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7 辐射致 SI N P V 的 D N A 链断裂研究
`

曾 蓉 王殉章
( 中山大学昆虫学研 究所

,

广州 5 1 0 2 7 5 )

张纯祥 罗达玲 李冕丰
(中山 大学物理学系 )

摘 要 提出用琼脂糖凝胶电泳法
,

分剂量段进行两次电泳
,

再利用标准 D N A 将各段连接

的方法
,

在 1~ 10 0 k G y 宽剂量范围
,

测定
6

℃。 y 射线辐照后 D N A 单链和双链断裂频率
,

得

出 D N A 链断裂频率与吸收剂量的关系
.

实验表明
,

SI N P V 病毒的 D N A 链断裂 y 辐射响应
,

可以用单靶一次击中和二次击中复合模型来描述
.

关键词 sl N P v
,

D N A 单链和双链断裂
,

y 辐射

分类号 Q 6 9 1
·

5

D N A 的损伤是生物体辐射损伤的关键
.

实验表明
,

各种辐射引起的 D N A 单链断裂

都与吸收剂量呈线性关系
〔1 〕 ,

而低 L E T 辐射引起的 D N A 双链断裂
,

却存在较大的分

歧
〔卜伙 此外

,

对于实验结果的解释也不同
,

一些人认为 D N A 双链断裂对低 L E T 辐射

的剂量响应为线性
,

而有些人认为是非线性的
〔 5

,
6 〕

.

上述的工作一般是用活细胞或离体 D N A 水溶液作为实验材料的
.

由于细胞富含水
,

因此
,

电离辐射对 D N A 的损伤同时存在直接作用和间接作用
·

干燥实验样品的 D N A 辐

射损应为直接作用的效应
.

此外
,

细胞的酶不但可修复 D N A 的碱基损伤和单链断裂
,

而

且能修复双链断裂
.

为了研究 D N A 电离辐射原损伤的机制
,

我们选用了干燥的 SI N P V

作样品
,

它具有病毒的普遍特征
.

本文提出了分剂量段进行 20 h 和 40 h 两次电泳
,

利用

标准 D N A 将各段连接起来的方法
,

达到较宽的剂量范围内有效分析 D N A 断裂的 目的
.

实验表明
,

SI N P V 病毒的 D N A 链断裂 y 辐射响应
,

单链断裂是线性的
,

而双链断裂为

线性
一

二次曲线表示
.

这可以用单靶一次击中和二次击中复合模型来描述
,

单链断裂是一

次击中效应
,

而病毒 D N A 的双链断裂是一次击中和二次击中事件的共同效应
,

其中二次

击中事件效应为主
.

关于 SI N P V 辐射损伤
,

已做了多方面的工作
〔7

·
B〕

.

本工作是对 SI N P V 的辐射的直接

损伤产生的 D N A 链断裂进行分析和讨论
.
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1 D N A 链断裂数测定原理

一个完整的线状 D N A
,

若有一个双链断裂时
,

就会形成两个片段
.

所受的剂量越大
,

D N A 的断裂频率越大
,

形成的片段数也越多
,

平均分子量越小
,

所以可以用平均分子量

的变化来量度 D N A 断裂程度
.

用凝胶电泳法就能把 D N A 的辐解片断按大小分离开来
,

得出平均分子量
.

C h e n
等给出了用凝胶电泳法测量 D N A 链断裂的计算公式

〔幻

B r e a k s / D N A 一 L e n g t h = L n 一 `
( D ) 一 L n 一 `

( O ) ( 1 )

式中 L n 一 `

为 D N A 平均分子量倒数
,

其数学表达式为

:

一 {
〔 , ( m ) /: ( m )〕d m /

{
, ( m ) d m

式中 m 为 D N A 的迁移率
, p ( m ) 为某一迁移率下的 D N A

( 2 )

相对碱基含量
,

由光密度表

征
,

L ( m ) 为此迁移率的 D N A 分子量
.

关于某迁移率下的 D N A 分子量的大小由给出的

公式确定
,

即
:

L ( m ) 一 C / ( m 一 m 。 ) 一 C / ( m
。
一 m 。 ) (3 )

式中 m
。

为
“ O”

长度分子的迁移率
,

m 。为
“
co

”

长分子的迁移率
,

C 为与凝胶有关的常

数
,

这三个参数通过标准 D N A 的已知分子量气其对应的迁移位置经拟合计算求得
.

本实

验是以 sl N P v 一 D N A 的 sP t l 酶切片段作为标准 D N A
.

由于在电泳过程
,

选用的电流很

小 (5 m A )
,

各种大小的 D N A 分子在凝胶中的迁移速率很小
,

因此可以认为 D N A 的迁

移率与迁移距离成正 比
,

在实验中以迁移距离 X 代替迁移率 m
.

所以 ( 3) 式可相应地改

写为

L ( X ) = C / ( X 一 X 二 ) 一 C / ( X
。
一 X 二 ) ( 4 )

完整的 SI N P V 一 D N A 是超螺旋环状的
,

在 D N A 提取过程中此结构会被破坏
,

得到

的大部分是松弛环状的
.

由于环状分子有一个断裂点时
,

分子变为线状
,

而分子量不变
.

所以用电泳法分析 SI N P V 一 D N A 链断裂时
,

为了使用上述公式
,

把 L n 一 `
定义为线状

D N A 平均分子量的倒数
.

在琼脂糖凝殷电泳中
,

环状 D N A 的迁移率小于同样大小的线

状 D N A 的迁移率
,

因此在计算中作了简化处理
,

即迁移率小于 1 4 6 k b p ( K b) ( SI N P V

一 D N A 的分子量 ) 的分子认为是环状 D N A
.

对于单链断裂
,

由于互补链上无断裂点
,

在

氢键的作用下 D N A 并不会断裂开来
,

所以为了测出单链断裂
,

必须先使 D N A 在碱性条

件下双链解旋成单链
,

用碱性电泳来分析单链断裂
.

2 实验方法

.2 1 样品制备

SI N P V 样品为干粉制剂
,

用塑料管包封
,

置放在两块约 8 m m 厚的有机玻璃板中间
,

实现辐照时的电子平衡
.

样 品在华南农业大学的
6O
C o 7 源上进行辐照

,

剂量率约为 40

G y / m in
,

剂量范围为 1~ l x 1 o
“
k G y

,

在室温下进行照射
,

y 辐射场用 F ir ck 剂量计进行

过标定
.

辐照后
,

用多角体裂解液 (0
.

1 m ol / L N a C O
3 ,

0
.

1 m ol / L N a CI ) 使病毒粒子

(核衣壳 ) 游离出来
,

以 Z0 0 0 r /m i n 离心 5 m i n
,

上清以 z 6 0 0 o r /m i n 离心 2 5 m i n ,

沉淀
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病毒粒子
.

用适量的 T E 缓冲液 ( 0
.

1 m m o l / L T r i s
,

0
.

1 m m o l / L E D T A
,

p H s
.

o ) 悬浮

病毒粒子
,

加入等量的裂解缓冲液
,

及适量蛋白酶 K ( 10 m g /m L )
,

充分混合后在 37 C

反应 30 m in
,

最后用饱和酚 /氯仿 ( 1
:

l) 抽提一次
,

便得到病毒 D N A 溶液
.

在提取过

程中
,

将受不同剂量的 S IN P V 样品各取 1 0 m g 装入 E p p e n d o r f 管 ( 1
.

5 m L ) 中进行分管

同时处理
,

这样可以减少由于实验条件不同而带来的误差
.

未照的 SI N P V 样品同样用上述方法提取 D N A
,

再用饱和酚 /氯仿 ( 1
:

l) 抽提一次
,

在提取液中加入 1 / 1 0 体积的 0
.

3 m ol / L N a A 。 ,

2 倍体积无水乙醇 ( 一 20 c ) 使 D N A 脱

水
,

一 20 C保持过夜
.

以 1 6 0 0 0 r /m in 离心 15 m in
,

弃上清
,

沉淀用 70 % 乙醇洗 2一 3 次
,

吹风干燥
,

得到干燥的 SI N P V 一 D N A
.

为了得到分子量大小已知的酶切 D N A 片段
,

将上述方法提取的 D N A
,

用无菌三蒸

水溶解
,

加入酶切缓冲液和限制性内切酶 sP t l
,

在 37
`

C下反应 4 h
,

再经 65
`

C 的水浴 15

m in
,

样品在 4 C保存备用
.

2
.

2 琼脂糖凝胶电泳

取一定量经不同剂量辐照的病毒提取的 D N A
,

分别与样品混合液混匀
,

在 0
.

8%中

性琼脂糖凝胶板上和标准分子量的 SI N P V 一 D N A 的酶切样品同时电泳
.

为了分析 D N A

的单链断裂
,

需将双链 D N A 用碱性解旋法解旋成单链
.

电泳后
,

D N A 用澳化乙锭 ( E t B r ) 染色
.

与 D N A 共价结合的 tE B r
在 2 80

n m 的紫

外光作用下可发出可见波长的荧光
,

荧光经乳胶片感光转换为光密度
.

仔细地选择曝光

时间
、

冲洗时间
,

荧光光强可以线性地转换为光密度
,

所以 D N A 相对碱基含量可以由光

密度表征
.

在紫外光下拍取电泳结果
.

用 g W 型测微光度计测量底片上的光密度
,

经校

正后
,

得到 D N A 迁移位置与相对光密度的分布
.

经碱性和中性琼脂糖凝胶电泳光密度分

布如图 1 所示
.

0 2 4 6 8 10 12 14 0

迁移距离 /m m

图 I SI N P V - D N A 的 P st l 酶切碱性 ( a) 和中性 (b) 电泳紫外照片的光密度分布图

F ig
.

1 O p t i
e a l d e n s i t y d i s t r

i b u t i
o n o b t a i n e d b y a

l k
a
li n

e ( a ) a n d n e u t a
l ( b ) a g a r o s e g e l e le e t r o p h

o r e s is

f o r
S IN P V 一

D N A
o le a v e d r e s l r i o t i

o n e n z y n e
P

s t l
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3 结果和讨论

.3 1 D N A 相对碱基含里与光密度的关系

一般 D N A 碱基含量和与其结合的 tE Br

在紫外光中发 出的荧光光强是成正 比的
.

但

荧光光强转换为光密度是否线性
,

即 D N A

相对碱基含量与光密度的线性关系
,

应通过

实验来检验
.

由于 SI N P V 一 D N A 为环状
,

用

限制性内切酶酶切后产生的不同大小分子 片

段的数目是相同的
,

如果各片段分子量的大

小已知
,

与其对应的光密度峰值进行比较
,

可

检验 D N A 含量与光密度是否线性
.

图 2 可

看 出中性琼脂糖凝胶 电泳 的紫外照 片中
,

D N A 相对碱基含量与光密度成线性关系
,

并

且其他各电泳带的光密度大小均在所检验的

范围内
,

所以本实验的 D N A 相对碱基含量

测量是可靠的
,

一一

、
厂

___

才目对分子量

图 2 标准 D N A 相对碱基含量与已校准的光

密度的关系
·

表示碱性 电泳的实验数据
,

直线表示最小二

乘法拟合结果

F ig
.

2 O p t i e a l d e n s i t y v s
·

r e
l
a t i

v e m o
l
e e u

l
a r

w
e ig h t f o r s t a n d a r

d D N A

.3 2 D N A 分子量的测定

琼脂糖凝胶电泳 中
,

D N A 分子量的定量可通过 ( 3) 式进行
,

式中待定常数 C
,

X
。 ,

X _ 用最小二乘法拟合 SI N P V 一 D N A 的酶切片段的标准 D N A 分子量及对应的迁移位置

得出
.

