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【摘要】   目的    研究不同剂量 X射线照射小鼠肺部后的差异基因并进行转录水平分析，探

讨小鼠放射性肺损伤（RILI）潜在的基因标志物。方法    8周龄 C57BL6雌性小鼠 96只，X射线

单次照射分为 3组（12只/组）：对照组（未接受照射）、中等剂量组（MD组，10 Gy单次照射）、

高剂量组（HD组，20 Gy单次照射），余 60只分为 5组进行 X射线全肺野梯度剂量照射。采用

全基因组表达芯片对小鼠肺组织进行 RNA检测并生成基因表达矩阵，使用 R语言软件包进行

基因表达数据转换，对特征性基因标志物表达水平进行验证与数学建模，对 HD组小鼠基因表

达水平进行基因本体论生物学功能基因集富集分析。采用经典贝叶斯检验方法进行组间基因表

达差异的比较，采用线性回归模型分析 2组独立数据的关联程度（关联系数为 R2）。结果    MD组

和 HD组小鼠照射后肺组织转录组学分析，共筛选出 RILI差异表达基因 539个，其中差异最显

著的 5个基因为 Phlda3、Fgg、Kng1（上调基因）和 Ptprb、Kit（下调基因）。梯度剂量 X射线分

次照射实验结果证实，3个上调基因均随 X线剂量的增加而表达增强；2个下调基因则随剂量

的上升而表达降低。上调基因的逻辑回归模型拟合程度较高（χ2=11.66, R2=0.88）；下调基因的表

达值与剂量具有良好的相关性（R=−0.95，R2=0.89）。基因集富集分析结果显示，上调基因富集

于 p53信号通路、固有免疫反应等生物学过程，下调基因富集于细胞代谢、肺部发育等生物学

过程。结论    上调基因 Phlda3、Fgg、Kng1 与下调基因 Ptprb、Kit 可作为客观反应 RILI严重程

度的潜在基因标志物，为日后开展临床与辐射防护相关应用奠定前临床基础。
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【Abstract】   Objective     To investigate differentially regulated genes after whole thoracic X-ray
exposure  and  to  explore  the  potential  gene  markers  at  transcriptome levels  of  radiation-induced  lung
injury  (RILI)  at  transcriptome levels  in  mice.  Methods    A total  of  96  C57BL6 female  mice  aged  8
weeks  were  divided  into  three  groups  by  single  X-ray  irradiation,  namely.  control  group  (no
irradiation), medium dose group (MD group, 10 Gy single irradiation), and high dose group (HD group,
20 Gy single irradiation). Whole thoracic X-ray irradiation was delivered to the remaining 60 mice with
a wide range of doses and fractionations. Whole genome expression chips were used in the detection of
RNA  in  mouse  lung  tissues  and  gene  expression  data  were  converted  by  the  R  language  software.
Classical  Bayesian  test  was  used  in  exploring  differentially  expressed  genes  between  groups.  The
expression  levels  of  key  genes  were  validated  and  mathematically  analyzed,  and  gene  ontology
biological  function  enrichment  analysis  was  performed.  The  correlation  degree  between  two  groups
with  independent  data  was  analyzed  by  regression  model  (correlation  coefficient  is  R2).  Results  
  According  to  medium vs.  high  dose  irradiations,  the  differentially  regulated  genes(539  genes)  were
selected.  Then,  the  top  five  most  significant  genes  were  identified,  namely, Phlda3, Fgg, Kng1  (up-
regulated  genes)  and Ptprb, Kit (down-regulated  genes).  Dose  escalation  studies  confirmed  that  the
transcriptional  status  of  the  five  gene  signatures  correlated  well  with  radiation  doses.  The  expression
levels of the three up-regulated genes increased with the boost of X-ray dose (logistic regression model
χ2=11.66, R2=0.88); whereas the expression levels of the two down-regulated genes decreased with the
boost in X-ray dose (linear regression R=−0.95, R2=0.89).  Gene set  enrichment analysis revealed that
up-regulated genes were associated with p53 signaling and innate immune response; whereas the down-
regulated genes were enriched in biological processes, such as cell metabolism and lung development. 
Conclusions     Up-regulated genes Phlda3, Fgg, Kng1, as well as the down-regulated genes, Ptprb and
Kit, can be used as potential genetic markers to indicate the severity of RILI. This finding sheds light
on the mechanism involved in the radiation protection evidenced by mRNA biomarkers.

【Key words】   X-Rays;  Radiotherapy  dosage;  Radiation-induced  lung  injury;  Transcriptome;
Biomarkers
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以 X射线为代表的光子射线在现代医学影像

学检查与肿瘤治疗中有着不可替代的作用[1]，包括

CT、数字化 X射线成像在内的多种影像学检查已

成为各种胸部、纵膈、心血管疾病以及介入治疗中

最常用的辅助检查手段。值得注意的是：一方面，

随之而来的正常组织射线暴露风险近年来也被广泛

关注[2]；另一方面，放疗是肺癌及纵膈肿瘤、淋巴

瘤的重要治疗手段之一。放射性肺损伤（radiation-
induced lung injury, RILI）是胸部放疗的常见并发

症，也是限制肿瘤根治剂量的关键因素之一 [3-4]。

肺部作为辐射敏感器官，经电离射线作用后可能引

起放射性肺炎及肺纤维化等并发症[5-6]。

目前，临床上或辐射防护领域仍然缺乏有效监

测与评价 RILI晚期改变的分子生物学标志物。当

前对放射性肺炎或合并肺纤维化疾病的诊断主要依

赖于临床生化指标、影像学以及肺功能等检查手

段。受肺部的代偿功能影响，这些常规检查往往在

灵敏度、特异度方面相对不足，而且结果容易出现

滞后性，尚不能及时、准确地反映晚期慢性肺部病

理生理学改变。纤维支气管镜结合有效基因标志物

检查可显著提高早期辐射相关肺损伤的检出率，从

而为肺损伤相关疾病的精准诊疗提供有力证据。此

外，RILI小鼠模型因其与人类有极为相似的慢性

炎症和纤维发生改变特征，是研究放射性肺部不良

反应、特发性肺纤维化等疑难疾病机制的理想模

型。本研究基于不同剂量 X射线全肺野照射晚期

小鼠肺组织，使用全基因组芯片研究辐射相关的差

异表达基因，结合信号通路富集分析探讨 RILI潜
在的基因标志物，并进行数学建模来预测与提示放

射性肺疾病的发生、发展程度。
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1    材料与方法

1.1    实验动物、分组及照射

8周龄 C57BL6雌性小鼠共 96只，购自广东

省医学实验动物中心 [许可证号：SCXK（粤）2013-
0002]，无特定病原体（SPF）级动物房饲养，温度

(23±1)℃，相对湿度 (55±5)%，压力差≤10 Pa，每

日光照 12 h，自由摄食饮水。①X射线单次照射实

验共分 3组（12只/组）：对照组（未接受照射）、中

等剂量组（MD组，小鼠接受 10 Gy单次照射）、高

剂量组 （HD组，小鼠接受 20  Gy单次照射 ）。

②X射线全肺野分次剂量爬坡（梯度剂量照射）实验

共分 5组（12只/组）：未接受照射（0 Gy组）、5次 3 Gy
照射（15 Gy组）、5次 4 Gy照射（20 Gy组）、5次

6  Gy照射 （ 30  Gy组 ）和 5次 8  Gy照射 （ 40  Gy
组）。每日照射 1次，连续照射 5 d。使用异氟烷诱

导配合氯胺酮麻醉小鼠，妥善固定后采用医用直线

加速器（德国西门子公司，6MVX型）进行全肺野

照射，剂量率为 3 Gy/min。
1.2    RNA样本的处理及检测

所有小鼠均于照射后 24周予以断颈处死，取

新鲜肺部组织并用 TRIzol试剂（赛默飞世尔中国）

处理，置于−20℃ 冰箱冻存备用。采用 RNeasy
Mini Kit （德国 Qiagen公司）提取肺部 RNA，使用

DNase I（德国 Qiagen公司）去除 DNA，排除 DNA
污染，无核酸酶水洗脱纯化 RNA，样本置于

−20°C冰箱冻存备用。采用 NanoDrop ND-1000 分
光光度计 （德国 PEQlab  GmbH公司 ）初步测定

RNA浓度，使用美国安捷伦科技（中国）有限公司

