肝组织中上述阳性细胞均有

不同程度的变化，其中各给药组凋亡细胞百分比和p53蛋白表达水平，阳性药物组和西咪替丁低、高剂量组Bax蛋白表达水平以及

西咪替丁各剂量组Caspase-3蛋白表达水平均显著降低；西咪替丁各剂量组Bcl-2蛋白表达水平均显著升高；且西咪替丁中、高剂

量组凋亡细胞百分比以及西咪替丁各剂量组Caspase-3蛋白表达水平均显著低于阳性对照组，西咪替丁低剂量组p53蛋白表达水

平显著高于阳性药物组（P＜0.05或P＜0.01）。结论：西咪替丁可抑制低剂量率照射所致的比格犬肝细胞凋亡，对其具有一定的辐

射保护作用。这种作用可能与上调Bcl-2蛋白的表达，下调Bax、Caspase-3、p53蛋白的表达有关。
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Effects of Cimetidine on Low Dose Rate Irradiation-induced Liver Cell Apoptosis in Beagle Dogs and Its

Mechanism
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of cimetidine on low dose rate irradiation-induced liver cell apoptosis in Beagle

dogs. METHODS：Healthy male Beagle dogs were randomly divided into normal control group，model control group，positive

drug group（lentinan，21.33 mg/kg）and cimetidine low-dose，medium-dose and high-dose groups（5.33，10.67，21.33 mg/kg），

with 4 Beagle dogs each. Except for normal control group，other groups were given 60Co-γ accumulative irradiation（dosage rate：
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随着核能应用（涉及医学、军事、工业领域）的多样

