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富氢水对γ射线照射犅犲犪犵犾犲犬淋巴细胞基因表达谱的影响
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　　［摘要］　目的　利用基因芯片技术研究富氢水对γ射线照射后Ｂｅａｇｌｅ犬外周血淋巴细胞基因表达的影响。方法　将

雄性Ｂｅａｇｌｅ犬随机分为对照组、单纯照射组和富氢水组（狀＝５），采用基因芯片技术对２．０Ｇｙ６０Ｃｏγ射线照射后６ｈ各组

Ｂｅａｇｌｅ犬外周血淋巴细胞的差异表达基因进行筛选，利用ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）和ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ

ｇｅｎｏｍｅｓ）数据库对差异表达基因进行生物信息学分析，并应用实时荧光定量ＰＣＲ技术对基因芯片结果进行验证。结果　单

纯照射组筛选出差异表达２倍以上的基因４７３０条，富氢水组筛选出差异表达２倍以上的基因４４９３条，单纯照射组与富氢水

组共同差异表达２倍以上的基因有１６０６条；单纯照射组的差异表达基因对应的生物学过程、细胞组分及分子功能分别有１０、

９、３个功能簇，富氢水组差异表达基因对应的生物学过程、细胞组分及分子功能分别有１５、３、４个功能簇。单纯照射组差异表

达基因涉及１９条生物学通路，富氢水组差异表达基因涉及２４条生物学通路，单纯照射组与富氢水组的差异表达基因有５条

共同生物学通路。选择２条差异表达基因进行ｍＲＮＡ水平的验证，ＰＣＲ扩增结果与芯片结果具有良好的一致性。结论　富

氢水对γ射线照射后Ｂｅａｇｌｅ犬外周血淋巴细胞基因表达的影响，可能涉及多种生物学过程、细胞组分、分子功能的改变及多条

信号通路的激活。
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　　在受到电离辐射时，机体内的水分子被电离激

发产生自由基，自由基可作用于其周围的生物大分

子，发生连锁反应，通过原子转移反应、加成反应及

单电子转移反应等，使自由基蔓延下去，产生脂类自

由基、嘧啶自由基等，破坏核酸、蛋白质、糖类及脂类

化合物的结构，从而损害细胞的结构和功能，造成机

体的进一步损伤。国内外对辐射防护剂的研究重点

是缓解和阻断电离辐射产生大量自由基的间接作

用，迄今为止，还未发现一种比较理想的辐射防

护剂。

氢是自然界最简单的元素，氢气无色、无嗅、无

味，是具有一定还原性的双原子气体。生物学家在

过去一直认为氢气属于生理性惰性气体，但研究发

现氢气不仅不是生理性惰性气体，还是一种非常理

想的抗氧化物质，可以特异性中和羟自由基［１］。

２００７年，日本Ｏｈｓａｗａ教授首先在犖犪狋狌狉犲犕犲犱犻犮犻狀犲

杂志上报道称动物呼吸２％的氢气就可显著改善脑

缺血再灌注损伤［１］。短短几年时间，氢气已被证明

对脑、脊柱、眼、耳、肺、心、肝、肾、胰腺、肠、血管等全

身多个脏器的疾病以及代谢系统疾病、炎症及变态

反应疾病均有明显的疗效，适应证多达４０余种
［２］。

研究发现氢气对辐射引起的损伤也具有明显的保护

作用［２７］。

富氢水对辐射损伤的防护研究目前多集中在

大、小鼠等啮齿类动物和体外细胞学研究方面。

Ｂｅａｇｌｅ犬是生物学实验中经常用到的非啮齿类动

物，但目前还未见有关富氢水对Ｂｅａｇｌｅ犬辐射损伤

保护作用的研究报道。本实验室前期研究了不同受

照剂量及照后不同时间点人外周血淋巴细胞差异基

因的表达变化，并对辐射相关基因进行了筛选［８１０］。

本研究探讨了２．０Ｇｙ
６０Ｃｏγ射线照射６ｈ后

Ｂｅａｇｌｅ犬淋巴细胞基因的表达变化，为富氢水在辐

射防护中的作用机制研究提供实验数据。

１　材料和方法

１．１　试剂与仪器　淋巴细胞分离液、Ｄｈａｎｋ’ｓ液

（北京索来宝科技有限公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒（德国

ＱＩＡＧＥＮ公司），ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ试剂

盒（大连ＴａＫａＲａ公司），ＡｇｉｌｅｎｔＣａｎｉｎｅ（Ｖ２）Ｇｅｎｅ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ４×４４Ｋ芯片（上海欧易生物医学科技有