的 2100生化分析仪进一步测定 RNA浓度以确认

样本的完整性和纯度。采用全基因组表达芯片（美

国 Illumina公司的小鼠 Sentrix-6 V2 全基因组芯片,
BD-201-0202）进行 RNA检测，使用自带软件包处

理芯片信号并生成基因表达矩阵。

1.3    数据转换与差异基因的分析

采用 R语言软件 （ 3.4.2版本 ）进行基因表

达数据转换，使用 Limma软件包 [7] 进行数据背

景校正、标准化、数据汇总并报告差异表达基

因，包括表达值 log2 对数转换，设定基因表达变

化 倍 数 （ fold  change,  FC） ≥2， 即 log2(FC)>1或

log2(FC)<−1，且 P <0.05为差异表达基因，得到

小鼠受到不同剂量 X射线照射后肺部差异表达基

因，所有热图的图例均为 log2（FC）值。使用 R语

言软件包对差异基因进行聚类分析，分析小鼠在

接受梯度 X射线照射后上述差异基因的表达

情况。

1.4    质谱蛋白质组学的检测

使用 SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白质裂解

物，将得到的凝胶切成 13个切片，用胰蛋白酶消

化并依文献 [8]所述进行质谱分析，即蛋白提取

后，使用纳升级超高效液相色谱（美国特世公司）

连接至美国 Thermo  Fisher  Scientific公司的 LTQ
Orbitrap质量分析器，将所得肽混合物进行在线偶

联。使用 MaxQuant软件（http://www.coxdocs.org，
版本 1.5.3.8）和小鼠 UniProt数据库（https://www.
uniprot.org）分析串联质谱（LC-MS/MS）原始数据。

使用MaxQuant内置MaxLFQ算法进行蛋白定量并

采用 Perseus软件 （ http://www.coxdocs.org，版本

1.5.2.4）进行数据转换和评估。

1.5    基因表达剂量-效应曲线

为进一步验证与研究基因标志物转录水平的改

变与辐射剂量的直接关联，对小鼠进行分次梯度剂

量照射后，小鼠肺部上述 RILI特征性基因标志物

表达水平进行验证与数学建模，采用 Mathematica
8.0软 件 （ http://www.wolfram.com/mathematica）与

OriginPro 8.0软件 （https://www.originlab.com）进行

建模。根据基因芯片结果，分别取上调、下调基因

转录水平改变 log2（FC）的平均值为纵坐标，不同

梯度照射剂量为横坐标，建立剂量-效应曲线。上

调基因表达水平与 X射线剂量关系拟合方程式为

y  =  A1  +  (A2−A1)/(1  +  10^((LOGx0−x)*p))，其中

A1  =  −0.06553±0.18433（最低点 ），A2  =1.48593±
0.15206 (最高点)，LOGx0=19.9841±2.74032 (中心

点)，p=0.07618±0.0284 (曲线斜率)。下调基因表达

水平与 X射线剂量呈明显负相关，拟合方程式为

y=a+b*x， 其 中 a=  0.02218±0.13125(截 距 ) 、 b=
−0.03551±0.00434(斜率)。
1.6    生物信息学分析

对基因表达水平进行基因集富集分析[9] ，进行

基因本体论[10] 与京都基因和基因组百科全书通路[11]

的基因集富集分析，采用聚类分析识别相关基因的

表达水平。采用 R语言软件 clusterProfiler软件包[12]

进行生物信息学分析，以 P<0.01且 Q<0.01作为筛

选条件，使用 ggplot2软件包作图。
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1.7    统计学分析

