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·放射生物学·

不同剂量60Co吖射线照射正常人淋巴母细胞后的

差异表达基因分析

肖瑶杨剑 高娴秦阳华孙顶 韩玲

【摘要】目的研究不同剂量1射线照射正常人淋巴母细胞AHH一1的基因差异表达，探讨生物

学效应的差异。方法砷Co^y射线照射AHH—l，用人cDNA芯片检测照射后8 h AHH一1细胞和正常细

胞mRNA表达，将芯片分析数据进行聚类分析、判别比较，筛选差异表达基因。结果数据分析筛

选后，仅与2．O Gy照射关系密切的差异表达基因23个；仅在0．5 Gy照射中变化的基因5个；2．0

Gy与O．5 Gy两组比较变化一致的基因有5个。结论不同剂量1射线照射AHH一1诱导明显的基因

差异表达，其中部分基因表达的改变可能是辐射生物效应发生的关键因素。

【关键词】剂量效应关系，辐射；基因表达谱；淋巴母细胞

Dif蚤erent gene expression of normal lymphoblastoid ceUs which exposure to diffbrent

dose of椰Co Y-ray

XIA0 Y∞，YANG矗。肌，G∞Xi砸t，QIN Y6饥争hu％SUN D讯萤HAN L汛g

(D印硎mem Q厂尺Ⅱd池ion讹dici胎讥Ⅳ倒y慨d赴i珊，kM慨舭Jseco凡d膨zi￡叼’娩d据矗‰面e巧饥

SAn，咖面200433，C^i凡o)
【Abstract】 Objective‘ro study on tIle gene expression of no珊al lymphoblastoid cells(AHH一1)

which exposure to difference dose of屯。一y—my，analyses the essential different biological e娲ct．Methods

Human AHH一1 nornlal line was irradiated by 60Co 1一rays．Used human cDNA micmamy to deVelop the

tmnscriptional levels of the genes by hybridizing the mRNA of cells 8 h after exposuI℃d in difEbI℃nt dose and

the contIDl cells．Cluster analysis，discrimination and bolting were used to filter the effectiVe genes of

difkrential expression．ResuIts The results of data analysis showed 23 genes of difbrential expression

closely related to biological efkct of 2．0 Gy radiation，5 genes express changed only by 0．5 Gy radiation，5

genes express apparently both in 2．0 Gy and 0．5 Gy radiation．Conclusion The diⅡ色rent dose 1一rays

mdiation—induced significant changes in gene expression，such as PAPLN，TP53INPl，mNPl，FOS and
TPR seem to be sorrie important components of cellular radioresponse．

【KPy woI．ds】 Dose—response I．elationshjp，radjation；Gene expI-ession pmfiling；Lymphoblastoid cells

电离辐射是一把双刃剑，在得到广泛应用的同

时又会对人体组织产生危害。由于人体是一个极为

复杂的有机体，至今在辐射效应方面仍有许多问题

尚不清楚，比如致癌机制等。近年来辐射生物学方

面的研究显示，电离辐射能直接或间接上调或下调

部分参与调控细胞辐射反应的基因表达，这些基因

在生命体的生理病理过程中起着重要作用。但是目

前已经明确作用机制的与细胞辐射反应过程有关的

基因及蛋白只有很少一部分，而且大多是一些已知
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基因。另外，研究者已发现高、低剂量辐射产生的

生物学效应机制不尽相同，它们的区别和联系究竟

在哪里?哪些基因在辐射反应中发挥了重要作用?

