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结果
:

① e 5 7B L /0 1用卜 p /p雌鼠与 e 57B L八 OHJ一 r

雄鼠交配的 F :

代皮毛白斑发生率明显高于 c75B L /叮

雌鼠与 H 3 c /H e jm sH I
:

雄鼠交配的子鼠白斑发生率
.

受 1
.

2 5e v照射时
,

可见 e 5 7 B .t 八田 H ir
一

p / p F :

代 的白

斑发生率比 c 57 B L / 6J F ,

代的高达百倍以上 ; c 5 7B L /

6J 雌鼠与 c 3 H / H叮m s H ; : 雄 鼠交配后的孕 鼠
,

妊娠

10
.

5天受照剂量 1
.

o o G y 或 1
.

2 5G y 时
,

F ,

代 白斑发生

率与对照组比较无显著性差异
.

这表明小鼠腹中部皮

毛发生的白斑可能与遗传荃因控制有关
;

② c 57 B L /

l 。川 ir
一
p / p 雌鼠与 c 5 7 B L八。JH ir 雄鼠交配后的孕鼠

,

妊娠 8
.

5天进行 丫 射线一次急性全身照射 0
.

5皓 y
,

在

检查的 46 只小鼠中有 20 只发 生白斑
,

白斑发生率达

43
.

48 %
.

与其它不同妊娠期受照组相比
,

妊娠 8
.

5天

受照白斑发生率最高
.

此时
,

正是黑色素祖细胞从神

经峙迁移阶段
.

实验还观察到
, 丫射线照射 1

.

0犯 y 和

1
.

25G y
,

子鼠白斑发生率随剂量增加而增加
,

剂量效

应关系符合线性方程
。

总之
, Y 射线对小鼠皮肤黑色素

细胞分化的影响可能受到基因的控制
,

并且黑色素祖

细胞从神经峪迁移时辐射效应较大
。

(那亦超摘 周湘艳仗 )

酶切和照射后的 D N A
,

其分布随照射剂皿的提高而逐

渐移向低分子区域
.

经分析
,

发现 s
一
P 3 细胞经 x 射线

照射。~ 2。。G y 后
,

d sb 的产率与剂至呈线性关系
,

为

5
.

4 X 1 0一 / ( M b p
.

o v )
.

实验方法对 d sb 产率检测 比常规 P F G E 更可靠
,

而且不用放射性同位素标记
,

对结果可通过专门软件

处理
,

省时省力
.

在灵敏度方面又优于蔗糖速度沉降

法
.

缺点是限于检测 l o G y 以上照射时 d sb 比较可靠
,

低剂蚤照射时所得结果不够精确
。

(蔡建明摘 郑秀龙校 )

07 6 一种测定哺乳动物细胞 D N A 双链断裂新方法

— 脉冲凝胶电泳和限制性内切酶的联合应用 [英 ] /

L 己b
r ie匕 M … / / R

a d血 t R es 一 1 9 9 4
,

1 38 ( 2 )一 1 8 6一 1 9 2

现行检测 D N A 双链断裂 (d
s
b) 的方法存在费时费

力
、

结果不够可靠等缺点
,

研究者将 P F G E (脉冲凝胶

电脉 )技术与速度沉降的原理相结合
,

建立了一种测

定 d sb 的新方法
.

方法
:

将 s
一
P 3细胞 (人上皮畸胎瘤株 )悬于 37

’

C

0
.

5%低熔点琼脂糖中
,

倒入 ( 2 0nt m X 1 0 m m X 20 m m )

模内
,

冷却固化后分成三组
:

未照组
、

酶切组
、

照射加

酶切组
.

x 射线照射
,

剂量率 1。。G y / m in
,

剂量为 o一

20 帕 y
,

加 20 单位限制性内切酶 N( ot l) 处理两组样品

(2 00闪 )
,

3 7℃过夜
.

电泳时
,

将上述处理好的低熔点琼

脂糖样品分别捅人 已制备好 的 0
.

8%高强度琼脂糖胶

板的加样孔内
,

加 0
.

5 x T B E 缓冲液
,

于 12 ℃电泳 9 6小

时
,

脉冲时间从 5 00 秒线性增至 10 000 秒
,

场强为 1
.

5

v c/ m
.

电泳后用 E B 染色
,

紫外光检测
,

所得荧光强

度及泳动距离等经电脑分析
,

给出与 d s b 分子大小及

产率等有关的参数
。

结果
:

未照组 D N A 因分子世太大而仍停留在加

样孔内
,

类似沉淀法所褥结果 ; 经 N ot l 酶切 后的

D N A 有85 %进人凝胶
,

并根据分子量大小而分开 ; 经

0 7 7 、v R
一
10 6 5 抑制 e H o K l细胞拓扑异构酶 l

。

活

性 [英〕/ e r d in a n J… / / R目 x战 R es 一 1 99峨
,

1 3 8 ( 1 )一 4 4

~ 5 2

培养的 c H o K l细胞系分照射加 w R
一
1 0 65处理

、

或两者单独处理及不处理细胞等组
,

分别制备细胞及

细胞核提取物
,

在一 20 ℃保存备用
.

①测定拓扑酶 l
。

解结活性
:

核提取物与打结 D N A 底物反应产生解结

D N A
,

以转变 50 %打结 D N A 为解结 D N A 的酶量
,

作

为 l个解结酶活性单位 ;②测定拓扑酶 I 松弛活性
:

核

提取物与超螺旋 D N A 底物反应产生松弛 D N A
,

在测

定过程中不加 A T P
,

以排除拓扑酶 I
。

活性 的干扰
,

以转变 50 环超螺旋 D N A 为驰松 D N A 的酶量
,

作为 1

个松弛酶单位 ;③免疫印迹电泳测定细胞及核提取物

中拓扑酶 I
。

蛋白质水平 ;④分析无细胞拓扑酶 I 和

l
。

活性
:

纯小牛胸腺拓扑酶 I 和 I
。

活性采用解结和

松弛测定
,

反应混合物 中分别含有 0
.

4一 峨o m m of / L

w R
一
1 0 65

,

或 0
.

s m m
o l / L 喜树碱 (拓扑酶 I 抑制剂 )

,

或。
.

3m m ol / L 染料木黄酮 (拓扑酶 I 抑制剂 ) ,

⑥用流

式细胞仪测定细胞 D N A 含是和细胞周期进程
。

x 射线照射前经 4m m ol / L W R
一

10 65处理的细胞有

明显的辐射防护
:

D 。

值从对照的 2
.

35 士 。
.

15G y 增加到

3
.

35 士 0
.

25 G y
,

剂量减低系数为 1
.

月; 4 m m ol / L w R
-

106 5 处理 3 。分钟
,

不影响拓扑酶 I 活性
,

但能明显降

低拓扑酶 I
。

活性
,

较对照组降低约 6倍 ; w R
一
1 065预

处理 I OG y 丫射线照射组
,

拓扑酶 1
。

活性稍有降低 (P

二 0
.

06 1 ) ; 照射
、

给药及两者兼用各实验组中
,

拓扑酶

皿
.

蛋白质量 (分子址为 I s o x 1 0
,

和 1 7 0 x l o
,

带 )均没有

改变
,

但在细胞提取物
,

!
,

缺乏分子云为 15 0 x l 。 ,

带
,

说明这个带的产生是 由核提取物释放的蛋白酶
,

而不

是生理状态内源蛋白酶的释放
。 。

.

月一搜。m m ol L/ WR
-

1 065 分别与给拓扑酶 I 和 I 抑制剂比较
,

没有直接影

响拓扑酶 I 和 ,
。

活性
,

说明 w R
一

1065 降低核提取物


