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P38 抑制剂 SB203580 对小鼠辐射致死效应和小肠损伤的保护作用 
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摘要: 本研究主要观察 p38 抑制剂 SB203580 对小鼠辐射致死效应和小肠损伤的保护作用。在小鼠辐射致死

效应实验中, 随机分为对照组、照射组和照射给药组。对照组给予假照射, 其他两组接受 7.2Gy 照射, 照射给药

组在照射前 0.5 h 腹腔注射给药, 以后隔天给药 (共 5 次), 观察小鼠 30 天生存率。小肠损伤保护实验中分组和照

射剂量相同。24 h 后处死小鼠并取小肠组织进行 HE 及免疫组化染色。结果显示, 照射给药组小鼠 30 天生存率

比照射组提高 40%。与照射组相比, 照射给药组的小肠隐窝细胞 p-p38、p53 表达下降, 凋亡细胞数量下降, Ki67

表达升高, 差异均有统计学意义 (P < 0.01)。结果表明, SB203580 特异性抑制全身照射小鼠小肠隐窝细胞 p38 激

活及 p53 表达升高, 小肠隐窝细胞凋亡减少, 增殖能力提高, 30 天小鼠生存率提高。提示 SB203580 对小鼠辐射

致死效应和小肠损伤有一定保护作用, p38 通路在辐射致死效应和辐射诱导小肠上皮细胞损伤中起着一定的作用。 
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Abstract: This study is to investigate the protective effects of the SB203580 against radiation induced  

mortality and intestinal injury of mice.  A total of 67 male C57BL/6 mice (20.0−22.0 g) were matched according 
to body weight and randomly assigned to one of three groups: control, total body irradiation exposure (IR, 7.2Gy) 
only, and IR (7.2Gy) + SB203580 (15 mg·kg−1).  30 days survival rate was observed in the experiment.  In  
intestinal injury experiment, the expression levels of caspase-3, Ki67, p53 and p-p38 were assayed in the mice 
intestine crypts.  The results showed that the 30 days survival rate was 100% (control), 0 (IR) and 40% (IR + 

SB203580), separately.  Compared to the IR groups, the positive cells of caspase-3, p53 and p-p38 in crypt cells 
decreased 33.00%, 21.78% and 34.63%, respectively.  The rate of positive cells of Ki67 increased 37.96%.  
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Significant difference was found between all of them (P < 0.01).  SB203580 potently protected against radiation- 
induced lethal and intestinal injury in mice, and it may be a potential radio protector. 
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腹腔局部放疗是腹部和骨盆部肿瘤治疗一种基

