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摘要 应用实时荧光逆转录聚合酶链反应 ���一����方法
，

定量分析不同剂量 � 射线体外照射对人外周血

淋巴细胞 ������ 和 ��� 基因表达的影响
，

探讨了运用 田���水平变化作为电离辐射生物剂量计的可能性
。

结果表明
�
经 �

、
�

、
�

、
����射线照射后 ���

，
������ 和 ��� 基因表达均明显上调

。
���

���基因表达在

�一���照射剂量范围内呈指数相关
。
��� 基因表达在 �一��� 照射剂量范围内呈线性剂量效应关系

，

但 �����

照射后
，

其表达不再继续增加
。

结果表明
，
�射线照射后人外周血淋巴细胞 ������ 和 ��� 基因的表达在一

定剂量范围内呈剂量依赖性上调
，
������ 更适合发展为核事故受照射人员的分子生物剂量计

。

关键词 生长抑制和 ��� 损伤诱导基因��
，
���

，

基因表达变化
，

电离辐射
，

外周血淋巴细胞

中图分类号 ����
，
� �����

电离辐射诱导一些特殊基因表达的改变
，

有可

能作为新的分子生物标记物
，

用于估算细胞的受照

剂量
。

其中调控细胞 ��期阻滞的��� 下游效应基因

生长抑制和 ��� 损伤诱导基因���������户�和
��� 基因尤其引人关注

。

当���受到辐射损伤后
，

������ 和 ��� 基因表达增强
，

诱导受损细胞停

滞于 �、
期

，

抑制细胞进人 �期进行 ��� 复制及细

胞增殖
。

研究发现
，

人外周血淋巴细胞在受到中
、

低剂量照射时������和���基因表达呈剂量依赖

性上调��，�】。 本实验运用实时荧光逆转录聚合酶链反

应 ������� �方法
，

研究人外周血淋巴细胞
������ 和��� 基因在中高剂量�射线照射后的变

化规律
，

探讨其作为电离辐射生物剂量计的可能性
。

� 材料和方法

�� 血样

选择无急慢性疾病
、

非放射性工作者
、

年龄在
��一

一
��岁之间

、

半年内无射线和化学毒物接触史
，

无病毒感染史
，

不吸烟的健康男性为供血者
，

静脉

取血
，

肝素抗凝
。

�� 淋巴细胞分离

用等体积的 �一�田��� 液稀释混匀肝素抗凝血

液
，

沿离心管壁加到等体积的淋巴细胞分离液上
，

���������离心 �����
，

吸取中间层淋巴细胞于 ���工

离心管中
，

加正�����液至 ����
，
���� �����离心

�����
，

重复洗涤一次
，

计数
，

用含有 ���灭活小

牛 血 清
、
����加工 青 霉 素

，
�����链 霉素 的

����
一����培养液稀释细胞至 �

�

������毗
，
�

�

������

瓶分装于 ����培养瓶中
，

置 �� ���培养箱��℃

平衡 �� 待处理
。

�� 照射和培养

照射源为苏州大学附属第一人民医院放疗科西

门子 ��一�直线加速器
，

可产生 ��� � 射线
。

照

射野为 ����� ����
，

照射剂量率为 ����������
。

照射剂量分别为 �
�

�
、
���

、
�

�

�
、
�

�

���
�照射后置于

�� ���培养箱 ��℃培养
，

于照射后 ��� 用磷酸盐

缓冲液 �����洗涤
、

离心
、

收获细胞
，

置���℃冰
箱保存待用

。

同时设立未照射的对照组
。

�� 细胞 ���� 的分离提取及 ���� 的合成

淋巴细胞 ����提取
，

用 �” ��������� 公司的
��������� ������ �

�����刊试剂盒提取
，

然后用
������吃�� 公司的 �叩�����������盯 进行 ���� 逆

转录合成
，

逆转录总体积为��匹
，

引物为����试�� �
��

，

具体操作依据产品说明书
。

每个样品重复 �次

国际原子能机构 ���侧������资助
第一作者

�

傅春玲
，

女
，

���� 年 �月出生
，
����年在四川大学医学院获硕士学位

，

现苏州大学放射医学与公共卫生学院在

读博士
，

放射医学专业

通讯联系人
�
童建

收稿日期
�

初稿 ����
一

��屯�
，

修回 ����
一

��
一

��



辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 第�� 卷

���提取和 ����合成
。

�� 引物设计和合成

依据����数据库中的 份��血
、
�叨

���
、
���

基因序列
，

用���公司 ������� �������软件设计实

时荧光定量 ��� 的相应引物
，

引物序列见表 �
，

由

上海生物工程技术服务有限公司 ��������合成
。

����� � ��������� ������������一�
����

，
������������

����

卜����
�

�����������

������

��������

�
’
�������������������� �

’
����

�
’
�����

，

�������������
，

�
’

������ � ����� �
’
�����������������户��

，

���
’