化、普遍化，人们受到辐射损伤的风险也随之升高。低

剂量电离辐射（Low-dose radiation，LDR）可通过调节细

胞信号转导来改变多种基因和蛋白的表达，从而产生不

同于大剂量照射且复杂多样的生物效应 [1-3]。近年来，

LDR的健康效应受到了放射生物学家的极大关注，但由

于其致机体损伤的作用机制尚存有争议，故现有研究不

多。西咪替丁是第一个用于临床的H2受体拮抗药，主要

用于治疗胃及十二直肠溃疡、上消化道出血等疾病。随

着药理学研究的不断深入，研究者发现该药具有许多不

同于其他H2受体拮抗药的新用途，如辐射防护作用[4-6]。

本课题组前期研究了西咪替丁对LDR小鼠、大鼠和犬的

防护作用，发现其对LDR模型动物的造血系统和抗氧化

系统均具有较好的防护效果[7-9]。在此基础上，本研究以

对放射较敏感的肝脏为对象，重点观察了西咪替丁对低

剂量率照射（即长期累积剂量超过 100 mGy，但剂量率

低于5 mGy/h，更接近职业人群实际受辐射情况[10]）致比

格犬肝细胞凋亡的保护作用以及对凋亡相关蛋白表达

的调节作用，以期为阐明该药防护LDR的作用机制、研

发新型抗LDR药物奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

JJ-12J型脱水机、JB-P5型包埋机（武汉俊杰电子有

限公司）；RM2016型病理切片机（上海徕卡仪器有限公

司）；KD-P型组织摊片机（浙江省金华市科迪仪器设备

有限公司）；XSP-C204型显微镜（重庆光电仪器有限公

司）；5418R 型台式高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公

司）；TB-214型精密电子分析天平[赛多利斯科学仪器

（北京）有限公司]。

1.2 药品与试剂

西咪替丁片（江苏鹏鹞药业有限公司，批号：

1509241，规格：0.2 g）；香菇多糖片（阳性对照，浙江普洛

康裕天然药物有限公司，批号：150401，规格：基片重0.1

g）；兔源Bax多克隆抗体（武汉博奥森生物科技有限公

司，批号：bs-0127R）；兔源 p53多克隆抗体（美国 Omn-

imAbs公司，批号：om267038）；兔源胱天蛋白酶 3（Cas-

pase-3）多克隆抗体、兔源Bcl-2多克隆抗体（英国Abcam

公司，批号分别为Ab4051、Ab117115）；山羊抗兔辣根过

氧化物酶（HRP）标记二抗、乙二胺四乙酸（EDTA）抗原

修复液（pH 9.0）、山羊血清、蛋白酶 K 工作液、Harris 苏

木精染色液（武汉赛维尔生物科技有限公司，批号分别

为 GB23303、G1203、G1208、G1205、G1004）；TUNEL 检

测试剂盒（瑞士 Roche 公司，批号：11684817910）；二氨

基联苯胺（DAB）显色剂（丹麦Dako公司，批号：K5007）；

其余试剂均为分析纯，水为蒸馏水。

1.3 动物

普通级比格犬24只，雄性，体质量8～10 kg，由上海

交通大学农学院教学实验场提供[动物生产许可证号：

SCXK（沪）2012-0005]。

2 方法
2.1 分组

所有比格犬均适应性喂养1周后，随机分为6组，即

正常对照组、模型对照组、阳性药物组[香菇多糖，21.33

mg/kg；剂量参考犬体质量（12 kg）并按照该药临床成人

剂量（800 mg/d）换算而得（换算系数为0.32，下同）]以及

西咪替丁低、中、高剂量组[5.33、10.67、21.33 mg/kg，剂

量参考犬体质量（12 kg）并分别按照该药临床成人剂量

（200、400、800 mg/d）换算而得][11]，每组 4只。实验过程

0.040 8 mGy/min）for 23 d；the medication groups were given relevant medicine orally before irradiation，once a day. Twenty-four

hours after stopping irradiation，TUNEL method was used to detect the apoptosis of liver cells in Beagle dogs. The percentage of

apoptotic cells was calculated. The expression level of apoptosis-related proteins（Bax，Bcl-2，Caspase-3，p53）in liver tissue was

detected by immunohistochemistry. RESULTS：Compared with normal control group，apoptotic cells and Bax，Caspase-3，p53

positive cells were increased significantly in liver tissue of Beagle dogs in model control group；the percentage of apoptotic cells，

protein expression levels of Bax，Caspase-3 and p53 were increased significantly；Bcl-2 positive cells were decreased significantly，

and its protein expression level was decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with model control group，above

positive cells of liver tissue in Beagle dogs were changed to different extents in medication groups；the percentage of apoptotic cells

and protein expression levels of p53 in medication groups，protein expression levels of Bax in positive drug group，cimetidine

low-dose and high-dose groups as well as protein expression levels of Caspase-3 in cimetidine groups were decreased significantly；

protein expression levels of Bcl-2 were increased significantly in cimetidine groups. The percentage of apoptotic cells in cimetidine

medium-dose and high-dose groups as well as protein expression levels of Caspase-3 in cimetidine groups were all lower than

positive control group. Protein expression level of p53 in cimetidine low-dose group was significantly higher than positive drug

group（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：Cimetidine can inhibit the low dose rate irradiation-induced apoptosis of liver cells

in Beagle dogs，and certainly protect liver cells against irradiation. The mechanism of it may be associated with up-regulating the

protein expression of Bcl-2 and down-regulating the protein expression of Bax，Caspase-3 and p53 in liver cells.

KEYWORDS Cimetidine；Low dose rate irradiation；Liver；Liver cell apoptosis；Apoptosis-related proteins；Beagle dogs；

