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射线诱发人淋巴细胞微核形成与细胞周期关系的初步研究
`

刘胜学 曹佳 杨录军 程 天 民“ 钱预 庞学利 ~ (第三军医大学预防医学系分子毒理实验室 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

提 要 本研究用 y一 射线诱发人外周血淋巴细胞微核 (M N )
,

使用细胞周期控制
、

Br dU 免疫荧光染色
、

松胞素 B (C B )阻滞胞质分裂等技术
,

研究人淋巴细胞微核形成与细胞周期间的定量关系
。

结果
:

①G
。

期和 lG

期淋巴细胞照射组和对照组相比
,

微核率 (M N )F 和微核细胞本 (M N c F )均无明显变化 ( 尸 > 0
.

0 5 )
。

② s 期和

G Z

期淋巴细胞照射组和对照组相比
,

M N C F 均明显增加 ( P < 0
.

0 1 )
。

(3 ) M 期琳 巴细胞照射组与对照组相

比
,

M N F 与 M N C F 分别增加 90 多倍和 70 多倍
。

结论
:

在人淋巴细胞周期中 S 期和 G
:

期可形成 M N
,

但 M 期

是形成 M N 的主要阶段
。

关键词 人淋 巴细胞 ;细胞周期
;

微核 ,下
一

射线 , Br d U 掺入

中图法分类号 R s 2 9
.

2 4

近年来
,

微核实验已广泛用于环境中各种理化因

子的致癌
、

致突变评价
,

以及用于人群健康的监测 .l[
’ 〕

。

但是有关微核 (M i e r o n u e l e i
,

简称 M N )形成机制
,

至今

仍有许多细节尚不清楚
。

本研究以人外周血淋 巴细胞

为材料
,

研究不同剂量 下一射线照射后
,

淋 巴细胞 M N

形成与细胞周期之间的定量关系
,

以了解 M N 形成的

机理
。

材料与方法

静脉血样均采自本室 3 名健康男性工作人员 ( 26 ~ 32 岁)
.

使用本校西南医院
`”
C O 治疗机室温下照射血样

,

剂量率 0
.

45

G y / m in
。

1
.

I G
。

期淋 巴细胞 M N

每个血样照射后
,

均分为两组
,

一组在室温下 ( 15 ℃ 士 )放

置 1
.

5 卜
,

另一组在 37 ℃ 下放置 5 卜
,

然后按薛开先介绍的方法

制片s[]
,

G ie m s a

染色
。

镜下计数 1 0。。 个淋巴细胞及其 M N /血

样
,

计算 微 核 细 胞 率 ( M ie r o n u e l e u s e e l l f r e q u e n e y
,

简 称

MN C F )和微核率 (M i e r o n u e
l
e u s f r e q u e n e y

,

简称 M N F )
.

由于

外周血淋 巴细胞为不分裂细胞
,

属 G 。

期
,

本组未加培养基和

P H A
,

故放置 1
.

s h 和 s h 后仍属 G 。

期
。

1
.

2 G
l

期淋 巴细胞 M N

血样照射 后
,

按常规方法培养
,

24 h 收获细胞
,

低渗制

片[’]
。

染色与镜检同前
。

由于本组已加入 R PM l l 640 培养基和

P HA
,

淋巴细胞开始转化
.

但人淋巴细胞在 P H A 刺激后第一次

分裂期不早于 24 h[ 曰 ,

以及辐射可诱发细胞分裂延迟
,

故本组

培养时间限制在 24 h
,

转化细胞均应属于 G
:

期
。

其判断标准

是
:

细胞体积较 G
。

期细胞增大约 1 倍
,

胞质增多
,

胞核疏松
,

可

有核仁出现
。

1
.

3 5 期
、

G
:

期淋 巴细胞 M N

血样照射后
,

培养至 4 h4 时收获细胞
.

在培养至 38 ~ 40 h

时加入终浓度为 。
.

08 ~ 。
.

12 卜 g / m l 的秋水仙素
,

以阻滞细胞

进入下一个细胞周期
.

