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摘要 木文改进和建立了能用于分析分裂和不分裂细胞 ���链断裂损伤的 ���解旋荧光分析法
。

对其中某些影响因素也作了一定的探讨
。

并观察了氧对辐射诱发哺乳动物细胞 ��� 链断裂损伤及 重接

修复的影响
。

结果表明
�

细胞 ��� 链断裂损伤程度与剂量呈线性关系
。

小鼠腹水型淋巴性白血病 �，，，�

细胞的氧增强比值为 �
�

�
。
�� �细胞的氧增强比随照射条件不 同 为 �

�

��和 �
�

��
。

乏 氧 条件受 照的
�� �细胞在有氧条件下 ��℃保温

，
比有氧受照细胞的 ��布链断裂重接快且完全

。

照后持续 乏氧保温
�
丁抑制乏氧受照细胞的 ��� 链断裂重接

。

再氧合可促进 ��� 链裂重接过程
。

关锹词 ��� 解旋荧光分析法
，
��� 链断裂

，
���修复

，

氧效应

引 言

近年发展起来的 ��� 解旋荧光分析����� 法 〔 ’ 一 “ 〕具有操作简便
、

快速且灵敏度高优点
，
无

需用放射性同位素标记及 ��� 单
、

双链分离等步骤
，
能用于分析分裂或不分裂细胞 ��� 链断裂

。

其主要原理是根据 ��� 分子在碱性溶汇内解旋速度与 ��� 链断裂数成正比
，
残留的双链 ���

�������与澳化乙锭����结合后经光激发可产生荧光
，

通过测定相对荧光强度即可反映残留�����

的变化
。

我们根据 �������� 〔 ‘ ’及 ��������
“ �等人报道的方法

，
结合本实 验 室条件改 进和建 立了

���� 法
，
并应用于观察氧对辐射诱发细胞 ��� 链断裂及其重接的影响

。

材 料 与 方 法

���试 剂 溶液 工� �
�

�����
���与 �

�

������� 一���溶液用前按 ���
�

混合�����
。

溶液 江 �

�������
·

��
一 “����

， �����
·

��
一 “���

，
�

�

�����
·

��
一 “
����

�，
�

�

�����
·

��
一 “������‘

和 �，

���
·

��
一 “
葡萄糖

，�� 为 �
�

�
。

溶液 班 � �
�

����
·

��
一 “
尿素

，
������

·

��
一 “����

，
�

�

�����
·

��
一 “

环已二胺 四乙酸及 �
�

�� ���
。

溶液 万 �

含 �
�

����
·

��
一 “ ���� �均溶液 皿

。

溶液 �� ����
·

��
一 “

的葡萄糖及 ������
·

��
一 “
的琉基乙醇

。

溶液 ��
� �

�

�协����的 �� 及 ��
�

�����
·

��
一 “����

。

��� 细 胞 小鼠腹水型淋巴性白血病 ���，�
细胞由 ��� 纯种小鼠腹腔内接种传代

。

接种�一��

后抽取腹水�‘ �。 �
�

�一�
�

���腹水加入 ����溶液 �在 �℃作用 �����
，
然后离心 �������

，
倾

去上清
，
再用生理盐水洗涤离心后

，
将细胞悬浮于溶液 亚内

。

细胞浓度为 ���� ��
”
���

，
置冰水

浴内备用
。

�� �细胞于 ���� 培养液�含 �� 小牛血清�中
，
在 ��℃ ，

�� ���

条件下培养贴壁 生长
，

���天传代一次
。

将培养液倾去后
，
以溶液 ��将细胞冲洗数次后再把细胞冲下

，
制成 �一��� ��

‘
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个���的细胞悬液
，
置冰水浴中备用

。

���乡乳条件 将 �一���的细胞最液置于 �� ��的培养瓶内
，
橡皮帽封 口后经插入两枚��

�

注射针头通入纯度大于 ”
�

���的氮气
，
持续 �� ��� 以上

。

每次实验通氮气条件均保持一致
。

��� 照射 条件 照射时
，‘

�� �细胞分别以细胞悬液或在含有 ������
·

��
一 ‘ ����� 培养液内

呈贴壁状态进行照射
。

��� ��� 链断裂损伤检测 根据 ���������‘ �和 ��������“ �等人发表的 ���� 方法
，
结 合本

室条件进行了某些改进
。

每一剂量点设 �
、
� 及 � 三组管

，
每组 �一 �个平行管

。

根据以往工作 〔��， 为了适合于使用

���
一�� 型超声波清洗机对细胞 ��� 的超声剪切

，
我们选用了平底塑料试管

。

每管内加 细胞悬

液及溶液 ���各 �
�

���
，

在冰水浴内置 �� ���
，
使细胞溶破及染色质�体�解聚

。

然后将 �
、
�和 �

三组分别按下列步骤操作
。

�组
�

轻轻加入溶液 � �
�

���
， �

在冰水浴内作用 �� ���
，
使 ��� 发生部分解旋

。

若 检测小

剂量范围��
�

�一�
�

����所产生的 ��� 链断裂时� 则将样品再置入 ��℃水浴中继续作用 �� ���
。

在此操作过程中需注意避光和尽量不摇动样品
，
以免对 ��� 造成机械剪切损伤

。

加入溶 液 �终

止解旋
，
经超声��������� � 混匀后

，
再放入冰水浴内

，
加溶液���

�

���
。
�一��℃ 条件 下于暗

处保存
。

�组
。
先加溶液 �

，
再加溶液 万

，
余操作同 �组

，
�时� 未发生解旋

。

�组
�

加入溶液 那 �
�

���后进行超声剪切��������
�

����
，

在室温下放置 �� ���
，

使 ��� 分

子全部解旋
。

再依次加溶液 �和 ��
，
混匀

，
然后用 �������� ��� 型荧光分光度计

，
以 �����为

激发光
， ����� 为发射光

，
测量相对荧光强度

。

��� 计算 由 �
、
�和 � 管分别测得相对荧光强度 �

、
�和 � 后

，
按式���计 算 残 留 双链

、产、产‘人�乙�了、�了、

��� 百分比 ��������
。

残留 �������功
� ��一 ����� 一 ��� ����

亦可按照 �������� 等提出的式���计算 �
。
值

�

�
� � ���� ����

。
一 �����

�
。

和 �，
分别代表细胞受照前后的残留������

。

上述残留���������或 �
。
值均可表示 ��� 损伤程度

，
由于 �

。
值与受照剂量之间具有较

好的线性关系
，

故我们以户
。
值作为衡量 ��� 损伤与修复的指标

。

结 果 与 讨 论

�
�

���� 夕线照后 ���，�
细胞与 �� �细胞 ��� 链断裂的剂皿效应关系

由图 �可见细胞悬液受 夕线照射后
，
残留����� 均随剂量的增加而减少

。
��
值与剂量之间

有良好的线性关系
。
���，�

细胞及 �� �细胞的剂量效应曲线 的 相 关 系 数 ���分 另��为 �
�

����和
� ，

�
�

����
，
相关显著

。

在一定范围内
，
细胞浓度��

��，�
细胞 ���又 ��

�

���
，
�� �细胞 �一��� ��

�

加��对实试 结 果

无明显影响�图 ��
。

样品的相对荧光强度是比较稳定的
，
隔夭及一周后测定结果基本相同

。

通过延长 ��� 解旋时间及提高水浴温度�加溶液 �后先置冰水 浴 �� ���
，
再 置 ��℃ 水 浴

�� ����
，
可较敏感地检测至 �

�

���照射所致 ��� 链断裂损伤�图 ��
，
相关系数为 �

�

����
。
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���
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����佑��

���

��� �
�

����一�������� ����� ����� ������ ������ �� 下一���������� �� � ����� ��� ��� �，，一， �����

�����������
� 令

， ���� ����� ���������� ��� ����士�� ��������������� �������������
‘

�� �一� ������田����
�

��

占
��

州
�

加
�

功��

�

�
’

�

���

� � �

��������

�� 『 一 ” 巧 ��

��� ��������

��� �
�

������� �������������������� �� ��� 场
������ ������� �� ��拍������� �����

�

��� �� � �����
�

��只 ��
‘ ��������

，
� ��‘ ��������

�

�

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

���������
�

���� ����� ���������� ��� ����士�� ��������������� �������������� �� �一� �三����������

�甘��月﹄匕」

占 ��子

��叨��加功

�
�

� � �

��������

�
�

� �
。
�

� �� 万飞� �� �� �� 弓。 ‘�

州�拟漪��。

。
口

��� �
�

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

��������

�一�����或�����

������ �� �一������������� �����

������

������ �，，������� ��
仑梦
� ��

�

��� ��
〕

���

����

����������
。

���� ����� ���������� ��� ����土�� ��

������������� �������������� �� �一�

�����������
�

��

��

�����
，

�� ����� ���������� ��� ����土�� ��

������������� �������������� �� �一�

�����������
。

�
�

叙对辐射诱发细胞 ��� 链断裂的影晌

��� ����
�
细胞 ��� 链断裂的氧增强 比����� 将 ����

�

细胞 悬浮于 等张 溶液 亚内
，
子通

纯氮造成乏氧条件
。

在空气及氮气中
， ��� 链断裂程度均与剂量成正比

。

在空气中剂量 效 应曲
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��，�����

��� �
�

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

������ ��丫一����������� �� ��� �� ������

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

��吕�������
� “ �

����� 姚 ���
�

� �� ���
，
� �� ���

� ，

二
’