使用 Limma软件包[7] 中经典贝叶斯检验方法

进行组间差异表达基因分析，采用GraphPad Prism 7
软件进行辐射剂量相关基因表达数据分析及作图。

采用线性回归模型分析两组独立数据的关联程度，

以皮尔森 R2 表示两者关联系数。P<0.05表示差异

有统计学意义。

2    结果

2.1    RILI差异表达基因的筛选

不同剂量 X射线照射后小鼠肺组织基因芯片

的分析结果显示，MD组出现 125个显著差异表达

基因，其中 32个基因表达上调、93个基因表达下

调（图 1中 A、C、D）。HD组接受单次照射后，

基因表达差异表现更为明显，共出现 414个显著差

异表达基因，其中 263个基因表达上调、151个基

因表达下调（图 1中 B、E、F）。
2.2    RILI基因标志物的分析结果

对 MD组、HD组小鼠已筛选出的差异表达基

因进行韦恩图分析，结果发现有 13个共同差异表

达基因（图 2中 A）。选取其中差异性表达最显著

的 5个基因作为 RILI潜在特征性基因标志物，包

括 3个显著上调基因 [PH同源域家族 A成员 3
（pleckstrin  homology  like  domain  family  A  member
3，Phlda3）、纤维蛋白原 γ链（fibrinogen gamma chain，
Fgg）、激肽原 1（kininogen 1，Kng1）]和 2个下调
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图 1    中等剂量（MD）组、高剂量（HD）组差异表达基因的火山图（A−B）与基因表达热图（C−F）    图中，MD组：10 Gy单次照射；

FC：变化倍数；HD组：20 Gy单次照射。

Fig. 1    Volcano plots(A−B) and heatmaps of differentially expressed genes (C−F) in medium dose(MD) and high dose(HD) groups
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基因 [蛋白质酪氨酸磷酸酶，B型受体（protein
tyrosine  phosphatase,  receptor  type  B，Ptprb），KIT
原癌基因受体酪氨酸激酶 （KIT  proto-oncogene
receptor tyrosine kinase，Kit）]（表 1）。该基因标志

物组合在不同剂量照射组的表达趋势差异明显

（图 2中 B−C）。选取其中两个上调基因进行蛋白

质组学验证后结果显示，HD组相比对照组 Fgg 、
Kng1的表达差异倍数上升约为 2倍左右（图 2中D）。
2.3    基于 RILI基因标志物表达水平的数学建模

梯度剂量照射后肺组织基因芯片结果显示，

3个特征性上调表达基因（Phlda3、Fgg、Kng1）均
随 X射线剂量的增加而表达增强；2个特征性下调

表达基因（Ptprb、Kit）则随剂量的上升而表达降低

（图 3中 A）。这一结果与单次照射实验结果一致，

提示该基因标志物组合对不同剂量、不同分次

X射线照射均具有较强的辐射敏感性。上调基因

（Phlda3、Fgg、Kng1）的平均值通过逻辑回归模型

建模，模型拟合程度较高（χ2=11.66, R2=0.88）（图 3
中 B）。下调基因（Ptprb、Kit）进行线性回归分析后

结果显示，下调基因表达水平与 X射线剂量呈明

表 1    小鼠经 X线全肺野照射后MD、HD组最显著共同表达基因的信息

Table 1    The most significant co-expression genes in medium dose(MD) and high dose(HD) groups after whole lung X-ray irradiation in mice

基因名称 表达
MD组 HD组

基因功能
log2(FC) P值 log2(FC) P值

PH同源域家族A

成员3

上调   1.02 0.000   1.36 0.000 作为p53的直接靶点，抑制Akt蛋白活性，增强细胞

凋亡。

纤维蛋白原γ链 上调   1.12 0.000   2.04 0.004 通过增强血小板P-选择素表达，在炎症、血栓形成

和止血过程中发挥作用。

激肽原1 上调   1.69 0.000   3.91 0.000 具有激肽原生理功能，促进炎症因子释放、抑制血

小板聚集。

蛋白质酪氨酸磷

酸酶，B型受体

下调 −1.30 0.000 −1.32 0.000 在血管生成和血管重塑过程中发挥重要作用。

KIT原癌基因受体

酪氨酸激酶

下调 −1.30 0.000 −1.32 0.000 通过磷酸化PIK3R1激活AKT1信号通路，抑制细胞

凋亡。

　 注：表中，MD组：10 Gy 单次照射；HD组：20 Gy 单次照射；FC：变化倍数。
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图 2    MD组和 HD组共同差异表达基因分析结果    图中，A：韦恩图分析获得 13个差异基因；B：表达热图及聚类分析 (对照组：未

