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摘要 在狗和大鼠精巢细胞中
，
以初级精母细胞的 核内非组蛋白�����含量最 多

，
经 �� 照后

，

其 ��� 切除修复能力也最高
�
精原细胞核内 ���含量次之

，
在大鼠中见到其切除修复能力明显比初

级精母细胞低
，
而在狗中只见其平均修复能力略低于初级精母细胞

，
尚未得统计学显著性

， 圆形精子细

胞核内 ���含量更少
，
它们与精子一样者肠没有切除修复能力

‘
还发现狗和大鼠精巢精子可据碱性甲苯

胺兰 �染色情况分为两类
�

一类核可被染色
，

表明还残留少量 ���， 另一类不被染色
，

表明已无 ���
。

狗射出精子的核不含 ���
。

关锐词 雄性生殖细胞
， �� 照射

， ��� 切除修复
�
核内非组蛋白

，
非预定 ��� 合成

。

引 言

原核及真核细胞普遍具有修复损伤 ��� 的能力
，
提示着这是一种保持生物信息相对稳定的

基本生命机
‘

能
。

生殖细胞 ��� 是后代遗传信息的携带者
，
其损伤后的修复情况如何

，
引起了人

们的关注
。
��� 切除修复已见于�丫

’ 一 �’ ，

电离辐射 〔�’及诱变化合物 〔‘ �作用后的哺乳类雄性生殖

细胞中
。
����年 �������� 和 ������一�������” 报道

，
受 ��照射的人类初级精母细胞有 ��� 切

除修复能力
，
精巢 中的精子无此能力

。

还报道 〔�’， 受 �� 或 �射线照射的小鼠精原细胞
、

初级精
、
母细胞及圆形精子细胞有不同程度的切除修复能力

，
其中初级精母细胞的切除修复能力最强

，
精

巢中的精子则无此能力
。

����年 ��������� 和 �������������〔��在受 �� 照射的兔及大鼠精巢细 胞

中也见到类似的结果
，
只是圆形精子细胞与精子一样均无修复能力

。

但以上工作都未曾研究过修

复能力与核内非组蛋白含量有何关系的问题
。

�

细胞核内的蛋 白中除已了解清楚的 ���种组蛋白〔��外
，
还有利

，
类繁多的非组蛋 白���

��������

������� ��������，����
，

也叫做酸性蛋 白
，
近年来已受到广泛重视

，
但迄今还未了解它们在各种

组织细胞中的确切种类数 目和全部机能
� 据已有结果推测

，
其中应包括多种酶和结构蛋白

，
在核

酸合成及修饰
、
��� 修复

、

核内蛋白的加工及修饰和基因表达的调控中起重要的作用 〔卜 ” 。

本研究的目的在于探讨
�
��� 狗及大鼠精子生成过程中

，
各主要阶段细胞核内的 ���相对

量的变化， ��� 各阶段细胞核内 ��� 含量与��� 的切除修复能力间的关系
。

材 料 和 方 法

�
�

细胞制备
」

取成年狗或大鼠的精巢组织
，
在无菌的 �������。 等渗 ����

凡���� �
�

��中清理和洗净
，
然后在

约 ��倍于组织体积的 ��� 中剪碎
，

�

用吸管轻轻吹打
，
用两眼为 ��� ��少 的单层尼龙筛绢过滤

，

得到分散的单细胞悬浪
，
离心�王。 。����

， �����收集
，

悬浮在约�� 倍于沉淀物体积的 ��� 中
。
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狗射出精子用按摩法采得
，
经 ���洗涤和离心收集

