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摘 要：利用能量为 7．2 MeV／u氖离子束辐照体外质粒 DNA：pUC18，采用恒场凝胶电泳结合多 

功能荧光成像系统研究了pUC18双链断裂片段的分布。证实了双链断裂片段分布的非随机性，结 

果还发现 DNA断裂后片段的交联现象，而且交联片段的分布也是非随机的。 
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l 引言 

随着人类探索太空活动的 日趋频繁 u以及质子 

和重离子辐 照治疗 肿瘤的应用 日益受到关注l2 ， 

重离子辐照哺乳动物细胞的生物学效应机理研究越 

来越受到重视。研究表盼 ‘ ，DNA是电离辐射的 

关键靶，DNA损伤势必改变和破坏细胞 的遗传信 

息。作为辐射对活细胞作用的关键靶分子，DNA的 

辐射损伤问题一直是分子放射生物学的中心课题。 

重离子辐射对 DNA辐射损伤包括碱基缺失 、糖变 

化、链断裂等，其中 DNA链断裂是极其重要 的一 

种损伤。而 DNA双链断裂 (DSB)是电离辐射诱导 

的生物效应中最关键的原发损伤-- ，因而成为辐射 

生物学研究的热点。 

2 DNA辐照敏感位点的研究 

长期以来 ，人们一直将 DNA看成是均匀的， 

其损伤与修复也是随机的 j。近年来的实验研究发 

现 ：细胞内 DNA 的链断裂并不是随机的。最早用 

紫外线照射大肠杆菌 lacI基 因 ll7 bp片段及 A1一 

phoid序列 92 bp长的 EcoRI酶切片段时 ，发现产 

生成 TT二聚体的难 易程度与 DNA 的序列有关， 

而且 ，辐 照完 整细 胞与辐照纯化 的 DNA 结果一 
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致 。y射线照射 夺X1 74 DNA诱导的单链断裂也 

是非随机分布的。另外 ，DNA与蛋 白质交联(DPC) 

的形成 也 不 是 随 机 的。对 于 I)SB，y射 线 照 射 

T DNA，DSB在 DNA 分 子 中 的 分 布 不 是 随机 

的 j，但是人们一直 以为高 LET的重离子诱导的 

DSB片段是随机分布的。 

1996年，美 国劳伦斯伯克利实验室 的 Cooper 

小组用高 I ET的重离子辐照细胞 。首次观察到 

了细胞内的染色体 DNA的 I)SB片段的非随机分布 

现象 ，1997年英国 Gray实验室和德国 GSI也报道 

了相似的研究结果。对于 DSB非随机分布的解释， 

因为 Cooper等人 的实验对象是完整细胞，所 以他 

们认为细胞中 I)NA所处的高度有序的染色体结构 

和入射粒子 的电离特性起着极 其重要 的作用 。目 

前 ．国外的研究者在辐照哺乳动物完整细胞 DSB 

的研究方面已经作了大量的工作。近年已有用脱蛋 

白的 DNA做材料的报道，虽然研究辐照细胞诱导 

的 DSB比直接辐照 DNA更切合实际 ，但排除细胞 

组分的影响，直接研究 DNA的损伤可以得到更直 

观、更明确的结果 。中科院近代物理研究所研究了 

碳离子直接辐照脱蛋 白的哺乳动物细胞 DNA样品 

诱导的 DSBE'~ ，也发现了 DSB非随机分布现象。由 
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于是直接辐照 DNA，得到了 DSB片段的非随机分 

布的结果，所以周光明等人的观点是 ：重离子辐照 

所沉积的能量可以直接或间接地沿 DNA链迁移， 

从而导致链上相对较弱的或亲电性较高的化学键优 

先断裂，DSB片段的非随机分布可能与 DNA 的序 

列有关，即 DNA 分子上存 在敏感位点 9̈ 。对于 

DSB非随机分布的现象，国外学者称之为 DNA的 

“簇损伤”，有人认为 DNA上存在辐照敏感性位点 ， 

也有人称其为 DNA辐射损伤“热点” 。 

国内外的生物学家在细胞基因组 DNA方面做 

了大量研究 ，但对质粒 DNA的 DSB分布情况还没 

人报道，本文利用 Ne离子辐照干燥的质粒 DNA， 

采用恒场凝胶电泳对 DSB片段的分布进行 了研究。 

3 材料与方法 

3．1 DNA样 品选取与制 备 

由于质粒 DNA链短 、体积较小 ，而且物理图 

谱清晰，因此本实验选择质粒 DNA pUC18(2．68 

kbp)为辐照样 品。本实验室建立 了 pUC18质粒转 

染的 E。coil JM109细胞系。挑单克隆体培养于含 

氨卞青霉素的 I B培养液中，37 C振荡过夜 。用碱 

裂解法抽提质粒 DNA(见参考文献[12])。抽提纯 

化后的质粒 DNA溶人 PH值 8．0的 TE缓冲液中， 

一

20 C冻存备用 。 

3．2 靶 样品的制备 

由于 束 流 的 能 量相 对 较 低 (7．199 MeV／u 

。Ne )，为了使束流穿透靶实现剂量的检测 ，我们 

选了 8 p．m 厚的铝箔做靶衬底。由于铝箔表面是光 

滑的，要使在缓冲液中 DNA克服分子张力 ，均匀 

地铺在铝箔上，制靶采用特殊的工艺。 

辐照靶样品的制备如下 ：将 8 m厚的铝箔用 

1．0 的 SDS煮沸清洗 三次(每次沸 煮不少于 30 

min)，再用去离子水清洗，晾干后 涂上一层含 l 

甘油的聚乙烯醇缩醛，制成 8 mm 的圆片过夜晾 

干以备用做 DNA的衬底。将 20 I 的质粒 DNA 

铺在靶中间，在超净工作台上过夜晾干 以备辐照 

用。辐照后把每个铝膜片上的 DNA用 20 I 的 TE 

缓冲液洗脱收集．置人一20 C冻存，以备分析。 

3．3 辐照 

用兰州重离子研究装置提供 的 7．199 MeV／u 

。Ne ，在真 空靶 室 里 辐 照样 品靶。分 l0，40， 

100，400，l 000，3 000，6 000和 10 000 Gy 8个 剂 

量点照射 ，每个剂量点 3个平行样 ，对照样也分 3 

组平行样 ，对照样品除了没有辐照外 ，其处理过程 

都与辐照的样品相同。 

3．4 DNA损伤的测量 

将辐照过的 DNA样品室温加到 0．8％的琼脂 

糖凝胶 中，加 l×TBE缓 冲液 (0．1 mol／I Tris， 

0．083 mo|／I 硼酸 ，1 mmo|／I EDTA)使电极液高 

出胶面约 l cm，在 5 V／cm恒 电场下电泳 90 min， 

将凝胶放人 0．5 mg／mI 的溴化乙锭中染色 30 min。 

然后将染色后的琼脂胶放人 I ine Analytics I TD的 

多功能成像系统中进行荧光成像分析。 

4 结果与分析 

电泳发现 辐 照后 的样 品 DSB片段 呈 现非 随 机 

的团簇状分布，而且还发现 了 DNA 的交联现象， 

以及交联片段的分布也是非随机的。图 l给出了一 

例有代表性 的电泳结果 。图中第 l一5分别是 l0， 

40，100，400和 l 000 Gy的剂量 ；7一 l0泳 道分 别 

是1 000，3 000，6 000和 10 000 Gy的剂量；第 6 

泳 道是 I ambdaDNA／Hind III+EcoRI Marker；第 

ll泳道是对 照质粒 DNA 样品。对照样品有 3条 

带，l号带是超螺旋环状 (SC型)质粒 DNA带，2 

号带是线状(I I型)带，3号带是开口环状 (OC型) 

带，l号带占 80 以上，且几乎不含有 2号带 ，这 

证明材料是可靠的。1—4泳道辐照剂量较小 ，与 11 

泳道的对照样 品相 比，线状(I I型)带含量逐渐增 

大 ，超螺旋带和开口环状带略微变“胖”。5，7，8，9 

和 l0泳道除了 l号 (SC型)、2号 (I I型)和 3号 

(()C型)带外 ，在分子量约 4 300 bp处出现了一条 

4号带；8，9和 l0泳道在分子量约为 2l 200 bp处 

多出了一条 5号带；8和 10两个泳道在分子量更高 

处分别多出两条带(6号带和 7号带 )，4，5，6和 7 

号带为 DNA交联带，而且呈弥散分布。并且两泳 

道在小于 l50 bp处均 出现了一个典型的团簇 (8号 

带)。4。5，6和 7号带 与对照样品比为分子量增大 

的带 ，推测是 由于辐 照剂量增大 ，容易使 干燥 的 

DNA产生相互交联 ，而且交联也呈团簇状分布 ，即 

非随机分布。8和 l0泳道的带形均有所变“胖”，推 

测为 DNA分子的化学结构发生了变化，致使 DNA 
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结合溴化乙锭的能力增强，从而造成荧光增强。 

M arker bp 

21227 

l1 12 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 

(b) 

图 1 (a)带号参照及 Marker分子量。(b)7．199 MeV／u Ne 辐照引起 pUC18 DNA链断裂分布(1)10。(2)40．(3)100． 

(4)400。(5)1 000。(6)Marker．(7)1 000．(8)3 000．(9)6 000，(10)10 000和 (11)0 Gy，(12)宅样品 

经过重离子照射，本实验发现 了干燥 DNA的 

DSB非随机分布，此前，国内外未见报道。至此， 

用高 1 ET的重离子照射研究发现，细胞 内染色体 

DNA、脱蛋白的核 DNA、细胞内线粒体 DNA和体 

外质粒 DNA等的 DSB都出现了非随机分布现象。 

但是目前对 DNA DSB非随机分布现象没有统一的 

解释，DNA簇损伤是辐射所致细胞死亡或突变的 

关键损伤，但因检测方法跟不上 ，因而对它的发生 

率、可修复性及生物学后果仍不甚了解，甚至在概 
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Abstract：DNA is considered to be the most important and sensitive target in biologica1 systems
． In addi— 

tion to the base damage，DNA strand breaks are the major lesion in the genome due to exposure to ionizing 

radiation． Mutation can be introduced to DNA as a result of enzymatic processing of DNA lesions or Dost— 

irradiation replication． However，the mechanisms of radiation—induced mutations are not well clarified at 

the molecular leve1．To study the effect on the simple plasmid DNA of heavy ion is even Dredominant or 

more feasible． 

Plasmid pUC18 DNA was prepared and irradiated by neon beam (7
． 199 MeV／u)．Tt1e fragment dis— 

tributions were determined by quantifying the ethidium bromide fluorescence
． It can be seen that the shaDe 

of the intensity distributions is vastly different for the used radiation Dose
． The distr．bution Droduced 

shows an excess of fragments particularly in 3 000 and 10 000 Gy the size range between 20— 40 kbD and 

2O一 5O bp．This clustering of double—stranded fragments might be influenced by the higher order chroma
—  

tin structure of genomic DNA． If SO，DNA loop structures could correspond to the size range for which we 

observed DSB clustering． Further studies aim at elucidating the heterogeneity of DSB induction within the 

genome and investigate the influence of chromatin structure on the non—random fragment distribution
．  

Key words：heavy ions；DNA double—strand break；non—random distribution；Dlasmid DNA 
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