����

�
’
����������������了缸气���

’

��� �� ������

�����

��������������

�������������

���、 ����������

�������������

���
�

����������

�������������

�
’
����������������������

’
����

�
’
��������������工����产���

’

�� 实时荧光定最 ���

采用 ���� 实时荧光 ��� 方法
，

用 ���

�班�俨 ���� 序列检测仪
，

按照 ���� 用户手册操

作
。
���试剂为

� ���珊�甲�
���� �����就���议购

自���公司
，

引物各��������
一，，

模板 �仆一����
。

���程序为
���℃ ������

，
��℃ �������

，

然后 ��℃

�����
，
��℃ ������

，
��个循环

。

每个样品重复 �

次定量 ���
，

在每次 ��� 反应结束后进行熔解曲

线分析以排除非特异性 ���产物的污染
。

每个样品

的卜����� 和靶基因分管同板相同条件扩增
，

每次反

应均做空白对照
。

同时通过对无 ����合成的���

提取样品进行 ���扩增以排除��� 污染的可能
。

�� 琼脂糖凝胶电泳

���产物在 �
�

��琼脂糖凝胶电泳
，

稳压 ���
，

时间 ��
，

�毗
��为 ���公司的 ���������伽 ����

��� ������� 澳乙淀染色
，

用 ������ 公司 ���

��������� ���������� 染胶成像系统照相分析排

除非特异性 ���产物的污染
。

�� 定量方法和统计分析

用比较 价 �����劝���叮�一�
，

汤�方法�
��以看

家基因 �一����� 为内参
，

相对定量照射后样品靶基

因的表达水平
，

即以未照射标准样品的靶基因表达

量为 �
，

照射样品靶基因定量均为标准样品的
�
倍

。

计算公式为
�
照射样品靶基因表达量��

一 △ △���

△△�忏照射样品△� 一
标准样品△以详见表��

。

数据输人 ����������
��������软件中

，

用 ������
�

�

进行单因素方差分析和回归分析
。

� 结果

�
�

� ��������� 荧光定量 ��一��� 扩增特异性

验证

熔解曲线分析显示 卜�����
、

������
、

��� 基

因均为单峰
，

并且 ���扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

也均显示为单一条带
，

表明 ���扩增均为特异性的

扩增
，

见图 �
。
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，
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，
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，
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，
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� ��������������������
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� � 射线诱导人外周血淋巴细胞 ������ 和 ��� 基因表达上调

��� �射线照射后人外周血淋巴细胞 ������基

因表达的剂里效应关系

� 射线照射后 ��� 时
，

人外周血淋巴细胞

������ 基因表达随着照射剂量的增加而上升
，

见

表 �
。

经 ������
�

�回归分析检验
，

存在剂量一效应

关系
，

数据经曲线拟合符合指数模型
，

其回归方程

乡
一�

�

�����‘�‘ ，’��，�厂�
�

������，一�
�

���
。

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

����������� ������� △�� △ △�� �����，�

�一��������户�〕��� ����������� �出����△��一�������△�
�

�

� 一�
�

��士�
�

�� 一�
�

��士�
�

�� �
�

�

�
�

� 一�
�

��士�
�

�� 一���士�
�

�� ��

�
�

� 一�
�

��士�
�

�� 一�
�

��士�
�

�� �
�

�

�
�

� 一���土�
�

�� 一���士�
�

�� �
�

�

�� 一�
�

��士�
�

�� 一���士�
�

�� ��
�

�

‘����一�� �一 乙 △ ��， ���

��� � 射线照射后人外周血淋巴细胞 ��� 基因表

达的剂�效应关系

� 射线照射后 ��� 时
，

各剂量组人外周血淋巴

细胞 ���基因表达均显著高于对照组 ����
�

����
，

在 �一���剂量范围随着照射剂量的增加而上升
，

至 �
�

�御 照射后达到峰值
，
�

�

�御 照射后其表达不

再增加
，

见表 �
。

对 住��
�

�伪 照射后基因表达改变

进行回归分析表明存在线性剂量效应关系
，

其线性

回归方程
。
���

�

��势�
�

��叭 �厂�
�

�似�二�
�

���
。

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

����������� ������� △��
�一����企���

一�
�

�壮�
�

��

一�
�

��生�
�

�����

一�
�

�肚����
��

一�
�

��士�
�

�����

一�
�

�肚����
��

△ △�
����������� ������△�一�������△��
一��伍�

�

��

一��升�
�

��

一�
‘

��士�
�

��

一�
�

��士�
�

��

一�
�

��士�
�

��

����

�
�

�

‘��夕��
�

���
，

�� ���， �����
， �
习

� 讨论

随着近年来对电离辐射致 �〕�� 损伤分子机制

研究的不断深人
，

已发现电离辐射能够诱导一些基

因表达
。

这些基因被称为 ���损伤诱导基因����

���铭
。 沮�����一�

，
�������

。

阐明这些基因表达变化

����� ���������� ��缨
�，

伍���
�

，

��的规律有可能

发 展 出 新 的 辐 射 效 应 分 子 生 物 标 志 物

���������二
���������� ����������

，

并用于进行辐

射剂量估算
。

人类细胞的 ������ 基因是一种可以被 � 射

线强烈诱导
，

产生反应性表达改变的基因��，��
。

电离

辐射诱导的 ������ 基因表达依赖于细胞中野生

型 ��� 的存在及其功能实现���
。

当受照细胞中有野

生型 ��� 存在时
，
������ 基因表达升高

，

并可发

生 ��期阻滞��
�

盯
����

。
������作为 ���基因的

下游基因而在 ���修复与细胞周期����期检查点

之间起沟通联系作用���
。

体外实验时
，

这种作用被

证实是通过刺激受损 ��� 的切除修复以及抑制
��� 受损细胞进人 �期实现的

。

阻滞在 ��期的细

胞
，

如果 ��� 损伤能够修复则进人下一个细胞周

期
，

否则启动细胞调亡���叩����� �过程
。
������

与 ��� 辐射损伤密切相关的生物学功能
，

使其成

为分子辐射生物学研究的焦点之一
。
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����
� 等川用正常人外周全血细胞

，

进行

��
一��� 测定

，

发现照射后 ��一礴��
，
������ 的

表达量在 �介一�
�

���之间存在着线性的剂量效应关

系
。
�����。 等阴也曾经报道过

，

人成髓细胞性白血

病细胞系 ��一�细胞在 �
��

一����� 剂量范围内有线

性剂量效应关系
。

本次实验采用人外周血淋巴细胞
，

在较宽的剂量范围 ��一�
�

����证实存在剂量效应

关系
，

并发现在受到 ��� 以上照射后
，
������ 基

因表达上调加速
，

经回归分析和曲线拟合更符合指

数模型
。

由于 ������本身所具有的辐射相关生物学

效应
，

其基因表达在照射后的剂量依赖性上调和结

果的可重复性
，

以及可在照射后 �一��� 内维持�未

发表结果 �
。

我们认为
，
������ 基因表达有希望

发展为常规辐射生物剂量计的一个辅助指标
，

用于

事故受照人员的剂量快速估算
，

以指导临床诊断和

治疗的救援工作
。

���是最先被发现的 ��� ������� ���������

�����。 �抑制因子
，

也是 ��� 参与 �，期阻滞调控的

下游分子开关
。

其过量表达时
，

可抑制 ��� 活性

和�� 的磷酸化使细胞停滞于 ��期
，

还可通过与周

期蛋白����复合物及 ���� 结合阻断 ���复制
。

大量实验结果表明电离辐射作用后
，

多种细胞发生
��
期阻滞的同时伴有 ���表达的增高���，川

。

人外周

血淋巴细胞在受到 ���一�
�

��� �射线后
，
��� 基因

表达呈剂量依赖性上调���
，

有可能发展为新的辐射

效应生物标志物
。

本研究结果表明
，

经 �一��� �

射线照射后
，

人外周血淋巴细胞 ��� 基因均显著高

于对照组
，

在 �
�一��� 照射剂量范围内其基因表达

的上调
，

且呈线性剂量效应关系
，

与 �������� 报

道类似��� �但 ��� 以上照射后
，

不再继续上升
，
���

基因表达上调呈平台效应
，

在一定剂量达到饱和
。

因此
，
��� 基因单独不适于估算 ���以上照射剂量

。

但鉴于其表达在中低照射剂量范围内呈线性剂量效

应关系
，

可以结合其它靶基因如 ������ 作为辐射

效应生物标志物用于照射剂量的估算
。

采用 ��������� 实时荧光定量 ��
一��� 检测

����具有简便易行
，

高灵敏度
、

高重现性
，

定量

准确
、

误差小
、

全封闭检测
，

杜绝产物污染导致假

阳性等优点
，

但一般认为此法的特异性不高
。

本研

究利用妞�公司 ��而�� �������软件设计实时荧光

定量 ��� 的相应引物进行 ��� 扩增
，

获得了高特

异性
。

同时利用含 ���染料的 ������⑧����� ���

��������
�试剂避免了加样误差

，

利用细胞内表达

相对稳定的基因作为内部参照
，

避免 ���� 提取等

对定量的影响
，

保证了检测的特异性
、

实验体系的

稳定性和结果的可重复性
。

此外
，

实时荧光定量

��
一���定量分析易于标准化

，

便于不同实验室间

的结果比较和质量控制
。

因此
，

利用实时荧光定量

��
一��� 技术检测特定靶基因表达的改变作为分子

生物剂量计可弥补现在常用的检测方法如 ��微核

法
、

染色体畸变分析法时间较长
，

操作繁烦等缺陷
，

因而具有良好的应用前景
。

致谢 本文在江苏省放射医学与辐射防护重点实验

室完成
。

特此感谢�
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