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摘要  以人外周血为研究对象，研究照射后 RPS27L 基因的时间效应和剂量效应以及本底水平，探究其作为

辐射损伤早期生物标志物的可行性。采集 3 名健康成人外周血，利用 γ 射线对其进行照射至吸收剂量分别为

0、0.5、1、2、4、6 和 10 Gy，受照后 37 ℃培养 2、4、8、12 和 24 h，利用实时荧光定量 PCR 检测 RPS27L

基因的表达变化，并分析在 37 个健康人个体中的本底水平。结果显示，受照后的 4、8、12 和 24 h RPS27L

基因表达变化显著，而且具有很好的剂量依赖关系；在不同年龄和性别的个体中 RPS27L 本底水平相对稳

定。因此，RPS27L 基因具有作为新的辐射损伤标志物的潜力。 
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在大规模核与辐射事故医学救援中，对辐射暴

露人群的受照剂量进行快速有效的估算是救治的关

键。现有的生物剂量估算方法主要有染色体畸变分

析和微核分析等细胞遗传学方法[1-2]，这些方法虽然

具有稳定性好、灵敏度高等特点，但都需要 2−3 d

进行细胞培养，周期长；并且在显微镜下观察计数

需要熟练的技术，分析工作量大，无法满足辐射事

故中对大规模受照人群进行快速、高通量检测的需

求。在不断改进现有生物剂量计的同时，寻找更为

快速、简便、灵敏和高通量的生物剂量计成为放射

生物剂量学的迫切要求。 

随着分子生物学技术的深入发展，基因水平的

生物标志物因其快速、简便和灵敏的特点而有可能

被用作新型辐射生物剂量计。Amundson 等[3-5]首次

探究了外周血淋巴细胞中 mRNA 作为电离辐射损

伤生物标志物的可行性，发现 DDB2、CDKN1A 和

XPC 基因在 0.2−2 Gy 照射后 24 h 和 48 h 具有线性

剂量−效应关系，并且通过对放疗病人的研究证实，

电离辐射能够诱导 CDKN1A、DDB2 和 GADD45A

基因的表达变化，而且体内体外照射后剂量效应相

似。本实验室前期利用基因芯片技术筛选到包括

RPS27L 基因在内的多个辐射敏感基因，这些辐射

敏感基因具有本底水平差异小，剂量依赖性好等特

点。RPS27L 是一种直接受 p53 调节的靶基因，参

与 DNA 损伤反应，在维持基因组稳定性中起着重

要的作用。据相关文献报道，目前对于 RPS27L 的

研究主要集中在 P53 诱导的机制通路以及某些癌症

研究方面[6-8]。 

本研究以人外周血为材料，采用实时荧光定量

PCR 技术，研究 RPS27L 基因在不同吸收剂量和不

同收集时间的表达水平变化，以及在健康人群的本

底水平，探究 RPS27L 基因作为早期辐射损伤生物

标志物的可行性。 

1 材料与方法 

1.1 血样收集 

实验分为受照组和本底组。受照组对采集到的
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血样进行不同剂量的照射和不同时间的培养，观察

血样中的 RPS27L 基因的表达变化；本底组为不同

年龄段和性别的正常人群血样，研究 RPS27L 基因

的本底水平。受照组：采集 3 名健康成人（A、C

为男性，B 为女性，均无吸烟史、无饮酒史，近期

未接受 X-射线检查等放射影响，近期无服药史。

采样时 A、B、C 年龄分别为 26、25 和 24 岁）外

周血各 42 mL，EDTA 抗凝。将每份抗凝血平均分

为 7 份，每份 6 mL。本底组：采集 37 名不同年龄

组健康人外周血 2 mL，EDTA 抗凝。 

1.2 照射和血样培养 

37 ℃水浴恒温条件下用钴-60 放射源 γ 射线

（剂量率为 1.14 Gy·min−1）分别单次照射 0.5、1、

2、4、6 和 10 Gy，设立未受照(0 Gy)血样对照。将

照射后血样置于 37 ℃、浓度为 5% CO2 培养箱中 

分别培养 2、4、8、12 和 24 h，收集全血。 

1.3 全血总 RNA 提取及 cDNA 反转录 

利用 RNAiso Blood 全血裂解液(Cat#9112，

TaKaRa)，加入 3 倍血样体积的裂解液，吹打混匀

待完全裂解后用氯仿、异丙醇和无水乙醇提取

RNA，测定浓度和纯度。用 PrimeScriptTM RT reagent 

Kit with gDNA Eraser 反转录试剂盒(Cat#RR047A，

TaKaRa)按 1 μg mRNA 的量根据操作说明书进行

反转录。 

1.4 引物探针设计合成 

由吉玛公司根据 NCBI 数据库检索 RPS27L 和

β-actin 基因序列信息进行引物和探针设计，设计合

成的引物和探针序列见表 1。正、反向引物和探针

序列为 5’-3’，RPS27L 和 β-actin 产物分别为 81 bp

和 71 bp。 

 

