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［摘要］　目的：以基因芯片技术研究辐射后小鼠肝脏的基因表达谱，从分子水平探讨辐射引起小鼠肝脏损伤的机制。方法：

采用小鼠基因表达谱芯片（４０９６个基因）对６０Ｃｏγ照射后４８ｈ小鼠肝组织基因表达谱进行研究。ＲＴＰＣＲ验证基因芯片结

果。结果：与正常小鼠相比，辐射后小鼠肝组织有１２４条基因差异表达，７８条下调，４６条上调。其中５７条基因的功能已知，

这些差异表达的基因按功能可分为６类：ＤＮＡ修复和应激蛋白，细胞骨架，离子通道和转运蛋白，信号转导，免疫蛋白，代谢调

控，其中下调基因主要为细胞骨架基因，而上调基因主要为细胞周期调控蛋白和转录因子。ＲＴＰＣＲ结果表明，Ｈｓｐａ５、Ｒａｓａ３、

Ｎｑｏ１基因的表达和芯片结果一致。结论：辐射造成的肝损伤具有多靶点、多层次及多通路的特点。
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　　目前有关应用ｃＤＮＡ微阵列筛选辐射诱导基因
的研究，Ａｍｕｎｄｓｏｎ等［１］做了很多工作；从整体水平

研究辐射诱导基因的变化国内有所报道，胡川闽
等［２］应用ｃＤＮＡ微阵列技术绘制了正常及轻型肠型

放射病小鼠早期及肠上皮再生期差异表达基因图

谱。刘红岩等［３］用基因芯片技术研究了辐射后小鼠

骨髓细胞基因表达谱的变化。但受条件制约，有关
辐射损伤机制的认识长期停留在电离辐射引起的

ＤＮＡ分子损伤上，且辐射损伤的研究进展缓慢［４］，
对辐射诱导的基因表达变化研究也不多。现有研究
表明，不同组织中辐射诱导表达的基因差异明显，即
辐射诱导基因在机体中的表达是组织特异的［５］。肝

脏是人体最为重要的脏器之一，承担着极其重要的
生理生化功能，其本身的基因调控网络也极为复
杂［６］。本实验采用基因芯片技术，研究辐射造成肝
组织损伤的分子机制。

１　材料和方法

１．１　实验动物及辐射处理条件　昆明种雌性小鼠

１２只（由第二军医大学实验动物中心提供），体质量
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２３～２９ｇ。随机分为两组：辐照组和正常组各６只。
辐射组小鼠辐照条件：６０Ｃｏγ射线源（第二军医大学
长海医院放疗科钴源室），照射距离：７５ｃｍ；照射视
野：２０ｃｍ×２０ｃｍ；照射剂量率５７．０ｃＧｙ／ｍｉｎ，照射时
间为８ｍｉｎ，小鼠一次全身性照射剂量为４．５６Ｇｙ。正
常组不接受辐照。照射后第２天摘眼球放血处死，迅
速取肝组织样本，并置于液氮中冻存备用。

１．２　芯片及其试剂　ＢｉｏＳｔａｒＭ４０Ｓ芯片由博星基
因芯片公司提供，芯片含有４０９６个鼠ｃＤＮＡ文库
中随机筛选的基因或ＥＳＴ。ＯｌｉｇｏｔｅｘｍＲＮＡＫｉｔ、

ｄＮＴＰ、ＲＮＡ荧光标记试剂盒（ＫｉｔＣｙ３和ＫｉｔＣｙ５）
及其他试剂均由博星公司提供。

　　正常组小鼠肝组织提取的 ｍＲＮＡ通过逆转录
用Ｃｙ３荧光标记成ｃＤＮＡ 探针，辐照组的 ｍＲＮＡ
通过逆转录用Ｃｙ５荧光标记成ｃＤＮＡ探针，将２种
探针混合后与基因芯片进行杂交、洗涤，再用基因芯
片扫描仪扫描芯片，得到这些基因在２组动物肝脏
中的表达谱图片，如果Ｃｙ３信号较强，该点多显绿色
（下调趋势）；如果Ｃｙ５信号较强，该点多显红色（上
调趋势）；如果强度相似，即显黄色。通过计算机软
件处理分析出这些基因在不同处理组动物肝脏中差

异表达的信息。

１．３　表达差异判断标准　先将所有数据的前景值
与背景值相减，得出Ｃｙ３、Ｃｙ５标记的强度值；将所
有＜２００的强度值以２００取代。并以Ｃｙ３、Ｃｙ５值两
者皆＞２００，或者其一＞８００为有效基因。计算每张