本的方法。虽然射线会集中在肿瘤部位, 但其他正常

组织不可避免的会受到影响。另外, 在核事故以及白

血病等的放疗也可引起对消化道特别是肠的损伤[1]。

小肠组织对射线极为敏感, 电离辐射可导致小肠隐

窝上皮细胞发生暂时性增殖抑制及部分细胞变性坏

死、凋亡等异常改变, 使绒毛上皮的更新受阻, 破坏

了绒毛上皮结构的完整性, 进而引起肠屏障功能障

碍甚至引发菌血症和毒血症导致个体死亡[2]。肠型放

射病是引起患者急性胃肠症状和致死的重要原因。探

讨细胞辐射损伤机制、开发细胞保护剂保护胃肠细胞

辐射损伤具有重要的意义。 
P38MAPK 属于丝裂原活化蛋白激酶家族, 是重

要的应激通路蛋白。p38MAPK 信号传导通路在炎 
症、应激、凋亡、细胞周期和生长的多种生理和病理

过程中发挥着重要作用[3]。小肠受到辐射后会发生 
上皮细胞凋亡, 并引发炎症坏死。对于 p38MAPK 在

γ-辐射诱导的肠细胞凋亡过程中起的作用还存在争

论[2, 4]。作者在预实验中发现, 应用 p38 特异性抑制剂

SB203580 可明显提高小鼠 30 天生存率, 7 天生存率

也明显升高。推测 p38MAPK 在 γ-辐射诱导的肠细胞

凋亡或炎症过程中有一定作用, 需进一步研究证明。 
p38 特异性抑制剂 SB203580 可以通透细胞 ,   

竞争性结合到 p38 MAPK ATP 结合位点, 抑制后续

MAPKAP Kinase-2 和 MAPKAP Kinase-3 的激活。在

哺乳动物中, SB203580 对炎症有抑制作用[5]。本研究

应用 p38 特异性抑制剂 SB203580, 观察 SB203580 对

全身照射小鼠的保护作用, 并检测小肠内 p-p38、p53、
caspase-3 及 Ki67 的表达, 观察 SB203580 对小鼠辐

射致死效应和小肠损伤的保护作用, 探讨 p38通路在

辐射诱导的隐窝细胞凋亡过程中可能的分子机制,并
为临床辐射防护剂研发提供实验依据。 

 
材料与方法 

实验动物及材料  C57BL/6 雄性小鼠 (SPF 级, 
67 只) 由中国医学科学院动物研究所提供, 合格证

号  [SCXK (京) 2005-0013], 体重 20.0～22.0 g。p38 抑

制剂 SB203580 为 LC 公司产品, 批号 S-3400, 相对

分子质量 377.4, 白色粉末状固体, 纯度 99%。Cleaved 

Caspase-3单克隆抗体为RD公司产品, 克隆号269518; 
Ki67 多克隆抗体为 Abcam 公司产品, 货号 ab66155; 
p53多克隆抗体为 Santa Cruz Biotechnology公司产品, 
货号 SC1312; Anti-ACTIVE p38 多克隆抗体 (p-p38) 
为 Promega 公司产品, Part No. V121A。免疫组化染色

试剂盒 (二抗, DAB 等) 为北京中山金桥生物技术有

限公司产品。 
照射条件: 137Cs γ射线辐射源购自加拿大原子能

有限公司 (剂量率为 0.76 Gy·min−1), 小鼠接受全身

一次性照射, 剂量为 7.2Gy。 
小鼠辐射致死效应实验  将小鼠按体重随机分

为正常对照组 (control)、照射组 (irradiation, IR) 和
照射给药组 (IR + SB203580), 每组 15 只。正常对照组

给予假照射, 其他两组接受 7.2Gy 照射, 照射给药组

在照射前 0.5 h 腹腔注射给予 SB203580 (15 mg·kg−1), 
以后隔天给药 (共 5 次), 正常对照组和照射组注射

相同体积对照溶液, 用药剂量和给药方式是根据参

考文献[6]及作者预实验结果制定。观察小鼠 30 天生

存率。 
小肠损伤保护实验  将小鼠按体重随机分为正

常对照组 (n = 6)、照射组和照射给药组 (n = 8)。正

常对照组给予假照射 , 其他两组接受 7.2Gy 照射 ,  
照射给药组在照射前 0.5 h 腹腔注射给予 SB203580  
(15 mg·kg−1), 正常对照组和照射组注射相同体积对

照溶液。 
实验取材  照射 24 h 后颈椎脱臼处死小鼠, 取

小肠组织, 依次用预冷 PBS、10%中性福尔马林冲洗

内容物。然后将小肠切成小段, 用医用透气胶带成捆

包扎, 固定, 24 h 后脱水并制作石蜡块。 
HE 染色和免疫组化实验  小肠组织 HE 染色采

用传统实验方法。镜下通过形态学变化计数小肠隐 
窝内凋亡细胞数量。小肠组织内几种蛋白表达检测参

考试剂说明书采用免疫组化两步法检测。主要步骤: 
脱蜡, 0.1 mol·L−1 柠檬酸盐 95 ℃修复 30 min, 10% 过 
氧化氢室温孵育 10 min, 第一抗体 4 ℃  孵育过夜, 
第二抗体 37 ℃孵育 30 min, DAB 显色, 苏木素复染, 
脱水封片。然后盲法镜下计数每只小鼠 50 个完整小

肠隐窝阳性细胞数。完整隐窝标准: 切面在隐窝中心, 
可见清晰、完整的隐窝腔, 隐窝底部有 4～6 个分泌
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细胞, 分泌细胞至隐窝顶部每侧至少有 10 个隐窝上

皮细胞[7]。 
数据处理  生存率用百分数表示, 两组间比较

采用卡方检验。其他数据以 x ± s 表示, 组间比较采

用 t 检验。 

 
结果 
1  SB203580 对全身照射小鼠的生存保护作用 

照射后 7 天, 对照组、照射组和照射给药组小鼠

的存活率分别为 100.0%、60.0%和 93.3%, 照射给药

组与照射组比较, 差异有统计学意义 (P < 0.05)。对照

组的 30 天生存率为 100%, 照射组第 11 天全部死亡, 
照射给药组的生存率为 40%; 照射给药组与照射组

比较, 差异有统计学意义  (P < 0.01)。照射组和照射 
给药组的死亡小鼠的平均生存天数分别为 7.5 和 
13.6 天 (P < 0.01)。给药后可明显减少全身照射小鼠

