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PROTECfION OF GLUTATHIONE AGAINST ENDOTIlELIAL 
APOPTC郑IS INDUCED BY SODIUM ARSENITE 

XIAO Nan LIU Ren TJAN Kun Lun DIAO You Fang WM币2咀 Wen

(Rωmπh lnstitute of Surg町，Thping I如户tal , the Third Military Medical University Chang qing 40∞42) 

ABS1RAcr 
In ord巳z ωstudy the prot优tive effect of glutathione(GSH) on endothelial apoptasis , the endothelial cells strain E)αT-304 

wasα:x:ultured in vitro with 40 ,80 and 160 问nollL sodium arsenite( Ars) alone and with 50 阳ollL GSH res阿6四ly.
Twen勾rfour hours after 叫t町， end。由elial apoptosis , ICAM-l 四pression and oxidative state were detennir黯d by flow cytcxn
etry. τbe results showed that Ars in口创反对 endothelial apoptasis with d倒也pendent rnaru町，叩E嗯血时 lCAM-l expres
sion and suppres民d the oxidativl巳 state.GSH d回回况d 由巴巴ndothelial apoptosis induced by 80 and 160 阴阳llL Ars by 30. 
2% and 52.1 % ， res阳tively ， and down-r嗯ùated JCAM- 1 四pression . As for apoptosis and lCAM-1 expr臼sion at 40 闪而11

L Ars, GSH did ∞t show significant effects. GSH ∞uld also pr岱缸ve the 0泪dative stat怠 ， which was more potent in 由at in
duced by 40μM Ars.We ∞ncl叫ed that GSH ∞uldpro阳t the endothelial apoptasis induced by Ars, and trus may 路即iate
with down-r喀ulation of lCAM-l 四presslon.

Key wo时S: Endo也elial cells A阴>ptosis Glutathione 

多色荧光原位杂交对昆明山海棠和丙烯酷股

诱发微核染色体组成的研究

杨明杰曹佳

(第三军医大学预防医学系分子毒理实验室重庆 40∞38) 

前期我室报道了使用小鼠次要卫星 DNA

探针荧光原位杂交和 C阻ST染色对昆明山海

棠和丙烯眈胶诱发微核的着丝粒组成比例的研

究[13] ，这两种方法虽然可以较好地了解微核

(micronuclei) 的组成情况，但却无法提供微核

染色体断片组成的信息 ，为此，我们采用更为精

确的着丝粒和端粒 DNA 探针多色荧光原位杂

交(Multi∞lor f1uorescen t in situ h ybridization , 
多色 FISH)技术，深入研究了昆明山海棠和丙

烯酌胶诱发小鼠 N田 3τ3 细胞微核的着丝粒

和端粒组成比例，以了解微核的染色体组成，进

而了解这两种化合物的遗传毒性。

材料和 方法

1.曼试化合物

昆明山海棠 [Tri岁的客ium hyj略laucum ( Level ) 

本文 1999 年 1 月 28 日收到 ， 6 月 29 日接受。
本课题由国家自然科学基金资助(基金编号

39400114 ) 。
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Hutch ， THH]购自云南省医药公司，水抽提物按汪旭

等[3 )的方法制备，所得抽提液浓度按 2g生药lnù 计，拍
干得率为 4 . 5 % 。 丙烯酸胶 (Acrylarr咀de ， AA) ，染色体

断裂剂阳性对照毒剂丝裂霉素 C (Mitc盯lycin C , 

MMC) ，非整倍体阳性对照毒剂秋水仙素(Coldúcine , 

∞iL) ，均购自 Sigma公司 。

2. 细胞培养及受试物处理

NIH 3T3小鼠成纤维细胞株按 M山er[4 )方法培养，

加受试物后继续培养 22 小时收获细胞。

3 . 制片

中期相染色体制片按常规方法进行，微核检测制

片，用 - 20'C 预冷的固定液(甲醇:冰醋酸 = 8 : 1)于

一 20'C固定收获细胞，滴片后，用 0 . 5周lnù 蛋白酶 K

处理 10 分钟，室温干燥后 -20'C保存备用 。

4. 探针制备

通过扩增含小鼠次要卫星 DNA 片段质粒 pRP855

(加拿大 York 大学 Pear hnann 教授惠赠) ，酶切，回收

和纯化 DNA 目的片段，制备小鼠次要卫星 DNA 探针，

并用随机引物法生物素标记。 通过合成小鼠端粒重复

序列(1Tk∞G)s 和 (α::crAA)s ，用 Ijdo[S ) 的方法

PCR扩增并延长端粒 DNA序列，制备端粒 DNA探针 ，

并用随机引物法地高辛标记(标记试剂盒均购自宝灵

曼公司) 。

5. 多色 FISH

按Schri凹er-schwernmer[6)方法进行。 FISH 后着

丝粒DNA探针用 Cy3 链霉抗生物蛋白(红色荧光，Sig

m公司)检测，端粒 DNA 探针用 FITC 地高辛检测系

统(黄色荧光，宝灵曼公司)进行 2 -3 轮信号放大并检

测，用 0 . 5周lnù H阻hst 33258 配染(蓝色荧光 ， Sigma

公司) 。

6. 镜捡和记录

各组杂交玻片均观察 30∞个细胞，计数含微核

数，并记录微核的着丝粒和端粒杂交信号数目及组成。

将微核按端粒和着丝粒信号有无分为CoTo 、 CoTn 和

CnTn 三型进行统计分析(CoTo 表示微核无任何杂交信
号，代表微核由不含端粒的染色体断片组成;CoTn 表
示微核只有端位信号，代表微核由含端粒的染色体断

片组成;CnTn 表示微核既有端粒信号又有着丝粒信

号，代表微核由整条染色体组成)。 另外 ， 进一步将

CoTn 和 CnTn 型微核按端粒和着丝粒信号数目归类细
列如表 1 。

结果

1.探针特异性的检测

用 N田 3τ3 细胞染色体滴片，多色 FISH

后，观察 5 个染色体数为 40 的中期相染色体上

着丝粒和端粒的杂交信号分布，验证探针特异

性。 结果除 Y 染色体外所有染色体着丝粒都

可观察到两个并排的着丝粒 DNA 探针杂交信

号。 71 . 8% 的染色体端粒部位可观察到端粒

DNA探针杂交信号，各染色体上的端粒杂交信

号数目不等，这一结果与 Miller[ 4] 的结果类似。

说明两种探针均具有较好的特异性。

2. 对微核的多色 FISH 结果

从表 1 可以看出，阳性对照和受试化合物

诱导的微核率均显著高于溶剂对照微核率 (P

<0 . 01 ， χ2 检验) 。 典型断裂剂如1MC诱导的

微核，78 . 6%元着丝粒信号，但 59 . 8%含有端

粒信号，说明民1MC 主要是诱导产生染色体断

片，表现出较强的断裂剂效应。 典型非整倍体

毒剂 COL 诱导的微核 ， 74.5% 含有着丝粒信

号，且很大部分含 2个或 2个以上着丝粒信号，

说明∞L主要诱导产生整条染色体丢失，表现

出较强的非整倍体毒性。 上述两个典型毒剂的

表 1 各化合物诱导的微核率及不同杂交信号类型微核构成百分比

化合物 剂量 微核数千分率 CoTo CoTn 
端粒信号数

CnTn 
着丝粒信号数

1-2 3-4 >4 1 2 >2 
溶剂对照 29 9. 7 20. 7 34. 5 24 . 1 6.9 3.4 44 .8 31. 0 13.8 0 .0 
αJL 0 . 1μg/nù 165 55.0 6. 1 19. 4 10. 9 6.1 2 .4 74 .5 31. 5 34.5 8 .5 
MMC 0 . 1μg/nù 117 39 .0 18.8 59.8 29 . 1 24.8 6.0 21. 4 12.8 7.7 0 .9 
τZ近1 5μl/nù 82 27 .3 7.3 22. 0 11. 0 8. 5 2 .5 70 .7 48. 8 20.7 1. 2 

10μl/nù 114 38 .0 7.0 23 . 7 17. 5 5 .3 0.9 69 .3 48 . 2 18 .4 2.6 
20μlInù 112 37 . 3 16. 1 34. 8 24 . 1 10.7 0 .0 49 . 1 24 . 1 14.3 10.7 

AA 1∞μg/nù 54 18.0 7. 4 44 . 4 25 .911.1 7. 4 48 . 1 24 . 1 20.4 10.7 
2∞μg/nù 86 28.7 9.3 33. 7 17. 4 11. 6 4.7 57 .0 34. 9 19.8 2.3 
4∞μg/nù 123 41. 0 8. 1 26. 0 15.4 8. 1 2 . 4 65 .9 37. 4 26 .8 1. 6 
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结果表明本研究的方法能较好地辨别微核的染

色体组成，判断诱导微核的化合物是否有断裂

剂毒性或非整倍体毒性。

THH 在 5、 10μ1Iml 两个剂量水平诱导的

微核约 70%含有着丝粒信号，其中部分含有 2

个或 2 个以上着丝粒信号，表明这两个剂量水

平T四T诱导的微核主要由整条染色体组成，

此时表现出明显的非整倍体毒性效应。 20μ11

mlTHH诱导的微核率与 5， 10μlIml 相比反而

下降，且无着丝粒信号微核所占百分比增加，说

明剂量较高时，不仅 T四f 的细胞毒作用抑制

细胞分裂而使微核形成率下降，而且诱导的微

核半数由染色体断片组成，即高剂时 T四f 还

有一定的断裂剂效应。

AA诱导的微核率有非常显著的剂量反应

关系 (P<0 . 01. 线性相关分析，相关系数为

0 .9929)。且随剂量增加 . AA 诱导的含着丝粒

信号微核所占百分比增大(从 48 . 1 % 增至

65.9% ) 。提示 AA既是一种断裂剂又具有非整

倍体毒性，高剂量时非整倍体毒性表现更明显。

讨 t 论

用着丝粒和端粒 DNA 探针多色 FISH 进

行微核分析，是近年来发展起来的新技术，通过

检测微核中着丝粒和端粒的存在情况，判断微

核的染色体组成，诱导微核形成的诱变因子的

遗传毒性。与单纯依靠检测微核中的着丝粒的

方法(如单纯着丝粒 DNA 探针 FIS日和

C阻ST染色)相比，多色 FISH 可提供更多关

于微核染色体组成的信息，因而更为精确可靠。

目前，检测小鼠着丝粒的 DNA 探针有小

鼠主要卫星 DNA探针[The mouse major (garn

ma)satellite DNA probeJ和次要卫星 DNA探针

(The mouse minor 臼tellite DNA probe)两种，均

可检测除 Y 染色体外的着丝粒。 因次要卫星

探针的互补配对区在着丝粒中心区，检测结果

较主要卫星探针可靠，故有研究认为次要卫星

探针更适于微核检测[6] 。 本研究使用我室自

备的次要卫星探针，验证结果证明具有较好的

特异性，且杂交信号明亮、清晰。 检测小鼠端粒

的 DNA探针一般为(TTA:∞G)六核昔酸串联

重复序列。 由于小鼠端粒 DNA序列长度变化

于 20 - 200kb 之间，所以用端粒探针进行 FISH

后，有较长序列的端粒杂交信号较为明亮，而较

短序列的端粒杂交信号较弱甚至观察不到杂交

信号。 Miller[ 4 ] 等在同类研究中使用的端粒

DNA探针一般只能检测出约 70 % 的端粒。我

们自备的端粒DNA探针可检测出 71.8% 的端

粒。

T阻f是一种云南特产中药，临床上主要用

于治疗风湿性关节炎等自身免疫性疾病。 汪旭

等发现 THH 可能有非整倍体毒性[3] ，我室前
期研究[1]也发现，该药能损伤着丝粒蛋白的结

构和功能，它诱导的微核着丝粒信号阳性率高

达 68.4% 。 本研究使用精确的多色 FISH. 结

果显示较低剂量 THH 诱导的微核中 .70% 源

于整条染色体，且约 20%可能由两条或两条以

上染色体组成。 表明 THH 的确具有较强非整

倍体毒体。 而剂量较高时.T阻f 也可能具有潜

在断裂剂毒性。可见 T四f 既有非整倍体效应

又有断裂剂效应，建议临床用药时要充分考虑

其遗传毒性。

AA 是一种工业絮凝剂，广泛用于饮水净

化和污水处理等行业，也是实验室常用电泳材

料。 早先报道认为 AA 仅是一种染色体断裂

剂，近来研究发现 AA 也有非整倍体毒性。 我

室前期的研究发现.AA 诱导的微核着丝粒信

号阳性率可达 71 .6%.既可诱导小鼠骨髓细胞

染色体结构畸变，又可诱导非整倍体形成，并且

后者效应更明显[2] 0 Schriever-schwemmer 

等[7]报道， AA诱导的小鼠骨髓细胞微核次要

卫星探针 FISH 信号阳性率为 29% ，杂交信号

阳性微核率是对照的三倍，表明 AA 既是一种

断裂剂又有潜在非整倍体毒性。本研究多色

FISH 研究结果显示，AA诱导的微核率有显著

剂量反应关系，同时由整条染色体组成的微核

所占百分比随剂量增加而增大(从 48 .5%增至

65 . 9%) 。支持 AA 既有断裂剂毒性也有非整倍
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体毒'性，并且高剂量时非整倍体毒性表现更明

显。

本研究条件下， 由于 Y染色体着丝粒和部

分端粒不能被检测出，因而在准确判断组成微

核的染色体或染色体断片数目等方面还存在局

限。但与单纯检测着丝粒信号有元的方法(如

单纯着丝粒探针 FISH 和 C阻ST 染色)相比，

着丝粒和端粒 DNA 探针多色 FISH 提供的信

息更全面，尤其在需要深入了解微核的染色体

组成时，多色 FISH 无疑是一较好的方法。 并

且随探针、杂交方法和检测手段的改进，这一方

法将会更加完善。

摘要

采用着丝粒和端粒 DNA 探针多色荧光原

位杂交，分析了昆明山海棠和丙烯酷胶诱导的

N旧 3τ3 细胞微核的染色体组成。 结果表明，

昆明山海棠和丙烯酷胶诱导的由整条染色体组

成的微核分别可达 70 . 7%和 65.9% ，提示昆明

山海棠和丙烯眈胶均有较强的非整倍体毒性。

关键词:多色荧光原位杂交微核 昆明

山海棠丙烯酷股非整倍体毒剂
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