
第 ��卷 第 �期

����年 �月

辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报

�
�

������
�

���
�

������
�

������
�

���
�

��
�

��

����������

小肠 ��� 对小鼠电离辐射肠道损伤
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摘要 为从基因水平探讨小肠核糖核酸
，

促进小鼠电离辐射肠道损伤修复的机理
，

采用随机

分组法把 �� 只小鼠分成 �组
，

建立辐射后给予 ��月���� 治疗的实验组与 �
�

��� 生理盐水治

疗的对照组模型
，

分别于照射后 �
、

��
、

���
，
��和 ��采集小肠空肠段标本

，

运用消减杂交

基础上的 ��
一

��� 技术
，

分离实验组与对照组之间的差异表达基因
。

结果表明
�
实验组与对照组

�
、

��
、

���
，
��和 ��的消减后 ��

一

��� 产物克隆成功
，

共获取 ���个新克隆
，

其中实验组

�
、
��

、
���

，
��和 ��的克隆新表达基因数分别为 ��

、
��

、

��
、
��和 ��个

，

编号依次

为 ����
一

��
，
即为 ��个与注入

，

��� 修复密切相关的高表达基因
�
对照组 �

、

��
、
�������

和 ��的克隆新表达基因数分别为 ��
、

��
、

��
、

�和 �个
，

编号为 �����
一

��
，
即为 �� 个

可能与电离辐射损伤相关的高表达基因
。

本工作成功地建立了辐射后给予 ��� 治疗的实验组与

生理盐水治疗的对照组模型
�
从实验组与对照组之间分离并克隆了 ���个新基因

，

其中 �� 个与

注入 ��� 修复密切相关的高表达基因
，

�� 个可能与电离辐射损伤相关的高表达基因
。
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，

辐射
，

损伤
，

修复
，
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，

消减杂交
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长距离
一

���

中图分类号 ����
�

�

外源核酸 ����
，
����对受照射小鼠肠腺损伤的恢复作用见文献 【�一 ��报道

。

本工作首

先建立辐射后给予 ��� 治疗与生理盐水对照治疗的模型
，

采集肠组织标本后采用消减杂交基

础上的 ��
一

��� 技术
，

观察外源小肠 ��� 对受照射小鼠损伤修复的差异基因表达
，

为进一

步研究电离辐射对小鼠肠道损伤的修复机理奠定基础
。

� 材 料 和 方 法

�
�

�材料

���� 提取采用 �������公司 �����江
，
����������� ����试剂盒

，

反转录采用 ���叮��

��� ���� ��������� ������
��七����

，
��� 产物纯化试剂盒采用 ������� 公司 ��

���� ���，。

��������� ��� ������������ ������
，
��

一

��� 采用 ��������� ���� ������
����������� 扩

增仪采用 ��
一

����型定量 ��� 仪
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����
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�
·

