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7 Gy 1射线照射后4h小鼠骨髓差异表达基因的

初步研究
饶亚岚陈肖华王琳廖于峰董波丛悦张军权高玲李峰生毛秉智

【摘要】目的为探讨急性放射病骨髓损伤的分子机制，研究整体照射条件下，辐射前后骨髓

基因表达的变化。方法运用抑制消减杂交、cDNA阵列杂交及Norlllern杂交等方法，筛选

c57Bu6J小鼠受7Gy屯o’射线照射后4h骨髓组织差异表达基因。结果筛选到一系列辐射后可

能表达升高的基因，其功能涉及细胞周期凋控、抗氧化、DNA损伤修复和造血免疫，实验确证

cDKNlA及s100A8基因的差异表达。结论辐射后差异表达基因的功能说明骨髓受辐射后即发生

哺乳细胞普遍发生的辐射效应(如DNA损伤、细胞周期阻滞、过氧化反应)，同时骨髓的造血免疫功

能及神经内分泌调节发生改变。
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骨髓型急性放射病是以骨髓等造血组织损伤为

基本病变。为探索骨髓辐射损伤的分子机制，有必

要研究整体照射条件下辐射前后骨髓基因表达的变

化。本室已有的研究表明，C57Bu6J纯系小鼠受

7．5Gy 1射线一次全身照射相当于中重度骨髓型急

性放射病模型。Ammundson等f-以为，对于陕速繁

基金项目：国家自然科学基金项目(30400119)

作者单位：100850．北京军事医学科学院放射与辐射医学研

究所一室

通讯作者：陈肖华cE刊I：cb袖@Ilic七lIli．聃舶、

殖的细胞，大剂量照射后4 h，某些辐射诱导表达基

因mRNA水平达高峰。为了寻找早期辐射诱导基

因并保证获取较充分的骨髓组织总RNA，我们选

择辐射后4h这个时间点进行研究。

l材料和方法

1．1动物分组

C57Bu6J纯系小鼠，雌性，质量18—229，由

本院实验动物中心提供。同批动物随机分为照射组

和正常对照组。照射组动物用本所帅co'射线照
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射源一次全身照射7 ey，照射剂量率220 cC咖in，
照射后4h测定各项指标。

1．2骨髓单细胞悬液制备

小鼠颈椎脱臼处死，取股骨，以1血生理盐

水冲出每根股骨的骨髓细胞，制成单细胞悬液。

1．3骨髓有核细胞计数

取20斗l骨髓单细胞悬液加380斗l 3％冰乙酸混

合溶解红细胞，滴少量细胞悬液于计数板在显微镜

下进行有核细胞计数。

1．4骨髓组织总RNA的提取

用Triz01试剂(Invitm∞n公司)提取骨髓单细

胞悬液中的总RNA，具体操作按试剂说明书进行。

1．5流式细胞仪测定骨髓细胞周期与凋亡

乙醇固定骨髓单细胞悬液，碘化丙啶染色，流

式细胞仪检测，具体操作按文献【2]进行。

1．6 Aflas珈Mouse stress Arrav 杂交

从正常对照组及照射组小鼠骨髓提取总RNA

分别标记叩，分别与两张Atlas“Mouse slress

Amv(Clontech公司)杂交，具体操作拄试剂说明

书进行。Atla—M0use stress AⅡay为已知的140

个应激基因构成的cDNA阵列。

1．7联合抑制消减杂交和cDNA阵列杂交筛选

照射组小鼠骨髓总RNA为实验方(1esIer)，正常

对照组动物骨髓总RNA为驱动方(driver)，利用

PCR．Selec—cDNA Substraction Kit(clontech公司)

进行抑制消减杂交分离差异表达序列标签

(“pressed sequence tags，ESfrs)。进一步将分离得

到的ESTs点制cDNA阵列，分别与来自实验方和

驱动方的总RNA制成的32P标记的探针进行杂交。

具体【3】操作按文献进行。

l，8地高辛标记探针

以小鼠骨髓总RNA反转录得到的cDNA为模

板，聚合酶链反应(polynlerase chain reaction，PcR)

扩增s100A8、cDKNlA及GAPDH的cDNA片段。

所用引物序列分别为s100A8上游为5’)

ATcACcATGcccTcTAcAAGA<3’， 下游为57>

TGcTACTCCn'c‘I’GGCTGTcT<37； CDKIVlA上游

5’>ATcl℃CAATcCTcGTGAl℃<3’，下游为5’>

7rclII℃TccccTcccAeGTc<3’；GAPDH上游5’>

cCATGCACAAccccGGGG<3’， 下游为5’>

cAAAGTlGrcATGCATcAcc<3’。取上述三基因的

PCR产物1“l为模板，进行二次PcR，脱氧三磷

酸胸苷和地高辛标记的脱氧三磷酸尿苷(R0che公

司)以9：1比例加入PcR反应体系。

1．9 RNA狭缝及Nonhem杂交

小鼠骨髓总RNA经多孔过滤加样器(RNA狭

缝杂交)或甲醛变性胶电泳分离(Northem杂交)

