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基因芯片技术在放射生物学研究领域的应用

李雨①，李瑶圆

摘要：机体对电离辐射反应非常复杂，受许多分子调节途径控制，p53就是这样的应激途径之一。已经知道

它涉及100多个基因的活动，这些应激基因活动具有某种细胞特异性，DNA芯片技术可以完整地研究整个细胞

或器官全部基因变化，可以通过基因分析发现对电离辐射的基因反应差异，从而建立一种新的分子放射生物

学方法。应用该技术已经初步发现一些新的辐射反应基因活动，在不同基因背景这些基因活动变化很大，提

示生物细胞对环境有害因素反应的复杂性及其在正常组织和肿瘤分化增殖过程中基因调控的重要意义，这种

技术也可能成为肿瘤治疗和其他环境毒理研究的检测和预测方法。
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The application of radilbiOlOgical study by gene chip technique
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Abstract：The responses tO ionizing radiation are eomplex and are regulated by a number of overlapping nloleeular

pathways．One such stress—sigtmling pathway involves p53，which regulates the expression of over 100 genes already i—

dentified．It is also becoming increasingly apparent that the pattem of stress gene expression has some cell type specifici—

ty It may be possible to exploit these differences in stress gene responsiveness as molecular markers through the use ofa

combined informaties and functional genomics approach．The techniques of mieroarray analysis potentially offer the op—

por【unity to monitor changes in gene expression across the entire set of expressed genes in a cell or organism．It again

highlights the importance of a cellutar context to genotoxie stress responses；it also raises the prospect of expression pro-

filing of cell lines，tissues，and tulllols．Such profiles may have 8 predictive value in cancer therapy regimens，or identifl·

cation ofexposures to environmental toxins．
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细胞或组织器官的复杂分子调节系统可以对

多种环境毒理因素起反应。这些环境毒理因素有创

伤、营养缺乏、代谢毒物、紫外线和电离辐射以及

其他DNA损伤因子等。机体的生理应激反应是通过

复杂的信号网络实现的，在分子水平，不同的环境

应激可能拥有一些共同的通路，其终末效应却往往
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是不同的。随着对细胞环境应激反应过程复杂性了

解的不断深入，越来越使人们认识到经典的研究单

个生物分子的方法已经不能解央这样的问题。基因

芯片技术提供了一种可以实时检测数千乃至数万

个基因表达变化的手段，已有实验室建立了专门检

测电离辐射信号反应通路的基因芯片技术”’，该技

术同样也可以用来检测其他环境毒理因素作用，以

及从器官和整体生物学水平进行同样研究。

1已建立的基因芯片技术

由于实验手段所限，在20世纪80年代，有人猜

测哺乳类细胞缺乏明显的电离辐射导致DNA损伤

的应激基因反应，尽管当时已经发现酵母菌有约
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1％的辐射反应基因[21。后来陆续发现，电离辐射和

其他DNA损伤因子可以引起许多哺乳类细胞中多

达数百种基因变化，其中有一些可能是特异性对辐

射损伤反应(如一些DNA损伤修复基因和机体内隐

伏病毒基因激活等)，更多的则是电离辐射触发许

多非特异性损伤的“共同通路”反应基因，如生长因

子、细胞周期蛋白和许多原癌基因的活动等等陶。它

们通常亦可出现于许多其他生理应激反应过程中，

!{DDNA碱基损伤因子导致早期反应基因c—fos、c-3nn

表达，可以见于许多其他生理反应。

虽然可能存在许多信号反应通路被电离辐射

所激活，P53仍是目前倍受关注的～个焦点。所以，

有人提出了以p53为中心的机体应激反应共同调节

通路假说⋯，其基本要点为：辐射对DNA的损伤触

发核内共济失调性毛细血管扩张症突变基因激酶

等，辐射对细胞膜损伤触发一系列酶促反应的“瀑

布效应”(通过一些转录因子如核因子KB实现)，这

些因素都直接导致p53的变化，进而发挥广泛生理

功能；p53本身又具所谓“序列特异性转录因子”功

能，在人类基因序列中存在200—300个p53结合位

点，目前已经发现100多个基因活动受p53调节，提

示机体电离辐射反应涉及庞大而复杂的分子调节

系统。

研究还发现，对电离辐射的基因反应是变化多

端的，来源于不同组织的细胞株、同一组织来源丽

性状不一的细胞株，其基因辐射反应各异。在不同

人类肿瘤细胞株受照后的基因反应中，ATF3和FRAl

因其与p53的特殊关系尤受关注，继续应用p53野生

型株以及裸鼠实验，证实了这两个基因的确受p53调

控，同样的方法也证实其他受p53调控的基因存在“。

为了回顾性研究核事故受照人员剂量及健康

情况，已经应用诸如外周血淋巴细胞染色体畸变、

红细胞膜特殊葡萄糖基突变以及电子束测定牙釉

质等不同方法作为受照剂量计，芯片技术因其快速

和大容量信息也有可能成为该领域一种新的检测

手段。有人研究了受照0．2 Gy以上3 d内淋巴细胞一

些基因的变化“，其中一些基因表达量与受照剂量

正相关，但是著达到实际应用水平还需要进一步的

重复实验。

2基因芯片技术不断完善

已经有多种基因芯片技术问世，如基因表达序

列分析(serial analysis ofgene expression，SAGE)，寡

核苷酸微阵列和eDNA微阵列等，后者是用聚合酶

链反应(polymerase chain reaction，PcR)技术扩增制

备的cDNA“印刷”在玻片或者尼龙基质上，任何被

克隆的EST(expressed sequence tag，表达序列标签)