限公司）。ＥＮＨ１０００便携式溶解氢测定仪（日本

Ｔｒｕｓｔｌｅｘ公司），ＮＷ２０ＶＦ超纯水系统（香港力康生

物医疗科技公司），９７００型ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公

司），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ型荧光定量ＰＣＲ仪（瑞士

Ｒｏｃｈｅ公司）。

１．２　实验动物　雄性Ｂｅａｇｌｅ犬，体质量７．５～

９．５ｋｇ，购自军事医学科学院实验动物中心［生产许

可证号：ＳＣＸＫ（军）２０１２００２，合格证号：００２０１８２］。

动物于普通环境中饲养［使用许可证号：ＳＹＸＫ（晋）

２０１３０００２］，自由饮水，用北京科澳协力饲料有限公

司生产的犬维持饲料喂饲，每天上、下午各１５０ｇ，定

量限饲。

１．３　辐照条件　６０Ｃｏγ射线腹部中心照射，照射剂

量２．０Ｇｙ，照射剂量率０．５Ｇｙ／ｍｉｎ，照射在中国辐

射防护研究院辐照中心完成。

１．４　富氢水的制备　密闭压力容器中装入纯化水，

用真空泵抽真空１０ｍｉｎ后，通入压力为０．４ＭＰａ的

氢气，过夜后制备富氢水。氢气浓度＞０．５ｍｍｏｌ／Ｌ。

１．５　动物分组及给药　动物经３０ｄ检疫期后，按

照体质量随机分为对照组、单纯照射组、富氢水组，

每组５只，共１５只Ｂｅａｇｌｅ犬。对照组接受１．５％戊

巴比妥钠（２ｍＬ／ｋｇ）的麻醉处理，不照射；单纯照射

组经１．５％戊巴比妥钠（２ｍＬ／ｋｇ）麻醉后，接受２．０

Ｇｙ
６０Ｃｏγ射线照射；富氢水组在照射前５ｄ经灌胃

给予富氢水（１０ｍＬ／ｋｇ），每天１次，照射前３０ｍｉｎ

再次给予富氢水（１０ｍＬ／ｋｇ）。照射后６ｈ采集各组

Ｂｅａｇｌｅ犬外周血，分离淋巴细胞，提取ＲＮＡ。

１．６　淋巴细胞及ＲＮＡ提取　每只Ｂｅａｇｌｅ犬经前肢

头静脉采血５ｍＬ，肝素抗凝，用等体积的Ｄｈａｎｋ’ｓ液

在无菌条件下稀释混匀，沿离心管壁加到等体积淋巴

细胞分离液的液面上，２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径１５ｃｍ）

离心２０ｍｉｎ。离心结束后，小心吸取第２层淋巴细

胞，加入等体积 Ｄｈａｎｋ’ｓ液，２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，倒掉上清液，同样方法重复洗涤１次。ＲＮＡ

的提取按照ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书进行，ＲＮＡ的纯化

按照ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒说明书进行。

１．７　探针标记与杂交　用纯化后的ＲＮＡ合成

ｃＤＮＡ，再进行荧光标记的ｃＲＮＡ的合成、纯化及浓

度测定，最后进行芯片杂交。

１．８　ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）与ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ

ｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ）富集分析差异表达基因　对

筛选出的差异表达基因进行ＧＯ分析，统计每个

ＧＯ语义中所包含的差异基因个数，并用统计检

验的方法计算每个ＧＯ语义中差异基因富集的显

著性；按照生物学过程、细胞组分和分子功能３
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个方面列表并注释。结合ＫＥＧＧ数据库，对差异