芯片总有效基因的 Ｒａｔｉｏ的自然对数值ｌｎＲｉ＝ｌｎ
（Ｃｙ５／Ｃｙ３），以Ｒｉ值在０．１～１０之间的有效基因作
为均一化依据，算出这些基因Ｒａｔｉｏ自然对数平均
值ｌｎ（Ｒ′），即均一化系数。将所有数据项的Ｃｙ３标
记强度乘上均一化系数，得出调整后的Ｃｙ３。算出
所有基因均一化后的 Ｒａｔｉｏ值（Ｃｙ５／Ｃｙ３）。以＞２
或＜０．５为标准筛选出差异表达基因，这些数据所
代表相应杂交时表现出较大的差异，＞２代表上调，

＜０．５代表下调。

１．４　ＲＴＰＣＲ 验证芯片结果　Ｈｓｐａ５，Ｒａｓａ３，

Ｎｑｏ１基因和内参照基因ＧＡＰＤＨ的相应引物见表

１（博亚公司合成）。取０．５μｇ总ＲＮＡ用逆转录试
剂盒（ＴａＫａＲａ公司）合成ｃＤＮＡ第一链。反应体系
（５０μｌ）：１０×ｏｎｅｓｔｅｐＲＮＡＰＣＲ缓冲液，５ｍｍｏｌ／

ＬＭｇＣｌ２，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ（１ｍｍｏｌ／Ｌｅａｃｈ），ＡＭＶ
ＲＴａｓｅＸＬ５Ｕ，ＡＭＶＯｐｔｉｍｉｚｅｄＴａｑ５Ｕ，Ｏｌｉｇ
（ｄＴ）０．４μｍｏｌ／Ｌ。反应条件为５０℃３０ｍｉｎ，９５℃
热变性５ｍｉｎ，－２０℃冷冻保存备用。ＰＣＲ 总反应
体系（２５μｌ），包括ｃＤＮＡ０．５μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ
０．５μｌ，５ＵＴａｑ酶，１０×ＰＣＲ反应缓冲液（含１５
ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣ１２）２．５μｌ，各目标基因 Ｈｓｐａ５、Ｒａ
ｓａ３、Ｎｑｏ１和内参照基因 ＧＡＰＤＨ 的上下游引物

０．２μｍｏｌ／Ｌ，随后用ｄｄＨ２Ｏ补足至２５μｌ。ＰＣＲ反
应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃变性５０ｓ，退
火温度见表１，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环后７２℃再
延伸８ｍｉｎ。

表１　Ｈｓｐａ５、Ｒａｓａ３、Ｎｑｏ１基因和内参照基因ＧＡＰＤＨ的引物序列和退火温度

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓａｎｄａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｆｏｒＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨｓｐａ５，Ｒａｓａ３，Ｎｑｏ１ａｎｄＧＡＰＤＨ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｔ／℃） Ｐｒｏｄｕｃｔｓ（ｂｐ）

Ｈｓｐａ５ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＧＴＧＧＴＧＧＣＣＡＣＴＡＡＴＧＧＡＧ３′ ５６ ５３６
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＧＧＧＧＡＣＡＡＡＣＡＴＣＡＡＧＣＡＧＴ３′

Ｒａｓａ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＧＴＣＡＡＡＧＣＣＧＴＣＡＧＧＡＴ３′ ５７ ３９２
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＧＴＧＴＴＣＴＣＡＡＡＧＴＣＡＧＣＡＴ３′

Ｎｑｏ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＴＧＣＡＡＧＡＡＣＴＧＡＴＧＣＴＧＴＣＴＴＴ３′ ５８ ３４９
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＴＧＡＧＧＴＧＧＴＴＧＧＡＣＴＴＴＴＣＴＴ３′

ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′ ５６ ４５２
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′

　　ＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳后，经 Ａｌｐｈａ
ＣｈｅｍｉＩｍａｇｅＴＭ５５００ｉｍａｇｅｓｙｓｔｅｍ（ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）凝胶成像及分析系
统扫描分析，测目标基因和ＧＡＰＤＨ条带的光密度
（Ｄ）值，波长３６５ｎｍ，两者Ｄ３６５值的比值代表各目标
基因的相对表达含量。

　　判断标准：如果ＲＴＰＣＲ分析，辐射组６只小鼠

各基因相对表达含量的平均值／正常组６只小鼠各
基因相对表达含量的平均值＞２或者＜０．５，认为基
因上调或下调的趋势和基因芯片结果一致；反之，认
为ＲＴＰＣＲ结果和基因芯片结果不一致。

２　结　果

２．１　基因芯片质量控制　从不同组小鼠肝组织中
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提取的总ＲＮＡ经电泳质检，１８Ｓ和２８Ｓ条带均清
晰，辐照组及正常在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ光密度比值
分别为１．９８２和１．１１２及１．５１５和０．８５２。证实所
获组织总ＲＮＡ纯度较高，ｍＲＮＡ线性扩增后，满足
实验要求的数量和质量。

　　杂交后芯片的扫描结果（图１Ａ）符合标准，信号
强度高，背景均一。为对芯片的结果进行质量控制，

每块芯片设有如下９６个持家基因作为阳性对照，并
设有如下阴性对照：水稻 Ｕ２ＲＮＡ 基因（８个点）、

ＨＣＶ外壳蛋白（８个点）、空白点１６个。本实验的
结果发现，９０％的阳性对照均一化后的比值在１左
右；在两次芯片结果中阴性对照的荧光强度低于

２００。

　　以上结果表明，本实验的结果可靠。

图１　辐射后第２天小鼠肝组织双色荧光标记叠加图（Ａ）和杂交信号强度散点图（Ｂ）

Ｆｉｇ１　Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅ（Ａ）ａｎｄｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｓ（Ｂ）ｏｆｍｉｃｅｌｉｖｅｒ２ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

２．２　辐射后第２天单纯辐照组小鼠肝组织（相对于
正常小鼠）基因表达谱的变化　图１Ａ为与正常组
小鼠相比较辐照组小鼠肝组织双色荧光标记叠加图

片，从图片中可看出绿色荧光点较红色荧光点多，表
明下调基因较多；４０９６个基因在两组动物中的表达
差异可用散点图表示，图１Ｂ代表Ｃｙ３（正常小鼠）
和Ｃｙ５（辐照组小鼠）荧光信号比值的离散程度，愈
靠近Ｘ轴或Ｙ 轴表明该点基因差异表达愈显著。

　　与正常对照组相比，受辐射小鼠肝组织中１２４
条基因表达有差异，其中７８条表达下调，下调基因
中有４４条已知功能；４６条表达上调，上调基因中有

１３条已知功能。这些已知功能基因可分为６类：

ＤＮＡ修复和应激蛋白、细胞骨架、离子通道和转运
蛋白、信号转导、免疫蛋白、代谢调控。其中下调基
因主要包括：ＤＮＡ修复和应激蛋白、细胞骨架、离子
通道和转运蛋白、信号转导、代谢相关基因、免疫蛋
白；上调基因主要包括ＤＮＡ修复和应激蛋白、细胞
骨架、离子通道和转运蛋白、信号转导、代谢相关基
因、免疫蛋白（表２），功能未知基因表中未列出。

　　为验证基因芯片结果和进一步进行细胞水平的
功能研究，我们选择了３个在氧化应激中具有重要
意 义 的 基 因———ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ７０ｋＤ ｐｒｏｔｅｉｎ ５

（Ｈｓｐａ５），ＲＡＳｐ２１ｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒ３ （Ｒａｓａ３），

ＮＡＤ（Ｐ）Ｈｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ｑｕｉｎｏｎｅ１（Ｎｑｏ１）进行

ＲＴＰＣＲ分析，这３个基因中 Ｈｓｐａ５，Ｒａｓａ３辐照后
下调，而 Ｎｑｏ１辐照后上调。结果显示，Ｈｓｐａ５、Ｒａ
ｓａ３，Ｎｑｏ１在辐照组和正常组的比值分别为０．２３８、

０．４３６、２．５８９，而基因芯片的结果分别为０．４０４、

０．３７４、４．１１８，二者的趋势一致（图２）。

３　讨　论

　　实验在预实验的基础上选择４．５６Ｇｙ的照射强

度，将小鼠进行６０Ｃｏγ射线全身照射，观察到辐照后
第２天已导致小鼠外周血常规的显著变化，在照射
后的急性期内未使小鼠致死，并且辐照后第７天取
小鼠肝组织进行病理检查发现有明显损伤，与正常
组相比损伤程度为～（未发表数据），说明选择
的照射剂量合适。

　　电离辐射对生物作用的全过程是一系列很复杂
的连锁过程，是一个涉及多基因、多途径、多阶段的
过程，它不仅仅是单纯地造成损伤和损伤不断发展
的过程，同时还进行着性质相反的另一过程，即对损
伤的修复过程，最后表现出来的损伤是这两个过程
共同作用的结果。电离辐射除直接作用于染色体的
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ＤＮＡ分子外，还可诱导一系列具有重要功能基因的 表达增强或另一些基因的表达抑制和关闭［７，８］。

表２　辐射后第２天受辐照小鼠肝组织差异表达的已知基因（相对于正常对照组）

Ｔａｂ２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｗｉｔｈｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒｏｆ

ｍｉｃｅｉｒｒａｄｉａｔｅｄｗｉｔｈ６０Ｃｏγ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ）

Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ＧｅｎｅＩＤ Ｎａｍｅ

Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ＧｅｎｅＩＤ Ｎａｍｅ
ＤＮＡｒｅｐａｉｒａｎｄ ＮＭ＿０１１８０３ Ｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（Ｃｏｐｅｂ） ＮＭ＿０２５４１５ ＣＤＣ２８ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔ２（Ｃｋｓ２）

　ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅ ＮＭ＿００８２１１ Ｈ３ｈｉｓｔｏｎｅ，ｆａｍｉｌｙ３Ｂ（Ｈ３ｆ３ｂ）
ＮＭ＿０１１５８０ Ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１（Ｔｈｂｓ１）
ＮＭ＿０２２３１０ Ｈｅａｔｓｈｏｃｋ７０ｋＤｐｒｏｔｅｉｎ５（ｇｌｕｃｏｓｅｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ， ＮＭ＿００８７０６ ＮＡＤ（Ｐ）Ｈｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ｑｕｉｎｏｎｅ１（Ｎｑｏ１）

　７８ｋＤ）（Ｈｓｐａ５）
ＮＭ＿０２５８２４ ＢａｓｉｃｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒａｎｄＷ２ｄｏｍａｉｎｓ１（Ｂｚｗ１）
ＮＭ＿００７５７０ Ｂｃｅｌｌｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｇｅｎｅ２，ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ（Ｂｔｇ２）
ＮＭ＿００８２２０ Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，ｂｅｔａａｄｕｌｔｍａｊｏｒｃｈａｉｎ（Ｈｂｂｂ１）

Ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ ＮＭ＿０１３６１５ Ｏｕｔｅｒｄｅｎｓｅｆｉｂｅｒｏｆｓｐｅｒｍｔａｉｌｓ２（Ｏｄｆ２） ＮＭ＿０２５６０４ Ｍｅｍｂｒａｎｅｓｐａｎｎｉｎｇ４ｄｏｍａｉｎｓ，ｓｕｂｆａｍｉｌｙＡ，ｍｅｍｂｅｒ４Ｂ（Ｍｓ４ａ４ｂ）
ＮＭ＿００８４７０ Ｋｅｒａｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ１，ａｃｉｄｉｃ，ｇｅｎｅ１６（Ｋｒｔ１１６） ＮＭ＿０１００６４ Ｄｙｎｅｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ，ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｃｈａｉｎ２（Ｄｎｃｉｃ２）
ＮＭ＿０１０２６０ Ｇｕａｎｙｌａｔｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２（Ｇｂｐ２） ＮＭ＿０１８８１５ Ｎｕｃｌｅｏｐｏｒｉｎ２１０（Ｎｕｐ２１０）
ＢＣ０１６５０７ Ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎｍｅｍｂｒａｎｅｃｈａｎｎｅｌｐｒｏｔｅｉｎｂｅｔａ６
ＮＭ＿００８４７５ Ｋｅｒａｔｉｎｃｏｍｐｌｅｘ２，ｂａｓｉｃ，ｇｅｎｅ４（Ｋｒｔ２４）
ＮＭ＿０１０１２９ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ３（Ｅｍｐ３）
ＮＭ＿００７３９３ Ａｃｔｉｎ，ｂｅｔａ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ（Ａｃｔｂ）
ＮＭ＿０１３７９８ Ａｃｔｉｎｌｉｋｅ（Ａｃｔｌ）
ＮＭ＿００９６０８ Ａｃｔｉｎ，ａｌｐｈａ，ｃａｒｄｉａｃ（Ａｃｔｃ１）
ＮＭ＿０１６８４５ Ｐｒｏａｃｒｏｓｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ（Ａｃｒｂｐ）
ＮＭ＿０２４４２７ Ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ１，ａｌｐｈａ（Ｔｐｍ１）
ＮＭ＿００７６１５ Ｃａｔｅｎｉｎｓｒｃ（Ｃａｔｎｓ）
ＮＭ＿００９８９８ Ｃｏｒｏｎｉｎ，ａｃｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１Ａ（Ｃｏｒｏ１ａ）

Ｈｙｄｒｏｎｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ／ ＮＭ＿１３４０８６ Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３８，ｍｅｍｂｅｒ１（Ｓｌｃ３８ａ１） ＮＭ＿００８８８０ Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓｃｒａｍｂｌａｓｅ２（Ｐｌｓｃｒ２）
Ｔｒａｎｓｐｏｒｔｐｒｏｔｅｉｎ ＮＭ＿０１５７４７ Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２０，ｍｅｍｂｅｒ１（Ｓｌｃ２０ａ１）

ＮＭ＿０１３６６７ Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２２（ｏｒｇａｎｉｃｃａｔｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ），

　ｍｅｍｂｅｒ２（Ｓｌｃ２２ａ２）
ＡＪ４２６４３２ ＰａｒｔｉａｌｍＲＮＡｆｏｒｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１（ＴＦＲ１ｇｅｎｅ）
ＮＭ＿０２３８０５ Ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３８，ｍｅｍｂｅｒ３（Ｓｌｃ３８ａ３）
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Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ＮＭ＿００８８０７ Ｔｕｂｂｙｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ２（Ｔｕｌｐ２） ＮＭ＿０１０２７４ Ｇｌｙｃｅｒｏｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ２，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ（Ｇｐｄ２）
ＮＭ＿０２１５２８ Ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎ４ｓｕｌｆｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１２（Ｃ４ｓｔ２ｐｅｎｇｄｉｎｇ） ＮＭ＿０１０１９１ Ｆａｒｎｅｓｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｆａｒｎｅｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１（Ｆｄｆｔ１）
ＮＭ＿０５３１５６ Ａｌｌａｎｔｏｉｃａｓｅ（Ａｌｌｃ）
ＮＭ＿００８４９２ Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ２，Ｂｃｈａｉｎ（Ｌｄｈ２）
ＮＭ＿１３３１８２ Ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ

　ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｌｉｋｅ１（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）（Ｈｒｍｔ１ｌ１）
ＮＭ＿０２７５８８ ５′ｎｕｃｌｅｏｔｉｄａｓｅ，ｃｙｔｏｓｏｌｉｃＩＢ（Ｎｔ５ｃ１ｂ）
ＮＭ＿０１７３７２ Ｌｙｓｏｚｙｍｅ（Ｌｙｚｓ）

Ｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ＮＭ＿０１０３８２ ＨｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｃｌａｓｓⅡａｎｔｉｇｅｎＥｂｅｔａ（Ｈ２Ｅｂ１） ＮＭ＿０２１７１８ Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ１１６（Ｌｙ１１６）
Ｕ６８５４３ Ｉｇｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ

　Ｈｓｐａ５，Ｒａｓａ３ａｎｄＮｑｏ１（ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ）ｗｅｒｅｖａｌｉｄａｔｅｄｂｙＲＴＰＣＴａｎａｌｙｓｉｓ

图２　ＲＴＰＣＲ验证芯片表达结果

Ｆｉｇ２　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｄａｔａｂｙＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓ

ＩＲ：Ｉｒｒａｄｉａｔｅｄｍｉｃｅ；Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｍｉｃｅ

　　本实验中，与正常对照组相比辐射后小鼠肝组
织差异表达基因中，下调基因所占比例较大，提示电
离辐射后早期蛋白合成与分泌减少而分解增加。其

中下调较多的是细胞骨架基因，如血色素β主链
（Ｍ００１１ｂ１２）、胞质β肌动蛋白（Ｍ０１０３ｆ１０）、心肌α
肌动蛋白（Ｍ０１３８ｅ０７）等，肌动蛋白、肌球蛋白等细
胞骨架蛋白对于维持细胞的形态和正常的生理功能

具有重要的意义，大量此类基因的下调提示辐射造
成了细胞基本结构的损伤和功能的异常。

　　另外，辐照后小鼠肝组织基因表达谱还表现出
广泛的离子转运蛋白如ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ３８、

