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　　［摘要］　目的　研究小鼠在接受亚致死剂量辐射刺激后，在损伤修复阶段小鼠骨髓全基因组表达的改变。方法　以
４Ｇｙ６０Ｃｏγ射线辐射刺激小鼠，取辐射刺激后０、３、７、１１、２１ｄ的小鼠骨髓细胞ＲＮＡ样本进行基因芯片分析，通过聚类分析、

功能分析和动态网络分析等生物信息学方法，全面挖掘在辐射损伤小鼠骨髓的修复阶段起关键作用的基因及其信号通路，并

就筛选得到的关键基因的蛋白表达行进一步分析。结果　与未经辐照组相比，辐照损伤后的骨髓组织全基因表达谱显示出
１３０２个显著性差异基因。通过聚类及功能分析后发现免疫反应（主要是造血作用）的相关基因在辐照损伤修复阶段的机体功

能恢复中发挥重要作用。基因芯片结合生物信息学分析构建了显著性差异基因的共表达网络，最终筛选出２５个枢纽基因，分

别参与了免疫反应（包括造血作用）及转录调节／核小体组装两大生物学过程。重要节点ＣＣＬ３在辐射后通过自发抑制及增加

蛋白水解酶ＣｔｓＧ对其的降解而促进造血干细胞的增殖。结论　基因芯片结合生物信息学分析筛选得到的２５个基因可能是
辐射损伤反应相关的枢纽基因；重要节点ＣＣＬ３在辐射后通过自发下调及增加蛋白水解以促进造血干细胞的增殖。

　　［关键词］　实验性辐射损伤；骨髓；造血干细胞；微阵列分析；计算生物学
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　　目前，随着放射性物质的广泛应用（包括放疗及

意外事故等），人们暴露于电离辐射（ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａ

ｔｉｏｎ，ＩＲ）的机会日益增多，而骨髓造血功能紊乱是

最常见的由电离辐射损伤引起的反应［１］。关于电离

辐射损伤分子生物学机制的研究几乎都集中于辐射

后损伤期的表达变化［２５］，而本实验则关注于辐射损

伤后期的骨髓造血功能修复阶段。我们针对辐照前

后机体基因的表达的差异，利用全基因组表达谱芯

片技术结合生物信息学分析方法，试图找到与高剂

量辐射后骨髓恢复期相关的基因及关键通路，并就

枢纽基因进行深入探讨，为解释该期病理生理学变

化机制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料及辐照实验　选用体质量１８～２２ｇ、７～８
周龄、ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠（购自上海西普尔
必凯实验动物有限公司）。ＳＤＳ裂解液、ＢＣＡ蛋白

浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术研究所；小鼠

抗ＣＣＬ３ＥＬＩＳＡ试剂盒购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；小鼠

抗βａｃｔｉｎ抗体（ｓｃ４７７７８）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；小

鼠蛋白水解酶ＣｔｓＧ抗体（ＡＰ５６６３ｃ）购自Ａｂｃａｍ公

司。ＢｅｓｔａｒＴＭ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ （ＳＹＢＲ

Ｇｒｅｅｎ法）购自上海星汉生物科技有限公司。

　　小鼠采用全身一次性６０Ｃｏγ射线照射，辐照剂

量为４Ｇｙ。将其随机分组，包括空白对照组和４组

辐照损伤实验组。小鼠在各时间点（０、３、７、１１、２１

ｄ）当天眼眶取血，并进行外周血白细胞、血小板及红

细胞计数分析；之后颈椎脱臼法处死，取左右股骨，

收集全骨髓细胞进行骨髓有核细胞（ＢＭＮＣ）计数、

骨髓细胞提取、基因芯片实验及蛋白质检测。

１．２　基因芯片实验　采用Ｉｌｌｕｎｉｍａ’ｓＭｏｕｓｅＷＧ６

ＢｅａｄＣｈｉｐｓ（ＩｌｌｕｍｉｎａＩｎｃ．，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ）进行全

基因组表达谱检测。使用ＩｌｌｕｍｉｎａＴｏｔａｌＰｒｅｐＲＮＡ

ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ，ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，

ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ）进行ｃＲＮＡ扩增和生物素化，所有

的操作按照ＲＮＡ扩增试剂盒说明书进行。

　　将５个经生物素标记和扩增后的ｃＲＮＡｓ样本

按照标准操作规范杂交到ＩｌｌｕｍｉｎａＭｏｕｓｅ６Ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎＢｅａｄＣｈｉｐｓ上，使用ＩｌｌｕｍｉｎａｉＳｃａｎＲｅａｄｅｒ
扫描杂交图像，并通过Ｉｌｌｕｍｉｎａ’ｓＧｅｎｏｍｅＳｔｕｄｉｏ应

用软件使用平均标准化计算方法（ａｖｅｒａｇｅｎｏｒｍａｌｉ

ｚａｔｉｏｎａｌｇｏｒｉｔｈｍｓ），将数据标准化后输出文本文件，

包含每个样本中所有基因的原始信号（ｏｒｉｇｉｎａｌｓｉｇ

ｎａｌ）值、平均信号强度（ａｖｅｒａｇｅｓｉｇｎａｌ）值、信号检测

Ｐ值（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎＰｖａｌｕｅ）、差异分值（ｄｉｆｆｓｃｏｒｅ）、基因

名称（ｓｙｍｂｏｌ）等。Ｐ 值使用误判率（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ，ＦＤＲ）进行矫正。统计学显著性分析采用

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，差异基因的筛选标准：实验组或对

照组中任何一组中为有效基因（Ｐ＜０．０５），且实验组

样本差异分值小于－１３或大于１３。所有的实验数

据已经储存于ＧＥＯ公共数据库（ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ：

ＧＳＥ２８１９５）。

１．３　基因芯片数据生物信息学分析　用全面的基

因芯片分析和生物信息学分析方案筛选与电离辐射

损伤后修复期密切相关的枢纽基因，包括聚类分析

（ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ）、功 能 分 析 ［ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ
（ＧＯ）ａｎａｌｙｓｉｓ］和动态网络分析（ｄｙｎａｍｉｃｇｅｎｅｎｅｔ

ｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓ）。整体实验流程如图１。

图１　生物信息学分析筛选电离辐射

相关枢纽基因和信号通路流程图

Ｆｉｇ１　Ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｅｓｆｏｒ

ｓｅｌｅｃｔｉｎｇｈｕｂｇｅｎｅｓａｎｄｐａｔｈｗａｙｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＩＲ
ＧＯ：Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ；ＩＲ：Ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ

１．３．１　聚类分析　使用ＳＴＥＭ１．３．６软件（ｓｈｏｒｔ

ｔｉｍｅｓｅｒｉｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍｉｎｅｒ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓ．ｃｍｕ．

ｅｄｕ／ｊｅｒｎｓｔ／ｓｔｅｍ／）［４］将筛选得到的显著性差异基因

进行聚类分析。根据软件操作规范，制定需要分析

的基因列表，选择 Ｍｏｕｓｅ（ＥＢＩ）作为功能注释基因

库，基因定位库使用 Ｍｕｓｍｕｓｃｕｌｕｓ（Ｅｎｓｅｍｂｌ／Ｂｉ

ｏｍａｒｔ），设定时间表达模块数后执行操作，得到显著

性差异基因的表达模块（后称为聚类相），以Ｐ＜
０．００１为显著性筛选标准。

１．３．２　差异基因的功能显著性分析　基于 ＮＣＢＩ

ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ数据库对这些基因进行ＧＯ注释［５］，

得到基因参与的所有ＧＯｓ，利用Ｆｉｓｈｅｒ精确检验和

χ
２检验，计算每个ＧＯ的显著性水平和误判率，并用

误判率来校准Ｐ值［６］，从而筛选出差异基因所体现

的显著性 ＧＯ（Ｐ＜０．０５）。利用ＥｕｒｏｐｅａｎＢｉｏｉｎｆｏｒ
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ｍａｔｉｃｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ（ＥＢＩ）数据库对实验结果进行人工

分析。

１．３．３　构建随辐射时间变化的基因共表达网

络　利用落在显著性功能项里的基因经标准化后构

建基因共表达网络，用于寻找基因间相互作用的关

系［７］。为每对基因计算Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数，并以此

选择显著性关联基因对用于构建基因网络［８］。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证基因芯片结果　本实验使

用１０μｌ反应体系，包括５μｌ２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，０．３μｍｏｌ／Ｌ引物及１μｌ模

板ｃＤＮＡ。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ；５０～
６５℃３０ｓ；７２℃３０ｓ；循环４０次；７２℃１０ｍｉｎ，设置

熔解曲线。使用ＧＡＰＤＨ作为内参进行定量。引物

序列见表１。基因表达的改变采用２－ΔΔＣｔ方法进行

计算，并采用ＳＰＳＳ１１．０软件ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ的

统计方法进行显著性分析。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′３′）

Ｓｉｚｅ
（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ ＡＧＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡ ３１５

ＣＡＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡ

Ｃｃｌ３ ＣＡＡＧＴＣＴＴＣＴＣＡＧＣＧＣＣＡＴ １５８

ＡＴＣＴＧＣＣＧＧＴＴＴＣＴＣＴＴＡＧＴＣＡ

Ｃｔｓｇ ＡＡＡＣＣＴＴＴＣＡＣＡＣＧＡＧＣＡＧ １３７

ＡＴＣＴＴＴＣＣＡＧＡＡＣＣＧＴＴＧＣＴＴ

Ｃｔｓｋ ＧＧＧＣＣＡＧＧＡＴＧＡＡＡＧＴＴＧＴＡ １０６

ＣＡＣＴＧＣＴＣＴＣＴＴＣＡＧＧＧＣＴＴ

Ｃｘｃｌ１２ ＡＣＡＴＣＧＣＣＡＧＡＧＣＣＡＡＣＧＴＣＡ １１１

ＴＣＧＧＧＴＣＡＡＴＧＣＡＣＡＣＴＴＧＴＣＴ

Ｐｔｅｎ ＡＣＴＧＣＡＣＧＡＡＴＡＡＴＡＡＧＧＣＡＴ １５２

ＴＡＡＡＡＴＴＧＡＡＧＣＣＣＴＡＡＴＣＣＣ

Ｔｈｙ１ ＣＣＣＴＣＣＴＣＴＡＡＡＡＣＡＣＧＡＧＣＣＴ １１９

ＡＴＣＣＣＣＴＴＣＣＴＧＣＡＣＧＧＡＣＴ

１．５　ＥＬＩＳＡ法检测ＣＣＬ３蛋白表达变化　检测骨

髓微环境中ＣＣＬ３分子表达水平，将已知浓度蛋白

标准品及冻干后的未知浓度样品加入到９６孔聚苯

乙烯酶标板中，分别加入ＣＣＬ３抗体、生物素标记的

二抗、显色液，孵育、显色，测定各反应孔光密度

（Ｄ４５０）值及背景光密度（Ｄ６２０）值。

１．６　蛋白质印迹法检测ＣｔｓＧ蛋白的表达变化　用

ＢＣＡ法测定蛋白质含量。在８０～１２０Ｖ电压下行

ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，５％ 胎牛血清封

闭。常规方法分别加入ＣｔｓＧ以及内参βａｃｔｉｎ的一

抗及二抗孵育后，ＥＣＬ显色，成像仪拍照。

１．７　统计学处理　蛋白表达数据均以珔ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　辐射损伤小鼠模型构建　通过外周血细胞计
数和ＢＭＮＣ计数评价电离辐射造成的骨髓损伤模
型（图２）。ＢＭＮＣ在辐照后第３天达到最低，之后
逐渐恢复，在第２１天的时候已基本恢复到正常水
平。白细胞在辐照后第３天显著降低，血小板在第７
天的时候达到最低值，之后逐渐恢复，两者均在２１ｄ
的时候已经恢复到正常值的范围。红细胞有小幅下
降，并在２１ｄ时恢复。说明小鼠辐照损伤模型构建
成功。

２．２　基因芯片实验　对从小鼠全骨髓细胞收集得
到的总ｍＲＮＡ进行基因芯片分析，并将辐照损伤组
的基因表达相与未辐照对照组的基因表达相进行统

计学比较分析，筛选出了１３０２个显著性差异表达的
基因。

２．３　差异表达基因聚类分析　选用ＳＴＥＭ１．３．６
软件分析显著性差异基因的时间表达模型，将具有
相似表达变化趋势的基因聚集到一个模块中，得到
具有相似的生物学功能和相互作用的图形。

图２　小鼠血细胞辐照后的变化

Ｆｉｇ２　Ｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｉｎｍｉｃｅａｆｔｅｒｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ（ＩＲ）

ＢＭＮＣ：Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ；ＷＢＣ：Ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＰＬＴ：Ｐｌａｔｅｌｅｔ；ＲＢＣ：Ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ．Ｗｅｕｓｅｄ６８ｍｉｃｅａｔｅａｃｈｔｉｍｅｐｏｉｎｔ．珚ｘ±ｓ
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　　经过软件分析，得到１１个显著性聚类相（Ｐ＜
０．００１），总共包含６８６个基因。其中６个显著性聚

类相中的基因表达变化趋势符合刺激后可能发生的

生理变化（先下调后恢复或先上调后恢复），因此，认

为这６个聚类相是重要的表达变化趋势。为了探索

每个显著性聚类相内基因的功能，我们利用ＳＴＥＭ

１．３．６软件中 ＧＯ分析功能，对每个模块内的基因

基于ＥＢＩ数据库进行了基因功能分析，高度富集的

基因功能大类包括：代谢过程、应激反应、免疫反应

（包括造血作用）和细胞成分组装等。

２．４　基于聚类分析的基因功能分析　采用全面的

ＧＯ分析方法研究落在显著性聚类相内的显著性表

达差异基因（共６８６个基因）在 ＧＯ 中的分布状

况［９］，以更加详细地阐明实验中导致样本差异的基

因在功能上的体现［６］。将Ｐ＜０．０５作为筛选显著

性功能项的标准，得到了２６５个落在显著性功能项

内的差异基因。

　　经分析，在高剂量电离辐射损伤后的恢复期发

挥主要作用的生物学过程包括：应激反应、细胞成

分组装、细胞过程（细胞增殖和黏附）和信号转导。

２．５　基因共表达网络分析　将落在显著性功能里

的２６５个基因用于构建基因共表达网络，并用ｋｃｏｒｅ
表示网络特征值［８］。利用基因样本矩阵，构建基因

间相互作用网络，根据网络中各基因的位置函数计

算出该基因在网络中的关系强度，即基因的网络特

征值。用显著性的目标趋势所属基因构建表达调控

的动态网络，从动态网络中得到关键调控基因。构

建的基因共表达网络见图３。

　　根据图３中的结果，圆圈代表基因，直线代表基

因间存在的调控关系。圆圈大小代表某基因产物与

其他基因产物相互作用的能力，该相互作用的能力

用ｄｅｇｒｅｅ量化。通过基因共表达网络得到了２个

主要子网络，图３左侧的子网络包含１５个ｋｃｏｒｅ＝

６的基因；图３右侧的子网络包含１０个ｋｃｏｒｅ＝９
的基因。我们将这２５个基于基因原始信号值、并通

过计算模拟的方法预测得到的基因作为在辐照损伤

恢复期的重要基因。

　　通过ＥＢＩ数据库对ｋｃｏｒｅ＞５的基因进行功

能分析，我们发现：ｋｃｏｒｅ＝９（即位于图３右侧的子

网络的基因）主要参与免疫过程；而ｋｃｏｒｅ＝６（即位

于图３左侧的子网络）的基因主要参与核小体组装、

转录调节和信号转导。

图３　基因共表达网络

Ｆｉｇ３　Ｇｅｎｅｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋ
Ｇｅｎｅｓｃｏｎｔａｉｎｅｄｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ｔｅｒｍｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｇｅｎｅｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｗｉｔｈｔｈｅｋｃｏｒｅａｌｇｏｒｉｔｈｍ．

Ｎｏｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｇｅｎｅ；ｅｄｇｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｅｓ．Ａｌｌｔｈｅｎｏｄｅｓｗｅｒｅｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｋｃｏｒｅｖａｌｕｅｓ．Ｇｅｎｅｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｋｃｏｒｅ

ｖａｌｕｅｓａｒｅｍｏｒｅｃｅｎｔｒａｌｉｚｅｄｉｎｔｈｅｎｅｔｗｏｒｋａｎｄｈａｖｅａｓｔｒｏｎｇｅｒｃａｐａｃｉｔｙｏｆｍｏｄｕｌａｔｉｎｇａｄｊａｃｅｎｔｇｅｎｅｓ
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２．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证基因芯片结果　本实验采

用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ相对定量的方法验证基因芯片结

果，并采用处理芯片实验样本同样的方法进行样本

制备，每个时间点重复３次。选择验证的基因包括

６个基因：Ｃｃｌ３、Ｃｔｓｇ、Ｃｔｓｋ、Ｃｘｃｌ１２、Ｐｔｅｎ和Ｔｈｙ１。

结果显示基因变化趋势与芯片结果有很好的匹配，

说明该芯片结果可以用于信息学分析。见图４。

图４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ验证基因芯片结果

Ｆｉｇ４　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏａｒｒａｙｒｅｓｕｌｔｓｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
ＩＲ：Ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｄａｙ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．７　ＥＬＩＳＡ法检测ＣＣＬ３蛋白表达变化结果　小
鼠接受辐射刺激后，骨髓微环境中可溶性趋化因子

ＣＣＬ３蛋白的表达于３ｄ时降至最低值，并伴随时间
延长逐渐恢复（图５）。

２．８　蛋白质印迹法检测 ＧｔｓＧ 蛋白表达变化结
果　小鼠接受辐射刺激后，骨髓细胞裂解液中蛋白
水解酶ＣｔｓＧ的表达在第３天升高，之后表达量逐步
减少，在２１ｄ时又再次升高。条带分析结果见图６。

图５　ＣＣＬ３蛋白在辐射小鼠骨髓中的表达变化

Ｆｉｇ５　ＣｈａｎｇｅｏｆＣＣＬ３ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｉｃｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗａｆｔｅｒＩＲ
图６　ＣｔｓＧ在辐射小鼠骨髓细胞中的表达变化

Ｆｉｇ６　ＣｈａｎｇｅｏｆＣｔｓＧｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｉｃｅｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＩＲ
ＩＲ：Ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ．Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｄａｙ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　骨髓组织对电离辐射的高度敏感性往往会引起

造血细胞的大量死亡，最终导致白细胞、血小板和红

细胞等血细胞严重缺乏，使辐照患者产生血液系统、

免疫系统疾病甚至引发肿瘤、死亡等。根据文献报

道，非致死性辐射损伤骨髓组织通过细胞内机制和

细胞外机制激活造血干细胞（ｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍ

ｃｅｌｌ，ＨＳＣｓ）自我更新（包括增殖和分化）相关的信

号通路使得损伤骨髓组织得以恢复［１０１２］。ＨＳＣｓ存

在于造血微环境（ＨＳＣｎｉｃｈｅ）中，ＨＳＣｓ的支持细胞

（ＨＳＣｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇｃｅｌｌｓ），或称为骨髓基质细胞

（ｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）通过产生膜绑定蛋白

和分泌性蛋白调节 ＨＳＣｓ生物学过程（包括 ＨＳＣｓ
自我更新和维持、分化、增殖等）［１０］。为了全面了解

电离辐射恢复期（辐射后０～２１ｄ）组成 ＨＳＣｓ微环

境细胞的基因表达变化，全骨髓细胞（主要是骨髓基

质细胞）被用于基因芯片实验。通过检测全基因组

基因的表达变化，以探寻在辐射损伤修复期参与造

血作用的关键基因。本实验主要关注损伤骨髓的恢

复阶段，到目前为止尚未见有关辐射损伤恢复期骨

髓基质细胞全基因表达的报道。

　　基因芯片分析是一种能够同时检测全基因组表

达情况的有效工具。但是高通量数据也存在着高可

变性、低重复性和非特异性干扰等缺陷［１３］，因此本

实验在重复３次的基础上，采用分步的生物信息学

分析方法，包括聚类分析、ＧＯ分析、基因共表达网

络分析等，弥补芯片实验的不足。我们对１３０２个差

异表达基因进行综合全面功能分析和聚类分析后，

发现免疫反应（包括造血作用）、应激反应、细胞过程

（细胞增殖和黏附）和信号转导过程是与电离辐射相

关的主要生物学过程，在辐照损伤的修复期可能发

挥着重要作用。以往的研究也显示，激活的免疫细

胞能够产生多种造血细胞因子，刺激多系 ＨＳＣｓ数

量的恢复［１４］。我们通过基因共表达网络的分析最

终得到２个主要的子网络，共包含２５个枢纽基因。

其中１０个ｋｃｏｒｅ＝９的基因主要参与免疫反应（包

括造血作用）；１５个ｋｃｏｒｅ＝６的基因主要参与转录

调节和核小体组装的生物学过程。

　　ＨＳＣｓ存在于骨髓微环境中，并与微环境中的

其他细胞发生细胞间的相互作用，从而决定干细胞

的命运［１０］。正常情况下，骨髓腔中大部分的 ＨＳＣｓ
处于静息状态，当机体受到外界刺激（如电离辐射）

后，造血微环境的平衡状态发生改变，大量血细胞

ＤＮＡ链断裂或错配而造成细胞死亡，进而造成骨

髓血细胞库的耗竭（包括激活态的 ＨＳＣｓ的大量死

亡），而引起全血细胞减少及骨髓抑制［１５］。倘若此

时不能激活静息期的 ＨＳＣｓ的增殖、分化，不能及时

补充功能性的血细胞，则会造成机体长时间全血细

胞减少症，甚至造成死亡。因此，改变 ＨＳＣｓ的命

运，促进干细胞增殖、分化和自我更新，是修复骨髓

损伤的重要机制［２］。

　　目前关于辐射损伤恢复期代偿及失代偿机制的

报道大多集中在细胞因子或趋化因子的研究上。已

知趋化因子是一类小分子细胞因子家族蛋白，相对

分子质量小（约８０００～１３０００），通过与Ｇ蛋白偶联

受体的相互作用诱导细胞骨架重排以及多种细胞的

定向迁移［１６１８］，使淋巴细胞等在炎症部位积聚，并激

活这些细胞，从而引起免疫反应［１９２０］。趋化因子对

ＨＳＣｓ增殖、分化的作用也屡有报道，如基质细胞衍

生因子（ＳＤＦ１）／ＣＸＣＬ１２与 ＨＳＣｓ表面相应受体

ＣＸＣＲ４结合后，能够促进 ＨＳＣｓ的归巢及增殖［２１］，

并且通过保持 ＨＳＣｓ的静息态从而提高造血始／祖

细胞的长期存活率［２２２４］；ＩＬ８／ＣＸＣＬ８以及巨噬细

胞炎性蛋白２（ＭＩＰ２）／ＣＸＣＬ２则在与ＣＸＣＲ２受

体结合后对 ＨＳＣｓ具有动员作用［２５２６］等。然而，趋

化因子的功能活性可以由中性粒细胞分泌的丝氨酸

蛋白酶（包括ＣｔｓＧ，ｅｌａｓｔａｓｅ，以及ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３）的

蛋白水解作用清除［２７］。在我们的结果中，对最终得

到的２５个枢纽基因进行进一步分析后发现：趋化

因子ＣＣＬ３的基因存在于共表达网络中，是一个枢

纽基因，并且其ｍＲＮＡ表达量在经受辐射刺激后有

显著下调；此外蛋白水解酶ＣｔｓＧ的 ｍＲＮＡ水平在

辐射后有显著性改变，其中在辐射刺激３ｄ后，ｍＲ

ＮＡ表达量达到正常水平的４倍。由于研究发现该

蛋白水解酶对趋化因子ＣＣＬ３具有降解作用，从另

一方面上可能影响ＣＣＬ３在机体受辐射刺激后的作

用，所以，我们对趋化因子 ＣＣＬ３及其蛋白水解酶

ＣｔｓＧ这两个关键节点进行综合分析，探讨这两者在

辐射小鼠动物模型上的蛋白表达水平的改变情况。

　　趋化因子ＣＣＬ３／巨噬细胞炎性蛋白１α（ＭＩＰ

１α）是ＣＣ趋化因子家族的一员，由９２个氨基酸构

成，并由成熟的血细胞诱导分泌，包括单核细胞、Ｔ
淋巴细胞、Ｂ 淋巴细胞、ＮＫ 细胞等［２８３０］。由于

ＣＣＬ３能够抑制造血始／祖细胞的增殖，维持 ＨＳＣｓ
在静息水平，因此可以保护细胞毒素对多向祖细胞
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造成的损伤，在体内、体外的实验中抑制细胞内

ＤＮＡ合成是 ＨＳＣｓ的增殖抑制剂［３１３５］。至今为止

已发现的ＣＣＬ３的受体有ＣＣＲ１与ＣＣＲ５。而蛋白

水解酶ＣｔｓＧ是一类中性粒细胞分泌的丝氨酸蛋白

酶（ＮＳＰｓ），已知ＮＳＰｓ除了其自身对蛋白的水解作

用外，还参与了病原体的杀伤及炎症反应，是一类多

功能酶。其中ＣｔｓＧ被证实可以水解ＣＣＬ３的两种

异构体，从而改变趋化因子的生物活性，使之失

活［３６］。在我们的结果中，可以发现ＣＣＬ３在辐射刺

激后的蛋白表达趋势是先降低，随后逐渐恢复，其

ｍＲＮＡ变化趋势则呈现持续降低的趋势。此外，蛋

白水解酶ＣｔｓＧ的蛋白趋势则与ｍＲＮＡ改变相吻合。

　　机体接受辐射刺激后，首先引起细胞内的ＤＮＡ
双链断裂及错配，造成大量成熟血细胞及激活态的

ＨＳＣｓ的死亡，全血细胞数目大幅度降低，机体处于

骨髓抑制状态，严重情况下甚至造成死亡。此时需

要 ＨＳＣｓ的迅速增殖，并进一步分化成成熟的功能

型血细胞来补充辐射造成的全血细胞减少，及时弥

补刺激造成的损伤。由于趋化因子ＣＣＬ３对 ＨＳＣｓ
的增殖具有抑制作用，因此在机体经受辐射刺激后

的恢复阶段前期，一方面，自发下调具有抑制 ＨＳＣｓ
增殖作用的ＣＣＬ３；另一方面，促进ＣｔｓＧ的表达，增

加蛋白水解酶对ＣＣＬ３的水解作用，从而促进ＨＳＣｓ
的增殖。两方面共同作用，降低骨髓微环境中趋化

因子ＣＣＬ３的蛋白浓度，促进 ＨＳＣｓ的增殖。而随

着细胞数量的恢复，骨髓抑制状况得到缓解，前期

ＨＳＣｓ大量增殖生成的幼稚血细胞，此阶段需要进

一步分化为功能型的血细胞以促进机体恢复，故机

体对ＣＣＬ３的抑制作用逐渐减弱，降解ＣＣＬ３的蛋

白水解酶ＣｔｓＧ水平也逐渐降低（第１１天时基本恢

复至正常水平）。因此在血细胞计数恢复正常值的

第２１天，ＣＣＬ３的表达量也恢复至正常值。然而，

可以发现在２１ｄ时ＣｔｓＧ的蛋白浓度又再次增高，

这可能是因为蛋白水解酶ＣｔｓＧ对多个细胞因子及

趋化因子都有降解作用，其自身同时也参与了免疫

及炎症反应，因此对 ＣｔｓＧ的影响是多因素的，而

ＣＣＬ３及ＣｔｓＧ的相互作用有待整体动物模型的进

一步证实。

　　综上所述，我们通过基因芯片的方法检测小鼠

全骨髓细胞在辐照损伤恢复期的全基因组表达谱变

化，并利用多种生物信息学分析策略了解电离辐射

相关的枢纽基因，最终以ＣＣＬ３及ＣｔｓＧ作为两个关

键的节点进行进一步分析。我们的结果表明辐射后

骨髓组织基因表达相在辐射损伤期和恢复期存在着

很大的差异；免疫反应在骨髓辐射损伤后的恢复中

发挥着最为重要的作用；趋化因子ＣＣＬ３在辐射损

伤修复阶段通过机体自发抑制及增加ＣｔｓＧ对其降

解两方面促进了 ＨＳＣｓ的增殖，从而帮助机体恢复。

４　利益冲突
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