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D AN修复合成 的放射 自显影显示法

与致 癌 性 化合 物 的 检 测
病理学教研组 余应年 丁 辰 王 鸿秀 陈星若

面对引入人类社会的化学物质越来越多

这一现实
,

人们急需建立一系列有关的毒性

( 包括致癌性 ) 检测系统来确定各种化学物

质的生产和使用范围
,

以保护人 类 免 受 其

害
。

在致癌性检查方面
,

虽实验动物诱癌试

验仍不失为一个较为可信的方法
,

但由于它

耗时长
、

费用大
,

很难满足大量化学物质的

检测需要
,

因而非常必要找寻一些体外快速

检测系统
。

从 已有的资料来看
,

在与体内诱

癌试验的结果符合率较高的各种快速体外检

测法
( ` ’ “ , 中

,

除培养细胞的体外转 化 试验

外
,
以各种生物材料 ( 细菌

、

真菌
、

昆虫
、

哺乳类细胞等 ) 为实验对象的诱变试验和对

D N A 损伤及其修复的检测试验等
,

都 是 以

化学致癌物可以通过它对 D N A 的攻 击 而导

致细胞癌变这一理论 (体细胞突变说 ) 为依据

的
。

虽然最近已有人设计 了一种使阻遏了的

基因经化学致癌物作用后转为表达的新的检

测途径 ( “ ’ ,

但由于后者还没有经受大量化合

物检查的考核
; 同时对细胞癌变的最终分子

生物学机理尚未阐明
,

因此
,

目前还难以判断

这种根据外遗传学说 ( e p i g e n e t i e t h e o r y )

所设计出来的新途径
,

是否会比 以 突 变 学

说为基础的检测系统更有前 途
。

鉴 于 目 前

较常用的体外烦期致癌性检 查 都 有
“ 假 阳

性
” 和 “ 假阴性 ”

存在
,

因此采用一个以
_

}:

的测试系统
,

可能对结果可信度的提高有所

伸益
。

为此
,

我组在建立了以 鼠伤寒沙门氏

菌的回变试 验 ( A m e , 试 验 )
`咬 、

后
,

又 开

始建立以哺乳类细胞之 D N A修复 合 成为 指

标的测试法
,

今将后者的原理
、

方法和价值

作一简介
。

一
、

D N A 修复合成试验用作化 学 致癌

性检测的原理

已知除一些烷化剂和亚硝酞 胺 类 物 质

外
,

大部份化学致癌物都属
“
前致癌物

” 。

进入体内后
,

需经微粒体酶系活 化 为 在 化

学上很活泼而又 极 为 短 寿 的 “ 近 似 致 癌

物 ” 。

后者除可转变为非致癌性代谢物外
,

亦可转变为对细胞分子靶有作 用 的 “ 终 致

癌物
” 。

后者大多为带正电荷之 亲 电 分 子

( 表 1 ) 戈” ’ ,
’

已可与生物大 分 子 物 质一一

D N A
、

R N A 和蛋白— 中电子密度高的 亲

核结构 ( 表 2 ) ( “ )

发 生 作 用
。

D N A 经 终

致癌物作用后
,

可发 生 多种 类 型 的 损 伤

( 表 3 ) ( 7 ) 。
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细胞具有一系列酶性 D N A 修 复 机 制
,

1 ,J’ 使损伤了的 D N A分子重建为连 续的 双 链

结构
。

在哺乳类细胞中
,

主要的修复机制为
处7

尸、 甲 1 0 )

1
.

切除修复
:

若 损伤处于不在进行复制
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表 2生物 大分子中的 化学致癌物的分子

靶 ( 体 内 )

表 3致 疮物诱 发之D A N损伤 的类型

靶 结 构 l 分
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日一 内内酷
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烷基亚 石肖胺
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基亚硝酞胺

、
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N一 乙酞氛基芍
、
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J完 f艺齐刁

X索戈

的 D NA 链中或远离D NA 复制叉
,

可由 此机

制修复
。 一

首先发生损伤区寡核普酸的切除
,

然后发生被切除之核普酸顺序的再合成 ( 修

复复制或修复合成 )
。

这包括以 下 几 个 步

骤
:

D N A 损伤区的识别
、

D N A 链在 损伤区

附近由
一

单链内切酶切开
、

损伤区 及 其 邻 近

的若干核普酸由外切酶切下
、

以 对 侧 健 全

D N A 链为模板由D N A 聚合酶再合成 已降解

了的 D N A片段
、

最后由连接酶将它 与 原 来

的 D N A 链连接而恢复 D N A 的完 整性
。

在这

种修复过程中所插入的新合成的 D N A 片 段

可以只有十余个核普 酸 ( 短顺 序
,

如 由 r
一

射线
、

N 一甲基一N
’

一硝 故一 N一亚 硝 狐

等所诱起 )
,

也可涉及百余个核普酸 ( 长顺

序
,

如 由紫外线
、

4一硝 华 哇 琳一 1一氧 化

物
、

乙酚氨基苟等所引起 )
。

这种在细胞周期

S期 D N A半 保留复制以外的 D N A 合成
,

构

成了主要的额外 D N A 合 成 ( u n s e h e d u l e d

D N A s y n t h e s i , )
。

已 知 这 种 修 复 机制

的缺陷可能同一些遗传性疾病 ( 如着色性干

皮病
、

F a n c o in 氏综合征
、 一

位细血管 扩张性

共济失调等 ) 的好发肿瘤 的倾 向有关
。

2
.

复制后修复
:

若损伤在 D N A复 制 开

始前未能修复或损伤发生于接近复制叉的区

域中
,

由于亲链中之 D N A 损伤 区不能 在 半

保留复制时作为模板
,

从而在新生之子链中

形成空隙 ( g a p )
。

空隙的长度在 原核 细胞

可以长到千余个核普酸
。

这种空隙在真核细

胞可能通过链延长过程 ( 在原核细胞可能通

过 D N A 链的重组 作 用 ) 而 得 以 弥 合
。

因

此
,

复制后修复不是针对原发的 D N A损伤
,

而是针对在复制过程中在子链中所形成的继

发损伤
。

很多人认为复制后修复与切除修复

的无误性 ( e r r o r
一 f r e e ) 不同

,

易发 生 修

复差错 (
e r r o r

一 P r o n e )
。

抑制 复制 后 修

复降低了化学诱癌的发生率的报告
( ’ ` ’ 似可

符合这种观点
。

因此
,

人们可以通过检查在与化学物质

接触后的细胞是否发生 D N A修复
,

判 断 这

种化学物质是否具有 损伤 D N A 的 能力
,

从

而推测这种化学物质是否具有潜在的致癌作

) 1{
。

二
、

D N A 损伤切除修复的检测法

真核细胞 D N A 损伤的切除修 复可 用 多

种方法显示
。 `

常用的有 “ 2 、 ` 3 , :

损伤硷基的检出
:

细胞与化学物质接触

后
,

提取其 D N A
,

经水解后作色层分 析 以

检出 D N A 中是否有异常 硷基 的存在
; 或将

细胞经低渗处理 ( 或提 取其 D N A ) 后
,

用

适当的内切酶 ( 由原核细胞制取 ) 处理
,

若

D N A链中有内切酶一敏感部位即 损伤 硷 基

( 嗜咤二 聚 体
、

烷 化 硷 基 等 ) 存 在
,

则

D N A将被切开而发生单链分子量 的 变 化
。
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在与化学物质接触后不同时刻进 行 这 些 检

查
,

可以 了解切除修 复的进程
。

2
.

链断裂的检查
:

终致癌物与 D N A 相

互作用后
,

可能诱发 D N A 的单链断裂 (表 3 )
,

在 切除 修复过程中
,

在 损 伤 区
一

切 开 和 切

除时
,

可产生一过性单链断裂
。

因此
,

测 髦

D N A 单链分子量及单链断裂数的 变化 可 以

反映 D N A损伤及其修复过程
。

这可 用 硷 性

蔗糖梯度超速沉降法测定之
。

将 与 化 学 物

质接触过的培养细胞或动物组织制成单细胞

悬液
,

并加于硷性蔗糖梯度顶层之硷性裂解

层上
,

使 D N A 链间之氢 链 破 坏 而 形 成 单

链
。

断裂的 D N A 单链其 沉 降 系 数 低 于 完

整的 D N A单链
。

此 外
,

链 断 裂 尚 可 由在

硷性缓冲液中链分 离 速 度 及 硷 性 洗 脱法

(
a lk a l i n e e l u t i o n

) 检出
。

3
.

D A N修复合成时新硷基掺入的检 测
:

D N A修复合成 ( 额外 D N A 合成 ) 可 以通过

同位素标记之硷基 (常用
“
H一胸嚓咤核普 )

或密度标记之硷基 ( 澳尿嚓咤核普 ) 掺入细

胞核 D N A 而得到显示
。

在用这种手段 显 示

D N A 修复合成时主要关键在于 如 何 鉴别掺

入水平很高的半保留复制合成与掺入水平较

低的修复合成
。

这可由下述方法识别之
:

( 一 ) 密度 标 记硷基 及 等 密 度 梯 度

( i s o p y e n i e g r a d i e n t )分析
:

澳尿啥嚏核普

在 D N A 半保留复制时替代胸呛咙 而 大量 掺

入新生之 D N A链中
,

将使其密度 增 加 (增 至

1
.

7 51 克 /毫升 ) ;而在修复合成中
,

由于 只 有

少量掺入
,

因而对整个 D N A 之密 度 几 无 影

响 ( 1
.

7 0 0克 /毫升 )
。

因此
,

可 用 浮 力 密

度氯化艳 梯 度 ( B o u y a n t d e n s i t y c e s i u m

e h l o r i d e g r a d i e n t ) 分析予以鉴 别
。

将
“

H

标记之嗅尿哦咙核普 (或将非同位素标 记 之

澳尿嚓咤核普与同位素标记之胸 嚓 咤 核 若

混和 )加于培养细胞之培基中
,

若在正常密度

之 D N A 组分中检出有标记物的存 在
,

即 表

明有修复合成的发生
。

( 二 ) 细胞之 D N A半保留复制 可 为 轻

基腮及 /或缺乏精氨酸之培基 所 抑制
,

但并

不影响 D N A 的修复合成
。

细胞在这 样 条 件

下与化学物质接触后
,

若发生新硷基掺入的

增加
,

显然就是额外 D N A 合成的 反映
。

常用

放射自显影术或液体闪烁 计数法显 示
“

H一

胸嗜咤核普的掺入情况
。

此外
,

也可利用澳

尿嚓咙光解作用分析法显示 D N A 修 复 合 成

时的新硷基的掺入
。

掺入了嗅尿哦喧核普之

D N A 链
,

对波长为 3 13 毫微米之紫外 线 照 射

不稳定而发生断裂
。

培养细胞用羚幕腮抑制

其 D N A 半保留复制
,

在有澳尿喀咤 核 着存

在之培基中与化学物质接 触 后
,

若 其 D N A

对 3 13 毫微米波长之光照 敏 感 而 发 生 链断

裂
,

显然就反映有嗅尿嚓咤核普的掺入
,

叩

有修复合成的发生
。

根据我们实验室的条件
,

选用放射 自显

影技术来显示 D N A 的修复合成
。

所用 的 实

验顺序如下
:

( 1 ) 将用作实验材料之单层生长 的 培

养细胞用胰蛋 白酶 溶 液 ( 0
.

25 % ) 或 E D T A

溶液 ( 0
.

0 2% )制成单细胞悬液
。

细胞悬于含

有 20 %小牛血清后 E ag le M E M培基 中
,

浓

度为 0
.

5 ~ 1 、 1 0 5

个 /毫升左右
。

( 2 ) 将上述细胞悬液接种于置 有 小盖

片 ( 1 8 又 6平方毫米 ) 之培养瓶 中
, 3 7

“

C培

养 1一 3天
,

使细胞在盖片上生长 至 适 当 密

度
。

( 3 ) 将生长于盖片上之细胞在不 含 精

氨酸之培基 ( 补以 5%透析小牛血 清 ) 中 继

续培养 2~ 3天后或直接置于含有 5 ~ 10 毫 克

分子轻基脉之培基中孵育 2小时
。

( 4 ) 将上述长有细胞 之 盖 片 置 于 含

有不同浓度之受试物质
、

5一 10 毫克 分 子经

基脉及
“
H 一 胸嗯喧核普 ( 5 一 10 微居 里 /毫

升 ) 之培基中
,

37
“

C 孵育 5 小时
。

以 已 知

致癌性化合物为对照
。

( 5 ) 用 H a n k ”液充分洗 涤盖片 后
,

用

1%构椽酸钠溶液处理 10 分钟
。

随后 用 乙醇
一 冰 乙 酸 ( 3 : l ) 固 定 ( 4

“

C )
。

空 气 干

燥
。

( 6 ) 用少量中性 树 胶
,

将盖片粘固于
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载玻片上
,

长有细胞的那面向上
。

4 5
O

C烘 焙

2 4小时
。

继以 2%地衣红染色液染色
。

( 7 ) 在暗室中用 1 : 1稀释之融 化 核
一 4

感光乳胶涂布于其表而
,

在有一定湿度之小

室 ( 2 9
“

C ) 中待其干固
。

4
“

C下曝光 1 0天
。

D 一 1 7 0显影液和 F 一 5酸性坚膜定影液 显 影

定影
。

脱水透明后
,

用盖片封固
。

( 8 ) 镜检 计数一定数量细胞核 中 呈

黑色点状之银粒数
。

比较接触受试药物的银

粒数 /核之均值与空 自对照有无差异
。

三
、

D N A修复合成的放射 自显影 显 示

法对检测化学物质致癌性的价值

我们用直接 致 癌 物 N 一 甲基 一 N
’
一 硝

基 一 N 一 亚硝肌 ( M N N G ) 按上述顺序作了

试验
。

结果表明
,

不论用 H e L a 细胞或 二 代

大 鼠胚胎细胞
,

在 只含有
“
H 一 胸噢咙核普

之培基中孵育 5小时
,

有相当 数量的 细胞有

显著的
“
H 一 胸呛吮核普掺入

,

显 示 S 期 的

D N A 半保留复制 ; 当有 5毫克分子经 基 脉 存

在时
,

这种掺入明显降 低
,

反 映D N A半 保

留复制为经基脉所抑制
;
而在 5毫克 分 子经

基腮存在的条件下
,

适当浓度 (如 1 0 ~ “
~ 1 0 “ “

克分子 ) 之 M N N G 使相当普遍之细胞核显现

掺入
,

其程度较半保留复制时的掺入程度低

得多
,

是 D N A修复合成的显现 ( 见图 )
。

S t i c h等用这个方法以人纤维母细 胞 的

早期传代细胞为实验材料检查了 大 量 化 学

物诱发 D N A 修复合成 的 能 力 〔 ` 4
~

` 7 ) 。

在

29 种
“ 近似致癌物

” 或 “
终致癌物

”
中

,

除

经 活化之黄色粟疫病毒素 ( l u t e o s k y r i n )

与皱曲霉素 ( R e g ul 。 “ : n ) 外
,

其余的 全为

阳性
。

而这两种假阴性之致癌物在鼠伤寒沙

门氏菌 /微粒体系统中也不能显示有诱 变 作

用
。

这可能反映如本文引言中所 论 述 的 那

样
,

致癌过程并不是 D N A 损伤或突 变 的 结

果
。

当然
,

就 D N A 修复合成试验来说
,

也 可

能它们并不诱发可被修复的 D N A 损伤 ;
30

种 “
前致癌物

” 中
,

在只有纤维母细胞本身

的活化系统存在时
,

在适当条件 下
, 4 一 硝

基吟咐 一 l 一 氧化物及其致癌性 衍 生物 ( 16

种 ) 以 及黄曲霉素 B : 、

杂曲霉 素 等 也能诱

发 D N A 修复 合 成反应
。

对 29 种非致癌性化

合物 ( 包括一些嵌入性诱发剂 ) 没有一种诱

发出细胞 的 D N A 修复合成反应
。

这个对将

近 9 0种化学物质诱发 D N A 修复合 成能力与

其致癌性的对比研究结果表明
,

放射自显影

D N A修复合成试验可以用作化学 物 质 致癌

性的筛选
。

L i e b e r m a n
等

( ` 8 )
选用人外围淋

巴细胞为材料
,

有它的优越性
,

因为在一般

情况下
,

它是一种不增殖的 细 胞
,

D N A半

保留复制的硷基掺入水平很低
。

如何提高对
“ 前致癌物 ” 的检出水平

,

是化学物质致癌性检测的一个重要课题
。

对

D N A修复合成试验系统来说
,

可以采 取 以

下两种措施
:

1
.

在测试系统中加入肝微粒体酶系统以

提高活化
“
前致癌物

” 的能力
( ’ “ ) 。

A h m e d

等 ` “ “ ’ 用这个系统 检 查 了 13 种 农药 诱发

D N A修复合成的能力
,

发现氯 丹
、

七 氯
、

环氧七氯
、

艾氏剂
、

狄氏 剂
、

西 维 因
、

双

快
、

二
,

四 一 滴
、

乐果
、

克菌丹等 10 种为阳

性
。

其中七氯
、

环氧七氯和乐果必须在活化

后才能诱发 D N A 修复合成反应
,

而氯 丹 反

为微粒体酶系统灭活
。

其他如林丹
、

鱼豚酮

和 D D T三种农药不论有无肝微粒体 酶 系 统

的存在 皆无诱发 D N A 修复合成的作用
。

2
.

直接用富有药物代谢酶系统之肝细胞

为实验材料
。

W i l l i a m s ( “ ` )

用 培 养 2 4小 时

之原代大鼠肝细胞
,

以放射自显 影 技 术 显

示
,

在分别需经不同代谢活 化 途 径 ( 环 氧

化
、

N 一 脱烃
、

C 一 经 化
、

N 一经化 及 N 一

氧醋化 ) 活化之五类化合物 ( 霉菌毒素
、

多

环芳烃
、

亚硝胺
、

芳香胺及 偶 氮 染 料 ) 的

九种
“ 前致癌物 ” 中

,

除苯葱外全可在此系

统 中 诱 发 D N A 修 复 合 成 反 应
。

最 近

M i l e h a l o p o u l e s等 ( 2 “ ’ 用液体闪烁 士I 数 测

定法证明利用新鲜分离之肝细胞 (分离后 6小

时内 ) 比短期培养之肝细胞更为理想
。

因为

新鲜分离之肝细胞的细 胞 色素 P 45 0及 P 4 48

仍维持体内水平
,

而经 24 小时及 6天培 养 的
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肝细胞 中
,

它们分另!!只有体内水平之 25 % 及

15 %
。

可能
,

使用经肝微粒体酶诱导剂诱 导

后之肝细胞会吏加提高检测的灵敏度
。

川 D N A 修复合成 为指标
,

体内和 体 外

试验相结合
,

还可能显示出其它短期致癌性

检查所不能显示的玉要问题
,

即致癌物的器

官亲和性或肿笋南诱发的可能部位
。

将受 试化

合物弓}入动物体内
,

将各个脏器之小块组织

培养于含有释 垅脉及
3
H 一 胸嚓咤核 普 之 结

从中
,

再用放射自显影技术检查在哪一个脏

器的哪一类细胞 中有 D N A 修复合成发生
,

可

扣
;

测该化合物诱发肿瘤的部位和细胞来源
。

st ic h
` “ “ ’ 用这个方法对 4 一 硝基 珍琳 一 1 一

氧化物及二甲亚硝胺作了检查
,

结果与体内

诱癌试验所得结论完全符合
。

( 图 见插 页 19)
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讨 论

在病毒的提纯方法
`

一

扫
,

近来已有用聚乙

二醇 ( P E G ) 沉淀法的报道
` 4 ’ “ , ,

在
e 抗

原的检测中亦有用 13 %浓度的 P E G 作 为 被

检血清的浓缩方法
` 6 ’ 。

但是在 H B , A g的检

测中
,

用 P E G来浓缩被检血清还尚 未 见 有

报道
。

作者为了提高对流电泳的敏感度
,

试

用了 P E G浓缩 H sB A g 的 被 检 血 清
,

发现

2 0 %浓度的 P E G ( 分子量 4 ,

00 0 ) 能有效地

浓缩被检血清中的 H B , A g
。

具体 操 作简便

省时
,

认为有推广价值
。

关于 1% 琼脂内加入 3%聚 乙二醇 ( 分子

量 4
,

0 00 ) 和 3 %右旋糖醉可提高对流电泳的

敏感度
,

我们从 e 抗原的检测中得到启示而试

用于 H B ” A g的检测
,

亦得到满 意 结 果
。

其

机理是否因加入此二药物后可促进抗原抗体

复合物的形成和沉淀
,

从而提高了对流电泳

的敏感度
。

在判断结果时
,

于试验琼脂板上
,

抗原孔

和抗体孔之间滴数滴 20 %磺基水杨酸甲醇溶

液
,

能使沉淀线显色
,

又可增 加 敏 感 度 2

倍
,

操作方法和观察 结 果 均 比 以 往 单 宁

酸浸泡法为佳
。
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N D A修复合成的放射 自显影显示法与致癌性化合物的检测

(正 文 见1 8 8页 )

H l ea细 胞 (左排 )及大鼠胚胎细胞二代培养 (右排 )
“
H 胸嗜咤核普标记 5, 卜

时的放扮 自显影图
。

一

上
:

时照培养
,

显示重标记的 D H A 半保留 复制
。

中
:

·

培基中

加入 s m M 羚基豚
,

D N A 半保留复制被抑制
。

下 : 在羚基振 ( s m M ) 存在下
,
经

10
一 “

M M N N G处理
,

显示轻标记之 D H A修 复合成


