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���微 阵 列 技 术 在 辐 射 诱导 基 因 表 达 研 究 中 的 运 用

饶亚岚 陈肖华 毛秉智
�军事医学科学院放射医学研究所 北京 �������

摘要 综述 了辐射诱导幕因表达的复杂性
，

以及近年来 ��� 微阵列技术在辐射诱导基因表达研究中的运用
，

并就

辐射诱导幕因可能为放射病诊断治疗拟「究提供新思路进行探讨
。

关键词 ��� 微阵列
，

辐射诱学基因
，

辐射损伤

中图分类号 ����
�

�
，

����
，
��一�

就分子水平而
一

言
，

辐射能诱导细胞基因表达的改

变
，

细胞受辐射后的命运很大程度上由基因表达的改

变所决定
，

受辐射调控表达的基因可称之为辐射诱导

基因
。

在过去近 �� 年中
，

辐射及其它基因毒性因子

�������
��� �������引起生物效应的分子机制的研究取

得很大的进展
。

基因毒性因子诱发细胞基因转录变化

首先在简单真核生物酵母中得到证实
，

酵母基因组 ��

以上基因表达有变化
，

类似复杂的转录反应也很快在

哺乳动物细胞中得到证实
。

近年来
，

越来越多的基因

被证实为含辐射在内的基因毒性因子所诱导
，

这样的

基因成 百上 千
，

而且仍在不断增加�’�。 辐射诱导基因的

表达随辐射条件和所处生理环境的不同呈现复杂多变

的特征
。

�全】 ����年 ��������大学的 ������等���首次成

功运用 ����微阵列技术定量比较基因表达变化以来
，

��� 微阵列技术己运用 于肿瘤
、

其它组织和疾病
、

细

胞周期
、

衰老等多方而基因表达与寻找特异功能基因

的研究�’�。 近年来
，

将此项技术运用到辐射诱导基因表

达的研究取得一些结果
，

促进了该领域研究的发展
，

本 卜作就此内容作一综述
。

� 辐射诱导基因表达的复杂性

受辐射诱导的基因的生物学功能复杂多样
，

这类

辐射诱导基因包括编码转录因子
、

信号传递分子
、

细

胞因子的基因
，

以及参与细胞生 氏
、

增殖和周期调控

等的基因
。

在这些受辐射诱导而表达变化的基因中
，

有些基因如参与 ��� 修复的基因表达仅在基因毒性

因子刺激条件 卜改变
，

表达的改变具特异性
�
有些基

因在各种损伤条件 卜表达均改变
�
还有一些基因如细

胞因子和癌基因参与�
‘

泛的生理过程
。

现已知在哺乳

动物细胞中有多条信号传递途径能被 ��� 损伤因子

活化
，

继而诱导大量靶基因表达的改变
。

在基因毒性

因子活化的复杂信号传递网络中
，
��� 是重要的基因转

录调 ，��因子川
。

细胞对基因毒性因子的应激反应因细胞及基因毒

性因子类型的不同而不同
，

很多研究结果支持这个观

点
。

例如
，

测定含 ��
一

�在内的 �株粒系一淋巴系细胞
、

�株肺癌细胞
、
�株乳腺癌细胞

、

�株结肠癌细胞共 ��

株不同细胞系受电离辐射
、

烷化剂 ���
、

紫外线刺激

后细胞中 �� 条辐射相关基因的表达变化
，

结果不同基

因在不同细胞株
、

受不同基因毒性因子刺激后的表达

变化趋势不同���
。

这 �� 条辐射相关基因中
，

有的基因

受电离辐射诱导表达依赖于细胞中野生型 ��� 的存在
，

如���
一

�和����
，

其 ��� 相关性在小鼠整体实验中也

得到证实
，

但也有基因是非 ��� 依赖的
�
有的基因受

辐射诱导而不为 ���诱导
，

表达出对辐射刺激因子有

特殊的反应性
，

也有的基因对各种损伤因子具有�
’ ‘

泛

的反应性
，

如灯��
。

又如
，

��
����� 杂交实验表明���，

人乳腺上皮细胞受电离辐射后 ��� 及其 卜游靶基因

��一���� �又称 ��������一 或 �������表达均未

升高
，

但该细胞受紫外线照射后 ��� 和 ���认叭�� 被诱

导表达
，

而与人乳腺上皮细胞同基因型的成纤维细胞受

电离辐射后
，
��� 及 ���认叭�� 蛋白被诱导表达

。

辐射诱

导基因表达如此复杂
，

原因可能是信号传递的复杂多

样
，

哺乳动物细胞中有多条应激反应信号途径
，

一些

信号途径仅在特定细胞中可被激活
，

而在转化
、

恶变

细胞中信号途径有可能被破坏
。

因此
，

在特定细胞株

中研究辐射诱导基因表达的结果不具有普遍意义
。

受辐射诱导的基因还因辐射剂量
、

辐射后间隔时

间不同表达变化也不同���
。

��
一

�细胞受 ���� 电离辐

射后 ��
，

一些基因如 ������
、

������
、

����
、

����和 ��� 等的表达达到峰值
，

而后在 ��� 内迅速
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卜降到基础水平���
。

人外周血淋巴细胞 �����受 ���

的 丫射线体外照射
，

基因 ������
、
����和 ���在

辐射后 ��� 表达才达到峰值���
。

��
一

�细胞受到剂量低

于 �����的电离辐射时
，

基因 ������ 和 ������

照射后 �一�� 内达到峰值
，

�� 内下降���
。

研究辐射诱导基因表达的规律多在细胞水平进

行
，

从动物整体水平研究各种细胞因子在机体受辐射

后表达变化的研究也有所开展
。

用亚致死剂量的 丫射

线照射小鼠
，

检测照射后 �一��� 细胞因子表达水平
。

结果表明
，
��

一

�� ���� 照射后 �一��在骨髓组织中

高表达
，

照射后 �� 在脾脏中高表达
� ��

一

����� 照射

后 ��在
，

骨髓组织中高表达
，

照射后 �一��� 在脾脏中

高农达
� ���

一 。 ���� 照射后 ��在 胃
·

髓组织中高表

达
，

但照射后 �一��� ���
一 � ���� 在小鼠脾脏中却无

明显变化
。

此 �种细胞因子的蛋白在骨髓
、

脾脏
、

血

清中的表达无改变���
。

这些实验说明动物受辐射后
，

细

胞因子表达水平的改变呈现时间相关性和所处组织器

官相关性
，

而且细胞因子 ���� 和蛋白水平的改变也

可能不一致
，

这与基因转录后加工和翻译过程的复杂

性有关
。

� ���微阵列技术在辐射诱导基因表达研究

中的运用

辐射诱导基因表达如此复杂
，

仅运用传统方法如

�����
�� 杂交对基因表达逐个进行分析不能满足此领

域研究的需要
。

能高通量地同时分析成千上万个基因

表达的功能基因组学方法如 ��� 微阵列技术己发展

起来
，

并且越来越�
’ 一

泛地被受应用
。

应用这样的方法

从分子水平研究辐射效应机制有利于我们更深入理解

辐射诱导基因的表达调控和相互关系
，

还能发现更多

辐射诱导基因
。

��� 微阵列因靶分子形式不同
，

可分为 ���� 微

阵列和寡聚核营酸微阵列
。

对 ����微阵列而言
，

任

何克隆的表达序列标签 �����序列可由 ���扩增后

点样制备微阵列
。

人
、

小鼠及其他生物物种的 ���库

日益庞大
，

为 ���� 微阵列的制备提供靶分子来源
。

寡聚核首酸微阵列是以寡聚核营酸代表待筛选基因制

备微阵列
。

根据由载体和探针标记方式不同
，
���微

阵列主要有两种形式
�

其一以膜为载体
、

以放射性同

位素标记探针的微阵列技术
，

缺点是需对两张杂交膜

比较得出结果
�
其二以玻片为载体

、

以荧光标记探针

的微阵列技术
，

优点是进行混合探针杂交利于比较
，

而且杂交信号扫描后更容易进行图象处理和数据分

析
，

但需要较昂贵的仪器设各【’�� 。

条件许可的话
，

采

用后一种方式进行分析
。

有关应用 ����微阵列筛选辐射诱导基因的研究
，

��������
� 等��，��做了很多工作

，

其实验基本过程是
�

代表不同靶基因的 ���� 片段 ���扩增后直接点在玻

片上构成 ���� 微阵列
�
从受辐射和未受辐射样品分

别提取 ����
，

经一步反转录
，

分别标记染料 ���
、

��� 制备成探针
�
等量的

、

标记不同染料的探针与同

一玻片上的 ���� 微阵列杂交
� 经洗涤后的玻片由荧

光扫描仪扫读
。
���

、

��� 被激发不同荧光
， ���� 微

阵列上不同靶基因在受辐射和未受辐射样品中表达量

的相对比率 �������由 ���
、

���荧光强度的比值表示
，

以石
·

家基因
����� 为 ���进行校正

。 ���� 微阵列技术

筛选差异表达基因方法的具体操作过程可见相应网

址
，

如 ���
�

�����
�

���
�

���心�����
������

�������
�

����
。

由于此技术是同时对阵列中
一

长短
、
��含量不一的成千

上万条 ���� 片段同时进行杂交筛选
，

而且 。��� 片

段经处理后交联于玻片呈现除单链外的多种形态
，

不

能排除假阳性结果的存在
。

所以
，

一般用传统的单一

探针定量杂交法如 ������� 杂交方法验证微阵列杂交

的结果�‘��。

���
��������首先应用 ���� 微阵列研究了 ��� 野

生型的��
一

�细胞受辐射后基因表达的改变
。

��
一

�经

����的 �射线照射后 �� 提取细胞的 ����
，

以未照

射细胞为对照
，

与由 �
�

�� ���� 构成 ���� 微阵列的

杂交
。

结果有 �� 条序列的表达为电离辐射诱导升高
，

�� 条序列的表达为辐射抑制
，

其中�� 条序列首次报道

与辐射相关
。

这些辐射相关基因参与细胞内各种代谢

途径
，

如 ����认人��
、
������

、

����
、

�一

��� 参

与细胞生 氏的调
一

�生
�

���
、
���

一

�
、

���
一

� 参与细胞

凋亡 �

����
、
����

、

����
、 �一

���
、

���
一

� 参

与细胞信号传递
�

����和 ��� 连接酶�参与 ���

代谢
。

在此研究中
，

低丰度的转录本也能被检测到
，

如基因������和�����认认�� 在未受辐射细胞中表达

量约为 ��
一

�
。

��� 微阵列杂交得出基因表达量的相对

比率 ������� 与单一探针杂交得到的结果基本一致
，

证

明此方法得到的结果是可信的【’，�� 。

随后 ���������
��以人外周血淋巴细胞�����为模

型进行研究
。
���经 ���的 丫射线体外照射后 ��� 提

取细胞的 ����
，

以未照射细胞为对照
，

与由 ����

���� 构成的 ���� 微阵列杂交
。

结果芯片上 �� 条序

列的表达为辐射诱导升高
，
� 条序列的表达为辐射抑

制
。

进一步实验
，

��
一

�细胞受不同剂量 丫射线照射后不

同时间的����与由�������� 构成的 ����微阵列杂

交
。

结果表明
，

不同条才卜的辐射诱导基因有部分的重叠
，

但差异很明显 �见图 ��
。

运用 ����微阵列技术
，

从整

体水平研究辐射诱导基因也有报道���
，

小鼠受 ����射线

照射后 ���
，

从不同组织提取 川丑��
，

与由 �
�

�� ����
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构成的 ���� 微阵列杂交
，

结果不同组织中辐射诱导表

达的基因差异明显
，

辐射诱导基因在机体中的表达是组

织特异的
，

胸腺
、

脾脏两种造血组织中辐射
一

诱导基因数

口多
，

而且与其他组织器官如肝脏相比
，

两种造血组织

中辐射诱导基因更相似 �见图 �� ���
。

���� ��

��

������
���

”

