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　　摘要:目的　研究核苷酸切除修复 (NER)XPC基因在 60Coγ-射线照射致人外周血淋巴细胞损伤中的表达变化

规律 , 探讨 XPC作为新的电离辐射生物剂量计的可行性。方法　不同剂量 (0 ～ 8 Gy)60Coγ-射线照射后 , 采用实时

定量荧光 PCR法 , 检测不同剂量及 5 Gy60Coγ-射线照射后不同时间外周血淋巴细胞 XPC基因表达水平。结果　随着

照射剂量的增加 , 外周血淋巴细胞中 XPC表达明显增高;照射后 4hXPC表达即开始增高 , 24h达峰值 , 以后逐渐下

降 , 照射后 72 h仍高于 0 h组。结论　 60Coγ-射线可诱导人外周血淋巴细胞 XPC的表达增强 , 并具有剂量-效应关系

及时间规律 , 有望成为新的辐射生物剂量计。
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Abstract:Objective　ToinvestigatethechangesofXPCmRNAexpressionafterirradiationandtheprobabilityofitasa

potentialbiologicaldosimeter.Methods　 Real-timePCRwasusedtodetectthechangesofXPCmRNAexpressionlevelafter

irradiatedwithgamma-rayindosesrangingfrom0 Gyto8 Gy, thetime-coursewas5 Gyinlymphocytescells.Results　 The

relativeexpressionlevelofXPCinlymphocytesincreasedinadose-dependentmannerandshowedgooddose-effectrelationship.

Thetime-coursecurveindicatedthattheexpressionofXPCstartstoincreaseat4 hafterexposure, thepeakwasat24 h, then

decreasedgraduallyafter5 Gyirradiation.Therelativeexpressionlevelafter72 hwasstillhigherthanthatof0hgroup.Con-

clusionTheexpressionofXPCgeneissensitivetoirradiation, itcouldserveasapotentialbiologicaldosimeter.
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　　电离辐射对人类的损伤效应 、防治方法及受照后

的生物剂量估算与重建的研究是当前国内外放射医学

及放射防护所面临的重要课题 。外周血淋巴细胞的染

色体畸变和微核率的变化是估算生物剂量的经典方

法 , 但具有一定的局限性 。首先 , 受照者一旦受到很

高剂量的辐射 (>6 Gy), 用染色体畸变方法很难发

现足够数量的中期分裂相来估算受照剂量;其次 , 培

养分裂中期的淋巴细胞 , 至少需要 48 h或更长时间;

第三 , 需要有丰富阅片经验的技术人员;第四 , 不同

实验室采用自己建立的不同的标准曲线进行估算 , 难

以标准化。因此 , 急需寻找快速 、高度可靠的高通量

的新型生物剂量计。

核苷酸切除修复系统 (nucleotideexcisionrepair,

NER)是机体 DNA损伤修复系统的重要组成部分 ,

是辐射引起的 DNA损伤的重要修复方式之一。着色

性干皮病基因组 C(xerodermapigmentosumgroupC,

XPC)基因是该系统的重要成员 , 不仅是 DNA损伤

识别因子及核苷酸切除修复的早期 DNA损伤感应器 ,

而且是 NER生物效应的限速蛋白
[ 1]
。 XPC基因表达

产物为进化保守的 DNA修复酶 , 可与 HR23B形成复

合物 , 参与 DNA的损伤识别和 NER修复的启动 , 具

有辨认和切除损伤 DNA的作用 , 从而维持细胞的遗

传稳定性
[ 2]
, 其基因突变可引起整个核苷酸切除通

路的缺陷和着色性干皮病表型 。电离辐射可诱导许多

DNA修复基因的转录
[ 3 ～ 5]

, 应激反应下 P53-转导的

XPC基因即是其中之一。目前辐射诱导 XPC基因表

达的研究还很少 , 但较多的证据表明 XPC基因可在

氧化和辐射条件下 , 保护细胞 , 减轻 DNA损伤 。

本文采用 Real-timePCR技术研究不同剂量
60
Coγ-

射线照射正常人永生化淋巴细胞后 XPCmRNA的表达

水平 、量效关系及时程变化规律 , 探讨 XPCmRNA作

为核应急及辐射事故剂量估算指标的可能性。
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1　材料与方法