于收获细胞前 20 im n 加入终浓度为 30

产m o
l /L 的澳脱氧尿昔 ( B r o m o

d
e o x到

r i d i n
e ,

简称 B r
d U )作脉冲

掺入
,

制片同上
。

B dr U 免疫荧光染色参见 Kr
a m er 的方法 s[]

。

第一抗体使用

小 鼠 B
r d U 抗体 ( S e r v a )

,

第 二抗体使用抗 人 F I T C 抗体

(S 馆m a )
,

IP 配染细胞核
,

荧光显微镜观察
.

镜下 Br dU 掺入的

淋 巴细胞和 M N (S 期 )显示黄绿色荧光 ( IF T C 荧光 )
,

未掺入

Br dU 的淋巴细胞和 M N (未在 S 期 )显示红色荧光 ( IP 荧光 )
,

分别计数和计录之
.

1
.

4 M 期淋 巴细胞 M N

血样 照射后
,

细胞培养同前
,

但在培养 40 h 时加入终浓度

为 6 科g /m l 的松胞素 B ( e y t o e h a la s i n B
,

简称 C B )
,
7 2 h 收获细

胞
,

制片和染色均同 G l

期
。

由于 C B 能阻止胞质分裂
,

但不影响

胞核分裂61[
,

因此人 淋巴细胞在完成第一次有丝分裂后 (M

期 )
,

两个姊妹核将出现在同一胞浆里
,

出现特有的双核细胞
。

镜下仅计数双核细胞及其 M N
,

即为细胞第一次有丝分裂 (M

期 ) M N 形成情况
。

2 结果

2
.

I G
。
期 M N 发生率

G
。
期 M N F 和 M N C F 结果见表 1

。

经方差分析 尸 > 0
.

05
,

说明随着辐射剂量的增加
,

G
。

期 M N F 和 M N C F 与对照相比

并无相应地增加
,

放置 1
.

s h 和 s h 结论相同
.

证明 G
。

期细胞

不能形成 M N
。

全军
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表 1 辐射诱导的人淋巴细胞 G
。

期 M N 发生率

T的 1 M N f r e q u e n e i es i n G
一
Pb as e o f h u

am
n 】ym P o c y et s in d u ede b y i r r a d i a t i o n

〔心 s e N o
.

o f

( G y ) g r o u P s

0 3

N o
.

o f

ly m p h co yt
e

s e o r e d

1
.

s h 5 h

M N F (%
。
)

3 0 0 0 3
.

0 0士 0

M N C F (编 )

2
.

6 7士 0
.

5 8

M N F (%
。
)

0
.

3 3士 0
.

5 8

M N C F (%
。
)

0
.

3 3士 0
.

58

30 0 0 2
.

3 3士 0
.

5 8 2
.

3 3士 0
.

5 8 1
.

0 0 士 1
.

0 0 1
.

0 0 士 1
.

0 0

30 0 0 2
.

3 3士 3
.

2 1 2
.

0 0士 2
.

6 5 0
.

6 7士 0
.

5 8 0
.

6 7士 0
.

5 8

30 0 0 3
.

0 0士 1
.

7 3 2
.

6 7士 1
.

1 5 2
.

0 0士 3
.

4 6 1
.

0 0土 1
.

7 3

3 00 0 5
.

0 0士 2
.

6 5 3
.

0 0士 2
.

0 0 0
.

6 7士 1
.

1 5 0
.

6 7士 1
.

1 5

3 00 0 6
.

3 3士 2
.

5 2 5
.

6 7士 2
.

8 9 1
.

5 0士 1
.

0 5 1
.

3 3士 0
.

5 8

2
.

Z G
,

期 M N 发生率

G :

期 M N F 和 M N C F 结果见表 2
.

经方差分析 P > 0
.

0 5
,

说明 G
,

期辐射剂量组与空白对照相比
,

无显著差异
,

G
;

期淋

巴细胞也不能形成 M N
。

2
.

3 5
、

G
:

期 M N 发生率

由于是在收获前作短暂 ( 20 m i n) 脉冲 Br d U 掺入
,

故掺入

细胞 (主核掺入 )应为 S 期细胞
,

而未掺入细胞且体积较 S 期掺

入细胞大 1 倍者 (4 N )应为 G
:

期细胞
,

分别计数 S 期
、

G
:

期细

胞和 M N 数及 Br d U 掺入情况
,

结果见表 3
.

