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诱发小鼠卵母细胞染色体畸变的研究

王献理 孙淑清 王 彬 王 明东
�白求恩医科大学放射医学研究所

，
长春�

摘要 采用超数排卵技术
，
在相对较低剂量��

�

��
、
�

�

��
、
�

�

�� 和 �
�

�� ���� 线照射下
，
观察了个

身照射雌性小鼠对次级卵母细胞染色体的损伤
。

各受照组染色体畸变率均明显高于对照组
，
并与剂最呈

线性相关��
总 二 。 �

���� � �
�

������
。

染色体着丝粒分离率同样都高于对照组
，

在 。一�
�

�� ��范围 内
，

其发生率与剂量呈线性相关�� 二 一 。 �

����十 。 �

������
。
并进一步估算

，
在 。 �

�� 和 �
�

���组 预 期 其子

代易位携带者的再现率为 �
�

���和 �
�

���
。

关健词 低剂
一

鼠
，
卵母细胞

，

染色体畸变
，
易位携带者

，
超数排卵

辐射诱发体细胞突变出现躯体效应
，
而诱发生殖细胞突变表现为遗传负荷增加

。

过去多用辐

射流行病学调查来评价这种遗传效应
。

如 日本原子弹爆炸受害者的子代遗传病调 查 等 〔 ‘ ，“ �。 但

是
，
由于人的生育周期长

，
调查人数有限

，
迄今尚不能明确辐射的遗传影响

。

动物生育周期虽然

短
，
也需要饲养大批亲代动物

，
以满足足够分析的子代动物数的需要

，
耗费大量人力物力

。

生殖

细胞染色体畸变研究
，
可以直接评价遗传危害

，
过去多用取材方便

、

提供分析细胞数量多的雄性

生殖细胞为材料
，
而雌性生殖细胞的研究受到

�
�� 排卵周期限制

，
�� 自然排卵数量有限

，
小鼠

一次只能排出十数个卵
，
远远满足不了实验数量的要求

，
�� 需熟练的取卵技术

，
即使用超数排卵

处理
，
也有可能在冲卵

、

卵的处理的某个环节中
，
将卵丢失殆尽

。

因此
，
这项研究工作进展缓慢

，

目前国内关于辐射诱发卵细胞染色体畸变研究
，
只有 �篇报道

。

本文报告用超排卵技术
，
对小剂

量低剂量率�射线诱发小鼠卵母细胞减数分裂 亚�� 卫�染色体畸变的剂量效应关系及 其 遗 传危

害
。

材 料 与 方 法

��� 实验动物选择 昆明种雌性小 鼠
，
�一�� 周龄

，
体重 �� 士��

，
每次实验取 �� 只

，
随机分

为 �组
，
作 �次实验

。

��� 超排卵处理 对实验动物用激素诱发超数排卵
，
即用孕马血清�����

，
长春生 物 制品

所�和人绒毛膜促性腺激素����
，
上海湖南生化制剂室�

，
相隔 �� �腹腔各注射 �����

��� � 线照射 条件 用 �����
、
����

、

飞利浦�线治疗机
，
过滤板为 �

�

��� �� 和 ���

��
，
分另��照射 �

、
�

�

��
、
�

�

��
、
�

�

��和 �
�

���
，
剂量率为 �

�

����
·

���
一 ’ ，
于注射 ��� 前 �一�

�照射
。

��� 断尸的收集 杀鼠前 ��注秋水仙素 �协���体重
，
注 ��� 后 ��一���杀鼠取卵巢及输卵

管
，
在解剖镜下剪破输卵管壶腹部

， 用特制的微吸管将卵细胞团块收集于 含�������。 培养液
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的凹孔玻璃板内
。

��� 染 色体标本的制备 用 ���������的透明质酸酶消化
，
去掉颗粒细胞

，
当卵细 胞 分散

开以后
，
用含 ���小牛血清的 ��拘摊酸钠液挑洗 �次

，
��℃下低渗 �� ���

，
用固定液 � �甲醇 �

冰酷酸 �水为 � �� ���挑 冼卵细胞并固定
，
此时卵细胞在固定液 工中不停地 旋 转

，
�一�� ���

后
，
用固定 液 亚 �甲醇 �冰醋酸为 �已��

，
挑出已静止的卵细胞

，
滴于脱脂载玻片上

，
并用另一支

吸竹再滴 �滴固定液 亚
，

使卵充分铺展并固着于载玻片上之后
，

再放于固定液 亚中 �� ���
，
取出

晾干
，
�心������� 染色 �����

。

该方法处理
，
可分析细胞率达 ����“ �。

油镜下分析分散良好的单倍体数在 �� 条以上的 � 亚分裂相
。
主要观察单体缺失�或 单 体 断

裂�和单体互换等畸变
。

统计分析用 ��

和 回归分析方法处理数据
。

结 果

小剂量低剂量率 � 线照射诱发卵母细胞� �的染色体畸变结果列于表 �
。

从该表中可见
，
排

卵前期卵细胞受到 �
�

����照射后
，

所诱发的 � 丑染色单体型畸变即明显高于对照组����
�

���
，

而且
，

各组畸变量与剂量呈直线相关
，
单体互换经回归分析拟合成宁

� 一 。
�

���� 十 �
�

���� ����

�
·

���� 染色单体断裂拟 合 � � �
�

����� �
�

���������
�

�一�� 总畸 变 为 � 二 �
�

����� �
�

���� �

����
�

���
。

畸变细胞 为 节
二 �

‘

����十 ��
�

���������
�

���
。

各 点 单 位 剂 量 的 贡 献 分 别 为

�
�

���
、
�

�

����
、
�

�

����不口�
�

�����配子
· ���，

平均为 �
�

�����配子
·
���

。

��� �
�

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

���一 玉� ��������� ������� ������

����

����

�� �� �����

������

���������

���������

���
。

�����

���
�

������

�����
。
���

�

��
�

����
。

�����
�

����
。
�����

“

��功�����

���������

�

�

�

���
。
�����

“

���
。

�����

�����

�����������

� ���

�
。

�� ���

�
�

�� ���

�
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�� ���

�
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�� ���

���
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�����

���
�

������

����
。
�����

“

����
。

�����
”

����
。
�����

�

��������

��������

���
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�����

���
�

������

����
�

�����
“

�����
。

�����
“

�����
。
�����

�

一
一

一
�自� � 闷

一

一一
�，

���
�

��， �
，
���

�

��， �，
���

�

���

��� �
�

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

���� ��
�

�� ������ �� ����������� �� �������

���� ����� �� �� �� ��

� ��� ����
。
����� ����

。
����� �����

。
����� ���
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�����

�
�

�� ���
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����
�

����� ����
�
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�
�
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����� �����

。
����� ���
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辐射可以诱发小鼠卵母细胞染色体不分离
，
导致非整倍体细胞产生 〔咯’ 。 但本文的非整倍体诱

发率
，
未见到有规律性的变化

，
各受照组与对照组相比

，
并无明显差异�见表 ��

。

有人 〔 “ �对人体

细胞染色体分离顺序研究发现
，
不同细胞染色体着丝拉分离的顺序是一定的

。
而早熟着丝粒分离
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���

· ‘

�“ �����

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

������ ������� �� �一�
�

�� ��

�一���� �� ������� ������

是��号染色体原发不分离的原因
，
因此

，
认为

着丝粒分离顺序是不分离发生机理之一
。

接受

�
�

���� 中子照射即能影响小 鼠次级精母细胞

着丝粒分离
。

本文各组着丝粒分离发生率分别

为 �
、
�

�

����
、
�

�

����
、
�

�

����和 �
�

����，

受照组均明显高于对照组����
�

���
，
虽与 剂

量相关不显著��
�

������
�

���
，

但在 。一�
�

��

��之间
，
诱发着丝粒分离率与剂量呈明显 正

相关 � 二 一 �
�

����� �
�

����� ����
�

���
，

见

图 王
。

月
。。之�君二��。﹄。里
﹄甘己

讨 论

�
�

卯母细胞的辐射敏然性

卵母细胞对辐射的敏感性与细胞的成熟程度有关碑 〕 。 小鼠排卵前 ���受照的卵细 胞 染 色体

畸变量是 ��的 �倍
， ������ 认为排卵前 ��一�� �的卵最敏感

，
以后随着卵的成熟而 降低

，
直

到排卵前 �
�

�一�
�

��的卵母细胞敏感性最低
。

到排卵前 �� �再次升高
，
而且远远超过核网期的

所有阶段
，
不同阶段的敏感性可差 �一�� 倍

。

����
� 和 ������ 〔�〕也认为

，
处于排卵中的 卵母细胞

是最敏 感 的 阶 段
。

有 人 用仓鼠做实 验
，
排 卵 前 ��

、

��
、

�� 和 �� �照射卵母细胞
，
染 色体

畸变率很低
，
染色单体断裂占 �

�

���一 。
�

�����配子
，

而在排卵前 � �最高�。
�

����配子��
日�，一般认

为人工诱发排卵在注射 ��� 后 �� �
。

本实验为排卵前 �� �受辐照
，
虽然从核网期进 入 排 卵前

期
，
仍没有达到最敏感时相

，
甚至正处于最不敏感阶段

。 ’