1.1　细胞系

正常人外周血淋巴细胞永生化细胞系 32F, 本室

建系保存。实验前进行复苏 , 培养至指数增长期 , 以

备照射 。

1.2　细胞照射和培养

采用
60
Coγ-射线照射细胞。

60
Coγ-射线照射由北京

市辐射中心提供。吸收剂量率为 0.5 Gy/min。吸收剂

量分别为 0、 0.5、 1、 2、 4和 8 Gy。照射后细胞置于

5%CO2培养箱 37℃培养 , 于培养后 4 h收获细胞。

时效关系研究:吸收剂量为 5 Gy, 细胞照射后

置于 5% CO2培养箱 37℃培养 , 分别于照射后 0、 4、

8、 12、 24、 48和 72h收获细胞。

1.3　淋巴细胞 mRNA的提取

将收获的细胞用磷酸盐缓冲液 (phosphatebuff-

eredsaline, PBS)洗涤 , 离心 , 收集细胞。加入适

量 Trizol(Invitrogen)裂解后按试剂说明书抽提核糖

核酸 (ribonucleicacid, RNA)。 RNA准确定量后于

-80 ℃保存备用 。

1.4　cDNA的合成

所有实验组均取 5 μg等量的 RNA, 用 Super-

Script

Ⅲ First-StrandSynthesisSystem forRT-PCR

(Invitrogen)进行 cDNA逆转录合成 , 逆转录总体积

为 20μl, 具体操作按照产品说明书进行 。

1.5　引物设计和合成

依据 Genebank数据库中 XPC基因和 β -Actin基

因序列 , 用 PrimerExpress软件设计引物序列如下:

XPC-F　5-TAAGAACCACCCTCTGTATGCC-3

XPC-R　5-TTCTCCAAGCCTCACCACTCT-3

actin162-F　5-ACTTAGTTGCGTTACACCCTTTCT-3

actin162-R　5-GACTGCTGTCACCTTCACCGT-3

1.6　实时定量荧光 PCR(real-timePCR)

采用 SYBR实时荧光 PCR方法 , 用 AppliedBiosys-

tems公司 (ABI)PRISM7500fast实时荧光 PCR仪 , 按

照 7500fast用户手册操作。 PCR试剂为 PowerSYBR

GreenPCRMasterMix(ABI)。聚合酶链反应 (poly-

merasechainreaction, PCR)程序为 95℃ 10min;随

后 95 ℃ 30s, 60℃ 30s, 72℃ 30s共 40个循环。每

个样品做 3个平行样。在每次反应结束后进行溶解曲

线分析 , 以排除非特异性二聚体产物的影响。每次反

应均以 β -Actin为对照 , 同时设立无引物空白对照组。

1.7　定量分析和统计分析

实验结果采用 AppliedBiosystems7500 Sequence

DetectionSoftware(SDS)相对定量和 Origin6.0软件

进行分析。

2　结果

2.1　普通 PCR扩增产物特异性验证

琼脂糖凝胶结果显示 , 扩增产物特异性好 , 产物

大小与理论值吻合。结果见图 1。

注: 1— 0Gy, 2— 0.1Gy, 3— 0.5Gy, 4— 1Gy,

5— 2Gy, 6— 4Gy, 7、 8— 8 Gy, M—Marker

图 1　PCR分析 XPCmRNA的表达水平

2.2　不同剂量
60
Coγ-射线照射后 4 h淋巴细胞 XPC

基因 mRNA表达的剂量 -效应关系

如图 2所示 , 0 ～ 8 Gyγ-射线照射后 4 h淋巴细

胞 XPC基因相对表达水平随照射剂量的增加而有逐

渐增加的趋势。照射组 XPC相对表达水平分别是 0

Gy假照组的 1.5 ～ 4倍 , 具有良好的剂量-效应关系 。

图 2　不同剂量 60Coγ射线照射后 4hXPCmRNA

的相对表达水平

2.3　
60
Coγ-射线照射淋巴细胞后 XPC基因 mRNA表

达的时程关系 (见图 3)