ｍｅｍｂｅｒ１（Ｍ０１２１ａ０５）、ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２０、

ｍｅｍｂｅｒ１（Ｍ０１０９ｇ１０）、ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ２２（ｏｒ
ｇａｎｉｃｃａｔｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ）等的下调。生物膜具有多
种重要生物学功能，如物质转运、能量转换、信息传
递、细胞识别和代谢调控等，肿瘤的发生也与生物膜
有关，膜是辐射作用的靶点之一，辐射能量的吸收和
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传递以及辐射后所产生的大量自由基可导致构成膜

的生物分子的激发和电离，使膜结构的有序性、方向
性和协调性等遭到破坏，从而破坏了膜的结构，造成
膜的严重损伤，导致其运输机能不正常，膜的屏障和
间隔作用部分消失，并影响到无机离子和有机离子
的转运。

　　本实验中，辐射也引起肝组织中重要信号转导
基因表达的异常，值得注意的是ｒａｓ家族如ｒａｓｐ２１
ｐｒｏｔｅｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒ３（Ｍ０１３４ａ１２，ＮＭ＿００９０２５）、ｒａｓ
ｈｏｍｏｌｏｇ（ＲｈｏＣ）ｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｃ（Ａｒｈｃ）
（Ｍ００７５ｃ０７，ＮＭ＿００７４８４）、ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｒａｓｏｎ
ｃｏｇｅｎｅ（Ｎｒａｓ）（Ｍ００１２ｈ０４，ＮＭ＿０１０９３７）及其信号
转导下游基因核糖体蛋白Ｓ６激酶表达的下调。Ｒａｓ
信号转导途径或Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＡＰＫ途径是电离辐射
反应中重要的信号转导途径之一，它控制细胞生长
和分化，具有促进细胞增殖和保护细胞免受凋亡的
作用，与细胞辐射敏感性有密切的关系［９～１１］，ｒａｓ基
因表达水平的下调降低肝组织细胞的辐射抗性，可
能是辐照造成肝损伤的原因之一；另外，ｒａｓ的下游
信息传递为：ＭＡＰＫＫ（有丝分裂原蛋白激酶激酶）
激活后，又使核糖体蛋白质Ｓ６激酶发生苏氨酸残基
磷酸化而被激活。ＭＡＰ激活和核糖体蛋白质Ｓ６激
活可使核内转录因子Ｊｕｎ磷酸化而调节其活性，从
而影响基因表达。

　　本实验还筛选到了代谢相关的基因，如乳酸脱
氢酶 ２（Ｍ０１０８ｇ０９）、核 糖 核 蛋 白 甲 基 转 移 酶
（Ｍ０１０４ｃ１２）、５′核甘酸酶（Ｍ０２９４ｅ０３），说明辐射引
起细胞及细胞器包括核酸、碳水化合物、脂类及能量
等代谢的改变，代谢相关基因的下调提示辐射可能
造成细胞代谢减缓。辐射还引起部分免疫相关基因
表达的下调，可能是辐射引起机体免疫力下降的机
制之一。

　　辐射对肝组织基因表达谱的影响，除了上述大
部分下调基因外，辐射也引起部分基因的上调，主要
涉及到信号转导、脂质和糖代谢相关基因以及细胞
周期调控基因。比如ｄｙｎｅｉｎ、ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ、ｉｎｔｅｒ
ｍｅｄｉａｔｅｃｈａｉｎ２（Ｍ００２１ａ０６），动力蛋白的重要功能
是承担有丝分裂的核转移，动力蛋白中链是动力蛋
白发挥此项功能的必要结构［１２］。本实验中动力蛋
白中 链 基 因 和 ＣＤＣ２８ 蛋 白 激 酶 调 节 亚 单 位
（Ｍ２２５６ｆ０１）表 达 的 上 调，以 及 ｃｙｃｌｉｎ Ｂ２
（Ｍ０２０４ｇ１０）表达下调提示辐射导致细胞有丝分裂
过程和细胞周期调控的混乱，这可能是辐射引起细
胞癌变的机制之一。此外，ＡＤＰｒｉｂｏｓｙｌａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
ｌｉｋｅ６ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃ

ｔｏｒ和ＰＲＰ４ｋｉｎａｓｅ表达的上调提示辐射导致细胞
转录和翻译过程的异常。

　　由上所述，辐射后初期，单纯辐照组总体表现为
基因表达下调居多，引起差异表达的基因涉及到信
号转导、免疫与应激、代谢、细胞骨架和细胞外基质、
转录、核因子、细胞凋亡、细胞周期调控等有关方面，
其中以信号转导、免疫应激相关基因和看家基因所
占比例较多，反映出辐射对细胞损伤的多靶点、多层
次及多通路的特点。
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