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低剂量147Pm 内照射对精子 DNA 链

修复的剌激效应.

朱寿酶王大一

(苏州医学院)

摘要

用喊性琳洗技术探讨了机体受低剂量H?Pm 内照射时对精于

Dl'lA 链修复的剌激效应.机体预先在事丸内注入3H-TdR，用以标记

精子 DNA，从标记到采集精子抽时间固定为 36 d，正好为 BALB/c

小白鼠雄性生殖细胞的一个发育周期，从摄入147Pm 到采集精子的时

间则固定在 12 d，待精子被珞破后，加入 30 mL 琳洗液，此时调节蠕

动泵流量为 120μ.L/min，共收集标本 4 h o 然后用坠ckrnan 液体问肾、

装置测量膜上和膜下各收集标本中的放射性活度，就可以判断膜上

及各收集标本中 DNA 的量，研究结果发现，当机体摄入低剂量WPm

的内照射水平在 185 Bq/g 后，此时的膜上 DNA 存留率即呈现上升，

显著高于相应对照组，表现出低剂量裂片 147Pm 内照射对精子 DNA

链修复的剌激效应。

·团军自"饵.a盒费勘佩.



STIMULATIVE EFFECf OF LOW DOSE 14'7 Pm ON DNA

REPAIR OF GERM CELLS IN SPERMIOGENIC STAGES

(In Chinese)

Zhu Shoupeng Wang Liuyi

(SUZHOU MEDICAL COLLEGE)

ABSTRACT
Stimulative effect of low d臼e from 14T Pm radiation on DNA repair of germ

cells in spermiogenic stages was studied by alkaline elution technique. For labelling

spermatid DNA. male BALB/C mice were given intratesticular injection d 啊，

TdR in advance. After 36 days of labelling. spermat侃OIl were 回mpled that is just

the period of germ cells to I11I\ture. The period from intraperitoneal injection of

141 Pm to sampling spermat但oa was 12 days. After sperm cells have been ly岱d.30

mL eluant was added in. then the f10wrate was adjusted by the pumping speed. Fi­

nally. the DNA in filters and bott!臼 were determined by radi锢ctivity of labelled

nuclides with a Backman liquid scintillation device. Results showed that after small

d回e of irradiation with 185 Bq/g of U1Pm. an increase of sperm DNA on the filter

was observed that was considerably higher than the control group. This indicates

that low level radiation from 14TPm has tendency to stimulate thtl ca阳cityof DNA

repair In spermlogemc stages.
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前言

Ii剂量辐射效应与大剂量辐射效应完全不同，t在剂量辆射对机体不仅没有明显的损伤

效应，而且还可产生一定的剩.作用.关于低剂量外照财的辐射生物效应.文献中已有一些

报道IBA] ，但对低剂量核素内照射的生物效应研究.迫切宿待周明.考虑到 DNA 是机体细胞

生命活动与遗传的物质基础.DNA 分子内特有的镜曹.捧列顺序中蕴藏着大量的遗传信

息.在细胞分裂时通过 DNA 自身的复剿，将信息传给下一代子细胞. DNA 是对辐射敏感的

靶分子[Ij 9在放射遗传放应研究中起着关键的作用，鉴于'''Pm 不仅在裂片中的份额极高，而

且又是纯 F辐射体核素，自由自在夜光涂料工业中大多作为藏发能源，而且在核辅助动力装置

系统中亦经常使用.由于有关低剂量U7Pm 内照射的刺藏效应，国内外文献中尚无报道，为

此，本文探讨了在低剂量'''Pm 内照射条件下对精子 DNA 链修复的剌激效应.

1 实验方法

1.1 精子的标记

实验是选用 11 周龄左右的30 只 BALB/c纯晶系成年雄性小白鼠，体重为24土 1 g .随

机分成 5 个实验忽和 1 个相应对照组，每组 5 只动物，全部预先在事丸内{双侧〉各注入 167

kBq的'P.-TdR，用以标记椅子 DNA[飞从标记到采集精子的时间固定为 36 d，正好为

BALB/c 小白鼠雄性生殖细胞的一个发育周期.此时的 DNA 标记率最高[ll. 5 个实验组分

别接受腹应注入放射纯和化学纯的U7Pm(NO，)..其放射性活度分别为 0.185.0.74.3.7.

11.1.和 37 k:E问他.探讨低剂量'''Pm 内照射对精子 DNA 链修复的剌激效应是用醺性辩洗

技术进行的，从注射'''Pm ill采集椅子的时间则固定在 12 d，因为经预试验通过上述时间的

实验观察，经"'Pm 处理的小白鼠这时的精子 DNA 链断裂的洗脱量量大.

1.2 帽子的采集

5 个实验组和相应对照组的小白鼠均在'丸注入'日-TdR 后的第 36 d 放血处死，迅速

取出双侧的输精管，每只动物的输精管分别被放入盛有5mLpH为 7.2 的 PBS糠的小烧杯

中.并注意用黑纸包裹置于黑暗处以防止可见光对精子DNA 的损伤[1-飞当放置 15 min

后，输精管中的大部分椅子均可It入 P因中，此时可用眼科慑轻轻除去输精管.然后用毛细

滴管小心吹打含精子的 PBS 液，使精子在其中分布均匀，然后从每个样品中移取约 5X 10'

个细胞上"淋挽.显徽镜观察表明.这样采集到的帽子活力良好.该操作过程对精子的人为

损伤极徽.

1.3 醺性辩洗

本实碰中使用的辘性"事挽装置见图1 ，过III装置细困 2 所示.
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图 1.佳拂洗羹置圆 圈 z 抱过装置图

I ••• 2 .动潭. 3 收集属 I 11剿.Jt-芯. 2 ..阳... 3 .庭'

实验时，先取直径为 25 mID、孔径为 2μm 的聚氯乙烯滤膜，用 P~ 液浸湿后装入全塑

针头ill器中，内有支持撑艇的筛网板，在滤器入口处直接连接 50 mL 的注射器外芯，出口用

硅~管连接，滤艘下空间通过蠕动泵用重蒸馆水充盈，便不留气泡，并仔细观察有否漏液情

况.待整个装置运行正常，将 5X10'个精子 PBS 液转至滤器中，开启蟠动泵，将流量调控在 2

mL/min，即将蠕动泵上的定量旋钮调至与样晶体积相当的鼓码，这样当液体流完时，蠕动泵

即自动停止，从而可以保证撞鹏以下空间始终披液体充盈.待含精子的 PBS 液完全流过撞

艘后，随即加入 5mL 的溶胞液.该榕跑液含有， 0. 025 moL/L 乙二胶四乙酸二销 (Na，

EDTA)， 2%十二镜基硫酸销 (5OS) ，1. 0 mg/mL 新溶解的半胧氨酸和 0.5 mg/mL 新溶解

的噩自酶 K(Proteinase k) ，其 pH 为 9.6，然后开启蠕动泵，使调控流量仍为 2 mL/min , 2

min 后关闭蟠动泵，此时滤棉里留有 1 mL 溶胞液，让宾在室温下作用 40 min，此时经显徽镜

观察可发现精子被溶破，让最后 1 mL 精胞液通过撞麟，而后加入 30 时，的辩洗液，该淋洗

液含有 2%四丙基氢氧化骸<TPAm ,0. 02 moL/L EDTA 和 0.1%505，其 pH 为 12.2. 然

后调节编动泵流量为 120μL/min，在通过蠕动泵的硅胶管出口处用器皿收集淋洗液，共收

集 4 h ，所有上述操作均应注意在避光条件下避行.

2 实验结果

由于考虑到断裂的DNA 片段较未损伤的 UNA 链短小，因此通过上 E操作过程可将其

淋洗下来s而未受损伤的 DNA 则留在膜上.当 DNA 链断翻越多，片段也小，于是就越容易

被淋洗下来，洗脱的量tl1越多.所以，当通过'H-TdR 专一性的标记 DNA 作示踪，观察莫在



腹上初膜下各收集氯中的标本，置于 5 mL 含 O.3 YeP附和 O.03YD的 POPOP 甲苯间妹被

中，用Beckman 液体闪烁装置 LS6800(程序口进行掖体问烁放射性测定植可以判断膜上

且舷集Ii中 DNA 的量，然后接下式分别求ft.存回事g

凰上 cpm
.存甸事= ... L 1I't~~a::，- X 1∞%

'庭上叩>m+.下叩m

表 1 中所列为机体.应注入不同放ft1生活度'''Pm后 12 d 踊间内的精子 DNA 膜存甸

事变化值.从表 1 可以得知，当机体摄入'正剂量14TPm185 Bg/r 时，可以观察到此时的.存回

事即呈显著上升至(66.2土 7.8> Ye J而真相应对照组的.存自率只苟(37.4土 25. 的 YD.即明

显高于对照组的值，呈现出低剂量内照射的剩癫效应.商当题入'''Pm 的剂量精至 740 Bq /g
时，其相应的靡存留事的值已接近到对照水平，即刺.作用已趋消失.随着'''Pm放射性活

度的进一步蟠升至3.7 kBq/g 时，已呈现出醺存留率的明显降低至(25.5士 9.3>Ye.即已出

现抑制放应.而且可观察到当"'Pm摄入机体的放射性活度继续增大，则寞'存留辜的降低

程度亦更加显著z如当机体撮入'''Pm 的it射性活度增至37 kBq/g 时，此时的DNA醺存甸

事只有<I3.3士 0.6>%了.

霉' 棍'事.撞注入不回筐'晴性活庞鹤'''r.后

I1 dJII间内的"斗F-DNA 鹰在'事%的*i-在值

注入川h放"性 DNA 的鹏'自尊f仰，

擂度 .Idlq/. X土 SD

对'组 37.4土 2S.6

0.185 66.2士 7.8

0.740 36.6土 3.7

3.7 饵.5土~. 3

1.1 24.6士 5.5

37 13.3士日.6

3 讨论和结论

DNA 是生物体中遗传信息的携带者，是肌体细胞中与遗传有关的重要生命物质，在放

射遭传效应研究中起着关键的作用[气而电离辐射，尤其是放射性核*内照射的主要生物学

放应的表现，就是引起细胞内遗传物质 DNA 分子的健断裂损伤[1.-.剖，其主要作用形式为辐

射柱子的直接作用或辐射和化学物质镜导产生的自由基等的间接作用，其损伤形式表现为

碱基脱落、'分子结梅破坏、.爵串醺二酶键断裂等，这些损伤均可导玫 DNA 链断裂【川II削，旧1

值得指出的是，有必耍t深需入探究关于低刑量川Pm 内照射对精子 DNA笛修复的剌a瞰k效

应[I川10‘oJ. Wolff[俨[10川1曾E观E察5萝到R坷l当人的"淋$巳细跑受茹到l低剂量 x 线 lOmGy 照射后，避行1. 5 GyX 线

再次熙'财f时，可使s巢良色体细伤减半，并认为这是由于低剂量锢射t词勇导了 DNA 修复机制所

敖.现已发现，当细胞处于 G..S 或 G，蝴[J6J受到低剂量辐射时，即可诱导修复机制 z而在 Go

期受辐照则不能诱导修复机制.并且观察到-旦锦导成功，修复功能可持续 3 个细胞周朋.

因此可以设想，当机体掘入低$J量U1Pm 时，基于I..Pm在体内呈持续性的精团将性[Ill ，有可

施引起持续性的诱导作用，从而使 DNA 链修复功能达到显著增升的烛果.
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