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用微孔滤膜法检测丫射线引起的哺乳

动物细胞���双链断裂及其重接
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摘要 本文改进了 ������� 和 ���� 测定 ��� 双链断裂的微孔滤膜法
，

并用于检测 丫射线引起的中
国仓鼠卵巢细胞和小鼠骨髓细胞 ��� 的双链断裂

，
得到较好的剂量曲线

，

证明此法重复性好
，

灵敏度

远较中性蔗糖密度梯度离心法高
。

同时也证明在上述细胞中辐射所致的 ��� 双链断裂是能够重接的
。

为 ��� 双链断裂能够重接的论点提供了又一个实验证据
。

关键词 ��� 损伤
， ���修复

� ��� 双链断裂
，

膜过滤法
。

引
、 一 �

广盆

��� 分子的双链断裂被认为是引起细胞死亡的主要原因之一
，
它的断裂程度的测定和 断 裂

能否重接修复的问题引起了从事放射生物学研究者的重视
。

研究 ���双链断裂的经典方法是中性

蔗糖密度梯度离心法
。
����年������� 和 ���� 等发展了检测 ��� 双链断裂的膜过滤法

，

并用此

法观察了小鼠 �����细胞经 �线照射后
，
��� 双链断裂与照射剂量的关系�‘ �

。
����年���������

用此法研究了中国仓鼠����� 细胞 ��� 双链断裂重接的动力学 〔“ �， 国内尚未见到 这 方 面 的 报

道
。

我们在用膜过滤膜法检测 �线引起的 ��� 单链断裂及其修复的基础上 �“�应用国产 微 孔 滤

膜
，
根据实际条件对 ������� 和 ���� 的方法做了改进

，

缩短了操作时间
，
提高了实验的重 复 性

，

并应用于体外培养的哺乳动物细胞和动物活体细胞
，
对 �线引起的中国仓 鼠 卵 巢 细 胞���� 细

胞�和小鼠骨髓细胞的 ��� 双链断裂及其重接进行了初步探讨
。

实 验
，

方 法

�
�

细胞 ��� 的标记

��� ���细胞在含 ��
一

�小牛血清的 ����� 氏培养液中单层贴壁培养
，
照前 �� 小时将处于指

数生长期细胞用 �
�

�协�����的
“�一����比放射性 ��������进行放射性同位素标记

。

照射前将已

标记的长满瓶壁的细胞用含 �
�

���胰蛋白酶的 ����，�液于 ��℃ 消 化 ������
，
然后用培养液

使细胞悬浮成均匀的悬液
，
每个样品约含 �� ���个细胞

，
在冰浴中放置半小时后照射

。

��� 骨髓细胞用 ����� 氏培养液从小鼠股骨中冲出
，
制成悬液后用尼龙绢过滤

，
调 节 浓 度

使每毫升悬 液 约 含 ��
·

���个有核细胞
，
加入

“�一����比放射性 ��������使成 �
�

�林�����
，
于

�� ℃振荡保温 �小时
，
每个样品用 �� � ��

“
个细胞于冰浴中放置 ����� 后照射

。
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�
�

照射

在 �����用
“ ��� �线照射

，
照射 ��� 细胞的剂量率约为 ����

�

��一����
�

�������
，
照射

骨髓细胞的剂量率约为 ����
�

�������
�

�� �����
，
照射距离约为 �� ��

，
�

照后细胞在 。一�℃ 保

存待测
。

�
�

���双链断裂的检测

��� 实验装置 由洗脱漏斗
、

微孔滤膜
、

蠕动泵和收集器组成
。

洗脱漏斗与 ����� 漏斗相似分

为带有筛板�托住滤膜�的漏斗和盛洗脱液的圆筒两部份
，
漏斗筛板的直径和圆筒内径皆为 ����

，

用一个有螺旋丝扣的套环将这两部分紧紧连接
。

漏斗和圆筒由不透光的聚氯乙烯制成
，
