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究 了在孕期 的不同阶段将 z3 9P u引入小 鼠体

内后对造血的影响
。

结果显示
,

在怀孕的早期

阶段给予低剂量的
’ ” P u 时

,

对干细胞具有直

接作用
;
而在较晚时期给予时

, ’ ” P u
的作 用

是降低了骨髓微环境的造血能 力
。

至于在宫

内的不同发 育阶段
,

多种潜在的造血细胞对

a 粒子损伤的敏感性 问题也需要加 以进一步

的研究
。
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D N A 损伤检测技术的新进展

西安医科大 学 李 洞缩述 王德全 曹恩华
.

审校

摘 要
:

在 D N A 损伤检测中
,

染色体崎变经历粉筛选与改进
,

用激光扫描共焦显像探测

类核的改变及核位的出现对探讨 D N A 损伤具有重要作用
.

以 d
3

b( 双链断裂 )及突变检测方法

为主要内容的 D N A 分子水平撅伤的研究方法层出不穷
.

从单个细胞的全墓因放大获得 了精

子或卵子分型及多点核酸图谱 ;凝胶电泳及撼膜洗脱技术不断改进
,

使 d bs 及突变检测灵敏度

及可靠性不断提高
.

H P L C ( 高效液相色谱法 )及 G C /M S 技术的应用
,

大大提高了单个孩墓突

变的检测灵敏度
。

近年来
,

D N A 损伤的检测技术不断发

展
,

原有的技术在沿用中接受筛选与改进
,

新

的技术不断出现
.

l 染色体崎变的沿用与改进

染色体畸变是最经典的观察指标
,

D N A

损伤后
,

染色体可出现各种异常表现
,

故是至

今仍被沿用的主要观察指标
.

但是
,

对具体的

某种畸变形态能否作 为损伤指标
,

尚在不断

筛选之中
.

例如
,

有人以染色体畸变为观察指

标
,

检测 了某些德国居民外周淋巴细胞的染

色体变化
。

在原苏联切尔诺贝利核事故后
,

这

些人是德国境内接受辐射剂量最大的居民

( > 42 k伪 / m
,

)
,

曾接受体内放射性艳的含量

测定
.

在 19 8 9一 1 9 9 0 年间
,

他们的染色体畸

变不断上升
.

但上述测定结果不能对双核和

环状染色体的暂时下降做出解释
〔幻 。

早熟染色体凝聚 已作为 G
l

期人淋巴细

胞接受电离辐射时染色体损伤的指标
,

但随

辐射后的时间推移
,

这种损伤逐渐修复
,

而低

温保存可暂时冻结修复过 程
,

待以后的剂量

分析
〔: 〕 .

·
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在评价一位工作人员的受照剂量时
,

有

人 比较了四种方法的检测结果
,

在 G PA (血

型糖蛋白 A 位点 )突变
,

染色体易位
、

微核和

双着丝点四种指标中
,

G P A 突变和染色体易

位明显升高
,

提示这两种指标较为敏感
〔” 。

有人将 B dr U (5
一

澳脱氧尿啥陡核昔 )掺

入 中国田 鼠细胞 D N A
,

经过 两个细胞周期

后
,

以克子打孔方法将四种限制性内切酶导

入细胞
,

这四种酶分别为能识别富含胸腺啥

吮序列的酶 E e o R I (识别 G A A / T T G )
,

S e a l

(识 别 A G T / A C T )
,

D r a l (识 别 T T T /

A A A )和不识别序列中胸腺啼咤的酶 H a e l

(识别 G G / C C )
,

观察酶所引起的染色体畸变

和断裂
.

结果表明
: B dr U 掺入后

,

染色体对

识别富含胸腺 嗜吮序列的酶所引起 的 D N A

断裂呈现对抗作用
〔。 。

类核的激光扫描共焦显像检测
。

据报道
,

用 X 射线照射细胞后
,

以原位碱变性方法溶

解细胞
,

将产生的类核捕捉转琼脂糖膜中
,

经

澳化乙锭染色
,

应用共焦激光扫描荧光显微

镜测量由 D N A 损伤引起 的松弛度
,

球状类

核体积及相对 D N A 含量
,

并分析了经过类

核赤道平面的共焦截面
,

结果平均类核体积

的增加是细胞接受 X 射线剂量的线性函数
,

提示在非周期培养中
,

不考虑细胞循环年龄

时细胞中的 D N A 解聚和解链特性的多相

性
,

则相 对 D N A 含量对类核体积的二元点

阵图可直接用于估计细胞在某一分裂相的修

复能力
,

从而实现了对细胞分裂位相与 D N A

断裂的同时测定
.

在测定单个的人瘤细胞时
,

可应用激光扫描共焦显像
〔”

。

这是 D N A 损

伤宏观检查技术的重要进展
。

核粒与程序性细胞死亡
。

胸腺细胞在接

受 7 辐射后
,

会出现程序性细胞死亡
,

其早期

指标为核粒的出现
。

核粒是构成染色质的基

本单位
,

由四种不同类型的八个组蛋 白分子

和大约 140 个碱基对组成的 D N A 螺旋围绕

其中而组成
,

每 2 0 0 个碱基对中出现一个核

粒
,

在核粒之间起连结作用的是第五种组蛋

白 H
,

.

大鼠胸腺细胞在体外正 常培养 1 ~

s h
,

程序性细胞死亡保持在 巧%左右
,

随着 y

辐 照剂 量的增加
,

这种死亡可达 90 %
.

当受

照后立即向培养液中加入环 己胺或放线菌素

D 时
,

可控制核粒的出现
.

若将受照细胞培养

在含 C +a
2

赘合剂 E G T A 的培养液中
,

可大

大降低核粒 ( D N A 碎片 )的出现率
。

而 B A P
-

T A
一

A M
,

一种高度特异的细胞内 Ca
+ ’

鳌合

剂
,

则可以完全制止核粒的出现
,

即使未受照

细胞本底水平的核粒也不再 出现
,

提示 C a 十 ’

是引起核粒出现的第二信使
,

而且说明在外

表不同的各种因素引起的程序性细胞死亡过

程中
,

存在着共同的调节途径和机制
〔` , 。

有人

发现
,

示踪量的
3 ,

P 即可引起广泛的程序性细

胞死亡
,

故类似的放射性同位素实验结果均

可能是无效的
.

从而提示在一种细胞株或细

胞系统被用于放射性同位素实验之前
,

应先

进行程序性细胞死亡的对照研究
,

否则
,

将不

可避免地引起对结果的不正确解释
〔7, 。

以上

关于核粒及 Ca +2 的信使作用的研究
,

对探讨

D N A 损伤具有重要意义
。

2 D N A 分子水平的研究方法层出不穷

—
d s b 及突变检测

在 D N A 分子 的序列检测方面
,

样品的

数量已达到几乎不受限制的程度
。

有人应用

15 个碱基的随机低聚体混合 物
,

通过反复的

引物扩增
,

从一个单倍体的细胞可以得到大

部分的 D N A 序列
,

并实现 了体外放大和检

查其中的 12 个基因限位
。

据估计
,

基因组中

任一序列被放大 30 个拷贝 以上的几率不少

于 。
.

7 8 ( 9 5 %可信限 )
.

这种对单一细胞的全

基 因组 或其 他极少量 D N A 样 品的放 大技

术
,

对 获得精子或卵子 的分型及多点核酸 图

谱具有重要意义
,

对基因病的诊断
,

法医学及

古代 D N A 样品分析也都具有重要意义
〔的 。

脉冲凝胶 电泳技术已成为 d s b 研究的常

规技术之一
,

但电泳技术仍在不断改进之中
。

有人采用脉冲电场凝胶 电泳— 不对称电场
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反相凝胶 电泳 (A FI G E )研究 D N A 双链断裂

的修复过程
。

选用 C H O 细胞及其修复低能

的子代突变株细胞 xr s 一 5
,

峰值培养法
,

造成

d s b 的 X 射线剂量为 1 5一 5 0 G y
.

结果
x r s 一 5

的 d s b 半修复时间 大 于 C H O 的半修复时

间
,

但两种细胞的 d s b 半修复时间均 随剂量

而增加
.

经 3 7 ℃ 2 4 om in 培养仍未重接的 d s b

比率
,

在两种细胞中均 随剂量下降而下降
。

虽

然 xr s 一 5 的 比率大于 C H O
,

说 明其修复能力

及对剂量的依赖性不 同
,

但却表现了相 同的

变化趋势
。

作者认为 xr s 一 5 对射线敏感性的

增加是由于基 因发生 了改变
,

故 D N A 水平

的结果必 须与细 胞水平的结果联系起来考

虑
。

但按每 G y 和每
u

产生 的 dbs 比较
,

用

A FI G E 测量
,

结果却未见差异
,̀ , 。

有人应用脉冲电场凝胶电泳 ( P F G E )研

究了 人膀胧癌细 胞 株在有 氧
、

无氧
、

加入

m is o n id a z o l e
条件下的 d s b

,

结果呈双相剂量

反应曲线
,

即出现明显的随剂量增加而 d s b

减少的现象
。

当细胞存活率为 0
.

1 时
,

氧增比

( O E R ) 为 2
.

0 ;
当 P F G E 收率 8 0 %时

,

按

D N A 损伤统计的 O E R 为 3
.

0
.

当 m is o n id a -

oz el 浓度为 巧m m ol / L 时
,

它的剂量改变系

数 ( D M F )对 细胞存 活为 1
.

9
,

对 D N A 损伤

为 2
.

4
.

虽然组内差异过大
,

无法 比较细胞存

活与 D N A 电泳结果
,

但却显示 了简单的相

关
.

按分子量计算的 d bs 为
:

有氧 2
.

7( 士 .0

3 )
,

无氧 0
.

7 ( 士 0
.

1 )
,

无氧加 m i s o n d a z o l e 2
.

6 ( 士 0
.

5 ) X 10 一 ’
d s b / ( b p

·

G y )
,

其相应 的

O E R 为 3
.

9
,

D M E 为 3
.

7 c , 0 ,
.

恒温变性凝胶电泳 (C D G E )可分离某一

熔点范围的突变片段
,

似乎在突变探测中是

一种有用的工具
。

由于次黄漂吟转磷酸核糖

基酶 ( H P R T )基因广泛用于在体内外的突变

研究
,

故以之作为靶限位
,

建立了用聚合酶链

反应 ( P C R )和 C D G E 分析人类 H P R T e D
-

N A 的方法
。

即以 H P R T 。 D N A 为模板
,

经

P C R 得 到 7 1 6 b p 的
c D N A 片段

,

其中包括

H P R T 全部九个主要序列 ( ex
o
n)

.

对全部

e D N A 片段进行 C D G E 时
,

只能得至IJ e x o n s

和 e x o n g 的最后部分
。

但是
,

从 e x o n 3 的起始

部开始消化
,

并应用两组内部引物
,

使每对引

物之一带有一个富含 G C 的钳部
,

则包括
e x -

。 n 3 至 e x o n 6 的大部分区段 可以得到放大
,

从而识别出在这部分区段 内的带有点突变的

片段
。

用本法 可以快速筛选出人类 H P R T

c D N A 序列 中大约三分之二区段 内的点 突

变
.

在验证实验中
,

从 已知祥品中的 13 个突

变里识别出 12 个突变
,

包括一个单碱基丢

失
,

一个双碱基丢失
,

n 个单碱基替换
〔川

。

除电泳技术外
,

还常用滤膜洗脱法检查

D N A 单链的断裂
。

有人 以 4G y 了射线照射静

止 态及植物血凝素 P( H A )刺激的人外周 淋

巴细胞 P( B L )
,

再经碱性滤膜洗脱技术测定

D N A 的单链断裂 ( s s b )消除过程
。

结果表明
:

P H A 刺激 的 P B L
,

其 D N A 的 s s b 消失 比率

高于静止态 P B L ;
在切除修复抑制剂 1

一

卜D
-

a r a b in o f u r a n o s y l e y t o s in e ( a r a C ) 存 在 下
,

二

种 P B L 的 ss b 均出现堆积
,

说明在碱性条件

下保持稳定的碱基损伤以切除方式进行修复

的过程受到 了抑制
。

以上是辐照后 s m ni 的

测定结果
,

经过 h1 的修复培养
,

ar a C 存在下

的
s s b 在两种 P B L 未见 笔异

〔川
。

有人以滤膜洗脱法 ( p H 7
.

2) 观察了在 X

射线照射前后温度变化 (2 5℃ ~ 45 ℃ )对 d s b

修 复的 影 响
。

在 照 射 前 升 温 处理 (4 5℃
,

15 m ni )
,

明显 增加 d s b 半修复时间和 核内

D N A 在照射后 1 8 0 m i n
时的剩余 d s b 数量

,

而照射后升温处理 ( 41 ℃一 45 ℃ )则可加速

d s b 修复
,

并对 18 o m ni 后 的剩余 d s b 无影

响
,

提示照射前后的升温影响不同
,

其机制也

不 同
,

而 d bs 修复率及照射后核内 D N A 中

d s b 的残存率均不能正确反映高温下的放射

敏感性
.

结果证实
,

本方法测定 d s b 无遗漏
,

高剂量辐照后进行细胞毒和 D N A 修复比较

是可行的
“ 3, .

3 H P L C 及 G C /M S 检测碱基改变

应用一种含 5
一

氟脱氧胞昔的寡脱氧核
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昔作为自杀性替代物捕获了相应的酶及双氢

胞喻陡的中间产物
,

凝胶阻滞实验证明形成

了含 5
一

氟脱氧胞昔的双螺旋 D N A 和相应酶

的共价化合物
.

由于人 D N A 中 C G 位常见 C

变为 T 的突变
,

用 H P L C 寻找在甲基转移反

应中可能水解产生的胸腺咯吮
。

资料表明
:

人

转甲基酶在复制甲基化模式时
,

保留基因信

息的能力与哺乳类 D N A 聚合酶复制 D N A

序列时保留基因信息的能力相当
,

故人 D N A

中 C G 位 C 变为 T 的高出现频率并不一定

依赖于酶的甲基化模式保持正常
〔, 。 。

细胞 D N A 损伤来 自电离辐射的直接或

间接作用
.

间接作用为经 自由基 ( O H )
、

水

化电子 ( --e qa )和 H 原子等自由基的作用
,

它

们与 D N A 碱基反应
,

与分子 双键发生加成

作用
,

而 O H 还可以从胸腺咯陡的甲基上吸

引一个氢原子
,

或者从糖基的 C
一

H 键上吸引

一个氢原子
。

修饰后的碱基可保留在 D N A

链上
,

但某些糖产物及完整碱基则可能脱落
。

研究 D N A 损伤的其他技术包括免疫化学后

标记等
,

但由于 G C / M S 技术的杰出性能
,

它

已成为研究电离辐射和其它能产生 自由基系

统所引起 D N A 损伤的最佳选择
〔, ” .
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染色体畸变分析用于非均匀与局部照射剂量估计的研究进展
北京放射医 学研究所 韩保光综述 陈 迪 全璀珍 审校

摘 要
:

针对 I A E A T R S
一

26 。 报告推荐的不纯泊松分布方法与 Q d
r

方法的适用性
,

用染

色体畸变分析方法进行了离体模拟实验研究
,

但在 活体情况下的适用性尚需进一步验证
.

自 1 9 6 2 年 B e n d e r 和 G o o e h 〔, 〕首次提出

将染色体畸变分析方法用于事故生物剂量估

计以来
,

迄今已有 30 年的历史
.

现在
,

该方法

已成为公认的可靠的生物剂量估计方法
,

并

在许多辐射事故受照人员的医学处理 中得到

了应用
L卜` 〕

.

但该方法 目前主要用于剂量分布

较均 匀的急性照射
,

在这 种条件下
,

用 染色

体畸变分析方法可以给出全身等效剂量图
。

在很不均匀或局部照射的条件下
,

这种剂量

表 达方式 就有很大的局限 性
。

为此
,

IA E A

T R S
一

2 6 。 报告
`” 介绍了两种方法来估计受局

部 照射事故病人 的受照 份额 及剂 量
,

即由

D ol p hi n 〔, 〕首先提 出根据 畸变分布对泊松分

布的偏离程度进行估计的方法
,

该方法后来