的急性期死亡率, 小鼠的 30 天生存率也升高, 说明

SB203580 对全身照射小鼠有一定保护作用 (图 1)。 
 

 
Figure 1  Effect of SB203580 (15 mg·kg−1) on 30 days survival 
rate of mice exposed to total body irradiation (IR) 

 
2  SB203580 对全身照射小鼠小肠损伤的保护作用 
2.1  SB203580 对全身照射小鼠小肠隐窝细胞凋亡

的影响  小肠隐窝 HE 染色和 caspase-3 染色的结果

见表 1 和图 2。在小肠隐窝 HE 染色结果中, 照射组

和照射给药组的每个隐窝平均凋亡细胞数量均比对

照组升高 (P < 0.001)。与照射组比较, 照射给药组的 
每个隐窝平均凋亡细胞数量下降 30.14% (P < 0.001)。
在小肠隐窝 caspase-3免疫组化染色结果中, 对照组的

阳性细胞较少。照射组的每个隐窝平均凋亡细胞数 
量均比对照组明显升高 (P < 0.001)。与照射组比较, 照
射给药组的每个隐窝平均凋亡细胞数量下降 33.00% 
(P < 0.001)。两种染色方法的显示结果相近。 
2.2  SB203580 对全身照射小鼠小肠隐窝细胞 Ki67
表达的影响  小鼠小肠隐窝细胞 Ki67 免疫组化染色 

Table 1  Effect of SB203580 (15 mg·kg−1) on the intestine crypt 
cells apoptosis of mice exposed to total body irradiation.  x ± s.  
***P < 0.001 vs control group; △△△P < 0.001 vs IR group.  Unit: 
The average apoptosis cells in every crypt (HE) or the average 
positive cells in every crypt of caspase-3 

Group n HE Caspase-3 

Control 6 0.14 ± 0.02 0.01 ± 0.01 

IR 8 1.98 ± 0.25*** 0.51 ± 0.07*** 

IR + SB203580 8 1.39 ± 0.21***△△△ 0.34 ± 0.08***△△△

 
见图 2。每个小肠隐窝平均 Ki67 阳性细胞数分别为: 
对照组 17.92 ± 0.22, 照射组 8.63 ± 1.20, 照射给药组

11.90 ± 1.62。与对照组比较, 照射组和照射给药组的

每个隐窝 Ki67 阳性细胞数量分别降低 51.85% 和

33.57% (P < 0.001)。与照射组比较, 照射给药组的每个

隐窝平均 Ki67 阳性细胞数量升高 37.96% (P < 0.01)。 
2.3  SB203580 对全身照射小鼠小肠隐窝细胞 p53 表

达的影响  小肠隐窝 p53 染色结果见表 2 和图 2。结

果显示, 照射组和照射给药组的每个隐窝 p53阳性细

胞数量均比对照组有显著升高 (P < 0.001)。与照射组

比较, 照射给药组的每个隐窝平均 p53阳性细胞数量

降低 21.78% (P < 0.001)。 
2.4  SB203580 对全身照射小鼠小肠隐窝细胞 p-p38
表达的影响  小肠隐窝 p-p38染色结果见表 2和图 2。
结果显示, 照射组的每个隐窝 p-p38 阳性细胞表达 
率比对照组升高, 照射给药组比照射组降低 29.20% 
(P < 0.01)。与照射组比较, 照射给药组的每个隐窝平

均 p-p38 阳性细胞数量降低 34.63% (P < 0.001)。 
 
Table 2  Effect of SB203580 (15 mg·kg−1) on the positive cells 
of p53 and p-p38 in crypt cells.  x ± s.  **P < 0.01, ***P < 0.001 
vs control group; △△△P < 0.001 vs IR group. Unit: The average 
positive cells in every crypt of p53 or p-p38 

Group n p53 p-p38 

Control 6 1.36 ± 0.15 1.61 ± 0.24 

IR 8 9.74 ± 1.27*** 1.74 ± 0.24 

IR + SB203580 8 7.62 ± 1.59***△△△ 1.14 ± 0.22**△△△ 

 

讨论 
在辐射暴露不同剂量下小鼠会出现骨髓性放射

病, 肠型放射病或脑型放射病。肠型放射损伤致死多

出现在受照后 7 天之内。作者参考文献并根据预实 
验采取隔天给药方式, 连续给药 5 次, 给药剂量为 15 
mg·kg−1, 可以抑制 p38表达升高和 p38下游蛋白表达, 
并观察急性抑制 p38 表达是否能对脏器产生保护作

