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摘要 本文应用双标记碱性洗脱法对 � 射线照射引起的正常人纤母细胞
、

毛细血管扩张性共济失调

症����纤母细胞
、

��肿瘤突变细胞 ��� 单链断裂及重接修复进行了研究
‘

结果提示 �� ��� 射线照射

对三种不同类型纤母细胞 ��� 的单链断裂与各自的 不 照射对照组比较有显著差别
。

而三种不同细胞株

之间比较则无明显差别
。

细胞接受 �� ���射线照射后在 ��℃孵箱中孵育 ��
、

�� 和 �� ��� 可见三种细

胞株 ��� 单链 断 裂 都 能 立 即 进 行 重 接 修复
，
�� ��� 内大部 分 已 重接

，
细胞在 �� ��照射后加

�� ��
一 ‘����� ������������皿 抑制聚合酶 � ，

经 ����孵育 ����� 也有一定程度的修复
。

关键词 电离辐射
， ��

、 ’ 〔 双标记碱性洗脱 ，
��� 单链断裂与修复

众所周知
，
��� 损伤与细胞死亡之间有着密切的关系

。

电离辐射引起细胞的损伤在一定程

度上能进行修复
。

测定辐射引起细胞 ��� 单链断裂及其修复能力
，
有助于认识辐射对细胞的损

伤修复机理
。

本文选用正常人纤母细胞
、

毛细血管扩张性共济失调症����细胞及 �� 肿瘤突变

株细胞
，
观察它们受辐照后 ��� 单链断裂及其修复程度

，
以进一步了解辐射对正常细胞

、

辐射

敏感细胞及肿瘤突变细胞 ��� 单链断裂重接修复的情况
。

材 料 和 方 法

�
�

细胞及其处理

正常人纤母细胞�������
、

毛细血管扩张性共 济失调症纤母细胞��������和 �� 肿瘤突变

株细胞��� ��������
，
培养在 �����，� �����������培养液中

，
加 ��℃加热的 ���灭活胎牛血

清
、

青霉素和链霉素
。

在 �� ℃ �� ���

孵育箱 中培养
，
每培养皿�中�����种植 �

�

�� ��
“
细����

。

实验所用的细胞都为 �至 �� 代
。

为避免可见光对 ��� 链断裂的影响
，
所有实验操作 都在黄灯

条件下进行
。

细胞标记 ���
，
分另��在 每 皿中加入��

�

��一 �
�

��又 ��
������〔�一 ’ ‘�」胸腺 嗜 咤 核营培养液

���� ������� ��������或 �
�

��又 ��������〔甲基 一 ��〕胸腺嚓 咤核 普�培 养 液���������， ��

���

孵育箱中 ��℃ 培养 �� �
。

细胞在照射前用冷磷酸缓冲液洗三次
。

为观察 ��℃孵育不同时间对细胞 ��� 单链断裂修复的影响
，
在照射后即 刻分别将

“�一���

标记和
’ ‘�“ ��� 标记的细胞放 置 在 �� ���

孵育箱中 ��℃孵育 ��
、
��

、

�� ���
，
然后作碱性

洗脱法
。

于 ����� 射线照射后
，
即刻在

“�一��� 标记的细胞培养皿内
，
加入 �� ��

一 ‘
����� �����������

����� ��脚
��

，
并以加入等量的其溶解液 ������������� ���������� ������作为对照

，
立即在

��℃ 、
�� ���

孵育箱中孵育 �� ���
。

然后作碱性洗脱法观察 ���对辐照细胞 ��� 单链断裂修
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复的影响
。

