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摘要 实验证明一 株经 �� �� 病 毒转化的 毛 细 血 管 扩 张 性 共 济 失调症病人的皮肤成纤维细胞
�� �����

，
对电离辐射和博莱霉素高度敏感

，
对 �射线诱发的 ��� 合成抑制呈抗性

。

本 文 尝试
�

用

���介导基因转移法向 �� 细胞导入人基因组 ��� 或其酶切片段
，

未能获 得 稳 定的对 �射线抗性的

转化细胞
。

染色体核型分析证实 �� ����� 细胞的第 � 号染色沐中的一条缺失或异常
。

本文对外源目

的基因未能稳定植入 �� 细胞的原因进行了讨论
。

关键词 �� 细胞
。
辐射敏感性

，
基因转移

，
染色体

人毛细血管扩张性共济失调症���“��“ ��������������
，

简称 ���是一种常染色质隐性遗传病
。

巳知 �� 患者皮肤的成纤维细胞是对电离辐射敏感的 ��� 修 复缺陷的细胞
，

它是研究人细胞辐

射敏感性和分离人辐射损伤修复基因的理想材料
。

本文对 �� 细胞特性进行了研究
，
并对纠正其

修复基因的缺陷做了尝试
。

材 料 与 方 法

�
�

细胞培养

经 �� �� 病毒转化的 �� ������属互补组 �
，
以 下 简称 �� 细胞�和 ����� �细胞�均由日

本京都大学池永满生教授赠送�在含 ��� 小牛血 清 和各 �� ����的青
、 �

链霉素 �����������

培养液中
，
于 ��℃ �� ���

中培养
。

�
�

夕射线照射后的细胞活存率测定

第 ��分别种下处 于指 数生
一

民期的 �� 和 ������细胞
，
培养 �� �

。

第 ��照射前移去培养

液
， “ 。�� �射线照射剂量为 �

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�和 �
�

���，
剂

�

量率 �
�

��一�
�

���������
，
距离

��
。

照射后细����用 ���洗一遍
，
加新鲜培养液继续培养

。
���左右细胞长 成克隆

。

用乙醇固定

克隆 �� ��� 和结晶紫染色 �� ���
，

计算形成的克隆数
，
并绘制活存曲线

。

�
�

傅莱霉素�����������处理后的细胞活存率测定

第 ��种细胞
，
第 ��将博莱霉素�天津 河北 制药厂产�用无 血清 ���� 配成 �

�

������浓

度
，
再依次稀 释成设计 的药物浓度

。

移去培养 液加药液
，
�� 细胞分 �

、
�

�

�
、
�

�

�
、

��
�

�
、
��

� 。

和 ��
�

�协�����个浓度的药物处理组
，
������细胞也分 �

、
�

�

�
、
��

�

�
、
��

�

�
、
��

�

�和 ��
�

�协����

�个浓度的处理组
，
温度为 ��℃时药物处理 ��

，

移去药液后用 ���洗一遍
。

加新鲜培养液培养

���左右
。

计算细胞活存率并绘制活存曲线
。

�
�

��� 合成抑制测定

采用放射性同位素双标记方法 〔 ‘ ’ 。

第 ��种下指数生长期的 ��和 ����� �细胞
，
每 勇�� ��

培养皿种 �
�

�� ��
�

细胞
，
每剂量点种两皿

。

培养 ��� �后加入终 浓钻度 为 ��
�

�� ��
“ ��加�的

’ ‘��

国家自然科学基金资助项目
，
题目号 ��������
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��� 做内标准
，
标记 ���

。

移去培养液后用 ���洗一遍
。

保留两皿细胞做未照射对照
，
其余细胞用

���� �射线分别照射 �
�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�和 �
�

���
。

立即用 ���将被照射细胞与对照细胞洗一剩
，

加入含有 ���小牛血清的 ����
，
同时加入终浓度为 ���� ��������的

“�一���
，
在 ��℃�标记

��
。

用���洗一遍
，
放入 ���细胞溶破液 ������

�

������
，
����一��� �

�

�������
，
��������一�

��� 。 ， �� �
�

��
。

参考文献 〔�〕中 ��� 洗脱方法
，
稍加改动

。

选用 工
�

�协� 孔径混合纤维膜�上海医

药工业研究院产�截留 ��� 大分子
，
而后将滤膜移入计数瓶中

，
分别经酸

、

碱处理后
，
加入闪烁

液暗化过夜
。

次日用 ��� ���� �������� 丑液闪仪分别 计 量
’ ‘�和

“� 放射性
，
计算 ��� 合

成比值
。

��� 合成比值 � 受照细胞的
“�������“ �������未少照细胞的

“�������“ ������� ����
。

�
�

染色体分析方法 【“ �

选用指数生长期的 �� 细胞
，
用秋水仙碱处理 �一��收集细胞

，
在低渗液中处理 �� ���

，
固

定
、

染色
、

观察
、

拍照
。

�
�

��� 介导基因转移和转化细胞的筛选

���—磷酸钙共沉淀和 电脉冲基因转移方法参见 〔�〕 。

用共转 染法把 �� 昭 ������基因 组

��� 或经限制性内切酶消化后的 ����� ���� 片段与 �
� 。 陀 ��� �������共同导入�� �����

细胞
。

依次用 � ����终浓度 ���件�����及 �
�

�
、
�

�

�和 �
�

���夕射线筛选转化的 �� 细胞
。

扩增

转化细胞的克隆
。

提取转化细胞的 ��� 与
“ “�一����标记的 ��� ������� 探针做点杂交

，
检测

外源 ��� 的导入
。

进一步将转化的 �� 细胞进行 �射线和博莱霉素处理后的活存率分析
。

结 果

�
�

��和 ������细胞受 �射线照射后的活存曲线

比较 ��和 ������细胞 �射线照射剂量与活存率的关系
，
可 以看出 �� 细胞对 �射线高度

敏感
。
������细胞受 �

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�
、
�

�

�和 �
�

��� �射线照射后
，
克隆形成率分别为 ��

�

��
、

��
�

��
、
��

�

��
、
��

�

�℃ 和 �
�

���� 而 �� 细 胞 仅 为 ��
�

��
、

��
�

��
、
�

�

���
、
�

�

��� 和

�
�

���
。

�
�

�� 和 ������细胞经博莱霉素处理后的剂圣效应曲线

比较 �� 和 ������细胞受不同剂量博莱霉素作用后的活存率
，
可以看 出 �� 细胞对拟辐射

药物博莱霉素也很敏感�见图 ��
。

�
�

照射后 ��和 ������细胞 ��� 合成的抑制

由图 �可以看出受照的 ����� �细胞相对于未受照射细胞的 ��� 合成率随照 射剂 量增加呈

明显下降趋势
。

而 �� 细����则不同
，
受照射 �

�

�一�
�

���的 �� 细胞
，
其 ��� 合成 率 与未受照

射的细����相近
，
对 �射线诱发的 ��� 合成抑制呈抗性

。

�
�

�� 细胞核型分析

本文分析了 “ 个 �� ����� 细胞的染色体核型
，

结果见表 �
。

实验证明
，
所 有被分析细胞

的染色体数均呈现异常
，
为 ��一�� 条

，
并且一对第 � 号染色体中仅一条完整

，
另一条缺失或与

其它染色体发生 交 换 重组
，
如图 �所示

。

此外 �� ����� 细胞的第 ��
、

��
、

��
、

�� 和 �� 号染

色体亦有不同程度的缺失或重组现象
。

�
�

导入 ����� ���� 提高 �� 细胞 �射线抗性的尝试

用 ��� 一磷酸钙共沉淀和 电脉 冲 介导法分别向 �� ����� 细胞异入 ����� �细胞基因组
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���一的。二︸��占���口

�
孟︸

��

�。︸妇�门卜︸

��

一门�一己�们

��
一 �

�一曰拙汉

� �� �� �� �� ��

�飞���，��、 ���，��
才������

��� �
�

��� �������� ����刃� ���� �����

��� ������ ����� ����� ���������

���� ��������� �� � ��

‘ � ������ �
，
�� ��� �����

云
〔�。 。

左
认， � �

��� �
�

���� �������� ���’������ ����������

����� ��������� �� �� ����� ���

��
����

����� �� 下一������������� 二 ��

�� ��� �����
，
�� �������

��� ��������� �������� ��

���� ����� ����，

������
。
��

����

������ ��

����������

�����������

�� ���
�

��

���������������﹄，口八翻��������︻��了�，���凡�，几八亡� 曰八�︸八�冉匕六�亡。﹃勺内��勺八��匕�勺内七八�，人，叼��月，︸﹄内�即‘����八�‘
�
��切八�月任

，月玉，�点，�，�，�

��� �
。
��������� ������名��� �� ���

������� ����
�

����� ���

��
�

���������� ��，
����� ����� � �

���������� ���������� ��

二

三 ��
一�

口
门
肠
勺声

� � ������������� � � ���� �� ‘�����

����������

守�
一。�一�﹄二�

��
一，

� � �

���� ����

��� �
�

��� �������������� ���� �����

��� ����������� ��������� �一�

����� �一�����������

�� ������ �一�
，
�△������ �一� ����� �

������
， ���������

，
�� ��� 压����

��� 和 �种限制 性 内 切 酶 ������
、
����

、

����
、
�����

、
��� 和 ����酶切的 ��� 片段

，

同时 导入 选择 标志 基因 ��� � ������
。

经

� ���和 下射线两轮筛选后
，
选 择转化的 ��

细胞
。

从大约 ��
吕

细胞中得到 ��� 多个转化细

胞克隆
。

用
�

��一��� ������� 做探 针
，
与 其

中九株转化的 人� 细胞 ��� 点杂交结果均为
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阳性
，
未经转化的 �� 细胞为阴性

。

说明共转染中至少 ��� ������� 质粒的转移是成功的
。

对

转化的 �� 细胞作 丫射线和博莱霉素作用后的活存曲线分析
，
实验结果证明转化的 �� 细胞对 下

射线和博莱霉素处理的活存率均未能获得稳定的提高
，
其中 ����

� �一������� �基因组 ��� 为

供体�对 �射线的活存率曾有一过性的部分提高
，
经 �个月传代后再测时

，
其对 �射线的敏感性

恢复至与未转化的 �� 细胞相近�见图 ��
。

此外
，
导入 ��� 酶切片段的转化细胞在经 �射线筛选

时
，
显示出比其它转化细胞有更高的克隆形成率�结果未显示�

，
说明对 �射线抗性有所增加

，
但这

些结采都提示 �� ����� 细胞的基因缺陷未能通过 ��� 介导的基因转移而得到持久的纠正
。

讨 论

实验证明
，
�� ����� 细胞对 �射线和博莱霉素高度敏感

，
对 �射线诱发的 ��� 合 成抑制

呈抗性
。

这些特征与文献报道的相一致��一 ’ 】 。

此外分析了 �� 个 �� ����� 细胞 的染色体核型弓

发现所有被分析的细胞除染色体数异常外均有第 � 号染 色体 中的一 条缺失 或重组
。
�� 细胞的

电离辐射损仿 修复功能的缺 陷被认为是引起 �� 细胞对电离 辐射敏感 的原因 【” �， 而 �� 细胞的

抗电离辐射诱发 ��� 合成抑制 的 现 象 与 其 电 离 辐 射 敏感性无关
，
而是由不同基因的缺陷所

致��’ ’ 。 �。
�� ����� 细胞是一株经 �� �� 病毒转化

，
来源于 �� 病 人 皮 肤 成 纤 维 的细胞系

。

�� �� 病毒转化细胞是为了让细胞获得在体外永久性传代的能力
，
同 时 �� �� 病毒的转化也可使

细胞染色体核型异常 【 “ ，‘�〕 。

上述实验证明经 �� �� 病毒转化的 �� ����� 细胞没有 改变对电离

辐射
·

的敏感性和某些其它特性�如对 ��� 合成抑制的抗性�
，
它是研究电离辐射敏 感 问题和克隆

电离辐射损伤修复基因的 良好材料
。

利用辐射损伤修复缺陷的细胞研究辐射敏感性问题和克隆出人细胞辐射损伤修复基因
，
是当

前国际热点课题
。

国外几个领先的实验室正注重对 �� 敏感的切除修复基因缺陷的 �� ��������
�

�� �����������
，
着色性干皮病 �细胞和对电离辐射敏感的 �� 细胞

，
其中 ��细胞的基 因 缺陷

的纠正在 日本大坂大学和我军事医学科学院放医所的实验室已获得成功 〔 ‘ ，‘ “ �。 但对 �� 细胞
，
仅

有两篇关于修复缺陷成功的报道 【�，“ �， 且对其结果尚有争议
。

本工作先 以 ������基因组 ��� 为供体
，
为了避免外源大片段 ��� 导入及整合困难

，
以后

又用六种限制性内切酶的酶切 ��� 片 段为供体
，
用 ���一磷酸钙共沉淀和 电 脉冲两种基因转

移方法
，
向 �� 细胞导入供体 ��� ，

同时 导 入 ��� ����� ���
，
经 � ��� 和 �

、
�

、
���夕射线

辐照筛选未获得稳定的抗 �射线的转化细胞克隆
。

分析外源 目的基因未能 稳 定 植入 �� �����

细胞的原因有三
� ��� ��细胞的遗传缺陷复杂

，
据报道 �� 细胞有多种基因缺陷

，
这些基因与

细胞辐射敏感性分子机制的关系尚有待阐明�’ ‘ �， ��� �� 细胞的染色体缺失或重组
，
�����等人将

�� 基因定位在染色体 �����一��位置上�‘ ” �， ������� 等人发现 �� ����� 细胞的第 ��号染色

体缺失一条 〔 ‘ “ 】� ��� 也有报道以 �� �� 病毒转化的人细胞为受体时
，
导入的外源 ��� 在该细胞

内整合的长度和稳定性受到限制 【 ” ，“ 〕 。

也有报道导入的外源基因在不同受体 细 胞 中暂时性表达

的先例 �‘ 。 ，�。 〕 。

最近有关提高 �� 细胸电离辐射敏感抗性的 研 究有较大的进展
，
������� 等��

。 】，

应用微细胞介导的染色体转移 方 法���
��������������� ���������� ���������向 �� 细胞 导入正

常人成纤维细胞的第 �� 号染色休
，
获得的杂交细胞具有同正 常 人相似的剂量活存曲线

，
提示电

离辐射损伤修复基因位于人第 �� 号染色体上
。

鉴于 �� 细胞染色体缺失或重组的事实和 ���介

导基因转移法修复 �� 细胞遗传缺陷的困难
，
应用微细胞介导的染色体转移技术导入完整的人染
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色体以修复 �� 细胞的遗传缺陷值得进一步研究
。
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