表达基因进行通路显著性分析，分析每个通路中

所包含的差异基因个数，计算每个通路中差异基

因富集的显著性。

１．９　基因芯片结果验证　采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时

荧光定量ＰＣＲ技术，以犃犆犜犅（肌动蛋白β，引物序

列Ｆ：５′ＧＧＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＴＧＧ３′，Ｒ：

５′ＡＴＧＡＴＧＧＡＧＴＴＧＡＡＧＧＴＡＧＴＴＴ３′）为

内参基因，选择表达上调基因犃犈犖（凋亡增强核酸

酶，引物序列 Ｆ：５′ＣＡＴ ＧＧＣＧＡＴ ＧＴＣＣＴＣ

ＴＡＴＧ３′，Ｒ：５′ＧＧＡＧＣＴＴＧＡＧＧＡＴＣＴＣＴＴ

ＴＣ３′）和表达下调基因犕犃犘３犓１３（促分裂原活化

蛋白激酶激酶激酶１３，引物序列Ｆ：５′ＴＧＴＡＣＴ

ＧＴＣＡＧＴＧＴＧＡＡＣＴＴＡＧ３′，Ｒ：５′ＴＧＧＴＣＴ

ＧＴＧＡＧＧＡＴＧＧＴＡＡＣ３′）对芯片结果进行验

证。ＰＣＲ扩增条件：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ、６０℃

３０ｓ，４０个循环。采用２－ΔΔＣｔ法计算２条基因表达量

的 比 值，ΔＣｔ＝ Ｃｔ目的基因 － Ｃｔ内参基因，ΔΔＣｔ＝

ΔＣｔ实验组样品－ΔＣｔ对照组样品；比值＞１．００表示相对于对

照样品该基因表达上调，比值＜１．００表示相对于对

照样品该基因表达下调。

２　结　果

２．１　差异表达基因　用基因芯片检测２．０Ｇｙ６０Ｃｏ

γ射线照射后６ｈＢｅａｇｌｅ犬外周血淋巴细胞的基因

表达情况，单纯照射组筛选出差异表达２倍以上的

基因４７３０条，其中上调表达基因２１４７条，下调表

达基因２５８３条；差异表达３倍以上的基因１９０７

条，其中上调表达基因８９５条，下调表达基因１０１２

条；差异表达５倍以上的基因７８３条，其中上调表达

基因４２３条，下调表达基因３６０条；差异表达１０倍

以上的基因２４０条，其中上调表达基因１２７条，下调

表达基因１１３条；差异表达２０倍以上的基因６１条，

其中上调表达基因３４条，下调表达基因２７条。

富氢水组筛选出差异表达２倍以上的基因

４４９３条，其中上调表达基因２１３９条，下调表达基因

２３５４条；差异表达３倍以上的基因１８０４条，其中

上调表达基因７９７条，下调表达基因１００７条；差异

表达５倍以上的基因７８１条，其中上调表达基因３５１

条，下调表达基因４３０条；差异表达１０倍以上的基

因２２１条，其中上调表达基因１１９条，下调表达基因

１０２条；差异表达２０倍以上的基因５４条，其中上调

表达基因３３条，下调表达基因２１条。

只在单纯照射组中差异表达２倍以上的基因有

３１２４条，只在富氢水组中差异表达２倍以上的基因

有２８８７条，而在单纯照射组与富氢水组中表达均２

倍以上的共同差异表达基因有１６０６条（图１）。

图１　单纯照射组和富氢水组部分差异表达基因

犉犻犵１　犎犲犪狋犿犪狆狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱犵犲狀犲狊

犻狀犐犚犵狉狅狌狆犪狀犱犎犚犠＋犐犚犵狉狅狌狆

ＩＲ：Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；ＨＲＷ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ
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２．２　差异表达基因的ＧＯ富集分析