表 1  RPS27L 和β-actin 引物与探针序列 
Table 1  The primer and probe sequence of RPS27L and β-actin 

序列名称 
Sequence name 

序列(5’-3’) 
Sequence 

产物大小 / bp 
Product size 

RPS27L 引物正向序列 
Forward primer sequence  

ATGTAAAATGTCCAGGTTGCTACAA 81 

引物反向序列 
Reverse primer sequence  

GAACAACCTACACAAAGAACCACTG 

探针序列 
Probe sequence 

ATCACCACGGTTTTCAGCCATGCTC 

β-actin 引物正向序列 
Forward primer sequence 

CCCTGGCACCCAGCAC 71 

引物反向序列 
Reverse primer sequence 

GCCGATCCACACGGAGTAC 

探针序列 
Probe sequence 

ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC 

 

1.5 实时荧光定量 PCR 检测基因表达 

采用 Taqman 探针两步法进行实时荧光定量

PCR 检测，用 MyiQ™2 多重实时荧光定量 PCR 仪

和实时荧光定量 PCR 试剂，按照使用说明进行样品

检测。每个样品检测 3 个复孔，以 β-actin 为内参

基因，反应结束后输出数据，进行基因的表达水平

分析。 

1.6 统计学分析 

受照组采用 2−∆∆CT（△CT=CT 目的基因−CT 内参基因，△△CT=△CT 受照组样品−△CT 对照组样品）的相对定量分析

方法，以 β-actin 为内参基因；本底组采用绝对定

量分析，利用建立的标准曲线计算 100 个拷贝数

β-actin 对应 cDNA 中含有 RPS27L 拷贝数。采用

SPSS 17.0 统计软件进行 t 检验分析，p<0.05 代表具

有显著性差异。 

2 结果 

2.1 实时荧光定量 PCR 检测方法的建立 

2.1.1 反应温度优化，确定反应条件 

反应温度的优化，退火温度采用 58−62 ℃共 5

个温度梯度，对扩增数据分析表明，在这一温度范
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围内 CT 值没有明显差别，说明 PCR 反应在这一温

度范围内稳定。选择 60 ℃作为退火延伸温度。通

过以上实验最终确定反应程序为：94 ℃，3 min；

94 ℃，20 s；60 ℃，30 s；共 40 个循环。 

2.1.2 标准曲线的建立 

对质粒标准品进行 6×108−6×102 个拷贝数共 7

个稀释梯度的检测，得到 CT 值间隔约为 3.32 的均

匀扩增曲线（图 1a）；以质粒拷贝数的对数作为横

坐标，CT 值作为纵坐标，对所得数据拟合得： 

y= −3.6308x+42.329，R2=0.9955 

该标准曲线的线性关系良好（图 1b）。 

 

 

图 1  RPS27L 基因实时荧光定量 PCR 扩增标准曲线的建立 
(a) RPS27L 基因在相应拷贝数下的扩增曲线(1−8 分别为 6×108、6×107、6×106、6×105、6×104、6×103、 

6×102个拷贝数和阴性)；(b) RPS27L 的标准曲线方程 
Fig.1  Establishment of standard curves for quantitative real-time PCR amplification of RPS27L gene 

(a) Amplification curves of RPS27L in the corresponding copy (number 1−8 respectively represent 6×108, 6×107, 6×106, 6×105, 
6×104, 6×103, 6×102 copy number and negative); (b) RPS27L’s standard curve equation 

 

2.2 时间效应和剂量效应关系 

对 7 个剂量点和 5 个时间点的样品进行实时荧

光定量 PCR 检测。结果显示，与未受照组相比，在

照射后 4、8、12 和 24 h 4 个时间点 RPS27L 基因表

达水平均明显增加，呈现较好的剂量依赖性。而照

射后 2 h，各剂量 RPS27L 表达均未增加，且与 0 Gy

比无显著性差异。对照射后 RPS27L 进行时间效应

分析，如表 2 所示。不同剂量照射后 4 h，RPS27L

表达量均明显增加，在照射后 8 h 达到峰值

9.975±1.205，而后 12、24 h 逐渐下降，在照射后

24 h 仍然高于未受照组，且与 0 Gy 比各剂量点均具

有显著性差异。 

 

