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摘要 木文运用羚基磷灰石柱层析法对
“
��。 丫线引起的中国田鼠肺细胞 ����� 和 ��� 小鼠离体脾

细胞 ��� 单链断裂和重接进行了研究
。

在 ���� ��剂景范围内
，
两种细胞 ���单链断裂的程度均与

剂撮呈线性关系
。

两种细胞每单位剂最诱发的 ���
一

单链断裂的数量是相似的
。
���细胞 ���

二

单链断

裂能迅速进行服接
，
其重接速率和程度与剂最呈负相关

。 ’

同时
，
单链重接与培养条件也密切相关

，
���

细胞在无血清培养液中比在含小牛血清培养液中其 ��� 断链重接速率慢
、

程度低
，
而离体的小鼠脾细

胞 ��� 断链在无血清培养液中甚至未见重接修复
。

关健词 握基磷灰石柱层析法
� ��� 钵断裂

� ���修复
� ���细胞

，
小鼠脾细胞

。

‘

引 言

电离辐射引起 ��� 单链断裂是常见的 ��� 辐射损伤类型之一 〔 ‘ ’ 。 我们曾用 ���� 碱洗脱法

对哺乳动物细胞���� 单链断裂与重接的规律进行了研究
。

本文采用 ����‘����
‘ ’及 �������〔�

’的

细胞 ��� 碱解旋速率法
，
以经基磷灰石柱层析法分离单

、

双链 ��� 分子
，
对

��

�� 夕线引起的

中国田鼠肺细胞和 ��� 小鼠离体脾细胞 ��� 单链断裂和重接修复的规律进行了初步探讨
。

材 料 与 方 法

�
�

细胞与标记

中国田鼠肺细胞�����于 �� �” 液 �含小牛血清 ����中在 ��℃下培养
。

照前用 �
�

�� � ��‘

������即 �
�

�件������的
“�一���

‘

��
�

�
�

�
�

��� ��
‘ ’����

·

���
·

��
一 “
即 ������

·

���
·

��
一 “
�将细胞

标记�� 小时
。
��� 小鼠脾细胞悬液的制备见前文 〔‘ 〕 。 每毫升 ��������培养液��� 为 �

�

�
，

含小牛

血清 ��乡‘�中含有 �� ���个脾有核细胞
，

再���� �
�

��火��
‘������即 �件������的

“�一�����
�

� �
�

��

欠 �� “ �叮�� ���� ��
一 ��在 ��℃下放射性同位素标记 �一 �小时

。

�
�

照射与照后孵育

照射前将 ��� 细胞培养瓶中含
“�一��� 的培养 液弃去

，

再用不含
��一��� 的 �� �” 液洗贴

壁细胞两次
，
加含 ���小牛血清的 �����液

，
��℃下继续孵育 �小时

。

之后
，
用 �

�

���胰蛋白

酶液消化分散细胞
，
用 �� ��� 液�含 �� �小牛血清�制成含 �� �护 细胞加�的悬液

，
于冰水浴中

进行
日。�。 夕线照射

，
剂量率为注 ��加��

，
照后的细胞于冰水浴中保存

。

在 ��� 断链重接修复实

验中
，
细胞受照后于 ��℃ ，

在含 ���小牛血清或不含任何血清的培养液中孵育到所需时间
，
再保

存于冰水中
，
直至分析

。

小鼠脾细胞用
��一��� 标记以后

，
弃去含

��一��� 的培养液
，
用不含

”�一��� 的 ����王��� 浪
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洗细胞两次
，
并制成细胞悬液

，
于 ��℃下继续孵育 �小时

。

之后
， �

换用不含血清的 ��������

液制成含 ���护脾有核细胞���的悬液
，
于冰水浴中进行

“ ”�。 ，线照射
。

照射和照后孵育的方法

同 ���细胞
。

�
�

经基磷灰石����的制备

基本按照 ������� 等方法进行�” �。

东 �� 柱洗脱法

���样品处理
‘

取 �
�

���细胞悬液 ��� ��
‘
个细胞�注入含 ���解旋液 �

�

������� ����
，

�
�

������� �������

及 �
�

������ ����
，
�� 为 ��

�

��的试管中
，
立即将试管置于冰水浴中

，
于

黑暗处静置 �����
，

使细胞 ��� 发生解旋作用
。

之后
，
立即加入 �� ��

�

�������� ����含酚红

指示剂�
，
调 �� ���

。

随即于冰水中用 ���一�型针形超声波破碎机超声 �� 秒钟
，
使 ��� 分子量

降至 �� ��“ 道尔顿左右
。

每管加入 �
�

�����十二烷基硫酸钠�����
，
使蛋白质变性而后与 ���

分离
，
混匀

，
置 �℃下保存

。

��� 洗脱 洗脱方法是按 ������� 等法�“ �略加修改后进行
。

洗脱液为 �� �
·

�一�
·

�的磷酸钾

缓冲液�����
。

除特殊说明外
，
洗脱速度为 �

�

�� ������ 。 ’

