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辐射所致 的 ON A碱基损伤和 它的修复

一在癌变中的意义及血清学检测方法

中国预 防医 学科 学院病毒学研 究所 官 宜彬综述

北 京 放 射 医 学 研 究 所 夏寿 莹 审

一
、

碱基损伤和修复与细胞恶性

转化的关系

D N A 可被环境因索 ( 包括物理 及化学

因素 ) 所损伤
,

正常细胞的修复机能可将其

修复
。

但当环境因素的数量异常增加
,

或细

胞的修复机制有缺陷时
,

则 可 能 在 D N A复

制模板上存留着一些致死性
、

致突性或致癌

性损伤
,

影响了细胞的正常增殖和分化
。

受 X 线照射过的哺乳类细胞
,

可出现两

种类型的 D N A 损伤
,

一种 是 与细胞杀伤相

关的损伤
; 另一种是 与突变及致癌性恶性转

化相关的损伤
。

目前认为 X 线诱 导的致死性

损伤与致癌性损伤的类型及其修复过程都不

相同〔 1 〕。

例如
:

正常细胞经 X 线 照射后都

有一个潜在性致死损伤恢复期
。

在此期中
,

l o T I / 2小 鼠胚胎成纤维细胞 的 存 活曲线在

恢复期最初 3小时下降
,

以后维持在低的水

平
,

而细胞转化率则在恢复期开始时就增加
,

3 ~ 4 小时达高峰
,

然后下降
。

异常细胞
,

如遗传性毛细血管扩张性运动失调患者的细

胞
,

其缺陷是缺乏修复致死性损伤的过程
,

所以在体外对 X 线的杀伤作用极 为敏感
,

而

对致突变作用 的敏感性却很低
,

说明此两类

型的损伤和修复过程是不同的
。

又如遗传性

视网膜胚细胞瘤患 首
,

其缺陷是与修复致突

变性和致转化性损伤相关
,

而与致死性损伤

的修复无关
,

所以对 X 线杀伤作用的修复
一

与

正常人细胞无明显旅别
,

而对致突变作用敏

感
。

这种病人在临床入线治疗后
,

照射野中

常发生肿瘤 ( 间叶来源的 )
。

近些年来
,

一些学者根据化学致癌剂 和

辐射线都是致突剂
,

以及在最终导致细胞恶

性转化的多阶段过程中
,

D N A 损 伤是起如

事件 的理论
,

建立 丁人类二倍体成纤维细胞

突变率〔卜
4〕及转化率 〔”一 “ 〕的定量分析方法

,

用以研究物理及化学因素诱发肿瘤的机制
。

学者们大都采用修复机制完整的正常人细胞

与修复机制有缺陷的细胞
,

比较其切除由紫

外线 ( U V ) 或化学致癌剂所引起的致死性
、



致突性
、

致转化性碱基损伤的能力
,

以研究

D N A 损伤及修复在致突及转化 过 程中的作

用〔` , 7一 ’ 。〕 。

其依据是
:

如 果 D N A 是靶子

且碱基损伤是关键的话
,

则无修复能力
,

或

修复缓慢的细胞将是恶性转 化 高危 险性细

胞
。

切除修复功能有缺陷的遗传性着色性
二
!
二

皮病病人细胞对 U V异常敏感
,

要 达到相同

程度的杀伤
、

致突和转化本时
,

正常戍纤维

细胞需要照射比它高 8 一 1 0倍的剂量
。

正常

细胞修复损伤需要一定的时间
,

例如细胞接

触致癌因素的时问越靠近 S 期
,

突
2

芝率就越

高
,

远离 S 期 突 变 率就低 〔” , ’ 。〕 ,

说明正常

细胞的致突率与 S 期前面这段时间的长度呈

负相关
,

这是因为容许进行修复的时间越短扩
-

则存留在 D N 八模板上的损伤 就 越 多之故
。

遗传性着色性
一

1
二

皮病细胞缺乏修复能力
,

所

以这段时间的长短对突变率无影响
。

因此
,

M c C or m i c k 〔 ’ 2〕认为正常细胞照后出现的突

变和转化作用
,

是由于 D N A 在 含有致突性

或转化性损伤碱基的模板上进行半保留合成

的结果
,

而不是由于细胞的切除修复过程错

误所致
,

,

因正常细胞的切除修复过程本身是

无错误的
。

其它一些资料也说明碱基损伤和修复与

致癌作用的关系
。

例如
,

某种鱼类甲状腺经

U V照射后产生的胸腺哦陡二 聚体可引起肿

瘤
,

由于修复功能切除了这种二聚体
,

则肿瘤

率明显降低
。
廷一N Q O ( 廷

一 N i t r 。 q u i n 。 l i n 。 -

1一 O ix d e
) 加合物的切除 与小 鼠 3 T 3细胞的

恶性转化率降低直接相关
。

综上所述
,

研究环境 因 素对 D N A 碱辞

的损伤
,

追踪其修复过程
,

对了解细胞恶性

转化的机理具有重要意义
。

在研究致癌工作中的观察指标
,

有采用

突变率也有用转化率表示
,

这是由于突变与

转化的关系密切
,

两 者 具 有 一些共同点
:

( 1) 有表达期
; ( 2 )与诱变剂量呈正相关

;

( 3 ) 强致突剂通常也是强致癌原
; ( 4 ) 修复

功能有缺陷的细胞
,

转化及致突两种百分数

都高
; ( 5 )取决于细胞周期

。

因此
,
M c C 。 -

r m i c k 〔’ “ 〕相信在细胞的恶性 转 化 过程 中
,

可能包括一个以上的突变
。

二
、

损伤碱基的血清学检测方法

建立损伤碱基的检测方法
,

对研究损伤

修复的动态过程及其生物学意义是不可缺少

的
。

化学分析技术存在许多困难
,

血清学方

法不但可以克服这些困难
,

而且还具有其独

特的优点
。

例如
:

高度特异性
、

敏感性
;
无

需分离纯化就可鉴别密切相关的化合物 ; 无

需水解即可对低产额物质进行定量
;

.

血清学

方法不取决于抗原的化学性质
,

因此可广泛

地应用
。

L i。 b e s k i n d 等 ( 1 9 7 4年 ) 和 B a s e s 等

( 1 9 7 6年 ) 曾根据核昔抗体仅与单链但不与

双链 D N A 起反应的特性
,

鉴定同步化及 X 线

照射过的细胞群体及其核内单链 区的长短
。

S e a m a n
等 ( 1 9了2年 )用放射 免疫分析法研究

U V损伤的修复
。

也有人用 免 疫组织化学染

色法作胸腺略吮二聚体的 细 胞内定位〔’ “〕及

细胞原位检测孙。 等
。

还有 其它 方 面 的 应

用
。

本文以紫外线照射诱生 的胸腺啼吮二聚

体及丫线引起的经甲基脱氧尿 哦吮的血清学

检测方法为实例
,

说明血清学方法在检测辐

射损伤碱基的可行性
。

(一 )用血清学方法测定胸腺啥吮二聚体

紫外线照射可使细胞发生各种损伤
,

在

大剂量照射下
,

细胞 D N A 中两 个 相邻的嗜

咤藉化学键以环丁烷形式结合起来形成二聚

体
,

尤其是胸腺喻咤更易形成
。

因此
,

紫外

线照射后
,

儿乎唯一形成胸腺嗜吮二聚体
,

且产额相当高
,

这有利于用血清学方法进行

测定
。

二聚体形成的后果就是碱基失活和突

变
,

阻断了D N A 的复制
,

这 也 是紫外线之

所以能杀菌和致突的原因
。

着色性干皮病患

者细胞切除修复损伤碱基的功能有缺陷
,

患

者皮肤对阳光过敏
,

多数病人在照射区发生

癌前 的皮肤光化角化症
,

随后发生不同细胞



来源的肿瘤
。

曾通过测定 D N八上 二聚体数

量的方法
、

研究细胞进行光反应修复或切除

修复的能力
。

已报道的测定方法有
:

放 射 免 疫分析

法 〔1 5,
`的 ,

微量酶联 免 疫 吸 附法 ( E L IS -

A ) 〔 ,了〕 ,

亲和素
一
生物素复 合 物酶联免疫吸

附法 ( A B C 一 E L IS A ) 〔 , 8〕以及原位免 疫 学方

法 ( 包括放射 自显影及免疫荧光法 ) 〔’ “ 〕。

L e i p ol d等〔` 7〕介男用 微 量 E L IS A法检

测胸腺嗜咤二聚体
,

其原理与放射免疫法的

竞争抑制相仿
,

其不同处 是将标准抗原预先

固相化于微量反应板孔 中
,

并 以酶标第二抗

体代替同位素标 记的标准抗原
,

避免 了同位

素法中存在的麻烦
。

实验结 呆表 lyj
,

U V照

射过的 ds D N A 和 s s D N A两者的竞争曲线坡

度相似
,

说明抗体能识别它们的共同抗原决

定簇
。

但未照射 的 d s D N 、和 s s D N A
,

以

及照射或未照射的小牛肝 R N 八都 无 竟争抑

制作用
。

用 1 一 l o 5

J/ m Z

范围内各种剂量 U V

照射
,

结果表明其抑制作用与剂量的对数 笔

直线关系
。

此法可测出的 D N A 损 伤 程度相

当小
,

如 1 n g 的经 高剂量照射过的 D N A
,

或

8随经 2
.

5 J/ m
2

如此低 klJ 量照 射过 的D N A 损

伤量
。

说明此微量 E L IS 人法在 追 踪观察组

织损伤及修复方面是一种有用的工具
。

该作

者还采用 A B C加 E L IS 八来测定 〔 ’ “〕 ,

其敏感

性比单独 E L I S A 法高 8子音
。

例女11
,

)月s o J八, ; 2

的剂量照射
,

A B C 一E L I S 八 法可记录到 5 。%

的抑制
,

而单独 E L IS A 法要达到同一 水平

的竞争抑制
,

贝lJ需用 4 Qo J /
I n :

的剂星进行照

射
。

C 二 n c l i s i曾报道用原位免 疫 幸 方法测

定胸腺心健二聚体〔 , “ 〕。

将特 异 性抗体与照

射过的细胞核相结 合
,

当抗体用放射性 !
I

J位

索标记者
,

可用放射自显影法观察
,

若用荧

光素标记者
,

则用荧光显微镜观察
。

也可采

用免疫酶标法检查细胞核或染 色体中的二聚

体
,

它优于荧光法
,

用普通显微镜 即可观察
,

颜色也不易消退
。

用荧光素标 记第二杭体的

方法
,

可测 出的损伤水平是 l o J / m
“
的剂量

。

但用荧光法作定量比较困难
。

用放射白显影

法可测出三J/’ m “
的剂量 照射所引起的损伤

。

假定每一个基因组中有 6 x l o “

个碱墓对
,

_

且

每 l o J/ m
“
的照 射 产 生 0

.

04 % 二聚体
,

则可

算出每一 基 因 组 甲 可形成 l 。“
一 阳

乏

个 三二聚

体
。

小寡核背酸 ( 含二个或三个碱习: )
,
护的

二聚体
,

或二个胸腺喃咤碱基之间所形成的

二聚体与坑血清的结合效呆较差
,

甚至 一
点

也不结合
。

单链 D N 八中的二聚体 似 乎比天

然 D N A
`
}
,

的更易与杭体 接 触
。

制备物甲的

D N 八不论是单链的还是天然 形 式的
,

都不

会彩响实验结果
。

(二 )用血清学方法测定经甲基脱氧尿营

M y e r等 ( 1 9 6 5年 ) 已 确 证 5一径中华尿
{,峦咬 ( 5一 H y d : o 、 , 工;、。 t h y l u ,

一

a e i i
,

H M U )

笼胸腺 l密陡的 辐 射 产 物
。

几年前
,

L e w 比

等〔 , ” 〕曾以 5一经甲基尿哦 陡 核营 ( 艺一 H 少d l
,

-

o 、
*

,

, ,: 。 t l , y l u r i d i n e ,
H M U r d ) 与牛

一

血清白

蛋白共价结合作为免疫原
,

制备了特异性抗

血清
,

并采用噬菌体中和分析法
,

建立了胸

腺喃咤核昔的辐射产物—
忍一经甲墓脱氧尿

嗜咙核 昔 ( : 一 H y 、 1
1
一

o x y n l e t l , y l d e ` ) x y L̀ r i d -

i n e ,

H M d U r d ) 的 .llj] 清学测定及定 重方法
,

表明此法是高度敏感和特异的
。

噬菌体中和

分析法的原理是
:

将标准抗原 5一 H M U r d共

价结合于活的
、

完整 的 T
`

噬菌体 外 壳 蛋白

上
,

当噬菌体上 的 5一 H M U 与特异性抗体作

用时
,

抑 制
’

J
’

琼脂层上噬菌斑的形成
。

杆品

中的杭原 可与噬菌体上 的相 1可抗原竞争与抗

体的结合
,

从抑制噬菌斑形成的数量可反映

出祥品
l
一

卜的抗原量
。

观察终点是噬菌斑计数
,

简单易行
。

此法在存在 s m M 胸营的 条件下
,

可荻i出 3卜: ;二 0 l e 的 5一上I入诬U r d
。

瑕足 H M U r d

和 H M d U r d与抗体反应的 G 值都是 0
.

肠
,

则

可估算出经丫线照射过的胸昔及 D N A 中所形

成的 5一 H M d U : d数量
。

假定抗体与 D N A上

H M U半分子的反应与单核普酸者相同
,

则

可推算出方法的可测水平是每 3 x 1 o “

道尔顿



D N A中 1个核昔酸的量
。

氛过氧化甲基尿啥咤 ( H yd r “
P e

r “ xy -

m et h yl ur a c i z
,

H p M U ) 是 一 种很相关的

形式
,

也是由辐射产生
。

虽然在半抗原抑制

分析试验中
,

它不稳定
,

而且不能测定它原

来的形式
,

但若是将它转变成为胸腺嗒吮辐

射产物总产率中的一部份
,

就可进行测定
。

其法是在高 p H时加热
,

或用亚铁 阳 离子氧

化
,

使 H P M U转变成 H M U
。

照 射 过 的胸

营在 p H g 时加热
,

其产物可增加 三倍
,

G

值从 0
.

05 增至 0
.

1 5
。

加热使不稳定性产物转

变成为能与抗体反应的产物
,

从而增加了与

抗体的反应数值
。

这说明此种 抗体 能 识别

H PM U与 H M U
。

此外
,

应说明的是 5一 H M
-

d U r d单独加热并不增加产额
,

G 值不变
,

表

明照射过的 D N A 样品
,

在测定 前 需要进行

的热变性过程
,

并不会影响羚甲荃产物的数

量
。

(三 )其它形式的 D N A损伤

致突剂和致癌剂常诱发的其它类型碱基

改变
,

如烷基取代
、

直接结合或以活化形式

与 D N A结合等
。

为了研究这些 损 伤碱基的

命运
,

也可以应用识别这些结构的特异性抗

林来测定
。

有些致突剂对 D N A 的 影响超过

一种碱基以上
,

甚至改变了某特定碱基上的

不同原子
,

在这种情况下不推荐直接用致突

剂处理过的 D N A来免疫动物制备 抗体
,

但

可用明确 已改变的核昔作为免疫原
。

至今
,

已制备出识别各种正常核昔的抗体和异常核

昔的抗体
。

例如
,

G o t h ( 2 9 7 4年 ) 已证明

用 乙基亚硝基脉 (
e t h y l n i t r o s o u r e a ,

E N -

U ) 处理 D N A可诱生 O
“一乙基鸟昔 ( O

“ 一 e t -

h川 g u a

on
s i n 。 )

,

这种损伤的碱墓 在 神经

组织中不易修复
,

并且能形成特异性肿瘤
。

H a z e l等〔 2 “ 〕用此种 O
日一乙基鸟昔制备了具有

高度特异性的抗体
,

与鸟昔 ( N
7一乙基鸟昔

或 1一甲基鸟昔 ) 无交叉反应
。

进行半抗原抑

制分析表明
,

此法有可能用作致癌剂的鉴定
。

最近
,

U m b e n h a u e r
等〔 2 ,〕在放射 免 疫 分

析法中
,

应用特异性单克隆抗体
,

测定了食

管癌组织中由亚硝胺致癌剂所改变的碱基
,

当用 3 m g D N A 样品作分析时
,

可测出的 O
。 -

乙基脱氧鸟昔 ( O “一 e t h y l d e o x y g u a n o s i n e
)

加合物浓度为每 m g D N A 1 2
.

s f m ol
,

0
6一甲

基脱氧鸟 昔 ( O
“一m e t h y l d e o x y g u a n o s s n e )

加合物为 25 f m ol
,

·

后者与亚硝胺致癌作用的

启动过程相关
。

近些年来
,

有学者建立 了一种超敏感性

酶标放射免疫分析法
,

认为其敏感性比放射

免疫分析法高 1 0 0 ~ 1 0 0 0倍
。

H s u
等〔“ 2〕用此

法测定了与D N A 共价结合的化学致癌剂
,

少

至 3 f m ol 的 乙 酞 基 氨 基 药
一 D N A 加合物

( A A F 一D N A )
, 1 0 f m o l的 苯 并龙

一 D N A

加合 物 〔B ( a ) p 一 D N A 〕〔2 3〕 ,

用 几 微 克的

D N A 样
.钻就可以测定出来

、

可 见 其敏感性

是相当高的
。

三
、

结 语

自从 19 7 8年国际分子生物学和细胞生物

学 D N A 修复机制 专题 讨 论 会 以来
,

有关

D N A损伤及修复的研究工作 已 涉及多个生

物学领域
。

在肿瘤发生机理的研究工作中更

具重要地位和前景
。

建立及选用特异性强
、

灵敏性高的 D N A 损伤检测方 法 是研究工作

中的关键
。

血清学方法在其它生物学领域中

已展示 出它的独特优点
,

也已 开 始 应 用于

D N A损伤检测
。

可望在不久 的 将来在放射

生物学领域中将成为普遍使用的常规实验手

段
。
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食品放射性核素污染推荐限量专家讨论会介绍

中国医 学科 学院放射医学研究所 姜会侠

1 9 8 6年 12 月 1 日一 5 日
,

联合国粮农组

织 ( F A O ) 在罗马召开了有关食品放射性核

素污染推荐限量的专家讨论会
。

与会专家 n

人
,

F A O 顾 问 2 人
,

秘 书 组 4 人
,

共 17

人
。

这次会议是在苏 联 切 尔 诺 贝 利 核 电

站事故之后
,

不少国家及国际食品贸易受到

干扰的情 况下
,

应 F A O成员国的 请求 召开

的
。

与会专家不代表任何政府或组织机构
,

按照他们自己的专业知识和能力
,

就下述议

题进行了认真讨论
,

最后形成并通过一份报

告初稿
。

讨论的主要议题是
: 1

.

核事故释放

到环境中的放射性对人类的危害 ; 2
.

切尔诺

贝利核事故后
,

各个国家采取的措施及其对

各国
、

国际食品贸易的影响 ; 3
.

用于核事故

情况下国际贸易食品放射性核素 污 染 的 限

量
。

会议选举了加拿大 的 S
.

W
.

G u n n e r
为

主席
,

中 国 的 姜会侠为副 主 席
,

英 国 的

F
.

P
.

W
.

W in t e r in g h a m被指定为报告起草

者
。

F A O 的食品政 策及营养部主任 P
.

L u -

n
ve

n
博 士 首 先 致开幕词

,
L u n

ve
n
博士指

出
,

苏联切尔诺贝利核事故是人类的一大悲

7 7


