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突变分子机理的初步探讨
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摘要 为研究电离辐射致突的分子机理
，

采用限制性片段长度多态性分析法�������观察 �射线诱

导的 ���一� �不汤���� �� 突变细胞 ���� 基因结构的变化
，
并用 �������� 杂交和狭缝杂交方法分析

了 ���一� �突变细胞 ���� 基因的表达情况
。

实验结果提示
�

电离辐射引起 ����基因结构损伤并进而

导致 ���� 转录的缺陷
。

关�饲 电离辐射
， ����基因

，
哺乳动物细胞

，
�����

随着分子生物学技术的发展
，
特别是分子杂交

、
��� 测序和 ��� 扩增技术的应用

，
人们在

辐射致突分子机理研究方面取得了长足的进步
。

然而
，
电离辐射造成的损伤复杂

，

研究难度大
，

进展慢
，
尚需进行深入细致的研究

。

文献 〔 �〕曾报道用 。 。�。 一�射线照射中国仓鼠卵巢 ���一� �细 胞 和 人 宫 颈癌 ���
� �� 细

胞
，
获得这两种细胞次黄嚓吟磷酸核糖转移酶基因������缺陷的突变株 � 观察了突变频率与 照射

剂量间的量效关系并在酶学水平上加 以证实
。

本实验主要采用分子杂交技术进一步分析电离辐射

诱导的突变细胞
。

用限制性片段长度多态性�������法分析 突 变 细 胞 ���� 基因 ��� 结构的变

化， 用 �������� 杂交法分析 ���一� �突变细胞 ���� 基因表达情况 ， 并用 狭 缝杂交技术较为准

确地测 ���一� �突变细胞 ����基因 ���� 转录的相对水平
。

本实验将从基因结构 改 变
、

基因

转录水平的变化及酶活性的缺失三个水平初步探讨辐射致突可能的分子机理
。

� 材 料 与 方 法
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� ��� 提取和 ������
�� 印迹