接受照射；MD组: 10 Gy单次照射；HD组：20 Gy单次照射)；C：MD、HD组共同差异基因与对照组比较的表达倍数变化。D：

HD组与对照组 Kng1 、Fgg蛋白表达水平的比较。Phlda3：PH同源域家族 A成员 3；Fgg：纤维蛋白原 γ链；Kng1：激肽原 1；
Ptprb：蛋白质酪氨酸磷酸酶，B型受体；Kit：KIT原癌基因受体酪氨酸激酶。

Fig. 2    Analysis of common difference genes in medium dose(MD) and high dose(HD) groups
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显负相关（R=−0.95，R2=0.89）（图 3中 C）。
2.4    基因集富集分析

2.4.1    KEGG通路集富集分析

对 MD组和 HD组小鼠基因表达水平进行

KEGG通路基因集富集分析，结果显示 2组小鼠

上调表达差异基因在 p53、氧化磷酸化等多条信号

通路出现富集（图 4中 A），这提示 X射线照射后

小鼠肺部可能出现上述信号通路上调。p53信号通

路先导基因分析结果显示，MD、HD组分别有

23个、26个基因的上调表达对 p53信号通路上调

产生作用（图 4中 B、C）。
2.4.2    基因本体论基因集富集分析

对 HD组小鼠基因表达水平进行基因本体论生

物学功能基因集富集分析，结果显示上调基因富集

于固有免疫反应激活生物学过程（图 5中 A），下调

基因则富集于肺部发育和气管发育等生物学过程

（图 5中 B、C）。先导基因分析结果显示，49个基

因的上调表达对激活固有免疫反应生物学过程产生

作用，分别有 11个基因、12 个基因的下调表达对

抑制肺泡发育及肺细胞分化的生物学过程产生

作用。

3    讨论

针对疾病进展过程寻找可靠的生物标志物是

“精准医学”不可或缺的组成部分。基因标志物作

为最直接快速有效的诊断手段之一，其筛选与应用

可在疾病诊断、发展、治疗以及疗效监测等多个方

面发挥显著作用。寻找放射性肺疾病相关基因标志

物一直以来也是研究的热点和难点[13]。迄今为止，

临床和放射防护领域针对间质性肺疾病的分子标志

物检测主要依靠血清学或蛋白质水平，如涎液化糖

链抗原-6、表面活性蛋白 A、基质金属蛋白酶 7、
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图 3    显著差异基因表达差异倍数与梯度 X射线照射剂量的相关性分析    图中，A：基因表达热图；B、C： 差异表达基因与分次照

射剂量拟合曲线。0  Gy组：未接受照射；15  Gy组：5次 3  Gy照射；20  Gy组：5次 4  Gy照射；30  Gy组：5次 6  Gy照射；

40 Gy组；5次 8 Gy照射。Phlda3：PH同源域家族 A成员 3；Fgg：纤维蛋白原 γ链；Kng1：激肽原 1；Ptprb：蛋白质酪氨酸磷酸

酶，B型受体；Kit：KIT原癌基因受体酪氨酸激酶。

Fig. 3    Correlation analysis between expression fold changes of difference genes and gradient X-ray exposure dose
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骨桥蛋白和东氨蛋白酶等，尚未开展基于转录水平

基因标志物改变的肺损伤监测和诊断[14-15]。本研究

借助已建立成熟的小鼠 RILI模型，为寻找可靠基

因标志物开展临床前实验研究，分别从中、高等两

个辐照剂量入手，首先寻找肺组织辐射相关差异表

达基因，并在此基础上，根据已筛选出的敏感基因

进一步寻找 RILI潜在的基因标志物，并借助蛋白

质组学进行蛋白水平的表达验证。

临床医师根据经典放射生物学 4R原则（Repair，
Reoxygenation，Redistribution ，Repopulation），普

遍采用分次照射对肿瘤病灶进行根治或姑息治

疗 [16-17]。本研究第 2部分实验模拟分割照射的方

式，采用梯度剂量爬坡、分次照射条件下的小鼠全

肺野照射，对潜在 RILI基因标志物进行进一步的
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图 4    MD组和 HD组基因表达 KEGG通路基因集富集分析结果    图中，A: KEGG通路集富集分析结果图，红色点代表上调通路，

