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用凝胶电泳法研究轻基
·

肉桂酸

衍生物对 ��� 的辐射保护效应

骆 坚 林念芸 张加 山
�中国科学院上海原子核研究所

，
上海�

摘要 用凝胶电泳法研究了 ��� 在 �射线作用下链断裂和链交联及保护剂对它的保护效应
。
���

样品经电泳
、

荧光染色
、

紫外灯下照相后对底片进行光密度分析
，
最后经计算机数据处理

，

可以得到其

辐照前后的分子纽分布变化
，
并由此得出 ��� 的链断裂和链交联的定盆数据

。

以此研究了冰冻干 燥二
元体系币经基肉桂酸衍生物

，
在室温下对小牛胸腺 ��� 的辐射保护效应

。
测量了 ��� 与咖 啡 酸及芥

子碱在不同摩尔比下时 ��� 的链交联和链断裂�值
，
发现两者对 ��� 均有明显的辐射保护效 应

，
但

咖啡酸的辐射保护效应强于芥子碱
。

对照对它们的 ��� 研究
，
并分析它们的结构异同

，
初步探讨了两

者辐射保护效应强弱的原因
。

关键词 ���
，
肉桂酸

，
凝胶电泳

，
辐射保护效应

前 言

过去曾用 ��� 法详细地研究了轻基肉桂酸衍生物保护剂对 ��� 及 其 组分 的 辐 射 保 护 机

理 �‘ ， “ �。 在 �� � 辐照和测试的条件下
，
表明无论是咖啡酸及其甲醋

，
阿魏酸还是芥 子 酸和芥子

碱等对 ��� 及其组分均呈很强的保护效应
，
并 进一步 论 证了其保护效应主要是基于 电 荷转移

机理
，
而且协同分子轨道理论计算提出了判别电荷转移保护或敏化作用的统一模式

。

本文通过对

��� 链断裂和交联的定量分析
，

研究了咖啡酸和芥子碱对 ��� 终极损伤的辐射保护效应
。

众所周知
，
��� 的主要辐射损伤有单链断裂

、

双链断裂
、

碱基损伤及分子间 和分子
�

内的交

联
，
其中双链断裂因其表现出与 ��� 钝化而导致细胞死亡等方应的直接相关

，
被认为 是细胞的

致死损伤 〔“ ’ 。 所以研究保护剂对这些损伤的作用
，
对评价其保护效应将有重要意义

。

而 ��� 辐

照前后分子量分布的变化正是其链断裂和交联的直接体现
，
为此

，
本工作建立 了 ��� 琼脂糖凝

胶电泳法来测量 ��� 的分子量分布
，
并由此得到其链断裂和链交联的定量数据

。
据此

，
比较研

究了咖啡酸和芥子碱对小牛胸腺 ��� 的辐射保护效应
。

原 理 与 方 法

利用不同分子量 ��� 的电泳速度不同的性质
，
可以用电泳法研究 ��� 的分子量分布

。
���

样品与一系列已知分子量的标准 ��� 一起经凝胶电泳
，
再用嗅化乙锭荧光染色

，
凝胶置于紫外

分析仪下可拍得荧光照片
，
用测微光度计自电泳起始点起

，
逐点测量底片上的光学密度

，
便得到

��� 电泳距离�与所对应光学密度 ����的分布关系
。

电泳距离 �可 由关系式 ��一�
。
��� 一 �。

�� �换算成 ��� 的分子量 ��
咭�， 其中 � 。 、

�。
和 � 三

参数可通过标准 ��� 的已知分子量与其对应的电泳距离经拟合计算求得
。

而某 电 泳 距 离�上

��� 碱基对的浓度 ����则与底片上相应的光学密度 ����存在关系 �咬�〕汉��” ‘， ’
打‘

” ’， 其 中护
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是胶片的反差系数
。

因此
，
可以由 ����一� 分布换算为 ���� 二�的分 子 量 分 布

，
并由 此 求 得

��� 的数均分子量 �
�

和重均分子量 �，〔 “ ’ 。 为方便起见
，
本文用 ��� 分子链的碱基 对 数目����

来表示它的分子量
。

已知瓦 和 尤乃舀
，
根据 ���������建立的方法 ‘�，，当分子量初始分布为随机分布 匡

�

瓜
二 ��时

，

经辐照随机引发链断裂和交联后
，
若断链率和交联率均很小

，
且与剂量成正比

，
则存在下列关系

式
�

瓦

� �� � � � �
�

�� 。
一—

��二 �

— �—
�

�

宁 —三一 �工、

�一 ， 、 �� �一 ， �
‘ 一 ‘ �� ‘ 一。

�

一
一
·

�去一今�
�

�
、
�

�
�一 ��

。

� �
�

� � �

�— ，宁 一一二一 ��跳
�甲 � 艺
幻��

其中瓦
。 、

玩
、

为初始分子量