① 首先向每支层析柱内滴入 �� 悬浊液

����相当于 �� 干粉 �
�

�����
，

再以 � ���的 �
�

������ ��� 和 �
�

����
�

����������先后洗

涤柱内��
， ���靠重力自然流下

。 ② 将含有约 �
�

�����的样品在 ��℃下温浴数秒钟以使���

溶解后
， ·

再将样品移于层析柱内�� 上面
。 ③ 样品全部进入 �� 后

，
加 ����

�

�� ����� ��� 以

洗去 ���
、
����

、

酚红及残余
“�一���

。 ④ 在 ��℃下每次以 ����
�

�������� ����预热至 ��℃�

洗脱单链 ��� 两次
，
分别收集

。 ⑤ 在 ��℃下每次以 ����
�

�� ����� ����预热至 ��℃�洗脱双

链 ��� 两次
，
分别收集

。

�
�

测定与计算

将收集的 �
�

�������� 和 �
�

������� ���洗脱部分
，
用微量注射器吸取 ���协�滴于中����

的玻璃纤维滤纸园片上
， �

如此制成两个平行的玻璃纤维滤纸园片
。

在 ��℃下烘干后加 ���甲苯

闪烁液�内含 �
�

�����
，
�

�

���������
，
于 ������� �一�。 。�液闪计数器进行放射性计数

。

计算
� 以 �

�

�� ����� ��� 洗脱的双链 ���部分的放射性计数的百分数��� �����来衡量

��� 单链断裂的程度
。

������值愈小
，
表示该细胞 ���解旋速率愈快

，
单链断裂愈严重

。

计

算公式为
�

������ “ 下
�

�
�

������� ���洗脱部分的放射性总和
�

������� ���洗脱部分放射性总和 � �
�

��� ����� ��� 洗脱部分放射性总和

� ����
�

结 果 及 分 析

�‘
单链断裂

���细胞悬液与小 鼠脾细胞悬液经 夕线照射和经 碱解旋后
，
两种细胞 ��� 中残留 的双链

��� 分子在总 ��� 中所占的百分率�即 �������
，
在 �一����剂量范围内

，
均随剂量增加而

呈线性降低
，

剂量与效应密切相关
。

其相关系数两种细胞均为 一 �
�

��
。

显示两种细胞 ��� 的单

链断裂均随剂量的增加呈线性增加�图 ��
。

�
�

孟接修复

��� 将受 �� ��和 �� ��照射的 ���细胞
，
于 ��℃下孵育不同时间后 ，

������随孵育时问
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喊�

���
�

�

沙咨

图 � �线照射对小鼠脾细胞和 ���

细胞 ���解旋速率的影响
。

���� �������� ����� ������ ����������

���’ ����� ������ ����� ��� ��� �����
�

�

的�

为的���次����习

� � � 与

砚肘拥皿 �“ 以���

，

�— � ���细胞
。
��� �����

。

�—� 脾细胞
。
����� ������ �����

�

，
�

、 ， ‘ 。

双链 ���放射性计数 �����
�� ���� 二

下
弓蒸岁认石�瑞几立七践扛与苏认诬寿

一，认二�爪一
一 “
廿

‘ ’ ‘ “ �。 一 单双链 ���放射性计数总和 �����
� �� 。�

。

图中各点是三个样本的均值士��
。

������ � 〔����������� ����� ����� �������
���������� ����� ����������� ����� �� ���

������一���������一������又 ����
�

���� ����� �� ���� ����� ������������

��������
， ������������ �����������

。

的延长逐渐增加
，
表明 ��� 断链又重接修复

。
���断链的重接修复

，
起始早

、

速度快
、

在照后孵

育 �� ��� 内绝大部分断链已重接修复
。

结果还表明
，
受 ��份 照射的比受 �� ��照射的 ���细

胞 ���
·

断链的重接修复更加迅速和完全
，
受 �� ��照射后在含小牛血清的培养液中比在无血清

培养液中孵育
，
其断链重接比较迅速和完全

。

细胞受 �� ��和 �� ��照射后
，
其 ��� 断链的重

接过程均不是匀速进行的
，
孵育刚开始重接速度较快

，
随孵育时间的延长逐渐减慢� �� ��照射

者
，
断链在 �� ��� 之内似能全部重接

，
而 �� ��照射者

，
断链重接曲线在 �� ��� 以 后出现平坦

部分
，
重接不再有明显增加�图 ����

。 。 ‘

���小鼠脾细胞受 �� �� 夕线照射后
，
在无血清的 ��������培养液中

，
于 ��℃孵育不同时

间后
，
其 ���断链未显示明显的重接修复作用� 而在此培养条件下

，
按前文所述方法 〔 ‘ 〕通过��

�

���在 ��� 的掺入表明
，
脾细胞 ��� 的生物合成可以进行�图

�

�
�

��
。
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飞西 �� �� ���

孵育时间�小时� ���� �� ������������� �

� �� �� ��
，

�� ���

孵育时间�小时���砒
�������子�������

圈 � ���细胞���和小鼠脾细胞���受照后 ��� 断链的重接修复
。

�渔�二 � ������ �� ��������� ������� ��� ������
�

������ �� ��� ����� ��� ��� ����� ����即 ��������
�

细胞受照后在含小牛血清��—��� ��
， �

—
� �� ���或不含血清 ��… …��� ��，

△—△���合成�的培养液中孵育 。

各点为三个样本的均值
。

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

，

� 一 � ����� �� ������� ��� ����� ��… …� ����
， △… …△��� ���������

，

��������� ����������矛���� ����� ������������ ������������
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讨 论