收集 �� ���个细胞
，
用 ������混匀

，
加入 ����溶胞液��

�

������� ����
， �

�

�������

����一���
，
������� ����

，
�

�

�� ���
，
�� �

�

��
，
充分 混 合 后 加入 ��一��“ �无 ���

��的

����� ����������
，
����下保温 ��

。

加入 ��� “ �的蛋 白酶 ����������
， ��℃下过夜

。

用等

体积的酚�氯仿�� ���饱和液抽提 �次
。

吸取上清
，
加二倍体积的冷无水乙醇沉淀 ���

，
用 ���

乙醇洗沉淀 �一�次
，
室温下风干

。

加 ����� 缓冲液��������� ����一���
，������� ����

，

�� �
�

��溶解 ���
。

取 ���一� �和 ���� �� 及其突变细胞 ��� 各约 ��协�，
分别加入 ��单位 的 ���� �酶或

�����酶
，
��℃下消化 �� �以上

。

经 �
�

��琼脂糖凝胶电泳����
，
�� ��分离 ��� 片段

。

凝胶
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变性
、

中和后
，
以 �� ��� 为转移液

，
用 �������� 法印迹 �� ��

“ �， 把 ��� 从凝胶转移 到硝酸纤

维素膜上
，
��℃烤膜 ���

�
�

� 细胞总 ��� 的提取

参照 ������������” ，的 ���� 一步法提取
。

向长满细胞的培养皿中加入 ���� 液 �������

异硫氰酸肌
，
�� ������柠檬酸钠

，
�

�

��十二烷基肌酸钠
， �

�

������ 刀
一琉基 乙醇�

，
将细胞溶破

液分装到 �个 ���������管中
，
依次加入 ��协������� 乙酸钠��� �

�

��
、
���卜�饱和酚和 ���协�

氯仿�异戊醛������
，
充分混匀

，
置冰浴中 �����

。

于 ���下以 ���������� 离 心 �����
，
取上

相加入等体积的异丙醇
， 一 ��℃下放置 ��

。
�℃下 ���������� 离心 �����

，
沉淀风 干后加 ���

卜�� 液溶解
，
加入 �倍体积的无水乙醇

， 一 ��℃放 置 ��
。

再以 ���������� 离心 ����� 沉淀

用 ���的 乙醇洗涤
，
风干

，
加入 �� 时 �

�

�����
，
在 ��℃水浴中溶解 ���

。

�
�

� ��� 的 �������� 印迹和狭缝点样

取 ��协�每种细胞总 ���
，
依次加入 �

�

�协�水
、
�

�

�卜��� 甲醛凝胶电泳缓冲液 ��
�

������

�一��一玛琳代〕丙磺酸��������� �
�

��
，
�������� 乙酸钠

，
������� ����

，
�� �

�

��
、
�

�

�协�

甲醛
、

�� 叭 甲酞胺
，
置于 ��℃水浴中 �� ���

，
用冰浴冷却

，
加 �闪 甲醛凝胶加 样缓 冲液����

甘油
，
������� ����

， ，� �
�

�，
�

�

���嗅酚蓝�
，
在 �� ����配市��的 �

�

��琼脂搪凝胶�甲醛

浓度为 �
�

������� 上电泳分离 ���
，
紫外光下照相

，
并 测 �� � ���� 和 �� � ���� 条 带 到电

泳原点的距离
。

将胶在 ��� ��� 中浸泡 �����
，
以除去胶中的甲醛

。

按 �������� 印迹法将 ���

转到硝酸纤维素膜上
。

��℃下烘烤 ���

为精确地测定 ���� 的水平
，
取 �� 川每种细胞 ���

，
依次加入 �� 泌 三 蒸水

、

�� 时 甲酞

胺
、
�卜� ���的甲醛和 �林� ��� ���

，
于 ��℃下温育 �����

，
用冰浴冷却样品

，
加入 �倍体积

�� � ���
。

将每一样品分成两份
，
同时用狭缝点样器点在硝酸纤维素膜上 〔‘ �， 室温下风干

，
��℃

下烘烤 ���

�
�

� 探针的制备

人和鼠的 ���� ���� 片段长度均为 �
�

���，
用 ��� �酶分另��从 ���� ��“ �和 ���� ����质粒

上分离 � 声一����� ���� 长为 �����
，
从 �� �质粒上用 �����酶切分离

。

酶切片段用低熔点琼

脂糖法回收
。

用随机引物试剂盒 ���������以 �一���一����标记探针
。

用 �������� �一��过柱分

离标记好的探针
，
以 刀射线检测仪检

“
甲 吸收峰

，
取第一峰供杂交使用

。

�
�

� 预杂交和杂交

配制预杂交液��又 ���
， �� �

�

�， �� �������‘�， �
�

�����
，
���林����变性蛙鱼精 ����

，

按 �
�

����
�� 膜面积配制

。

把印迹好的硝酸纤素膜放在塑料袋内于 ��℃水浴中振荡 ，
预杂交 ���

弃去预杂交液
，
加入含变性 ��� 探针的杂交液 �其它成分与预杂交液相同�

，
杂交 �� �

。

室温下

将膜依次置于 �� ���
、
�

�

�����， �����
、
�

�

������ �
�

�� ���
、
�

�

�����溶液中于 ��℃ 分

别洗 ����
、
����� 和 �����

。

然后在 �
�

�� ���
、
�

�

�����液中于 ��℃下漂洗 ��一�����
，

并在室温下用 �
�

�� ���漂洗 ����
。

吸干水分
，
用保鲜膜包裹

，
于 一 ��℃下放射 自显影 ��

。

�
�
� 狭缝杂交的教据处理

用 ��� ���� �班������ ���
��� ������������检钡」狭缝杂交图谱上各点的积分光密度值

·

以正常 ���一� �的 ����基因 ���� 光密度积分值为对照
，
计算突变细胞 ����基因二��� 转录

的相对水平
。

为消除点样误差
，
用 夕一����� 基因 ���� 积分光密度为内参照

，
按下 式 计 算突变

细胞 ����基因 ���� 转录的相对水平







��� 辐 射 研 究 与 辐 射 工 艺 学 报 第 �� 卷

今 考

� 季寻平等
�

辐射研究与辐射工艺学报�待发表�
。

� �������� � �� ��
�

���
，

��������� �������
，

����
，
���一���

� ������������� ��
�

����
�

�������二 ����，

� �������� � �� ��
�

���
�

��������� �������
�

���一���
� ��������� � � �� ��

�

����
�

���
�

����，

文 献

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

�
���

���� ���

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

�

� �������� �� ��
�

� ������� � �� ��
�

������� ����� ���

�����
�

���
� ，
�����

�����

��� ���

��� ����

����

� ��
���� ��� ������

�

����� ���
· ，

����一 ����

� ������ �� ��
· ，

�����
‘

���二 ����
， ���� ���

���
��

�� ������� � �
�

����
�

�
�

������
，
����， ��� �

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

��������� �����

����

��

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

����七应���� ������� ���葱�邮 ����摊��
，
�已止夕名件� �������

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

�� ��� ������ ���一� � ��� ���� �� ����� ������� �� 夕一 �������� ���� ��������

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

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

�������� ���� �� ���� �� ���� ����
�

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

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

�������������
�

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

��������� ����
，
�����

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


