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不同LET辐射致DNA集簇性损伤的研究*
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摘暋要:利用辐照质粒 DNA 构象变化的分子模型,以 DNA 糖苷酶Fpg和 AP核酸内切酶 Endo
III识别并切割辐射所致DNA碱基损伤,将其转换为DNA断裂损伤,通过电泳分析 DNA 分子构

象变化,研究比较毭射线、质子和7Li离子诱发DNA集簇性损伤。50Gy以上高剂量毭辐射对质粒

DNA的损伤主要表现为单链断裂(SSB)和很少比例的双链断裂(DSB),并能产生一定水平的集簇

性损伤。相比之下,高能质子束和高LET的7Li离子直接所致DNA的断裂损伤以及所产生的集簇

性碱基损伤比毭射线的要严重,质子10Gy照射就可诱发明显的集簇损伤。
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1暋引言

重离子和质子与低传能线密度(LET)辐射(如

X射线、毭射线和电子束等)相比,有着不同的能量

沉积密度、剂量分布等物理性质,使其在通过生物

物质时的电离径迹极为复杂,产生更高的相对生物

效应(RBE)[1]。DNA 是电离辐射作用于生物体的

靶分子,沿电离辐射径迹能量沉积致 DNA 产生一

系列损伤,包括单一位点损伤和区域多位点损伤即

集簇性损伤(Clustereddamage),是辐射生物学效

应和健康危害的关键原初分子事件[2]。单一位点损

伤主要包括双链断裂(DSB)、单链断裂(SSB)、碱

基损伤(AP位点)和 DNA 交联等。集簇性损伤是

指在约20个碱基对范围内的 DNA 分子中出现多

个DNA损伤位点(包括DSB、SSB和 AP位点等),

它是几种 DNA 损伤的集合[2,3]。集簇性损伤又可

区分 为 DSB灢集 簇 性 损 伤 和 No灢DSB 集 簇 性 损

伤[4,5]。由于 DNA 集簇性损伤密集分布在狭小的

空间结构里、且损伤类型多样,致使其修复更为困

难,从而阻碍基因组 DNA 复制和转录等功能,更

易造成细胞死亡、突变和癌变的严重后果[2,5]。因

此,开展 DNA 集簇性损伤研究,对于深入了解不

同能量或 LET粒子的生物学效应特点有着重要意

义。借助一些识别 DNA 损伤的工具酶、并结合

DNA的构象变化特点,可达到检测和分析DNA集

簇损伤的目的。大肠杆菌 DNA 糖苷酶Fpg也称为

8灢氧化鸟嘌呤 DNA 糖苷酶,既有 N灢糖苷酶活性也

有 AP灢裂解活性,可以降解双链 DNA 分子中受损

的嘌呤碱基,产生一个脱嘌呤位点,并进一步切除

AP灢位点,产生单碱基的缺口[6]。大肠杆菌核酸内

切酶III(EndoIII)既有N灢糖苷酶活性也有裂解AP灢
位点活性,也能去除DNA双链上受损的嘧啶碱基,

产生缺口[7—9]。本研究利用上述两种酶,识别和切

割被电离辐射作用的质粒 DNA 分子中碱基损伤成

分,再通过琼脂糖凝胶电泳将不 同 构 象 结 构 的

DNA区分开来[10],研究比较毭射线、质子和7Li离

子产生的 DNA 集簇性损伤,为下一步开展不同

LET辐射致DNA集簇性损伤的机制研究、健康危

害和防护评价奠定基础[11,12]。
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2暋材料和方法

2.1暋实验材料

PBR327质粒(编号:49,由放射毒理与辐射危

害评价研究室保存),4.7kb大小,转染感受态

DH5毩,涂铺氨苄青霉素琼脂培养板,挑克隆菌落

用含氨苄青霉素的LB培养基摇菌,用高纯度中量

质粒提取试剂盒(天根公司)提取和纯化质粒 DNA,
用PH8.0的无菌水洗脱质粒 DNA,测得浓度为

110ng/毺l,高浓度的质粒 DNA 用无菌水稀释至

110ng/毺l。经琼脂糖凝胶电泳检测质粒 DNA 开环

比例小于等于5%、并无基因组 DNA 污染即用于

下一步实验。Fpg酶和EndoIII酶购自 NEB公司。

2.2暋质粒DNA照射

毭射线照射为军事医学科学院放射与辐射医学

研究所60Co辐照装置,样品距Co源中心线1.5m,
高1.2m,剂量率为14.3Gy/min。实验分为对照

组(0Gy)和照射组,照射组又按照射剂量设为不同

组别。质粒DNA分装至0.2ml的 EP管中,照射

剂量率14.3Gy/min,套照。
质子和7Li束照射是在中国原子能科学研究院

的 HI灢13串列加速器上进行的。被加速的质子和
7Li离子能量分别为15和43MeV。进行辐照实验

时,粒子束经 Au靶散射后进入 Q3D磁谱仪,通过

散焦后经过50毺m 的 Kapton膜由真空引入大气,
实现在大气环境下对 DNA 样品进行均匀照射。经

过 Kapton膜和空气层的能量损失后,到达样品表

面时质子和7Li离子的能量分别为14.7和37.3
MeV,所对应的在水中的 LET 值分别约为3.4和

70keV/毺m。质子照射时,由于质子穿透能力较强,
射程在3mm 左右,将DNA溶液分装于0.2ml的

EP管中进行不同剂量的照射。重离子射程约为300

毺m 左右,射程相对较短,照射时需使用特制的

DNA样品固定装置,将 DNA 样品溶液夹于两层

4毺m 厚的 Mylar膜之间实施不同剂量的照射。质子

和7Li离子照射时,相应的剂量率分别为8和16
Gy/min。

2.3暋质粒DNA损伤分析

(1)暋DNA断裂损伤的分析

DNA受照射后,直接进行0.8%琼脂糖凝胶胶

电泳,电压100V,时间60min。电泳后凝胶成像

仪照相,观察超螺旋(完整质粒)、开环(SSB)、线

性(DSB)的质粒DNA比例,并用 QuantituOne软

件进行灰度扫描和定量分析,实验重复3次以上。
(2)暋DNA集簇性损伤分析[6]

质粒DNA照射后,用Fpg酶和EndoIII酶切

反应,反应的总体积为20毺l,其中含质粒 DNA10

毺l(质粒总量为1.1毺g)、Fpg酶4U、EndoIII酶5
U、BSA2毺l、酶切缓冲液BufferI和BufferEndo
III各1毺l。轻轻混匀,37曟孵育30min,识别和切

割集簇损伤碱基,转换成为 DNA 断裂损伤。后加

入2毺l0.1mol/l的EDTA终止反应,立即电泳分

析或存于-20曟冰箱备用。

2.4暋统计学方法

实验数据用均值暲单次测量标准差表示。用

SPSS统计软件进行统计学处理,组间比较采用方

差分析及t检验进行统计分析。

3暋结果与讨论

3.1暋60Co毭射线致DNA损伤

完整的质粒 DNA 分子应为超螺旋结构(SC),
发生SSB损伤后成为开环结构(OC),DSB损伤后

就成为线性DNA分子。图1给出了琼脂糖凝胶电

泳观察毭射线体外照射直接造成的质粒 DNA 断裂

损伤的电泳图谱(图1(a))和定量检测结果(图1
(b))。质粒超螺旋结构在50Gy照射后就有所减

少,并随着照射剂量的增加逐渐减少,与之相对应

图160Co毭射线照射(a)质粒 DNA 的琼脂糖凝胶电泳图和

(b)致质粒 DNASSB损伤(开环 DNA)的定量分析结果
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的因SSB造成的开环构象 DNA 的量逐渐增加。此

外,因照射造成的质粒 DNA 分子间的交联而形成

的二聚体也有所增加。这种二聚体 DNA 分子是在

另外一组原子力显微镜实验中被观察到,而且两个

DNA分子间交联与 DNA 大小、浓度等成正比(结
果另文发表)。此外,预实验中发现20Gy以下剂量

毭射线体外照射所致质粒DNA损伤不很明显。
为检测毭射线照射致 DNA 集簇性损伤,不同

剂量照射的质粒 DNA 在20毺l反应体系中经 Fpg
和EndoIII双酶切,切除受照 DNA 分子上的损伤

碱基和形成的 AP灢位点,通过电泳将集簇损伤反映

出来,以非酶切样品作为对照(图2)。由于这两个

酶是优先剪切受损碱基,并非绝对特异性剪切,因

此在图2(b)统计分析中减除了未照射对照样品中

被Fpg和EndoIII酶剪切的正常 DNA 的那部分。
由图2(a)的电泳图可以直观地看出,照射后经酶切

图2 (a)60Co毭射线照射质粒 DNA 集簇损伤的检测 (Fpg
和EndoV 酶切后琼脂糖凝胶电泳图和(b)受照质粒

DNA在Fpg和EndIII酶切前后的超螺旋构象DNA的

量的 变 化 (与 酶 切 前 的 结 果 比 较:* P <0.05;

#P<0.01)

质粒的超螺旋构象 DNA 的量进一步减少,由此产

生的单链缺口的开环形式 DNA 量显著增加。结果

表明,大剂量毭射线照射后双链 DNA 中存在一定

量的碱基损伤和SSB,这些损伤位点中并不是简单

的单一损伤位点,往往表现为非 DSB的集簇性损

伤和少量的 DSB集簇性损伤,但在所观察的50—

200Gy剂量范围中,DNA 集簇性碱基损伤的量并

没有明显的剂量依赖性,基本维持在约10%的水

平。

3.2暋质子照射致DNA损伤

将质粒DNA分装于0.2ml的EP管进行质子

束照射,每支辐照样品体积小于40毺l,以使质子能

够完全穿透 DNA 样品。图3的实验结果显示,在

所检测的剂量范围内,质子致质粒 DNA 损伤类型

仍然以SSB损伤(开环构象)为主,随着照射剂量的

增加,显著增加。可以看出,由于所采用的质子束

为高能粒子束,虽然所使用的照射剂量低于或等于

毭射线,但质子诱发的DNA损伤要比毭辐照的严

图3 质子照射(a)质粒 DNA 的琼脂糖凝胶电泳图、(b)致

质粒 DNASSB损伤(开环)的定量分析结果和(c)致质

粒 DNA集簇损伤的检测(Fpg和 EndoIII酶切后琼脂

糖凝胶电泳图)

重得多。如50Gy照射所产生的SSB(开环构象)所
占的比例为46%,如图3(b)所示,这比200Gy毭
射线照射所产生的 DNA 损伤量还要高。通过 Fpg
和EndoIII酶切后电泳观察质子照射对 DNA 的集

簇性损伤,可见相对较小的剂量照射,质子就可造

成很严重的碱基损伤(图3(c)),特别是50Gy酶切

后电泳,发现DNA大量减少,并且出现DNA弥散

区域,说明照射后 DNA 上存在严重的碱基损伤和
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SSB,经酶切后产生大量 DNA 片段。这些碱基损

伤,加上SSB和 DSB损伤构成了 DNA 集簇性损

伤,同样比毭射线的严重得多。另外,由于酶切体

系中含有Buffer、BSA、酶等原因,致使酶切后的

质粒在电泳时比没有酶切的质粒 DNA 的电泳速率

要整体稍慢一些(图3(c))。

3.3暋7Li离子照射致DNA损伤

7Li离子照射时,将溶液状态 DNA 样品加至

两层 mylar膜 之 间 实 施 照 射,照 射 后 回 收 质 粒

DNA进行损伤检测。由图4(a)和图4(b)可见,照

射后,超螺旋构象质粒 DNA 随着剂量的增加逐渐

减少,而开环构象显著增加,线性 DNA 也少量增

加 。与毭射线造成的DNA损伤(图1)比较,同等剂

图47Li离子照射(a)质粒 DNA 的琼脂糖凝胶电泳图、(b)

质粒 DNA的超螺旋构象比例变化的定量分析结果和

(c)离子照射质粒 DNA 集簇损伤的检测(Fpg和 Endo

III酶切后琼脂糖凝胶电泳图)

量下7Li离子致质粒DNA损伤更严重,但与质子所

致损伤(图3(a)和3(b))相比,7Li离子的效应相对

要小。这可能是由于质子质量较轻,在照射过程中,
很容易与其他介质发生反应,产生一定量的中子、
次级粒子和毭射线,从而增加了损伤效应。另外,
由于7Li离子的穿透能力有限,其照射的质粒 DNA
在两层 mylar膜之间,加样的两层 mylar膜之间厚

度约为30—35毺m,而7Li离子穿透深度为70—80

毺m,其照射能量会有损失,但大部分不能够沉积在

样品中,而质子照射是在0.2ml的EP管中,其能

量能够完全沉积于样品中,所以质子的损伤效应

比7Li离子的要严重。
同样,通过 Fpg和 EndoIII酶切后电泳观察

7Li离子照射对DNA的集簇性损伤(图4(c)),可见

50Gy照射质粒DNA经Fpg和EndIII酶切后,超

螺旋DNA的残留量就已很少,100Gy以上照射样

品超螺旋DNA几乎消失,开环构象和交联二聚体

分子的比例随之显著上升,表明重离子辐射能诱发

DNA严重的集簇性损伤。

4暋结论

本研究利用质粒 DNA 分子构象变化的实验模

型研究比较毭射线、质子和7Li离子诱发DNA断裂

损伤和集簇性碱基损伤。结果显示,50Gy以上高

剂量毭辐射对质粒DNA的损伤主要表现为SSB和

很少比例的DSB,并能产生一定水平(~10%)的集

簇性碱基损伤,但50—200Gy剂量范围中集簇损

伤的量并没有明显的剂量依赖性。相比之下,高能

质子和高LET的7Li离子直接所致 DNA 的断裂损

伤明显要比毭射线产生的多。例如,50Gy照射所

产生的DNASSB损伤量比200Gy毭射线照射所产

生的量还要高。质子和7Li离子所产生的集簇性碱

基损伤比毭射线更加严重,10Gy的质子照射就可

诱发明显的集簇损伤。这些实验结果不但丰富了对

不同LET辐射致DNA集簇损伤的认识,也为危害

评价和损伤防护措施研究提供了依据和技术手段。
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ComparativeStudiesonClusteredDNADamageInduced
byDifferentLETIonizingRadiation*

XU Hui灢hui1,SUILi1,2,LIUXiao灢dan1,WANGLi1,WANGXiao2,WANGYu1,XUQin灢zhi1,ZHOUPing灢kun1,#

(1InstituteofRadiationMedicineofMilitaryAcademyofMedicalScience,Beijing100850China;

2ChinaInstituteofAtomicEnergy,Beijing102413China)

Abstract:BasedonthemolecularmodelofconformationchangesofplasmidDNA,theDNAdamagesin灢
ducedby毭灢rays,protonand7Liionwerestudiedandcompared.InordertodetecttheclusteredDNA
damage,theirradiatedplasmidDNA wasdigestedwithEColiformamidopyrimidineDNAglycosylase
(Fpg)andAPendonucleaseIII(EndoIII)whichconvertthedamagedbasesandAPsitesintosingle灢
strandbreaks(SSB),andthensubjectedtoagarosegelelectrophoresis.TheresultsindicatedthatSSB,a
certainlevelofclusteredbaseslesionsandatinyofdouble灢strandbreaks(DSB)wereinducedbytheob灢
served50—200Gyof毭灢rays.TheDNAbreakageandclusteredbaseslesionsinducedbyhighLETproton
and7Liionweremuchhigherascomparedwiththatinducedby毭灢rays.Ourdataalsoshowedthatanobvi灢
ousclusteredDNAdamagewasinducedbyprotonevenat10Gydose,andtheeffectivenessofDNAdam灢
ageinductionbyprotonwashigherthanthatof7Liion.
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