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小肠匀浆中提高受照射小鼠肠腺存活率的

有效成分的分离和鉴定
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摘要 正常小鼠小肠匀浆经加热
、

离心
、

盐析和提取核酸等步骤制备提取物
， 用单位面积法对各提

取物分别进行生物活性鉴定
，
用紫外法和生化法对提取的核酸进行生化成分的分析

。

结果表明
，
从小肠

匀浆中提取的 ��� 和 ��� 均能提高受照射小鼠的肠腺存活率
。

并认为其有效成分为核酸类物质
。

关健何 照射
，
生物活性鉴定

，
有效成分

，
核酸

，
肠腺

在肠道辐射损伤与修复的研究中已证实
，
正常小鼠小肠匀浆中含有某种能提高受照射小鼠肠

腺存活率的耐热因子�’ 一 ��。 本文报道此因子的分离和鉴定
，
并证实其为核酸类物质

。

� 材 料 与 方 法

�
�

� 试荆和材料

盐酸肌
、

刀一琉基乙醇为国产生化试剂
。

十二烷基肌 氨 酸 钠 和 透析 袋�分子截留量为 �。 。��

系 ����� 公司产品
。

蛋白酶 �
、
����� �

、

酵母 ���
、

小牛胸腺 ���
、

牛血清白蛋白等由华美

生物工程公司提供
。

其它试剂均为国产分析纯试剂
。

变性溶液 ������盐酸呱
、

�� ������ 柠檬酸钠
、
�

�

��十二烷基肌氨酸钠
、 。 �

������ 刀
�

琉基乙醇
。

苯酚溶液 依次用 ������ 和 �
�

������ ���� ��� �
�

��液平衡重蒸苯酚
， ���下存放

。

�
�

� 提取流碑
取正常小鼠全小肠

，
用冷却生理盐水冲净肠内容物

，
滤纸吸干

，
剪碎并称重

，
用生理盐水制成

��� �����湿重肠组织的小肠匀浆
，
然后按流程图分离提取�见图 ��

。

�
�

� 总核曦的提取

采用苯酚一乙醚抽提
，
乙醇沉淀法从上清 ���中提取总核酸

，
溶于 ���� �� ������

， �� �
�

��

液中
， 一 ��℃保存

。

�
�

� 小肠 ��� 和 ��� 的提取

初步实验巳证实
，
提高受照射小鼠肠腺存活率的有效成分为核酸后

，
分别从未经加热处理的小

肠匀浆和经 ���℃ �� ��� 加热处理的上清 �中分离提取 ��� 和 ���
。

�
�

�
�

� ��� 的提取 采用苯酚
一
氯仿

一醋酸钾抽提
，
乙醇沉淀 ���

，
并用蛋白酶 �和 ����� �除去

蛋白质和 ���
，
提取的小肠 ��� 溶于 ����一������� �

�

��液中
，
�℃下保存

。
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� ��� 的提取 根据刘西平 �‘ �的方法稍加改变后提取
。

