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摘要 用倒转脉冲场凝胶电泳 ������研究了 �
�

���
���

� ‘���� 诱导的肝癌细胞 ���

双链断裂 �����及其修复效应
。

结果表明
�

���的诱导与辐照剂量呈正相关
，

其产额为 �
�

�����
。
�

���������
，
与 ���� � 射线相比相对生物学效应为 �

�

��
。

��� 片段重接一半所需要的时问

�艺
����与剂量有关

，

剂量越大
， ‘ ���越长

。

重接的方式主要表现为小片段连接为较大的片段
。

关键词 �����
，
��� 双链断裂

，

脉冲场凝胶电泳
，

人肝癌细胞

中图分类号 ����

��� 双链断裂 �����被认为是电离辐射诱导的生物学效应中最重要的原发事件 �‘ 〕 。

未

修复的 ��� 是一种潜在致死损伤
，

必将导致细胞的增殖死亡 ���
。

对辐射生物学来说
，

为了给

临床应用提供可靠的辐照剂量
，

研究 ��� 的诱导和修复十分重要 ���
。

研究 ��� 的方法主要

有
�

粘弹性测量法
、

速度沉降法
、

中性滤膜洗脱法
、

彗星分析
、

荧光解链等
。

由于脉冲场凝胶

电泳 ������的分离范围高达 �� �沪�
� ，

并有望达到近染色体大小 �习
，

而受到广泛重视
。

本工作以 ���� 一 ���� 肝癌细胞为材料
，

用倒转脉冲场凝胶电泳 ������定量研究了

氧离子诱导的 ��� 及其修复效应
。

� 材 料 和 方 法

�
·

�细胞培养

����
一

����肝癌细胞用含 ��� 小牛血清的 ����
一

����培养基 ����
��
产品�于 �� ��

、

�����
条件下培养

。

每 �天换一次培养基
，

每 �天传代一次
，

并于辐照前两天接种到 沪����

的培养皿中
，

接种密度约为 ����“�
��“ 。

辐照前吸出培养基后
，

用 �
一

�����
’�
液清洗 �次

，

然

后用 �����

膜代替培养皿盖封 口
。

用于观察修复效应的样品在辐照后
，

加人 ���培养基
，

于

�� ℃ 、
�����

条件下继续培养不同时间后分别取样
。

� “
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”
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�
�

� 辐照

兰州重离子研究装置 �������引出的
‘���� 初始能量为 �

�

���
���

� ，

经过镍窗
、

电离室
、

����� 膜后
，

辐照到细胞上的实际能量为 �
�

���
���

� 。

样品预辐照在室温下进行
，

每实验点

五皿细胞作为重复
。 “ 。 �� � 射线的处理在兰州医学院第一附属医院放疗科进行

，

剂量率为

�
�

�������
� 。

�
�

� 样品制备与电泳

样品制备与电泳按照文献 ��� 的报道
，

于 ���
、
�� ℃左右

，

用 ���� 仪电泳 ���
。

正反

方向交替时间为
�
���

。

�
�

� 数据处理

某分子量区间 ��� 含量的校正 【�“ 。

几��� 一 几
�

以州 一

分黑份黔
�
几

·

��，��� 。

式

中
，

人
�，
��

，。 ，
为该区间辐照样品的 ��� 含量 � ��

。 。 ，、
，。 。 ，
为该区间对照样品的 ��� 含量

�

��
。 。 ，� 。 �

，，。 。 ‘，
为样品孔中对照的 ��� 含量

� 九
二 � 。 己

，，。 。 ，‘
为样品孔中辐照样品的 ��� 含量

。

��� 断裂水平 �劝 由式 � � 梦 得到 ���
。

式中
，

�� 为 ��� 片段释放百分比
，
� 为

��� 片段的平均分子量
。

辐照样品 � 由式 � 二 几
���� 一 ��

。 。 、 ‘
进行校正

。

式中
，
众

����
为辐照样品的断裂水平

�

��
。 。 。 � 。 �

为对照样品的断裂水平
。

� 结 果 和 分 析

�
�

� 剂量效应

图 �为 ��
�

������赵� 的
�“ ��� 辐照 ����

一

���� 细胞的剂量响应
，

从图 �� 可见
，
�几 随剂

量的增加而上升
，

这与文献 ���报道一致
。
尸� 直观地反应 ���断裂的情况

，

根据文献 ���可知
，

随着剂量进一步增加
，
��最终将达到准闭值

。

本实验中没有出现这一现象
，

可能与剂量有关
。

由

��� 断裂水平与剂量之间的线性关系得出 ��� 产额为 �
�

�������������’ ���见图 ���
。

另

外以
“ ��� �射线为参照

，

在相同条件下得到 年射线诱导的 ��� 产额为 �
�

������������沙��
，

因此
，
�

�

������
� ����� 诱导 ���的相对生物学效应 �����为 �

�

��
。

文献 【��报道 ，

仅 ��，���

认为当重离子的 ��� 在 �������户� 时
，
��� 为 ��对不同 ��� 的重离子

，

大多数研究者得

到的 ��� 都在 �左右
。

�
�

�修复效应

从图 �� 可见
，

修复 ����� 以内
，
��� 发生了较明显的重接

，

而且
，
�� 与培养时间之

间存在指数关系
。
��� 片段重接一半所需时间 �

����随辐照剂量的不同而不同
， ‘ �������

为 ��
·

����
，
艺���

，����，
为 ��

·

����
。
��� 断裂水平与培养时间之间为线性关系 �见图 ���

， ，���

也与辐照剂量有关
，

艺���
，���� 为 ��

�

����
，
老���

，
����，

为 ��
�

����
。

但是
，

培养时间超过 �����

后
，

�� 值突然回升
，

然后呈现极其缓慢的下降趋势 � 断裂水平也有所回升
，

其原因不明
。

�������
����� 在研究 � 射线辐照 ���

一

�细胞诱导的 ��� 及其修复效应时
，

以较丰富的数据

点证实 ��� 的重接包含快慢两相
，

其快相与本实验的报道一致
，

发生在 ����� 以内
，

其 ‘工��

为 �����
。

可见
，

氧离子诱导的 ��� 的重接比 � 射线要慢得多
。

其慢相的数据点存在较大的

波动
，

因而可以推断
，

本实验中重接 ����� 后 ��� 片段含量的回升应属于修复的慢相
，

只是

由于数据点较少
，

无以确定慢相的 艺���
，

但可以肯定的是
，

氧离子诱导的 ��� 的修复很不彻
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底
，

这与文献 〔��报道的一致
。
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������ �汤
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���
·

� ������一�������� ������
一

���� ����� ���������� ���� �
�

���
���

� ’ “ ���

口 ����
， � �����

表 �是 ����� �“ ��� 诱导的 ��� 片段经过不同修复时间后的分布情况
。

从表 �可以看

出
，

在 ��而
� 以内

，
�个分子量区域内片段的含量与修复时间有一定的相关性

。

随着修复时
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间的延长
，
���

一

������ 的片段含量很快下降
，

直到无法检测
� ���

一

�������的片断含量先下

降
，

随后基本保持不变
� 而 ����

一

������� 的片段含量显著增加
。

这种现象说明
，
��� 片段

的重接主要是小片段连接成大的片段
。

���
·

� ������������ ����� �����
���� ������� ���� ����� �� ‘ “ ��� ���
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�

���������
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� 讨 论

用速度沉降法
、

中性滤膜洗脱法研究 ��� 修复效应
，

两者得到的结果存在很大分歧
，

前

者认为
，

存活曲线的肩区为酶促修复等细胞依赖性过程
，

细胞仅有慢修复机制
�
后者则认为

，

肩区为放射化学过程
，

细胞有快慢两种修复机制 �’� 。

������ 。
等 ��� 用脉冲场凝胶电泳研究

了 ��� 的修复
，

得到了与中性滤膜洗脱法较一致的结果
，

即细胞有快慢两种修复机制
，

而且

对于 �射线辐照单层贴壁细胞诱导的 ��� 来说
，

即使剂量不同
，

其快修复和慢修复的 ‘ ���都

近似为常数
，

分别为十几分钟和四十几分钟
。

氧离子诱导的 ���
，

其快修复 ‘���与剂量有关
�

剂量越大
，

其值越高
。

这与 ������
�
的报道一致 ����

。

���� � 射线诱导的 ��� 在 �� 以内仅

剩 �����
，

而氧离子诱导的 ��� 修复 �� 后残余的 ��� 片段的含量仍高于 ���
。

随着原子系

数和 ��� 的升高
，
��� 重接变慢

，

残余 ��� 片段增加 � 铅
、

铀诱导的 ��� 几乎不发生重

接
，

���� ���
����拼� 时没有修复效应 ���

。

尽管对于重离子诱导的 ��� 产额来说
，
���

只有 �左右
�
但对于残余的 ��� 来说

，
��� 与重离子生物效应的 ��� 很接近 ���

。

重离子

诱导的不可修复的 ��� 可能是重离子具有较高的生物学效应的主要原因
。

致谢 感谢 �����运行组的工作人员在样品辐照过程中给予的大力支持
，

感谢兰州大学生物系李海燕老师

在凝胶扫描时给予的帮助和指导
。
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