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摘 要!%目的& 分析发生不同程度放射性肺炎!
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'患者的血浆外泌体
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'表达差异谱"并应
用生物信息学分析差异

<0=:>2

的作用(%方法& 收集
:H.I.

患者放疗前血浆"根据放疗完成
后发生放射性肺炎程度分为

=G!;

级组和
=G";

级组"从中筛选出
@

对患者( 分离血浆中的
外泌体"通过二代测序技术对
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进行精准的定量"并进行差异分析( 对差异
<0=:>2

进
行靶基因预测注释"并进行生物信息学分析"分析其生物学功能及信号通路( %结果& 与

=G";

级的患者相比"
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级患者血浆外泌体中
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个
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有显著表达差异 )
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'(通过生物信息学分析发现"差异靶基因功能主要富集于
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M0FF'

*

N>GO

*

<K3=

等
信号通路"涉及
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聚合酶*泛素样蛋白转移酶等多种细胞生化代谢途径"并参与细胞衰老*

细胞周期*细胞连接等多种生物学过程( %结论& 发生不同程度放射性肺炎
:H.I.

患者放疗
前血浆外泌体
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表达谱有明显差异" 可能通过
M0FF'

*

KLJ!"

等信号通路在放射性肺炎
的发生发展中发挥生物学调控作用(
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放射治疗在胸部肿瘤的治疗中起着至关重要的

作用!而放射性肺损伤
&'()*(+*,-!*-)./0) 1.-2 *-3.'4

!

56768

是胸部放射治疗中最常见和最严重的并发症

之一 "

$

#

!其特点是成纤维细胞$肌成纤维细胞$炎症

细胞和胶原蛋白等细胞外基质蛋白积累! 随后形成

瘢痕组织!最终导致致命的呼吸功能不全"

!

#

% 在临床

中!

5676

仍然是限制肿瘤辐射剂量的最重要因素之

一! 它对各种胸部肿瘤的局部控制率和患者的长期

生活质量产生负面影响"

9

#

%

外泌体&

0:,;,<0;

'是直径为
9%=>%% -<

的膜结

合微囊!在细胞质中形成!并从几乎所有活细胞的表

面释放出来"

?@A

#

% 因此!外泌体存在于许多不同的体

液中!如母乳$血清$尿液和唾液"

A

#

% 外泌体由脂质双

分子层组成!内含
<*5BC;

$

<5BC;

和蛋白质% 脂质

双分子层保护其中的遗传物质! 从而保护它们免受

损害 "

D

#

% 此外!先前的证据表明!血浆中的大部分

<*5BC;

沉积在外泌体中"

E

#

% 由于上述外泌体的特点!

血浆外泌体中的
<*5BC;

被认为是一种新型的生物

标志物!可用于各种疾病的诊断和预后评估"

#@F

#

% 然

而!关于
5676

外泌体
<*5BC;

研究相对较少%

本研究收集
!

期不可手术
BGH7H

患者放疗前

血浆!根据放疗完成后放射性肺炎&

'()*(+*,- I-0.<,!

-*(

!

5J

'程度分为
5J!$

级组和
5J"$

级组!从中筛

选出
A

对!确保每对患者的临床基线数据均衡可比!

以进行下一步研究% 利用
61.<*-(

高通量测序技术

检测
<*5BC;

差异表达谱! 对差异
<*5BC;

靶基因

进行生物信息学分析! 分析其涉及的主要生物学功

能及信号通路% 初步探讨差异表达显著的
<*5BC;

在放射性肺炎预测中的价值!以期提前干预
5676

的

发生!改善胸部放疗患者的预后%

$

资料与方法

!"!

临床资料

收集
!%$#

年
$

月至
!%!%

年
9

月在温州医科大

学附属浙江省台州医院放疗科接受同步放化疗的不

可手术的
!

期
BGH7H

患者!均符合以下标准(&

$

'年

龄
"$#

岁!男性!

KHLM

评分
!!

分!预计生存期
"$

年)&

!

'经病理学诊断证实为鳞癌)&

9

'心脏$肝脏$肾

脏等重要脏器功能正常)&

?

'标本采集时患者不处于

炎症状态)&

A

'完成
6N5O

同步紫杉醇联合卡铂周方

案化疗!具体为
JMOP

(

D?Q# M4R9% S

!

JOP

(

A? M4R9% S

!

紫杉醇
?A <2R<

!

)

>

T

卡铂
CUHV! )

>

!每周
>

次!放疗

期间同步完成
?=D

个周期化疗% 患者血浆标本在第

一次放疗前采集%以上所有研究内容均经患者知情同

意% 本研究经浙江省台州医院伦理委员会审查通过%

!"#

放射性肺炎诊断

放疗期间每周随访
>

次! 放疗结束后每隔
9

个

月随访
>

次!随访内容包括血常规$血生化$胸部
HO

以及体格检查%基于临床症状和影像学资料!根据常

见不良反应事件评价标准
&HOHCK

!

