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表 1 染色体分布%

名 有f 代 数 亚二倍休

SHG-44 67 

NHG-l 9 

22 4 

3"5 88 

40 84 

45 94 

50 87 

低温贮存移植瘤组织， 复苏培养再移植成

功二年 100 %，是一种简便、 可靠的保存方法。
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用 EndoV 和碱电泳法检测哺乳动物细胞

E密呢二聚体的切除修复

产 j存手l、丽亚崔主拭魏尿

(军事医学科学院放射医学研究所 北京 100850) 

紫外线 (UV ) 辐射是自然 环境中 重要的

DNA 致伤因子。 UV 辐射在 DNA 造成 的最主

要一类损伤产物是环丁皖哺 |应二 聚体 (pyrim

idine dimer , PD ) ， 它是由 DNA 中一条多核

昔酸链上两相邻暗览碱基各自的 C5 和 C6 共

价连接形成的环丁皖结构。哺乳动物细胞主要

通过切除修复途径移除 PD， 恢复 DNA 的正

常结构。一种从噬菌体 T4 感染的 E. coli 中

提取的 T4 格酸内切酶 V(EndoV) 能特异识别

PD， 并在该损伤位;也切断磷酸 二醋键， 造成

单链断裂[1)。本文即以 EndoV 为探 针 ， 以其

敏感位点 (endonuclease-sensi tive-site ， ESS) 

的产生和l消失作为 PD 生成及被切除修复的指

征。 EndoV 作用引起的单链断裂用碱电泳定

量测定。 借此方法， 我们观察了三种人细胞

(人宫颈癌细胞 HeLa-S 3, 正常人胚肺成纤维

细胞 HEL-9 1 02 ， 人前髓白血病细胞 HL-60)

丰11 两种恼齿动物细胞(小鼠乳癌细胞 SR-1，中

国仓鼠卵巢细胞 CHO-Y 1) 对略、班二聚体的切

除修复过程， 其中 三 株细胞(SR吐， HEL-

9102 , HL-60 ) 尚未见有这方面的工作报道。

材料与 方法

1 . 细胞培养、 uv 照射及保温修复 HeLa -83 
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丰~I CHO-Y 1 细胞均以 1 x 1 0 6/m l 接利1于 75 mm 培养

皿内启养(DMEM 培养液， 10%胎牛血洁， 37 0C , C02 

培养箱 ， 5%C02 )o SR-1 细胞(日本放射线医学总合

研究所佐滕弘毅博士惠赠) 以 4 x l 06/ml 接种 于

75mm 培养皿内培养(RPMI 164 0 培养液， 10%小牛

血泊， 5%C02 ) 。细胞生长 2 天后 ， 弃培养液， 用

PßS 洗一遍， 紫外灯 fJ阳射 (254nm ， 1 . 7 Jm - 2S- 1 ) 。

HEL-9102 细胞(本所刘国廉教授述系)以 1 x 106/ ml 

接来l'于 75 mm J:告养皿培养 (DMEM 培养液， 15 %胎牛

j阮沽， 5%C02 ) 。细胞生民 4 - 5 天后 ， J!注射同上。

HL-60 细胞以 2 x 10 5jml 接种子 5 0 m l 培养 瓶 培养

( RPMl 1640 培养液 ， 10%小牛血洁 ， 5%C02 ) ， 生

长 2 夭后，民i心收柴细胞，以 PBS ;屈;浮 细胞， ijlì 于

60 mm -'fè皿 ， 照射同上。 J~射后的细胞或在n音处和冰

浴下立即离心收集， 或加入培养液继续 37"C保温修复

4、 8 、 24 小时，然后离心收集 细胞(1000 r / min , 

8 min) , - 20"C保存.

