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摘要 本文报道了用输液夹代替蠕动泵调控洗脱速度
，

改进和建立了能用于分裂和不分裂细胞 ���

单链断裂检测的微孔滤膜硷洗脱一荧光法
。

对其中一些影响因素作了较详细的探讨
。
结果表明

�

改进后

的方法灵敏
、

简便
、

重复性较好
，

可进行批量样品分析
。

并用此法研究了小鼠淋 巴细胞型白血病 �” ��

细胞 ��� 辐射损伤与修复的规律
。

关键词 微孔滤膜硷洗脱， 荧光法检测
， �

，
�一二氨基苯甲酸盐酸盐

� �，” �细胞
， ��� 单链断裂

与重接
。

前 言

��� 的结构损伤直接影响了细胞的各种生物学功能
，
��� 损伤与修复是涉及到分子肿瘤学

、

分子药理学
、

分子遗传学
、
环境保护等许多学科的基础理论问题 〔‘ �。 尤其是在分子放射生物学中

的意义越来越受到人们的关注
。

�����卜
‘ ’ 首次报道用微孔滤膜分离 ��� 分子片段大小的新技术

。

我们结合本室条件
，
立足国

内材料
，
对 ���� 法作了改进

。

用输液来代替蠕动泵控制洗脱速度
，
并对分离后的 ��� 与 �

，
�一

二氨基苯甲酸盐酸盐�下简称 �����反应产物进行荧光测量
。

解决了不能用同位素标记的不分裂

细胞 ��� 链断裂的检测问题
。

经过多次实验建立了微孔滤膜硷洗脱一荧光法
，
并用此方法研究

了 ��，��细胞 ��� 辐射损伤及断链重接的规律
。

材 料 与 方 法

】
�

针头渝器

选用上海医工院仿美 ��������
�产品研制的全塑料针头滤器

，
内有筛网板支持滤膜

。

滤器上接

注射器外管受纳各种溶液
，
下连户段乳胶管及玻璃小滴管

， �

乳胶管上置输液夹调控洗脱速度
，
其

装置如图 �
。

�� 微孔滤膜

选用上海医工院研制的混合纤维素醋型微孔滤膜 〔“�， 直径 �� ��
，
平均孔 径 �

�

�协，
选用厚

度为 �
�
����

�

����
，
重量为 �������的滤膜进行实验

。

�
�

试剂

���溶胞液 �� ����
， �

�

��� �������
，
�

，

�� ������ �一���，
用 ���� 调 �� 至 �

�

�
。
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���硷洗脱液 贮备液 � ��
�

��������� �贮备液 �� �� ����
。

滤膜洗脱液
� �液 �����

，

�液 ����
，
调 �� 至 ��

�

�
，
加水 至 ������

。

滤膜浸泡液
� �液 �����

， �液 ����， 调 �� 至

��
�

����
�

�，
加水至 ������

。

图 � 洗脱装置示意图

����� ���� ���� 由本室合成 〔��， �店用前配制
。

��� �
�

��牛血清白蛋白����� 上海牛奶公司产品
。

其余试剂均为分析纯
，
所有试剂均用去 离 子 水 �电 导 率

�

�
�

���
�

�� ��
一 �。 一 ’ ·

��
一 ’
�配制

。

�
�

细胞

由上海医工院提供腹水型小鼠淋巴细胞白血病 �，�，�
细胞���。

抽取腹水后用生理盐水稀释至适当浓度
，
经 ��� 目尼龙布过滤以

除去腹水中纤维组织
。

精 确 吸 取 ���� ��
“
个细 胞

，
加入 ���

����一����培养液�含��� 未灭活马血清�制成悬液
，
放入冰水

浴中待用
。

�
�

照射条件

将细胞悬液于冰水浴 中 距
”
�� 。 源 �� �� 处

，
以 剂 量 率 为

���
�

�����
�

����加�� 的 �线照射
，
照后细胞仍置于冰水浴中备

用
。

�
�

洗脱滤膜
’

’