Irradiation-resistance；Mechanism

··1624



中国药房 2019年第30卷第12期 China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 12

中，所有比格犬均单笼饲养，自由饮水，并喂以专用膨化

饲料，每日2次。

2.2 照射与给药

除正常对照组外，其余各组比格犬均予 60Co-γ射线

累积照射，剂量率为0.040 8 mGy/min，每日照射18 h，连

续照射23 d（最后一天照射9 h）。各给药组比格犬均于

每日照射前给予相应药物1次（将犬固定，用开口器将犬

的数颗门齿固定好，将药物放至比格犬舌根部，迅速闭

合口腔，使犬自然吞咽服下药物）；正常对照组和模型对

照组比格犬不作任何处理。

2.3 样本采集

当累积照射剂量接近 1.0 Gy 时（即连续照射 23 d

后），停止照射。于停止照射 24 h后，静脉注射 3％戊巴

比妥钠对各组比格犬进行麻醉，解剖，取出其肝组织适

量（约1 cm×1 cm×2 cm），置于10％甲醛溶液中固定2～

3 d后，行常规石蜡包埋、切片（厚度约为3 µm），备用。

2.4 肝细胞凋亡情况检测

采用TUNEL法检测比格犬肝细胞的凋亡情况。取

“2.3”项下肝组织石蜡切片，脱蜡后置于水中，滴加蛋白

酶K工作液适量，于 37 ℃下孵育 25 min；以 pH 7.4磷酸

盐缓冲液（PBS）洗涤3次，每次5 min；滴加TUNEL检测

试剂盒内试剂 1和试剂 2的混合溶液[即末端脱氧核苷

酸转移酶（TdT）-三磷酸脱氧尿苷（dUTP），体积比为

1 ∶ 9]，于 37 ℃下孵育 2 h；以 PBS洗涤 3次，每次 5 min，

将样本转移至3％H2O2中，于室温下避光孵育15 min，以

PBS洗涤 3次，每次 5 min；经DAB显色后，用水冲洗终

止显色；以Harris苏木精染色液轻度复染，脱水、透明、封

片，置于显微镜下观察（凋亡阳性细胞的细胞核内可见

棕黄色颗粒）。每只犬每张切片随机挑选6个视野拍照，

采用 ImagePro Plus 6.0软件进行图像分析，并计算凋亡

细胞百分比（凋亡细胞百分比＝凋亡细胞数/总细胞数×

100％）。

2.5 凋亡相关蛋白表达情况检测

采用免疫组化法检测比格犬肝组织中 Bax、Bcl-2、

Caspase-3、p53蛋白的表达情况。取“2.3”项下肝组织石

蜡切片，脱蜡后置于水中，以EDTA抗原修复液进行修

复，随后加入3％H2O2以灭活内源性过氧化物酶，用10％

山羊血清封闭 30 min，分别滴加 Bcl-2、Bax、Caspase-3、

p53多克隆抗体（稀释度均为1 ∶ 50），4 ℃孵育过夜；滴加

HRP 标记二抗（1 ∶ 1），常温孵育 50 min；以 DAB 显色，

Harris苏木精染色液轻度复染，脱水、透明、封片，置于显

微镜下观察（p53阳性细胞的细胞核呈棕黄色，其余蛋白

阳性细胞的胞质内可见棕黄色颗粒）。每只犬每张切片

随机挑选 6个视野拍照，采用 ImagePro Plus 6.0软件对

染色阳性区域进行分析，计算阳性细胞的累积光密度值

（IOD）以表示凋亡相关蛋白的表达水平。

2.6 统计学方法

采用 SPSS 17.0软件对数据进行统计分析。采用

Shapiro-Wilk法进行正态性检验，采用Levene检验进行

方差齐性检验。符合正态分布且方差齐的计量资料以

x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析（One-way

ANOVA）。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 肝细胞凋亡检测结果

正常对照组比格犬肝组织中偶见凋亡细胞；停止照

射后，与正常对照组比较，模型对照组比格犬肝组织中

凋亡细胞明显增加，其凋亡细胞百分比显著升高，差异

有统计意义（P＜0.01）；与模型对照组比较，各给药组比

格犬肝组织中凋亡细胞均有所减少，其凋亡细胞百分比

均显著降低，且西咪替丁中、高剂量组显著低于阳性药

物组，差异均有统计学意义（P＜0.01），详见图1、表1（图

中，“
▲

”所指为普通细胞，呈蓝色；“ ”所指为相应凋亡

细胞，呈棕黄色；下同）。

3.2 凋亡相关蛋白表达检测结果

正常对照组比格犬肝组织中可见不同程度的Bax、

Bcl-2、Caspase-3、p53蛋白阳性染色；停止照射后，与正

常对照组比较，模型对照组比格犬肝组织中 Bax、Cas-

pase-3、p53阳性细胞明显增多、其蛋白表达水平显著升

高，Bcl-2阳性细胞明显减少、其蛋白表达水平显著降

低，差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）；与模型

对照组比较，各给药组比格犬肝组织中凋亡相关蛋白的

阳性染色情况均有不同程度的改变，其中阳性药物组和
西咪替丁低、高剂量组比格犬肝组织中Bax蛋白表达水

A.正常对照组 B.模型对照组

C.阳性药物组 D.西咪替丁低剂量组

E.西咪替丁中剂量组 F.西咪替丁高剂量组

图1 各组比格犬肝细胞凋亡情况显微图（TUNEL法，×

200）