2. 提取细胞 DNA 参 照 Komura 方法[21 ， 在

eppendorf 节'内迸行，句·钓; 0 . 5 一 2 X 1 0 6 个细胞。

3 . EndoV 作用及碱电泳 将创个 DNA I芋品 分

取 2 营，各含 1.5 μ.g DNA, 其 11-1一管川l入 1 0 f.I.J 

EndoV ( *$. tliU .r} E剖 ， 0 . 06 ~lg 蛋白/μ1 ) ， 结一恒'加入酶

反应级冲浪作为对照 ， 37 'C保温 2 小时 ，然后加入 :. / l C

体积碱性仪Il缓冲浪 ( 0 . 5 molj L NaOH , 5 mmol j L 

EDTANa2, 12 . S%F凹1 巳ω011 .1ω0ω0队， 0队. 2臼5%澳I甲13 邮阶}吉绿忌 ) 0。 上

样二豆豆以碱↑悦性业生: ，山l!， f，恢』歧{ì液夜 (3剖o mmolνjL NaOH , 2 mmo】阳01ν/川LJ 

EDTANa句2 ) J-y贝扑:!I\ "←ν.'斗俨、才!

下电泳 ， 4ωo V , ::! . 5 小 H时才， 1 0.泳后将凝j放在 0 . 1 molj 

L Tris (pH 8 . 0)~i1 浸泡"1 fn 30 min ， 移至泼乙绽溶

液(1 μgjmJ)1书浸泡染色 l 小时， 辰'议紫外灯 F*、徊。

4. ESS 计算 将激光光密度扫描仪 (LKß 22(2) 

与 IBM-PC 计算机联机， 由扫描仪对 DNA 电泳图谐

负片进行密l立1-1 jl宫 ， 计算机进行数据处理。计算依据

Freeman 公 ;:V ' )

L (x ) =. __ C一- 一二L一
x - xo xo - x∞ 

式巾 C J9l疑胶常数 ， x∞ 平日 xo 分别为无穷氏和:苓长度

的 DNA 迁移距尚。通过涮挝一组 DNA 分子主运标准

物的迁移ßE肉，按最小二乘法求解公式中各参数， 进

而积分算出数均分子t副主 (Ln) ， 最后根据下式 算出每

kb DNA 中的 ESS

ESS j kb = l / Ln( + endo ) - l j Ln ( - endo ) 

式中 Ln( + endo ) 和 Ln ( - endo )分别为加酶组与不加

酶对照组的数均分子长度。

结 果

1. UV 照射引起的 ESS 我们在 HeLa

S 3 丰1:1 SR-1 细胞进行了 UV 辐射量效关系的

测定。以 5-8 0 Jrn - 2UV 照射细胞， DNA 上的

ESS 数量随照射剂量 增加而逐渐增加。 经

EndoV作用后，单链断裂增加 ，碱电泳时表现迁

移率增加( I垒]1) 。在照射剂量与ESS/kb 之间具

有良好的线性关系 ， 回归方程分别为 YHeL ， S3 = 
0 . 5 61 X - 1. 3 25 , YSRι = 0.485 X-0 .96 1 ，相关

系数分别 为 fH c L.的 =0.993 ， fSR _l= 0.996。

1 2 ~ .1 :; (j 7 8 9 I Ù I 1 12 1:1 1.1 

图 1 不同 UV wJ量所载 ESS 的碱电泳图谱
(SR-l ) 

UV Jfu监分别为 5 UL 2 , 3) , 10 (-fL ,1 , 5) , 
20 ( 子L 6 , 7 ) , 4 0( 子L 8 , 9) , 60 <=ìL 10 , 11 ) , 80 
(礼 12 ， 13) Jm- 2 。 其中 .fL 3, 5, 7 , 9 , 11 , 13 加
EndoV 处理， 余为不加酶对照。孔 1 ， 14 为分子R标
准物 ， 从上到下依次为 T 4DNA 060 kb ) ， λDNA 

('18 . 5 k b ) ， λDNAjHind l[片段 (2 3 . 1 3 ， 9 . 42 , 6.56 , 

4. 36 , 2 . 32 , 2. 03 kb ) 

2 . 人细胞株 (HeLa-S 3 和 HEL-9 1 02 ) 对

因S 的切除修复 HeLa-S 3 和 HEL-9102 细胞

经 10 Jm - 2 照射， 初始损 伤 位 点 相同 ， 为

0.0547 土 0.0087 ESS/胁。照后分别给予 4、 8 、

24 小时保温修复 ， HeLa-S 3 细胞表现出良好

的切除修复能力(图 2-A ) 。照后 4 、 8 、 24 小时

的修复率分别为 3 1. 9 % 、 6 1. 8% 、 79 . 5% 。其

中以照后 8h 内的修复最.快，占 24 小时总修

复量的 77.7 % ， 在以后的 16 小时内修复速率

速渐减弱 ， 呈明显 的 快慢两相修复过程。
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修 '反 川 .t liíl U1 ) 
l!:ndo V 

() ￥、 • 21 差别不显著。

A 

4 i 

B 

回 2 HeLa-S 3 和 SR-l 细胞移除 ESS 的

碱电泳图谱
A. HcLa-S 3, ß . SR- l 

HEL-9102 细 胞的修复能力略低于 HeLa-S 3 

细胞， 10 Jm- 2 照后 4 、 8 、 24 小时的修复率分别

为 20.9 % 、 46 . 7% 、 72% 0 t 测验各修·复组

P 值均大于 0.05 ， 表明两株细胞的修复 水平

修复 B J JiïJ (h) 

巳 nclo V 
一。 +

3. 啃齿动物细胞株(SR-l ， CHO-Y 1)对

ESS 的切除修复: 10 Jm - 2UV !照射在 JI内齿动物

细胞 51 il] 0.04 17 士 0 .006 8 ESSjkb。给予相同

的保温修复条件， SR-1 细胞 4 、 8 、 24 小时的

修复率分别为 18.5 % 、 29.2 % 、 5 1. 7 %0 {~ 

复过程亦表现快慢间相 ， JKiJβ8 小 II~ 内修复:YÌ

1524 小时，12.修复11: 1' 1甘 56.5 %(图 2 B) o CHO

Y1 细胞 的 8 和 24 小 IH 修复率分别为 3 1. 6%

和 148.9 % ， 与 SR-1 细胞近阳。可以看出，两

株lIiL~ 齿动物细胞的修复水平均低于人细胞 ， 24 

小时，也、修复量约为人细胞恒Ij j~J修复恒的三分之

二。 t 测验人细胞与 11山 齿动物细胞各修复组 p

值均小于 0.05 ， 哀 l归两个种j禹修复水平差别

显著。

4 . HL-60 细胞对 ESS 的切除修复 HL-

60 细胞具有独特的修主运特征。 由于 HL-60 细

胞是悬浮 在 PBS 叶 1 接受照射 ， 因此给予

20 Jm - 2UV 照射产生的 ESS 数 (0.057 ESSj 

kb ) 与上述三株人细胞接受 1 0 Jm -zUV 所产生

的 ESS 数近似。!照后经 4 、 8 、 24 小时保植修

复，细胞的 DNA 修 复二年分别 )J 1 1. 8% 、

36 .5 % 、 55.9 %(1组 3 )，明显低于前述两书长人

细胞，而与 H由齿动物细胞的修挝率近似。 同时

在电泳图谱上还可以观察到 HL-60 细胞在 修

复过程中有明显的 DNA 降解，此|保解;现象不E

UV 照后 2 小时民Il已出 砚， 随{呆温|时间延长 ，

斗_ _ 8 十 24 牛- - 一 - ~ 

回 3 HL-60 细胞移除 ESS 的碱电泳困谱

(修复时间为 0 、 4 、 8 、 24 小时.)
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图 4 HeLa-S 3 和 HL-60 细胞移除 ESS 的激光扫描回避

降解程度加茧，从电泳图谱上可见降解的

DNA 小于 9 kb ， 在激光扫描图谱 上， 这一区

域呈现一个相当大的峰(图 4 )。此降解现象在

上述四种细胞株中均未见到， 但同一现象曾见

于人外周血淋巴细胞。

上述结果总结于表 1 和图 5 。

表 1 五株哺乳动物细胞对 ESS 的切除修复

细胞株
修复率 I % ~ 

4h 8h 24 h 

HeLa-S 3 31.9 61 .8 79.5 
HEL-9102 20 .9 46. 7 72 
HL-60 11.8 36.5 55 .9 
SR-l • < 18.5 29. 2 r' , 51.7 
CHO-Y 1 31 . 6 48. 9 
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讨 论

水文应用 EndoV 和碱电泳法观察了五株

哺乳动物细胞对咱览二聚体的切除修复。在同

等照射剂量下，啃齿动物细胞的初始损伤位点

少于人细胞。由于略览二聚 体是在同一条

DNA 1\连上两相邻 1密吭碱基之间形成的，故此

初始损伤位点的差异反映了种属间 DNA碱基

排列顺序的差异， 尽管瞄齿动物细胞的初始损

伤轻于人细胞， 但其修复水平亦低于人细胞，

表明咄齿动物细胞在进化中获得的对 PD 的切

除修复能力低于人细胞。

本文首次观察到 HL-60 细胞特殊的 UV

辐射反应， 发现其对 PD 的切除修复水平低于

其他两株人细胞而与陆齿动物细胞的修复水平

近似。同时由于碱电泳的直观性，我们还观察

到 HL-6 0 细胞具有外周血淋巴细胞样对 UV

的降解反应。对 HL-60 细胞的上述特性，目前

还难以解释。

文献报告的 CHO 细胞在 4.6 Jm- 2 照射剂

量下 24 小时修复率不到 20 %[町，此结果是用

碱性藤糖密度梯度离心测定单链断裂获得的。

由于本实验所测定的原初损伤位点与国外文献

榈近， 表明方法本身的系统误差不大， 同时本
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实验有直观的电泳图谱及扫描图谱，可看出修

复率明显大于 25 %。因此两个实验室测定的

修复率的差异，可能反映了不同细胞亚株间修

复能力的差异。

在电泳图谱及扫描图谱中，可看到未加

EndoV 的对照组在凝胶前沿约 1 kb 处有一个

明显的 EB 染色区，如果在电泳前先用 RNAase

短暂处理样品， 该峰即消失， 表明此染色区为

残存 RNA。经 EndoV 处理后的样品 中该峰亦

消失， 说明在我们的 EndoV 制品中含有 RNA

酶活力。

本文应用碱电泳法测定 EndoV 引起的单

链断裂， 与经典的碱性煎糖密度梯度离心和碱

洗脱方法比较， 其特点在于(1)不需同位素标

记细胞 DNA，从而可用于测定直接取自人体

!实验技术 ;

的细胞标本 J (2) 直观性好，损伤及修复程度

在电泳图谱上清晰可见，加以激光扫描更可直

接吾yiJ DNA 分子分布的改变 ; (3 ) 可定量测

定，从而能获得有关损伤程度的最直接参数。

因此本法值得推广应用。
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肥大细胞与肺成纤维细胞共育方法*

郑晖钱仲笨

(湖南医科大学病理学教研室 长沙 410078) 

近年来，肥大细胞 (mast cell , MC) 对成

纤维细胞生长的影响受到人们的关注(1 1 0 MC 

与成纤维细胞共育方法为研究其影响的重要手

段。我们取腹院 MC与同源动物肺成纤维细胞

( lu ng fibroblast , LFB) 共育 ， 观察 MC 对

LFB 生长的影响，方法基本稳定，国内尚未见

报道。现介绍如下。

材料与方法

-、 动物

成年 Wistar 大鼠和出生不超过 1 天 的 Wistar 乳

鼠(本校动物中心提供) • 

二、 试剂及配制

1 . RPMI-1640 细胞 培养 液: RPMI-1640( 罔木

日水市u药株式会社〉含 15%小牛血 洁， 1 x 10 5U/L 青

霉素， 100 mg/L 链每索，用 7 . 4 % NaHC03 调 pH

至 7 . 4 士 0 . 1 0

2 . 肢蛋白酶(七海进口分装 ) ， 用 D-Hank's液配

成 0 . 25%(原代培养用)和 0 . 05% ( 传代用)溶液。
3 . 无 Cal+， Mgl啡 Tyrode's 液 。

4 . 肥大细胞分离液 s取比重 1. 120 的 40 % Ficoll 

液， 用比重为 1 . 077 的淋巴细胞分离液(均为上 海试

剂二厂产品)调整其比重至1.080。

三、方法

1. .腔 MC 分离纯化 参照吴谦介绍的方法问。

· 国家 自然科学基金资助课题。
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