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原位缺口移位技术检测药物对细胞DNA的断裂损伤牵 .

幸静;皮郁昌虎·

(中国医学科学院基础医学研究所细胞生物学室)

原位缺口移位技术， 又称为原位缺口 翻译

(In situ n ick translation )是近几 年建立起来

的一种分子细胞生物学新方法。 据作者所知，

国内尚未见有报道。现将其原理、 技术操作程

序及应用 ， 并结合我们的工作作一实用性地简

要介绍， 以利国内尽早开展与运用起来。

-、 原理

缺口移位反应最早是 Kelly 等川建立的，

原用来研究 DNA 体外复制的分子生物学方法。

其后有人用来研究染色体[2- 4] 、 培养细胞与组

织切片的 DNA 转录效力 [ 5 ， 6] 。 其 基 本原理是

大肠杆菌 DNA 聚合酶 I( Escherichia coli DNA 

polymerase 1 )可从一条 DNA 链缺 口 (nick)的

5' 端切除核苦酸， 同时从缺口的 3' 端连接核

苦酸，并依次顺序进行， 其结果切 口沿 DNA

平移。因此， 新合成的数量可反映出 DNA 链

的断裂， 即 DNA 受损的程度 [ 7 ， 8] 。 至于原位

缺口移位技术， 乃是将缺口移位技术与同位素

放射自显术结合汪来， 从而可在细胞核或染色
体上反映出 DNA 受损的程度。因此， 一方面

具有实感性，便于观察记录。另一方面也可作

半定量 (计数银 颗 粒) 或定量(收集细胞作液

警 本文有关研究得到国家教委及加拿大不列颠哥
伦比亚肿瘤研究中心( British Columbia Cancer Rese­
arch Centre)S.S.Tsang 博士科研基金资助，部分工
作在该实验室完成 ， 谨此致谢。

· 河南豫中制药厂.
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闪测定〉测定，其优点是显而易见的。在实用

上又有外加 DNaseI 与不加 DNaseI 两种。前

者主要用以区别有转录活性或潜在转录活性的

染色质或基因与无转录活性的染色质或基因s

而后者主要用于致癌物或辐射等 因子对细胞

DNA 的断裂损伤作用 。

二、实 验程序

上面提到，本方法可用于研究染色体、 细胞到组

织切片中 DNA 损伤的程度， 因此这三种标本在操作

程序上略有差异，本文以培养细胞为例， 并且不加

DNaseI 示范各个步骤。

, .细胞培养及处理
实验可用正常细胞或恶性细胞， 人体细胞或动物

细胞， 视实验目的而定。 将细胞接种于预先放置有盖

片(2 . 2X2 . 2cm )的小号塑料培养皿内 ( 3 . 11 cm) 。 每l皿

加入 2 ml 合适量血清与抗生素的培养基 (常用 DME­

M ) 。 每皿的细胞总数为 3 X 1 0 5 个。将培养皿放入 37 "C

含 5%C02 的孵箱内 。 24 小时后待细胞已很好地贴附

在盖片上， 吸去培养基， 以不含血清的 DMEM洗两

次，加入 2 ml 不含血帘的 DMEM 或含有 一定浓度测

试药物(如本文以 MNNG，醋 酸棉盼等为 例)的

DMEM 

2. 细胞的固定

在经 t述测试药物作用一定时间后， 将盖片取

出 ， 以 PBS ( pH 7 . 4)洗涮，清除细胞碎片等 ， 然后用

3 : 1 的冰醋酸甲醇 Carnoy 液固定 15 分钟 ， 待晾干后

用树胶将上述附着有细胞的盖片固定于载片之一端，

须记住的是，细胞面朝上。一天后树胶干酒， 进行下

一步的原位缺口移位反应。

3. 原位缺口移位反应

于上述盖片上， 滴入 3 0 μl 缺口移位反应液使反

应液淹没细胞，并以另一张清洁盖片覆盖其上， 须注

意不要有气泡，以确保反应液浸溃所有的细胞。 为此

要先准备混合液A ，然后再自己制反应液。 本文以i创作

10 张标本为例，以示需配多少溶液。

①混合液A

500mmo/L Tris-HCl(pH 7 . 4) 

50 mmol/ L MgC12 

100 mmol/Lα-蔬基乙薛

10 mmol/ L dATP 

10 mmol/ L dGTP 

188μ1 

188 μl 

188 μl 

5 . 64 μ1 

5 . 64 μl 

10 mmol/ LdCTP 

10 mmol/ LdTTP 

②反应液

混合液A

3H-dTTP事

大肠杆菌聚合酶1(200 u/ ml ) 

BSA( 2 mg/ ml ) 

双蒸水

4. 终止反应

5 . 64 μ1 

5 . 64 μl 

96 . 3 μ1 

16 μ1 

30 μ1 

15 μl 

145 . 4 μl 

15 分钟后移去上瞿的盖片 ， 用 50 mmol/ L Tris­

Hcl(pH 7 . 4)洗涮数次， 以洗去反应液 ，接着再以 95%

乙醇浸前 3 0 分钟， 晾干后(约 30 分钟) ， 进行同位索

放射自显术程序。

5. 同位素放射自显术

将上述经原位缺口移位反应的盖片在暗室内浸渍

Kodak放射自显术乳胶(国内可用核lV乳胶一一作者

注 ) ，但乳胶应事先在 45"C中预温， 通常可稀释 1 倍。

略晾干后(约 30 分钟 ) , 置入装有干燥剂的密闭容器

内 ， 4 "c曝光 3 夭。

6. 显影与定影

可用一般放射自显术的显影剂与定影剂。这里我

们推荐用 D 19 液 ， 显影 5 分钟， 定影 10 分钟， 然后

自来水漂洗 15 分钟。

7. 标本的染色

标本可用 Giemsa 染色。但我们的经验提示用地

衣红( Orcein)为佳， 其流程如下2

2%地衣红(1 0 分钟)->-水(数秒钟)-i>-冰醋酸水混

合液(1 :1 ， 数秒钟) -i>- 9 5 %乙醇( 1 分钟)-i>-正丁醇(数

秒钟)-i>-正丁醇二甲苯混合液(1 :1 , 数秒钟)-i>-二甲苯

1 ( 数秒钟)-i>-二甲苯 [(数秒钟)-i>-树胶封片。

8. 观察与记录

在油镜下记数每个细胞核中的银颗粒数， 同时减

去相等面积的本底颗粒数， 即为每个核中的真正银颗

粒数。 一般需随机取视野， 共观察 1 00 个细胞，同时

可作显微摄影记录。如作定量分析， 则可收集细胞，

进行液闪测定， 各组互相比较。

三、应用例举及讨论

由于大肠杆菌 DNA 聚合酶 I 对 DNA 缺

口有剪除与连接核苦酸的能力 ， 同时可将反应

混合液中的核昔三磷酸来替代原来的 核苦

· 若没有 3H-dTTP，也可用 3H-TdR 代替。
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酸[刊，因此新合成的核音酸量可反映出 DNA

链的损伤程度。本技术是在分子水平上反映遗

传物质的改变，因此其敏感性要比诸如检测染

色体畸变、断裂、 姊妹染色单 体交换频率改

变、 微核形成以及碱洗脱与荧光分析法[g ， IO]敏

感得多。例如曾有人用此方法来检测紫外线诱

发的 DNA 损伤[町， 或者区别活性与非活性的

染色质[2 ， 9]。最近 Anai[IO ] 还将此技术 应用于

检测肿瘤细胞加温处理后的 DNA 损伤， 籍此

为加温治疗方法提供理论依据。 基于同样的原

理， 1 989 年 Libbus 等 [11] 用 以研究青石棉

( crocidolite asbestos)的致癌作用。由此可见该

技术正得到日益广泛的应用。

我们曾用此方法比较正常人与毛细血管扩

张性共济失调 (ataxia telangiectasia , A一T) 患

者培养细胞对致癌物与诱变剂的反应。 发现两

种细胞对较高或低浓度 (1 0-2~1 0- 3moljL)的

MNNG 的反应相同，但在低浓度 (1 0 -3 moljL)

的弱诱变剂没食子酸(gallic acid)的作用i下， A­

T 细胞中呈现有较多的银颗粒，而正常细胞几

乎无银拉出现。这-结果提示3用原位缺口移位

法可以证实 A-T 细胞比正常细胞易受 到诱变

剂的影响而发生遗传物质的改变(将有 另文详

细报道)。此外，我们也曾用此技术来检测两种

男性节育药醋酸棉盼和富公藤总前 (GTW) 对

C3HloT1j2 小鼠成纤维细胞 DNA 的作用，其

原因在于目前有关棉曲与 GTW 有否遗传毒性

问题仍有不少奇议[12 ， 13] ， 为此希 望 以原位缺

口移位法来探讨它们对细胞 DNA 的作用。 实

验结果表明， 在较高浓度的醋酸棉酷或 GTW

(2-3μgjml)作用 4 小时， 细胞核中显示的银

颗粒多如作为阳性对照的 MNNG 组(图 版 图

1 , 2) J 在中等浓度 ( 0 . 5-1μgjml) 的作用

下， 银颗位显著地减少(图版图 3 ， 4 ) ， 在低

浓度(0.1-0 . 3 μgjml)的作用下， 细胞核中的

银颗粒与阴性对照组相同(图版图 5 ， 6) 。上
述这些观察表明用原位缺口移位技术可以极好

地反映出棉酣或 GTW 对 DNA 的损伤有剂量

相关性以及该方法的敏感性。 综上所述的所有

结果， 我们认为原位缺口移位技术可运用于一

切检测 DNA 损伤的实验。

摘要

本文除简要地介绍了原位缺口移位技术的

原理外， 详细地描述了其操作程序，读者当可

按此试用 ， 得到应有的结果。本文也例举并讨

论了该技术的应用 ， 并指出这是当前分子细胞

生物学方法的一项重要进展。
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