用。本实验应用 p38 特异性抑制剂 SB203580, 发现

提前 0.5 h 给药后可明显提高小鼠 30 天生存率, 并且 
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Figure 2  Effect of SB203580 (15 mg·kg−1) on radiation-induced apoptosis and expression of p-p38, p53, and Ki67 in murine small 
intestinal epithelium 

 
7 天生存率也明显升高。作者推测 SB203580 降低小

鼠小肠辐射损伤, 提高照射后小鼠生存率。因此作者

继续研究了 SB203580 对全身照射小鼠小肠的保护作

用。 
作者的研究结果显示, SB203580 特异抑制受照

小鼠小肠隐窝细胞 p38 激活及 p53 表达升高, 减少小

肠隐窝细胞凋亡, 提高细胞增殖能力, 降低全身照射

小鼠死亡率, 并且对 7天内急性死亡保护作用十分明

显。 
小肠组织对放射线较为敏感, 电离辐射可导致

小肠隐窝上皮细胞凋亡增加, 正常功能受到影响, 引
发放射性肠炎等疾病, 严重时可致死。电离辐射诱导

小肠隐窝上皮细胞凋亡与多个通路有关。目前比较明

确的有 p53 途径和 NF-κB 通路。Potten [2]发现, 辐射

诱导小肠隐细胞凋亡与 p53 有关系。Merritt 等[8]发现, 
野生型小鼠接受 8Gy 全身照射后 4.5 h 计数 200 个隐

窝断面, 可以观察到 400 个以上的凋亡细胞, 而 p53

敲除小鼠只有 10～30 个。电离辐射可快速诱导隐窝细

胞 p53 蛋白表达增高, 表达强度受辐射剂量和照后时

间的影响[9]。作者的研究结果显示, 照射 24 h 后小鼠

小肠隐窝细胞内 p53 表达比对照组升高约 6 倍。 
Wang 等 [10]发现电离辐射可激活肠上皮细胞

NF-κB 通路, 并且存在剂量和时间的依赖性。利用

NF-κB p50 敲除小鼠和野生型对照研究发现: 肠上皮

细胞 NF-κB激活受抑制, 隐窝细胞凋亡增加, 敲除小

鼠对辐射更敏感, 辐射后死亡率较野生型显著增高; 
而辐射敏感组织骨髓细胞和脾脏淋巴结以及不敏感

的肝脏、心脏、肺和肾脏的细胞凋亡率无明显改变。

这提示 NF-κB p50 依赖通路的激活对肠上皮细胞有

特殊的辐射保护作用。 
P38MAPK 属于应急通路蛋白, 参与炎症、应激、

凋亡、细胞周期和生长等多种生理过程。对于电离辐

射是否诱导 P38 通路激活还有争议。Giannakis 等[4]

通过组织化学染色发现, p38 高表达于正常小鼠隐窝
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基底部, 被认为是隐窝干细胞的位置。Wang 等[11]发

现, 在正常状态下, 绒毛细胞有较强的 p38 的激活, 
电离辐射仅微弱上调隐窝细胞 p38的磷酸化水平, 而
绒毛细胞 p38 的磷酸化水平反而有所降低。在本实验

中, 照射后隐窝细胞 p38 的磷酸化水平比对照上升

8.3%, 与 Wang 等的结果一致。 
研究发现在某些肿瘤细胞中, 活化的 p38可以直

接磷酸化 p53, 激活后的 p53 可介导细胞凋亡[12]。在

小肠组织中 p38 与 p53 的关系未见相关研究。作者研

究发现, SB203580 抑制 p53 部分表达, 提示照射诱导

p38 激活, 可能通过 p53 磷酸化参与小肠细胞凋亡。 
在 SB203580 对全身照射小鼠小肠保护作用实验

中发现, SB203580明显抑制了小肠隐窝细胞内 p-p38、
p53和 caspase-3的表达, 并且提高了小肠隐窝上皮增

殖能力。p38 可能通过部分抑制 p53, 降低细胞凋亡

水平。提示 p38 通路可能在辐射诱导小肠细胞死亡增

多、增殖抑制损伤效应中起着一定的作用, 并且与辐

射诱导的 p53 升高有关。SB203580 对辐射后小肠隐

窝上皮细胞的保护作用可能是应用 SB203580 后小鼠

生存率提高原因, 并提示 p38抑制剂可能是潜在的辐

射防护剂, 可用于辐射暴露事故人员和腹部放疗引

起的放射性肠炎治疗。但由于 SB203580 毒性较大, 
限制了其临床应用。目前已有上百种 p38 MAPK 抑

制剂被报道, 但主要还停留在临床前试验阶段, 寻找

更为有效和低毒的 p38 抑制剂非常紧迫[13]。 
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