了 �������

���
，

� ��
�� ������� ������� ��� ������ ������� ��������� ��

�】������ ������ ��

������������

��
一

� ����� �� ������� ����� ����� �����������

�
一�������

�

熏二袱
口

乎

��� 修复
，

还有的基因功能未明
。

实验认为
，

此方法

筛选的井异基因假阳性率低于 ���� 微阵列技术
。

研究不同辐射条件 卜
‘

基因表达变化获得的数据越

来越多
，

需由生物信息学及统计学方法进行分析
，

寻

找反映不同辐射条件的表达变化的基因
，

这些生物信

息学及统计学方法 已成功运用 于肿瘤 诊断及药物研

制
。

简单地说
，

数据分析需要开发软件以帮助进行统

计学分析
，

比较同一微阵列上各点数据及不同微阵列

间的数据
，

得出规律性的结论
�
进一步

，

使不同来源

�微阵列分析来源数据
、

��� 序列测定数据
、

及各类公

共数据库�的信息整合 ������������ 。 ��������������，
， ’��

。

辐射诱导基因这方面的研究还刚刚开始
，

兀�等�’��以其

建立的统计分析方法
，

对辐射诱导基因表达的有关数据

进行了分析
，

得出辐射相关基因表达的相互协调关系
，

验证了其统计分析方法的可行性
。

可以说
，

这一问题

的解决仅有生物学科的实验研究是远远不够的
，

需要

数理统计学
、

生物信息学
、

计算机科学等学科的人力

协作
。

� 辐射诱导基因为放射病诊断治疗研究提供

了新思路

��

���七�

���
�

� ��
�� ������� ������� ��� ������ ������� ��������� ��

�������������� �� ������� ����� ������� ������������������������
�

���� ������� �
一�。 �����

�

除
���� 微阵列外

，

将寡聚核首酸微阵列运用于

辐射诱导基因表达的研究文献〔川己报道
。

采用的寡聚

核首酸微阵列为 �梅�
����� 公司产品

，

此微阵列上的

寡聚核首酸序列代表 �
�

�� 条靶基因
，

微阵列设计原理

是
�

根据靶基因序列原位合成多对二十聚核首酸链
，

侮对寡聚核首酸其中一些 与靶基 因部分序列完全一

致
，

另 一条寡聚核
丁

仃酸链中仅一个碱基不 与靶基因序

列配对
。

��� 制备的探针与寡聚核首酸微阵列多次杂

交
，

根据探针与微阵列中代表不同靶基因的寡聚核首

酸序列对杂交信号强弱进行统计学分析
，

从而判断不

同靶基因在不同来源 ��� 的表达是否具显著性差异
。

人淋巴母细胞株受 ���电离辐射后 ��
，

收集 ���
， 一

与

此寡聚核首酸微阵列杂交分析
，

结果有 ��条基因是辐

射诱导基因
，

这些基因有的参与细胞周期
、

细胞凋亡
、

对受辐射剂晕的快速判断是放射病分
’
��分度诊断

的关键
。

剂量
、

射线性质和照射后时间不同
，

导致诱

导的基因表达不同
，

运少日高通量基因表达检测技术如

��� 微阵列技术
，

筛选不同条件 卜的辐射诱导基因
，

有可能找到一些特异基因
，

监测此类基因表达的变化

有可能指示受辐射具体情况
，

这将是一种新型辐射生

物剂量计���
。

筛选不同辐射条件 卜的辐射诱导基因是寻

找这种新型辐射生物剂量计的第一步
，

口前己取得初

步结果
。

人外周血淋巴细胞是敏感
、

易于取样的材料
，

经 �射线体外照射后
，
�条基因 ����

、

������
、

���
在 ���一���照射剂量照射后 ��一��� 内表达量与照射

剂量旱线性正相关
，

而且来白不同止常个体的不受辐射

的 ���细胞中此 �条基因表达星差异不大���
。

初步的体

内 ��� ���。 �实验还表明
，

小鼠接受 ���一���剂量照

射后 ��
，

在若干组织 �尤其脾
、

胸腺�中有表达变化

的基因
，

这些研究结果十分令人鼓舞
。

获得的特异性

表达变化的基因经严格验证后
，

有可能通过 ���等快

速
、

廉价的方法进行检测
，

由这些基因的表达情况推

测受照射的具体情况
，

具有快速
、

无伤害
、

白动化的

特点
，

可实现对人量人群所受辐射剂量的快速检测
，

当然要真正实现这一步还有很 长的路要走
。

哺乳动物机体中
，

造血
�

组织是对辐射高度敏感的

组织之一
，

辐射诱导造血
‘

和免疫功能抑制
，

威胁受辐

射机体生命
。

电离辐射在造血干辛��细胞
、

成熟血
�

细胞
、

造血微环境细胞 �包括基质细胞
、

内皮细胞
、

淋巴细



辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 第�� 卷

胞
、

单核细胞等�各层次上影响造血
。

辐射损伤造血

干祖细胞
，

并破坏造血
�

细胞与其微环境间的通讯
。

文

献����认为
，

少量基质细胞在其膜表面可能表达监护分

子 ��������� ����������
，

基质细胞通过这些分子与干

细胞结合
，

防
�

�上干细胞分化
，

维持干细胞功能
。

如果

监护分子存在
，

电离辐射可能的最初效应是损伤这些

膜分子和�或干细胞上相应受体的功能或影响其表达
，

造成干细胞游离维持其生 长的环境��������
。

另一方面
，

不同造血
�

干细胞群辐射抗性的差异可能的原因是不同

干细胞与监护分子结合能力的差异造成的
。

细胞表面

的 ����分子与细胞辐射抗性有关
，

诱导 ����
一

白血

病淋巴母细胞凋亡的辐射剂量远高于 �����细胞的剂

量
，

提示干细胞表面特异分子的表达与细胞辐射抗性

和敏感性有关
。

由此作出推论
，

特异膜结合分子表达

的异常可能成为辐射诱导损伤的标志【‘�� 。

筛选辐射条

件 卜造血
�

细胞组织中辐射诱导表达变化的基因可能有

助于寻找这种标志性的特异膜结合分子
。

疾病中出现的病理性改变由基因表达的改变所决

定
，

从基因差异表达角度探索辐射损伤致病机理
，

有

可能为放射病防
、

诊
、

治研究提供新的发展思路
，

这

是一个值得研究探索的问题
。
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