。

正式实验共用狗 �条
，
大鼠 �只

。

�
�

�� 照射及修复试验

取细胞悬液 �一���
，

放在 �� �� 的无盖培养皿中
，
液体厚度不超过 ���

，

受垂距为 �� ��

的 �� 瓦紫外灭菌灯�波长 ����人�照射 �� 秒
��先照 �� 秒后暂停

，
将悬液摇匀后再照 ��秒�

。

离

心收集
，
弃 ���

，
�巴细胞悬于 ���含 �林�����

“�一��� ������� �����的 �����培养基�含小牛

血清 ����中
，
移入培养瓶

，
�

在 ��℃温箱中保温 �小时
。

自照射时起至保温完毕
，
均为避光操作

，

对照组也按同样操作
。

�
，

制片及染色 �击��片主要参照 ������������‘ 。 ’介绍的方法�

��� 保温后样品经离心
，
用经 ��℃预热的 ���洗涤和离心两次

。

���用 ������浓度的 ������导与 �倍体积的蒸馏水混合�作低渗处理 �分钟�此步 一般可

略去�
，
离心收集

。

��� 加入 ����� �的冰乙酸—甲醇固定液
，
用吸管吸吹均匀后

，
在 �℃冰箱中固定 �

�

�小

时
，
换一次固定液后再离心

，

去掉上清液
，
重新加入 �

·

�一 ‘
·

��‘ 固定液
，

用吸管吸吹匀浑淀细
胞 � 滴布在经 �℃预冷的湿载片上

，
晾干

。

��� 以 ���中性福尔马林再固定 �
�

�小时
，

水洗 �����
，
干后经 �� �����℃水解 ����

，

进行 ������� 染色
。

由于细胞已经过上述反复清洗
、

固定和 ��� 水解
，
未掺入的

“�一��� 已去除

，矛净
，
实验表明无需用冷的 ����� 清洗

。

�
�

放射自显影及观察

染过的片子干后
，
用稀释一倍的

“
核 � ”