与对照组相比
,

照

射组的 M N C F 有显著地增加 ( P < 0
.

0 1) 见表 4
。

可见
,

S 期
、

G
:

期淋巴细胞可形成 M N
.

表 2 辐射诱导的人淋巴细胞 C
:

期 M N 发生率

T a b 2 M N f er q u e n e i e s i n G
:

帅 as e o f h u m an l y . I P h企

c yt e s i n d u
ce d b y i r r a d ia t i o n

1) 」s e

( C y )

N o
.

o f

g r o u P s

N o
.

o f

l y m P卜o
e
y’t e M N F (%

。
) M N C F (编 )

30 0 0 2
.

0 0士 1
.

0 0 1
.

6 7士 0
.

58

3 00 0 1
.

6 7士 1
.

5 3 l
,

3 3士 1
.

1 5

1
.

0 3 3 0 0 0 3
.

6 7士 1
.

5 3 3
.

3 3 士 1
.

5 3

3
.

0 3 3 00 0 2
.

6 7士 1
.

5 3 2
.

6 7士 1
.

5 3

5
.

0 3 30 0 0 2
.

6 7士 2
.

0 8 2
.

6 7士 2
.

0 8

农 3 5
、
G :

期 M N 的 B r dU 标记情况

T a b 3 hT
e 山s tr ib u ti o ns o f M N l a be l le d w i t h B

r
d U in 5 an d G

:
P has e o f h u m an l y m P h o e尹 e s

5 p h a s e ( y e l l o w ) G 2 p h
a s e

(
r e
d )

T r e a t m e n t

N o
.

o f M N
s

N o
.

o f l a b e l l e d

M N ( y e ll o w )

N o
.

o f u n l a b e l l e d

M N (
r e d )

S P e e i a l

k i n d l )
N o

.

o f M N
s

N O
.

o f l a b e l l e d

M N ( y
e
l l o w )

N o
.

o f u n l a b e l l e d

M N ( r e d )

C o n t r o l

5 G y

2 2

5 8

3 2

10 1

32

10 0

011月b口自

ǹ

9,山ǹUQ

l ) T w
o
M N s i n o n e e e l l

, o n e l a b e l le d ( y e
ll

o
w ) a n d a n o t h

e r u n
l
a b e

l l
e d ( r e d )

表 4 辐射诱导的人淋巴细胞 S
、

G :

期 M N 发生率

T a b 4 M N f r e q u e n e ies i n s
,

G : P h as e o f h u m a n l y m Ph oc 外e s i n d u e
ed b y ir r a d i a t io n

C e l l e y e l e T
r e a tm

e n t N o
.

o f g r o u p s
N o

.

o f

l ym p h oc y t e s e o r e
d

N o
.

o f

m i e r o n u c l e a t e d e e l l
M N C F (%

。
)

1 8
.

6 0士 4
.

16

3 1
.

2 7士 5
.

7 6 二

3 2

3 7
.

9 3士 4
.

8 8 二

O口川卜口自
IL

别别滩以C o n t r o l 15 4 6

5 G y

1 5
.

6 0士 5
.

24 C o n t r o l

5 G y

24 22

3

2 6 13

, , :

P < 0
.

0 1

2
.

4 M 期 M N 发生率

本组双核淋 巴细胞的 M N F 及 M N C F 见表 5
。

照射后
,

M N F 和 M N C F 均随剂量增加而极显著地增加 ( 尸 < 。
.

0 0 1 )
,

并且与剂量呈良好的正相关性 (相关系数 下均大于 0
.

99 )
。

结果

表明 M 期可产生大量 M N
.
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表 5 辐射诱导的人淋巴细胞 M期 MN发生率

Ta 5 b MN f
re q e c u nie si n MP ha s

e o f hu
m a n lym Pho e y te si n de e u d byi a r ri da tio n

do se G (y)

G
ro u Ps

MN F (%
。 )

MC N F (%
。
)

1 2
.

3 3士 4
.

0 4

1 0
.

33士 2
.

0 8

1 1 3
.

3 3士 5 2
.

8 3

1 01
.