将细胞全部移入滤器的滤膜上
，
用 ���冰冷磷酸缓冲液���

�
�

���
�

��轻轻洗涤细胞二次
，
加 ���溶胞液任其自由流过滤膜

，

再用 ���� �����
����� 将溶胞液洗涤干净

。
最后加入����滤

膜洗脱液
，
作用 ���分钟后调整输液夹以 �

�

������� 的速度进

行洗脱
，
精确收集洗脱液

。

为避免发生可能的额外 ��� 损伤
，
洗脱时注意避光

，
防止抖动滤膜

。

洗
‘

脱完毕后取下输液夹
，
室温放置 ���小时使滤膜干燥

。

取出滤膜后放入盛有 �� ��滤膜浸泡液的

瓶内
，
撕碎

、

震荡
、

在室温下再放置 �� 小时
。

将收集的滤膜洗脱液移 入 ���� 容量瓶内
，
最 后

加至刻度
。

�
�

荧光检测

从上述滤膜浸袍及滤膜洗脱液中各取 ���
，
分别加入 �

�

��� ��� 和 。
�

������������
，

混

匀后冰箱放置 ���小时
。

离心沉淀
，
用无水乙醇洗涤沉淀一次

，

离心后将沉
�

淀于 ��℃烘干 。

每

管加入 �� ���� �� 川
，
于 ��℃水浴中保温 �� 分钟

，
最 后 加 入 ����

�

�� 过氯酸
，
按郑秀龙

等 〔吕’ 选用的最佳条件
，
用 日制���

一�型荧光分光光度计于 入����� ��
，
入�� ����� 处分别测量

膜上
、

膜下��� 和空白的荧光强度
。

扣除空白后按式���计算膜上 ��� 存留����
，
以 � 值 的

变化来表明 ��� 分子受损伤程度
。

每次测量时用 �件�加�的硫酸唆泞�溶于 。
�

�� ����‘ �校准测

试条件
。

按 ����
‘ 。 ’ 提出的式���计算某一洗脱时刻的洗脱速度常数�� �

，
以 �值的大小表示 ���

分子片段大小
。

� 二
膜上荧光强度

膜上荧光强度 十膜下荧光强度
� ���� ���

����
一 ‘
���

一 ���膜上 ��� 存留��
��洗脱液体积 ���

���
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滤膜一荧光法及其在 ��� 结构检测中的应用 ��

实 验 结 果

�
�

微孔滤膜硷洗脱一荧光法检测

��� 输液夹代替多道蠕动泵 从下述两方面验证了调节输液夹控制洗脱速度代替蠕动泵的可

行性
。

�� 次测试的结果见表 �和表 �二

从表 �可看出
，
在测试的洗脱速度内

，

洗脱液体积与从洗脱器滴出的滴数间呈正比关系
，
表明

洗脱液在 ��一�
����范围内

，
洗脱过程基本是均匀的

。

表 �中在 �
�

����
�

�� ������ 范围内
，
随洗

脱速度的增加
，
所需洗脱时间相应成比例减少

。

说明用输液夹代替蠕动泵调控洗脱速度是可行的
。

���不 同材料的滤膜对 � 值的影响 不同 卜

绷洲俐狱翻树训淤︸︸狱份豁翁念招芯﹃撼娜盆挤器汉绷

����劝��

︵零︶
�

血徐��自

材料的滤膜因其对 ��� 的吸附能力不同
，
可

影响膜上 ��� 存留�
。

我们用醋酸纤维 素 和

混合纤维素醋型滤膜对未受照 ���，�
细胞 ���

进行洗脱动力学的比较
，
结果如图 �

。

在每一

洗脱时刻
，
混合醋膜的 �值均高于醋酸醋膜

。

我们认为使用混合醋膜可提高检测的灵敏度
。

表 � 洗脱液体积与滴出滴数的关系

洗脱液体积����

滴出的滴数�又�

� � � �
。
�

��� ��� ��� �� �� �� ��

月﹁曰引﹃闷月加�臼﹄﹄协卜佬肠比口山﹄协卜‘，�表 � 不同速度滴完 ���洗脱液所需的时间

�滴�分�

的沁��
·

��戮叫

�一�白�一，山，︼一乞

一��一��

亡�︸，�

所需时间�又�

平均洗脱速度
��������

��
‘
��

， ‘
��

，
��

’ ‘

��
。

�

洗脱液 声值

�舜
‘ 咨 仁 �

麟卖准勿 加��

图 � 不同 �� 的洗脱液对�值的影响

����
东��

������
侧阴权米似班

�
﹄��﹄一�一�咬

︵零�阳徐��自月蹼

�� �� 魂�
�

��
�

��

洗脱时间 �����
���� ��� ��� ���

图 � 不同 �� 的洗脱液对 �值的影响 ���含量 伪助

�
�

�� �
�

�� �
。
��

细胞数 �丫��’ �

�一�混合纤维索醋型

▲一应醋酸纤维素醋型
菌

一

�
不同细胞数及小牛胸腺 ���

量与相应荧光强度的关系
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��� 洗脱液 �� 对 � 值的影响 我们用三种 �����
�

�
，
��

�

�
，
��

�

��洗脱液分别对受照������

和未受照的 ����
�

细胞 ��� 进行洗脱
，
比较�值的变化

，
结果如图 �

。

其中以 �� ��
�

�的洗脱效

果最好
，
受照前后 �值变化明显

，
且照前 �值较大

，
对 ��� 检测的灵敏度 较 好

。

其它 �� 则较

差
，
因此每次实验前均对洗脱液 �� 进行严格调整

。

��� ����� 细胞数与荧光强度的关 系 用不同量的小牛胸腺 ��� 及不同数量的细胞溶胞后的

细胞 ��� 在相同条件下分别与 ���� 反应后测荧光强度
，
结果如图 �

。

表明 。������� 小牛胸

腺 ��� 及 �
�

����
�

�� � �少 范围内细胞数与各自的荧光强度均有较好的线性关系
。

细胞数 与 荧

光强度的回归方程为
� � � �

�

����� �
�

����� ��
一 ‘ ·

���� �
�

�����
。

因此在以后的实验中均在线

性范围内选用 ���� ��
‘
个细胞�样品进行分析

。

八 ��
·

�

日 � �

�，

己 �� 。

嗓 闰

级
餐 �

�

�

侧
周

�

豁 �
�

�

送

︺田��加

�琢丫艘称盛�月妈

·
护犷

� � �� �� ��

， ‘ 、
�

。 二
� �

�

照射剂量 之伪�

图 � ���呷 线照射后剂量与�值的关系

皿� ��

照射剂量 ���� �‘上产，洲尸

图 � 照射剂量与�值的关系

�
�

照后 ��，��
细胞 ��� 的单链断裂

细胞经 �一 “ ” �� �线照射后
，
随照射剂量增加

， �值逐渐减少
，

声果如图 �
。

表明随照射剂

量增加 ��� 单链断裂增加
，
二者有明显的负线性关系

。

回归方程为 � � ��
�

��一 。
，

����
·

� ��二

一 �
�

�����
。

在 ���� ��范围内
，
随照射剂量的增加通过滤膜的 ��� 量亦相 应增加

， �值相应变

大
，
二者有明显的正线性关系

，
如图 �

。

提示随剂量增加 ��� 分子片段逐渐变小
。

�
二

照后洗脱动力学的变化
�

���，�
细胞经 ���� �� �线照射后 �按上述方法溶胞加入 �� ��洗脱液

，

每洗脱 �� 分钟�� ���

收集一个组分
，
分别侧定各组分的荧光强度并计算各剂量组不同洗脱时间的 �值

，
其洗脱动力学

曲线如图 �
。

由图 �可见
，
在每一照射剂量永平

，
随洗脱时间的增加 �值逐渐减少 � 在每一洗脱时间

，
随

照射剂量的增加 �值亦相应减少
。

各洗脱时刻的 �值列于表 �，
照射剂量与各洗脱时间的平均洗

脱速度常数的关系如图 �
。

由表 �和图 �可看出
，

各剂量水平的 �值基本变化不大
，
而平均 �值则随照射剂量的增加呈

线性增加
。

提示 �值的变化基本不受洗脱时间的影响而主要取决于照射剂量
。

剂量越大
，
平均洗

脱速度常数越大
， ��� 单链断裂越多

，
分子片断越小

。

�

�
�

照后细胞 ��� 单链断裂的重接

为了观察 ���，�
细胞受照后有无将 ��� 单链断裂重接修复的能力

，
我们将细胞悬液于 �℃经

�� �� �线照射后立即置 ��℃水浴中保温不同时间 ，
分别侧定各保温时间的 �值

。

结果 如图 � ，
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滤膜一荧光法及其在 ���结构检测中的应用 �乌

��
。
�

…�
司

︸

公一�‘，勺�

娜彭拓照侧翻送牙争

���������湘
�、、��
湘

�� �� �� ��

洗脱时间 �口���

� � �� 幼

照射荆造 ����

图 下 不同剂量的洗脱动力学曲线
·

一
·
����▲一▲�����一������

口一口����
�△一△�����

图 � 照射剂量与平均洗

脱速度常数的关系

表 � 不同荆盆
、

不同洗脱时刻的� 值�� ��
���

一，�

照射剂量
’

����

洗 脱 时 间 �����

—
� �土�

�

�

�� �� �� �� �� �

‘

�
洲旗

�

井 拜
卜 � �

一
�

蒸
娜卜，犷

�，哪
’