乳胶涂布
，
在 �℃于暗盒中曝光 �� 天 � 在 ��℃用 ��

��显影 ����
，
水洗

，
�一�定影 �����

，
水洗 ����� � 干后

，
用丹玛胶封片

。 ‘

在大型 �����万能

显微镜的油浸物镜下观察和计数完整胞核中银粒数
，
每次实验随机观察各类细胞各 ��� 个

。

称 核内非组蛋白相对定皿测定
�

取未经照射和保温的正常精巢细胞悬液
，
用 �

，

��� 厚的载片依 上述方法制片
，
再经 ���中

性福尔马林固定
，
水洗 � 依 ������� 和 ����� “ ” ’的非组蛋白细胞化学方法染色 �固定过的片子晾

·

干后
，
丫在室温中放置数月则染色效果更好�

。

基本过程如下
。 ‘

���用约 ����水浴的 ����� 处理 �����
，
以去掉 ��� 和 ���

，
水洗

。

���用 ��℃水浴的 �� ��� 处理 �。 ��� ，
以去掉组蛋白�但经 �����和����� 〔川证明

，
染色前

不必用
·

��� 去除组蛋白
，
对非组蛋白的定量测定结果没有影响

，
所以我们在正式实验中巳 省略

掉去组蛋白步骤 �
，
水洗

。

��� 用经 �
�

�� ���� 调至 �� �
�

。 的 �
�

��甲苯胺蓝 。 水溶 液 染 色二 ���
，
以 �� �

�

�的

���� 缓冲液分色
，
水洗

，
晾干

。

��� 用刁�所研制的 ���一��� 型显微分光光度计作单个细胞核内���相对定 量 测 定
，
采 用

������
’ 之了的一波双区法

，
比色波长为 �����

，

每次实验对各类细胞分别随机测定 �� 个
。

结 果

�� 照射组和对照组细脑 在含
“�一��� 的培养基中保温 �小时后

，
都可见到少量因 �期 ��人

复制而被标
一

记的精原细胞和初级精母细胞
，

特点是银粒密集成团
，
难手计数

� 在切除修复的非预

定 ��� 合成��������������� ��������。 � ����时掺入的
��一��� 贝��表现为银粒较稀 疏

，一

随 机
、卜

据粗略计算
，
剂景约为 �����

�
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分布
。

两者‘ 般容易区另��。 所以 ����穴�和 ������ 〔 ’ “ 〕最近主张在检查 ���的放射自显术中
，
不

必加您脉来抑制 �期的
��一��� 掺入

。

经过一些初步观察后
，
我们选择每核含 �一�� 颗银粒的标

记细胞作为切除修复的细胞
，
以其在总观察细胞中所占的百分数作为衡量切除修复能力的尺度

，

而每核 ���颗银粒者视为本底
，
含�� 颗以上银粒者为 �期掺入的细����

。
�期掺入细胞

，
在 ��照

射组狗的精原细胞及初级精母细胞中分别占�
�

���及 �
�

���
，

又鼠分别占 �
�

���及 �
�

���， 在

对照组狗的精原细胞及初级精母细胞中分另��占 �
�

���及 �
�

���
，
大鼠分别占 �

�

���及 �
�

���
。

由于载片上的细胞已失去原来的组织学位置
，
为了准确起见

，
我们除采用������� 染色法外

，

还

只选出其中易于明确辨认的精原细胞
、

初级精母细胞
、

圆形精子细胞和精巢精子四种类型进行比

较
。

�
�

狗精巢细胞实验结果

���非组蛋 白相对定量测
�

定 从图 �可以见到
，
正常的精巢细胞中以初级精母细胞核的 ���

含量最高
，
精原细胞次之

， 一

圆形精子细胞又次之
。

根据显微观察和比色测定
，
我们发现精巢中的

精子有两种不同的情况�见图 ��� 一种可不同程度地
�

被甲苯胺蓝 。 染色
，
比色测定表明核内还有

���
，

且可能是随着渐趋成熟而 ��� 含量在逐步减少
，
暂称之为

“
未熟

”
精子� 另一种则完全不

����口，﹄﹄�﹄二‘﹄，�﹃��，召�侣
�
毯

、
黔山�之场��￡妇。�

习璐侧出宙酬如瓜断骊件娜举

�
、

。比的����、比�‘叨八
﹃��

︸

��，

‘已
��一，﹄的

攫
�的�必

��

的。﹃。���。�︺月︺�‘的目�‘。，﹄。山

一。工。”‘

众翻他一祖包蟹思以雌�娜形令。的
‘的娜�

图
���

�

紫外线照射后狗精巢细胞核
��一���标记情况与各正常细胞核内 ���含量的对比

丁
’

�� ��一��� �������� ������ ������� ��一��谧���� ��一����������� ���
�

����������� ���

���������� ������������� ������������ ��一���良����������� �又士�
�

�
�

�
�

口 ���相对含量
，
��� �������

� 对照组标记细胞 ������� ����� �� ��一������������，������

� 照射组标记细胞 �������������� ���������������〕�

� � �
�

���
，
���

。
��

� 精原细胞
�������������

，
� 初级精母细胞 ������� �������������

�

� 圆形精子细胞 ����� ����������
，

� 末熟精子
“
��������

” �����������
，

。 �戈熟精子
“
������ ” ����������� �� ������

，

� 射出精子 ����������� ����� ���� ���������������
�
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田 � 狗精巢内甲苯胺蓝 。 染色性不同的两种精子

核内含少量 ���的
“

未熟
”
精子�单箭头所示 �� 不含 ��� 的

“
成熟

”
精子�双箭头所示�

�
右上角有

两个未被染色的 正在形成中的精子�相差显微镜照相
，
放大约 ����倍�

���
�

� ��� ������ ������������� �� ���������
，
���������� �� ����� ������������ �� ��������

一
���������

���� �
� “
���������

” �����������
，
��������� ������ ������

， ����������� ������ �����������
�

������� ���������������������
“
������

” �����������
，
�����℃��� ������ ������

， ����������

�� ���
�

��� ������� ����������� ������ �������������� ��� ���� �� ��� �����
一����� ������

�

������ �����������������������
，
������������������ � �

被染色
，
比色测定表明核内已无 ���

，
暂称为

“
成熟

”
精子

。

正在形成中的精子的核也明显着色
，

但因片上不多见
，
形状及大小不规则

，
不宜作比色测定

。

射出精子的核内都测不出 ���
。

���放射 自显影结果 从图 �可以见到
，
在受 �� 照射的狗精巢细胞中

，
切除修复的标记细

胞百分数
，
以初级精母细胞最高

，
表明其

一

切除修复能力最强 � 精原细胞的平均值略低于初级精母

细胞�未得统计学显著性�� 圆形精子细胞和
“
未熟

”
及

“
成熟

”
的精巢精子都不被标记

，

表明它们已

没有 ��� 切除修复能力
。

��� 相关性 从图 �可以看到
，

表示切除修复能力的曲线和核内 ��� 含量曲线的趋势一致
，

经数理统计处理
，
二者间相关显著��� 。

�

���
，
���

�

���
。

�
�

大鼠精巢细胞实验结果

��� 非组蛋 白相对定量测 定 图 �表明
，
正常大鼠精巢细胞中

，
初级精母细胞核内 ��� 含

量最高
，

精原细胞次之
，
圆形梢子细胞又次之

。

由于大鼠精巢中已成形精子的核为刀状
，
窄而长

，

无法用 ���一�� 显微分光光度计比色
，
故缺少精子核内 ��� 含量的实测数据

，
但在显微镜下所

观察到的情况和狗的精巢精子近似
，
也有两种不同的染色表现

�

一种核
一

可被甲苯胺兰 �染色
，
另

一种则完全不被染色
，
可凭此而定性地判断核内���的有和无

。

��� 放射 自显影结果 图 �表明
，
大鼠精巢细胞受 �� 照后

，
在 切除修复的标记细胞所占百

分数中
，
也以初级精母细胞最高

，
亦即 切除修复能力最强 � 精原细胞次之

� 圆形精子细胞及成形

的精子几乎都不被标记
，
表明它们已几乎没有切除修复能力

。

��� 相 关性 从图 �可以见到
，
表示切除修复能力的曲线和核内 ��� 含量的曲线两者的起

伏趋势是一致的
，
情况与狗精巢细胞中相同

。

仅由于缺少精子核内 ��� 含量的实测数据而自由

度太小
，
末能得到显著相关

。

若以完全不被染色精子核的 ��� 含显作为零来参加统计处理
，
也

可得到修复能力与核内 ��� 含量之间的 显著相关�� � �
�

���
，
�� �

�

���
。
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图 � 紫外线照射后大鼠精巢细胞核
��一���标记情况与各正常细胞核内 ���含量的对比