为了防止

液休渗漏
，
在漏斗与圆筒连接处加一个聚四氟乙烯垫圈

，
滤膜平整的压在垫圈与筛板之间

，
漏斗

下端引出的硅橡胶管经过蠕动泵与收集器相连
。

���溶胞 将细胞转移至直径 ���� 孔径 �卜� 的醋酸纤维素微孔滤膜�上海 医药工业研究院

生产�上
，
用磷酸盐生理盐水缓冲液�������水中含 ������， ����

�

��
，
�����‘ �

�

��
，
������‘ ·

����� �
�

��
、
�� 为�

�

��冲洗 �次
，
每次 ���

，
然后于室温加入 ����溶胞液��� ����

，
�

�

��� ����

二钠盐
， �������� � 一 ���

，
用 �� ���� 调 �� 至 �

�

��与细胞作用 ����
，
启动蠕动泵使溶液通

过滤膜
，
共需 ����� 左右

，
骨髓细胞溶胞液的成份同上

，
但 ������ �一���浓度为 ��

，
与细胞作

用约 �����
。

���脱蛋 白 经溶液处理的细胞
，
绝大部份染色质已脱去蛋白

，
为使 ��� 大分 子充分裸露

出 来
，
再加 入 ���脱蛋白液 〔�

�

��� ����
，
�

�

���甘氨酸
，
�

�

���� ���� 二钠盐
，
链 霉 蛋白酶

� ���������
，
������������

，
用 �� ���� 调 �� 至 �

�

�〕 。

于 ��℃保温 �小时
，
通过蠕动泵的

作用使脱蛋白液通过滤膜
，
并收集在一起

。

���洗脱 用 ����洗脱液 ��
�

��� ����，�
�

��� 甘氨酸
， �

�

���� ���� 二钠盐
， �����

�

用 �� ���� 调 �� 至 �
�

��洗脱 �一�小时
，
流速 �������

，
将洗脱液收集起来

。

��� 滤膜的清洗 从漏斗中取出滤膜
，
用 �����

�

�� ���� 少量多次冲洗滤膜的背面
，
并使

溶液通过滤斗和硅胶管以清洗残留的放射性
，
收集此部份

。

��� 滤膜的处理 将滤膜放入计数瓶 中
，
加入 �

�

����
�

��� ���， 于 ��℃水解 �����
，

然后

加入 �
�

����
�

�� ���� 中和
，
放置 �����

。

���放射性测量 将上述收集的 脱 蛋 白液
，

�呱卜
�

一 一
� � � ，

� � ·
� �

一 二
�

一�� �
�

�洗脱液
，
���� 洗液和膜的水解液

，

分别充

分混匀
，
各取 �

�

���制样
，
加 ���闪烁液���� ��

，

����� �
�

���，
蔡 ���，

二甲苯 �����
，
二氧六环

�����
，
无水乙醇二�����

，
冰醋酸 �

�

���
。

充分混匀
，

在液体闪烁计数仪上测量放射性
。

��� 结果计算 以残留在膜上的放射性占总放

射性的百分数�称为膜上 ��� 残留率�来衡量���

双链断裂的程度
，
残留率越小

，
链断裂越多

︵次︶呼皿会�之。翻月

� 二
�‘

��� ��� ��� �
�

� ����

� 乙
�

� �
�

� �
�

�
一
��

�

�

辐射荆债�七�目�

图 � ��� 细胞 ���双链断裂的剂量曲线
。

式中 ��
为 ���脱蛋白液的总 放 射 性， ��为 ����

���
�

�洗脱液的总放射性， ��

为 �������� 洗液
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的总放射性� ��

为 �
�

���滤膜水解液 的 总 放

射性
。

�
�

双链断裂重接的检测

照射后的细胞在上膜前于 ��℃ 水浴 中 保

温 �� ���
，
测 定 其双链断裂 并与 保 温 前 比

较
。

表 � ���细胞照后保温 ����� 膜上 ���

残留率���

� ��� ������ ������加保温 �����

��
。
��

��
。
��

�
��

�

�� �

��
。
��

��
。
�� ��

。
��

��
。
��

��
。
���

�

�，一�
�‘一

实 验 结 果 ��
。
��

��
。
��

��
。
��

��
。
��

��
。
��

��
。
��

����月了
加匀月任，上一六��‘�一�十一��

。
��

� ��
。
��

��士�
。
��

��
。
��

��
。
��

土 �
。
��

��的�����八吸�璐由戳嘴��叫豁

图
�

�

�� �� ��

辐射荆最七�����

骨髓细胞 ��� 双链断裂的剂虽曲线

表 � 小鼠骨血细胞照后保通 ����� 膜上残留串���

���� ������
，

������加保温����
�

��
。
�� ��

。
�� ��

。
��

名�
。
��

��
。
��

��
。
�� ��

。
��

��
。
��

������八�月任︸八�

…
��

。
��

��
。
��

��
。
��

��
。
�� ��

。
�� ��

��

��
。
��

士 �
。
��

�一����八�
八�。��，‘，目��土

�
�

��� 细胞 ��� 双链断裂

��� 细胞经不同 剂 量 丫线 照 射 后 膜 上

��� 残留率在 �一������范围内随着 照 射 剂

量的增加而降低
，
膜上 ��� 残留率�� �的对

数与照射剂量�� �之间有很好的 线 性 关 系
，

�见图 ��
。

回 归 方 程
� ������ � 一 �

�

����一

�
�

������
，
相关系数

� � � 一 �
�

����
。

�
�

��� 细胞 ��� 双链断裂的重接

��� 细胞经 �� ���� �线照射后于 ��℃保
温 �����

，
再检测膜上 ��� 残留率

，

发�现 残 留

率由 ��
�

��士�
�

���提高至 ��
�

��士 �
�

���
，

两组相比 ���
�

��
，
统计差别非常显著

，
说 明

断裂了的��� 有重接发生
，
�见表 ��

。

�
�

小鼠骨髓细胞 ��� 的双链断裂

用此法对受 �线体外照射后的小鼠骨髓细

胞 ��� 双链断裂进行检 测
，
从图 �可以看到

从 �������� 范围内随着照射剂量的增 加
，
膜

上 ��� 残留率逐渐降低
，
以膜上 ��� 残留率

�� �的对数对照射剂量�� �作图
，
线性关系良

好
。

回归方程为 ������ � 一 �
�

����一 �
�

������

�，
相关系数

� �� 一 �
�

����
。

�
�

小 鼠 骨 髓 细 胞 ��� 双 链 断 裂 的

重接

表 �为小鼠骨髓细胞经 ������ 照射 后 于

��℃保温 �����
，
��� 双链断裂重接修复的结

果
。

保温组膜上 ��� 残留率为 ��
�

�� 士�
�

���

比对照组的 ��
�

��士�
�

���
，
提高了 ��

�

���
，

���
�

��
，
差别非常显著

，
这和在 ���细胞上

所得结果一致
，

再次证明 �线引起的细胞 ���

双链断裂是能够重接的
。

��
。
��

又 ��
。
��

��士�
。
��
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讨 论

��� 中性蔗糖密度梯度离心法是检测 ��� 双链断裂的经典方法 卜，， 这个方法 的 特 点 是 对

��� 断裂级份划分清晰
，
并能计算其分子量

，
但需要 昂贵的超速离心机