序列均可用这种芯片分析，其效果优于抗体分析技

术，甚至可以用于整段基因识别。

目前，巨大的ESTjE隆文库已经建立，其中可能

包括约5万个人类基因，而人类基因组计划的初步

研究结果提示，人类基因总数为3～4万个”，以目

前的芯片技术，有可能已经囊括全部人类基因，现

在的问题是如何更正确合理地去发现和证实它，而

随之发展的蛋白芯片技术将有助于解决这一问题。

应用人类恶性淋巴瘤细胞株作的实验，观察到

受照射后46个基因发生变化，进一步用常规的单个

探针杂交技术与芯片技术的实验结果比较，发现二

者的相关系数为0．79(P<0．0001)，可认为基因芯片

技术是一种类似于逆转录PCR的中等精确度的实验

手段⋯。

芯片技术获得的信息量是空前巨大的，必须依

靠计算机技术加以解决。有许多相关的计算机数据

库系统可供使用，如著名的NCI—ADS(National Can．

eer Institute％antineoplastie drug screen，美国国立癌

症研究所的抗肿瘤药物筛选)系统，收集了60种人

类肿瘤细胞系的300种以上特殊生物分子标志，以

及它们对7万种药物因子的反应资料数据。“Clus．

ter”可以通过分析比较靶分子和作用因子来发现其

内在规律。一些专用的芯片数据分析判读系统也在

迅速发展之中。还存在专有基因信息数据库——

EST库、ClusterPjE、全长基因数据库以及各种国际公

开数据库——Genballk、embl、swiss—prot、pir、sp．

tremble、em-tags(est，gss)等等。这些强大的生物分

析软件和信息检索软件可迅捷、高质获取所需生物

信息，可以提供包括基因序列分析和拼接、引物设

计、ePCR(电子PCR)、电子race、核酸序列结构分

析、基因功能预测服务、蛋白质结构分析和功能预

测、专利服务等各项研究的必要信息嘲。

基因芯片技术可以通过单次杂交检测数千乃

至更多基因变化，而常规方法已不能提供合适的统

计学意义分析。对于小样本分析，P=0．01已经可以

达到实验要求，而对于一次检测1 000个基因来说，

其随机误差数已达到100个基因，显然，对这种现
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象进行进一步统计方法学研究就很有必要了，有人

为此设计制作了“芯片意义分析(significance analy—

sis of microarrys，SAM)系统”。

SAM系统通过基于基因特异性t检验方法来进

行基因显著性变化分析。经过重复实验，给每一个

相关基因赋予一定的“刻度(score)”，若实验数据超

出该期望阈值变化，即意味着可信度降低，这种基

因可视为假阳性。检测阈值可以随样本多少加以调

整，当然假阳性也随之变化。应用人类淋巴细胞株

GMl4660和GM08925照射5Gy后分析发现，在观察

的6 800个基因中，有34个发生变化，将分析系统中

的“阈值系数”分别调整至0．3、0．2和0．1时，有意义

的变化基因数则相应分别为92、170和184；在这34

个变化基因中有19个与细胞周期活动有关(细胞周

期素、有丝分裂因子、磷酸化酶等)；有4个基因与

DNA损伤修复有关(其中有核苷酸切除修复酶，却

没有发现与电离辐射导致DNA双链断裂相关修复

酶的活动)，还有4个基因与细胞凋亡有关，其余的

基因功能尚不明确“q。

3建立基因芯片技术的深远意义

日益成熟的基因芯片技术已经使研究大范围

基因变化及其产物间存在的相互作用、综合分析某

些生命现象成为可能，具有划时代的革命意义。国

内外相关公司和科研机构竞相进行基因芯片的研

制，已经推出了一批很有价值的产品。可以预见的

是，该技术在放射生物学领域亦大有作为。例如，

许多研究都证实，在辐射致癌剂量范围内，辐射诱

导的突变率极低，推断在辐射致癌的发生过程中，

更重要的是许多基因调节过程异常，其中涉及大量

基因的开关及其调节，经过一个漫长的、错综复杂

的、此消彼长的基因调节过程而出现⋯，应用基因

芯片技术可以实时检测这些基因，可以在这些浩瀚

的基因变化中寻找其蛛丝马迹；再如，应用基因芯

片技术研究辐射敏感人群，就有可能更直接、更准

确发现人类异常辐射反应基因，可以从基因表达水

平了解辐射生物效应发生机理，甚至有可能回答生

命科学的一些根本性问题，还可能进一步完善成为

筛选辐射敏感人群、诊断辐射致癌的有力工具。笔

者根据这个思路目前在俄罗斯准备对切尔诺贝利

核事故受照人员基因变化进行相关研究。已有资料

显示，在不同基因背景，这些辐射反应基因活动的

变化很大，提示生物细胞对环境有害因素反应的复

杂性，也提示基因调控在正常组织和肿瘤分化增殖

过程中的重要意义，因此，基因芯片技术也可能发

展成为肿瘤治疗和其他环境毒理研究的检测和预

测方法。
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