绿色点代表下调通路，点的大小代表富集于该信号通路的基因数目。NES>0表示该信号通路上调，NES<0表示该信号通路下调。B~C: p53
信号通路富集分析结果图及相关基因表达热图，深红色至深蓝色代表基因表达水平由高到低。对照组：未接受照射；MD组：10
Gy单次照射；HD组：20 Gy单次照射；NES：标准化富集分数。FDR：错误发现率。

Fig. 4    Gene set  enrichment  analysis  for  KEGG in  high dose  (HD),  medium dose  (MD) groups  and heatmap for  associated  genes  in  certain
pathways
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验证，结果证实该基因标志物组合

与辐射剂量具有显著相关性。上述

结论也为基于该敏感基因组合进行

剂量 -效应建模奠定了生物学基

础。拟合模型结果显示，上调基因

（Phlda3、Fgg、Kng1）平均表达倍

数超过 1倍以上提示有较严重的肺

损伤风险，其对应于约接受 25 Gy
（分 5次照射）或以上剂量水平；当

下调基因组合（Ptprb、Kit）平均表

达差异倍数减少超过 0.75时，提

示有严重肺损伤风险，其相对的辐

射剂量也在 25 Gy（分 5次照射）水平。

近年来的研究报道，X射线在

肿瘤放疗过程中，不仅对肿瘤细胞

的 DNA造成损伤，同时也会造成

炎症激活及促有丝分裂等信号通路

激活[18]。本实验采用基因集富集分

析的方法，进行了 KEGG信号通路

富集和基因本体论生物学功能基因

富集分析，结果显示上调表达的差

异基因往往与凋亡、溶酶体及吞噬

体等信号通路激活相关，可引起急

性免疫应答、白细胞介导的免疫反

应、髓系白细胞增殖及其介导的免

疫应答等一系列生物学过程激活。

而下调表达的基因则富集于细胞代

谢关键酶细胞色素 P450，维生素

A（抗肿瘤）代谢等诸多细胞代谢通

路，这表明在高剂量 X射线照射

后，肺部细胞代谢通路受抑制。此

外，肺部发育、气管发育、上皮细

胞增殖及血管发生等重要的肺部生

物学过程，也受到抑制，上述信号

通路及生物学过程提示了晚期 RILI
的发生发展机制。

综上所述，本研究通过全基因组芯片检测

X射线照射后 24周小鼠肺部基因并进行转录水平

分析，结果发现了可客观反应 RILI严重程度的潜

在基因标志物，其中包括上调基因 Phlda3、
Fgg、Kng1 与下调基因 Ptprb、Kit。这些基因均属

首次报道，为将来开展临床与辐射防护相关应用

奠定前临床基础。此外，差异表达基因的富集分

析提示炎症、凋亡等通路激活，细胞代谢、肺部发

育等通路受到抑制，同时对引起上述信号通路和生

物学过程变化的相关基因进行了表达水平分析，确

认了相关信号通路和生物学过程的决定基因簇。这

些与晚期 RILI相关的差异表达基因、信号通路及

生物学过程改变有关，为进一步深入地研究 RILI
的发生发展机制提供了参考依据和理论基础。
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图 5    HD组基因表达的基因本体论生物学功能基因集富集分析结果    图中，A：固

有免疫反应生活学过程相关基因表达上调；B：肺泡发育生物学过程相关基因表达

下调；C：肺细胞分化生物学过程相关基因表达下调。基因表达热图中，深红色至

深蓝色代表基因表达水平由高到低。GO：基因本体论；对照组：未接受照射；

HD组：20 Gy单次照射；NES：标准化富集分数。FDR：错误发现率。

Fig. 5    Gene  set  enrichment  analysis  for  GeneOntology  terms  in  high  dose  (HD)  group
and heatmap for associated genes in certain biological processes
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