，

操作复杂而且费 时
，
特

别是用来检测分子量大的哺乳动物细胞 ��� 时会出现异常沉降
。

微孔滤膜法与上法比 较
，
具有

设备简单
，
操作方便

，
灵敏度高等优点

，
但不能划分断链的级份和计 算 分 子 量

。

我 们 参考 了

������� 和 ���
� 的方法

，
改变了这个方法的溶胞

、

脱蛋白
、

洗脱和膜处理等条件
，
选用适当孔径

的醋酸纤维素滤膜
，
在一个实验阶段中都使用同一批号的膜

，
并严格控制每片的重量幅度

，
缩短

了操作时间
、

提高了实验的重复性和可靠性
。

我们用国产短小芽胞杆菌的碱性蛋白酶�中国科学院

微生物研究所制备�代替进 口的链霉蛋白酶进行试验
，
取得满意的结果

，
因此

，
上述改 良方 法 完

全适用于我们的实际情况
。

从图 �可见本法对双链断裂的检测灵敏度可达 �����
，
而 中 性蔗糖密

度梯度离心法对双链断裂的检测灵敏为 ������
��� 〔盛一 “ �， 因此本法远较超速离心法灵 敏

。

我们的

方法灵敏度与 �������和 ���� 的方法相似 〔‘ 〕， 而剂量曲线的线性关系较后者为佳
。

本实验中所用的骨髓细胞数较 ��� 细胞多
，
这是因为

“�一�� 与骨髓细胞保温的时 间 仅 为

�小时
，
而与 ��� 细胞保温的时间为 �� 小时

，
前者远者较后者为短

，
为了使放射性测量达到足

够准确度
，
故使用了较多的骨髓细胞

，
但在我们的溶胞条件下

，
并不影响分析结果

。

��� 如将图 �的剂量油线外推至 ������
，
并与图 �的剂量曲线相比

，
发现其斜率相似

，
提示

��� 细胞 ��� 和骨髓细胞 ��� 在受照后产生双链断裂的机率是相似的
，
细胞辐射敏感性的差

别原因是多方面的
，
不能单从 ��� 断裂的难易来解释

。

���
·

关于哺乳动物细胞中 ��� 双链断裂能否重接 的 问 题 多 年 来 存 在 着 争 论
，
例 如

，

����已等 〔“ �用中性蔗糖密度梯度离心法在经受 �射线 ��一������ 照射的中国仓鼠����� 细胞中不

能观察到双链断裂的重接
，
������� 等 〔“ �用同样方法在小鼠白血病细胞中观察到 当 照射剂量大

于 ������时
，
照后保温不能使双链断裂重接

，
而当剂量低于 ������时

，
则可观察到重接 现 象

。

����� 等 〔��用同法在 ��� 细胞中证明双链断裂能够 重 接
。

������
� 等 �“�近来也改变了观点

，

认为经 ，射线辐照的人纤维细胞中的 ��� 双链断裂是可以修复的
。

��������� 等 【“ 〕用膜过滤法

证明在中国仓鼠卜�� 细胞中 ��� 双链断裂是能够重接 的
。

我们的实验证明无 论 在体外培养的

��� 细胞中或在离体的骨髓细胞中��� 双链断裂都是能够
�

重 接的
，
为辐射所致细胞 ��� 双链

断裂可以重接的论点提供了又一个证据
。

��� ��� 单链断裂的重接主要依靠 ��� 连接酶进行
，
而双链断裂的重接则依靠 连 接 和 重

组
。

我们的实验已经证明 ��� 单链断裂的重接不受丝裂霉素
、

经基脉
、

放射菌素�
、

环已亚胺

等代谢抑制剂的影响�“ �， 而可能依靠受照细胞中原已存在的酶系统进行
，
关于这个特点文献也有

类似报道 〔’ 】 。 在大剂量射线照射下细胞会发生部分死亡
，
但修复酶系还将在一段时间内起作用

，

在增殖死亡的细胞中更是如此
，
因此

，
在 ������ 照射后 ��� 双链断裂发生重接是可以理解的

。

��� 这种方法不仅可以用来从分子水平上研究辐射损伤及其修复规律
，
而且可以用来评价辐

射防护剂和致敏剂
，
也可用于致癌致突变的研究

。
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