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整体照射后胸腺细胞 和脾细胞 ���基 因转录

和 蛋 白表达 的变化

王晓梅
‘ 鞠桂芝

� 梅树江
‘
付士波

� 刘树
� 曲 扬 �

，
�汕头大学医学院 汕头 �������

�吉林大学卫生部放射生物重点实验室 长春 �������

摘要 研究 �射线全身照射对小鼠胸腺细胞和脾细胞 ��� 基因转录及蛋白表达的影响
。

采用 ������� ���� 检

测 ��� 基因转录水平的变化 � 采用流式细胞术检测蛋白表达的变化
。

时程结果表明
，
����� 照射后 今一���

，

胸腺细胞 �������水平明显增高
，
�一刁�����蛋白表达显著增高 �������一夕 ����� ��照射后 今一��脾细胞

���������水平明显增高
，
��� ��� 蛋白表达显著增高 ����

�

�� �
。

量效结果表明
，
���一巧

�

��� 照射后
，

胸腺

细胞 �������水平呈剂量依赖性增高
，

���蛋白表达在 �
�

�一礴
�

���组明显高于假照射组�������一夕������
�

脾细胞 ���������水平亦增高
，

但增幅远低于胸腺细胞
，

���蛋白表达在 �
�

。��
�

���组明显高于假照射组 ��

�����一岁����� �
。
� 射线全身照射可诱导胸腺细胞和脾细胞���基因转录及蛋白表达增高

。

���表达参与整体

照射诱导细胞 �，
期阻滞的分子调控

。

关铆词 �射线
，
�，
期阻滞

，
���

中图分类号 ����
，

����
�

���
，

����

辐射诱导细胞发生 ��
期阻滞

，

其分子调控机制

尚不十分清楚
。

人们首先发现 ��
期阻滞同时伴有

���蛋白在核内堆积
，

进而证实 ���
�
���细胞周期

负向调控通路参与调控 �，
期阻滞形成���

。

近期来研

究发现
，
�� 诱导的细胞生长阻滞引起 ���蛋白增

多���
，

而电离辐射诱导整体细胞 ��
期阻滞与���蛋

白堆积的相关性尚未见文献报道
。

本实验分别采用

�����
�� ���� 和流式细胞术检测�射线照射后小鼠

胸腺细胞和脾细胞 ��� 基因转录和蛋白表达的变

化
，

并分析独立于 ��� 通路之外的 ��� 细胞周期负

向调控通路在 ��期阻滞中的生物意义
。

材料和方法

�� 动物分组及处理

雄性昆明种小鼠
，

体重 ��肚���
，

吉林大学白

求恩医学部实验动物室提供
。

将动物随机分成假照

射组和不同照射组
，

每组 �� 只
。

时程实验
� ���

照射后 �
、
�

、
��

、

��
、
��

、

���检测
。

量效实验
�

�
�

�
、

�
�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、

�
�

��� 照射后 ���或 ���
。

于上

述各时间点断头处死小鼠
，

迅速取胸腺和脾脏
，

制

成单细胞悬液
，

���洗 �次后备用
。

��� 照射条件

国产�线深部治疗机
，

电压�����
，

电流 ����
，

滤片 �
�

�
��

����
�

��������
，

剂量率 �
�

���������
，

靶

皮距 �����照射剂量
� �

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

���
。

�
�

� ������� ����

采用异硫氰酸肌一步法提取总 ���
。

方法简述

如下
��二���个细胞

，

加人 ���异硫氰酸肌裂解液
，

混匀
，

加 ���卜� 乙酸钠 ��� �
�

��
，

混匀
，

加等体

积水饱和酚
，

混匀
，

加 ���协�������八����� ���
，

混匀
，
�℃ ，

�����
。

低温离心 �����������������
，

小心吸取上层水相置于另一 ��������� 管中
，

加等

体积异丙醇
，

混匀
， 一��℃沉淀 ��� 至少 �����

。

低温离心 ������������ �����
，

弃上清
，

加 ���林�

���乙醇沉淀
，

干燥后溶于 ���协� 无�����水中
，

紫外测 ���纯度及含量
， 一��℃贮存备用

。

转膜
、

杂交
、

洗膜参见常规分子生物学技术
。

采用随机引

物法标记探针
，

详见厂家说明书
。

用�������� ������

同位素标记激光扫描成像仪检测杂交带的平均灰

度
，

结果用特异探针杂交带与 �����杂交带平均

灰度的比值表示
。
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� ����刀������ 口 ������������

���

��

�
︸��气���，‘

���试口��一二

�� 蛋白表达的测定

单克隆抗体免疫荧光标记
，

������� 流式细胞

仪检测蛋白表达的变化
。

单细胞悬液 ��二���细胞 �
，

���冷乙醇固定 ���
，
���洗 �次

，
���������

一，
离

心 ����
，

除去乙醇
。

每份样品加人第一抗体 ���单

抗�鼠 ���
，
����� ���� ，

美国 ���林���
���稀释 �

，

�℃反应 �����
，
���洗 �次

，

加第二抗体 �����

����一��������一����
，
����� ���� ，

美国���“����

���稀释 �
，
�℃反应 �����

，
���洗 �次

，

加 ���

���“ �，

流式细胞仪检测
。

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

队��
��� 软件收集细胞

，

����� 软件分析数据
，

结果

以阳性细胞百分率表示
。

抗体均为现用现配
。

�� 统计学分析

采用方差分析进行检验
。

�

一 �
�

�已�

����一刀 �� � � �

��������

���
�

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

���
������������

�

��� ������一����������� �� ����

从图 �中可见
，

不同剂量照射后 ��� 胸腺细胞

���������水平呈明显的剂量依赖性增高
，
�

�

�御 组

是假照射组的��倍
。

脾细胞 ���������水平亦随照

射剂量的增加而增高
，
�

�

�御组仅为假照射组的 �
�

�

倍
，

其增高幅度远低于胸腺细胞
。

� 结果

��� ����� 全 身 照 射 对 胸 腺 细 胞
、

脾 细 胞

������� 水平的影响

�
�

�御 �射线全身照射后 ��
�一

���
，

胸腺细胞及

脾细胞 ������� 水平的变化见图 �
。

从图 �中可

见
，

假照射组小鼠胸腺细胞 �������� 水平很低
，

�
�

��� 照射后 ��
，
������� 水平开始明显增高

，

照射后 �
、
��

、
���

，
�������水平分别为假照射

组的���
、

���及 ��
�

�倍
，

照射后 ��� 达到峰值
，
���

恢复至正常水平
。

脾细胞 ������� 水平照前亦很

低
，

照射后开始增高
，

�� 增至最高水平
，

为假照射

组的 ����倍
。

胸腺细胞比脾细胞具有更明显的辐射

诱导性
。

� ����������

� �����������

� ，
�

��

气�凡�
︸�一，乙，‘���

工�山记�︸�︸已

����� � � �� ��

�一��� �����一�刁�一��一�� ��

�卜，
�

��一，

�� ��

���
�

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

�������

���
���������一����������� �� ����

��� 不 同剂且全身照射后胸腺细胞
、

脾细胞

������� 水平的变化

�
�

�一�
�

���� 射线全身照射后
，

胸腺细胞及脾

细胞 �������水平的变化见图 �
。

��� �����全身照射对胸腺细胞
、

脾细胞 ���蛋

白表达的影响

�
�

��� 照射后不同时间胸腺细胞及脾细胞 ���

蛋白表达的变化见表 �
。

结果表明
，
����� 照射后

�� 胸腺细胞 ���蛋白表达显著增高 ����
�

�� �
，
���

达峰值����
�

���
，
��� 仍显著高于对照组����

�

�� �
，

���恢复正常
。
�

�

���照射后 ���脾细胞 ���蛋白

表达显著增高 ����
�

�� �
，

�� �恢复至正常水平
。

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

������������������������ ������
�

���

�一����������� �� ������

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

����� ��
�

��士�
�

�� ����士���

� ��
�

��士��� ��
�

��士�
�

��

� ��
�

��士�
�

����� ��
�

��士�
�

��

�� ��
�

��士�
�

�� ��
�

��士�
�

��

�� ����士�
�

����� ��
�

��土�
�

�����

�� ����士�
�

����� ��
�

��士�
�

��

�� ��
�

��士�
�

�� ��
�

��士�
�

��

王幻
， 。 ����

�
�����

，
�，�夕��

�

��
，
�，�尸��

�

���� ����

��� 不同剂量全身照射后胸腺细胞
、

脾细胞 ���

蛋白表达的变化

不同剂量照射后 ��� 胸腺细胞和脾细胞 ���蛋

白表达的变化见表 �
。

从表 �中可见
，

照射后胸腺

细胞 ���蛋白表达随着剂量的增加而增加
，
�

、
�

、

���组与假照射组相比差异显著 �������
、

���
�

��
、

������ �
。

照射后脾细胞 ���蛋白表达随着剂量的增

加而增加
，
�

、
�

、
���组与对照组比较差异显著�分

别为���
�

��
、

���
�

��
、

���
�

���
。
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�
�
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���� ��
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�
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� ��
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��
� ��

�
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�
�

� ��
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�

�� ����士�
�

��

王匀
， �����

义�����
，
������

�

��
，
������

�

���� ����

� 讨论

正常生理条件下
，
���基因一般处于沉默状态

，

其基础表达很低甚至无表达
。
��� 表达增加往往与

增殖性衰老阻滞和各种因素诱导永久性生长阻滞相

关
。

���主要通过直接抑制 ���������介导的��
基因蛋白产物的磷酸化

，

发挥其细胞周期负向调控

作用
，

使细胞停滞在 ��
期

。

同时 ���和 �������竞
争性与 ������ 结合

，
������� 因不能与 ���结合

而被降解
，
�����心 缺乏使 ��� 无法从 ��������

����
一�� 和 �������

一����
一�� 复合体中被释放出

来
，

结果导致 �����妞一��心 和 �����认
一���� 活

性受抑
，
���处于低磷酸化状态

，

间接抑制细胞周

期进程汇，�
。

在正常增殖性衰老阻滞和紧张因素诱导永久性

生长阻滞 �������一������� �������
�� ���������� ，

����汾子机制中
，

主要存在两条通路
，

一条是 ���

损伤激活 �������通路
，

另一条是由 ���� 信号

转导系统诱导 ���表达累积�’�
。

近期研究充分表明
�

��� 在正常状态和各种因素诱导的永久性的停滞或

凋亡中起关键作用
。

正常人两倍体成纤维细胞体外

培养时自发产生衰老样生长阻滞
，

加人新鲜血清不

能改变这种状况
，

实验中观察到 ����广谱性抑制

因子 ��� 在阻滞开始阶段增多
，

随后下降� 而 ���

作为 ���������特异抑制因子则能持续增多且至

少维持两个月
，

说明 ��� 在阻滞早期发挥作用
，
���

在永久性衰老样生长阻滞中意义重大阎
。
��������

等体外培养正常人前列腺上皮细胞和子宫内皮细

胞���
，

当它们进人永久性生长阻滞之前
，
���

、
���

和 ��� 一过性表达提高
，

进人生长阻滞后
，

川�表

达增加而 ���
、

�������
、

����������和 ���表达

下降
。
��� 表达变化亦可成为体外培养 �淋巴细胞

衰老的标记���
。
����� 等发现�� 可引起体外培养的

正常皮肤组织中黑色素和角质细胞发生 �，
期阻滞

和 ��期阻滞���
，

照射后 ���的增加可持续到 ���
，

而且 ���表达的增加与阻滞的发生密切相关但未见

���明显改变
。
������ 等研究 �射线诱导正常人两

倍体细胞发生永久性生长阻滞时发现 ��� 蛋白堆

积���
，

随后 ���和 ���表达提高
，

而与端粒变短无

关
。

本实验结果表明
�
正常情况下

，

小鼠胸腺和脾

脏细胞 ������� 水平很低
，

电离辐射全身照射后

可诱导 ���基因转录明显增高
，

而且胸腺细胞比脾

细胞更加明显
，

呈现一定细胞异质性
。
���������

�

等发现����
，

���在出生后人和鼠胸腺淋巴细胞中限

制性表达
，

随着年龄的增加 ���表达增加
，

因为胸

腺细胞以每年 ��的速率自发发生衰老样凋亡
，

可

见 ���高表达与凋亡发生率相关
。
�御 �射线照后

胸腺细胞多数发生 ��
期凋亡

，

提示照后胸腺细胞高

凋亡细胞率与 ���表达大幅度增加有关
。

脾细胞为

一个含有成熟 �和 �淋巴细胞群体
，

与胸腺细胞比

较而言具有一定的辐射抗性
，

可能是脾细胞内 ���

变化略小的原因之一
。

实验结果提示电离辐射诱导

的�
�
期阻滞的分子调控机制与独立于 ���爪��通路

之外的 ��� 负向调控密切相关
。

综上所说
，
��� 在电离辐射诱导的 ��

期阻滞中

起重要作用
，

其生物学意义在于通过永久性的停滞

或凋亡
，

从有增殖能力的活细胞中清除带有 ���

损伤的细胞
，

保持基因组的稳定性
。
��� 基因的突

变将导致细胞增殖永生化
，

使带有 �刊� 损伤的细

胞不能去除且持续扩增
，

提高基因组的不稳定性
，

成为细胞癌变的原因之一
。
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