3 3士 2 4
.

5 4

41 9
.

0 0士 0 3
.

51

395
.

3 3士 2 3
.

4 4

1 1 4 4
.

3 3士 37
.

5 8

7 9 6
.

0 0士 17
.

5 3

3讨论

MN主要由染色体断片或细胞分裂时滞后丢失的

整条染色体形成
,

M N 必须通过细胞分裂 (M 期 ) 才能

形成
,

这是 目前学术界比较普遍的看法
「,二。

但是
,

近年

来有部分学者观察到间期细胞核有核芽突形成
、

延伸
、

连丝断裂
,

直至形成
“

典型
”
M N (形态上 )的一系列中

间过程比
8弓 ,

国 内薛开 先还证 实 M N 可在 G 。 、

G , 、

S
、

G
Z 、

M 期各 阶段直接形成
「别 ,

这提示可能还存在其它

一些 M N 形成途径
。

本研究利用一些细胞周期研究的

新技术
,

对 M N 形成与细胞 周期的关系进行了更深入

的研究
。

我们对 G
。

和 G
,

期 M N 的定量分析表明
,

不管照

射剂量增大
,

还是孵育时间延长
,

照射组 M N F
、

M N C F

与空白对照组相 比均无明显变化
。

说明 G 。

和 G
:

期均

不能形成 M N
。

这与薛开先的结果并不一致 〔` 〕
。

他在 4

G y 照射人外周 血后
,

同样放置 1
.

s h 和 s h
,

发 现

M N F 有显著的增加 ( P < 0
.

0 1 ) ; 培养 2 4 h 的 G 】
期

,

M N F 增加更显著
。

但增幅也仅是从对照的 0
.

25 编一

0
.

3 3%
。
增加到 1

.

2 9%
。
一 2

.

4 5%
。 。

由于凋谢小体 ( a p o p
-

t o s i s b o d ie s )与 M N 在形态上有些类似
仁, J ,

故这中间是

否有凋谢小体被误记为 M N
,

尚不清楚
。

B r d U 是 T dR 的结构类似物
,

可替代 T d R 掺人到

D N A 链中
。

由于我们仅作了 20 m in 的脉冲标记
,

故掺

入了 B dr U 的细胞核和 M N 必然正处于 S 期
,

而此时

未掺入而胞体又大于掺入细胞 l 倍者则应是 G Z

期细

胞
。

在我们的结果里
,

M N C F 在 S 和 G
:

期都显著增加

( 尸 < 。
.

0 1 )
。

这说明 S 期和 G Z

期细胞有 M N 形成
。

1 9 7 8 年 J
e

sn
e n ll 。

在研 究小 鼠骨髓嗜多染红细胞细胞

动力学时
,

曾推 测体内红细胞 M N 形成于 S 期和 G
Z

期
。

本实验在体外人淋巴细胞严格控制细胞周期的情

况下
,

从定量上再次证实了间期细胞 S 和 G :

期可形成

M N
。

S 期和 G
:

期细胞属于间期细胞
,

细胞 尚未分裂
。

因此
,

该阶段 M N 难以用染色体断片和染色体丢失形

成来解释
,

而 只能设想是以核芽突形式直接形成
。

但

是
,

在主核标记的 S 期细胞里
,

仅有 27 % 的 M N 同时

被标 记
,

而 高达 73 %的 M N 未被 标记
,

这似 乎又 与

M N 以核芽突方式形成相矛盾
。

在此合乎逻辑的解释

可能有 2 种
:

①部分 M N 具有 自己的细胞 周期
,

并与

主 核不同步
。

因而当主核被 标记 时
,

M N 尚未开始

D N A 合成
。

②另一种可能是 M N 虽与主核同步
,

但仅

部分 M N 具有 D N A 合成 能 力
,

这样也 可解释 部分

M N 被标记
、

部分 M N 未被标记的现象
。

非常有趣的

是
,

我们还在 G :

期细胞中观察到 1 个标记 M N
,

这正

好说 明了该 M N 不仅与主核不同步
,

而且还落后于主

核进行 D N A 合成
,

从而支持了我们上述的分析
。

对于在有丝分裂期 M N 的形成数量
,

双核细胞观

察法证实
,

随着辐射剂量的增加
,

M N C F 得 到了大幅

度提高
,

并且呈现很好的正相关性
,

并可由此而建立很

好的剂量一 M N C F 曲线回归方程 (未显示资料 )
。

在同

样 SG y 照射剂量 下
,

其 M N C F 比对 照组高 出 70 多

倍
,

即使 排 除 可 能 在 S
、

G
Z

期 形 成 的 M N ( 3 1%
。
一

38 %。 )
,

M 期形成的 M N 细胞数仍高达 7 0 0%。以上
,

远

远高于 S 期和 G
:

期形成的 M N 细胞数
。

因此
,

我们的

结果从定量上证实 了 M 期是 M N 形 成的的 主要阶

段
。

说明经过有丝分裂
,

以染色体断片和细胞分裂时滞

后丢失的整条染色体形成 M N
,

的确是 M N 形成 的最

主要方式
,

但实验也证实间期细胞的 S 期和 G
:

期可有

少量 M N 形成
,

从而间接证实了 M N 以核芽突方式形

成途径的存在
。

在三个阶段 (S 期
、

G Z

期
、

M 期 )所形成

的 M N
,

其生物学意义有何区别 ? 还有待进一步研 究
。
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虹睫炎糖皮质激素治疗引起酮症酸中毒一例报告

R e P o r t o f a c a s e o f d i a b e t i c k e t o a c id o s i s i n d u c e d

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

陈少军 王 一 (第三军医大学附属西南医院眼科 ) 重庆
,
6 3。。 3 8

:

个案与短篇
~ -

b y y g l u c o e o r t i e o i d s

患者
,

女性
,

28 岁
,

农民
。

左眼红痛
,

畏光
,

流泪伴视物模糊 3

d
,
1 9 9 4年 4月 7 日来我院求治

。

检查
:

左眼视力。
.

04
,

结膜混合充

血 ( + + 十 )
,

角膜后 k (P + + )
,

前房 T yn ( + + + )
,

虹膜纹理不

清
,

指测眼压 T n ,

诊断为左眼急性虹睫炎
。

治疗
:

结膜下注射地

塞米松 2
.

5 m g 加混合扩瞳剂 (内含肾上腺素0
.

1 m l ) 0
.

4 m l
,
n

服强的松 10 m g 3/ d
,

淡炎痛 25 m g 3/ d
。

结膜下注射后当 时患

者无任何不适
,

嘱次日门诊复查未至
。
3 d 后患者因昏迷被抬入

我院
,

以
“

高血压危象
”

收入心 内科
,

当日内分泌科会诊后
,

急查

血糖为 28
.

6 m m ol / L
,

尿酮体 ( + + + + )
,

诊断为糖尿病酮症

酸中毒
,

转入该科抢救
。

患者清醒后追 间病史
,

否认有糖尿病史

及糖尿病的临床表现
,

诊断为隐性糖尿病
,

现患者已康复出院
。

尿病的眼部并发症之一
,

眼科治疗所用皮质激素为正常治疗

量
,

但因患者有隐性糖尿病
,

而皮质激素
,

肾上腺素均为升糖激

素
,

故 因总量大而引发血糖急剧升高
,

最后发展至 酮症酸中

毒[], 2}
。

本例患者的治疗体会是
:

( l) 使用激素前要详细询间有

无禁忌病史
,

如高血压
,

糖尿病
,

消化道溃疡
,

精神病
,

结核等病

史
,

特别是糖尿病易忽视年轻患者
;
(2 )对疑有糖尿病的患者应

查血糖和 尿糖及隐性尿糖试验 ; ( 3) 注意观察用药后的反 应
,

及

时处理
。

关键词 虹睫炎
;
酮症酸中毒

中图法分类号 R 7 73
·

1
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讨 论

虹睫炎的病因可以为感染
,

也可以是一种过敏性反应
,

可

以仅为眼部病变
,

也可以是全身病变的并发症之一
。

治疗原则

为散瞳
,

激素消炎和抗菌控制感染
。

该患者的虹睫炎为隐性糖

池芝盛
.

糖尿病学
.
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:
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,
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.
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