AQ%8

对放射性肺

炎进行诊断和分级%

>

级(无症状!仅临床或影像学

改变!无需治疗)

!

级(症状轻微!体力活动受限!需

要药物治疗)

9

级(症状严重!日常活动受限!需要吸

氧)

?

级(危及生命的呼吸道症状!需要紧急治疗)

A

级(导致患者死亡%将入组患者中未发生放射性肺炎

或发生
>

级放射性肺炎的患者分入
5J!>

级组!其

余患者分入
5J">

级组%

!"$

血浆外泌体提取鉴定

收集患者首次放疗前的清晨空腹全血 !

? #

> D%% 2

离心
>% <*-

%离心后血液由上至下分为血浆

层$白细胞层及红细胞层!用移液器吸取至白细胞层

以上
9=? <<

处的上层血浆至冻存管中% 将血浆
? #

> D%% 2

二次离心
>% <*-

用以去除残余细胞中核酸

对游离核酸的干扰!

@#% #

冰箱保存! 用于后续研

究% 取上述血清
> <7

!加入外泌体分离试剂
!A% "7

%

? # >! %%% 2

离心
>A <*-

!静置
! W

!重悬沉淀!即外

泌体% 吸取样品
>% "7

滴于铜网上!

! <*-

后用滤纸

从铜网边缘吸去多余液体%滴加
!% "7

磷钨酸&

9X

!

IYVEQ"

'于铜网!最后滴加超纯水于铜网上!待干后

将铜网放于槽中使用透射电镜观察%

!"%

血浆外泌体总
&'(

的提取及
)*&'(+

高通量

测序

采用
K:,5B0(;4

试剂盒按照试剂说明书提取血

浆外泌体!使用
Z6C;0[

建库法!最大化检测样本中

的
<*5BC;

! 构建稳定的
<*5BC;

特意文库% 通过

UN6

标签法进行建库!可以消除由于反复
JH5

导致

的
\.I1*/(+*,-;

增多! 以实现
<*5BC;

的精准定量%

数据分析流程如下(首先!使用软件
H.+()(I+]0';*,-

!QE

处理测序接头!低质量$

B

较多$小于
>D ^I

的短

'0();

% 其次!使用软件
I0'1A&]0';*,- !D8

处理掉
UN6;

小于
>! ^I

的
'0();

和没有
UN6

的
'0();

!并识别
U!

#!E
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F1*B1)

G+,1 @ @

H %9EE

I1J+,1 % %

>+</','504+, <6K1

LM(+J'(2 4+)40*'J+ @ @

N %9EE

AB1*'4+)40*'J+ % %

O(J1) P',(J1

!

4J

Q

"

$Q$9D"D@9! $C%9C"$%C9C N%9@#@ %9@E%

>FO8

!

4J

Q

"

!CC9E"##9# Q%!9R"$#D9Q N%9D$% %9R%Q

8!%

!

S
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!;9#"Q9# !%"D9! ;9C#C %9;CR

GTU

!

F6

"

;!9!"!9E ;!9;";9R %9%#C %9EQC

GV2

#最后$使用
W'X<01YP1)20'* ;9!9!Z

软件分别比对到

J0=[+21

数据库%

K0=:AW+*\

数据库%

=-+J

数据库$

进行
J0=:A2

定量$比对定量后得到每个
J0=:A

的

]GV 4'(*<2

$将所有样本的
]GV 4'(*<2

进行合并$使

用
.>G

!

4'(*<2 K1) J0,,0'*

"对定量
]GV 4'(*<2

进行

标准化# 使用
1B51=

包计算
.>G

后进行
,'5

!

处理$

并进行表达差异计算#

!"#

靶基因预测注释以及生信分析

使用
J0=O+)[+21

数据库对差异的
J0=:A2

进

行靶基因预测注释$

J0=O+)[+21

是一个经过实验验

证过的
J0=:A

靶基因交互数据库# 使用
=

包对得

到的差异
J0=:A2

靶基因进行
F3#K+</X+6

分析#

F1*1 3*<','56

!

F3

"是基因功能国际标准分类体系$

可分为分子功能%生物过程和细胞组成
Q

个部分$通

过
F3

富集分析有可能找到导致性状变化的重要功

能$并且找到该功能所对应的基因#

^6'<' _*464,'$

K1B0+ '- F1*12 +*B F1*'J12

!

^_FF

"是从基因组角

度理解生物功能的生物信息学资源$通过
^_FF

分

析可以发现差异
J0=:A2

最有可能作用的下游信号

通路#

!"$

统计学处理

采用
L>LL !@9%

软件进行统计学分析# 计量资

料比较采用配对
<

检验# 所有统计结果均为双侧检

验$

>%%9%@

为差异有统计学意义#

!

结 果

%"!

放射性肺炎程度与临床因素的关系

按照
.O.A_ @9%

评价标准对接受同步放化疗

的
!

期
:L.T.

患者进行评估$ 共入组
!%R

例患者$

其中发生放射性肺炎的共
Q%

例# 为排除其

他临床变量对放射性肺炎的影响$ 从两组

中匹配年龄%性别%病理类型%肿瘤体积%

>FO8

体积% 肺
8!%

%

GTU

均无显著性差异

的患者$每组各
@

例#对放射性肺炎等级与患

者的临床特征进行分析$ 显示发生放射性肺

炎等级与患者的年龄%

FO8

体积%

>FO8

体

积%

8!%

%

GTU

均无关!

>!%9%@

"!

O+W,1 ;

"#

%"%

血浆外泌体
&'()*+

测序及差异分析

在
=>!;

组和
=>!;

组的患者血浆外

泌体中$ 表达差异显著的
J0=:A2

共
!!%

个$其中
=>!;

组表达上调的
J0=:A2 ;CE

个$表达

下调的
J0=:A2 @;

个# 使用
.>G

方法标准化后数

据
,'5

!

处理$计算每个样本的
K1+2'*

相关性系数并

可视化$查看分组间的重复性#差异表达倍数
#

倍以

上的
J0=:A2

有
;@

个 $ 其中
;D

个
J0=:A2

上调

YT'5

!

I."Q

$

>%%9%@Z

$

;

个
J0=:A

上调
YT'5

!

I.!HQ

$

>%%9%@ZYI05()1 ;Z

#

%",

差异
&'()*+

靶基因生物信息学分析

对差异
J0=:A2

靶基因进行
F3

功能富集分析

以及
^_FF

富集分析$结果显示$这些靶基因在分

子功能部分主要参与泛素蛋白连接酶结合% 转录因

子活性%钙黏蛋白结合等&在细胞组成部分主要参与

焦点粘连%细胞底物连接%内吞体膜等&在生物过程

部分主要参与内膜系统组成% 细胞周期调控及腺体

发育等生物学调控# 对差异
J0=:A2

靶基因进行

^_FF K+</X+6

分析$差异表达
J0=:A2

靶基因参与

细胞衰老%细胞周期%细胞内吞等调控$并通过
`0K$

K'

%

AF_$=AF_

%

OFI$"

等信号通路参与放射性肺炎

的生物学调控!

I05()1 !

"#

Q

讨 论

放射性肺炎是胸部放射治疗的常见并发症之

一$约
;%SaQ%S

接受胸部放疗的患者会出现放射性

肺炎$其中有症状的占
;@SaD%S

$常见的症状包括

低热%呼吸困难%干咳和低氧血症$严重者将影响患

者的治疗和预后$导致
!S

患者死亡# 现有的放射性

肺 损 伤 生 物 标 志 物 包 括
VT$Q

%

VT$C

%

VT$R

%

O:I$#

%

OFI$"

等可以协助放射性肺损伤的诊断以及判断预

后$但无法提前预测放射性肺损伤的发生'

;%

(
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皮质激素是治疗放射性肺损伤的常规药物! 但糖皮

质激素作为强抗炎和免疫抑制药物! 长期高剂量使

用会导致不良反应发生率高"

&&

#

$因此!确定准确的预

测标志物和有效的治疗靶点! 提前干预放射性肺损

伤的发生!对改善胸部放疗患者预后有重要意义$

'()*+

是一种非编码核苷酸!可在转录后调节

蛋白表达"

&!

#

$

'()*+

可被释放到血浆中!并参与细

胞
,

细胞和组织
,

组织的通讯"

$-

#

!它们构成了在循环

中发现的小核酸的主要部分! 尽管存在高浓度的

)*+

降解酶! 循环中的
'()*+

表达水平在重复测

量中是稳定的"

$.

#

$ 全身辐射后!小鼠血清中
'()*+

的表达发生了特异性变化"

&/

#

$人类!外周血细胞中的
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&'()*

表达已被用于准确区分放射前和放射后状

态!

+,

"

# 此外$正常细胞对电离辐射的反应也显示出

&'()*-

水平的改变!

+.

"

% 因此&循环
&'()*

作为肿瘤

辐射反应和正常组织毒性的生物标志物很有吸引力%

外泌体影响放射性肺损伤的机制尚不清楚&放

射性肺损伤与氧化应激'血管损伤'炎症因子'免疫

调节都有关系& 外泌体所携带的信号分子是参与这

些过程的重要成分#有研究证明&间充质干细胞来源

的细胞外囊泡通过传递
&'()*!!+/!01

减弱放射性

肺损伤 !

+#

"

&小鼠间充质干细胞来源的外泌体
&'(!

/,,2!01

在辐射诱导肺损伤中通过进入
345!$!

细

胞抑制上皮
6

间质转化的程度 !

$7

"

# 较少的研究验证

了
&'()*-

可以通过外泌体转运至肺上皮细胞内&

发挥调控放射性肺损伤的作用#

本研究对接受同步放化疗的
!

期不可切除

)8949

患者是否发生放射性肺炎进行评估&在放疗

前采集患者血浆& 筛选出
:

对放射性肺炎
!$

级

和
"$

级的患者&对血浆外泌体
&'()*-

进行高通量

测序以及定量分析& 结果发现发生放射性肺炎
!$

级组中
$,7

个
&'()*-

显著上调&

:$

个
&'()*-

显

著下调& 其中差异表达倍数
#

倍以上的
&'()*-

有

$:

个# 接着对差异
&'()*-

的靶基因进行生物信息

学分析& 提示相关差异靶基因分别涉及泛素蛋白连

接酶结合'转录因子活性'钙黏蛋白结合'细胞底物

连接'腺体发育等多种分子细胞生物过程&并调控细

胞衰老'细胞周期'细胞内吞等多种生物学过程&通

过
;'11<

'

*=5!(*=5

'

>=?!"

'

3*@A

等多种信号通

路参与放射性肺炎的生物学调控#

通过查阅文献&以上
+:

个显著差异表达的外泌

体
&'()*-

中&

&'(!!""B!:1

在肺部炎症以及肺纤维

化中有相关报道#

CDEF

等 !

!%

"发现&

&'(!!%%

家族在

博来霉素诱导肺纤维化小鼠的肺中显著下调 &而

&'(!!%%

的补充降低了小鼠的肺纤维化( 同时过表

达
&'(!!%%

可以降低肺组织中
>=?!"+

的含量&减

轻
>=?!"+

介导的上皮
6

间质转化&从而减轻肺的纤

维化%

>=?!"+

在调节辐射诱导的正常组织损伤中发

挥关键作用&尤其是放射性肺损伤&它可以促进成纤

维细胞的增殖&诱导胶原蛋白的合成&抑制胶原酶的

表达&招募大量的促炎免疫细胞&导致放射性肺损伤

的发生和加重%

8GHE

等!

!+

"发现&

&'(!!%%B

是一种参

与肺部炎症反应的抗衰老因子&

&'(!!%%B

可以保护

小鼠肺炎模型中的细胞衰老以及炎症反应%

@DE

等!

!!

"

在辐射诱导肺损伤的小鼠模型中应用衰老细胞清除

剂进行治疗& 结果发现衰老细胞清除剂可以有效缓

解辐射诱导的肺损伤(进一步研究发现&衰老细胞清

除剂
*I>!,0

可以选择性杀死衰老的
#

型肺泡上皮

细胞&降低衰老细胞比例% 由此可见&

&'(!!%%

家族

从多种生物学机制出发& 来调节放射性肺损伤的发

生发展%

综上所述& 本研究通过对不同程度放射性肺炎

患者的血浆外泌体
&'()*-

测序分析&筛选出
&'(!

!%%B!:1

在
)8949

患者发生放射性肺炎的预测中有

一定的价值% 提示放疗前检测血浆外泌体
&'()*-

以预测放射性肺炎的发生& 能够指导放疗计划的制

定&对放射性肺炎的发生做出提前干预&对改善患者

的预后有重要意义%同时本研究存在一定的局限性&

如外泌体鉴定中缺乏特异性蛋白标志的检测以及缺

乏径粒分析结果(本研究为单中心小样本研究&后续

将进一步扩大样本量& 深入研究
&'(!!%%B!:1

的下

游靶基因以及相应信号通路& 进一步探索影响放射

性肺炎发生发展的生物学机制& 为放射性肺炎的防

治提供新的思路%
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!肿瘤学杂志"关于论文中基金项目标注的要求

获得基金
h

课题!计划等资助的论文应在论文首页地脚以"基金项目#$作为标识%注

明基金项目名称&标准的书面全称%避免使用不规范的口头缩略语'%并在圆括号内注明

其项目编号&基金项目批准文号'(

基金项目名称应按照国家有关部门规定的正式名称填写% 多项基金应依据基金级

别依次列出%其间以")$隔开* 同一基金涉及多个项目%其间以"%$隔开连排%句末不加标

点* 示例如下#

基金项目#国家自然科学基金
U#;CC<!VV

$

#;A%!%##W

%&十一五'国家高技术研究发展

计划
U!%%A\\%@g;%!W

%浙江省教育科学规划课题(

!%!%F.XV%C

)

凡是标注基金项目的论文% 在投稿时应同时邮寄体现基金项目标准全称及批准文

号的相关通知复印件&全文'%或扫描件其电子文档以附件形式上传至投审稿系统*

#V!