������������������� ��� ����士�� ��

���� ��������������� ��� ����土�� �����
一

��
����������� �������������� �� �一�

�������������������������� �
一

��元���������
�

�����������
�

线回归方程是
，

�
�
�

’
二 ，
�

�

����� � �
�

����， � 代表剂量
， �� �

�

����
。

在氮气中
，
�

。 � �
�

����� �

�

�
�

����， �� �
�

����
。

由两条曲线斜率相比得 �����细胞 ��� 值为 �
�

��见图 ��
，
说明氧 可 增加

’

电离辐射对细胞 ��� 的损伤作用
，
这与大多数学者的报道相符

。

刘楠等 〔��曾应用经磷灰石 离心

法得出 ���，�
细胞的 ��� 值为 �

�

��
，
这与本文结果基本一致

，
说明 ���� 法所得出的结 果基本

上是可信的
。

��� �� �细胞 ��� 链断裂的 ��尽值 将 �� �细胞悬浮于溶液 五内通氮乏氧 或空 气 中照

射所得剂 量效应 曲线 的 回 归方 程 为 �
。 二 �

�

���� � �
�

���， �二 �
�

���毖
。

氮气中照射为 �
� �

�
�

���� � �
�

����
， � � �

�

����
。

其 ��� 值为 �
�

���图 ��
。

这与上述 �，�，�
细胞及文献报道的多数

细胞 ��� 值为 �
�

�左右不同
。

肠甘�心�
﹃�

砚降
璐“��月怕�︺

占

�

��劝。之冬乏
��

���� 决�

��

��，������

��� �
�

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

�������� �� � ����� ��������� �� ��℃
����� ���� �—��� ������� �… �
���������

， ����� �� �� ������������ ��

��� �� ���
�

�� 凡�
� �

�

���� ����� ���������� ��� ����土�� ��

������������� �������������� �� �一�

�����������
�

若将 �� �细胞在含���新生小牛血清及 �� ����
·

��
一 “

� ��一 �� �� �� �� �� �� �� ��
���云����� �” ���刃

��� ������ ������ ������� �� �� �

����� ����������� �� ���
·

��
一� ��� ��

�一����������� �� ��� ����� �� ��

���
�

���� ����� ���������� ��� ���� 士�� ��

������������� �������������� �� �一�

�����������
�

����
�的 ���� 培养基内呈贴壁生

长状态受照后
，
再制备成细胞悬液

，
·

��� 链断裂检测结果表明两条曲线基本重合 �见图 ��
。
空
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气中
，
�

。 � �
�

���� � �
�

����
， � � �

�

����� 氮气中
，
�

。 二 �
�

���� � �
�

���
， � � �

�

����
， ·

所 得

��� 值 �
�

��则与 �，�，�
细胞不同

。

上述结果表明 ���细胞与 �����

细胞之间 ��� 链断裂的 ��� 值相 差很大
，
其原 因 目前尚

不清楚
，
有待于进一步探讨

，
这也许将有助于对氧效应机理的了解

。

同时可以看出细胞悬液和贴

壁细胞辐射剂量效应曲线的斜率在空气中分 别 为 �
�

��� 和 �
�

���� 在 氮 气 中 分 别 为 �
�

��� 和

�
�

���
。

因此
，
在相同条件下

，
两种状态的剂量效应曲线的斜率相差 �

�

�� �
�

�倍
，
结果提示细胞

悬液状态受照产生的 ��� 链旦斤裂较贴壁状态时为多
，
这可能与后者培养液中某些成份有保 护作

用有关
。

�一 妞对 ���细胞 ��� 断链重接修复的影响

细胞在含 �� ����
·

��
一 ������ 的 ����培养液内贴壁生长

，
于 对 数 期 在 冰 水 浴 中照射

�� ��
，
于 ��℃保湿不同时间后 ，

测定残留������
。

结果表明 �� ��照后
，
��� 断 链 随保温

时间延长而减少
，
说明断裂发生了重接

，

大致经过快
、

慢两个过程�图 ��
。
�� �细胞 与 其 它细

胞不同
�

于 �℃在有舅和乏氧条件下照射所产生的初始 ��� 断裂数相同
，
但在有氧条件下

，
乏

氧受照射所产生的 ��� 断链重接快且较完全
，

若以照前细胞残留������为 ����
，
分别计算

保温不同时间后
，
��� 的相对残留百分数

，
财于 �� ��� 后仅有 ��左右的 ��� 断链尚 未重接

。

空气中受照细胞在有氧保温 �� 示�� 后
，
则有 ���左右的断链未重接， 乏氧受照后继续乏氧 保温

�� ��� 的细胞 ��� 断链重接率与空气中受照后并在空气中保温条件下的重接率 相近
，
即 也 为

���左右， 乏氧保温 功 ��� 后再于空气中保温 �� ���
，
仅有 ���左右的断链未重接

。

上述结果说明照射过程中氧并不影响 ���细胞 ��� 链 断裂的数量
，
但有氧和乏 氧 照 射所

产生的链断裂性质可能不同
，
乏氧受照细胞 ��� 链断裂易于修复

，
再氧合可促 进 ��� 修复

，

缺氧可显著地抑制 ��� 修复
。

这些结果与氧对细胞活存的效应相一致
，
即氧可增强电 离辐射对

·

细胞的杀伤作用
，
又促进亚致死损伤的修复

。

细胞活存的 ��� 可能受 ��� 修复的影 响
。

上 述

结果与 ������ 等 ���报道的谷胧甘欣�����合成酶缺陷型人成纤维细胞株结果相似
。

氧效应与 细

胞核内琉基化合物含量成正相关�� ’， 机体内最主要的琉基化合物为 ���
，
��� 合成酶缺 陷 细胞

的 ��� 值均较低
，
但 �� �细胞是否属 ��� 合成酶缺陷型细胞尚未见报道

。

�
�

二硫代苏木糖醉�����对
“ 。�。 夕线诱发 ���细胞 ��� 链断裂敏效应的影响

为了探讨 ���细 胞是否有 ��� 缺陷 反应
，
又采 用了加 ��� 作了下述 试验

，
处于对 数生

长期的 �� �细胞经换入含 �����
·

��
， “��� 及 �� ����

·

��
一 “�����和 ��� 新 生 小 牛 血 清 的

����培养基后继缤培养 功 ���
，
然后技前述方法在冰水浴中通氮及照射

。

照后制备细 胞 悬液

并测定其 ��� 链断裂损伤
，
观察加入外源性琉基化合物 ��� 后对其 ��� 链断 裂及 其 。 ��有

无影响
。

图 �结果表明
，
在有氧条件下

，
经 ���处理后 ���细胞的剂量效应曲线

�
�

。 � �
�

���

� � �
�

���， 而在乏氧条件下
，
���处瑰后的 ���细胞的 �

。 � �
�

��� � 一 �
�

���
，
则得 出 ��� 值

为 �
�

�左右
。

与图 �结果比较表明
， ��� 可减少 夕线诱导 ���细胞 ��� 链断裂损伤

。

在 空 气

条件下 �����
·

��
一 “ ��� 的剂量减低系数�����为 �

�

���八
�

���二 工
�

���在乏氧条件下的�����

�
�

�����
�

��� 二 �
�

��
。
��� 对乏氧条件下受照 �� �细胞 ��� 的保护作用明显高于有氧照射时的

保护作用
，
因而使 ��� 值升高

。

说明氧效应与细胞内的琉基化合物有关
。

这与 �������
�，应 用谷

耽甘肤合成酶缺陷的人成纤维细胸株所得结论一致
。

故我们初步认为 �� �细胞的谷恍甘 肤 合成

酶可能有缺陷
。

上述结果表明
�

我们结合本室实验条件
，
除应用以往已用过 ���一�� 型超声波倩 洗 机 代替
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�
���解旋荧光分析法及其在细胞 亡�� 辐射损伤和修复研究中应用

�������� 等所用的探杆式超声波仪对 ��� 进行超声剪切外
，
经多次摸索

，
我们将 �������� 等配

制
、

操作较麻烦的解旋溶胞液作了改进
，
细胞 ��� 解旋时

，
只要一次加入 �

�

���溶液� 即可
，

操作简便
，
易于掌握且重复性好

。

应用本法测定 ��了，�细胞的 ��� 值与用经磷灰后离心法测得结

果相似��� � 而应用本法测得 ���细胞的 ��� 值很低只有 �
�

��
，
若在培液中外加 ��� 则 ���值

可提高到 �
�

�
，
这些结果与 ������ 用 ��� 合成酶缺陷型细胞实验结果一致

。

因此
，
初 步 认 为

�� �细胞有可能也属这一类型的细胞
，
当然有待更多的工作来证明

。

以上结暴说 明 我 们改进和

建立的 ���� 法是可行的
，

�

但在操 作中必须严格仔细
。

还可较敏感地检测其它理化因 子对 各 种

组织细胞 ��� 的损伤效应 〔。 �。
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