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几种理化因素诱导的细胞微核形成及其 自动化检测的研究
`

T h e S t u d i e S

a n d P h y s i e a l

o n t h e m i e r o n u e l e u s f o r m a t i o n i n d u e e d b y s e v e r a l c h e m i e a l

f a e t o r s a n d t h e i r m i e r o n u c l e u s a u t o m a t i e m e a s u r e m e n t

曹 佳 程天 民.. (第三军医大学预防 医学系分子毒理室 ) 重庆
,
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微核 (M ic or
n
uc ile

,

简称 M N )测试是用于评价外来化合物

和环境污染物致突变性的一个重要试验
,

已在国 内外得到了广

泛应用
。

本研究选择了具有不同诱变机理的 10 种化合物
、

物理

因子
,

采用 电镜超微结构观察
、

Br dU 掺人
、

D N A 荧光原位杂

文
、

抗着丝拉抗体染色
、

流式仪自动检测等多种技术手段
,

对整

体动物红细胞
、

离体 的人淋 巴细胞
、

大 鼠原代肝细胞
、

小鼠

N IH 3T 3 细胞的 M N 率变化规律
,

M N 形成进机理行了系统研

究
,

并研究了大样本细胞 M N 自动化检测的新技术
.

以及放烧

复合伤时 M N 率的特殊变化规律
.

主要结果如下
:
( l) 在 。

.

5~

5 G y 下
一

射线照射人离体外周血淋巴细胞后
,

定量研究了第一个

细胞周期各阶段 M N 形成情况
,

发现 M 期 M N C F 和 N N F 产

t 最高
.

另外
,

间期的 S 和 G
:

期细胞有可能直接形成 M N
。

细

胞原位固定显微形态学观察和 电镜超微结构观察
,

也发现支持

间期细胞核以核芽突方式形成 M N 的证据
.

( 2) 电镜观察发现

5 G y -y 射线诱导的人外周血培养淋巴细胞 M N 均具有双层核

膜结构
,

M N 内主要由低电子密度的常染色质组成
,

边缘有部

分异染色质
,

个别 M N 内还有核仁样结构
.

提示经培养后增殖

分裂的人淋巴细胞内
,

部分 M N 具有一定的结构和功能
.

而 y
-

射线诱导的小鼠骨髓红细胞 M N 虽具有双层核膜结构
.

但 M N

内全部由电子密度较高的异染色质组成
.

这提 示 M N 结构和功

能因所处细胞类型不同而有异
.

( 3) 使用抗着丝粒抗体染色和

着丝粒主要卫星 DN A 探针荧光原位杂交方法
。

研究 了染色体

断裂剂 C P
、

H Q
、

M M C 和非整倍体毒剂 C O L
、

C O M 和 A A 的

M N 的染色体组成情况
,

发现两类毒剂诱导的 M N 的染色体组

成完全不同
.

非整倍体毒剂 c O L
、

C O M 和 A A 约 50 % ~ 70 %

M N 由整条染色体组成
,

其中又 约 10 % ~ 30 % 由 2 条 以上染色

体组成
,

而染色体断裂剂则 70 % ~ 80 肠以 上的 M N 由染色体

断片组成
.

( 4 ) S G y 下
一

射线诱导的小鼠骨髓红细胞 M N 的 D N A

含量定量测定与染色体随机断裂和重接的模拟研究表明
,

当采

用 6 5% z 个 F r a g
,

2 2纬 2 个 F
r a g s ,

7肠 3 个 F
r a g s

和 6写L C 混

合分布模型时
,

可与 M N 的 D N A 实测分布值吻合较好
.

因此

--y 射线诱导的小鼠骨髓红细胞 M N
,

可看成是以染色体随机断

裂和重接的方式形成的
。

(5 )对小鼠红细胞 M N 的双染色双激

光流式细胞仪检测方法进行了重要改进
。

使用 R N A 特异染料

T O 以 区分 P C E 和 N C E
,

使用 D N A 特异染料 H 0 s 3 s 4 2 检出

M N
,

首次实现 了对化合物诱导的小鼠外周血红细胞 M N 的流

式 仪 自动化检测
。

在对 5 个化合物及工业有害化合物的实际测

定中
,

证实该方法与人工镜检相关性
r
> 。

.

95
,

分选 M N 真实

性在 95 % 左右
,

而速度比人工检测提高了 40 ~ 100 倍
,

使该方

法基本达到实用化程度
。

(6 )使用两步染色流式细胞仪 M N 检

测新技术
,

证实含有丰富代谢酶的大鼠原代培养肝细胞
,

可用

于对 间接致癌
、

致突变物活化后所形成 M N 的检测
。

但流式仪

制样时空 白对照易产生 M N 高背景值
,

有必要进一步寻找降低

M N 背景噪声的新方法
.

( 7 )小鼠放烧复合伤体内骨健 M N T 研

究表明
:

单纯烧伤 ( 10 % 和 20 % )后 不引起骨髓 fM P C E 升高
,

但放射复合烧伤 ( 1 0% 烧伤 + 1
,
3

,
5 G y

,
2 0%烧伤 + 1

,
3

,
5 G y )

后 M N 率均明显低于单放组
,

且 20 %放烧复合组又明显低于

10 %组
.

同时发现放射复合烧伤后
,

P C E %成比例地增加
,

因此

fM P C E 降低的原因
,

可能是复合烧伤后刺激新生红细胞增加
,

或加速红 细胞成熟所致
。

提示放烧复合伤早期以骨髓 fM CP E

作为放射剂量辅助 指标时
,

有可能导致放射剂量低估
,

应予以

注意
.
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