后抽真空转移到尼龙膜，与上述地高辛标记的探针

杂交，所用试剂为Dig Hi昱h Prime DNA Labeli”g

and Detection staIter KitⅡ(Roche公司)。具体操作

参考《分子克隆(第二版)》”及试剂说明书进行。

2结果

2．1 7Gv照射后4 h小鼠骨髓细胞变化

正常对照组小鼠骨髓有核细胞数为(2．09±

O．30)×lo乇e11，殷骨(n=5)，7Gy’射线照射后4 h小

鼠骨髓有核细胞数为(1．26±O．30)×l 07cell，J技骨(n=

5)，与正常对照组比较，照射后小鼠骨髓有核细胞

数明显减少O：4．37，P<o．01)，照射组约为正常对照

组的60．3％。正常对照组小鼠骨髓总RNA量为

(35．7±1．8)斗g，股骨(n=5)，照射组小鼠骨髓总RNA量

为(25．8±2，1)斗g，股骨(n=5)，与正常对照组比较，照

射后小鼠骨髓总RNA量明显减少ff=8 o，P<O．01)，

照射组约为正常对照组的72．2％。7cy 1射线照射

后4 h小鼠骨髓细胞S期细胞减少，GiM期细胞

增加，凋亡细胞增加(见表1)。

表l小鼠骨髓细胞周期与凋亡的变化(矗，．n=5)

细胞比例(％>

CrCz期 S期 C，M朗 凋亡率

正常对照组75 91±1．57 19．81±1．83 4．29±0．35 022±023

照射组 72 90±2-4I 15 86±1|74+11．23±1．82+14 09±2．48+

￡值 2．34 3 52 8．37 12 45

十：与正常对照组比较．P(0．OI

2．2 7Gy照射后4h小鼠骨髓中表达升高的基因

由Atl船ⅢMouse stress Array杂交，得到7Gy 1

射线照射后4 h小鼠骨髓中可能达到升高的已知基

因有CDKNlA、 cAT、 H0l、 cYP2El和MPG。

联合抑制消减杂交和cDNA阵列杂交筛选到7Gv 1

射线照射后4 h小鼠骨髓中可能表达升高的已知基

因有s100A8、IHTl、NPc、H1)al和一种小鼠未

命名蛋白。以与看家基因eAPDH的杂交信号比值

(『a“o)为1：1进行校正，上述基因与来自于照射组

和正常对月d组探针的杂交信号比值在6倍以上。这

些表达升高的基因功能涉及细胞周期调控、抗氧
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化、DNA损伤修复及造血免疫(见表2)。其中未知

功能的小鼠未命名蛋白(BAC40925．1)与抑制消减

杂交方法分离到的多个克隆对应。

表2 7Cvl射线照射后4 h小鼠骨髓可能表达升高的基因

基因功能 基因名称 Cenbank号

细胞周 CDKNlA(周期蛋白依赖性 U09507

期调控 蛋白激酶抑制蛋白lA)

抗氧化 cAT(过氧化氢酶) L25069

H01(血红素加氧酶” M33203

P450家族成员)

DNA损 MPG(甲基嘌呤糖基化酶) U10420

伤修复

免疫造血曼里oA!‘=童萆毽皇蛋碧 翌磐-o!jj!!-÷ 圈2 N。，m。rn杂交法检铡小鼠受不同剂量1射线照射

玎巴嚣为干扰素确 洲一123删 ⋯若某蒿孬蒿磊鞴蒜赫j群⋯“导的蛋白)
罔1’o叫“'lq H吼。l’洲⋯”n”⋯J、o

NPG f嗜中性颗粒蛋白)
Hbal f珠蛋白d链)