，

叮和瓦 则是经剂量 � 辐照后的分子量 ， �。 、
�。
分 别为单位剂量

、

单位分子长度的双链断裂和分子间交联频率
。

��
均对

“
的线性拟合

，
即可得到 �。 和 �。 的定量数据

。
����百几、

、

、、声才
通过�

�
。

��

本实验所用 ��� 为 ����
� 公司出品的小牛胸腺 ���

，
未经进一步提纯

。

由于该 ��� 分 子

量不宜子本电泳实验
，
故先用超声波 ��� � 处理 �� ���

，
使分子量下降至所需值

。

琼 脂 糖为电

泳用生化试剂
，
上海东海制药厂生产

。

咖啡酸是上海试剂一厂产品
，
化学纯

，
经三蒸水重结晶两

次
。

芥子碱为实验室自制
。

电泳所选标准���
，
为 �一�� 用 ���� �及同时用 ���� ���和 ���� �

限制性内切酶所切得的两个系列标准 ��� 的混合物 〔吕’ 。 本实验所用的其他化 学 试 剂 均 为分析

纯
，
所用溶液均用三蒸水配制

。

��� 溶液浓度配 成 ����� ��
一 “
�碱基对

数�
，

咖啡酸
、

芥子碱溶液均配成 �������
一 �。

按所需摩尔比将不同体积的 ��� 溶液与咖啡

�� � � ， 丸 只 ” 汽
酸或芥子碱溶液混合均匀

，
取其 �� 时 置 于试

样管中
，
液空中速冻

，
真空抽干

，
所得千燥样

品通高纯氮���
�

��� ���除氧 竺���� �舀封管
，

在室温下技所需剂量辐照
，
剂量率 由����

��剂

量计测定
。

辐�憬后开管
，
加 ��，、 � �

�

������
一 �

���� 溶液溶解之
，
然后进入 电泳

。

本实验电泳缓冲液选用 ���
，

其组成为
�

�
�

��������
一 “ ����

一

������
， �

�

��������
一 “
硼

��� �
�

��� ���������� ����� ���

��������������� ����� ��� ����� ��

������������� ������
� ‘�� � ��� �

�

�

����
�

� ��� �
。

� ��� �
。

� ��� �
�

�

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

�� �������� ���

酸
，
�

�

��������
一 �����

。

将 ��琼脂糖�容解于

�����沸腾缓冲液中
，
并直接浇铸于电泳槽的

模子里
，
冷却后便得 ���又 ���� ���� 一�勺��

琼脂糖凝胶板 � 加入 ��� 浸没凝胶板
。

取适量

��� 溶液与缓冲载液 �其 六 倍浓缩液的 组成

是
� �

�

���澳酚兰
，

��������蔗 糖 的 水 溶

液 、混合均匀后点入点样槽
，

每次电泳均在两个

不同电泳位点入标准 ��� 作内标
，
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��� �
�

��� ������ ����

���� �� ��‘���

��卜兰
�

一�
玩 勤

�������

���

���������

���一���

电泳后
，
凝胶板先于 �

�

�协����澳 化乙锭

水溶液中浸泡 �� ���
，
后在蒸馏水中泡 �� ���

以除去游离的嗅化乙锭
，
然后置于 ���一� 型紫

外分析仪下用海鸥 ��一�型相机摄 下 荧 光 照

片
，
所用紫外激发光波长为 ��� ��

，

荧光波长

为 �����
，
相机前加近摄镜和红色滤色镜

，
胶

卷用��
“
�� 申光 ��� 型黑白胶卷

。

所得 底 片

用 � ��

型测微光度计逐点测量电泳带光学密度

�
。

数据经计算机处理后便 得 �。 、
�。
及 其 标

准偏差
。

结 果 与 讨 论

玩 图 �

电泳照片
，
可见随剂量的增高

，
��� 分子量分布逐渐变宽

，

多
，
这正是交联和断链的结果

。
��� 的初始分子量分布

，

为纯干燥 ��� 经不同剂量辐照 后的

大分子量和小分子量的分子都逐渐增

�，
��

。
二 么

，
正体现了随机分布的特征

。

图 �即是‘ “
一工�、

、

‘�工二一 卫一、对 � 的线性拟 合图
。

得到的结果为 �。 二 ��
�

�土 。
�

��

’

�
。

�一

” �
。

��
‘

� ��
一 “���

一 ‘��
一 ‘ �。 � ��

�

�士 。 ���� ��一 “���
一 ’��

一 ‘
换算为 �值后

，

得到双链断裂 �值 ��。 � � �
�

���

士�
�

���
，
交联 �值 � �� � �

�

��士�
�

��
。

文献报道的数据为 ��。 � 二 �
�

�一�
�

��
“ 〕， 与本实验数据基本一致

。

关于干燥体系 ��� 分子间

交联研究相对较少
，

����
� 等￡‘ 。 ’得到的数据是真空中 � 。 � 二 �

�

��
，
氧气中�

�。 二 �
�

��
，
他们把氧

气中 � 。 。
偏小的原因解释为由于 ��

对自由基的过氧化而抑制了它们之间的交联
。

本实验的�
�

氛

围应与真空中类似
，
但数据却与氧气中的数据接近

，
可能充 ��

并不能除尽干燥 ��� 纤维 中的

氧气
。

图 �和图 �呈现了咖啡酸和芥子碱对 � �。 、
和 �� 。

的影响趋势
，
可见两者的辐射保护效应是

十分明显的
，
而且保护曲线均呈典型的竞争反应曲线特征

，
意味着保护机制属竞争动力学机制

。

从图 �和图 读
，
也反映出

，
在本实验条件下

，
咖啡酸的保护能力明显强于芥 子 碱

，

而 理论和

��� 实验都证明
，
芥子碱的电荷转移保护能力强于咖啡酸

「“ ’， 可见在室温辐照条件下
，
保护机制

不同于在 �� � 辐照时占主导地位的长程电子转移保护机制
。

大量的 ��� 研究表明
，
��� 在�� �

辐照时产生的初始自由基为 �，和 �
’ ，
而戊糖自由基则很难检测到

〔，‘ ， ，�，， 当退火后
，

�’ 在���一

���� 时定量质子化而转成 ��
· 〔 ‘ “ 〕， 它的 ��� 谱便是著名的胸腺崛吮 �位加氢五位自 由 菇八重

峰� �士的归宿至今尚未能明确
。
�������等观察到

，
在碱性条件下

，
�，在 � �位加 ��

一

而 生成

����
·

�
。 。 ，
但在中性时却未能看到任何转变汇‘ �’， ��������“ �’等则用脉冲辐解研 究 了 �十的后续

反应
，
认为 �十在中性时将脱质子而生成� �一 �卜 � 而无论是 ��

· ，
还是 ��一 �卜

，
都可能从邻

近的戊糖环上抽取氢原子而导致戊糖脱氢自由基 �咬一 ��
·

的生成 〔 ‘ �’ 。 关于水 溶
�

液 中 辐 射 诱发

��� 的链断裂机理一般是接受 �
�

������
�一
�����������

‘ “ 〕提出的 �一�’ 机理
，
因而 ��一��

二

也可能

经类似于 �一�， 机制导致链的断裂
。

最近 ����� 等 〔 ’ �’研究了水溶液中 ������ 的 辐 射 交联
，

赵

蓉等
〔 ’ “ ’研究了水溶液中 � 的辐射交联

，
均证明交联作用是基于 � 自由基间的 结 合

。

由 于 ���

在电离辐射作川
一

「构型会发生变化而导致碱基外露 ，
碱基自由基之间的结合可能是 ��� 交 联 的
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‘ �
�

��

�
�

��

�
众。�

�
�

��

�
� ����� ����� ����� �����

����� ����� ����������
�����

��� �
，
���� �������一飞 ������� ��� � �����

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

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

�飞���������� �� ���

乓乓气气
� �����

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

��� �
�

���� �������� ������� ��� � ����� ��

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

����� �� ������� ���� �� �
‘

�� �������� �一 �

�� ����������� �� ���

重要途径
。

另外
，
碱基一糖基间交联亦在胸腺

啥咙和 华脱氧核糖模型体系中观察到 〔‘ �〕 ，因此

戍糖自由基和碱基自由基间也可能相互结合而

导致交联
。

显然
，
在 �� � 辐照时

，

咖啡酸和芥子碱可

以通过电子转移有效地修复�十和 �甲 � 但在室

温辐照时
，
�士和 �一将很快转变成中性自由基

，

而对此类自由基的修复或碎灭
，
则可能不同于

电子转移的修复机制
。

陈此平等 〔 ’ “ ’的工作发现

在芥子酸一��� 二元体系中
，
�� � 辐照后在室

温退火时出现氢原子转移
，
认为可能是芥子酸

苯环上的轻基氢原子向碱基自由基和戌糖自由

基转移的结果
。

由此推论
，
在室温辐照时

，
氢

原子转移可能成为主要保护途径
�

��
· 『

���

��一 ��
·

� �
·

��

��一 ��
·

�

基于氢原子转移机制
，
比较咖啡酸与芥子

碱的分子结构
，
可以更合理地解释本工作中所

发现的咖啡酸比芥子碱的辐射保护效应更强这

一结果
。

咖啡酸和芥子碱的分子结构如下
�

护
�����一�

� �
、
中

�” 、

�� �� ����
，

沪
�����一�

� �

�
�������������

���

�
�
��

���

咖啡酸 芥子碱

引人注 目的是芥子碱苯环上的经基夹在两个甲氧基之间
，
要实现经基上的氢原子对别的分子

的转移
，
两旁两个取代基明显地构成了空间位阻

，
虽然甲氧基的存在应有利于该氢原子脱离母体

向外转移
，
然而空间位阻却可能阻碍氢原子进入转移

“
隧道

” 。

咖啡酸苯环上含有两个可以进行氢

原子转移的经基
，
而且其空间位阻比芥子碱小得多

，
所以咖啡酸呈现更强的辐射保护效应

。
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