�方法
�

�

�
�

�小肠总 ��� 的提取 按文献 【��的方法从 ���� 正常小鼠小肠中提取总 ���� 即取正

常 ���� 雄性小鼠的小肠
，

用冷生理盐水冲洗净肠 内容物
，

滤纸吸干
，

剪碎并称重
，

用盐酸

肌
一

苯酚
一

氯仿抽提
，

异丙醇沉淀 ���
，

��� 乙醇洗涤
。

提取的 ��� 溶于经 ���� 处理的

水中
， 一

��
“
�保存待用

。

提取的 ��� 用紫外分光光度计进行光密度扫描
，

其吸收峰在 �����

处
，

为典型的核酸吸收光谱
，

求得 ���������的比值为 �����
，

用呈色法检测
，

提取的 ��� 中

不含 ��� 和蛋白质
。

�
�

�
�

�动物模型的制备 第四军医大学动物室繁殖 ������雄性小鼠�� 只
，

��
一

�� 周龄
，

体重

为 ��
一

���
，

实验前于实验室内饲养 �周以适应环境
。

照射前根据随机数字表将小鼠按体重随机

分成 �组
，

用 �
�

�� 戊巴比妥钠 �����’ ��
一 �
体重�麻醉

，

固定于有机玻璃照射盒内
，

以
“ ��� 丫射

线进行腹部 �次照射
。

剂量率为 ���
�

�����
�

��
� 一 �
����

�

�����
·

��� 一 �
，

照射剂量为 ��������
。

照射时
，

除小鼠腹部外
，

躯体的其余部位用 ��� 厚的铅块屏蔽
，

照射源至动物中心的距离为

�
�

��
。

�
�

�
�

�小鼠 ��� 的注入 实验当天
，

用冷无菌生理盐水将小肠 ��� 稀释成浓度为 ���雌
·

��
一 �

的注入液
。

小鼠接受照射后 �� 内
，

采用局部肠腔扩张注入法 �’� 给实验组每只小鼠局部空肠

腔内注人 �
�

������雌�的小肠 ��� 注入液
，

此外
，

每组中 �只小鼠三角肌注射 �
�

������昭�

小肠 ��� 注入液
，

照射对照组于局部肠腔内只注入 �
�

���的生理盐水
。

实验后
，

小鼠常规饲

养
。

�
�

�
�

�样品的制备 分别于照射后 �
、

��
、
���

，

�� 和 �� 采用颈椎脱臼法活杀小鼠
，

快速取出

小肠空肠段组织
，

同样条件的放到一起
，

用生理盐水冲洗净内容物
， 一

��
“
�冻存待处理

。

样品

分成 �组
�
�� 示照射后肌注 ��� 组 � ���� 示照射后局部肠腔注入 ��� 组

� �� 示照射

后注人生理盐水组
� � 示正常对照组

。

第 �组
�
�����

一

����
一

���
，
�����

一

��
一

���
，
�����

一

�
，
�����

一

��
一

��
，
�����

一

����
一

��
。

第 �组
� �����

一

��
一

��
，
�����

一

����
一

��
，
�����

一

��
一

��
，
�����

一

��
一

��
，
�����

一

��
一

��
。

第 �组
� �����

一

����
一

��
，
�����

一

��
一

��
，
�����

一

����
一

��
，
�����

一

��
一

��
，
�����

一

����
一

��

第 �组
� �����

一

����
一

��
，
�����

一

��
一

��
，
�����

一

��
一

��
，
�����

一

��
一

��
，
�����

一

����
一

��
，

����生��
一

��
。

�
�

�
�

�标本的 ���� 提取并定童 实验组 �
、

��
、
���

，

�� 和 �� 的小肠标本为了避免个体差

异
，

相同条件的标本混合在一起
，
���� 提取采用 ������� 公司 ������

��������
���� ����

试剂盒
，

按说明书提取
，

提取的 ���� 用紫外扫描定量
。

�
�

�
�

����� 反转录 ���� 反转录采用 ������� ��� ���� ��������� ������
�������

，

按

说明书进行
。

�
�

�
�

� 实验组与对照组相互消减杂交 各取实验组与对照组 ���� �
�

�雌
，

加入 ������������

����������
���������

����
‘��

，
���� �而

� ，

然后各自加入到 ��组与 �� 组
���� 第一链中

，

加

入相应杂交液
，

于 ����杂交过夜 ��� 加人 ������������ ��������������������适量
，

混匀后
，

用磁架去除双链杂交产物
，

重复 �次
，

上清用异丙醇沉淀
，

回收的
���� 第一链各溶于 ��汕

三蒸水中
。

�
�

�
�

� ��
一

��� 扩增 取回收
���� 第一链产物 ��户�

，

作模板
，

依次加夕
� ���

一

����� �
����

��拼�
，
��� ��������� ���� �����

� ��拼�
，
��� ���� ��� ��户�

，
��� ��������� ����������� �议

�拼�
，
��� ������ ��� �拜�

，
�������� ����

� �拜�
，

混匀后
，

离心数秒
，

采用 ���� ��，��
，
����







第 �期 崔大祥等
�

小肠 ��� 对小鼠电离辐射肠道损伤修复的差异基因表达的研究 ���

消减杂交基础上的 ��
一

���技术是目前获取差异表达基因全长
���� 的最有效途径 ���

。

此技术的主要优点是
�

无假阳性
，

可快速获取表达基因的全长
����

，

特别是在 ��
一

��� 中采

用了具自动校正功能的酶
，

使实验结果更加可靠
。

本文实验结果表明
�

小鼠受 � 射线照射后注入 ��� 组与照射后注入生理盐水组之间存

在显著不同的基因表达
，

而且在不同的时间点皆存在基因差异表达
，

这些表达基因与电离辐

射对肠道损伤和小肠 ��� 对损伤的修复可能密切相关
。

所以本研究将为进一步揭开核酸治疗

胃肠辐射损伤的修复机理奠定基础
。

参 考 文 献

�

�

�

�

�

�

���� � �
，
������ �

，
��� � � �� ��

�

���������� ������������

��
� ���� ����

， ����， �����
���

一

��

���� � �
，
��� ��

，
��� � � ����

·

���������� ������������ ��
� ��������

， ����
，
�����

����
一

���

���� � �
，
��� � �

，
���� � � ����

·

���������� ������������ ��
� ��������

， ����
，
�����

����
一
���

���� � �
，
���� � �

，
���� � � ����

·

������� ���������
� ��������

， ����
，
�����

���
一

��

���� �
，
���� � �

，

��
� � � ����

·

�
���� ����� �����������

� ��������
， ����，

����
����

一

����

������ � �
，
������ �� ��������� ��� ���

�

�������� ������� �
�

�
，
����

，
�
一

���

���� �
，

��
，飞 � �

，
�� � �

�

��������� ��
� ��������

， ����
， �����

����
一

���

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

�����������
一

������� ������ �� ����� ����������

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

����������� ���� �������� ��
�

�� 及�� ���� ������� ��
� ������

� ’

��� ���������

���� 么
�� �� ���������

‘
���

‘�。 ��� ��� ��
��‘���� �� �����乞� �‘�，。 ���，，

��
。 ��� 热�￡���夕 �������确

，。 �����夕
，
�

�’�� ����夕。�
�

��即
��

枷
����� ��。 。 。 。 �‘�。 肠

���‘� ��
叩

。 。 ，

��
二����

������， �
��，���而

������。。 ，
�� ’�、 刊��夕约

�������� ��
�������� �����

��������� �������������� ����������� �� �����������
一

�������

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

������ ��

���� ���� � ������ ��������
�

��
� ��� ������������������

， ��������� ��� ����� ��户��������

����� ������������������
， ��� ��� ��� �������������

，
�

�

��� ���
�

�� ����
�

��� ����������

��������� ���� ������������� ���� ����� ��
，
���

，
���

，
�� ��� �� ����� ���� 丫

一�
叮

� �����������

������������
�

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

������������
一

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

��������
����������� ������ ����。

��������
， �������� �� ����� �� �����

一

������� ���� ���������� ���� ��� �����������
一

�������

������ �� ����� �����七���������������������� ����
一

������� ���� ������������七�����������

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

�������� ����
，
�����������

，
������

，
����

����
，
��������� �����

，
�����������

�������������
，
����

一

�������� ���

��� ����
�

�

��即
����� �� ����狱���

� ����
��比 ���������� ����� ����

������ ��������


