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摘要采用核分离2滤膜洗脱技术将分离的细胞核在微孔滤膜上裂解后相继用中性溶液和碱性溶液洗脱研究了≤ 2Χ辐射引

发的大麦种胚细胞 ⁄ 断裂Λ结果显示的≤ 2Χ辐射主要引发 ⁄ 单链断裂⁄ ≥≥∗  的辐射引发的

⁄ 断裂包括单链断裂≥≥与双链断裂⁄≥当辐射剂量大于  时⁄ 断裂的增加部分则以 ⁄≥为主Λ所用的实

验方法适用于质地致密的植物材料并可在一次实验中同时检测 ⁄ 的 ≥≥与 ⁄≥为植物细胞的 ⁄ 链断裂作为生物标志

物应用于环境诱变因子监测提供了基础Λ

关键词⁄ 链断裂核分离2微孔滤膜洗脱法≤ 2Χ辐射大麦生物标志物
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≤ 2Χ

  ⁄ 链断裂及其修复的研究是揭示生命

体突变机理的重要手段在辐射医学!致癌化合

物的作用机理等研究中特别受重视但至今对

植物材料的报道还很少且基本局限于 ⁄

单链断裂≥≥及其修复

的研究≈用结构致密的植物材料所做的研究

工作则还基本未见报道原因在于现有检测方

法难以克服植物细胞壁的机械屏障≈Λ笔者参

考 ∏等报道的滤膜洗脱技术≈在原有研究

的基础上进一步改进洗脱方法建立了普遍适

用于质地致密的植物材料并可在一次实验中同

时检测 ⁄ 的单链断裂与双链断裂∏

⁄≥的核分离2微孔滤膜洗脱技

术Λ 该技术克服了其它检测方法中普遍存在的



⁄ / ≥≥0信号中包含 ⁄ ⁄≥的缺点Λ

1 材料与方法

111 大麦种胚 ⁄ 标记及辐射处理

浙农大 号大麦种子在 ≅ 


的
 2×  上海核技术开发公司比度 ≅


水溶液中于 ε 避光吸涨 

选取胚萌动状态一致的种子在 ε 冰浴中用

≤ 2Χ辐射处理剂量率 Λ每剂量 个

重复各 颗种子Λ

112 细胞核分离

辐射后立即剥取麦胚并用匀浆法分离细胞

核≈Λ

113 ⁄ 链断裂检测操作程序

上样与淋洗 系统装置同文献≈在

ε 层析柜中将细胞核悬液加到微孔滤膜上用

预冷的≤溶液淋洗以去除

核外游离的
 2×  Λ

细胞核裂解  取 室温的裂解液

新溶解的蛋白酶 ≤  产品

1≥⁄≥  甘氨酸  × 

∞⁄×    1直

接加到膜的上方于 ε 避光裂解  Λ

洗脱  用中性洗脱液∞⁄×  

× 甘氨酸  

≥⁄≥ 1  以 的流速洗脱

此间流出的液体收集到 号收集容器中

⁄ 双链断裂产生的片段将被洗脱下来Λ然后

用碱性洗脱液 ∞⁄×  ≥⁄≥

1 加   至  以相同的流速洗

脱 收集到 号容器中得到 ⁄ 单链断

裂产生的片段Λ 洗脱结束后洗脱器及管道中液

体均收集到 号收集器中取下滤膜后用 

碱性洗脱液洗涤管道系统并入到 号收集器

中通过称量容器在收集液体前后的重量确定

洗脱物的体积Λ

洗脱产物的放射性强度测量 取 号

收集器中液体 置 离心管中加入

的   与异丙醇

1混匀后置 ε 后于 ε ! 

离心 沉淀用  乙醇洗 次干

燥后加入  × ≤ 于 ε 水解 

冷却后取 进行液闪测量由此计算中性

可洗脱部分中
 2⁄ 的总量Λ 从每个 号与

号收集容器中取 份各 置闪烁瓶中

加入 的  ≤ΛΛ 滤膜置闪烁瓶中

加入 的  ≤在 ε 处理 冷

却后加入 的  ΛΛ

每闪烁瓶中加入闪烁液° ° ° 

°° 乙二醇乙醚 冰醋酸 二

甲苯定容至  在 °≤

双道液体闪烁计数器中用猝灭校正法测量

 值Λ 按下述式子计算

膜上 ⁄ 残留比 ≈ƒ   ƒ≅ 

⁄ ⁄≥ ≈   ƒ≅ 

⁄ ≥≥ ≈  ƒ≅ 

⁄ 单双链断裂比 
式中为中性可洗脱部分 ⁄ 的总 

为碱性可洗脱部分的总 ƒ 为膜上残留即

滤膜  与 号收集器中总  之和Λ

2 结果

211  
≤ 2Χ辐射诱发 ⁄ 链断裂的剂量效

应

以洗脱结束时残留在滤膜上的
 2⁄ 占

样本总
 2⁄ 的百分率即膜上 ⁄ 残留

比作为衡量 ⁄ 链断裂包括 ≥≥与 ⁄≥

的尺度残留比反映了细胞中不能被洗脱的

⁄ 即未断裂 ⁄ 的比率残留比数值小

则⁄ 链断裂严重Λ本实验⁄ 链断裂的含

义与报道中 ⁄ ≥≥的含义相同Λ 以不辐射

对照组大麦种胚细胞的膜上残留比为 其它

各辐射处理组与之相比得到膜上相对剩留量Λ

以相对剩留量对辐射剂量作图得到图 Λ可见

在 剂量范围内膜上相对剩留量随辐射

剂量升高而下降下降速率随辐射剂量升高而

减慢在 与 辐射条件下膜上残留比

下降较迅速在 ∗ 剂量范围内下降

幅度较小似向 的稳定值趋近表明 ⁄

链的断裂有随辐射剂量升高而呈指数增加的趋
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势该结果与动物细胞中得到的结果一致≈Λ

图  ≤ 2Χ辐射对吸涨大麦种胚

细胞 ⁄ 链断裂的剂量效应曲线

212 
≤ 2Χ辐射诱发 ⁄ ≥≥的剂量效应

图 是扣除 ⁄≥ 后⁄ 中的 ≥≥ 随辐

射剂量的变化曲线Λ由图 可见辐射导致大麦

种胚细胞 ⁄ 产生 ≥≥的量随剂量升高而增

加其中 辐射即可导致 ⁄ 产生显著的

≥≥使 ⁄ ≥≥ 增加到对照的  倍

的
≤ 2Χ辐射则使 ⁄ ≥≥ 增加到对

照的 倍但此后随辐射剂量进一步升高

⁄ ≥≥不再显著增加Λ本结果与小鼠白血病

细胞在 ÷ 射线辐射后其扣除 ⁄≥后 ⁄ 中

≥≥随剂量的变化曲线趋势一致≈Λ

图  ≤ 2Χ辐射对吸涨大麦种胚细

胞 ⁄ ≥≥的剂量效应曲线

213 
≤ 2Χ辐射诱发 ⁄ ⁄≥的剂量效应


≤ 2Χ辐射诱发大麦种胚 ⁄ ⁄≥的基

本规律如图 所示Λ 由图 可见在 剂

量范围内⁄ ⁄≥ 随剂量的变化基本上有

线性增长的关系其中 与 辐射处

理分别使大麦种胚细胞的 ⁄ ⁄≥增加到对

照的 与 倍Λ 该结果与碳离子辐射诱

导小鼠黑色素瘤细胞的 ⁄ ⁄≥随辐射剂量

呈线性增长的变化趋势一致≈Λ 但当剂量进一

步升高到 后 ⁄≥数值反而下降Λ

图  ≤ 2Χ辐射对吸涨大麦种胚细胞

⁄ ⁄≥的剂量效应曲线

  大麦种胚 ⁄ 单双链断裂之比值与
≤ 2

Χ辐射剂量之间的关系见表 Λ 由表 可见

⁄ ≥≥ 与 ⁄ ⁄≥ 的比值随辐射剂量的

升高而下降表明随辐射剂量升高 ⁄ ⁄≥

在 ⁄ 断裂中所占的权重逐渐增加Λ

表 1 不同剂量60Χο−Χ辐射下大麦种胚细胞

∆ΝΑ ΣΣΒ 与 ∆ΝΑ ∆ΣΒ 的比值

辐射剂量     

单双链断裂比     

3 讨论

  通过比较图 ∗ 可知在
≤ 2Χ辐射下

大麦种胚细胞 ⁄ 链断裂的发生有如下规

律在  左右的低剂量辐射条件下
≤ 2Χ

辐射主要引发 ⁄ ≥≥在 ∗ 的辐

射条件下 ⁄ 链断裂的增加部分由 ≥≥ 与

⁄≥的增量共同构成高于 的辐射条件

下 ⁄ 链断裂的增加部分主要是 ⁄≥ 的贡

献Λ

电离辐射!化学诱变剂等环境因素均可引

起 ⁄ 分子发生断裂在正常的生物体内

⁄ 单链断裂多数可得到有效的修复因而不
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具有非常重要的生物学意义而突变!畸变!死

亡等生物学事件主要是 ⁄ 双链断裂的结

果≈因此分别检测 ⁄ 的 ≥≥与 ⁄≥对基

础理论研究有重要意义Λ本文的结果表明通过

所用的实验方法可检测得到将 ⁄ ⁄≥排除

在外的 ⁄ ≥≥为分别检测植物样本的

⁄ ≥≥和 ⁄ ⁄≥提供了检测手段Λ

用 ⁄ 链断裂作为生物标志物能快速地

指示环境中诱变因子的存在已有提议将 ⁄

链断裂作为人类接触诱变因子的生物标志

物≈Λ本文所用的检测方法适用于质地致密的

植物样本这为将植物细胞的 ⁄ 链断裂作

为生物标志物应用于环境监测之中提供了良好

的基础Λ如果使用⁄ °!∞等⁄ 的特异性

荧光标记物替代放射性同位素标志则本方法

还可用于难以进行放射性标记的生物材料如

⁄ 复制能力较弱的成熟组织如此可使该检

测技术的应用范围大为增加Λ

⁄ ⁄≥数值在 的高剂量辐射下

出现大幅度的下降该现象可能是因过高剂量

的辐射破坏了细胞核的完整性从而使损伤过重

的细胞核在洗脱前的操作中被去除所致因为

笔者用流式细胞仪分析时曾观察到从高剂量辐

射处理的大麦种胚中分离的细胞核样本中存在

大量的细胞核碎片3 Λ实验中⁄ ≥≥本底较

高推测与供试材料正处于 ⁄ 复制的第一

个高峰期≈有关预计使用非快速生长的材

料可克服该现象Λ

致谢感谢浙江大学农学系丁守仁教授为

本研究提供了大麦种子Λ
  3 刘晓Λ 电子束与≤ 2Χ射线对各物种胚作用的分子放

射生物学研究Λ 浙江农业大学博士论文集∗

Λ

参考文献

   ⁄   ∏ √

  °°°  47∗ 1

  ≥ •  ×    ∏2

  ⁄  

   ∏ 337∗ 1

  ≥ •  ×   ⁄ 

⁄   Χ2 

∏∏   

35∗ 1

  ∏÷     ≤  ∏ 

∏∏ ⁄ ∏

  235∗ 1

  白永延唐惕曹湘玲等Λ分离的蚕豆细胞核的   聚合

酶活力的研究Λ 实验生物学报14∗ 1

  刘晓Λ 核分离2中性微孔滤膜洗脱法检测大麦种胚细胞核

⁄ ⁄≥Λ 浙江大学学报农业与生命科学版25

∗ 1

  •   ≤ ⁄ ⁄ ∏

   2√ ∏ 

 ∏ 336∗ 1

   ≤    × ∏ 2

∏∏⁄ 

 √ 220∗

1

  周光明卫增泉李文建等Λ 碳离子诱导的 ⁄ 双链断

裂Λ 生物物理学报14∗ 1

 陈去恶罗祖玉Λ细胞对损伤 ⁄ 的修复Λ见朱壬葆等

编Λ 辐射生物学Λ 北京科学出版社∗ 1

 唐国慧庄志雄李劲松等Λ ⁄ 链断裂作为石棉接触的

生物标志物的研究Λ 中华劳动卫生职业病杂志15

∗ 1

 赵玉芳凌备备林晓霞Λ Χ辐照对吸胀大麦种胚 ⁄ 非

预定合成与复制合成的影响Λ核农学报9∗

1

 刘晓赵玉芳凌备备Λ 电子束辐射对大麦种胚核酸合成

活性的损伤效应Λ 植物生理学报26∗ 

期                 环  境  科  学                   




