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分子辐射生物剂量计发展潜势

穆蕊 陈英

【摘要】生物剂量估算无论在辐射事故或职业流行病学调查等方面都是不可缺少的重要手段。

以细胞遗传学方法为代表的生物剂量计经过半个多世纪的发展已经非常成熟，并被广泛应用。为

了更好地应对辐射突发事件，寻找具有快速、简便、适合大范围人群应用的新型分子水平生物剂

量计成为目前研究的热点。为此，着重介绍近年来研究期望价值比较高的分子水平生物指示剂。
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【Abstract】 Biological dose assessment is an important means on mdiation accident and occupational

epidemic investigation．Cytogenetic bio—dosimeter has been vely matuI℃d and widely applied through half

century development．In order to reply to mdiation emergency better，it becomes hot point of research to

search new type molecuIar bio—dosimeteI葛which are provided with quick and simple opemtion as well as fit

in with印plication of great mnge cmwd．The biolo百cal indicators of molecular level which haVe deVelopment

potential of mdiation bio-dosimeter are reviewed．
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辐射生物剂量学是放射医学的一门重要学科，

具体研究具有辐射剂量依赖性的生物学指征及其变

化规律，所发展的技术统称为辐射生物剂量计。辐

射生物剂量计用于定量估算受照射个体所吸收的辐

射剂量，以指导放射病的临床诊断、治疗方案决

策、预后判定以及远后效应的评估，在放射病救治

中发挥着不可替代的作用。

DNA分子是公认的辐射作用靶分子，迄今，

得到应用或正在研究中的多种生物剂量计技术方

法，基本上都是基于DNA辐射损伤的反应规律而

建立的，其中已成熟和被广泛应用的是染色体畸变

定量分析的染色体生物剂量计技术。近年来，随着

辐射生物剂量计的发展，一方面在染色体畸变自动

分析以及荧光原位杂交新技术方面取得的进展，使

染色体生物剂量计技术仍在不断完善之中；另一方

面，随着分子和基因水平的研究技术手段的突破，

发展更灵敏的分子生物剂量计技术已成为放射生物

医学研究中备受关注的领域。目前，众多实验应用
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迅速发展的DNA芯片、实时定量PcR、蛋白质双

向电泳、质谱等高通量筛选技术对辐射引起的基因

表达变化进行研究，希望可以建立与照射时间、照

射强度相对应的基因表达模型，并鉴定一个基因或

是一系列基因作为辐射特异的生物指示剂。根据辐

射剂量效应关系，可粗略地将与辐射有关的各类基

因分为辐射诱导表达上调基因、表达下调基因和低

剂量反应基因三大类，辐射生物剂量计主要关注的

是辐射诱导表达上调基因和低剂量反应基因。

1辐射诱导表达上调的基因

细胞在应对压力时，转录水平的反应是极度

复杂的，众多反应基因的变化依赖于细胞遗传背

景、细胞特异的因子以及交互重叠的信号通路的

激活。对于单个反应基因的重要性很难通过一个

或少数几个细胞系和个体来评价。Marchetti等【1】

总结了30多年来研究辐射引起蛋白表达变化的文

献，根据物种的一致性、剂量和时间依赖性以及在

放射性损伤反应中的功能将所有候选基因分为9

组，并且推荐共济失调毛细血管扩张突变基因

(ataxia．telangiectasia mutated gene， ATM)、 H2A组
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蛋白家族成员x(H2A histone familv member x，