一 少冬理畔补妙毕
�， 二 。 ，

一
，

一
� � ， � ‘

� ��
一
� � �� �

�一 ��找 �������� ������ ������� ����� ����� � �一��������������
。
�����

‘
���� ��� ���一����一

��� ������七����匕� ������������ ��一����������������又士�
�

�
�

�
�

口 ���相对含量
， ��� �������

� 对照组标记细胞 ������������ ��

� 照射组标记细胞 ��������������

���一������������������

����������������

� 精原细
�

胞 �����������盈� ，
�

� 圆形精子细胞 ���
���

��方������
，

� ���������� �� ������
�

初级精母细胞 ������� �������������，

讨 论
‘

本研究在狗及大鼠精巢细胞中所得到的结果是
�

初级精母细胞的 ��� 切除修复能力最高
，

精原细胞次之�但在狗中未得到显著性�
，
园形精子细胞及精子几乎都没有修复能力

。

这与过去一

些作者 〔 ‘ 一�，在人
、

小鼠
、

兔及大鼠精巢细����中所得的结果在趋势上是一致的
。

狗精巢中主要四类细胞的 ��� 切除修复能力与其核内 ��� 含量之间已得到 显 著 相 关 �图

��
。

在大鼠中虽因缺少精子核内 ��� 含量的实测数据而未得到数理统计上的显著相关
，
但从图

�中两条曲线起伏的一致性
，
和大鼠精巢精子的甲苯胺蓝 �着色性的观察结果来估计

，
一旦能测

出所缺数据
，
就能得到显著相关

。

以上总的结果表明
�

‘

切除修复能力较高的精巢细胞
，
其核内

��� 含量也较多
。

如果在这两种动物之间进行比较
，

也可以见到这样的情况
�

大鼠的初级精母

细胞修复能力比狗的高�图 �及图 �的左边纵座标�
，
所测得的核内 ��� 含量也比狗的多�图 �及

图 �的右边纵座标
，
单位相同�� 大鼠精原细胞的修复能力与狗的近似

，
两者的核内 ��� 含量也

相近
。 · 、
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一
一

�卜

一
片�

一
�

一一 一一
一一

一

一
一�

一
一一一一一

�

一
�

一一

一
��

一

一
核内 ��� 包括修复 ��� 所需的酶 〔” 一 ” ，

所以 ��� 含量的减少应该是切除修复能力下降的

一利
，
原因

。

但由于 ���还包括许多具有其它功能的蛋白 ‘” 一 ” ，
因而不能将核内 ��� 总量的增减

看作修复能力升降的唯一原因
，

所以对
一

于感形精子细胞核内虽然还有相当量的 ���
，
却 已 几 乎

完全不能进行切除修复的结果�图 �及图 ��是不难理解的
。

成熟精子不仅核内测不出 ���
，
且其 ��� 已被组蛋自所高度

“
装紧

”
��������

，

显然巳无

法进行转录 〔 ’ ‘ ’ ， 因此它完全不能修复损伤 ���
。

但还不知道精子核内基因损伤后的遗传危险性

是否绝对无法挽救
，
有人曾建议研究损伤的精子 ��� 能否被受精卵修复的问题 �‘��。 由于已见到

哺乳类�小鼠�卵母细胞对自身的损伤 ��� 及化学损伤���� 有修复能力�‘ ” �，
’

估计精 子 的 损 伤

��� 不是完全没有希望在受精卵中被修复的
。 ’

本工作承蒙胡匡沽
、

李子孝
、

周启玲
、

郑德存同志的大力协助
，
特此致谢 �

参 考 文 献

〔 �〕 �
�

�
�

�������� ����
�

������
一

������
，
�大�

�

��忑乙双��
� ，
��

，
凌�一��������

【 � 〕 �
�

�
，
������������

�

�������������
，
�

�

�却
�

���乙
� ，
�

’