Fig 1 Micrographs of liver cell apoptosis in Beagle

dogs of each group（TUNEL method，×200）

··1625



China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 12 中国药房 2019年第30卷第12期

表1 西咪替丁对比格犬肝细胞凋亡及凋亡相关蛋白表

达水平的影响（x±±s，n＝4）

Tab 1 Effects of cimetidine on liver cell apoptosis and

the expression of apoptosis-related protein in

Beagle dogs（x±±s，n＝4）

组别

正常对照组
模型对照组
阳性药物组
西咪替丁低剂量组
西咪替丁中剂量组
西咪替丁高剂量组

凋亡细胞百
分比，％

1.31±0.71

4.51±2.13＊＊

2.76±1.17#

2.23±1.07##

1.66±0.55##ΔΔ

1.06±0.52##ΔΔ

目标蛋白表达水平（IOD值）

Bax

16 337.03±7 428.11

25 144.16±10 017.45＊

18 737.70±7 372.15#

15 624.23±6 777.93#

20 126.53±5 067.27

14 983.49±5 239.46##

Bcl-2

1 977.21±866.37

852.49±385.47＊＊

1 326.31±554.44

1 659.69±373.24#

2 096.22±981.05#

2 465.14±589.91#

Caspase-3

455.11±196.13

2 636.55±1 168.97＊＊

2 632.55±1 103.37

1 317.23±588.54#Δ

1 483.64±574.11#Δ

1 349.45±573.37#Δ

p53

1 476.51±423.28

8 804.54±3 708.36＊

891.75±403.45##

2 083.70±589.42#ΔΔ

946.84±415.28##

755.31±378.79##

注：与正常对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型对照组比较，
#P＜0.05，##P＜0.01；与阳性药物组比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. blank control group，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. model

control group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. positive drug group，ΔP＜0.05，
ΔΔP＜0.01

平，西咪替丁各剂量组 Caspase-3蛋白表达水平以及各

给药组 p53蛋白表达水平均显著降低，西咪替丁各剂量

组Bcl-2蛋白表达水平均显著升高；且西咪替丁各剂量

组 Caspase-3蛋白表达水平均显著低于阳性药物组，西

咪替丁低剂量组 p53蛋白表达水平显著高于阳性药物

组，差异均有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01），详见图

2～图5、表1。

A.正常对照组 B.模型对照组

C.阳性药物组 D.西咪替丁低剂量组

E.西咪替丁中剂量组 F.西咪替丁高剂量组

图 2 各组比格犬肝组织中Bax蛋白表达显微图（免疫
组化法，×200）

Fig 2 Micrographs of Bax protein expression in liver

tissue of Beagle dogs of each group（immuno-

histochemical method，×200）

A.正常对照组 B.模型对照组

C.阳性药物组 D.西咪替丁低剂量组

E.西咪替丁中剂量组 F.西咪替丁高剂量组

图3 各组比格犬肝组织中Bcl-2蛋白表达显微图（免疫

组化法，×200）

Fig 3 Micrographs of Bcl-2 protein expression in

liver tissue of Beagle dogs of each group（im-

munohistochemical method，×200）

A.正常对照组 B.模型对照组

C.阳性药物组 D.西咪替丁低剂量组

E.西咪替丁中剂量组 F.西咪替丁高剂量组

图 4 各组比格犬肝组织中Caspase-3蛋白表达显微图

（免疫组化法，×200）

Fig 4 Micrographs of Caspase-3 protein expression in

liver tissue of Beagle dogs of each group（immu-

nohistochemical method，×200）
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4 讨论
体内外研究结果表明，西咪替丁具有较好的辐射防

