
第 �卷 第 �期 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 ���
�

�
，
��

�

�

����年 ��月 ������� �� ��������� �������� ��� ��������� ���������� �������� ����

马蔺子甲素对 尸线照射的 �一����肿瘤

细胞 ��� 单链断裂重接的抑制作用

章扬培 范国才 夏寿聋
�军事医学科学院放射医学研究所�

摘要 本文应用碱洗脱法观察了中草药马蔺子甲素对 �一��� �细胞 ��� 损伤与修复的影 响
，
观察

到马蔺子甲素能作用于辐射敏感的靶分子 ���
，
抑制 ��� 的正常合成和链断裂后的重接修复

，
从而表

现出放射增敏作用
。

在本实验条件下
，
与蔺子甲素在有氧和乏氧时的作用无差别

。

关确词 ���损伤与修复
、
���链断裂

、

辐射增敏剂
、

肿瘤细胞
。

引 言

马蔺子甲素是我国从中草药马蔺���������������������种 子中提 取 的一 种 醒类化合物�����

��������
，
据报道在细胞水平

、

整体水平及临床上都发现它有一定的放射增敏作用 〔‘ �。 我们应用

改良的膜过滤碱洗脱法 〔�一 “ �观察了它对体外培养的小鼠肿瘤细胞 ��� 损伤与修复的影响
。

实 验 方 法

�
�

细胞

小鼠腹水瘤 �一��� �细胞在含 �心�小牛血清的 ����� 培养液中生长
。

照射前 �� 小时将处于指

数生长期的细胞用终浓度为 �
�

�卯����的
“
�一��� 进行放射性同位素标记

。

�
�

药物

���马蔺子甲素用 �
�

���吐温 一 �� 或二甲基亚讽溶解
，
然后用 ����� 培养液稀释到 实验所

需浓度
。

如有必要
，
通 ”

�

��氮气 �分钟以造成乏氧
。

药物与细胞于 ��℃保温 �小时使其透入
。

�
�

照射

含药物的细胞悬液在冰浴中放置 半小 时 后
，
于 。 � �℃用 “

�� 。 夕线照射
，
剂量率 为 ���

�

�

�����
。

�
�

培养液中复含且的测定

��� 硫代硫酸钠滴定法 于通氮不同时间后
，
在培养液中加入硫酸锰

，

碱性碘化钾和浓硫酸
，

以淀粉为指示剂
，
用经重铬酸钾标定过浓度的硫代硫酸钠溶液滴定

。

根据硫代硫酸钠用量计算出

培养液中的氧含量
。

���氧化还原 电位测 定法 以铂电极为指示电极
，
饱和氯化钾甘汞电极为参比电极

，
在高阻

毫伏计或 �� �一�
’

型酸度计上测定通氮不同时间后培养液中的氧化还原电位
。

�
�

��� 单链断裂的检测 �句

将细胞转移至醋酸纤维素微孔滤膜上溶胞
，
然后用 �� ��

�

�的四丁基氢氧化按溶液进行变性

洗脱
，
液闪法分别测定洗脱液中和滤膜上的

“� 放射性
，
以膜上 ��� 百分数作为衡量链断裂与重
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接的尺度
。

检测链断裂后的重接修复时
，
先将受照射的细胞置于 ��℃保温 �� 分钟后

，

再用 膜过

滤碱洗脱法检测
。

�
�

��� 合成的检测

�一����细胞用 �
�

�����加�“�一��� 于 ��℃标记 �小时
。

将 �� ���个细胞铺放在 微 孔滤膜

上
，
经溶胞

，
���� ��� 淋洗后

，
取出滤膜

，
加 �

�

����
�

��� ���
，
于 ��℃水解 ��分 钟

，
四丁

基氢氧化钱中和
，
然后加入闪烁液计

�� 放射性
，
以

。 �

�
�

� 数表示 ��� 的合成
。

实 验 结 果

�
�

通氮时间对培养液中氧含量的影响

用硫代硫酸钠滴定法及氧化还原电位侧定法均测得
�
以 �

�

�一�
�

�������
�

的压力向 ����� 培

养液中通 ��
�

��的氮气 �分钟后
，
培养液中的氧含量急剧下降到原来的 ��以下

，
每升培养液中

氧含量少于 �
�

�� ���即少于 �������
，
尔后随通氮时间继续延长

，
培养液中氧含量变化不大

。

可

以认为通氮 �分钟已造成乏氧条件
。

�
�

通氮对细胞活存的影响

用 」������� ���� 或 �
�

��巧� ����� ����� �染色及用 �
�

�������琼脂
一�����固体培养基

培养等方法均证明通氮 �分钟不会引起细胞的死亡
，
见表 �

。

但通氮时间过长�大于 �小时�或通

氮压力过大�大于 �
，

�������
�
�都会造成细胞的死亡

，
带来实验误差

。

表 � 几种不同方法观察通氮对细胞活存的影晌 �� 马蔺子甲素对
�
�一��� 掺入 ��� 的影响

����� �
。

��� ���������������� �� ������������

���������� ����������������

�
’

���’’’
��

�’’’’
’

厂蕊簇惚挚盖
�

舔巍犷
’

�������� 通 ��

前 通 ��
后

���������������，�����������������

��台芬蓝
��������������

�� �����詹纳斯绿
��

�

����� �����

������

���

���

实验观察到随着马蔺子甲素浓度的增加
，

��一��� 掺入 ��� 的量逐渐降 低
。

药物浓度

为 �
�

�
、
�

�

�
、
��

�

�
、
��

�

�
、
��

�

�“����时
，
掺

入率分别是对照组 的 ��
�

��
、
��

�

��
、
�

�

��
、

�
�

��
、
�

�

���
，
提示马蔺子甲素可以抑制细胞

正常的 ��� 合成
，
见表 �

。

固体培养基培养
������ �������

表 � 马蔺子甲案对
��一���推入 ��� 的影晌

����� �
�

��� ������������������� ��

��一��� ���������亡��� ���� ���

表中数字为 �次实验的平均值
，

每次计数 ���个细胞

�
�

�一����细胞 ��� 单链断裂与重接修复

实验观察到随着照射剂量的 增 加
， �一����

细胞 ��� 单链断裂逐渐增加
。

照射剂量与膜 上

��� 残留百分数的对数之间呈线性关系
，
图 �

。

在正常情况下�空气组�
，
�一��� �细胞经 ��

�� �线照射后
，

膜上 ��� 残留百分数 为 ��
�

��

士 �
�

���� 通氮乏氧下经 �� ��照射 为 ��
�

�� 士

浓度�林�加��

���������������
计数�分
��

�

�
�

��

�

�
。

�

�
。
�

��
。

�

��
。
�

��
。
�

�����

����

����

���

���

���

细胞数 �� ���
， ������� �

�

�卜�����
，
��℃

标记 �小时 �次实验平均值

�
�

���
，
说明空气中照射和乏氧下照射

，
��� 单链断裂的程度基本相似

。 一

照后于 ��℃ 保温 ��分

钟
，
空气组膜上 ��� 残留百分数 上 升 到 ��

�

��士�
�

���
，
乏氧组上升到 ��

�

�� 士�
�

���
，
说明

受相同剂量照射后 �一����期胞空气组 ��� 单链断裂重接修复的速度大于乏氧组
，
见表 � 。
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马蔺子甲素对 �一���� 细胞 ��� 单链断裂与重

接修复的影响

实验观察到当马蔺子甲素浓度为 �和 ��卜����

时
，
药物本身在不照射情况下

，
可以造成部分 ���

的单链断裂
。

在有氧和乏氧条件下经 �� ��照射
，

�林�加�加药组膜上 ��� 残留百分数分别为 ��
�

��

士�
�

���空气
、
��

�

��士�
�

����乏氧�� ��协����组

分别为��
�

��士�
�

����空气�
，
��

�

��士 �
�

���乏氧�
，

均与不含药物的照射对照组无统计意义上的差别
，

说明马蔺子甲素没有增加 夕线造成的 ��� 单链 断

裂的产量�见表 ��
。

照后 ��℃保温 �� 分钟 ，
马蔺子甲素 �林����照

图 �

���
。

�� �� ��

辐射剂量 ��������������� ����

�一��。 卫细胞 ��� 单链断裂剂量曲线
��� ���� ����� ����� ������

���������������‘ ���� �����

后保温组的膜上 ��� 残留百分数为 ��
�

” 士�
�

����空气�和 ��
�

��士�
�

����乏氧�� ��“����照

后保温组为 ��
�

��土 �
，

��� �空气�和 ��
�

��士 �
�

����乏氧�
，
均比相应对照组的 ��

�

��士�
�

���

�空气�和 ��
�

�� 士�
�

�� ��乏氧�明显降低
，
提示马蔺子甲素在有氧和乏氧条件下都能抑制 ��� 单

链断裂的重接修复
。

��雌���马蔺子甲素的抑制作用要比 �阳���明显
。
�见表 ��

����� �

表 � 马蔺子甲素对 �一����细胞 ��� 单链断裂及重接修复的影晌
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由表 �可见当马蔺子甲素的浓度增加 �� 陀���时
，
药物造成大量细胞死亡

。

膜上 ��� 残留

百分数骤减
，

在此浓度条件下已无法判断马蔺子甲素的放射增敏作用
。

��� 在射线或酶的作用下
，

化物阴离子自由基���
� �

�】

讨 论

醒可被还原成半醒自由基
，
半醒自由基与氧反应

，
又可形成超氧

� �牙

。。
︿曰﹀
”。�’�

八曰﹀
���

�﹄������。��

半醒自由基

超 氧 化 物

阴离子自由基
�酮
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半酿自由基在有氧和乏氧状态下都能形成
，
而超氧化物自由基则必须在有氧下形成

。

这两种自由

基通过破坏 ��� 大分子或细胞内的酶系统而使细胞损伤
。

马蔺子甲素含有醒式结构 【“ �

�

��
��

����一
气少

一 ‘���，。一��一��一 ‘���，�一��昌

“
�

它在射线的作用下有可能同样生成半醒自由基和超氧化物阴离子自由基
，
它们可能 抑 制了 ���

合成的酶系统
，
从而抑制了 ��� 合成和 ��� 链断裂后的酶促修复作用

。

��� 使用辐射增敏剂要特别注意其毒付作用
，
实验表明当马蔺子甲素的 浓度 超 过 ��卜����

时
，
药物的细胞毒作用已非常明显

。

而 ������������在 ���林����时则不然 〔” ’ 。 因此临床上使 用

马蔺子甲素时应考虑其毒性影响
。
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