H2Ax)、周期蛋白依赖激酶抑制因子1A(cvclin

dependent kinase inhibitor 1A，cDKNlA)等基因作

为辐射生物标志物的最佳候选者。snvder等‘2]认

为，辐射可以引起一系列复杂的细胞转录变化，

其中的许多变化依赖于遗传背景、剂量、剂量

率、照后时间。综合众多研究显示，涉及细胞周

期检查点和细胞生长的基因在不同的芯片平台和

实验设计中存在相似的变化，其中一贯表达上调

的基因包括生长停滞和DNA损伤诱导基因45

(gmwth arrest and DNA—damage-inducible gene 45，

GADD45)、CDKNlA及H2AX等基因。

1．1 GADD45

1．1．1 GADD45的生物学功能

GADD45家族包含GADD45。、 GADD45b、

GADD45。三个成员。当生理内环境或外界环境向

哺乳细胞施加各种刺激的时候，GADD45家族蛋白

表现为细胞效应子，在调控细胞应激反应中起重要

作用。作为p53下游靶基因，目前已知GADD45。

的生物学功能包括细胞周期阻滞、可能参与细胞凋

亡和抑制肿瘤发生。

GADD45。介导的细胞周期阻滞可以发生在各

种哺乳动物细胞系，包括p53阳性细胞和p53阴性

细胞。显微注射GADD45。表达质粒至人成纤维细

胞，可以使细胞阻滞于G2／M期。GADD45在生长

因子过度表达的细胞中也参与细胞G，期阻滞。

用已知可以引起细胞凋亡的遗传毒性因子刺激

各种类型细胞，均可以使GADD45。的表达上调。

Hildesheim等嘲实验表明，剔除GADD45。的小鼠

角质化细胞显著地降低紫外线诱导的细胞凋亡，并

且诱导细胞凋亡和细胞周期阻滞是通过维持角质细

胞中p38和c。jun基因产物氨基酸末端激酶(c—jun．

amino．te瑚inal kinase，JNK)蛋白激活实现的。已

知，促分裂原活化蛋白激酶激酶激酶4(mitogen—

activated protein kinase kinase kinase 4， MEKK4) 同

时是p38和JNK的激酶。Takekawa等‘卅发现，

GADD45家族蛋白与MEKK4有生理上的相互作

用，这种相互作用可以激活MEKK4，进而激活

下游p38和JNK。但最近也有不同的结论，

Gupta等f5|实验证明，在造血细胞中，GADD45。和

GADD45。可以保护造血细胞免受DNA损伤因子的

刺激(包括紫外线诱导的细胞凋亡)而生存下来；

同时证明，在各种细胞分化因子的急性刺激下，来

源于GADD45。、GADD45。缺失小鼠的骨髓细胞更

容易发生细胞凋亡同。

许多实验表明，缺失GADD45。的小鼠容易发

生DNA损伤诱导的肿瘤。Hildesheim等‘刀发现，

GADD45。可以调节基质金属蛋白酶水平，而基质

金属蛋白酶的活性是促进细胞的迁移和侵入。这为

GADD45。调节肿瘤的发生提供了可能的机制。

Tront等[8】通过建立的小鼠模型进行研究表明，

GADD45。缺失的小鼠加速Ras蛋白引起的乳腺癌

发生。缺失GADD45。，一方面导致细胞凋亡的降

低，另一方面减少Ras引起细胞衰老，并且分别与

D38和JNK激酶活性降低相关联。因此，这是一个

新奇的模型，说明GADD45。的肿瘤抑制功能，并

且GADD45。增加细胞凋亡和Ras引起细胞衰老的

功能是通过诱导激活p38和JNK激酶来实现的。

1．1．2 GADD45的辐射敏感性

GADD45是一个对多种电离辐射敏感的基因，

在高、中、低剂量范围内，GADD45。表达都有上

升趋势。大体上，各种DNA损伤可以诱导许多类

型细胞中的GADD45快速、短暂、并且是剂量依

赖的表达【9】。Amundson等『10】用20 Gy^y射线照射

人髓样肿瘤细胞系ML．1，应用基因芯片技术对照

射后4 h ML一1细胞与对照细胞中的mRNA表达水

乎进行对比杂交分析，结果表明GADD45的

mRNA水平被上调。Gajdusek等⋯1用0～30 Gy 1

射线照射培养的牛和大鼠主动脉上皮细胞，逆转

录一聚合酶链反应和免疫印迹分析的结果分别显示，

GADD45在mRNA和蛋白水平都以时间和剂量依

赖的方式被上调。Grace等【12】在人外周血离体照

射模型中选择GADD45蛋白作为辐射反应靶标蛋

白，结果显示经0～3Gy^y射线照后24和48 h，该

蛋白具有线性的剂量依赖上调趋势。Jen等旧分别

用3 Gy和10 Gy 1射线照射人淋巴母细胞，应用

基因芯片技术对照射后24 h内的5个时问点淋巴

母细胞和对照细胞中的mRNA表达水平进行对比

杂交分析，结果显示，照射3 Gy时有87个基因被

上调，照射10Gv时有660个基因被上调，其中共同

变化的基因包括CDKNlA、GADD45。、损伤特异的

DNA结合蛋白2等p53依赖基因。Ake咖an等㈣

用cDNA微阵列鉴定人淋巴母细胞TK6在Y射线

照射5、10、20 Gv后4 h以及24 h的基因表达变
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化时发现，更多基因表达的差异性表现在照后24

