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摘要 �� ����� 细胞是一株经 �� �� 病毒转化的 �� 病人皮肤成纤维细胞
，

对 �射线高度敏感
。

实验用 �� ��含人第 �� 号染色体的人鼠杂种细胞�
、
�� � �不含人第 �� 号染色体的人鼠杂种细胞�

、

����� �鼠细胞 、为供体
，
通过微细胞介导染色体转移 ������向�� ����� 细胞导入人或鼠的完整

染色体
，
经两次 ��� 下射线照射筛选后

，
获得 �� ����� 与 �� �微细胞融 合 的 杂 合 细胞 �����

�一�
，
对 ，射线抗性有显著提高

。

而 �� �或 ����� 的微细胞与 �� ����� 细胞的杂合细咆
，
对 �射

线抗性未增加
。

核型分析表明 ����� �一�细胞中包含了来源于 �� �细胞的人第 �
，
扭 号染色体和数

条鼠染色体
。

通过对照实验
，

排除了人 �� 号和鼠染色体提高 ����� �一�细胞对 �射线抗性的可能性
，

确认人第 � 号染色体与 �� 细胞对电离辐射敏感性相关
，
提示人第 �� 号染色体上可能存在决定细胞对

�射线抗性的相关基因
。

关键词 电离辐射
，
�� 细胞

，
人第 � 号染色体

，
微细胞介导染色体转移

人毛细血管扩张性运动共济失调症 ������ “ ����
����������

，
简称 ���是一种常染色体隐性遗

传疾病 〔 ‘ ’ 。

其临床特征为
�

对电离辐射高度敏感
、

神经功能异常
、

免疫机能部分缺陷
、

染色体畸

变率高
、

易诱发肿瘤
。
已知 �� 患者皮肤的成纤维细胞对电离辐射高度敏感

，
其 ��� 修复基因

缺陷
。

目前对 �� 携带者家族遗传连锁分析已表明
， �����一��区段的缺失与 �� 发病有着直接

的关系口一 �〕 ，
从而提示修复基因可能所在的位置

。

有关研究 已表明 �� ����八 细胞中第 ��
、

��

��
、

�� 和 �� 号染色体异常 汇‘ �。 本文以 �� ����� 细胞为 对象
，
力图以微细胞介导染色体转移

������导入完整人染色体
，

通过观察不同的染色 体
，

尤 其 是人第 � 号 染 色 体对纠正 ���

���� 细胞电离辐射损伤修复基因缺陷的作用
，
来揭示电离辐射损伤修复的机制

，
并定位修复基

因
。

� 材 料 与 方 法

�
�

� 细胞培养

�� ����� 细胞系人毛细血管扩张性运动共济失调症病人皮肤成纤维细胞
，

经 �� �� 病毒转

化
，

属互补组 �� ���� �细胞株系中国仓鼠卵巢细胞
。
上述细胞均为 日本京都大学池永满生教

授赠送
。

��厂��
一

细胞株系 �� 系小鼠细胞
，
胸腺嗜咙激酶����缺陷

，
�复旦大学赵寿元教授提供�

。

�� �细胞株
，
�����

一

细胞 火 人纤维肉瘤 �� ����������次黄嘿吟磷酸核糖转移酶缺陷�细
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胞杂种细胞
，