�
�

照射条件

用 ��������������� �������� � 线机
， �����

，
����

，
滤片为 �

�

��� ��加 �
�

��� ��
，

剂量率为 。
�

���加��
， ’ ‘�一��� 标记的细胞照射 ���

，
作为内标对照

。

然后对所有的培养皿包

括
��一��� 标记的细胞照射 �� ��

。

�
�

��� 单链断裂的测定

用改良���� 碱性洗脱法进行 ��� 单链断裂的测定
。

在塑料过滤器中安装一张直径 �� ��
、

孔径 �协� 滤膜����������������
������� �����

，
上方接一个 ����塑料注 射 器

，
成为一个洗脱

器
，
下方连接蠕动泵

，
由泵输出到收集管

。

加样前滤膜上下的空间要用 ���填满
，

不含气泡
。

取

“ � 和
�� 标记的细胞悬液以 ��一�� 倍的 ����一磷酸缓冲液稀释

，

注入洗脱器
，
让膜上方的液体自

然流过
，
液面降到膜的水平上

，

使细胞停留在膜上
。

然后细胞以 ���蛋白酶 � ����样品�������
、

溶胞液������
、
�

�

��示���� ���� ���
，
�

�

������ 甘 氨 酸�胞溶 ��
，
自 然 滤 过 滤 膜

，
以

��� �
�

������� ���� ��
�，
�� ��淋洗

。

然后加入 ����洗脱液��
�

������� ���� ���， ��

氢氧化四丙按 ���������一�������� ���������
， �

�

�����
， �� ��

�

��洗脱
，
通过 蠕动泵使洗脱

速率为 �
�

似 ������
，
每隔 �� ��� 收集 �管

，
连续收集�� �左右

。

洗脱结束后
，
将滤膜取出

，
加

�
�

��� �
�

������ ����
，
��℃水浴箱中保温 ��

，

烘干后
，
加 �������兀���� �������

，
��������

测定膜上剩留的 ��� 量
。

在收集的各管洗脱液中加 �������
��� 丑分别作

“�
、 ’ 毛� 的液体闪烁

计数�班����� �����。�
。

并分别计算出各份洗脱液的闪烁计数占总计数的百分数
。
以各份洗脱液

残留在膜上的
��计数占总计数的百分数为纵座标 � 以各管洗脱液残留在膜上的

’ ‘� 占总计数的百

分数为横座标
，
在双对数纸上作图

。

膜上剩留量所占比例数的下降和回升分另��反映 ��� 单链断

裂和重接修复的程度
。

各细胞株及各组实验均重复进行两次或两次以上
，
取平均值作图

。

’

…汉
、 、 、

、 、

�匕
， 只 · �

����� � �

�������

� � �

�����������月� �

��� �
�

������一����������� ������������

����� � �����������

结 果

�
�

�� ��� 射线照射对三种不同类型纤母细胞单链断裂

与各自对照组相比较有显著差另��
，
而三种 不同细胞 株 在 接

受 �� ��� 线照射后
，
其 ��� 单链断裂程度相似�见图 ��

。

�
�

三种不同细胞在接受 �� ��� 射 线照射后
，
在 ��℃

孵箱中分另��孵育 ��
、

��
、

�� ���
，
可见不同细胞株 ��� 的 单

链断裂都能立即进行重接修复
。

它的修复程度随孵育时间的

延长而增强
。

孵育 �� ��� 后修复缓慢
。

在 孵 育 �� ��� 时大

部分 ��� 断裂单链已重接
。

三种不同细胞的 ��� 单链 断

裂的修复趋势相似�见图 ��
。

�
�

三种不同细胞接受 �� ��� 射线照射后即刻加入 ��

��
“ 月
��������

，
在 ��℃ 孵箱中孵育�� ��� 后 ��� 单链断

裂有一定程度的修复�见图 ��
。

��一一�
�����������

，
�—����� ����������

������一 � ����������
， � 一 � �� ����

，

�一 � �� ������������ �����

讨 论

用 ���� 碱性洗脱法观察细胞的 ��� 损伤及修 复 已有



第 �期 何介薇等
�

双标记碱洗脱法研究电离辐射引起的细胞 ��� 单链断裂与修复

王乞
‘。﹁��。�。﹄

口‘��。︺﹄幻�

��， ， ， ‘ ，

���吕��� �������
���七，���屯几

��一����� ����忿����川 �产��

��‘ �
�

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

�
·

一
�����������

， �一 � �� �� ���������� ����
， � 一 � �� ��� ���������� ����� �����������

△一△ �� ��� ���������� ����� �����������
， � 一 � �� ��� ���������� ����� �����������

����������

芝 户
� ��������

，
���� ����

·

佃庵户

、 �

派

曰曰�冲︸匕一了﹁�尸�
�

勺�乃

���、

狱
几��

�

﹄自八��叹目︸匀
日八，

八曰八兮。�内沙叹�‘�月，。��乙

��一��臼�刃﹄

������� � � �
』…�������

︸�。︺﹄口�

������� � �

������� �������� 、� �
，‘，
��

��� �
�

� 一一一一 �

������� �� �又 ��
一 ‘����� ����������� �� ��� ������一������ ����� ��� ������

�����������
， �一 � ���� ���������� ����

， △一△ �� ��� ���������� ����� �����������

不少研究 〔 ’ 一 “ �。 我们采用
“�一��� 和

‘咭�一��� 双标记细胞的方法
。

由于所用的细胞标记物胸喀吮

核普是在分子结构的不同部位氢和碳两个原子上的标记
。

因此
，
对于经不同条件处理的细胞之间

作相对比较时增加了测定的准确性
。

这样为在电离辐射作用下细胞 ��� 损伤 及修复的研究提供

了一种更加正确敏感的方法
。

实验选用 �� 细胞是一种毛细血管扩张性共济失调症����的皮肤纤母细胞
。

毛细血管扩张性

共济失调症是一种自身免疫缺陷症
，
特征性地表现为神经血管系统和免疫学的改变

。

它是一种进

行性疾病
，
常常有遗传倾向

。

这种病人容易转变肿瘤
，
通常有 ��� �� 病人在 �� 岁之前会发展

成肿瘤
，
大多数是淋巴网状内皮系统肿瘤

。

淋巴细胞染 色体的特殊改变部位是基因 �� ��� 带
。

由于常伴随着免疫缺陷
，
因此表现为血清 ��� 和 ��� 的水平较低

。

实验选用的 �� 肿瘤突变株细

胞是来自毛细血管扩张性共济失调症有肿瘤突变的皮肤纤母细胞
。

大多数细胞中 ��� 单链断裂能很快修复
。

许多研究者曾 报道正常细胞和 �� 细胞在 � 射线

照射后
，
其 ��� 单链断裂和双链断裂在数量 和 比率上相同

。
����� 等曾报道正常细胞和 �� 细

胞经 � 射线或紫外线照射后
，
细胞染 色体的断裂和 修 复 的数 目和比率相同 〔‘ 一 ” 。

��������� 和

������� 报道在 ���� 射线照射后
， �� 细胞和正常细胞 ��� 单链断裂发生 频率和重接修复率

是相同的
，
即使是 ��� 双链断裂

，
在 ��℃孵育 �‘ ��内也能重接修复 〔“ ’ 。 本实验结果证实不论是

正常纤母细胞
，
还是 �� 细胞或 �� 肿瘤突变细胞经 �� ��� 射线照射后

，
经 ��℃孵育 �� ���

，

细胞 ��� 的大部分单链断裂已重接修复
，
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���是 ��� 聚合酶 � 的抑制剂
。

此酶在哺乳类细胞中参予 ��� 半饱和复制
。

近年来的研

究认为 � 射线引起细胞产生染 色 体 型畸变
，
而 ���只 影响 � 。

期产生染色质型畸变
，
在 ���

剂量较高时
，
能引起细胞 在受紫外线照射后 ��� 单链断裂的累积

，
抑制 � 射线引起细胞 ���

单链断裂的修复
，
而 ���在一定浓度范围内对细胞 生长影响不大

。

如对人纤母细胞进行紫外照

射时
，
发现当加入 ��� 的浓度在 �协����培养液时

，
��℃孵育 ��后细胞 存活增加

，
当加入的

��� 在 较 高 浓 度 时��������培养堆�
，
即 使 在 低 剂 量 紫外 线 照 射 也 会有 ���左右的修

复 〔�一 ’ ‘ ’ ‘ �〕 。 当 ���浓度为 �协����培养液在 ��℃孵育 �‘ ��
，
能完 成修复复制 〔 ’ “ ’ 。 本实验证实

�� 肿瘤突变细胞即在接受 �� ��� 射线照射后
，
加 �� �。 一 咯����� ����皿

，

在 ��℃孵育 �� ���
，

��� 单链断裂也有部分修复
。

对于细胞 ��� 修复能力与修复机理的研究
，
无疑地对于实际应用是有指异意义的

。

根据细

���� ��� 修复能力与辐射敏感性的关系
，
在辐射防护研究中

，
除考虑对 ��� 分子的直接保护外

，

也应考虑保护细胞内与 ��� 修复有关的酶
，
并给细胞创造有利于辐照后修复的条件

，
以达到提高

细胞存活率减少细胞损伤
�

。

由于肿瘤突变细胞在射线作用后在适宜条件下会有一定程度的修复
。

因此
，
在肿瘤放疗研究中也应考虑消除或削弱其 ��� 的 修 复 能 力

，
以达到提高肿瘤细胞杀伤

率
。
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