２．２．１　单纯照射组　根据ＧＯ分析对基因的注释，

对单纯照射组４７３０条差异表达２倍以上的基因进

行生物学过程、细胞组分及分子功能的分类，各有

１０、９和３个功能簇。生物学过程分析表明，差异表

达基因主要涉及免疫应答、炎症应答、创伤应答、急

性炎症应答、急性期反应、防御反应、Ｔ细胞活性调

节、白细胞分化、白细胞活性和有机物反应。细胞组

分分析表明，差异表达基因主要涉及细胞外区域部

分、细胞外隙、细胞外区域、不溶性组分、细胞组分、

细胞膜组分、水泡组分、微粒体和质膜外侧。分子功

能分析表明，差异表达基因主要涉及细胞因子活性、

丝氨酸内肽酶抑制剂活性和肽酶抑制剂活性。

２．２．２　富氢水组　根据ＧＯ分析对基因的注释，对

富氢水组４４９３条差异表达２倍以上的基因进行生

物学过程、细胞组分及分子功能的分类，各有１５、３

和４个功能簇。生物学过程分析表明，差异表达基

因主要涉及创伤应答、炎症应答、免疫应答、防御反

应、激素分泌调控、细胞因子生成调控、多细胞生物

过程的正调控、细胞定位调控、运动行为、细胞增殖

调控、趋性、趋化作用、分泌调控、细胞因子生成正调

控和白细胞介素６生成调控。细胞组分分析表明，

差异表达基因主要涉及细胞外区域、细胞外区域部

分和细胞外隙。分子功能分析表明，差异表达基因

主要涉及Ｇ蛋白偶联嘌呤核苷酸受体活性、Ｇ蛋白

偶联核苷酸受体活性、嘌呤核苷酸受体活性和核苷

酸受体活性。

２．２．３　单纯照射组与富氢水组比较　单纯照射组

与富氢水组差异表达基因共同涉及的生物学过程包

括创伤应答、炎症应答、免疫应答及防御反应；单纯

照射组与富氢水组差异表达基因共同涉及的细胞组

分包括细胞外区域部分、细胞外隙及细胞外区域。

２．３　差异表达基因的ＫＥＧＧ通路分析

２．３．１　单纯照射组　将单纯照射组差异表达２倍

以上的基因进行ＫＥＧＧ通路分析，结果表明其共涉

及１９条通路，分别是ＤＮＡ复制、造血细胞系、错配

修复、ｐ５３信号通路、细胞因子细胞因子受体相互作

用、细胞周期、碱基切除修复、Ｐ４５０细胞色素代谢异

生物质、药物代谢、叶酸碳库、肌萎缩性脊髓侧索硬

化、天然杀伤细胞介导细胞毒性、癌症途径、背腹轴

形成、甲烷代谢、组氨酸代谢、核苷切除修复、嘧啶代

谢作用和视黄醇代谢。

２．３．２　富氢水组　将富氢水组差异表达２倍以上

的基因进行ＫＥＧＧ通路分析，结果表明其共涉及２４

条通路，分别是造血细胞系、细胞因子细胞因子受

体相互作用、癌症途径、碱基切除修复、ｐ５３信号通

路、黏着斑、小细胞肺癌、胞外基质受体相互作用、过

氧化物酶体增殖物激活受体信号通路、花生四烯酸

代谢、细胞黏附分子、乙醚脂质体代谢、肥厚型心肌

病、移植物抗宿主病、补体和凝血连锁、扩张型心肌

病、α亚麻酸代谢、膀胱癌、朊病毒病、钙信号通路、

１型糖尿病、凋亡、亚油酸代谢和甘油脂代谢。

２．３．３　单纯照射组与富氢水组比较　单纯照射组

与富氢水组差异表达基因共同涉及的通路有５条：

造血细胞系、ｐ５３信号通路、细胞因子细胞因子受体

相互作用、碱基切除修复和癌症途径。

２．４　实时荧光定量ＰＣＲ对差异表达基因的验证结

果　２条验证基因犃犈犖与犕犃犘３犓１３的扩增曲线

平滑，每条曲线均有明显的指数扩增期，说明该

ＰＣＲ检测具有较好的敏感性。２条基因的熔解曲线

均为单一峰，未出现其他异常波形，说明扩增产物单

一，ＰＣＲ扩增的特异性较好。应用２－ΔΔＣｔ法进行相

对定量分析，结果表明所选基因的表达变化趋势与

芯片结果一致，芯片数据可靠。扩增的相对定量结

果见图２。

图２　实时荧光定量犘犆犚验证结果

犉犻犵２　犚犲狊狌犾狋狊狅犳狋犺犲狉犲犪犾狋犻犿犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚

ＩＲ：Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；ＨＲＷ：Ｈｙｄｒｏｇｅｎｒｉｃｈ ｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＰＣＲ：

Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ；ＡＥＮ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｅｎｈａｎｃｉｎｇｎｕｃｌｅａｓｅ；

ＭＡＰ３Ｋ１３：Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｋｉｎａｓｅｋｉｎａｓｅ１３．狀＝

５，珔狓±狊

３　讨　论

淋巴细胞是对射线最敏感的细胞之一［１１］，因此

以外周血淋巴细胞的变化作为研究辐射损伤机制的

方法具有一定的优势。电离辐射对生物体的作用非

常复杂，有许多基因通过多种途径参与其中，并且各
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个阶段也有所不同，除了机体系统遭受破坏之外，还

可能增强某些效应，诱导细胞一部分基因表达增强，

并抑制其他基因的表达。汤忠祝等［１２］研究发现，电

离辐射和其他ＤＮＡ损伤因子可以引起许多哺乳类

细胞中多达数百种基因变化，其中有一些可能是特

异性辐射损伤反应（如一些ＤＮＡ损伤修复基因和

机体内隐伏病毒基因激活等），更多的则是电离辐射

触发非特异性损伤的“共同通路”反应基因，如生长

因子、细胞周期蛋白和许多原癌基因的活动等。

本研究发现，Ｂｅａｇｌｅ犬经２．０Ｇｙ６０Ｃｏγ射线照

射后６ｈ，单纯照射组筛选出差异表达２倍以上的基

因４７３０条，富氢水组筛选出差异表达２倍以上的

基因４４９３条，其中只在单纯照射组中差异表达２

倍以上的基因有３１２４条，而只在富氢水组中差异

表达２倍以上的基因有２８８７条。王治东等
［１３］采集

健康成人外周血，经０．７５、２和６Ｇｙ６０Ｃｏγ射线照

射后利用全基因组芯片筛选差异表达基因，结果发

现犘犗犔犎和犜犖犉犛犉９基因在２Ｇｙ和６Ｇｙ照射组

中均表达上调；李坤等［１４］采用５ＧｙＸ射线照射淋

巴母细胞ＡＨＨ１，６ｈ后检测基因表达谱的变化发

现，犅犕犘２基因表达下调，犅犃犡 基因表达上调；

Ｇｈａｎｄｈｉ等
［１５］采用４．４５ＧｙＸ射线照射正常人外

周血，２４ｈ 后检测基因表达谱的变化，发现

犜犖犉犛犉９、犅犃犡 基因表达上调，犘犜犌犇犛基因表达

下调。在 本 研 究 中，同 样 发 现 单 纯 照 射 组

犜犖犉犛犉９、犅犃犡基因表达上调，而富氢水组犘犗犔犎

基因表达下调、犅犕犘２和犘犜犌犇犛基因表达上调。

ＫＥＧＧ通路分析表明，上述犜犖犉犛犉９、犅犕犘２、犅犃犡

等基因的变化涉及细胞因子细胞因子受体相互作

用、ｐ５３信号通路、癌症途径等多条信号通路。

ＧＯ分析包括生物学过程分析、细胞组分分析

和分子功能分析。ＧＯ富集分析结果显示，单纯照

射组与富氢水组差异表达基因的共同生物学过程功

能簇包括创伤应答、炎症应答、免疫应答和防御反

应；只从单纯照射组中筛选出的生物学过程功能簇

有６个，只从富氢水组中筛选出的生物学过程功能

簇有１１个。结果显示，照射后６ｈ单纯照射组与富

氢水组的差异基因均参与了辐射应答过程，并且给

予富氢水后，差异表达基因涉及多个生物学调控过

程。由ＧＯ分析中的细胞组分分析可以看出，经γ

射线照射后６ｈ差异表达基因分布在细胞的不同组

分，但给予富氢水后差异表达基因主要分布于胞外。

分子功能分析显示，单纯照射组与富氢水组差异表

达基因的富集功能各不相同，提示两组间的辐射应

答机制有显著差异。

龙贤辉等［１６］研究发现，比较２Ｇｙ和１０Ｇｙγ射

线照射正常人淋巴母细胞基因表达谱同时上调的９

个基因以及表达下调的１１个基因，其中表达下调的

基因几乎都与细胞间信号转导、细胞周期调控相关。

本实验结合ＫＥＧＧ通路分析发现，单纯照射组与富

氢水组差异表达２倍以上的基因的共同ＫＥＧＧ通

路有５条，包括造血细胞系、ｐ５３信号通路、细胞因

子细胞因子受体相互作用、碱基切除修复和癌症途

径；只在单纯照射组中差异表达的通路有１４条，只

在富氢水组中差异表达的通路有１９条。结果显示

单纯照射组与富氢水组受照后均激活多条不同信号

通路。

上述研究结果表明，经２．０Ｇｙ６０Ｃｏγ射线照射

后６ｈ，Ｂｅａｇｌｅ犬外周血淋巴细胞中大量基因发生差

异表达，给予富氢水后仍有大量基因发生差异表达，

但参与辐射应答的基因发生了显著差异。单纯照射

组与富氢水组的基因差异表达涉及多种生物学过

程、细胞组分及分子功能的改变及多条信号通路的

激活。下一步我们将对本研究结果从蛋白水平、转

录调控等方面进行更深入的研究，以探讨富氢水对

辐射损伤防护的作用机制。
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