含人第 �
、
��

、
��

、
��

、
��

、
�石

、
��

、
��和 ��号染色体

。

�� �细胞株
，
��� 细胞 火 人成纤维细胞杂种细胞

，

含人第 �
、

�
、

�
、

� 、
�

、

��
、
��

、

��
、

�� 和 � 染色体
。
�� �和 �� �细胞系由复旦大学遗传学研究所邱信芳教授等建株 〔�，。

以上细胞
，
均用含 ��坏小牛血清�中国医学科学院血液研究所生化试剂厂 �的 ���� 培养基

�������
，
在 ����

�，
��℃条件下贴壁培养

。

�
�

� � 射线照射后的细胞活存率分析

第 ��种植处于指数生长期的被测细胞
，

第 ��移去 培养液
，
用

�℃ 。 犷射线 照 射 细 胞
，
照

射剂量分别为 �
�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�和 �� ���
，

剂量率为 �
�

�� ������
。

照 射 后 细 胞 用 ���

洗一遍
，

加新鲜培养液继续培养
，
�一���活存细胞形成克隆

。
以 ��� 乙醇固定细胞

，
结晶紫

染色
，

计数形成的克隆
。
以细胞活存百分数的对数为纵坐标

，

照射剂量为横坐标
，

绘 制 活 存 曲

线
。

�
�

� 细胞核型分析
〔 “ 〕

第 ��种植处于指数生长期的被分析细胞
。

第 ��加 �
�

��卜����的秋水 仙胺 ��������������

立���作用 ��
，
收集细胞

， ������� 离心 �����
，
弃上清

，
加 �

·

�������� ���
，

低渗作用 ��一��

���
，
然后加固定液�甲醇 �冰醋酸 � ��� ����

，
固定数次

，
制片

，
片子老化 �一��

，

胰酶消化
，

������ 染色
，
显微镜下观察

，
拍照

。

�
�

� 微细胞介导染色体转移 〔�，

�
�

�
�

� 微细胞制 备 第 ��种植 �� �
，
�� �

，
����� 细胞��火 ��

�

�
���

，
培养皿内放两片 �又 �

�

�

�� 投影塑料膜片�无毒�
。

第 ��加入含 �
�

�� 协�加�秋水仙胺的培养液
，

作用 �� �后取出膜片
，

两片膜无细胞的一面相贴
，

放入无菌离心管
，
加满预热 ��

�

� 的细胞松弛素 ���� 协����配在 ��

�� 中�
，
平衡后封住管 口

。

放入离心机时
，
膜面应与转子的切线平行

。
�������� 和 �℃下离心

�� ���
。

小心移去上清液
，
细胞 团 块用 ��℃ 预 热 的 ���无血清 ���� 小心打散

，
分别通过

�
�

�
、
�

。

�协� 聚碳酸醋 �����
����������微孔滤膜���������� �����

，
市��成微细胞悬液

。

�
�

�
�

� 细胞融合 首先向微细胞悬液内加入 ��时 植物血球 凝 集 素 ������������������� ����

�中国医药公司北京分公司���
�

�������
，

然后将微细胞悬液加入 �� ����� 细胞��又 ��
�

�培养

皿中
，
��二�。 后移去培养液

，

加 ���预热的细胞融合液 ��� �。 ��������� 。 ������ ����
，
���

����
，

�� ��无血清 ����
，
处理 �� �，

迅速移去 ���
，

用无血清 ���� 洗 �遍
，
加培养液

，

继续培养
。

�
�

�
�

� 克隆 筛选
，
下射线照后 活存率分析及核型分析 细胞融合后第 ��传代

，
第 ��照射 ���

�射线
， ��后再��载身丁���

。

��一���获取单克隆细胞
，
扩增

。

对细胞作 下射线照射后活存率分析

及核型分析
，
方法同 �

�

�
、
�

�

��

� 结 果 与 讨 论

�
�

� 丫射线照射后 �� �����
、
���

，
�����

一 、
�� �

、
��� 细胞的活存分析

�� ����� 细胞受 �
�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、

和 �
�

��� 的 �射线照射后
，
细胞的活存率分别为

未照射 �� �����细胞的
’

��
�

��
、
��

�

��
、
�

�

�� �
、
�

�

���和 �
�

���
。

�� �细胞是 �����
一

细胞 � 人纤维肉瘤 �� ��������� 细胞杂种细胞
，
受 �

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、

�
� 。 和 �

�

��� 的 �射线照射后
，
�� �细胞的活存率分别为未照射 �� �细胞的 ��

�

��
、

��
�

��
、
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��
�

��
、
��

�

�� 和 ��
�

��� 而相同剂量照射后 �����
一

细胞的活存率分别为 ��
�

��
、

��
�

��
、

��
�

��
、
��

�

��和 ��
�

��
。

在相同剂量照射下
，
�� �细胞的活存率与 �����

一

细胞的活存率无

显著差异
，

见图 �
。

说明 �� �细胞中人的染色体对 �� �细胞的 �射线抗性或敏 感 性 无贡献
。

�� �细胞是 ��� 细胞 � 人成纤维细胞杂种细胞
，
受 �

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�和 �
�

��� 的 �射

线照射后
，
�� �细 胞的活存率 分 别 为 未 照射 �� �细胞的 ��

�

�
、
��

�

��
、
��

�

��
、
��

�

��和

��
�

��� 而相同剂量照射后
，
��� 细胞的活存率分别是 ��

�

��
、
��

�

��
、 ��

�

��
、
��

�

�� 和

��
�

��
。
�� �与 ��� 两种细胞的活存率无显著差异

，

见图 �
。

说明 �� �细胞中人 的染 色体对

该细胞的 ，射线抗性或敏感性无贡献�见表 ��

��二。�﹄卜留﹃
知﹃备﹄拐

��︻�。目卜�目‘︸争一，﹄口切 ���一一一
二
不

�
���

���

�一�‘ �找二二

加�。 ���
众，���石丫

��� ��� �������� ������ �� �� � ��� ��� �
�

��� �������� ������ ���� � ���

�����
一 ���� ����� �一�����������

�� ��� � ���� �� ������
一 ����

���� � ��������� 丫一�������七���

�� � �� ����� �� ����� � ����

��� �
�

���������� �� ��������� �� � ���������

���������

������ �������

����������

������ ���������

���
。
��

������ �������

���������� �����

�� ����� ����� ��� � �����

�� � ���� � ������ �����

�� � ����� � �� ��沁��

����� �一� ��一�� � ��一�� ��一��

�����
一

� � �� ��

�
�

� �� �����
、
�� �

、
�� �细胞核型分析

�� ����� 细胞的染色体核型分析结果 〔毛，见表 �
，
其中第 ��

、
��

、

��
、

�� 和 �� 号染色体异

常
。
�� �细胞含人第 � 号染色体 【 ” ，，

�� �细胞不含人第 �� 号染色体��� �见图 �和表 ��
。

�
�

� 微细胞介导染色体转移提高 �� ����� 细胞对 �射线的抗性

将 �� �
、
�� �和 �����

一

制成微细胞�见图 ��与 �� ����� 细胞融合
，

用 ��� 夕射线两

次筛选
，
获取活存的克隆

。
����� �一�杂种细胞

，

经 ，射 线 照 射 �
� 。 、

�
�

�、 �
�

�
、
�

�

�和 �
�

�

��
，
细胞活存率分别为 ��

�

��
、

��
�

��
、

��
�

��
、 ��

�

��和 ��
�

��
。

活存率比 �� ����� 细胞有

显著提高
，
其对 �射线的抗性介于 �� �细胞和 �� ����� 细胞之间 �见图 ��� 核型 分析表明

����� �
一�杂种细胞染色体数 �����

，
第 �� 号人染色体比 �� ����� 细胞多出 �条

，

原异常的
，

第 �� 号染色体恢复正常
，
而第 ��

、

�� 和 �� 号染色体仍异常
，

并多出数条鼠染色体�见表 �
、

��
。

提示 ����� �
一�细胞包含了来源于 �� �细胞的人第 ��

、

�� 号和数条鼠的染色体
。

抗 �射线能

力的提高可能是由于它们中的某一条或数条染色体的贡献
。
�� �和 �����

一

的 微 细胞
，
与 �丁

����� 细胞融合后并未获得 夕射线抗性提高的杂种细胞
。

表明
�
��� 小鼠细胞的 染色 体不能弥
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卜

戈、
�

认矛
�

晦
仿

、、
办之

、

︸
� �

�

找彝︸今
�

沙

�盔� 确

匀

��� �
�

��������� ���������� ��� �
�

����������� �� � ������������ ��

�� � �� � ���� �
�

�卜������������ ��� ���

������������� ��

��� �
�

���������� �� ���川。 �� �
时

�����刃�������������

�� �� �����
，
����� �

，
�� � ��� �� � �����

������ �������� ����������

���� � � � � � � � � � �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� �� � �

甲

� 寸甲训认

一甲
十训甲一甲

�� �����

����� �
一�

�� �

�� �

�

丫 侧

训 训 甲 喇 丫 侧

�� ����

��� �一 ������������ �了���������

补人细胞的染色体的缺失� �幻�� �细胞中人第 �
、
�

、
�

、
�

、
�

、
��

、
��

、
��

、
��和 � 染色

体上不含 �� ����� 细胞缺失的修复基因
。

通过比较看出
�

��� 小鼠 �����
一

微细胞与 �� ����� 细胞融合后
，

未改变 �� 细胞的辐射敏感性
。

提示鼠

细胞染色体对人细胞的辐射敏感性无贡献
。
同时比较 �� �与 �����

一

细胞
，
�� �与 ��� 细胞

�射线照射后活存率分析
，
亦说明人染色体对鼠钾胞辐射敏感性无贡献

。

��� �� ����� 细胞核型分析提示
，
造成 �� ����� 细胞对 �射线敏感的原因可能是第 �

��
、
��

、
��

、
��号染色体异常所致

。

����� �细胞含人第 �
、
�

、
�

、
�

、
�

、
��

、
��

、
��

、
��和 � 染色体

，
�� ����� 细胞缺少

其中的 ��号染色体
， �� �微细胞与 �� ����� 细胞融合

，
未能改变 �� 细胞的辐射敏感性

，

提

示 �� �细胞中所含人第 ��
�

号染色体对 �� ����� 细胞辐射敏感性无贡献
。

心��夕� �细胞含人第 �， ��， ��， ��、 ��， ��， 工�
、
��和 ��号染色体

，
�� ����� 细胞缺
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�一
�

一�

一
，

�
冲

�
一

〕

��� �
�

��� �������� ������ ���� �����
，

������一� ��� �� � ��������� 下一�����������

�� ��� ����� ����

�▲ ������ �一� ����

�△ ��� � ����

��� �
�

��� �������� ������ �� �� �����

����� �一� ��� ����� �一� ����

����� �一�����������

�� ��� ����� ����

�▲������ �一� ����

�△ ������ �一� ����

少其中的 ��
、
��

、

��
、

�� 和 �� 号染色体
。
融合细胞 ����� �一�与 �� ����� 细月刨亥型分析说

明
，

原在 �� ����� 细胞中有缺陷的第 ��
、
��

、

�� 号染色体
，
在融合 细 胞 ����� �一�中仍保

持原来的异常状态
，

提示这些染色体与 �� 细胞对 �射线的辐射敏感性无关
，

而原在 �� 细胞中

呈现异常的第 �� 和 �� 号染色体
，
在融合细胞 ����� �一 〕 中已被纠正为正常

，

而在上面实验分

析中
，
已排除了 �� 号染色体的可能性

，
从而可以认为

，
第 � 号染色体是决定人细胞对 丫射线辐

射敏感性的原因
。
����� �一�融合细胞中

，
第 � 号染色体正常

，
所以增加了对 丫射线的抗性

。

����� �一�核型分析还表明
，
细胞融合后有新的染色体的进入

，
同时也存 在 染 色体的丢失

问题
。
融合细胞在培养过程中的稳定性

，
仍需进一步观察

。

在以前的实验中〔 ‘ 〕 ，
曾用 ��� 介导

基因转移������方法
，
获得对 �射线抗性提高 的转化 �� 细 胞����� �一��

。
比 较 ����和

���� 方法
，
获得的 �射线抗性细胞活存率和照射剂量的关系�图 ��可以发现

，
在相 同 剂量照

射下
，
����� �

一�细胞的活存率显著高于 ����� �一�细胞
，

说明导入完整染色体墓因的完整性
，

修复基因所处的位置和与各基因间的协同
，
均优于 ��� 片段在染色体上的整合

，

修复基因更易

表达
。

本实验通过 ���� 方法
，

证明人第 � 号染色体上存在 ��� 修复基因
，
此结论

�

与国外文献

报道一致
。

本实验用含多条人染色体的人鼠杂种细胞为供体细胞
，
在排除了其它的人染色体后

，

确认第 � 号的作用
，
比国外的工作难度 〔“ �大

，
更说明问题

。
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