即采用盐酸肌一苯 酚
一
氯仿 抽提

、

异丙

醇沉淀 ���
，
并用 ���乙醇 洗涤

。

提 取 的 小 肠 ��� 溶于 ������ ������
， �� �

�

��液中
，

一 ��℃下保存
。

提取的总核酸
、
��� 和 ��� 的含量用紫外法和生化法测定

。

在作生物活性鉴定时
，
各提取组

分均用生理盐水稀释成 ���一��������浓度的溶液
，
湿重肠组织内的提取物作为比较的标准

。

�

� 生物活性鉴定

用小鼠对分离提取的每一提取物�上清 �
、

上清 �
、

上清 ���
、

沉 淀 卫
、

沉淀 ��� 和 总核 酸
、

��� 和 ����分别进行生物活性鉴定
。

�
、

�
�

� 动物和照射条件 采用 ��一�� 周龄的 �����
。 小鼠

，

性别不拘
。

以
�

�� 。 补线进 行腹部照

射
，
剂量率 ��

�

�一��
�

��������
，
总剂量 ������

。

躯体 的 其余 部 位 用 ��� 厚的铅块屏蔽
。

�
�

�
�

� 肠睐存活率测 定 采用局部肠腔扩张注入法�’�， 于照 射 后 �一��内将 。 �

� ��提 取 物溶

液中的一种注入受照小鼠 �一�
�� 长的一段空肠内

。

根据 实 验 设 计
，
分别于照后第 ��

、
��或

���活杀小鼠
，
取实验小鼠的注入肠段和照射对照小鼠的相应肠段

，
用单位面积法测定肠腺存活

率�“ �， 鉴定各提取物的生物活性
。

� 结 果 与 讨 论

�
�

� 小肠 ��� 和 ��� 的纯度洲定

�
�

�
�

� 紫外法 用 ��一����双光束双波长 分 光 光 度计�日本岛津�对小肠 ��� 和 ��� 进行光

密度扫描
，
呈典型的核酸 吸收光谱

，
在 ������ 处 有一吸 收 峰

，
并 求得 �、 。

与 �“ 。
的比值 分别

内 �
，

��一�
�

��和 �
�

��一�
�

��
。
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用二苯胺法
、

苔黑酚法和考马斯亮兰 �一��� 染色法对提取的 核酸 进行 生化成分

鉴定
，
并由光密度值推算出核酸溶液中 ���

、

�
�

� 各提取物的生物活性鉴定

根据实验设计和提取物提取时间的不同
，

局部肠腔内注入 �
�

���提取物溶液中的一种
，

��� 和蛋白质的含量
，
结果见表 �

。

分批进行实验
。

每组 �一�� 只小鼠
，
在每 只 小 鼠

即相当于 的一�� ��湿重肠组织内的提取物
。

�
�

�
�

� 照后 第 ��肠腺存活率的变化

标本
，
测定肠腺存活率

，
结果见表 �

。

小鼠于受照射并注入提取物溶液后的第 ��活 杀
，
取小肠

��� �
。

��� �
。

��� ������妞������������� ��

������� �喊�� ��������� ���面

������加� ���
��

���
�� ������

肠��������� �������� 助��� �企

�����王
�
�� ���恤��� ���� ���

��亡��亡��� ��������加 ������

�������� �����
�

���
������

�叨�����即��

�������

������������ ����� ��� ���

拼柑�����

��������
���

������� �����

��
�

�士 �
。
�
�

��
。
�土�

。
��

��
。
�士 �

。
�二

��
。
�士�

�

��

��
�

�士�
。
�二

��
。
�士�

�

��

柑 ��� ����������� ����� �� ������� ����

��阳����
���� �� �����

�主���� �� ������

���时 ��������
��

。
�士�

。
��

��
。
�土�

。
��

由表 �表明
，
小鼠受照并注入上清 �

、

上

清 亚
、

上清 班
、

总核酸以及分别从上清 工和未

经加 热 处理 的 小肠匀 浆 中提 取 的 ��� 和

��� 后的肠 腺 存 活 率在 ��
�

��一��
�

�� 之

间
。

各组间无显著差别����
�

���
，

但与照射对

照组小鼠肠腺存活率���
�

���有非常显著的差

别����
�

���
。

而小鼠受照并注入沉淀 丑
、

沉淀

���
�����曲� �

����������� 亚

����������� �

����������� ���

����切����� 皿

��������坛主� ��主�吕

注�������� ���

△ ������

▲ ��������

��������� ���

△ ������

▲ 助������
���������� �������

��
。
�土 �

。
��

��
。
�土 �

�

��

��
。

�土�
。
�

△ ���加��� ���� �
即

����切力� �

▲ �������� ����
�������� ��������� ���

�������，

劳 ���
�

��
， � 芳 ���

�

��
， �� �������� ����

�������扮� �������

��� ���� ��� ��������� �� ��
��士��

， � 二 � �� ��

正后肠腺存活率���
�

��和��
�

���与照射对照组小鼠肠腺存活率间无显著差别 ��� 。 �

���
。

此 结

果并结合小肠 ���和 ��� 的纯度测定说明
，

小肠匀浆经 ��。 ℃ �� ��� 加 热 处 理及 ���饱和度

的���
�
�
�

��
‘
盐析

，

除去不耐热的成分和部分蛋白质后
，
从中提取的核酸类物质

，
是小肠匀浆中提

高受照射小鼠肠腺存活率的有效成分
。

小肠匀浆粗提液中提高受照射小鼠肠腺存活率的成分是耐

热的 ‘ “ ，， 因而在设计分离提取过程时
，
首先将小肠匀浆加热

，
以除去不耐热的成分

。

为了证明小

肠匀浆经加热处理后是否影响所提取 的 ��� 和 ��� 的生物活性
，
从未 经加热处理的小肠匀浆

直接提取 ��� 和 ��� 与之比较
。

从表 �的结果可以看出
，
两者具 有提高受照射小 鼠肠腺存活

率相同的能力
，
表示经 ���℃ �� ��� 加热处理后的小肠 ��� 和 ��� 仍保持其 活性

。

用热变性

小肠 ��� �加热 ��。 ℃ �� ���
，
盐冰浴中速冷�作实验

，
也证明变性前后的 ��� 活性不变

。

�
�

�
�

� 照射后不 同时间肠腺存活率测 定 为进一步观 察 小肠 ��� 和 ��� 对 受 照小鼠 肠 腺较

长时间的影响
，
于照后第 ��

，
��或 �� �活杀小鼠

，
取 小 肠 标本

，
测 定 肠 腺 存 活率

，
结果见

图 �
。

图 �结果表明
， ’

小鼠在受照射并注入上清 �和分别从上清 �及未经加热处理的小肠匀浆中提

取的 ��� 和 ��� 后第 �一�� �内
，
肠腺存活率一直维持在 ���一���之间

，
比照射对照 组的
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欲�一月之净镜长亡口

����

� �

����� �����亏�����

��� �
�

������� �� ����� ���������� ���� �� � ��������
�� ���� ����� ��� ��� 下一���

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

����������

�口�玩������� ���
，
������ �一 ���������� ���

， ���
�����

�△ ���������� ���
，
������ �▲���������� ��� ，

���
���〔 �

�� ����
��
������ � ����������抚� �������

肠腺存活率���
� 。�左右�提高 ���一������ 。 �

���
。

此曲线与用小肠匀浆粗提液实验的结果也

是一致的��
一 ，�。

以上实验证实
，
正常小鼠小肠匀浆中能提高受照射小鼠肠腺存活率的有 效 成 分为 核酸类物

质
。
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