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电离辐射对 ��
一
�细胞的 ���蛋白及其下游

基因 ���� ���� 和蛋白表达的影响
�

傅海青 罗 灿 傅士波 鞠桂芝
�白求恩医科大学卫生部放射生物学重点实验室 长春 �������

摘要 采用流式细胞术和 �������� ���� 杂交检测了 � 射线照射后 ��
一

�细胞中 ���蛋

白及其下游基因 �������� 和蛋白表达的变化
，
以探讨 � 射线照射诱导 ��

一

�细胞 ��期

阻滞的分子机制
�

结果表明
�

经 ���� 射线照射后的 ��
一

�细胞
，
��� 蛋白表达在照射后 ��增

高
，
��达峰值

，

持续至照射后 ����� � ���� � �
�

���������蛋白的表达在照射后 ������

明显升高 �� � �
�

�� � �
�

���
。

进一步观察 � 射线照射后 �������� 水平的时程变化后

发现
，

在经 ��� � 射线照射后的 ��
一

�细胞中
，

�������� 水平在照射后 ����有增高

趋势
，

其中
，
��明显升高 �� ������

。

结果表明
，

� 射线照射 ��
一

�细胞可通过 ��� 蛋白诱

导 ����蛋白表达
，

从而限制 �� 期阻滞的时间
，

使 ��� 损伤修复后的细胞重新进入细胞周

期
。

关键词 电离辐射
，

��
一

�细胞
，

����
，
���

中图分类号 ���
，

���
，

����

� 射线照射可一次性诱导细胞 ��
期阻滞

，

其机制是 目前放射生物学界研究的热点
。

作

为转录因子的 ��� 蛋白可诱导 ����基因的转录
，
����蛋白反过来通过蛋白与蛋白之间

的相互作用与 ��� 蛋白结合来阻止 ��� 蛋白的转录激活功能
，

形成一个
“

负反馈环
” 【�，

��
。

因

此
，
����的正常功能是限制 ��

期阻滞的时间
，

使 ��� 损伤修复后的细胞重新进入细胞

周期
。

本工作观察了电离辐射对 ��
一

�细胞的 ���蛋白及其下游基因 �������� 和蛋白表

达的影响
，

以探讨电离辐射诱导 ��
一

�细胞 ��
期阻滞的分子机制

。

� 材 料 和 方 法

�
�

�细胞株及照射条件

��
一

�为小鼠淋巴瘤细胞
，

白求恩医科大学卫生部放射生物学重点实验室保存
。

用 �������

深部 � 射线治疗机照射
，

电压 �����
，

电流 ����
，

滤板 �
�

�����
，
�

�

�����
，

剂量率分别为

�
�

�������而
� 和 �

�

��������
� ，

靶皮距分别为 ����� 和 ����
。

检测 ��� � 射线照射后 �
、

�
、
�

、
�

、
��

、
��

、
���

，
��

一

�细胞 ���蛋白表达和 �������� 水平及蛋白表达的变

化
。

同时设假照射对照组
。

�
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�
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电离辐射对 ��
一

�细胞的 ��� 蛋白及其下游基因 �������� 和… … ���

�
�

�蛋白表达测定

荧光标记
，

������� 流式细胞仪检测 ��� 和 ����蛋白表达的变化
。

将 ��� 冷乙醇中

固定的胸腺单细胞悬液 �����“ 个细胞�用 ���洗涤 �次
，

除去乙醇
，

每份样品加入第一抗体

��户�
，

��
���稀释�

，
� ��反应 �����

，
���洗涤 �次

，

加第二抗体 ��户� ��
����稀释�

，
� ℃反应

�����
，
���洗涤 �次

，

加 �������，�
，

进行流式细胞仪检测
。

平行样 �份
。

每一样品均设非

特异对照
，

即用 ���代替第一抗体
，

其余步骤同上
。

用 �������
软件收集细胞

，
�����软件

分析处理数据
，

结果用特异阳性细胞百分率表示
，

抗体均为用前新配制
。

�
·

� ��� 印迹法

总 ��� 提取方法见文献 ���
。

取 ����“ 个细胞
，
���洗 �次

，

去上清
，

弹起细胞
，

加入

�
�

���异硫氰酸肌裂解液
，

迅速混匀
，

加 �
�

�体积乙酸钠 ����
�

��
，

混匀
，

加入等体水饱和酚
，

混匀
，

再加 �
�

�体积 ���������� ���
���

，

充分振荡混匀后
，
�℃放置 �����

。
��� ������加��

离心 �����
，

小心吸取上层水相置于另一 �
�

���离心中
，

加入等体积异丙醇
，

混匀
， 一

�� ℃沉

淀 ��� 至少 �����
。
� �� ���������

�
离心 �����

，

弃上清
，

沉淀干燥后溶于 ��拼�无 �����

水
，

紫外分光光度计测定 ��� 纯度及含量
， 一

�� ℃贮存
，

待用
。

转膜
、

杂交
、

洗膜见文献 ���
。

采用随机引物法标记探针
，

详细流程见厂家说明书
。

用 �������� ����
��
同位素标记激光扫描

成象仪检测杂交带的平均灰度
，

结果用特异探针杂交带与 ����� 探针杂交带平均灰度的比

值表示
。

� 结 果

�
�

� � 射线照射后 ��
一
� 细胞 ��� 和 ����蛋白表达的变化

采用单克隆抗体免疫荧光染色
，

流式细胞术检测
，

观察经 ���� 射线照射后 �
、
�

、
�

、

��
、
���

，
��

一

�细胞 ���和 ����蛋白表达的变化 �见表 ��
。

表 �结果表明
，

经 ��� �

射线照射后的 ��
一

�细胞
，

��� 蛋白表达在照射后 �� 增高
，

�� 达峰值
，

持续至照射后 ����

沙 � �
�

��、 尹 ��
�

���������蛋白的表达在照射后 �一���，明显升高 沙 � �
�

��一 尹 ��
�

���
。
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万 士 �， 几������ ��
�

��，
���� ��

�

��
，
���� ��

�

����� ����
一

�����������

�
�

� � 射线照射后 ��
一
� 细胞 ����基因 ���� 水平的变化

采用 ��� 印迹法 ��
������� �����法观察 � 射线照射后 �������� 水平的时程变化

。

结果见图 �
，

生理状态下 ��
一

�细胞中 ����基因的转录水平较低
，

经 ��� � 射线照射后的
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��
一

�细胞中
，
��������水平在照射后 ���� 有增高趋势

，

其中
，

�� 明显升高 �� ��
�

���
。

只︶��

日。﹃祠侧叫�比七﹃�日侧��之��招浏叫�川﹄
�工

�

���� �几��

� �� �� ��

�������������

���
�

� ����� ������ ���������� �������
一
� ����� �几 。�� ����������一，�一 ���� ��� �

一 ����

几 ��，
���� ��

�

��
， �� ����

一

�����������

� 讨 论

�������
���� ������ ������ ��最初是在一种可致瘤的小鼠成纤维细胞中发现的

，

它含

有双微体基因扩增的细胞遗传学标志
，

在人体和小鼠正常组织中有广泛的表达
，

提示它可能

与细胞的基本生理过程有密切关系
。
��� 蛋白通过结合于 ����基因第一内含子区的 ���蛋

白共有序列而调节 ����基因的转录
，

其蛋白产物 ����蛋白反过来又可通过蛋白与蛋白

间的相互作用结合到 ��� 蛋白的氨基末端
，

从而使 ��� 蛋白失去转录因子活性
，

限制其对下

游基因 ���� 及 ������ 等转录的调节功能
。

电离辐射作用后
，
��� 功能的激活及其调节的

下游基因的转录是辐射诱导 ��
期阻滞的重要分子通路

。

而 ����蛋白与 ��� 蛋白的作用则

可形成一个
“

负反馈环
” ，

限制了 ��
期阻滞的时间

，

使 ��� 损伤修复后的细胞再进细胞周期

【�，�〕

实验结果表明
，

经 ��� � 射线照射后的 ��
一

�细胞
，
��� 蛋白表达在照射后 �� 增高

，

���

达峰值
，

持续至照射后 ��������蛋白的表达在照射后 ����� 明显升高
。

同时发现
，

在经

��� � 射线照射后的 ��
一

�细胞中
，
�������� 水平在照射后 �一��� 有增高趋势

，

其中
，

��明显升高
。

以上结果表明
，
� 射线照射可诱导 ��

一

�细胞 ��� 蛋白表达
，

进而诱导其下游

基因 ����
、
������ 和 ����等转录

，

其蛋白表达产物 ���
、
������ 可诱导 ��

一

�细

胞的 ��
期阻滞

，

使 ��� 损伤得以修复 �白求恩医科大学卫生部放射生物学重点实验室待发

表材料�
。

而 ����的蛋白表达产物则通过蛋白与蛋白间的相互作用结合到 ����蛋白的氨基

末端来阻止 ��� 蛋白的转录激活功能
，

进而阻止其下游基因的转录和表达
，

形成一个
“

负反馈

环
” ，

从而限制 ��
期阻滞的时间

，

使 ��� 损伤修复后的细胞重新进入细胞周期
，

与文献 降���

报道一致
。
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电离辐射对 ��
一

�细胞的 ��� 蛋白及其下游墓因 �������� 和二 ���
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