酶切片段的分子量和对应的迁移位置的拟合结果如下
:

对于碱性电泳 C 一 24
.

32

( k b
·

m m )
,

X
。
= 5 3

.

8 3 ( m m ) 和 X 。 = 0
.

7 3 (m m ) ;
对于 中性 电泳 C = 2 9

.

1 5 ( k b p
·

m m )
,

X
。
一 40

.

16 ( m m ) 和 x 二 一 2
.

56 ( m m )
.

因此
,

D N A 分子量 L ( X ) 与其迁移距

离的关系为
:

L ( X ) 一 2生
.

3 2 / ( X 一 ()
.

7 3 )一 0
.

4 6 (碱性电泳 ) ( 5 )

L ( X ) 一 2 9
.

1 5 (/ X 一 2
.

5 6) 一 。
.

7 8 (中性 电泳 ) (6 )

式中 五 ( X ) 的单位为 k b 或 k b p
,

X 为 m m
·

.3 3 SI N P V 一 D N A 的链断裂测定

SI N P V 经不同 了剂量照射
,

病毒 D N A 的断裂频率不同
,

D N A 的分子量分布也不同
.

凝胶电泳方法就是利用 已校准的光密度谱
,

即分子量分布谱
,

把这种不同的分子量分布

测定出来
.

利用公式 (1 )
,

(2 )
,

(5 ) 和 (6 ) 可计算出病毒 D N A 单链和双链的断裂频率
,

即每 1 4 6 k b 单链 D N A 的链断裂数 ( S S B / 1 4 6 k b )
,

或每 2 4 6 k b p 双链 D N A 断裂 ( D S B /

1 4 6 k b P )
·

由 L ( X ) 关系可知
,

经 40 h 电泳
,

小于 1 k b p (1 k b) 的 D N A 片段可能移出胶体

外
,

会影响大剂量的结果
,

因为病毒 D N A 受大剂量照射时链断裂频率大
,

形成的小片段

数目多
,

影响大剂量的断裂测量结果的可靠性
,

因此需要进行第二次时间为 20 h 的电泳
.

两次电泳所用的凝胶浓度一致
,

电压和 电流不变
,

不同的只是电泳时间
.

对两次 电泳的
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酶切谱进行 比较发现 D N A 的两块胶上的迁移位置具有一一对应关系
.

如果设电泳 40 h

后某一大小的 D N A 的凝胶中迁移位置为 X
` ,

电泳 20 h 后
,

此 D N A 的迁移位置为 Xt
/ 2 ,

经最小二乘法拟合
,

得出如下关系
.

X
,

一一 6
.

4 0 + 1
.

o 5X
` / 2+ 0

.

0 5 ( X
, / 2 )

2
(碱性电泳 ) (又)

X
,

= 0
.

5 1一 0
.

4 3X
, / 2 + 0

.

1 8 ( X
` / 2 )

2
(中性电泳 ) ( 8 )

这样可用此公式
,

把短时间电泳后的 D N A 迁移位置戈
/ 2

转换为长时间电泳后相应的

迁移位置 X
` ,

同样用公式 (1 ), (2 )
,

(5 ) 和 (6 ) 计算出 D N A 的断裂频率
.

图 3 示出不

同剂量辐照后
,

20 h 中性电泳紫外照片的光密度谱
.

99
.

s kyG

[于浏
11

9
.

s k G y

. 1

一一
一

~ ` 一么~ 习 _ 、 . . . .

…

…
{

10 10
’

10

迁移距离 /m m 剂量 /k G y

图 3 SI N P V
一 D N A 经不同剂量照射后 20 h 中性电泳紫 图 4

外照片的光密度

F i g
·

3 S p e o t r a o f o p fi e a l d e n s
i t y m e a s u r e d f o r p h o 一

F ig
.