护作用，可能与其清除自由基、增加抗氧化酶表达及活

性、调节机体免疫功能、保护造血功能等有关[5-6，12-13]，但

其具体的作用机制尚不清楚。2002年，日本学者Koji-

ma Y等[5]通过离体人外周血淋巴细胞试验证实了西咪

替丁对大剂量X射线诱导的淋巴细胞微核发生和细胞

凋亡具有一定的抑制作用。细胞凋亡受多基因共同调

控，如Bcl-2家族、Caspase家族、p53等。有研究表明，辐

射可激活Caspase-3，并同时诱导Bax编码基因的表达；

p53参与辐射诱导的DNA损伤所致的凋亡过程，且其可

被 Bcl-2编码基因抑制 [14-15]。已有研究表明，抗氧化剂

能保护辐射诱导的细胞凋亡，具有明显的辐射防护效

应 [16]。西咪替丁具有较强的清除自由基、增强抗氧化酶

表达及活性的作用，对大剂量X射线诱导的淋巴细胞凋

亡具有保护作用[8，17-18]。随着核能应用的日益广泛，人们

受到LDR（尤其是低剂量率照射）影响的概率要远远高

于大剂量电离辐射，但目前有关LDR损伤防护药物的研

究却十分有限：Mozdarani H等[19]报道了西咪替丁对低剂

量快中子辐射损伤的防护作用；Jiang DW等[20]报道了西

咪替丁对长期低剂量率中子和γ射线混合照射致大鼠辐

射损伤的防护作用。因此，为进一步挖掘相关辐射防护

药物，有必要深入开展西咪替丁对LDR（尤其是低剂量

率照射）防护作用的研究。

由于多糖具有较好的抗氧化、提高免疫力的作用，

故近年来其抗辐射的作用也日益受到学者的关注。香

菇多糖片为临床常用药物，主要用于慢性乙型迁延性肝

炎和消化道肿瘤放化疗的辅助治疗，已有文献报道了其

对辐射损伤小鼠的防护作用[21]，因此本研究以香菇多糖

片作为阳性对照药物。肝脏是机体重要的代谢器官，也

是对放射较敏感的器官之一，其放射敏感性弱于骨髓、

淋巴组织、小肠、性腺、胚胎和肾[22]。本研究以低剂量照

射比格犬肝脏为靶器官，以其肝细胞凋亡及凋亡相关蛋

白表达情况为指标，初步探讨了西咪替丁的抗辐射作用

及可能机制。

本研究结果显示，以低剂量率连续照射 23 d、累积

剂量近 1.0 Gy 时，比格犬肝组织中可见明显的凋亡细

胞，其凋亡细胞百分比较正常对照组显著升高。免疫组

化试验结果显示，经低剂量率照射后，比格犬肝组织中

Bax、Caspase-3、p53阳性染色细胞明显增多，其蛋白表

达水平均较正常对照组显著升高；Bcl-2阳性染色细胞

明显减少，其蛋白表达水平显著降低。这表明低剂量率

（0.040 8 mGy/min）60Co-γ射线累积照射近1.0 Gy可导致

比格犬肝细胞发生凋亡，造成一定程度的辐射损伤，且

这种损伤与上调 Bax、Caspase-3、p53 蛋白表达，下调

Bcl-2蛋白表达有关，这与已有文献结果[23]基本相符。经

西咪替丁预处理后，各给药组比格犬肝组织中凋亡细胞

均有不同程度的减少，其凋亡细胞百分比均显著降低。

免疫组化结果显示，各给药组比格犬肝组织中凋亡蛋白

的表达均有不同程度的改变，其中阳性药物组和西咪替

丁低、高剂量组比格犬肝组织中Bax蛋白表达水平，西

咪替丁各剂量组Caspase-3蛋白表达水平以及各给药组

p53蛋白表达水平均显著降低；西咪替丁各剂量组Bcl-2

蛋白表达水平均显著升高。这提示西咪替丁能有效抑

制低剂量率照射所致的肝细胞凋亡，并减少 Bax、Cas-

pase-3、p53蛋白的表达，促进Bcl-2蛋白的表达，与文献

报道的西咪替丁可促进肿瘤细胞凋亡[24-26]相矛盾。笔者

推测这可能与西咪替丁对正常细胞和肿瘤细胞存在双

向调节作用有关，但具体作用机制尚不明确，有待进一

步研究探讨。此外本研究结果还显示，西咪替丁中、高

剂量组比格犬凋亡细胞百分比以及西咪替丁各剂量组

比格犬肝组织中Caspase-3蛋白表达水平均显著低于阳

性药物组，而西咪替丁低剂量组比格犬肝组织中 p53蛋

白表达水平显著高于阳性药物组。这提示高剂量西咪

替丁对低剂量率照射比格犬肝细胞凋亡的抑制作用可

能强于阳性对照药物，而中、高剂量西咪替丁对 Bax、

Bcl-2、p53等凋亡相关蛋白表达的调控作用则与阳性药

物相当。

综上所述，西咪替丁可抑制低剂量率照射所致的比

格犬肝细胞凋亡，对其具有一定的辐射保护作用。这种

作用可能与上调 Bcl-2 蛋白的表达，下调 Bax、Cas-

pase-3、p53蛋白的表达有关。但西咪替丁对LDR致损

A.正常对照组 B.模型对照组

C.阳性药物组 D.西咪替丁低剂量组

E.西咪替丁中剂量组 F.西咪替丁高剂量组

图 5 各组比格犬肝组织中p53蛋白表达显微图（免疫

组化法，×200）

Fig 5 Micrographs of p53 protein expression in liver

tissue of Beagle dogs of each group（immuno-

histochemical method，×200）
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伤的保护作用分子机制及其抗凋亡的信号通路还有待

后续深入研究。
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