h；在照后4 h，最初涉及的是细胞周期阻滞、细胞

解毒路径、DNA修复以及细胞凋亡的基因表达变

化；在照后24 h，除了细胞凋亡途径基因表达发生

改变，谷胱甘肽信号途径也被很强地激活，谷胱甘

肽信号途径不但参与细胞的解毒作用，还是细胞凋

亡途径的一部分；涉及细胞周期进程和有丝分裂的

基因都被下调，说明照后4 h到24 h DNA损伤反

应途径已经从识别、修复转向到细胞死亡模式。

1．2 CDKNlA

1．2．1 CDKNlA的生物学功能

CDKNlA参与细胞生长的调控以及DNA损伤

后细胞反应，cDKNlA被认为是一种周期素依赖

性蛋白激酶抑制剂。cDKNlA受到p53的严格调

控，在DNA损伤反应中p53诱导CDKNlA表达，

从而可以调节细胞周期。当cDKNlA与cyclin—

CDK2或cyclin—cDK4复合体结合并抑制其活性的

时候，功能上将抑制细胞周期于G。期；当

cDKNlA与增殖细胞核抗原结合时，将阻止DNA

合成，从而使细胞修复。同时，在细胞分化过程

中，cDKNlA的表达可以维持许多细胞系存活，

分化细胞通过其他不依赖p53的方式调控

CDKNlA表达，进而调节细胞周期及DNA复制。

1．2．2 cDKN 1A的辐射敏感性

Amundson等【10】用20 Gy 7射线照射ML一1细

胞，应用基因芯片技术对照射后4 h ML一1细胞和

对照细胞中的mRNA表达水平进行对比杂交分析，

结果表明CDKNlA的mRNA水平被上调。

Amundson等旧实验表明，2 Gy 1射线离体照射外

周血淋巴细胞后24 h，通过基因芯片筛选到48

个显著上调的基因、7个显著下调的基因，被诱

导的基因涉及到白细胞介素1A和1B、白细胞介

素6等细胞因子和生长因子，以及CDKNlA、增

殖细胞核抗原、损伤特异DNA结合蛋白2、着

色性干皮病互补组c(xerode瑚a pigmentosum

complementation group c)等与应激信号转导和

DNA修复相关蛋白的基因。cDKNlA、损伤特异

DNA结合蛋白2、着色性干皮病互补组c 3个基因

在20 cGy～2 Gy 1射线照射后24和48 h的表达上

调与照射剂量之间呈现良好的线性依赖关系。并且

它们在正常人外周血中的表达变化是很小的，这为

辐射生物剂量计的应用提供了可能。Stassen等[1q

检测并证实2 Gy和6 Gyx射线照射人乳腺癌细胞系

MCF_7后48h可诱导CDKNlA的表达。Marko等旧