4

t o g r a p h s
w h ie h w e r e o b t a in e d b y n e u t a l a g a r o s e

g e l e l e t r o p h o r e s
i
s fo r S IN P V

一
D N A s a m p l e s

2 0

h r a f t e r
i
r r a

d i
a t i

n g a t d i f f e r e n t d o s e l e v e l s

s l N P v
一 D N A 链断裂的频数与

吸收剂量的关系

T h e s t r a n d b r e a k s f r e q u e n e y v s
.

a b s o r b e d d o s e f o r
S IN P V 一 D N A

3
.

4 sl N P V 一 D N A 链断裂的剂盘响应

L uo
〔8 〕
等曾以靶理论为基础

,

提出一个描述病毒存活率与辐射剂量关系的模型
,

用于

描述 D N A 的辐射损伤
,

可作如下假设
:

① 辐射对病毒作用的关键靶是病毒 D N A ; ② 病

毒 D N A 上只要有一个双键断裂便会使病毒失去感染力
,

并称之为病毒失活
; ③ D N A 双

键断裂的形成有两种方式
:
D N A 的双键由于一个电离事件而断裂

; D N A 的两条键的断裂

分别由两个无关联的电离事件引起
,

而且这两个断裂点的空间位置足够近
.

前一种方式

为
“

一次击中
”

过程
,

后一种为
“
二次击中

”

过程
.

如果在一条完整的 SI N P V 的 D N A 总

共有 N
。

个靶
,

某剂量下的相对响应
,

即双键断裂数为 N ( D )
,

则

N ( D ) = N
。
{R ( 1一 e 一 D / D。 ) + 1一 R ) [ 1一 ( 1 + D / D

。
) e 一 D / D。〕} ( 9 )

上述公式中 R 为一次击中事件占总事件的分额
,

称为一次击中因子
.

D
。

为特征剂量
.

这



中山大学学报 (自然科学版 ) 第 35 卷

就是用于描述病毒剂量响应一次和二次击中复合模型
.

用 ( 9) 式拟合实验数据
,

结果由图 4 给出
,

D N A 单链断裂 ( S S B ) 所得到的拟合参

数为
,

从 = 1 2 0
.

0 ( S S B / 1 4 6 k b )
,

D
。
= 4 7

.

8 ( k G y )
,

和 R = 0
.

9 9
.

在 l 一 1 0 0 kG y 的剂

盆范围内
,

实验数据用单靶一次击中和二次击中复合模型拟合
,

得 出 R ~ 0
.

99
,

说明单键

D N A 上断裂是一次击中事件的效应
.

用 (9 ) 式拟合得出 D N A 双链断裂 ( D S B ) 的特征参数为 N
。
一 1 0 2

.

1 ( D sB / 14 6

k娜 ), D
。
= “

·

7 k( G y )
,

和 R 一 .0 34
·

用一次和二次击中复合模型拟合实验数据
,

R 的

拟合值为 0
.

34
,

说明 D N A 双链断裂是一次和二次击中事件的效应
.

对于 y 来说
,

由二

次击中引起的效应占大部分
.

由于采用公式 ( 9) 特征剂量较大
,

要达到饱和效应需要大

的辐射剂量
,

所以在一般的实验中 D N A 双链断裂与剂量成线性二次关系
,

观察不到饱和

效应
.

总之
,

本实验结果反映了 D N A 双链断裂剂量响应是非线性响应
.

由于 D N A 在所

研究的病毒系统中辐射损伤后不会被修复
,

因此响应的非线性并不是 D N A 酶修复的作

用
·

比较单链和双链断裂频率的剂量响应
,

便可发现随着剂量增大
,

两类链断裂频率的

差距减小
,

饱和值更相差无几
.

说明随着剂量增大
,

由两个单链断裂形成一个双链断裂

的几率增大
,

这也表明 y 辐射诱发 D N A 链断裂时
,

存在二次击中事件
.
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