未知功能小鼠未命名蛋白

U95002．1

AK012755．1

BAC40925．1

2．3 Y射线照射后小鼠骨髓中cDKNlA与slooA8

基因表达升高的进一步验证

抑制消减杂交和cDNA阵列实现一次分离多量

差异表达基因，但具有一定的假阳性，仍需进行逐

个基因的实验验证。RNA狭缝杂交可见7 Gy照射

后4h小鼠骨髓中cDKNlA基因mRNA水平明显升

高(见图1)。Northem杂交检测比较小鼠受不同剂

量1射线照射后不同时间骨髓中S100A8 mRNA的

水平，可见3，5 Gy赕射后4、24h及7白照射后4

h骨髓中slooA8 mRNA有升高趋势(见图2)。

圈l RN^狭缝杂交法检测7Gy’射线照射后4h(R)及正常

对照(c)小鼠骨髓中s100A8 mRNA水平

3讨论

c57BU6J小鼠7Gy“c01射线照射后4 h骨髓

有核细胞约为对照的60％。而总RNA约为对照的

72％。Limanni等“的研究表明，B6D2Fl雌性小鼠受

亚致死剂量7．75Gy 1射线照射后48 h，骨髓有核

细胞约为对照的6％，骨髓总RNA约为对照的

25％，变化的趋势和我们的结果一致。c57Bu6J小

鼠7Cv’射线照射后4 h，骨髓细胞发生了白M期
阻滞(G，M细胞比例增加)、S期延迟(s期细胞

比例减少)及细胞凋亡。辐射引起的细胞周期紊乱

和细胞凋亡是机体对外界刺激的保护性反应，前者

保护单个细胞．后者保护整个机体。

我们筛选到小鼠受大剂量照射后早期骨髓可能

表达升高的基因，其功能涉及细胞周期调控(如

cDKNlA)、抗氧化(如cAT、H01、cYP2E1)以及

DNA损伤修复(如NPG)，说明骨髓受辐射后即发生

哺乳细胞普遍发生的辐射效应。骨髓是重要的造血

免疫器官，大剂量照射后早期小鼠骨髓中参与造血

免疫过程的基因表达升高(如S100A8、IFITl、

NPG和Hbal)．而且这些基因的表达大多受神经

内分泌调节，说明骨髓受辐射后其造血免疫功能及

神经内分泌调节发生改变。值得一提的是，抑制消

减杂交法分离到的多个克隆对应一种小鼠未命名蛋

白BAC40925．1，此蛋白是由其全长cDNA序列推

测得来的功能未知的全新蛋白“，而且该序列也与

中等纤维蛋白结合的基因组DNA序列相似，功能与

DNA重组和修复相关M。

我们实验确证了1射线照射后小鼠骨髓中

cDKNlA与S100A8基因表达升高。CDKNlA为周

期蛋白依赖的蛋白激酶抑制蛋白，调节细胞周期与

凋亡，其表达升高与此时骨髓细胞呈现细胞周期紊

乱和凋亡相关，cDKNlA分子是理想的新型生物

剂量计分子嘲。S100A8是一种钙结合蛋白，Sloo家

族成员，为多功能分子，与转化生长因子B有功能

类似性，参与生长、分化、发育及免疫炎性反应过

程。尤其与髓系细胞分化相关，s100A8低剂量时

为趋化因子起促炎性作用，高剂量时通过其抗氧化

起抗炎性作用删。 (下转第256页)
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丝分裂延迟，乃至细胞代谢功能的改变，肿瘤细胞

失去繁殖能力，最终出现细胞损伤，甚至凋亡【2∞。

从而达到较明显的治疗效果。

4．2-q粒子的活度选择和数量的计算

1q粒子活度的选择是经临床使用后认可的，

最佳剂量为22．2 MBq(O．6 mci)／枚【4司。然后，根据

肠镜、钡剂灌肠检查的结果确定病变长度和范围，

再结合支架的直径测算m病变的面积。mI粒子的

有效作用范围为1．3 cm2，用面积值除以1．3即可算

出所需的。I粒子数量。由于肠腔内环形菜花状增

生的癌被植入的支架压迫，厚度一般不超过1 cm，

故厚度可忽略不计。例如：本例患者复发病灶狭

窄长度为7 cm，植入支架的直径为1．9 cm，病变

面积即为1．9 cm×3．14(圆周率)×7cm=41．76 cm2，

粒子数为41．76 cmVl．3 cm2=32．1，故选择32枚粒

子。考虑到阻断癌细胞可能发展的路径，在病变的

边缘多分布一些粒子有时也是必要的。

4．3支架和植入器的选择

我们采用顺应性好的针织型机制支架，在支架

的两端加上了硅胶软边以减少刺激。

4．4疗效和并发症

由于接受支架植入术的患者不需要长期住院，

因此，定期随访是很重要的，在随访中要注意观

察支架植入是否准确、支架的柔顺性、支架植入后

是否移位、粒子是否脱落、是否造成出血穿孔、是

否出现放射性溃疡和肠瘘等严重并发症，这些都关

系到治疗的成败。

该患者通过在直肠内行”I粒子支架植入治疗

结肠癌复发后，症状消失，一般情况好转，结肠癌

复发的菜花样病灶消失，狭窄的肠腔扩张，且未出

现并发症，治疗效果较好。
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已有研究报道，6Gv x射线照射McF-7细胞后48—

72 h，S100A8被诱导表达。而且胞内s100A8

mRNA水平呈现辐射剂量效应关系⋯l。此外，大鼠

肝部受25Gy7射线照射后6h slooA8蛋白水平升高，

而且其诱导表达可能与受辐射后肝部活性氧水平升高

有关m。我们正在深入开展slooA8的相关研究。
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