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摘要 我们改进了能用于检测不分裂细胞 ��� 链断裂与重接的经磷灰石离心
一
荧光法 ‘ 证 明 了 鼠

血淋巴细胞能将产线 引起的 ��� 断链重接
。

但受 �� ��损伤的细胞 修复不完全
，
继续保温至 �小时

又发生断裂
，
同时细胞活力下降

，
再次肯定我们以前提出的观点

�
即重接 ��� 分子的再断裂是一种不

可逆的生化变化
，
它可能是细胞死亡的预兆

。

关键词 经磷灰石离心
一
荧先法

，
大白鼠血淋 巴细胞

� ��� 链断裂 ， ��� 修复
，
重接 ��� 再

断裂
。

引 言

前文我们报道了用碱性蔗糖梯度离心法
，

观察了 �
�一���标记人血转化淋巴细胞受照后 ���

损伤与修复的规律 〔 ’ 〕 。 本文介绍我们采用 ��������
“ 】及 ������ 【“ �碱解旋速度法

，
改进了经磷灰 石

离心分离 ��� 单
、

双链和荧光检测法
，
使之更简便

、

灵敏
、

快速
。

经与经磷灰石柱层析法比较
，

分离效果相同
。

它无需先用放射性核素标记可直接检测细胞 ��� 链损伤与修复
。 �

以往大多利用休外培养来研究分裂细胞 ��� 断链的重接
，
而对不分裂细胞 ��� 能否 重 接

研究较少
，
我们来用本法对 丫线所致大白鼠外周血淋巴细胞 ��� 链断裂及其重接规律进行 了探

讨
。

材 料 与 方 法

�
�

淋已细胞悬液

������纯种大白鼠经乙醚麻醉后
，
由颈动脉无菌放血

，
肝素抗凝

，

按 ����� 法 〔毛’分 离 收集

淋巴细����
，

再用冰冷生理盐水或 ����������� �
�

��培养液�下简称 ���� 液�洗二次
。

镜下检 查

淋巴细胞纯度大于 ���
，
回收在 ���以上

，
用台 酚蓝染色法检查拒染细胞�又称细胞活力�大于

���
，
然后视实验需要

，

将细胞悬于生理盐水或 ����液内使成 �� ���个细胞���
。

来

本工作在 ����年 �月全军防原会议上及同年 扣 月在中国生物物理学会四届全国学术会议上报告过
�
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�� 照射

用
���。 下线照射

，
距离��

��
，
剂量率 。

�

����
�

�� ��加��
，

细胞悬液分装在试管内
，
为降

低酶的修复作用
，
于冰冷水浴中照射 �一�� ��后

，
即刻于 �℃ 离心

，

弃去上清液
，
细胞再悬于

冰冷盐水内
。

�
� ‘

修复试验

将经受 �� 或 �� ��照射的 ����细胞悬液于 �℃离心后 ，
轻轻移去上清液

，

注意防止细胞丢

失
，
在 ����液内加 ��������米灭活无菌马血清�内含青

、

链霉素各 ��� 单位����混合
，

于 ��℃

保温不同时间后
，
分别离心收集细胞

，
�

再以冰冷生理盐水洗二次后
，
悬于生理盐水内

，
贮冰箱备

用
。

以
�

�各步均需在无菌条件下操作
。

�
�

经磷灰石离心一荧光法检测

��� 样品 的制备 取 。
�

���细胞悬液�含 �一�� ��
�

个细胞�置平底塑料管内
，
沿管壁 加 碱

性溶胞液�含 �
·

��� �早��
、
�

·

���� ������‘
及 �

·

��� ����
，
�����

·

��在暗处于 ���� 水浴

中保温 �� ���
，

使细胞溶破
， ��� 解旋

，
取出后立即置冰浴中

，
加 ��� �

�

��� � ����含酚红

指示剂�
，
使之中和

。

随即于冰水中用超声波清洗机以 ��� �� 超声处理 ����
，
使 ��� 分子量

降至 �� �护 ���左右 〔�’ ，
加 ����

�

��十二烷基磺酸钠�����
，
使蛋 白质变性后与���解离

。

混

匀
，
置冰箱内保存

。

���狂磷灰石 离心 分离 ��� 单
、

双涟 ① 经磷灰石�下简称 ���
，
�

�

�� �� 置试管内
，

先

用 �
�

�� � 磷酸钾缓冲液�下简称 ���
，
�� �

�

��浸泡 �小时以上
，
用滴管吸搅洗涤 �次

，
自然沉

降后
，
吸去上清液

，

再加 �� �� � ��� 吸搅后放置
，
用前在水浴中煮沸 ����

，

离心弃去上清液
，

这样处理对陈旧的 �� 分离效果较好
。 ② 吸附 ��� 将上述制备好的样品加入含有已处理好的

�� 试管内
，
用滴管轻轻吸冲搅匀后

，
先在室温 再 在 ��℃水 浴 内 吸 附 �� ���

，
������� 离心

���� 弃上清液
。 ③ 洗涤 加 �

�

�� � ���洗涤�� 沉淀
，
以除去酚红

，
���� 及 ���等杂质

。

离心

弃上清液
。 ④ 洗脱 在 ��℃水浴中，

以 �
�

��� � ���
�

洗脱单链 ���
，

离心
，
再重复

‘

�次
，
收集

上清洗脱液备用
，
最后在 ��℃水浴中，

以 �
�

�� 从 ���洗脱双链 ��� 三次
，

方法同上
。

上述操作均需在弱光下进行
，
以避免可见光对洗脱结果的影响

。

��� 荧光法检测 ��� 单
、

双链 为避免 ���等不溶物对以后的荧光反应的影响
，
将上述收

集的洗脱液于 。 ℃离心除去沉淀 ，
吸取上清液 ���� �

，

分别置于磨 口离 心 管 内
，

各加 �
�

�� ��

�
�

��小牛血清白蛋 白�电泳纯�作载体
，
摇匀

，
加 ��������� 摇匀

，
置冰箱 过夜

。
�℃ 离心沉

淀 ���
，

弃上清液
，
再依次用 �� ���

、

乙醇等洗涤沉淀
，
以除去 ���及脂类

’

等杂质
，
然后置

��℃烘干 、
加 ��时 �� �

�

�一二氨基苯甲酸盐酸盐�下简称 �����使沉淀润湿
，
盖好磨 口塞

、

置

��℃水浴中反应 �� 分钟后
， 一

取出加 ����
�

�� ����
� ，

终止反应
。

摇匀后
，

按前法 ‘ 。 ’于 蝙
�

��名

��
，
入��

、
��� �� 处

，
以硫酸隆泞�� 卜����的 �� �� �多� 液�为参考值

，
用荧光分光光度计测量样

品的相对荧光强度
。

按双链
·

������� ������ ��� 双链荧光强度����� 单
、

双链荧光强度

之和��
，

计算 �� ����
。

其量的下降或上升可用来衡量 ��� 损伤与重接的程度
。

实验中所用的试剂均用去离子水�电导率
� 。

�

�一�
�

�� ��
日。 一 ’��

一 ’
�配制

。

结 果 与 讨 论

��
一

�� 离心法与 �� 柱层析法分离检测 ��� 单
、

双链效果的比较

为了验证 �� 离心法分离��� 单
、
双链的效果

，

除按上述方法对纯 ��� 和细胞 ��� 进行



劝 哺乳动物细胞 ��� 辐射损伤与修复的研究 五
·

第 �卷

离心回收实验外
，
我们还采用了 �������的 �� 柱层析法 〔 ’ �， 在相同操作条件下作了分离效果比

较
。

��� 天然 ��� 与热 变性 ��� 的众离 取小牛胸腺 ��� �主要为双链
，

西德�����产品�和

热变性 ����主要为单链�分别按离心法参见材料与方法一节中的 �
�

��� 或用 �� 柱进行吸 附 和

洗脱
，
然后用紫外分光光度计测定光密度��

�

�
�

�
，
结果见表 �

。

表 � �� 离心法与柱层析法分离小牛胸腺 ��� 效果的比较

�各部分洗脱液的�� �
·

值占总 �
·
�

·

值的��
’

����� � ���������� ���即������� ��� ���������� ����������������� �������������� ���� ������

�������������� �� ����
�

������
�

����������� ������一������� ��
�

�
�

�������� �一����� ��

��� ������
�

�
�

�
�

天然 ��� ���������� 热变性 ���

����功��一����上������ ���

离
，

乙 法

��������������

柱层析法

������ ������

一��������

离 心 法

�������昭��一��

柱层析法

������

��������������

末 被 吸 附

����������
�

。
�士�

。
���� �

。
���� �

。
�士�

。

���� �
。
����

��� �
�

��� 洗涤

�������� �
�

��� ���
�

。
�士�

。

���� �
。
���� �

。
�土�

。

���� �
。
����

��� �
�

���� 洗脱

���������� �
�

���� ���
�

。
�士�

。

���� �
。
���� ��

。

�士�
。
���� ��

。
����

��� �
‘�
��� 洗脱

���������� �
�

��� ���
��

�

下士 �
气���� ��

。
���� ��

。
�士 �

。
���� ��

。
����

����、 ���
�盆

。

�士�
。

� ��
。

� ���
。
�士�

。
� ��

。
�

�

表中数据为 又士��
，
括号内为实验次数

由表 �可见
，
�� 离心法与柱层析法对天然和热变性 ��� 的分离效

·

果基本相似
，

的 ��� 夜��左右
，
说明 �� 吸附 ��� 较完全

，
用 �

�

�� � ��� 洗涤时
，
单

、

双链

被洗下
。

当 ���浓度由 。
�

��� � 增加至 �
�

��
，

� 时
，

天然 �� ��� 方能被洗脱下 来
，

未 被吸 附

��� 均未

这是 由 于

�� ��� 被 �� 吸附力较强的缘故
。

用两种方法洗脱的 ��
卜

��� 分别达 ��
�

��和 ��
�

��
，
结果相

同， 热变性后的单链 ���
，

因�� 对其吸附力较弱
，
故用 �

�

��� � ��� 就可洗脱
。

两法洗脱单链

��� 分另�为 ��
�

�� 和 ��
�

��
，
结果相似

。

符合天然与热变性后 ��� 物理变化的规律
。

因此单
、

双链 ��� 在两种方法上的洗脱效果只依赖于洗脱液中的磷酸盐浓度
，

作等的影响
。

结果证明 �� 离心法与柱层析法一样能有效地分离 ���

���以上
。
�实验重复性较好�

。

���林 巴细胞 ��� 的分离
’

将淋巴细胞 ��� 按上述方法分别经

行吸附
，
洗脱分离

，
荧光检测

，
结果如表 �

。

而不受样品混悬及离心操

单
、

双链
，
平均回收均在

�左离心法和柱层 析 法 进
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表 � �� 离心法与柱层析法分离淋巴细胞 ��� 效果的比较

�各部分洗脱液的荧光里占总荧光通的��
宋

����� � ���������� ������������ ��� ������������ ��爪������� ��卜�� �������������� ����

������ ��������������

����������� ����������� ������� ������� �� ��七��了�����������
年

�次

名 称
未 被 吸 附

����������

���飞�

��� �
�

��� 洗涤 ��� �
�

����洗脱 ��� �
�

��� 洗脱

���������� ����������� ����������

�
�

���舀��� �
�

���� ��� �
�

��几才 ���
�

��������

离 心 法

��������������
�

。
�土�

�

� �
�

�士�
�

� ��
。
�士 �

。
� �亏�

，
�士 �

�

� ��
。
�士�

。
�

柱层析祛

������ ������ �
�

�士�
� ‘

�

一���������

�
，

�士�
�

� ��
。
�上�

�

� ��
�

�上 卜 � ��
。
�土�

�

�

帝

表
‘

中数据为 �个样品
，
每个样品 �个复管的平均值�又士���

巨

由洲�可见
，
两种方法在分离检测细胞 ��� 的效果上也基本一致

，
�� ��� 分别为 ��

�

�士

�
�

��和
’。 �

，

�士�
�

��� 洗脱鱼链 ��� 在询�左右
，

这部份单链 ��� 的产生可能与碱溶胞
、

中和

过程中的剪
一

切力及 ��� 对碱不稳定性有关
，
与文献报道一 致 〔 “ 一 “ �。 结果再次证明本法与柱 层 析

法一样
，
亦能有效地分离细胞 ���

。

用两种方法从 �人
一

�

仁洗脱纯 ��� 的动力学表明�未列出�
，

以。
�

砚�� 或 �
�

�� � 分别洗脱单或双链 ��� 各
‘

�次
，
均可洗脱完全

，

单
、

双链分离度较好
，
平

均回收都在 ���以
�

�几
。

实验中所用的 ���需选用晶体头
，

完整的新近制品
，
最好是同批号的

，
分

离效果好且较稳定� 使用去离子水可降低空白荧光量
，
以提高检测灵敏度

。

�
�

��� 的荧光检测
」

分离后的单
、

双链 ��� 或不同数量的细
一

胞 ��� 与���� 反应后的荧光强度是否与��� 量

有相应关系
，
这对应用本法检测 ��� 的灵敏度与可信性有关

，

我们用不同最的 小 牛 胸 腺 ���

���一�������或者不同量的淋巴细胞�� ‘
�

��
，‘ �� �护�与 ���� 反应后进行荧光检测

，
其 结 果

是 ��� 量或细胞数与相应费光强度均有很好的线性关系
，

前者直线方程为夕� ��
�

召���� ��
�

����

�
，
相关系数 � 二 氏 ����

，

分离后的 ��� 与���� 反应的荧光量均落在此直线范圆内 � 后者直线

方程为 夕� ��
�

���� � ��
�

�切��
， � 二 �

�

����
，
我们所取细胞量均限制在线性范圆内

，
以选用 ��

�� �。 ” 个细胞为宜
，
这说明在严格控制条件下所使用的芡光检测 ��� 的方法是切实可行 的

。

也

可用于人类保健的各个领域
，
如检测化学制荆对体内外反应敏感的组织或细胞

，
亦可用于检测环

境因素对 ��� 损伤的短期测试系统
。

�� 大鼠外周血淋巴细胞经 �线不同荆且照射后
，
��� 链断裂的变化

���未照射淋巴细胞 ��� 经 �� 离心法吸附
，
洗脱后各部分回收如下

，

未 被 吸附的 ���

小于 �
�

��� 被 �
�

�� � ���洗
一

自均小于 ���� ��� ��� 大于 ��� ��� 总回收大于 ��
�

��
。

与上

述分离淋巴细胞结果相似
，
证明��� 离心

一
荧光法分离效果稳定爹 重复性较好

。

��� 细胞悬液经 �一����照射后
，
�、 ����的对数�����随照射剂量 ���增加而是 线 性 降

低
，
显示 ��� 单链断裂损伤随剂最增加而呈线性增加

，
有非常明显的负线性关系不图 ��

，
其直

线方程为 ���
二 一 �

，

����一 。
�

���� �
， ‘

相关系数
�二 �， ����

，
���， 火 ，

符合哺乳动物 细 胞 ���
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辐射损伤的规律
。

从图 �还可以看到本法对不分裂细胞 ��� 单链断裂检测的灵敏度可达 ���
。

而我们原先使用碱性蔗糖梯度离心法只能检测至������的损伤
，
因此本法较超速离心法灵敏

，
但

不如后者能检测出 ��� 断裂分子的大小
，
而前者操作简便

，
灵敏度高

，
检测样品量小

，
一次能

进行批量分析
。

� � �

照射剂量����
一

只��臼���� ���� ‘���

�� �� ��

一 �
。

一 ��

�

一 �
�

�

一 �
�

�

气誉一

一 �
�

�

图 � �线照射后鼠外周血淋巴细胞 ��� 链断裂的剂量效应曲线
���

�

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

� � ��� 双链荧光强度���� 单
、

双链荧光强度之和
� � ����������立� ��������� ����� ������一���������� �������一���������� ��������� �����

������一 ��������� ������

�。

亡二二二

毛一从
臣

八�八勺

︵�︶丈之口
。下

��
� � �

�
，
�

‘

�

一� �

保温时�’����� ��� � � � �� � � �� ��� � ， �� � ��

图 �

���
�

� ��� �������� ����

������
。

二 瓷 二 二

正常值 �����������
，

�℃放置
，

各点为 又士��

受照淋巴细胞在 ��℃保温不同时间后 �� ����的变化
��� � �� ��� ��������祖 一���������� ���������亡����� ����� ������������

△一△�� ��
，

�一� �� ��
， ▲� 分别代表受照 �� ��和 �� �� 细胞于

�▲ ����������� ��� ���� ���������� ����� ���℃ ������������
， ����� ��������������� 女士��

�
�

受照射细胞 ��� 损伤的修复
� �

细胞的
“
拓��

”
悬液于 �℃经 �� 或 �� ��照射后

，
加 ��写马血清置 打

一

℃保温不 同 时 间后矿
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�� ����随保温时间的延长逐渐增加�图 ��
，
表明 ��� 断裂链又重接起来

，
而受照细胞于冰水

中放置 �小时
，
仍未见有断链的重接

，
说明 ��� 断链重接过程中有酶参与

。

由图 �还可 以看到
，

受 �� ��照射的细胞在保温开始 �� ��� 前重接速度较快
，
约有 �� �的断链得到重接

，
其后速度

变馒
，

出现快慢修复的两个过程
，

而���� 组照后慢修复过程不明显
，
保温开始后 ��� 断链 就

迅速重接
，
�� ��� 已重接 ���左右

，
至 �� ��� 已恢复到照前水平

，
而 �� �� 组虽

、

保温至 �小时

仍夫 贝
�

字个修有
。

饮早 由千剂帚女
�

��� 断烈捐伤严贡不易假勿所翰
�

才日 宜聆结奚明 异����订明

代谢活性低
，

不分裂的淋巴细胞与转化淋巴细胞一样 〔 ’ 〕 ，

亦能将��� 断链重接起来
。

这跟 ����

��� ‘，��
“ 等 〔” 关于受照人血淋巴细胞 ���断链也能进行重接的报道相一致

。

若将 ���� 组 继 续

延长保温至 �小时
，
�� ��� 反而下降

，
提示重接好的 ��� 链又发生断裂

，
同时细胞活力 亦 下

降
，
与我们前文�‘ ，、

������’及 �������。 ’的结果类似
，
但我们将淋巴细胞在 ����或 ���放 置 ���

小时
，
未见有细胞活力下降

，
这就间接证明我们在前文���提出的观点

�

即重接��
� 分子的 再 断

裂是一种不可逆的生化变化
，
它是细胞死亡的预兆

。

至于何以发生 ��� 重接分子的再断裂
，
这是否由于受照细胞溶酶体被破坏

，
����� 释放

，

活力增高所引起的
，
是个值得深大探讨的问题

。
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