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·放射生物学·

C57小鼠受照后胸腺细胞基因表达谱的变化
李智恒李雨

【摘要】目的研究受lGy’射线照射后一个月，c57小鼠胸腺细胞细胞基因表达谱的变化。

方法使用A面lent小鼠01i90基因芯片技术。观察受照射小鼠和非受照射小鼠两组间的基因差异表

达。结果在所观察小鼠21319个基因中．107个基因在受照射小鼠胸腺组织中表达上调2倍以上

(其中13个上调4倍以上)，9个基因表达下调超过2【)0％(其中2个下调超过400％)，这些变化基因

涉及细胞的一些基本代谢活动。结论变化明显的基因功能涉及胚胎发育，组织形成与维持，免

疫与应激、蛋白台成、凋亡、信号转导等，上调基因的数量远多于下调基因数量，其中编码角蛋

白在胚胎发育中的作用值得注意。在变化明显的上调和下诃基固功能中都涉及到P13．K，也是一个

值得继续关注的现象。
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电离辐射可以导致复杂的生物效应，对于人类

的社会实践活动来说，辐射的远后效应更应受到重

视，因为无论作为从业者或者是在核事故情况下，受

到照射的人群数量是很大的。这种受照射的特点之

一就是全身受到均匀的较小剂量照射，其主要危害

是辐射导致的远后效应⋯。这种辐射对机体的损伤和

修复并存，临床过程漫长，症状复杂，在分子生物

学水平表现为多靶点、多层次及多通路的特点，深

基金项目：国家自然科学基金面卜项目(30270421)

作者单位：200433上海，第二军医大学海军医学系放射医学教

研室

通讯作者：李雨(E-口Ⅱil：Ji¨y㈣g@holm鲥l com)

人研究这种情况下辐射相关基因的活动过程无论在

理论和实践上都有重要的意义。

以往人们在辐射诱导基因表达研究方面做了

大量工作，但由于技术条件的限制，研究只限于

少量基因。而新发展起来的基因芯片技术．为大

规模研究细胞在辐射前后基因表达谱的改变提供

了可能，已经有不同实验室应用基因芯片技术研究

了不同细胞株，甚至整体动物受照射后特定组织

基因表达的变化4J。幼年生物胸腺细胞增殖活跃，

对辐射敏感且成分均一．研究其辐射后基因表达的

变化，将会在整体动物情况下获得辐射后该细胞

系统整体基因变化信息。本研究应用基因芯片技
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术观察了小剂量照射后小鼠胸腺细胞基因表达谱的

变化，目的是为了更准确了解小剂量照射以后的辐

射反应基因，为研究人类辐射远后效应提供新的理

论和实践依据。

l材料和方法

1．1实验动物

雄性c57纯系小鼠，体质量18—2矩，8—10周

龄，购于第二军医大学实验动物中心。

1．2照射条件

利用本校叼o 1射线照射源，一次全身照射

剂量1Gy，照射剂量率为1．O Gy，min。

1．3小鼠胸腺细胞细胞总RNA的提取和芯片杂交

分别将照射后1个月及未照射雄性c57纯系

小鼠各50只断颈处死，取出完整胸腺组织，用4℃

的1640培养液清洗后离心，干冰保存送至生物芯

片国家工程研究中心，按照A西lent实验原理及步

骤提取总RNA、总RNA质量检测、荧光标记

cRNA合成、荧光探针纯化、芯片杂交和数据分析。

使用2张Agilent小鼠ol如芯片，芯片产品目

录号为G412lA，芯片编号为5278号和5279号。

实验标记方法采用Agilent放大标记方法，其

中受照射实验组RNA(1号)采用荧光cy3标记，对

照组RNA(2号)RNA采用荧光cv5标记。

1．4荧光扫描和结果分析

芯片结果采用A画lent扫描仪进行扫描，

Im即ne软件读取数据扫描，然后采用Feature
Extration进行Nonnalize处理分析，最后得出mtjo

值cy3／cy5，即实验组尉照组。差异基因筛选标准
为ratio≥2为上调基因，ratio≤0．5为下调基因。

芯片实验结果符合质控标准：(1)检测率：5278

号为91．27％，5279号为92．29％；(2)变异系数平

均值(cv值，％)：5278号为6．2l％，5279号为

4．97％；(3)片间重复性：92|38％；(4)总体评价：各

芯片荧光信号强度强且均一，重复点cV值变化

小，综合结果显示各项指标均明显优于合同指标。

2结果

2．1总RNA提取结果

胸腺组织经过RNA抽提，再进行1％琼脂糖

电泳和lab—on．chip(芯片实验室)电泳鉴定，质量

合格，进行下一步实验。

2．2差异表达基因筛选结果

对芯片荧光结果进行分析显示，在所观察的

小鼠胸腺细胞2l 319个基因中，107个基因在受照

射小鼠胸腺细胞中表达上调2倍以上(其中13个上

调4倍以上)，9个基因表达下调超过200％f其中2

个下调超过400％)，这些表达差异基因涉及细胞的

许多基本代谢活动(免疫与应激、核酸合成、凋亡、

细胞周期、信号转导、转运蛋白与通道蛋白等)，

上调幅度超过4倍的基因分析具体数据见表l，下

调幅度超过200％的基因分析具体数据见表2。

表l c57小鼠受照后胸腺细胞中13个上调4倍以上的基因
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表2 c57小鼠受照后胸腺细胞中9个下调超过200％的基因

3讨论

胸腺是动物生命发育和代谢过程中重要的器官

之一，其细胞成分相对均一，取材方便，实验结果

容易分析，是整体动物实验常用的观察对象。在放

射生物学领域也经常采用这种方法。总的来看，本

实验涉及变化基因的数量不多，大部分基因表达变

化不明显，但分析了在本实验中变化明显的一些基

因功能，可以发现很多值得注意的线索。

3．1受照射以后小鼠胸腺细胞表达水平上调4倍

以上的13个基因

上调变化最为明显(10倍以上)的基因是NM—

008475和NM—008508。这两个基因都是属于编码小

鼠角蛋白的功能基因，近年受到较多关注。据报道，

NM一008475在小鼠的眼角膜蛋白发育过程不可或卯，
在肠上皮细胞完整性的维持起重要作用，其突变可导

致小鼠毛发异常目。而NM—008508的研究更受关注，

2000年以来Pubmed收录的有关NM—008508的报告

近70篇。可以将其归纳为以下几个方面：首先是该

基因通过复杂的信号调节活动参与广泛的胚胎发育过

程目，参与核因子_KB介导的细胞周期素表达，控制脊

椎动物胚胎基板发育，该基因活动与转录因子㈣1
和RelA控制胚胎和成年的表皮增生和其动态平衡

相关M，p63和p53都可以影响该基因参与胚胎四

肢、颌面和皮肤形态的发生，还有证据显示该基因活

动异常可以导致角质层缺乏并导致新生幼鼠死亡n。

另—个方面是其对动物皮肤、毛发形态和功能的影

响，该基因突变小鼠可以存活但出现脱发和皮肤增

生肥厚，促进牛皮藓发生，皮肤创伤愈合障碍m，

还有报告称该基因与促进皮肤磷状上皮癌发生的蛋

白酶样基因类似。该基因活动的其他方面报告涉及

眼癌患者亲属中异常的表皮分化和间叶组织相互作

用H，甲状旁腺素相关的蛋白触发胚胎乳房发育和

乳头皮肤组织的分化“q，苍蝇的卵子和绒毛发生和

小鼠的精子生成f1”等。尚未见到有关电离辐射与该

基因活动相关的报告，但作为一种致畸致癌因子，电

离辐射在细胞遗传学研究中具有特殊的应用价值，

鉴于该基因活动主要涉及生命发生的基本阶段．而

癌症发生过程也是一个细胞组织增殖失控幼稚化的

过程，故继续深入研究该基因受电离辐射作用的变

化过程及其机理是很有必要的。

受照射后胸腺组织表达水平上调5—7倍的有4

个基因：NM_010556、AK009036、NM—008631和

NM__028798。其中．NM_010556是细胞因子白细

胞介素3的编码基因，胸腺是幼年动物的主要免

疫器官之一，与白细胞介素3的产生和调节息息相

关，而白细胞介素3在辐射损伤中的重要调节作

用，在治疗辐射损伤过程的临床应用价值已经受到

长期的关注。本实验显示的NM-o10556表达增加

应该是一种机体受照以后的代偿性调节反应．这种

反应可能是胸腺组织直接受照所致，也可能是全身

复杂的神经体液调节所致，其基因表达变化和白细

胞介素3水平和其他细胞因子水平关系，以及和机

体整个损伤修复过程有何关系，也是一个值得继续

关注的问题。AK009036和NM—028798都是小鼠

蛋白编码基因，NM—00863l则编码一种小鼠金属
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硫蛋白，它们的功能尚不很明了。