图 3　5 Gy60Coγ射线照射后不同时间 XPCmRNA的

相对表达水平

如图 3所示 , 随着照射后培养时间的不断延长 ,

XPC基因 mRNA的相对表达水平逐渐增高 , 到 24 h增

高到 0 h的 6倍达峰值 , 以后逐渐下降 , 到 72h时降
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到最低 , 但仍高于 0 h组 , 具有良好的时间变化规律。

3　讨论

人类细胞中基因组 DNA不断受到内源性和环境

因素的损伤 , 如放射治疗诊断设备的大量投入 、家庭

装饰装修规模的扩大 、核武器的研究和储备及核恐怖

事件的可能发生对普通人群造成的辐射损伤及恐慌 ,

使得在核与辐射突发事故中如何快速对受照人群进行

辐射危险评估和辐射剂量估算以及照射后特定时间内

的危险监测工作变得越来越重要。

目前 , 基因表达以其快速 、灵敏的变化表现出作

为生物剂量检测系统特有的优势 , 电离辐射可诱导

DNA多种形式的损伤和突变 , 随着分析技术的发展 ,

人们正利用各种手段寻找具有良好剂量响应的 DNA

损伤修复指标作为生物剂量标志物。

Amundson等
[ 6]
利用 cDNA微阵列的研究表明 ,

0.2 ～ 2 Gy的
137
Csγ-射线照射人外周血淋巴细胞 , 照

射后 24 h和 48 h均可监测到 XPC基因的表达增高 ,

并且有很好的线性关系;而在辐射后 4 h和 72 h检

测 , 这种线性关系较弱 。 Wiebalk等
[ 7]
利用 5 Gy的

137
Csγ-射线照射人外周血淋巴细胞后 4 h亦得到同样

的结果 。Holly等
[ 8]
分析了全身照射小鼠及干细胞移

植病人受照前及受照后 6h基因表达谱变化 , 发现了

一系列可以预示机体是否受照及受照程度的基因

(50 ～ 1 000 cGy), 其中 XPC基因与二者均具有很强

的相关性。上述结果表明 , XPC基因的辐射诱导表

达具有良好的剂量-效应关系 , 有望发展为辐射暴露

的分子标志物或新型生物剂量计。

本研究利用荧光定量 PCR技术研究了淋巴细胞体

外接受不同剂量
60
Coγ-射线照射后的量效及时程变化 ,

结果表明 0 ～ 8Gyγ-射线照射后 4h, 淋巴细胞 XPC基

因相对表达水平有随照射剂量的增加而逐渐增加的趋

势 , 分别是 0 Gy假照组的 1.5 ～ 4倍 , 具有良好的剂

量-效应关系 (0.5Gy照射后相对表达较高可能与实验

所选用的剂量率较高所造成的误差 , 或者与 XPC基因

在高低剂量不同范围作用机制不同有关 , 还需进一步

实验证实), 并且随着照射后培养时间的不断延长 ,

XPC基因 mRNA的相对表达水平逐渐增高 , 到 24 h增

高到正常的 6倍达峰值 , 以后逐渐下降 , 到 72h降到

最低但仍高于初始水平即 0h组 , 具有良好的时间变

化规律。所采用的 Real-timePCR法是一种高效敏感的

mRNA检测方法 , 其准确性和特异性比以往的 Northern

等检测 mRNA的方法有很大的提高。本研究为新型辐

射生物剂量计的研究提供了一定的理论依据。目前关

于基因表达作为生物剂量计的研究较多 , 但不同的实

验室所得到的结果差异较大 , 其原因与所选择的基因 、

射线种类 、细胞种类 、剂量率及检测手段等因素有关 ,

因此虽然基因表达检测具有敏感 、快速 、高通量等优

点 , 但与实际应用仍有较大距离 , 选择稳定适宜的具

有较宽剂量响应范围的目的基因及最佳的可进行标准

化的检测方法将是未来的研究重点。
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