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结果
:

① e 57 B L / 10用卜 p / p 雌鼠与 e 57 B L八 OJH 一r

雄鼠交配的 F :

代皮毛白斑发生率明显高于 c 75 B L /叮

雌鼠与 c 3H / H je m s HI
:

雄鼠交配的子鼠白斑发生率
.

受 1
.

2 5 e 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
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中拓 扑酶 1
.

活性
,

可能是 某些 间接作用
.

4 m m ol /

L 、v R
一
] 06 5处理细胞 .0 5一 6

.

。小时改变细胞周期分布
:

。 ,

期细胞从 39 %降至 21 %
,

而 G Z
/ M 期从 18 %增至

27 %
,

s 期相对稳定
,

波动在招另至朽%之间
.

(何庆加 孙世镇摘 宋永良校 )

07 8 重组人粒细胞克隆刺激因子在荷瘤大鼠放疗中

的 作 用 [英〕/ K a b a y a K … / / R “ sa r R cs 一
1 99 4

,

1 39

( 1 )一 9 2~ 9 6

重组人粒细胞克隆刺激因子 (br G { s F ) 在放疗中

的作用以往大多通过一次性全身大剂量照射进行研

究
,

此次应用与临床放疗相同的分次照射放疗计划进

行
。

正常或腋下植有 w 砒 er
一
2 56( 乳腺肿瘤株 )的 w is

-

t ar
一

玩 am ie h一雌鼠
,

用 x 射线 1 5 0 k v 进行照射 ( Z o m ^
、

加用 0
.

s m m 厚的铝和 0
.

s m m 厚的铜滤光片
,

剂量率

1
.

SG y / m in
,

照射距离刁
.

sc m )
,

剂量 3G y /天
,

5天 /周
,

疗程共 3周
,

照射部位为动物前半身
,

照射后 w B c 计

数 < 3 000 /时或中性粒细胞 < 50 即 1则停止照射
,

血象

恢复后继续
,

所用 hr G
一
c s F 比活性为 L 5 X 10 sU / m s

蛋白
,

使用剂量为 1 00 陀 / k g ,
s m m

,

的瘤块植入 4天后

开始放疗并同时皮下注射 br G
一

cs
F

.

试验分组如下
:

试验组给予 r h G { s F
,

对照组给予相应的赋形剂
,

另

设二组不予放疗
,

一组用于观察肿瘤的自然生长
,

另

一组观察单纯
r b o cs

F 对肿瘤的作用
.

结果
:

正常大鼠受照射后中性粒细胞数降低

50 %
,

这种降低可被
r b G￡s F 完全阻止

.

试验组大鼠

平均能接受 13
.

9士 0
.

28 次照射 (一疗程共 15 次 )
,

疗程

结束时植入的瘤块均 已消失
,

动物死亡数为 l / 1 0 , 对

照组动物平均能接受 7
.

7 士 0
.

65 次照射
,

疗程结束时

瘤体体积为20 050 士 7 61 3m m
’ ,

动物死亡数为 69/
, 未

受照射的两组无论给予
r h G cs F 与否肿瘤生长无区

别
,

且均在植人瘤块三周左右死亡
。

因此
,

研究者认为

br G 州CS F 对肿瘤无直接作用
,

但对放疗过程中白细

胞
、

中性粒细胞水平的维持有明显效果
,

可保障放疗

计划的完成
,

间接增强放疗的效果
。

以往研究认为放

化疗同时合并使用 hr G￡ s F 能加剧中性粒细胞数的下

降
,

但是该研究结果与之相反
,

故推荐
: h -G c s F 与放

化疗同时使用
,

作为支持用药
。

(方裕强摘 蔡建明 刘 及校 )

实验用雄性小鼠骨髓细胞在体外用白细胞介素 I

( IL
一

1) 处理并受照后
,

移植于雌性小 鼠体内
,

以了解

lL
一
l对造血细胞的辐射保护作用

.

方法
:

取 C 57 B L X B B A / 2F
:

成龄雄性小鼠骨髓细

胞分成实验组和对照组
。

实验组细胞放盘含有 IL
一

1B

( 10 0n g / m l) 的培养液中 37 ℃孵育 20 小时
,

对照组细胞

在无 IL
一

1B 的培养液中培养
.

两组细胞均再接受 8
.

。

G y 丫射线照射 (9 c3 石 y / m in )
,

细胞洗涤后经尾静脉把

它注给已受 9
.

SG y 全身照射的第一批雌性小鼠 ( 1配个

供体细胞 / 受体 鼠 )
。

观察受体鼠 90 天存活率 ; 另外
,

分别提取骨髓
、

脾脏
、

胸腺基因组样品
,

以
’ Z P 标记的

雄 性鼠 Y 染色体 D N A 为探 针与样 品 D N A 进 行

S Ou bt er bl ot 分析
.

再以接受移植后 2个月的雌性受体

鼠做为供体
,

将其骨髓细胞移植给第二批雌性受体小

鼠
,

2个月后再将第二批受体鼠骨髓细胞移植给 第三

批雌性受体鼠
.

后两批受体鼠也做上述 so ut b e r b lot

分析
.

结果
:

首批接受 IL
一
1处理骨姚输注的实验组 90 天

内存活率为 60 %
,

对照组存活率 18 % ( p < 0
.

0 1 )
.

so ut h e : b lot 分析表明
,

首次骨髓细胞输注后刁周
、

8周
、

12 周时
,

实验组三种受检组织中均有较多的 Y 染色体

阳性细胞存在
,

而对照组仅在第 8周检出较少量的 Y

染色体阳性细胞
.

2个月后以受体细胞作为供体所进

行的第二批小鼠骨筋细胞移植结果显示
,

实验组 Y 染

色体阳性细胞在三种组织中均比对照组多 ; 第三批移

植后实验组 Y 染色体阳性细胞仍存在
,

对照组则全部

消失
。

因此
,
I L

一
1不仅对骨髓中短期自我更新干细胞

,

而

且对长期自我更新干细胞都有辐射保护作用
。

(李 雨摘 蔡建明 刘 及校 )

07 9 白细胞介素 I 对造血干细胞的辐射防护作用

瑛〕/uz 刚
J R … / / E x p H

o m a t o l一 29 9弓
,

2 2一 13 0一

1 35

08 0 照前注射阿铭胞普不能预防辐射对血小板及红

细胞生成的延迟效应〔英〕 / R ad ley MJ …刀E xP H e m a -

t o l一 ] 99 4
,

22一 58 7~ 5 92

实验以血小板和红细胞的恢复为指标
,

研究造血

系统抗亚致死性照射和细胞毒药物 (导 F U )联合损伤的

能力
.

正常成龄 B 。 D挤
:

雄鼠注射 5
一
F u 后

,

出现轻度血

小板减少
,

给药后 5天达最低值
,

7一 10 天后出现明显

的反跳性血小板升高
,

比正常值高数倍
,

以此做为正

常对照
.

小鼠在OZ y 全身照射后一个月注射导 F u
,

结

果血小板在给药后 8天才降至最低点
,

而反跳性升高

也不如对照组明显
。

如果推迟至照后 4个月注射导 F U
,

则结果与对照无差别
.

如果照射剂云增至 6
.

SG y
,

则一


