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双链断裂及其重接修复研究

周平坤 魏 康
�军事医学科学院放射医学研究所

，
北京�

摘要 本研究采用一种新的细胞 ��� 双链断裂检测方法—脉冲电场电泳法
，
检测了 两株来源相

同而辐射敏感性不同的细胞 ��一�和 ��一�的 � 线照射所致 ��� 双链断 裂的产生和修复
。 ·

结果表明两

株细胞的 ��� 双链断裂产生没有差别
，
而辐射敏感细胞 ��一�的 ��� 双链断 裂重 接 修复能力明显低

于 ��一�细胞
，
本文对此结果与细胞辐射敏感性的关系进行了讨论

。

关妞词 ��� 双链断裂
，
细胞辐射敏感性

，

脉冲电场电泳
，
辐射敏感突变株

在放射生物学研究中
，
人们很早就认识到不同种类细胞

，
甚至同 一种细胞的不同细胞周期细

胞群之间存在辐射敏感性差异
，
并对此提出多种解释

。

然而有关决定细胞辐射敏感性的分子基础

仍然是一个尚未解决的问题
，
目前主要存在两种观点

，

一种认为单位长度 ��� 或 单位吸收剂量所

产生的 ��� 损伤不同
，

决定了细胞辐射敏感性的差异 �’ 一 “ ，� 另一种认为不同细胞辐射敏感性的差

异是由于细胞 修复损伤能力的差别所致 【‘ 一 吕�。 但上述研究很多是在细胞活存率低于百分之一的照

射条件下进行的
，
实 际 上 从 众多的非活存细胞中获取有关代表活细胞的 ��� 损伤 和修复的信

息
，
这样难免出现相反的论点

。

本文以两株来源相同而辐射敏感性不同的细胞为研究对象
，
其中电

离辐射敏感细胞 ��一�是以野生型细胞 ��一�经过诱变剂 ���� 诱变获得
，
由于两株细胞的形态

和基本结构以及主要代谢特点相同
、

生长周期相近
，
因此两 者 的 研究可比性强

。

利用新型细胞

��� 双链断裂检测方法—脉冲电场凝胶电泳法������
，
在较 低 剂 量 � 线照射下检测这两株

细胞的 ��� 双链断裂的产生和修复
，
从中探讨影响细胞辐射敏感性的分子机理

。

材 料 和 方 法

�
�

细胞培养

��一�细胞是小鼠乳癌细胞 �� �� 的一个衍生 株
。
��一�细胞是从 ��一�细 胞 经 过 诱 变 剂

���� 诱变获得的一个电离辐射敏感突变株�。 ’ 。

两株细胞均由日本放射线 医 学总 合研究所佐藤

弘毅博士惠赠
。

在含 ���小牛血清的 ����一����培养液中
，
于 ��℃ 、

��二氧化碳
、

饱和湿度

下悬浮培养
。

细胞接种在 �
�

��琼脂半固体培养体系中进行活存率分析
。

�
�

细胞 ��� 标记和 � 线照射

指数生长细胞于 � 线照射前 �� �更换含有 �
�

�� � ��侣����
“�一�� 的 培养液

，
继续培养

，

进行 ��� 标记
。

收集细胞后冰浴下照射 � 线
，
照射条件为电压 �����

、

电流 �� ��
、
�

�

����� �

�
�

�����的过滤板
，
剂量率为 �

�

��������
。

�
�

��� 双链断裂的检测

用脉冲电场凝胶电泳法 “ 。 ’ 。

采用 ��一�型交变脉冲电泳仪
，
主要步骤如下

�
收集细胞包埋在
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��的低熔点琼脂糖胶块中
，
在含 ������蛋白酶 �

、
�����

、
�

�

������ ����
、
�������� ����

一������ �
�

��反应液中
，
��℃ 、

�� �溶胞
、

去蛋白
，
然后用 �� 溶液清洗胶块

。

将制备好的���

样品胶插入电泳凝胶加样孔中
，
在六角形双向电极电泳槽中电泳

。

电泳条件为脉冲时间 ����
、

电压

�� �
、

凝胶浓度为 ��
、

温度 ��一��℃ 、
�

�

����� 电泳缓冲液
，
总电泳时问 �� �

。

电泳完毕
，
分别

将凝胶原点处和进入凝胶的 ��� 样品胶切割下来
，
用 �����重量�体积�三氯醋酸完全消化后加

入 �� ��闪烁液
，
用 ���液闪计数仪分别测量两部分放射性强度

，
以凝胶原点 ��� 的放射性计

数占总放射性计数的百分比�原点���� 残留率��表示细胞 ��� 双链断裂程度
。
��� 双链断裂

修复率的计算按下式进行 “ ’�

��� 双 链断裂重 接 修 复 率 �
�����

、
��

。
�

�����
。

��
。
�
� ����

其中 � 、
为细胞照射后修复一定时间���所检测到的 ��� 残留率

，
�

。

为没有照射的对照细胞

的 ��� 残留率
，
�

。
为没有进行修复的 ��� 残留率

。

结 果

�
�

两株细胞 � 线照射活存曲线

通过检测 � 线照射下的活存率
，
能明确反映突变细胞 ��一�的电离辐射敏感性高于野生型细

胞 ��一��图 ��
，
��一�细胞的活存曲线有一个肩区

，
而 ��一�细胞无肩区

，
其 � 线照射 后活存水

平显著低于 ��一�细胞
。
��一�和 ��一�细胞在 �

�

��琼脂培养体系 中 接种率分别为 ��
�

�士�
�

��

和 ��
�

�士 �
�

��
。

��一�

� �
。
�

��一�

�� � �
。

�

�味�工，�一�﹄�的

� � �

��������

��� �
�

�������������� ����一�

�� � ��� ��一� �� � �����

��仁 �
�

��� ��� ��������� �� ����

��������������� ���������� ����
严
��

� ��

���

油
�一

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

�
�

���双链断裂的产生

表 �结果是不同剂量 � 线照射 ��一�和 ��一�细胞的 ��� 电泳后凝胶原 点 残留率
，
随着 �

线剂量增加
，
��� 残留率逐渐降低

，
而且两株细胞的下降幅度非常接近

。

在 全部剂量点中
，
相

同剂量照射下
，
两株细胞的 ��� 凝胶原点残留率无明显差别�统计处理 ���

�

��
。

�
�

��� 双链断裂孟接修复

图 �是两株细胞 ��� � 线照射后的 ��� 双链断裂重接修复结果
。
��一�细胞在照后 �� ���
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�� � � �� �，
����土���

双链断裂 ��� 就有明显的修复
，

具体表现 在

进入凝胶的 ��� 量明显少于未经修复组
，
而

��一�细胞修复缓慢
，
而且不完全

。

表 �是 ��� � 线照射两株细胞修复不同

时间后的 ��� 电泳
�

凝胶原点残留率
，
很明显

，

��一�细胞的 ��人 双链断裂修复水平 显 著 低

于野生型细胞 ��一�
。

从 ��� 双链断裂修复曲

线来看�图 ��两株细胞都呈双相修复
，
即开始

的快速和接着的缓慢相
，
��一�细胞的 两 相修

复水平都低于 ��一�细胞
。

开始 �����
，
��一�

细胞有 ���的双链断裂 ��� 被修复
，

而 ��一�

细胞只有 ���
，
到 ��后 ��一�细胞只有 �

�

��

的双 链断裂 ��� 残留
，
��一�细胞仍然残存着

讨

���

�
�

�� ��� ���
一

幼
���������������

���������� �������
��

��� �
�

�������� ����� ��� ���������

������ �� ��一��� � ��� ��一� �� �

���������宜���� ���� � �� � ���

��
�

��的双链断裂 ���
。

论
脉冲电场电泳检测 ��� 双链断裂的方法建立

，
大天提高了此类损伤检测的灵敏度

，
极有利

于细胞辐射敏感性的分子机理研究
。

本文比较了两株不 同辐射敏感细胞的 ��� 双链断裂的产生
，

尽管两株细胞的活存水平相差很大
，
活存曲线中一个细胞有肩区

，
另一 个没有

，
但两者 ��� 双链

断裂的产生无明显差别
，
由此可见 ��� 双链断裂的产生水平 与两株细胞的辐射敏感性差异无关

。

也有学者用中性滤膜洗脱技术检测了不同辐射敏感细胞的 ��� 双链断裂
，
提出不同细胞辐射敏

感性的差异与 ��� 双链断裂开始产生的量的不同有关 〔 ‘ 一 �’， 其 根 据 是辐射敏感细胞的 ��� 双

链断裂剂量效应曲线有肩区
，
而不敏感的细胞没有肩区

。 一

但用中性滤膜洗脱技术所检出的肩区出

现在小于 �� ��剂量范围中
，
而细胞活存曲线肩区的剂量范围几乎要小 �� 倍

，
因此

，
将两种肩区

联系在一起考虑要特别慎重
，
并且使用中性滤膜洗脱技术时

，
改变洗脱条件将会改变洗脱反应曲

线的形状 【 ’��。
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一 从两株细胞的 ��� 双链断裂修复水平来看
，
辐射敏感细胞 ��一�的 ��� 双链断裂修复能力

，

明显低于野生型细胞 ��一�
，
��� � 线照射细胞经 ��修复后

， ��一�细胞已有 ��
�

�
�

�的双链断裂

��� 被重接修复
，

而 ��一�细胞只有 ��
�

��
，
其所残存的双链断裂 ���是 ��一�细胞 的 �倍

。

目前发现有 ��� 双链断裂修复缺陷的辐射 敏 感细胞还有 ��
一��

摇〕 、
��一��

�〕 、

���系列�’ �、 ���

��� ��
�’和 ���

一�〔 ” ’等
。

因此
，
本文认为 ��� 双链断裂的修复能力是影响 细胞辐射敏感性的一

个重要因素
。

有人认为当细胞带有未修复的 ��� 损伤进入细胞周期 的 �期时
，
这些损伤将在 �

期固定或转变为不可修复的染色体损伤 〔 ‘ “ 〕， 而染色体损伤 是 细 胞 死 亡的 直 接原因
，
因此细胞

��� 双链断裂的修复缺陷将在一定程度上扩大了这种损伤成分
，
从而 导 致细胞辐射敏感性的提

高
。

总之
，
从本文结果来看

， ��� 双链断裂修复能力是决定细胞辐射敏感性的重要因素
。
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