为了系统地认识电离辐射对人体的影响，进一步明

确电离辐射生物学效应的机制，就必须采取更准

确、更便捷的高通量技术手段来分析研究，最近发

展起来的基因芯片技术就是最佳选择之一。本研究

用人cDNA芯片检测不同剂量照射细胞和正常细胞

的mRNA表达，并应用生物信息学的方法，通过

差异基因表达分析、聚类分析、判别分析等对芯片

数据进行筛选，从大量的数据中提取出有意义的信

息，探讨不同剂量照射后生物学效应分子机制。
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1材料和方法
作用和联系。

1．1主要材料

正常人淋巴母细胞AHH．1由军事医学科学院

馈赠。含10％灭活的胎牛血清的DMEM培养液购

于Gibco公司。总RNA抽提试剂Trizol由美国

invitrogen公司提供。Affymetrix HG一1 33A plus 2．o

芯片由上海基因有限公司(上海)制备。芯片数据基

因聚类、分析使用Micmsoft excel软件，Express—

ions290、Affymetrix、NCBI、EBI．ac．uk等为Intemet

免费资源网站上的在线软件和数据库。

1．2方法

1．2．1芯片制备

吸收剂量为0．5 Gy和2．0 Gy印c01射线，分别

照射AHH．1(未经照射为对照组)，照射剂量率为

0．36 Gv／min。照射后8 h按Trizol试剂盒说明书的

常规方法提取总RNA，得到的总RNA用分光光度

计测定其浓度和纯度，取总RNA 1¨g在1％甲醛一

琼脂糖凝胶中电泳检测RNA的完整性。总RNA纯

化后合成双链cDNA和cRNA，将cRNA片段化并

用变性胶电泳进行质检，确保片段化cRNA为35～

200 bp。先将测试芯片在Genechip hybridization

oven 640芯片杂交箱中预杂交10 min，再将片段化

的cRNA样本与含有38 000个人源基因的cDNA

探针杂交。在Genechip nuidics station 450全自动

芯片洗脱工作站上运行洗脱程序，Gene ArrayⅢ

scanner 3000高分辨率扫描仪上扫描芯片【1】，应用

GCOS软件对扫描的数据进行分析，然后应用

NonIlalization方法处理，将数据用Lowess方法进

行归一化，最后以照射组与对照组同一基因点信号

强度的比值的对数(ratio值)的标准确定差异表达

基因。

1．2．2数据分析

本实验采用Affymetrix HG．133A plus 2．O芯片，

其覆盖了人类全部表达基因的l／2。在数据分析

时，原始数据首先筛选掉信号强度值过小以及数值

归一化后P>0．05的数据圜；使用在线软件工具进行

聚类，在生物信息数据库中搜索基因信息；与聚类

前的数据进行比较，从数据中筛选出差异表达显著

的『即上调或下调比率大于2(ratio>1)】的具有统计

学和生物学意义的基因；最后针对有意义的基因搜

索数据库，查找重要基因的功能以及基因间的相互

2结果

2．1 RNA完整性检、狈0

与正常对照AHH一1比较，2．0 Gy和0．5 Gy照

射后的AHH．1样品中28s和18s RNA比例合适，

无降解现象(见图1)。

图1不同剂量照射AHH一1细胞后总RNA琼脂糖凝胶

电泳结果

2．2 基因芯片的分析结果

通过初步分析筛选，2．o Gy和o．5 Gy与正常

AHH一1基因表达谱比较，2．o Gy与0．5 Gy照射细

胞差异表达基因筛选结果见表1。

表1 2．OGy和0．5Gy照射AHH—l后芯片检测

基因差异表达的结果

从各组数据中可以看出各组问数据间重复率较

高，为了进一步的分析和提取信息，对数据采用

excel函数计算分析，用聚类分析软件进行聚类，

发现这些差异表达的基因中，细胞膜、细胞联接和

转运相关类别占了绝大部分，同时它们参与了转

录、翻译、细胞周期、离子转运、细胞凋亡、氧化

还原、氧化磷酸化等反应。芯片结果假阳性数据筛

去后相对可靠，分析结果有较高的可信度，并可以

进一步挖掘深层信息。

表2中列出了5个在2．0 Gy照射组和0．5 Gv

照射组中均明显变化的基因，它们的变化趋势一

致，其中有4个基因上调，1个下调。推测它们可

能与照射剂量大小无关，仅与照射有关。其中

Bcl2相关蛋白x基因表达细胞凋亡抑制蛋白，很

多文献报道在照射后该抑制蛋白上调f3】，在我们的

数据中也均上调。
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表3列出了23个2．0 Gv照射组分别与对照组