表 2  不同剂量照射后不同时间 RPS27L 相对表达水平 
            Fig.2  The relative expression level of RPS27L after irradiation with different doses and time          ( x ±s) 

剂量 / Gy 
Dose 

照后时间 Time after irradiation / h 

2   4 8 12 24 

0 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 1.000±0.000 

0.5 0.963±0.196 1.450±0.156# 2.963±0.685# 2.019±0.361# 1.755±0.038* 

1 0.851±0.205 2.427±0.489# 4.789±0.597* 2.293±1.336 2.103±0.166* 

2 1.339±0.415 2.636±0.301# 6.538±0.985* 3.158±1.251 2.272±0.086* 

4 1.628±0.554 3.007±0.685# 7.308±1.502* 3.370±1.214# 2.450±0.602# 

6 1.570±0.516 3.612±0.842# 8.228±1.823* 4.094±1.274# 2.831±0.509# 

10 1.526±0.682 3.883±0.808# 9.975±1.205* 4.440±1.914 3.350±1.244# 

注：# p<0.05，* p<0.01。 
Note: #p<0.05, *p<0.01.
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2.3 剂量−效应曲线拟合 

对受照后RPS27L进行剂量−效应分析，如表 2。

在 7 个连续受照剂量下表达水平依次增加，10 Gy

时达到最高，呈现出良好的剂量依赖关系。对具有

显著性差异的 4 个时间组进行线性回归分析，曲线

中 y 为 RPS27L 基因照射后的相对表达水平，x 为 

 

受照剂量。结果如图  2，得到方程：4 h，y= 

0.7608ln(x)+2.141， R2=0.9594(图 2a)； 8 h ， y= 

2.1686ln(x)+4.3925，R2=0.9636 (图 2b)；12 h，

y=0.8334ln(x)+2.4676，R2=0.9684 (图 2c)；24 h ，

y=0.4786ln(x)+2.023，R2=0.9204 (图 2d)。4 个方程

的 R2 值均大于 0.9，说明 RPS27L 基因表达具有良

好的剂量依赖关系。 

 

 

 
图 2  照射后 4 h (a)、8 h (b)、12 h (c)和 24 h (d)剂量−效应曲线及拟合方程 

Fig 2  Dose effect curves and equations after 4 h (a), 8 h (b), 2 h (c) and 24 h (d) irradiation 

 

2.4 本底差异水平分析 

理想的辐射损伤标志物不仅要求良好的剂量−

效应相关性，而且需要不受年龄、性别和个体差异

等影响，才能对受照人群的暴露情况进行评估。个

体间本底水平和差异性分析的研究，我们通过对 37

名健康人（男性 20 人，女性 17 人）血样进行 RPS27L

的本底水平差异分析（图 3a），RPS27L 拷贝数的均

值为 1.436±0.196，波动范围在 1.050−1.760 之间，

变异系数为 13.6%，表明本底水平差异较小，相对 

 

 

均一。通过对不同年龄组和性别组的分析，结果显

示，RPS27L 表达水平在年龄 21−30、31−40 和 41−50

岁 组 分 别 为 1.411±0.217 、 1.400±0.147 和

1.481±0.218，两两组间 p 值分别为 0.752、0.121 和

0.061，均大于 0.05，说明 RPS27L 在年龄组之间无

显著性差异（图 3b）；RPS27L 表达水平，男性为

1.465±0.193、女性为 1.402±0.199，p=0.364，两性

之间无显著性差异（图 3c）。由此得出，RPS27L 基

因不受年龄、性别和个体差异的影响，具有作为辐

射损伤标志物的潜力。 
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图 3  个体本底水平及其差异性分析，M 代表男性，F 代表女性：(a)37 个个体本底水平，拷贝数为 100 个β-actin 内参基因对

应的 RPS27L 基因的拷贝数；(b)年龄组差异；(c)性别差异 
Fig.3  Individual background level and its difference analysis, M represents male, F represents female: (a) 37 individual’  

background level and the copy number is the RPS27L corresponding to 100 β-actin; (b) Diversity of age; (c) Diversity of gender 

 
 

3 讨论 

本实验分析不同剂量 γ 射线照射后外周血中

RPS27L 的表达变化，并分析 37 名健康人 RPS27L

基因的本底表达水平。首次报道 RPS27L 以剂量依

赖的方式受到 γ 射线诱导表达，并发现 RPS27L 在

37 名健康人中本底值表达相对均一，提示 RPS27L

具有用于辐射生物剂量估算的可能性。 

国内外研究者对基因用于生物剂量计的可行性

和不足之处进行了深入探讨。文献[9-11]通过高低剂

量照射和实验室之间的比较，发现基因表达具有很

好的剂量效应、稳定性和准确性，证实了用于快速

生物剂量计的可行性。文献[12-14]分别采用 qPCR 和

qNPA 方法对 CDKN1A、DDB2 等基因照射后进行

研究，发现根据部分基因的表达变化能够判断个体

是否受照。Tucker 等[15-16]通过小鼠体内照射研究基

因的表达变化，发现在<6 Gy时，ASTNR、CDKN1A、

GDF15 和 ATM 4 个基因线性剂量关系显著，模拟

的线性方程的实际剂量和预测剂量非常接近，但剂

量超过 6 Gy 后出现饱和趋势无法准确估计 6 Gy 以

上的受照剂量。 

本实验室前期通过基因芯片技术筛选到

RPS27L 为辐射诱导高表达基因[17]。He 等[8]在 2007

年首次报道了 RPS27L 基因，通过全基因组芯片分

析确定 P53 直接诱导 RPS27L 的表达，RPS27L 反

过来促进细胞凋亡，同时 RPS27L 还参与 DNA 损

伤反应，在调节细胞周期检查点、DNA 修复、染色

体稳定性中起着重要的作用。已有文献表明[18-19]，

P53 基因为电离辐射诱导激活，提示辐射后可能会

促进 RPS27L 表达。对于该基因的报道主要集中在

P53 诱导的机制通路以及某些癌症的研究，没有与

辐射损伤相关的报道。 

本研究发现，外周血受到不同剂量 γ 射线照射

后，在 4、8、12 和 24 h，RPS27L 表达呈现剂量依

赖性增加，且 0.5 Gy 受照组显著高于未受照的对照

组，提示该基因的检测下限可达 0.5 Gy。时间效应

分析提示，在各受照剂量组，照后 4 h RPS27L 表达

开始上调，8 h 达到峰值，而后逐渐下降，在照后

24 h 仍高于未照射的对照组，提示 RPS27L 可用于

照后 4−24 h 范围内的初步剂量估算。对 4 个时间点

的剂量效应进行线性拟合，得出 R2 都在 0.92 以上

的线性方程。对本底水平的分析，发现 RPS27L 本
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底值为 1.436±0.196，波动范围在 1.050−1.760，相

对均一，而且本底值不受年龄和性别因素影响（图

3 b 和 3 c）。 

本研究对 RPS27L 照射后表达变化的时间效应

和剂量效应关系进行了分析，提示其可用于照射后

4−24 h 之内的剂量估算，估算剂量范围 0.5−10 Gy。

下一步将通过临床肿瘤放疗病人和动物实验的体内

验证，进一步评价其作为辐射生物剂量计的可行性。 
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Study on RPS27L gene as a marker of radiation damage 

LI Xiaoxin1,2  HU Jiangwei3  ZHANG Xueqing2  SHEN Liping2  LI Lin2   

CHANG Cheng2  WANG Zhidong2  CHEN Ying1,2 
1(Medical University of Anhui, Hefei 230032, China) 

2(Institute of Radiation Medicine, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100850, China) 
3 (The 307th Hospital of PLA, Beijing 100071, China) 

ABSTRACT  In order to explore RPS27L’s possibility as a biomarker of radiation damage, we studied its 

time-response and dose-response after irradiation as well as its background level. Three healthy adults’ peripheral 

blood was exposed to gamma-rays with 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, and 10 Gy, separately and cultured for 2, 4, 8, 12, and 24 h 

respectively. RPS27L’s expression change was detected by quantitative real-time PCR. We also analyzed its 

background level in 37 individuals. The results showed that RPS27L had a significant difference at 4, 8, 12, 24 h and a 

great dose-independent response. There was also a uniform background level of RPS27L among different age and 

gender. Thus, RPS27L is of great potential to be a new biomarker of radiation. 

KEYWORDS  Nuclear radiation, RPS27L, Gene expression change, Quantitative real-time PCR, Biomarker 
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