�������� 和 ���苏。 � 首先报道哺乳动物细胞受照射以后
，
其 ��� 在碱性溶液中 由双链向单

链转化的速率增加 【“ 〕， 随后这一方法得到 �������的进一步发展 ��〕 。 ������等采用等密度超离心

技术建立了与 �������� 等类似的方法�。 〕， ���� 等建立了单链 ��� 的碱洗脱技术 ��’ 。 近年来国

内开始用羚基磷灰 石离心法与荧光测定 ��� 相结合
，
对照射引起细胞 ���

‘

链断裂和再 接的规

律进行了研究 〔 “ ， “ 〕 。

本文应用经基磷灰石柱层析法结合 ��� 放射性同位素标记和测定技术
，
对 �

线引起的细胞 ��� 单链断裂和重接修复进行了探讨
。

结果表明
，
在 ���� ��剂量范围内

， 夕线引起 ���细胞和离体小鼠脾细胞 ��� 单链断裂的

严重程度与剂量呈线性相关
。

启示本法不仅可用于研究培养细胞也可用于研究离体动物组织细胞

��� 损伤的规律
。 ’

从图 �可知
，
两条曲绛的截矩有较大差另��� 未受照脾细胞的 ������ 仅为 ���

，
而未受照

��� 细胞的 ������为 ��
�

��
，
且这一差别也存在于两曲线各相应剂量组

。

送可能是由于离体

脾细胞① 在分离过程中 ��� 模板受损伤
，
使其复制的

“�一��� 易于解旋
、 ② 对体外培养缺乏

适应
，
使合成的

“�一��� 易于解旋
、 ③ 合成的

“�一���受体外非生理条件的作用引起链断裂
。

�

这样在每个剂量组离体脾细胞 ��� 链断裂
，
是辐射引起的和上述非辐射 条件引起的链断裂的总

和
。 ，

而 ���细胞能适应培养条件
，
非辐射性链断裂轻微

，

在每个剂量组共��� 链断裂主要是照射

所致
。

显然
，
非辐射性链断裂是脾细胞剂量一效应曲线下移的主要原因

。

另一方面
，
这两条曲线

几乎平行
，
二者斜率接近 �分别为 。

�

�与 �
�

�左右�
，
表明单位剂量的 夕线照射使两种细胞 ���

单链断裂的程度相似
。

图 “ 表明
， ，

��
� 细胞受 ‘ ” �� 夕线照射后

，

在含小牛血瘴的培养液中比在无血清培养液
‘�，孵

育
，
其断链重接更为迅速和完全

，
说明断链再接与细胞培养条件密切相关

。

与人血淋巴细胞实验

结果相似 〔 ’ �〕 ， 离体脾细胞受 �� �� 夕线照射后在无血清的 ��������液中孵育
， ��� 断裂未能

重接
，
这可能是由于脾细胞 ��� 修复系统在此条件下未能启动或其活性受抑之故

。

相反
，
离体

脾细胞在此条件下可进行 ��� 的生 物合成
，
启示细胞在进行这两个生物学过程时需要不同的培

养条件
。

对
一

于影响哺乳细胞 ��� 断链重接的因素及作用机制有待进一步研究
。
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简 讯

放射增敏研究及其它在肿瘤放疗上的应用学习班举办
�

辐射研究与工艺本学会委托上海 医科大学放射医 学研 究所于 �� 年 �月 �日� �日
，

举办了首次
“

放射增敏

研究及其在肿瘤放疗上的应用
”

全国学 习班
，
学员来自北京

、

天津
、

南京
、

沈阳
、

浙江
、

上海等地
。

学习班 由英

国医学研究委员会放射生物研究所 ���
�

�
�

���������博士主讲
，
同时邀请国内有关专家林念芸

、

刘仁忠
、

沈瑜
、

刘泰福
、

徐素娟
、

郑秀龙以及上海医科大学中山医院汤剑献教授
，
肿瘤医院院长曹世龙教授进行讲学

。

学习班内

容比较系统全面
，
最后 ��������� 博士综合介绍了不久前在英国爱丁堡号开的第 �届国际辐射研究会议中有关放

射增敏研究的最新进展
。

学员普遍反映收益很大
，
这次学习班对我国今后放射增敏研究的开展

，

将起有一定的推

动作用
。
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� �上海医科大学放射医学所金一尊报道�


