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高 L ET 和吸烟导致损伤的相互作用已经

阐明
,

但对非吸烟者的危险度估算仍是非常困

难的
。

一个好的例子就是将体外研究的资料直

接用于流行病学的危险度估算
,

H e i和 iP ia 。
报

道 了用 C 3 H l o T I / 2细胞以致癌性为终点的初

步工作
,

观察受。
,

S G y 的
二
粒子照射又经历不

同浓度香烟冷凝液处理的培养细胞
,

确实看到

其损伤之间有相加作用
。
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D N A 组构状态影响细胞辐射敏感

性和初始 D N A 链断裂的测定
O li v e P L

摘 要
:

评价了中性撼膜洗脱
、

类核分析
、

碱解旋等几种测定哺乳类细胞中
“

初始
” D N A 损伤的方

法
,

并着重讨论了 D N人包装因素而不是 D N八分子本身的断裂因素对细胞辐射敏感性以及对这些测定

方法的影响
.

一
、

引 言

培养的哺乳类细胞对电离辐射的致死效应

呈现不同敏感性
。

一般认为
,

这类固有的辊射敏

感性差异是由于 D N A 修复能力的差异所致
。

D N A 修复酶在修复辐射诱发的 D N A 损伤

过程中起着重要作用
。

那么为什么常常只根据

对初始 D N A 损伤测定来预测辐射生物细胞的

最终存活呢 ?答案可能包括两种观察事实
:

( 1 )

对 D N A 链断裂的测定不仅受 D N A 完整性影

响
,

而且受测定时 D N A 构象以及 D N A 与其它

细胞组分相互作用的影响
; (2 ) D N A 损伤修复

不仅需要修复酶
,

而且需要损伤部位与这些酶

的充分接近
,

继而恢复细胞核内的正常物理组

构状态
。

二者都强调 D N A
“

包装
”

对辐射敏感性

的重要影响
。

二
、

细胞核基质与 D N A 损伤

用某些测定 D N A 链断裂方法可检测 D N A

损伤受染色 质高级结构的影响
。

至于 “
超级结

构
”

的哪一方面起决定作用
,

尚无事实根据
,

因

为有关核小体水平以上染色质组构状态仍处于

猜测之中
。

有证据表明
,

细胞核基质参与许多包

括 D N A 修复在内的关键性细胞功能
。

已反复

讨论过这一间题
,

现在有希望解决
,

但细胞核基

质也可能是制备过程中的人为假象
。

问题是
,

基质是一个动态性细胞结构
,

其组

成及超微结构在细胞生长周期中不断变化
,

而

且在很大程度上依赖于制备方法
.

为使基质最

佳复原
,

对不同细胞类型
,

其制备方法通常也需

要作相应调整
。

其原因尚不明了
,

但有可能涉及

蛋 白质的交联
.

研究结果表明
,

一个辐射敏感

C H D 突变细胞系中
,

枝膜内的超微结构有明显

不同
。

这种探索结构蛋白而非修复酶变化的常

规研究方法为解释某些细胞类型辐射敏感表型

提供了线索
。

然而
,

初始损伤的性质也可能受

D N A 包装的影响
。

正如得出的结论那样
,

辐射

敏感性的差异并非由于初始损伤数量的差异所

致
。

至于滤膜洗脱和类核方法测定的是 D N A

损伤的真正差异
,

或不仅仅是不同细胞对同一

损伤的不同真正差异
,

或不仅仅是不同细胞对

同一损伤的不同反应方式
,

这一 间题至今尚未

完全解决
。

当然
,

D N A 组构状态可影响初始损

伤的积累
,

而且染色质的高度变化 (即蛋白质的

移去 )可严重影响 D N A 损伤的量及损伤的性

质
。

然而
,

如果 D N A 包装方
`

式既影响测定初始

损伤
,

又影响细胞对其修复能力
,

这一假说可以
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解释为什么用中性滤膜洗脱和类核沉降法测得

的 D N A初始损伤会与细胞辐射敏感性有关
。

三
、

中性洗脱法对 D N A包装很敏感

中性滤膜洗脱法除了可测定 D N A双链断

裂外
,

似乎还能测定与细胞修复有关的某些细

胞特性
。

用该方法测得
,

不同细胞类型的受照

D N A 从滤膜洗脱的能力与其辐射敏感性有关
,

D N A 损伤修复缺陷细胞则例外
。

中性滤膜洗脱法可测得受照单层和类球体

中 D N A 损伤的差异
,

这种差异与其辐射敏感

性相关
。

辐射抗性细胞的洗脱率低
,

可能是由于

某些残基结构阻碍 D N A
“

胶
”