��
，
���一���������

��〕 �
�

������一

������ ����
�

�
�

��������
，
���

�

��不乙���
� ，
��

，
��一��������

〔 �〕 �
�

�
�

����
，
����

�

���
�

����
�

���
�

��
� ，
��

，
����一�������了理�

〔 � 〕 �
�

�
�

����� ����
� ，
�� �

�

�
�

������� �� ��
�

��
� “
�儿� ����件艺��亡��凡 �” ��戈�矛

·

�����子乞 。了索��〔��“ 瓦���七��

��，
·

��，，�” ��
�

�一�。
，
������ �������� �����

，
������

“

仁�〕 �
�

�
�

���� ����
�

�
，
�������

，
����

�

�
�

������
�

��������
， ��

�

可
‘
��乙��一，乍��云矛� �几� �九���子王。 ￡�” �� ������

艺��� ” ��
�

�����与�
�

�������� �����
，

��� ����������

仁�〕 �
�

乃����
， �� 廿

�

�
�

�
’

������� ��。 ‘ �

廿���������
， ��

· “
����夕���� �矛丁� 月��，，��尹�� ���忿�，乞” � � ��

�

���
·

������
，

�������� �����
，
��� ����������

』 、

〔 �〕 �
�

����� ����
�

��������
， “
�￡���已 ��‘乙亡���

、

￡�� ���未�����乙 ，·����，·�九” ，
�

�

��
，
�������� �����������

� ，

�����川�� ������
一

�

〔 �〕 �
�

�
�

������������
，
�� �

�

�
�

������������ ��� �
�

����
， ��

� “
��艺�泛��� 云子� �乙�才矛，乞��乞 ��妞����咋已￡亡��”

��
�

�����
，
��������一������

，
���������� ��

�

����

〔��〕 �
�

������� ��〕��
�

�����
，
��玲��� ���

· ，
��

，
���侧���������

〔��〕 �
�

�
�

���������
�

�
�

�����
，
�

�

���艺����” ，
�

�����九己矛凡
� ，
��

，
��一��������

〔��〕 �
�

�
�

������
，
�

�

“ �����九�琳
�

�夕乙��几�。 ，
� ，

�石
，
�������������

卜

“
〔��〕 �

�

�
�

�����������
�

�
�

������，
�� �

�

�
�

��������� ����
�

�
�

�����
���

， 。 �
� “
��� ，·公��￡，

· ， � 正���，
‘

��

艺��� ，竹�，，�以 �了������
·

�九����己�比�。
” ，

���
�

���
�

�
，
���������

，

������������
，
���

� ，
��� �����

，

��。���

〔��〕 �
�

�
�

��������
，
�� �

�

�
�

�����������
�

�
�

�����
， ��

� “
�入� ��碗����� ���� ” 了��� ���，不���

”
��

�

���一���
，

������
�

������� ����� ������

〔��』�
�

�
， ，

�����������
�

�����
，
�戈�

�

���乙���
� ，
���

，
���一���������

��洲�年 石月 �� 日收到�



第 �期 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 ��

��� ������������

������
·

������� ���

������� ��������

������� ��� ��� ��������

��� ������� �� ���一�������

�� ���� ���� ������� ���

��� ���
」 �

���� ���辛
，
����������

‘

��� �������

����忿��“ �� ������������
，
�������� �止����

，
�����矛了�

，
�子王�九口�

�������� ��� ��� �������� ������ ������� ��刀�一���������� ���� ���� ����� ��

��������� ��� ���������� �� ������ ����� �������� ����� ��一��� ������������� ���

���������������
�

��� �������� ������� ����������一��������� ���� �一������� ���一�������

������� �������� �����艺� �艺�� ����� ���������� ����� �瓦� �������� �� ��������������

���������
�

������ ������� ����� ��� ������� ������������� ������� ��� �������
，
����

���� ��������
‘

��� ������� ����几�
�������� ��� �������叱�币� ������� �������

，
� �����

������ ������� �������������
�

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

��� ����� ���������� �������� ���� ���� ���
，
����

，
��
铆���� ��� �����������

，
�� ������

�������
�

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

������� ��� �������������� ���������� ��� ���� ������ ����� ������ ��� �������飞 �����

��� ���������� ��������
，

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

��������� ��� ���������一������������������ ������
�

�� ��� ������������一����������� ��

�������� ���� ��� ����������刃�����������
，
��� ������ ������������� ������� ����������

�� ��� ��� ���������
�
��� ���

，� ������������� � ������ ������ �� ��� ��� ��� �����‘�

���尸�
�

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

��� ����� ���� ���� ����� ��一����������� � ��� �������� ������
�

�

���一�������

������� �������
�

���
�

�
��� ���、

，
���一� ����������� ���� ���一���

�


