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模拟微重力效应对辐射致细胞DNA
损伤修复效应的影响*
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摘暋要:在地面模拟微重力的情况下,应用碱性单细胞凝胶电泳(SCGE)技术对80MeV/uNe离子

辐射诱发人血淋巴细胞DNA损伤修复效应进行了研究。在不同时刻对相同剂量辐照后的淋巴细胞

经单细胞电泳处理后显示,在模拟微重力下孵育的彗星尾更长,彗星头面积更小。这表明,相对地

面环境而言,模拟微重力环境对淋巴细胞的DNA损伤修复有一定的抑制作用。
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1暋引言

随着载人航天技术的 不断发展,人们越来越关

注空间环境对人类的影响。持续微重力和空间辐射

是空间环境的两个最重要的特征。为了研究空间环

境的生物学效应,利用返回式卫星、飞船和空间搭

载生物材料已取得一些研究成果。然而从1961年

前苏联宇航员加加林第一次进入太空到现在,有太

空飞行经历的宇航员不超过400人,而且关于他们

的健康状况的数据报道是少之又少,难以就此获得

具有统计学意义的相关数据。此外,空间搭载实验

生物学研究的机会很少,费用较高,环境条件较难

控制;而且在卫星回收后,需经过一段时间才能回

到实验室进行分析,微重力的效应可能消失。目前,

利用航天器的搭载条件和地面重离子加速器辐照条

件相结合进行的高能重离子生物医学效应研究正成

为国际关注的热点[1]。本文利用 HIRFL提供的重

离子束对人外周血淋巴细胞进行辐照,考察了它们

在不同重力条件下的修复程度,结果表明微重力条

件不利于DNA损伤的修复。

2暋材料与方法

2.1暋健康人外周血淋巴细胞分离和纯化

取健康人静脉血,使用肝素抗凝。在超净条件

下将2ml血沿着管壁缓缓加入到内装有2ml淋巴

细胞分层液的无菌离心管中,在水平离心机上3500
rotations/min离心8 min,向收集的淋巴细胞加

PBS缓冲液混匀,离心、清洗2次,制成105cells/

ml淋巴细胞悬液。

2.2暋细胞培养与辐照

将上述细胞放到混有15%灭活小牛血清的培

养液中培养,平均分装到培养皿中。立即将培养皿

放到在 HIRFL辐照终端上利用80MeV/u20Ne10+

进行重离子辐照。剂量分别为0.5,1,2和5Gy。

2.3暋辐照后细胞培养

本实验采用美国宇航局(NASA)改进的回转器

来模拟微重力,其原理是样品在电机的带动下不停

地绕水平轴匀速旋转。在适当转速下,达到模拟微

重力条件下生物效应的结果。本实验所用的回转器

的半径是3cm,采用转速23rotations/min,平均

重力为10-2g[2]。将辐照后淋巴细胞分两组,一组
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放入地面环境的恒温细胞培养箱中37 曟孵育,另

一组置于模拟重力环境的恒温细胞培养箱中在37
曟下孵育,两组同步孵育0.5,2和6h。

2.4暋DNA损伤检测

(1)凝胶样本制备

实验前预备打磨过的载玻片若干,用70%酒精

浸泡过夜、晾干和预冷备用。用 PBS 液 配 制 的

0.5%正常熔点琼脂糖溶解后,滴加在事先准备好

的载玻片上,用细玻璃棒使胶均匀展开,4曟下固

化10min,成为第一层胶。取新鲜制备的细胞悬

液,在37曟水浴环境下按1暶3的比例与用PBS液

配制0.5%低熔点琼脂糖充分混匀后,滴加到第一

层胶上,立即加盖盖玻片,4曟下固化30min,成

为第二层胶。
(2)细胞裂解

取下盖玻片,将凝胶载玻片完全浸入新配制的

低温裂解液(2.5 mol/lNaCl,10 mmol/lTris,
1%月桂酰肌氨酸钠,100mmol/lEDTA2Na2,用

前加1% TritonX灢100和10% DMSO)中,4曟下

裂解1.5—2h。
(3)电泳

中和暋将凝胶载玻片从裂解液中取出,用去离

子水轻轻冲洗3—5遍,洗去多余的盐分。
解旋暋将洗好的凝胶载玻片移入水平电泳槽解

旋20—30min,解旋液(1mmol/lEDTA2Na2,300
mmol/lNaOH,pH13)预置于4曟下1h。

电泳暋20 V,200 mA 条 件 下 水 平 电 泳 25
min,低温避光。

染色 暋 取 出 电 泳 后 的 凝 胶 载 玻 片,用 0.4
mol/lTris(pH7.5)漂洗3次,每次5min,然后滴

加40mg/ml溴化乙锭20毺l。放置4曟避光保存,
保持湿润。24h内观察,以防荧光淬灭。

2.5暋观察

在荧光显微镜下观察,选择激发波长400nm,
光栅波长590nm,放大倍数400倍,每个样品随机

选取50—70个细胞同步拍摄。三次重复。

2.6暋结果分析

应用软件ImageJ对细胞图像进行测量分析。

3暋结果

3.1暋DNA损伤的修复效应

淋巴细胞 经 1Gy 的 Ne离子辐照后,细胞

DNA发生断裂,分别在模拟微重力和地面环境下

孵育0.5,2和6h,淋巴细胞DNA经解旋继而引起

高级结构松散,在电场作用下,带负电松散的DNA
会离开细胞核向正极迁移,形成拖尾(即彗星图像)
(见图1)。

图1 DNA损伤修复效应的单细胞电泳图像

(a)地面环境,(b)模拟微重力效应。

图2给出了重离子辐射诱导淋巴细胞 DNA 损

伤程度与修复的时间关系。结果表明,随修复时间

的延长,在模拟微重力和地面环境条件下培养的细

图2 DNA损伤修复效应统计数据图

胞都显示出彗星头部面积逐渐增大(见图2(a)),彗

尾长度逐渐变短(见图2(b)),即随着辐照后修复时

间的延长,淋巴细胞 DNA 损伤程度逐渐减少。比

较两种培养条件下 DNA 的修复情况,观测到,在

相同的修复时间点,模拟微重力条件下彗星头部面

积相对较小,彗尾长度相对较长,即模拟微重力环

境下培养的细胞相对地面环境培养的细胞表现出较

低的DNA损伤修复效应。
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3.2暋DNA损伤的剂量效应

重离子辐射诱导的淋巴细胞 DNA 损伤程度与

辐射剂量之间的关系见图3。在0.5—5Gy的剂量

范围内,随着剂量的增加,模拟微重力和地面条件

下培养的细胞都显示出彗星头部面积逐渐减小,拖

尾长度逐渐变长,即两种培养条件下,淋巴细胞

DNA损伤程度都随辐射剂量的增大而增大;同时

还观测到,在同一剂量点,与地面条件相比,模拟

微重力环境下培养的细胞显示出更严重的 DNA 损

伤,这种差异在辐射剂量为2Gy处较为显著。

图3 DNA剂量效应统计数据图

4暋结论

基于空间飞行所面临的重离子辐射和低重力环

境,研究了 Ne离子辐射诱导淋巴细胞 DNA 损伤

修复效应以及模拟微重力条件对这种修复效应的影

响。发现正常条件和模拟微重力条件下,辐射后随

孵育时间的延长 DNA 损伤程度均逐渐减小,但在

模拟微重力条件下,淋巴细胞 DNA 损伤修复能力

有所降低;剂量效应结果显示,正常培养条件下,
淋

巴细胞DNA损伤程度随剂量的增大而增大,这与

其他研究结果一致[3-5];模拟微重力条件下,淋巴

细胞DNA损伤程度也随剂量的增大而增大,但在

同一剂量点,模拟微重力条件下培养的细胞显示出

更严重的 DNA 损伤。该研究表明,模拟微重力条

件对重离子辐照诱导的 DNA 损伤修复效应有一定

的抑制作用。Mognato等[6]以毭射线为辐射源也得

到相同的结果。Hornbeck等[7-8]也报道:与地面条

件相比,失重条件下空间重离子辐射诱导更严重的

DNA损伤,且修复效率更低。推测其可能的原因

是[9]:低重力可能会影响细胞染色体的结构,而

DNA损伤检测点的激活会受到染色体结构的影响,
从而影响到DNA损伤的修复。

在空间环境中,高能高电荷重粒子(HZN)虽然

很少,可是由于其 LET 很高,局部生物学效应很

大,是空间辐射的主要来源。因此,地面模拟微重

力结合重离子辐射条件进行 HZN 粒子产生的生物

学效应的研究将为空间环境辐射生物学研究提供重

要的理论和实践基础。
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EffectsofModeledMicrogravityonDNARepairof
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Abstract:Effectofthemodeledmicrogravity(MMG)onheavyion灢inducedlymphocytesDNArepairby
usingsinglecellgelelectrophoresis(SCGE)hasbeenstudied.TheresultsshowedthatresidualDNA
damageinducedbyNeionsirradiationincreasedmoreinculturesincubatedinMMGthanin1g,whichin灢
dicatedthatMMGincubationafterNeionsirradiationreducetheDNAdamagerepaircapacity.
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