选择这一阶段的优点在于染色体畸变稳

定
，
而且持续的时间相对较长

，
对估算遗传危害有一定的代表性

。

而最敏感的排卵期
，
只能了解

其辐射敏感性
，
时间要求严格

，
时相差波动大

，

对其遗传影响的研究意义并不很重要
。

�
�

辐射诱发卵母细胞染色体畸变的遗传危害

染色体异常可以造成出生缺陷等遗传疾病的增加
，

这种遗传效应多半由稳定性染色体畸变所

贡献
，

而非稳定性畸变常常在细胞分裂过程中死亡或 以显性致死而告终
。

所以研究辐射诱发卵母

细胞染色体遗传危害
，
主要是研究可遗传易位的遗传��

�

率
。

雄性动物可 以直接观察精原细胞的易

位
，
而雌性个体在出生前已完成 ��前期的大部分阶段

，
即在出生前卵原细胞已经 过 ��� 复制

后发育到初级卵母细胞阶段
，
出生后处于材

、止状态
，
即核网期

。

直到性成熟后按其性周期以一定

数量的卵细胞完成 ��而发一到 � 互
，
因此

，
对雌性成熟个休照射

，
不能观察到卵原细胞染 色休

易位
，
只能检测到对称性或非对称性单体互换和单体断裂等染色单休型畸变

。

本实验所观察的 � 五染色体畸变主要是染色单体断裂和非对称性单体互换这两种类型
，
并与

受照剂量呈正相关
。

前者将有 ���的正常配手
， 、

而另外的 ���配子将产生衍生染色体
，
即表现为

基因的重复或缺失
，
其中大部分�����在发育过程中死亡 〔��。 但是

，
在判断为单体缺失的畸变中

可能含有单体互换畸变
，
因为小 鼠染色体为端着丝粒

，
常规分析时只靠其大小排列

，
在正常大小

范围内的对称性互换不易识别
，
本文把这类畸变一律判断为单体缺失

，
但是对称性

�

单休互换的遗

传特性是会以一定的比例表现出遗传后果的
。

如 ��染色体中的对称性单体互换在 理 论 上 将 有

����的几率以平衡易位的形式在受精卵中得以表达
，
这样的受精卵能够发育成表型正常 �而核型

不正常�的子代
，
这种带有平衡易位的子代

，
生育力低下

，
并有易发肿瘤的倾向

【” 。
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本文所观察的单体互换均为非对称性单体互换
，
即含有 �个着丝粒体的染色体

，
属于非稳定

性畸变
，
在细胞分裂过程会出现染色体桥

，
其后果可被拉断

，
形成染色体缺失

，
或同时被拉到同

一子细胞内形成双着丝粒体
，
带双着丝粒体的细胞每分裂 �次

，

大约丢失 ���左右 �‘ 。 ’， 以 上各

种畸变
，
最终将被淘汰

，
对遗传负荷影响不大

。

但是
，
一些学者 【“ ，‘ “ �认为对称性与非对称性单

体互换的发生几率近似相等
。

那么
，
本文中高剂量组中��

�

�� �� 以上�
，
观察到的非对 称性单体

互换畸变量�。
�

���� 和 。
�

�����配子�是经过第二次减数分裂后
，
已除去了有 ���分到第二极体的

几率和一次细胞分裂中双着丝粒体丢失约占 ���的几率的剩余产额
。

所以推算卵母细胞染色体畸

变量应为观察值的 �倍
�

因此在子代中平衡易位的再现率应为��
�

����或�
�

������ �� �� ���� ”

�
�

����或 �
�

�����子代
，
即子代再现率为 �

�

���和 �
�

���
。

这与 ��������‘ ” ’报告的 �
�

���和

����。 和 �������‘川观察 ����线照射后
，
易位再现率为 �

�

��相接近
。
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