在滤膜上的伸展
。

这种假说来源于对从滤膜上洗脱的 D N A 片段

大小分析
,

以及对一些可修饰 D N A 组装的试

剂影响洗脱率的研究
。

在这些实验中发现
,

从滤

膜上洗脱的 D N A 片段的大小 (约 4 6 0k b) 不受

细胞类型
、

辐射剂量或洗脱时间的影响
。

基于有

更多这样的片段从辐射敏感细胞中洗脱
,

提出

这样一个模型
:

在辐射敏感细胞中
,

裂解后

D N A 更易 伸展
,

因而在洗脱过 程 中有更多

D N A 被剪切下来
;而在抗性细胞中

,

由于 D N A

不易体展
,

较少 D N A 被洗脱
,

从而表现为较少

的 D N A 片段被剪切
。

D N A 包装影响洗脱的另一观察现实是
,

洗

脱 S 期细胞 D N A 要比其它时期慢
。

与此类似
,

用中性蔗糖梯度沉降法
、

脉冲凝胶电泳法和单

细胞凝胶电泳法测定双链断裂也受复制过程中

D N A 的影响
。

从受照的 S 期 (尤其是早 S 期 )单

细胞中可移去的 DN A 量
,

与 G : ,

G Z
期相比要少

2/ 3 ~ 3 4/
,

这很可能是由于复制子簇的形成所

致
。

如果辐射抗性细胞的 D N A 超级结构中某

些成分可抗裂解
,

那么为什么不同辐射敏感性

细胞用中性沉降或中性凝胶电泳测得的 D N A

初始损伤的量相似呢 ?这可能是由于中性滤膜

洗脱过程中的某些抗裂解结构
,

在其它测定条

件下是不稳定的
。

最重要的条件之一就是裂解

时间
,

对中性洗脱而言
,

D N A
“

胶
”

的伸展率是

D N A 双链断裂测定的因素之一
。

有趣的是
,

除

非长时间裂解
,

否则蔗糖梯度沉降分析将受快

速沉降物存在干扰
。

该快速沉降物含有与其它

细胞组分结合的总 D N A 组分
。

用大肠杆菌所

做的有关工作显示
,

在类似的复合体中
,

DN A

的量可预示细胞的敏感性
。

作者得出的结论是
,

细胞对电离辐射致死的敏感性在很大程度上由

细胞 D N A
“

包装
”

介导
。

四
、

类核分析揭示 D N A 包装的差异

类核沉降和核晕圈法对由 D N A 单
、

双链

断裂引起的超螺旋结构的改变很敏感
。

这些方

法用高盐和去垢剂溶液裂解细胞
,

由此产生的

类核用 D N A 插入性荧光染料染色
,

类核性质

的变化用低速蔗糖梯度沉降
、

荧光显微镜或流

式细胞仪测定
。

类核
“

体秋
”

用存在的链断裂数
、

插入性染料的浓度以及与基质附着位点的数量

和性质有关的因素来确定
。

类核沉降率或流式细胞仪测得的光散射
,

在辊射较敏感的单层细胞中要比类球体细胞中

高
。

显然
,

裂解时间
、

去垢剂浓度对类核的稳定

性有很大影响
。

然而
,

在我们先前所说的
“

最佳
”

条件 (不仅是类核分析
,

而且也是中性滤膜洗

脱
,

蔗糖梯度沉降 )下
,

可能忽视了细胞系之间

有意义的差异
。

用类核方法测定不同细胞系之

间辐射敏感性的差异为染色质结构与辐射敏感

性之间有密切关系这一假说提供了直接证据
。

五
、

碱解旋受细胞 /细胞核结构的影响

用碱裂解和 D N A 变性来测定单链断裂的

方法
,

通常无法区分不同细胞系或不同细胞周

期间辐射敏感性的差异
。

用碱性蔗糖梯度沉降
、

碱性洗脱和碱性 D N A 沉降方法获得的单层 /

类球体数据说明了这一点
。

这些方法对测定单

链断裂有着广泛的敏感性
,

它们是基于不同的

物理原理来测定 D N A 损伤的
.

然而所有结果

均显示
,

在受照的单层细胞和类球体中存在有

等量的单链断裂
。

A hn st or m 等的碱解旋法则不同
,

当细胞在
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O 0.3m o l/ l Na
O H

,

l m ol l/ N a
CI 中裂解时

,

D N A

在类球体中的解旋程度要 比在单层中低
,

而且

用这一方法得出的结果与类球体抗性增高相一

致
。

再者
,

一旦类球体恢复单层生长
,

接触效应

的出现与丧失率正好与 D N A 解旋动力学平

行
。

然而
,

最近的研究表明
,

解旋测定并不一定

反映辐射敏感性本身
,

而是对生长中细胞表现

出的形态敏感
。

进而提示细胞和 /或细胞骨架的

差异影响单层 /类球体中 D N A 解旋初力学
。

有趣的是
,

细胞和细胞核骨架特性也可能

影响中性洗脱的测定结果
,

因为与完整细胞的

D N A 相比
,

核 D N A 的洗脱要快得多
,

而且呈线

性动力学特征
。

细胞骨架中较稳定的成分中等

纤维
,

同时见于细胞核和细胞质中
。

中等纤维与

D N A 的紧密联接可导致其间的优先交联
。

分析

细胞核 D N A 损伤可避 免不溶性细胞蛋白与

D N A 的粘附或缠结等潜在问题
,

但不得不以难

以令人接受的大量本底断裂为代价
。

因此
,

大多

数链断裂测定都是将完整细胞置于滤膜
、

琼脂

糖包被
,

或置于梯度顶层
。

某一方法的裂解条件

能否成功地除去干扰链断裂测定的蛋白
,

就决

定了该方法对细胞类型间结构差异是否敏感
。

但这些蛋白可能阻碍 D N A 洗脱或对核稳定有

重要作用
。

然而
,

在除去组蛋白或非组蛋白后
,

DN A 的某些超级结构仍可能在一段时间内保

持下来
。

C OO k ( 1 9 8 8) 基于几乎所有蛋白被抽提

除去后
,

包埋在琼脂糖珠中的染色体形态仍保

持不变这一观察提出
:

染色
_

体结构可由抗强去

垢剂的力 〔比如被超螺旋结构所稳定的双螺旋

间的氢键 )来保持
。

因此
,

即使在造成细胞系之

间 D N A 超级结构差异的蛋 白不存在的情况

下
,

这种差异也可能被保存下来飞

六
、

结构差异的可能特点

从 D N A 包装差异的特点
·

中
.

可得 出什么

结论呢? 不管辐射敏感性如何
,

经 碱 ( p H )

12 .3 )处理或经有蛋白酶 K 和去垢剂存在下的

长时间裂解后
,

细 胞系一般呈 现大致等量的

D N A 断裂
。

然而不用蛋 白变性剂而用高浓度盐

洗脱蛋白的测定方法 (即基于类核的方法 )可测

出差异来
。

紧密附着于 D N A 的蛋白不能用去

垢剂
、

尿素
、

高浓度盐除去
。

在中性洗脱中
,

裂解

后仍有 1%一 3 %的与 D N A 结合的蛋白留在滤

膜上
。

尽管这一量在单层与类球体之间或在不

同细胞周期间不会有很大差异
,

但残 留物中可

能含有阻碍洗脱率或阻止类核伸展的 D N A 结

合蛋白
。

初期观察显示
,

裂解后滤膜上的残 留物包

括种种细胞骨架及基质蛋白
。

虽没有明确证据
,

七
、

细胞核基质与 D N A 修复

以上讨论了 D N A 结构在损伤初始测定中

的决定性作用
,

但也应考虑 D N A 包装在修复

中的必要作用
。

最近
,

P e n 山 a n
令人信服地介绍

了一直在探索着的占基画组 95 %的部分功能
,

基因组的这部分不编码蛋白
,

可能含有与执行

机体
“

设计
”

有关的信息
。

现 已普遍认为
,

细胞形态在复制
、

基因表达

和分化中起重要作用
。

DN A 在细胞中的组构状

态影响其对种种 D N A 损伤剂的敏感性
。

正如

P比m an 所说
: “

细胞作为胶状袋最适合着重生

化研究
,

但只是一种假象
。 ”

为摆脱这一假象
,

不

仅需要进 一步了解细胞和细胞骨架的组成
,

而

且需要知道这些成份是如何一起工作的 ;

9] 73 年
,

C oo k 提出一种新假设
,

D N A 高级

结构控制着包括分化在内的重要细胞过程
。

其

它实验室已接受了这一观点
。

这可能是由于已

积累了大量有关细胞核蛋白基质影响转录和复

制方面的数据资料
。

如果细胞核骨架指导 D N凡

修复酶
,

而且损伤 D N A 的准确而快速的定位

为正确修复所必需
,

那么这一结构在组构状态

上的差异将影响细胞对 D N A 损伤剂的反应
。

iL p改 :
等指出

,

不能再认为 D N A 修复过程与染

色质结构无关
,

因为 D N A 超螺旋力实际上可

使 D N A 链变形
,

使得修复性核酸内切酶更易

识别 D N A 损伤
。

损伤与修复酶的可接近程度

的差异
,

以及伴随分化过程的染色结构上的变

化都能影 响辐照后的修复率
。

与非转录序列相
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比
,

活跃转录中的染色质易受更严重损伤
,

而修

复也最快
,

靠近核基质处的损伤优先修复
。

有关基质对修复的重要作用
,

也许就体现

在修复后 D N A 与基质的结合方式上
。

C O o k 等

认为
,

电离辐射的致死效应可能是 由于 D N A

修复过程中错误结构的引入
。

现已发现核基质

上的特异性 D N A 附着位点
,

其中大部分位点

含有一个一致顺序
,

这种一致顺序可结合一种

基质酶
,

即拓扑异构酶 I
。

拓扑异构酶 I 除了作

为核基质成分外
,

还参与 D N A 变构
,

为 D N A

复制所必需
,

也可能为修复所必需
。

有趣的是
,

这种酶活性在类球体中比在单层中低
.

现在应

当明白
,

对双链断裂的修复
,

不仅需要断裂末端

的正确重接
,

而且需要整个 D N A /蛋白质结构

的复原
。

八
、

结 论

已有许多证据表明
,

细胞核中 DN A 组构

状态在 D N A 损伤和修复中起着重要作用
,

而

且 D N A 包装上的差异可影响对初始 DN A 单
、

双链断裂的准确定量
。

用诸如中性洗脱
,

类核等

方法测定初始 D N A 损伤
,

再结合 D N A 修复能

力测定
,

可作为细胞固有辐射敏感性的指示
。

现

在仍不清楚活细胞中 D N A 包装如何影响 D N A

修复
。

结构上的差异可改变损伤的性质
、

修复酶

的功能和定位
,

还可影响修复系统的诱导或改

变 D N A 高级结构的复原
。

首先需要解决的问

题是
,

确定什么细胞结构影响对 ND A 链断裂

的测 定
。

这一信息将有助于进一步了解 DN A

组构状态如何影响 D N A 修复
。

以” ,
J R a d i a t 肠 0孟1 9 9 2

,

` 2 ( 4 )
:

38 9一 3 9 6 (英文 ) 李士生
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大鼠重组干细胞因子对小鼠的辐射防护作用
Z s e b o K M e t a !

摘 要
:

受致死剂量的小鼠甩重组大鼠干细胞因子 ( sr C )F 处理
,

可刺激受致死性照射小鼠的造血明

显恢复
。

照射前后注射
r S C F 产生最佳防护效应提示

, r

CS F 不仅保护造血细胞免遭早期辆射担伤
,

而且

也刺激照后造血恢复
,

说明重组大鼠干细胞因子处理对小鼠具有辐射防护作用
。

干细胞因子 (S C F )是小鼠 lS 位点的产物
,

同时也是小鼠白斑位点编码的
c 一 ik t 酪氨酸催

化酶受体的配体
。

S C F 的生物学性质证明 ,’S C F

作用于非常幼稚的干细胞群
,

有与 I L
一

1相同的

抗放作用
。

本研究表明
: S C F 可刺激受致死性照

射小鼠的造血明显恢复
,

从而使小鼠存活
。

实 验使 用 10 一 12 周 雌 性 ( C 5 7B I / 6J 又

D B A Z ) F 王

小鼠
,

从饲养实验室取回后
,

适应饲养

5天再用
。

小鼠受到不同剂量的艳源照射
,

分次

照射强度相等
,

时间间隔 4小时
。

在不同的时间

间隔内
,

经尾静脉或腹腔给小鼠 rS C F ( 1 00 拌g /

k g )或 .0 1 %胎牛血清溶液
。

rS C F
:

用含有适量质粒的大肠杆菌制备
,

提纯 后的 rS C F 与聚 乙二 醇 ( P E G ) 偶合
。

用

P E G 修饰的牛血清白蛋白作为对照
,

以测定抗

放活性
。

纯 r S C F 浓度为。
.

92 m g / m l
,

其中内毒

素含量 < 。
.

s n g / m l( 用 iL m d u s
变形 细胞测

定 )
。

骨髓分析
:

用含 2 %胎牛血清的 H叩 es 缓冲

液冲洗股骨干收集骨髓细胞
,

在细胞计数板上

计算结晶紫染 色后的有核 骨 髓 细胞数
。

按

Br ad !ey 法 测 定高 增殖潜能克 隆形成细 胞

( H P P
一

C F C )和粒 /巨细胞克隆形成细胞
。

培养

物培养 14 天后
,

在解剖显微镜下检测克隆形成
。

H P P
一

C F C 的计数标准
;

克隆直径 > 0
.

s o m
,

至

少含 5万个细胞 /克隆
。

E M T
一

6条件培养基是刺

激 H P P
一

C F C 因子的来源
。

将多个重组因子作

一组合亦可获得同样结果
。

G M
一

C F C 计数的标