和0．5 Gv照射组比较同时变化的基因，说明这些

基因仅在2．0 Gy照射后表达才发生变化，在0．5 Gy

照射组与对照组比较无明显改变，因此很可能与辐

射剂量效应相关，其中包括一个cDNA克隆(Affy

探针号：230304一at)和一个功能未知基因(Affy探
针号：215450_at)。

虽然表3中的基因上调与下调的规律是一致

的，但是观察到它们的表达比值并不完全相同，这

有可能是实验中的误差引起，但在后面的表格数据

资料表明，这些细微变化并非可以忽略。

表4中列出了5个2．O Gy照射组与0．5 Gv照

射组比较和0．5 Gv照射组与对照组比较中均明显

变化的基因，并且结果显示，它们的变化趋势并不

一致，甚至完全相反。这些基因与表2和表3中的

数据均没有重合，并且这5个基因都是如此，推测

它们仅在0．5 Gv照射后表达改变；也有可能高低

剂量使得基因的表达变化正好相反，但是表4中的

基因表达变化比值是一致的，在原始数据中也都是

一致的，且这5个基因在2．o Gy照射后无明显变

化，那么只能得出一个结论：这些基因只在低剂量

照射后表达明显改变。

3讨论

通过比较和分析2．0 Gy和0．5 Gy 7射线照射

AHH一1细胞诱导的差异表达基因，从大量的芯片

数据中获取了一些比较有意义的信息，找到了5个

2．0 Gy和0．5 Gy照射后同时变化的基因，其中Bcl_2

表2 2．0 Gy和0．5 Gy照射AHH．1细胞后同时变化的基因

。：比值为负表示下调；tt：“一”为未知。

表3仅在2．0Gy照射AHH一1细胞后表达变化的基因+

+：这些基因在O．5 Gy照射组和对照组比较无明显改变，比值为负表示下调；44：“一”为未知。
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表4仅在O．5 Gy照射AHH一1细胞后表达变化的基因8

。：这些基因在受到2．O Gy照射时变化均不明显；s*：比值为负表示下调。

相关蛋白x基因在以往的研究中已证明它与辐射

致癌有着密切的关系【41，其余4个基因目前未见与辐

射相关的文献报道，有待深入研究。Kramerova等‘5】

发现，细胞外原肠(胚)糖蛋白形成基因可能在细胞

发育过程中通过调节金属蛋白酶而参与细胞重排。

另外，在排除低剂量照射对AHH．1产生的影

响后，23个基因(见表3)仅在受到较高剂量照射

时才发生明显变化，推测对较高剂量照射引起的生

物效应机制的研究可以重点着手于这些基因。

Okamura等f 6】研究发现，肿瘤蛋白p53诱导的核

蛋白1基因在有丝分裂细胞中参与调节了p53诱导

的细胞凋亡过程。Tomasini等【7】发现，肿瘤蛋白

p53诱导的核蛋白1基因的过表达导致G，期终止，

促进细胞的凋亡。磷酸酶和张力蛋白磷酸酶同系

物基因是1997年发现的抑癌基因，其拮抗酪氨酸

激酶等磷酸化酶的活性而抑制肿瘤的发生、发展。

Dahia等[8J发现，磷酸酶和张力蛋白同系物基因，磷

酸酶和张力蛋白同系物假基因1复合基因编码双特

异性磷酸酶，在一种常染色体显陛综合征考登病中
表达突变。

按照传统观点，辐射导致基因表达变化应该是

随着剂量改变呈现递进性的关系，可是表4数据并

不符合这一关系，这5个基因数据提示我们，一些

基因只受低剂量辐射影响或者只在低剂量辐射反应

中发挥作用，较高剂量照射对它们几乎没有影响。

这可能是存在一些非随机的变化导致细胞产生一种

不稳定的现象，或者是对外界刺激的适应性现象。

锌指蛋白652基因表达锌指蛋白家族652号蛋白，

其功能不详，但在我们的芯片中重复出现并表达下

调明显。易位的启动子区域基因表达染色体的易位

启动子，能够激活MET癌基因(一种表达肝细胞生

长因子受体蛋白激酶的基因)，在体外丝氨酸和苏

氨酸残基均需要磷酸化激活，是一种受体型的跨膜

蛋白f质)酪氨酸激酶。Greco等【9】发现，甲状腺癌

的原癌基因的酪氨酸激酶区可由易位的启动子区域

基因的57端重排后形成，将两基因融合后可形成

一个新的乳头状甲状腺癌基因。Hase等㈣发现，

在有丝分裂细胞分裂末期易位的启动子区域基因与

核膜孔复合体相互作用。KmU等[11】在人子宫颈腺

癌传代细胞系中发现，易位的启动子区域基因在核

孔蛋白中构成了核内篮状结构的支架。v—fos FBJ

鼠骨肉瘤癌基因同系物(v—fos FBJ murine

osteosarcoma viral oncogene homolog，FOS)为原癌基

因F0s家族一员。Tratner等112】发现，细胞受到刺

激时FOS蛋白早期表达可调节RNA转录，FOS蛋

白可被环磷酸腺苷激酶磷酸化。Liu等m1发现，通

过FOS的siRNA阻断转化生长因子B1分泌，可以

抑制癌细胞的迁移和分裂。zhang等【14】发现，FOs

促进可卡因与大脑中D1神经受体相互作用，使其

易发生持久的反应。sasaki等【坫]发现，持久的细

胞外信号调节激酶5的活动抑制了FOS，E3泛素

连接酶调节了FOs的核输出量。综合以上分析表

明，这些低剂量辐射引起的差异表达基因与癌基因

表达、肿瘤发生有关，这为解释低剂量辐射效应及

致癌机制提供了一些有利的证据。
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聚腺苷二磷酸核糖聚合酶抑制剂的作用机制和

应用前景

黄晓菲 曹建平

【摘要】聚腺苷二磷酸核糖聚合酶家族由众多调控细胞进程的酶组成，其参与人体内多种生理

及病理生理过程。近些年，人们对此酶及其抑制剂进行了广泛的研究，其中侧重于聚腺苷二磷酸

核糖聚合酶抑制剂在辐射增敏、化学药物增敏、神经保护等方面所发挥的作用。现已有聚腺苷二

磷酸核糖聚合酶抑制剂进入临床药物试验，预示其具有良好的应用前景。

【关键词】辐射耐受性；药物耐受性；聚腺苷二磷酸核糖聚合酶抑制剂
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【Abstract】Poly(ADP—ribose)p01ymerases(PARP)constitute a family of enzymes involved in the

regulation of many cellular pmcesses．It plays avital mle in many physical and physiopathological pmcesses．

In the past ten vears scientists have conducted extensive research on PARP and its inhibitors，among which

the role of PARP inhibitors in mdiosensitization，chemopotentiation and neumprotection have been placed

close attention．There have been several PARP inhibitors entering the clinical trials，which predicts its sound

application perspectives．

【Key words】 Raditolerance；Dmg tolemnce；Poly(ADP—ribose)polymemse inhibitor

聚腺苷二磷酸核糖聚合酶【p01y(adenosine

diphosphate一拙ose)polymemse，PARP]是一类存在
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于所有哺乳动物细胞及大部分真核生物细胞中的蛋

白翻译后修饰酶，可被断裂的DNA链激活，并利

用烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(nicotinamide adenine

dinucleotide，NAD+)把腺苷二磷酸核糖转移到蛋白
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