报道，2 Gy 7射线照射人结肠癌细胞系HCTll6，

在照射后2～6 h CDKNlA转录水平在稳定快速地增

加，然后再以缓慢的速度增加至24 h。

1．3 H2AX

1．3．1 H2AX的生物学功能

核小体是构成真核生物染色质的基本结构单

位，由H1、H2A、H2B、H3和H4等5种组蛋

白和DNA构成，细胞可通过对组蛋白不同氨基

酸位点进行修饰，从而改变染色质的结构，影

响DNA转录特性。目前研究发现，组蛋白H2A家

族中共有7个成员：H2Al、H2A2、H2Ax、H2Az、

macroH2AX l，macroH2AX2和H2ABbD。H2AX在

低等真核生物中的含量较高，在出芽酵母中几乎可

达到100％，而在大多数哺乳动物组织和细胞中

H2AX占总H2A的2％～25％【18]。当辐射和其他因

素使DNA发生双链断裂时，H2Ax快速发生磷酸

化，并在DNA断裂点聚集，磷酸化的H2Ax被命

名为1H2AX。

H2Ax的第139位丝氨酸残基可以被磷脂酰肌

醇．3激酶家族成员磷酸化，不同环境因素诱导形

成的DNA双链断裂可能是通过不同通路激活不同

的磷脂酰肌醇．3激酶家族成员，随后引起H2Ax

的磷酸化和簇集，并募集众多DNA损伤反应蛋白

进行损伤修复【19】。辐射诱导的H2Ax磷酸化是由

ATM和DNA依赖蛋白激酶完成的，同时缺失

ATM和DNA依赖蛋白激酶，H2Ax磷酸化则完全

消失例。当酵母和小鼠细胞表达不能被磷酸化的

H2Ax时，细胞对各种DNA损伤介质更加敏感，

这表明了H2Ax这种组蛋白变体在损伤应答过程

中是很重要的【211。Celeste等旧实验证明，虽然

H2Ax不是辐射诱导的细胞周期检查点所必需的，

但是缺失H2Ax的小鼠对辐射敏感，这与染色体

的不稳定性、修复缺陷以及不能招募修复因子至

DNA断裂点相关。因此，H2Ax是DNA修复复合

体形成的关键因素。并且有实验证明，在1H2Ax

位点存在多种DNA修复蛋白嘲。所以，H2Ax被

认为有助于一系列损伤反应蛋白的招募。

1．3．2 H2Ax的辐射敏感性

Rogakou等[冽研究发现，受到1射线照射的

细胞内H2AX迅速磷酸化，1 min时H2Ax已活化

一半，10 min时达到最大值，H2AX磷酸化位点位

于c末端第139位进化十分保守的丝氨酸残基上。
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H2Ax磷酸化发生在DNA修复、细胞周期检查点、