� ” 一
‘ ’ 一 ‘

�

�

刀��力�氏

�
加

卜
‘

军乡
��卜 人�

扮
。
�

愁

�一

「一飞聆一二
一

�
，

� � ，、 、 �� � 一‘ 尸护

�
的，‘

︵啄︶细徐���习铭

� 功
·

�� �� �� � ��

、 ‘ 二

秘时间 ����。�
，

、

图 � 不同保温时间�值的变化 图 ��

�� � � � �

一 对照水平�

一
�

一习匕一一未 一一 鱿
尸

韶
一一止

�� �� 的 �� ��

保肠时间 ����” �

不同保温时间�值的变化
�一

�一
一对照水平�

乞��城�秘以拐召姐省

不同保温时间 �值的变化如图 ��
。

上述结果表明
，���，�

细胞经 �� �� �线照射后于 ��℃保温
，

随保温时间的增加膜上 ��� 存留

�逐渐增加
，

洗脱速度常数逐渐变小
，

修复曲线呈指数型
。

证实 �����

细胞在保温过程中能将 ���



辐 射 研 究 与 辐 射 土 艺 学 报 第�卷

一
�

一一
‘ 娜

一�，‘ �

一
一

�一

一
一
一

一

一一
一一�

一一一一

一
一一

一
一

一
一

一一单链断裂进行重接修复
，
使分子片段变大

。

保温 �� 分钟后
，
膜上 ���存留�及洗脱速度常数基

本恢复到照前水平
。

延长保温时间到 �小时
，
膜上 ��� 存留�与未照射的对照组及保温 �� 分钟

组相比无明显改变
。

讨 论

�
�

微孔途膜硷洗脱一荧光法

表 �
、

表 �的结果表明用输液夹代替蠕动泵控制洗脱速度是均匀的
，
因而本方法设备简单

，

可批量分析样品
，
便于推广

。

除在前面对滤膜材料等进行观察外
，
我们还对 ���� 与 ���反应

”

的特异性及 ���
、
��� 沉淀 ��� 后的荧光检测效率作了观察

。 ‘

对前者我们分别用小牛胸腺 ���

和实验中所使用的 �����‘ 、
�����仇

、
����

、
���

、
�������

、
������ �一���

、
���

、
��� 等 �种

试剂同 ���� 反应
，
结果表明

， ���� 与��� 反应的荧光强度比与其它试剂反应的荧光强度高

����倍
。

上述 �种试剂对 ���� 与 ��� 反应后的荧光强度干扰亦较小
，
抑制作用均小于 ��

。

对后者我们比较了 ��� 经 ���
、
��� 沉淀前后与 ���� 反应的荧光强度

，
两者在 。一������ 范

围内
， ��� 量与相应荧光强度间均有较好的线性关系�未刊出�

。
��� 沉淀前后两线性方程的斜

率之比为 ��
�

���
，
即为沉淀法检测 ��� 的效率

，
与 ����� 〔‘ 。 ’ 报告的结 果相似

。

这可能是由于

��� 中含有小分子片段未能完全沉淀及操作损失所致
。 、

�
�

�” ，�
细胞 ��� 辐射损伤与修复

本研究所使用的 ���，�
细胞是国内新建立的肿瘤细胞模型

，
电离辐射引起 �����细胞 ��� 单链

断裂与重接修复的规律国内尚未见报道
。

我们的结果表明�图 �
、

图 ��同其它 哺 乳 动 物细胞一

样�‘ ’ �， �，���
细胞受不同剂量的 下线照射后可使 ��� 产生不同程度的单链断裂损伤

。

照后在适当

条件下保温时单链断裂可重接修复
。

值得注意的是本研究观察到 ��，��
细胞经 �� �� 下线照射后 保 温 �� 分 钟 即可修复到照前 水

平
，
结果与刘楠�‘ “ �等用羚磷灰石离心法研究的结果相同

，
但郑秀龙 〔“ �用人转化淋巴细胞研究的

结果表明
�
�� ���线照射后 ��℃保温 �小时仍未恢复到照前水平

�

这些结果是否提示了肿瘤细

胞与正常细胞修复速度的不同及这种修复对细胞活存或死亡的意义如何
，
都是我们有待研究和感

兴趣的问题
。

从细胞辐射损伤效应的洗脱动力学可看出�图 �和表 ����� 每一剂量水平的 �值基 本 不 依

赖于洗脱时间
，
显示照后 ��� 损伤的分子片段大小主要取决于照射剂量二��� 随照 射剂量的增

加
，
平均洗脱速度常数呈线性增加

，

表明整个洗脱过程是均匀的
�

��� 在本实验条件下
，
�� 分钟

洗脱时间��� ��左右洗脱液�各剂量组的 �值与平均洗脱速度常数十分接近
，
提示了 洗脱时间过

长或过短�洗脱液体积过大或过小�均偏离整个洗脱过程的平均洗脱速度常数较远
，
会给实验带来

较大偏差
，
所以洗脱液体积以 �� ��左右为好

�

上述为以往文献中未注意的问题
�

上述改进后建立的微孔滤膜硷洗脱荧光法
，
经对 ���，�

细胞辐射损伤与修复的研究应用验证结

果表明
�

此法灵敏度高
，
重复性较好

，
为一般实验室开展 ��� 结构损伤与修复的 研究提供了较

好的方法
�

还可用于化学毒剂损伤机理
、

环境致癌物的监测
、

抗肿瘤药物的筛选等许多研究领域
。
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