受照小鼠胸腺组织表达水平上调4倍左右的基

因分别是NM—007443、AJ叭1413、NM一008645、

AK009600、AK014554、M65237、AK011118，令人感

兴趣的是．几种球蛋白基因上调都位于这个范围，

还涉及生化代谢酶类和胚胎发育过程的一过性蛋

白。其中比较受到关注的是编码微球蛋白Ⅱl的

NM—007443，缺乏该微球蛋白小鼠增加肿瘤肺部转

移率IIa，这种微球蛋白可以抑制人类卵巢癌侵袭和

转移，并伴有磷脂酰肌醇3一激酶(ph06p110inosi-tide

3一kinase，P13．K)抑制相关的基因活动㈣。这种微球

蛋白亦称为尿胰蛋白酶抑制因子，这是一种从人尿

中分离出来的糖蛋白，它可以抑制多种丝氨酸蛋白

酶的活性．如胰蛋白酶、d．糜蛋白酶、多形核中性

粒细胞弹力蛋白酶、白细胞组织蛋白酶G、透明质

酸酶等，尿胰蛋白酶抑捌因子生理功能十分广泛，

对肿瘤的作用及其临床应用价值也逐渐得到重视，

它通过抗氧化作用机制抵御细菌内毒素导致的肺部

损伤，继发全身炎性反应导致的器官损伤“q。该基

因活动涉及肿瘤的发生与转移，涉及感染发生的内

毒素临床损伤，与一些辐射敏感性遗传病密切相

关，尤其是伴有P13．K抑制相关的基因活动，是一

个值得注意的现象。

3．2受照射以后小鼠胸腺组织表达水平下调超过

200％的9个基因

下调超过5()0％的基因2个：NM—008648和

BC024677。NM_008648编码成年鼠尿蛋白4，

Bc024677编码雄激素复合蛋白B，有关这两个基

因的研究报告不多。

其余下调200％一500％的7个基因分别是：

NM—013559、BC962745、NM_()08843、NM—009802、

BYl04651、NM—009463、NM-031188。这些基因大部

分与能量代谢和水电介质代谢相关。这部分基因表

达受到抑制可能说明受照射小鼠全身器官功能已经

开始失代偿。

下调基因中NM-013559(热休克蛋白105)的相

关报告较多，大部分都是研究其作为信号调节物

质，通过细胞凋亡作用影响胚胎发育。小鼠早期胚

胎受照射其颌面组织细胞的热休克蛋白105表达变

化亦与细胞凋亡有关旧。热休克蛋白105可能是通

过抑制ATPase活性对整个热休克蛋白家族进行一

种旁路负调节作用jlq。热休克蛋白105促进氧应激

导致小鼠胚胎F9细胞凋亡，其机制是通过p38通

路增加细胞色素C释放、促进凋亡而影响胚胎形

成，这种促进凋亡作用因细胞种类不同而各异，例

如对神经原细胞似乎表现为抗捅亡作用旧。细胞实

验和动物实验都说明，。抑制肿瘤细胞的凋亡会导致

热休克蛋白105水平增高㈣。热休克蛋白105的过

度表达可以增加小鼠cT26肿瘤的免疫原性”q。

在下调基因中有关NM_009463的报告也不少，

其编码小鼠细胞线粒体中一种与质子传递有关的解

耦联蛋白，参与机体肾上腙素“非颧栗产热”冷适

应反应的一种特殊蛋白质，通过线粒体解耦联作用

动员棕色脂肪产能，构成机体的冷应激反应组成部

分『刎。该蛋白可以增加小鼠胸腺内含有活性氧分子

产物的数量，以调节小鼠胸腺细胞能量流状态和去

向洲，p38有丝分裂原激活的蛋白激酶通过环磷酸

腺苷循环调节这个棕色脂肪解耦联蛋白的基因转录

过程。值得注意的是，有实验说明胰岛素促进胎脂

肪细胞解耦联蛋白表达增加是通过P13．K信号传递

系统进行的㈤，如前所述，电离辐射对机体的作用

与P13．K存在很深渊源。另有转基因小鼠实验表

明，解耦联蛋白选择性影响静息状态肌肉并降低其

IIb型肌纤维含量嘲。遗传突变小鼠实验显示，这种

解福联蛋自在维持肌．神经接头正常功能方面也起

作用㈣，还发现其涉及B．肾上腺素、环磷酸腺苷介

导的一种新的肠舒缓运动阎。

另一种下调基因NM-031188编码一种成年鼠

尿蛋白1，对其亦有一些相关研究报告。该基因位

于4号染色体。小鼠4号染色体与5号染色体具有

大量相似守恒序列(尤其是小鼠5号染色体12号位

点)，与人类9号和l号染色体也存在同源现象Ⅲ，

与人类骨髓型急性白血病基因和其他一些原癌基因

有同源关系㈣。

3．3结语

1 Gv 1射线照射c57小鼠一个月后胸腺细胞

基因表达谱变化实验结果显示，上调基因的数量远

多于下凋基因数量，反映在这种实验条件下的基因

活动以代偿性增加为主。上调基因编码角蛋白在胚

胎发育中的作用值得注意，在变化明显的上调和下

调基因功能中都涉及到P13．K也是一个值得继续关

注的现象。本实验初步揭示了受照射小鼠胸腺的一

些变化基因，深入分析这些变化的基因与辐射反应

可能有关的一些功能及其意义+将为今后深入研究



提供有益线索。
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