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荧光法检测辐射所致肿瘤细胞 ���链断
。

裂与�
一
氨基苯甲酞胺对重接修复的抑制

贺 涛 夏寿董
�放射医学研究所

，

北京�

摘要 采用简化的 ��� 解旋荧光法������
，
检测 ���� ��细胞在受到 丫射线照射后的 ���链

断裂
，
在 �� �� 以内

，
剂量效应曲线呈线性

。
���一核糖基转移酶特异性抑制剂 �一氨基苯甲酞胺�� ���

，

在无毒浓度下可以抑制 ���
� ��细胞 ��� 链断裂重接

，

并可降低 ���� � �细胞照后活存率
。
���单

独与���� ��细胞保温
，
不造成 ��� 链断裂

，
同时未见对细胞有毒性反应

。
��� 可以作为有 希望 的

放疗增敏剂深入研究
。

关链词 ���链断裂重接
，
���一核糖基转移酶

，
�一氨基苯甲酞胺�� ���

，

放射增敏

��� 是 电离辐射和化学毒物攻击的主要靶分子
，
检测 ��� 损伤对于了解损 伤 程度及 细胞

对 ��� 损伤的修复机理
，
具有重要的意义

。

在 电离辐射所致的 ��� 不同类型的损 伤中
，
链断

·

裂是主要形式
。

目前
，
��� 链断裂的常用检测方法有 �‘ �� 蔗糖密度离心法

、

滤膜洗脱法
、

轻基

磷灰石法等
。

但以上方法均有操作复杂费时的缺点
。
����年

，
������� 等 〔 “

服 道 了 一 种 新型的

��� 损伤快速检测法
，
即 ��� 解旋的荧光检测法������������� ����� ����� ���������，

简

称 �����
，
其后 ������� 〔�’又加以改进

。

此法 以染色质 ��� 对碱的稳定性 和嗅乙 锭 �孚�� 嵌入

��� 所发荧光的强弱为基础
，
不需放射性同位素标记

，
具有简便

、

快速
、

灵敏的优点
。

���一核糖基转移酶�������是广泛存在于真核细胞核的核内酶
，
����� 参与 细 胞内多种

重要的生理过程 【�’ 。 近年来发现
，
����� 活力在细胞 ��� 受到损伤后显著上升

，
特别是 �匆�

链断裂的形成
，
对 ����� 活力上升刺激最强 〔 “ ’ 。 已有资料表明

，
����� 活力上升是 启动 ���

修复的必要条件
。

因此
，
以 �����特异性抑制剂探讨此酶的作用过程并作为增强 辐射损伤的一

条途径引起了广泛的兴趣
。

本文应用改进的 ���� 法检测 夕射线所致人 ���
� ��细胞 ��� 链断裂

，
并观察了 �����

特异性抑制剂 �一氨基苯甲酞胺 ��一��������������
，
����对 ���� ��细胞 ��� 链 断 裂 重接修

复的抑制
，
以及 ���对 ���� ��细胞辐射后活存的影响

，

为临床上进行肿瘤的放射治疗时使用

���作为增敏剂提供理论依据
。

材 料 与 方 法

� 细胞培养

人 ���� � �细胞�日本京都大学放射线生物研究中心池永满生教授惠赠�培养子含 ��� 小牛

血清的 ���� 培养液中
，
内加终浓度为 ��������青霉素

，
���昭���链 霉 素

，
于 ��℃ ， ��

���， 饱和湿度下培养
。
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。 。
�� 万射线

，
�一�℃照射 ，

剂量率为 �
�

��一�
�

�� ������
。

一���� 日本京都大学石崎宽治博士

赠送与本所合成室合成�溶于无血清 ���� 培养液中
，
通过孔径为 �

�

�� 协� 的滤膜 过 滤 除菌
，

于照前 ��一�� ��� 加入细胞悬液
。

�
�

荧光法检测 ��� 链断裂

���试剂与仪器
�

裂解液�������尿素
，
�

�

������� ����
，
�

�

������� ����一���
，
�

�

��

���������
，
变性液 工��

�

��体积裂解液溶于 �
�

������ �����
，
变性液 亚��

�

�体 积 裂 解液溶

于 �
�

������ �
����

，
抗变性液���

����葡萄糖
，
��

‘

������琉基 乙醇�
，
澳乙 锭液 ��

�

�协���

��， ��
�

������� �����
，
���一���超声波仪

，
日立 ������荧光分光光度计

。

�� �检测过程
�

参见流程图
，
详细步骤见另文 ‘ “ ’ 。

��� 数据处理
�

计算碱变性后对照与照射细胞 ��� 残存双链百分 数
，
分 另��以 � 。

与 �，
表

示
。

为获得直线型剂量
一效应关系曲线

，
引入 �

�

值
，
�

。 � ������� � 。 一 ��� ��
�
，
��值的大小反

映了 ��� 链断裂程度的高低
。

�
�

细胞活存测定

照射与对照细胞按一定比例稀释
，
种入培养皿

，
培养 ��一议 �

，
中期换液一次

。

计 数 前
，

倾去培养液
，
用 ���乙醇固定

，
结晶紫染色

，
计数大于 �� 个细胞的克隆

。

夕飞。 ， 一���� �� ����

个������� 尸�种
������ 泊��田

�玉�

盆芝全全
�
忿�盖全

。 。 。 、 。

�����口 ���。
·

�� �日����

����� ����

���已�� ����

������� ������

口

������或��夯
���日� ���压��

压��卜������ ����

田

日︺�日︺

一一一
一

日曰廿

�
日口︸
�
曰︺曰�

一一�一
�

�

����一���日�� 吕���

日亡们注��七���

即

�
‘

���
�
曰工�

�
�了，������ �����，��

结 果

�
�

细胞 ��� 含通与相对灸光强度的关系
�

一定量未照射的 ���� ��细胞经裂解
，
在未变性的条件下

，
加入嗅乙锭溶液

，

检测 相对荧

光强度
。
以小牛胸腺 ��� 作为标准 ���

，
溶于 ��� 溶液 ��

�

������� �
���， ��������柠 檬

酸钠 �
，
加入澳乙锭溶液

，
同样检测荧光强度

，
结果见图 �

。

可知在 �
�

�� ��
�

一�又 �护细 胞数条

件下
，
细胞 ��� 量与相对荧光强度呈线性关系

，� � �
�

����
。

在以下实验中选用 �� ���细胞月羊品
，

以便于操作
、

计算和比较
。

由荧光扫描曲线可知
，

激发光谱峰值在 ���一�����
，
发射光谱峰值在 ���一�����

。

本实

验选择激发光 �����
，
发射光 ����� 作为工作波长

。

�
�

荧光法检测 ���� ��细胞照后 ��� 链断裂

对数生长期 ���� ��细胞制成 ���悬液���
”
细胞����

，
冰浴 �� ��� 后照射

，
照后立即用荧

光法检测 。 �� 链断裂 。

�� ��剂量范围内的 ��� 链断裂效应曲线见图
’

�
，
线性关系 良好

，
相
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口� �万�

� � � �
��

一鲤

目

写 ��
目

����加

�吕��目�扣。，问妇�乌护
口闪�目

刀。 ，� �砂�

�

二
�

宾
�

�� ����

��� �
�

������������ ����������� ��
�

�� 饰 ���� � � �����

��� �
�

����一�������� ����� �� ��� ������

�������� �一���������� ���� �� �����

又士�
�

�
� ， � � ���������������

�������������� �� ���� �����������

关系 数
� 二 �

�

����
。

表明 ���解旋的荧光法适用于检测 ���“ ��细胞受 夕射 线照射后 形 成的

���链断裂
。

�
�

���对细胞的毒性

�或 ������� ��� 与 ���� ��细胞在 ��℃保温 ��后
，
经 ���� 法检测 ��� 链断裂

，

发现 ��� 残存双链百分数与对照细胞无差别
，

表明在此条件下
，
小于 ������� ���与细胞温

育 ��内不产生 ��� 链断裂
。

���� ��细胞按一定比例种入培养皿
，
加入终浓度为 �

、
�

、
吐

、
������� ���

，
���后 换

液除去 ���
，
继续培养一周

，
固定

，
染色

，

计数克隆
。
���对克隆形成能力的影响见表 �

，
表

中数据以活存分数表示
，
经单因素方差分析

，
结果 ���

�

��
，
说明在 ���浓度不超过 �������

，

药物与细胞接触时间小于 �� �时
， ���对 ���� ��细胞克隆形成能力没有影响

。

�� ��� 对 ���� ��细胞照射后链断裂重接的抑制作用

将对数生长期 ���
� ��细胞制成 ���悬液��������

。

照射前 ��一����� 加 入 ���，
药 物

��� �
�

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

�����������
���� ��

�

� � �
�

� �

��片了八��人印了丹找一�曰�� 以白�口��甘�︸匕�
︸一艺��

…
�甘
呀土八�

八匕八��了�︺
︸
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…
�
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�

����

��� �
�

���������� �� ��������� ��

��������� ������� ��� ������ ������

�� �一��������������
�

又士�
�

�
� ， � � �一��

。

�团� ��℃ �����
�
���� �����������

�翻� ��℃ �����
�

���� �������

��� ����� �����������
�口� ��℃ �����

�

���� ��功����

��� ����� �����������

��� �
�

������ �� �一�������������� �� ���

�����������一���������� ���� � �

�����

��— � � �� ��� �
·

—
·

� �������

��� �欠—
� �������� ���

���
�

�� ��� ��������� ���� ��� �� ��

��� ������ ��� ����� �� 这������

���
， ���

，
五� ��������� ���������� �������

������� ��� ������� ���

终浓度为 �或 �������， 照射后 ��℃水浴保温 �� ���
，
荧光法测定 ��� 链断裂

，
以修复 后残

存 ��� 链断裂 ��
�

值�表示
，
结果见图 �

。

由图 �可以看出
，
当未经 ���处理的受照细胞保温 �� ��� 后

，
残存 ��� 链 断 裂 很 少

，

���照射后 �
�

值仅为 �
�

�，
表明辐射所致 ��� 钮断裂 已基本修复

，
这与 以 前 的 研究 结果一

致 【，〕 。 当 �或 �������存在时
，
残存 ��� 链断裂明显增加

，
随着照射剂 量 和 ���浓 度 的增

大
，
代表残存 ��� 链断裂的 �

�

值也增大
。

经多元复因实验分析
，
有无 ���之间差别显著���

�
�

���
， ���不同浓度之间差别不显著

。

表明 ���可以抑制 ���� ��细胞经 夕射线照射后 ���

链断裂重接修复
。

�
�

���对 ���� ��细胞照射后活存的抑制作用

对数生长期 ���� ��细胞制成一定浓度的细胞悬浓
， �入�在照射 前 巧一�� ��� 加 入

，
终

浓度为 �或 �������
。

照射后种于培养皿中
，
保持 �或 ������� ���浓度

，
�� �后 换液时去

除 ���，
继续培养 �� �，

固定
，
染色

，
计数克隆

。
���对 ���� � �细胞照射后活存的 抑 制见

图 �
。

图中细胞活存以活存分数��
�

�
�

�表示
。

可以看出
， �射线照射后可以使 ���� ��细胞活

��� �
�

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

��������� ��，����

�� ���

������� ���

������� ���

�
。

��

�
。

��

�
。
��

�
。
��

�
。
��

��
，
�������功��������
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�
�

�
�

��

��
�

�
�

�

�
匕

存降低
，
���存在可以显著加强 夕线照射对 ���� � �细胞的杀伤能力

。

为定量说明 ��� 的增敏

效果
，
计算了不同浓度 ���相应的增强 比

，

见表 �
，
其中 �� 二 �无 ��� 时 ��������日入 ���时

乌
，
�

讨 论

���� 方法的建立是基于 以下几点
� ��� ��� 双螺旋遇碱会发生解旋 � ��� 当 ��� 中存

在链断裂
，
这种解旋速度加快� ���澳乙锭����可以嵌入双螺旋而引起荧光值增高

。

因此
，
凡

可造成直接
、 ‘

间接 ��� 链断裂的损伤均可由此方法检测出来
。

直接链断裂可由
’

夕
、
�射线造成

，

烷化剂形成的加成物在 ��� 切除修复中也可造成间接链断裂
，
另外碱不稳定部位在此方法处理

条件下也可产生链断裂
。

在 夕射线照射后
，

一般认为双链断裂仅占单链断裂的 ����一�����
“ ’， 因

此可以认为本文检测的损伤基本上为 ��� 单链断裂
。

��������“ ’ 首次建立的 ���� 方法是 以人淋巴细胞为材料 � 此后 ��������“ ’ 简化此法时亦以

静止细胞为材料 � ������� 〔日’等将此法应用于分离的染色质
，
以探讨辐射后染色质结均的变 化，

本文以人 ���� ��肿瘤细胞为材料
，
也获得了成功的结果

，
表明此方法用于检测 ��� 损伤具

有一定的普遍意义
。

此法快速
、

简便
、

灵敏
，
可以应用于辐射与毒物所致的 ��� 损伤与修复的

研究
。

�����是 以 ��� 为底物合成聚����一核糖�
， 夕射线照射后形成的���链断 裂可以强烈

激活此酶
。

文献报导 〔 ‘ 。 ’此酶活性与 ��� 损伤修复过程中的连接步骤有关
，

近年来以 �����抑

制剂研究此酶在 ��� 损伤修复中的作用及抑制剂本身作为辐射
、

化疗增敏 剂 引 起 了广泛趣
。

本文观察到经不同剂量卜线照射后
，
��℃保温 �� ���

，
��� 链断裂大部分被修 复

，
即 使 ���

照 射 修 复 �� ��� 后 残 存 ��� 链断裂��
�

值�也仅为未修复时的 ���
。

若在照射前向细胞悬液

中加入 ���
，
且在照射后修复过程中继续维持其浓度

，
修复后残存 ��� 链断裂 ��

�

值�增加
，

表明 ��� 链断裂重接受到抑制
，
这为 ���作为辐射增敏剂提供了理论基础

。

从以上 ��� 链断裂重接与细胞活存的实验结果可 以 看 到
，
���对 ���� ��细 胞 照射后

��� 链断裂重接与细胞存活都有抑制作用
，
同时在相应的浓度范围内

，
���对细胞没有毒性

，

值得作为一个有希望的增敏剂进一步深入研究
。
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