
第�� 卷 第 �期
����年 �月

辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报
�

�

������ ���
�

�������������
�

���
�

��
，
��

�

�

�����脚 ����

精 眯 含 量 对 浓 缩 铀 诱 发 ���� 细 胞 凋 亡 的 影 响

古桂雄
‘
朱寿彭 � 王六一 “ 杨淑琴 � 朱玲俐

， �苏州大学附属儿童医院 苏州 �巧����

� �苏州人学放射医学研究所 苏州 ��������

摘要 研究 ����细胞内精眯含量在浓缩铀诱导细胞凋亡中的作用
。

在 ���� 细胞中加入浓缩铀 ���������作

液
，

计算 ���� 细胞的内照射吸收剂量
，

运用丹磺酞氯薄层分析技术测定细胞内游离精眯含量
。

结果表明
，

随着浓

缩���内照射时间的延 长
，

细胞增狱活性迅速下降
，
��� 链断裂明显增多

，

放射性核索迅速渗入细胞核中
，
�����

染色可见凋亡细胞
，

同时细胞内游离精眯随内照射时程的延长����显著减少
。

表明浓缩铀可致 ����细胞的凋亡
，

细

胞内游离精眯的含量可能
，�自��胞活性有一定作用

。

关键词 精眯
，
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中图分类号 ����

辐射诱发的细胞凋 亡过程
，

涉及基因的活化
、

转

录
、

蛋自质修饰
、

酶的激活及离子浓度改变等
。

大剂

量照射引起的细胞坏死是一个被动过程
，

而引发细胞

凋亡的剂量远远低于细胞快速死亡所需的剂量 〔’�。 但

是多胺在辐射诱发细胞凋亡的过程中
，

诱发组织细胞

的损伤作用的机理报道甚少
。

随着核科学技术的迅速

发展
，

放射性核素的应用越来越�
’

泛
，

各种辐射在
�

卜

业
、

医疗等方面的应用不断深入���
。

因此
，

放射性核

素所产生的危害
，

日益引起人们的关注
。

本研究探讨

了浓缩铀诱发 ���� 细胞凋亡与细胞内精眯含量的关

系及影响因素
。

�� 细胞照射

���� 细胞用 全培养液调 至 细胞浓度 为 ��

������
，

在无菌 ��孔培养板每孔内加 ��� 协�细胞悬

液
。

置于 ���仇培养箱内��℃培养 ���
。

然后每孔中

加入�� � �用 ���� ����全培养液稀释的浓缩铀 �

作液 �������������
，

浓缩铀的终浓度为 ��
�

�������
� �� 对照组每孔加入 �� � � ����下�� 全培养液

。

将 ��孔培养板置�� �����培养箱内培养
，

经不同时

间��
、

�
、
��

、
��

、

����分别收集培养标本进行细胞实

验
。

材料和方法

�
�

� 材料

�
�

�
�

� 细胞株 ���� 细胞株�来源于肾上腺嗜铬细

胞瘤�
，

由我院细胞免疫中心室 长期冻存及传代培养
。

����细胞株在 ����用�� 全培养液中培养
。

实验取

对数生 长期细胞
，

用吸管吹打细胞脱落后
，

用 �����

液洗涤两次
，

再用全培养液调至实验所需细胞浓度各

用
。

��� 细胞增殖抑制实验

采用 ��� 比色法
，

抑制率���二��对照组 �� 值
�

实验织
�

�� 值��对照组�� 值�� ���
。

�� 试剂

�
�

�
�

� 浓缩铀原液 浓缩铀
���� 丰度为 ��乡�

、

浓

度 为 �������
，

由核 �
�

业 总 公 司某 厂 提供
�

�竹�����
�，

����� ’�
一

��� �中国科学院上海原子

核研究所生产
，

批号 �����
�
标准精眯

�
����� 公司

出品
。

��� 细胞形态学观察�荧光染色法�〔��

收获的细胞调制成 �� ������ 的细胞悬液
，

用

��
娜���� ������作荧光染色���

，

在荧光显微镜下观

察细胞形态变化
。

每个剂量织观察 ��� 个细胞�上
、 一

卜
、

左
、

中
、

右视野各�� 个�
，

分别计数正常细胞数�核染

色质结构正常
，

着均匀的绿色�
，

凋亡细胞数�核染桔

黄色旱致密斑块或碎片状�
，

坏死细胞数�核膜完整
，

染色质染均匀的红色�
，

并计算各组百分率
。

�� 细胞 ��� 链断裂程度检测

用 ��� 法���检测凋亡细胞的 ���链断裂程度
，

国家自然科学纂金 ���������� 资助
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计算公式为
�

��� 链断裂程度������对照组计数率�每分钟卜实

验组计数教每分钟邓寸照组计数教每分钟��� ���
。

�� 统计分析

以上各种测定结果形式建立数据库
，

用����统计
软件包在���护�微机分别进行方差齐性检验及 �检验

。

�� 放射性核素细胞内定位观察 【“

收集核素作用不同时间的实验细胞
，

离心洗涤去

除游离的核素后
，

取 �� “ �细胞悬液置于载玻片一侧

边缘上
，

随即将细胞悬液制成均匀的薄层涂片
。

在室

温干燥后
，

用无水甲醇固定
。

按本室的先前方法进行

放射白显影
。

�� 细胞内精眯含量的测定

用 ���� ����全培养液将 ���� 细胞调至细胞

浓度为 �� ��“ ���
，

在 ��孔培养板每孔中加 �����细

胞悬液
。

将 �� 孔培养板置于�����培养箱内��℃培

养 ���
。

每孔中加入 �
�

���用 ���� ����全培养液

稀释的浓缩铀工作液����������� ���
，

使实验孔的

浓缩铀的终浓度为 ��
�

���八��
� ��对照组每孔加入

��������� ����全培养液
。

将 �� 孔培养板置于 �

����培养箱内培养
，

经不同时间��
，
�

，
����分别收

集培养细胞弃去培养液
，

用 ������洗涤 �次
，

去除

游离核素及培养液
。

对照组和实验组细胞加入 �����

二蒸水
，

置入
一

��℃冰箱低温冻融破细胞膜
。

在上述细

胞液样品中加入等体积的 ���磺柳酸混匀
，

静置 ��

后
，
�������离心 ��而

�，

吸取上清液即为无蛋白滤液
。

按丹磺酞氯薄层分析技术���测定细胞内游离精眯含

量
。

精胖含量�，�几���样品 ���
一

精眯荧光强度 �标

准 ���
一

精眯荧光强度��标准精眯浓度��������样

品实用体积�����
。

� 结果

��� 浓缩铀对 �引�细胞增殖的抑制作用�见表 ��

结果表明浓缩铀作用 ���� 细胞 �� 后细胞存活率

有明显下降
。

细胞增殖抑制率随时间的延长而加人
，

并有显著的剂量效应关系
。
���。������� ����������

�����为 ��������
。

以核素作用后的细胞累积吸收剂

量为 �
，

细胞抑制率为 �
，

其回归方程为

����
�

�����
�

���� �片�
�

���
，
夕��

�

���

��� 核素在 ����细胞中的放射自显影定位观察

运用微观放射 自显影技术观察了浓缩铀在细胞内

的行径定位动态
，

图 �显示浓缩铀在 �� 内可迅速通过

����细胞膜进入细胞核内
。
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古桂雄等

�
精眯含量对浓缩���诱发 ����细胞凋亡的影响

��� 浓缩铀诱发 ����细胞的 。�� 链断裂量的变化 ��� 浓缩铀对 �引�细胞内精眯含量的影响�见表��

�见表 �� 应用丹磺酞氯标记精眯
，

薄层分析测定 ���� 细

��� 法研究表明
，

浓缩铀诱发 ���� 细胞 ��� 胞内的精眯含量
，

结果表明浓缩铀作用 ���� 细胞 ��

链断裂
，

核素作用 �� 后
，
��� 链断裂量明显增多

，

后
，

精眯含量己有显著减少
，

随着时间延 长
，

细胞内

随着时间延 长细胞累积吸收剂晕增多
，
��� 链断裂量 精胖与细胞的浓缩铀累积吸收剂量 旱显著负相关

进
一步增多

，

并有显著的剂童效应关系�片�����
，
�� �二

一

���� �
，
�������

。
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� 讨论

多胺是生物体内厂
‘

泛存在的一类多价阳离子脂肪

胺
，

对核酸
、

蛋自质合成及细胞增殖有着重要作用
。

从细胞 �，期到 � 期间
，

细胞内腐胺
、

精眯
、

精胺等

多胺逐渐升高
，

并 目在细胞增殖迅速时
，

无论是生理

或病理状况
，

多胺含量匀升高
。

多胺与细胞生 长和细

胞周期有密切关系
。

多胺缺乏时
，

细胞出现 ��
期抑制

，

在形态学方面可观察到 ��� 断裂和细胞凋亡的发生���
。

在生理条件 卜
，

多胺带 �一�个正电荷
，

可以与多价阴

离子生物人分子 ���
、

��� 和磷酸脂等相互作用
。

多胺的阳离子特性与 ����不同
，

更容易与多价阴离子

结合
。

体外实验表明
，

多胺与 ���
、

��� 的磷酸基

团结合后
，

可以稳定它们的空间结构
。

细胞凋亡是受基因调控的土动过程
，

是细胞接受

某种信号或受到某些因素刺激后一种土动的由相关基

因相互作用的细胞消亡
。

许多信号转导与多胺生物合

成途径有关
，

即与细胞内多胺含量有关
。

多胺与 ���

的直接结合
，

以及与 ���
一

蛋白质相互作用的能力
，

在细胞增殖中有重要的作用���
。

本研究采用 ��� 法表

明浓缩铀能抑制 ���� 细胞的活性
，

作用 �� 即可出现

抑制效应
，

随着时间延 长
，

其作用明显增强
。

细胞存

活率与细胞累积吸收剂量旱现明显的剂量效应线性关

系
。

放射性核素所致的生物学损伤效应
，

不仅取决于

组织吸收能量的多少
，

还取决于辐射的 ��� 及剂量

率
。

以� 辐射的 ���值最大
，

本实验 ���� 细胞 ����

为 ��������
，

同时放射白显影示踪表明浓缩铀照射
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�� 即己进入 ���� 细胞内
，

均匀分布在细胞核中
。

研

究表明浓缩铀照射诱发 ���� 细胞损伤更敏感
，

与

���� 细胞的突起伸张
、

体表面积增大等特性有关
。

电离辐射可通过间接作用
，

在细胞内产生
，

生成

白由基
，

而白由基是造成 ��� 损伤的主要因素
，

在多

胺代谢中
，

过氧化物离子的产生可介导细胞死亡���
。

本实验结果表明
，

电离辐射对生物组织的损伤作用主

要是 ��� 的直接损伤
，

电离辐射可活化细胞的凋亡

机制
，

使无法修复的细胞经凋亡途径而死亡
。

多胺具有多价阳离子特性
，

具有多效生物学功能
，

细胞内的多胺含量的下降在凋亡中有着重要作用���
。

用流式细胞仪测定表明
，

单次剂量辐照 ����
，

若多胺

耗竭后
，

其凋亡率可明显增加 ����
’�� 。

紫外线照射后
，

缺乏多胺的细胞可明显激活激酶的活力诱导凋亡�川
。

多胺缺乏会诱导核因子
一

��的激活
，

从而促进凋亡�
’�】。

本研究表明
� ���� 细胞随着细胞累积吸收剂量增加

，

其凋亡和死亡细胞增加
，

而细胞胞游离精眯减少
，

可

能会诱发细胞凋亡
。
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