基因重组、肿瘤抑制等事件中，并且每1 Gy叫射

线可以引起大约1％H2Ax磷酸化成为1H2AX。当

辐射和其他因素使DNA发生双链断裂时，针对磷

酸化的H2Ax特异性抗体显示，1H2Ax分子在细

胞间期核中呈不连续的点状分布，在中期染色体呈

带状，且所含免疫结合位点的数量与DNA双链断

裂点的数量接近；随着DNA双链断裂被逐渐修复，

^yH2AX发生去磷酸化(半衰期约为2 h)，与DNA

双链断裂的修复动力学相似㈣。基于1H2AX特异

性抗体的免疫荧光方法可以更加方便地观察到

H2Ax磷酸化情况，因此根据观察的荧光数量来估

算生物受照剂量是业内人士期待的方法。已有文献报

道，剂量在O．25～2Gy之间，观察到的1H2Ax形成

的荧光数量与受照剂量间的依赖关系基本一致例。

2低剂量反应基因

最初，生物剂量计的研究和应用是针对于急

性、往往也相对高剂量的辐射照射，例如原子弹爆

炸或核与辐射事故等。随着人们逐渐认识到低剂量

辐射的普遍存在，目前对低剂量、慢性照射的研究

越来越受到重视。尽管染色体生物剂量计是最经典

的方法，但在低剂量范围要分析相当大量的细胞才

能给出估算结果，这对低剂量人群来说是不适用

的。也有的研究是采用体外照射得到的高剂量效应

曲线外推到低剂量照射，这样得到的结果是不令人

满意的。Ding等【韧研究结果表明，低剂量与高剂

量反应基因无论是在质上还是在量上都存在着明显

差异。低剂量反应基因涉及细胞与细胞之间的信号

转导、发育、DNA损伤修复；而高剂量反应基因

涉及细胞凋亡和细胞增殖。因此，研究低剂量、慢

性照射的生物指示剂具有重要意义。目前报道的低

剂量反应基因有间隙连接蛋白43(connexin43)、钙

黏着蛋白6、着色性干皮病互补组c等基因。以下

重点介绍connexin43。

2．1 Connexin43的生物学功能

相邻细胞之间通过细胞间缝隙连接进行着信

息、能量和物质的交换，对细胞的新陈代谢、内环

境稳定、增殖和分化等生理过程起着重要的调控作

用。目前在哺乳动物中发现的间隙连接蛋白至少有

20种，其中connexin43作为间隙连接通道的主要

成分，参与机体的正常发育；并且connexin43基

因被认为是一种非突变型抑癌基因，调控细胞增殖

与分化，connexin43基因表达异常与肿瘤的发生、

发展密切相关。

2．2 Connexin43的辐射敏感性

辐射旁效应和适应性反应决定了低剂量辐射的

生物学反应，并且可能影响剂量一效应关系的形式。

辐射旁效应，即在射线照射靶细胞的同时，在未直

接受照的周围细胞中也能产生辐射损伤。2001年

Azzam等f2踟报道，未经低剂量d粒子照射的细胞

参与了所有的辐射反应，并且证明connexin43间

隙连接参与了细胞对辐射的反应以及在辐射诱导的

旁效应中所起的作用。shao等[剀认为，间隙连接

和自由基都是辐射诱导旁效应产生的因素，但是间

隙连接可能起到更重要的作用，能够调节辐射诱导

的信号因子的释放。Azzam等‘删实验表明，正常

人二倍体成纤维细胞经过o、3、6、12、24 cGy不

同低剂量仅粒子照射后6 h，connexin43的mRNA

水平显著增高；同样是该细胞系，经过o、1、3、

10 cGv不同低剂量o【粒子照射后3 h，connexin43

蛋白水平亦明显增高。这表明connexin43基因对

低剂量辐射是敏感的。Glover等[31】报道，^y射线以

时间、剂量依赖的方式诱导connexin43启动子的

活性增强，并且在O．5 Gy 1射线照射后6 h达到最

高值，而在5 Gy 1射线照射时仅有少量增高；同

时，connexin 43启动子活性的增强与connexin43

mRNA和connexin43蛋白水平增加是相吻合的。

可见，connexin43基因对低剂量辐射的敏感性。

综上所述，分子辐射生物剂量计具有灵敏、快

速、可批量检测等细胞遗传学方法不可替代的优越

性，尤其对慢性低剂量职业照射人群的剂量估算具

有潜在的优势。但是，由于基因表达水平的复杂

性，作为辐射生物剂量计，其剂量依赖性、检测时

效性以及稳定性和重复性等是必须解决的关键问

题，也是目前该领域着力研究的热点。虽然辐射损

伤的生物剂量估算在技术层面上还存在需要解决的

问题，但是进入21世纪后，利用灵敏的分子生物

学技术，围绕DNA辐射靶分子，开展新的分子水

平辐射生物剂量计的研究，可望突破辐射生物剂量

估算的技术瓶颈，可以部分实现灵敏、快速、规模

化检测的目的。
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