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丫
一

射线全身照射对大鼠肝
、

脾细胞核转录活性的影响

周 度金 易禄康

(生 化 教 研 室 )

提 要 木实验观察了 8 。。 r
ad 丫

一

线全身照射后2 4小时内大鼠肝
、

脾细胞核转录活性的变化
,

结果表明
:
照射后 2通小时内脾细胞核转录活性明显受抑制

,

而肝细胞核转录活性呈双相变化
:

照

后 4小时内转录活性增高
,

照射后 1 8小时和 24 小时转录活性受抑制
。

肝
、

脾细胞核中R N 八聚合酶 I

与R N A聚合酶 I + 皿受射线的影响程度接近
。

关健词
:

转录 , R N A聚合酶 ; Y线照射 , 细胞核

真核基因表达最基本的调控过程是在转

录水平上发生
,

了解急性放射损伤时转录活

性的变化规律及其机理对于阐明放射病
、

遗

传病的发病机制具有重要的意义
。

由于分离

的细胞核转录系统接近于生理状态
,

适于研

究电离辐射对转录的影响
。

本实验采用分离

的大鼠肝
、

脾细胞核体外转录系统
,

观察了

亚致死量 丫一线全身照射后 2 4小时内大鼠肝
、

脾细胞核转录活性的变化
。

材 料 与 方 法

1
.

材料

实验动物为健康雄性大白鼠
,

杂种
,

体重 17 。

~ 2 2 0 9
。

主要试剂
: a H

一

U T P ( 1 7 C i / m M
o l e ) 中国科

学院上海原子核研究所产品
。 a 一

鹅膏革碱 ( a -

A m a n i t i n ) 西德 B o e h r i n g e r 公司产品
。

A T P
、

G T P
、

C T P
、

U T P上海东风试剂厂产品
。

2 ,

实验方法

( 1 ) 动物分组及照射条件
:

动物分组
:

实验动物按照射后不同时间共分五

组
:

①对照组 (未照射组 ) , ②照射后 1 小时组 ,

③照射后 4小时组 , ④照射后 1 8小时组 , ⑤照射后

24 小时组
。

每组五只大白鼠
,

在照射后指定时间处

死
。

全身照射条件
: “ “ C。 丫

一

线照射
,

照射剂量 80 。

r a d
,

剂量率1 2 5
.

3 9 r a d / m i
n 。

( 2 )大鼠肝细胞核的制备 ; 参考 P f hi g f e l d e :

l() 等的方法稍加改进
:

① 于原法匀浆介质中添加

0
.

0 5 % T
r i t o n X

一
1 0 0

,

以减少胞浆污染 , ②由原

法中的 1 0 0
,
o o o x g 离心 9 0分钟改为 8 0

,
o o o x g离心

60 分钟
。

( 3 ) 大鼠脾细胞核制备
:

参考本室 周 建 新

等 (2) 的方法稍作修改
:

①将原法中的P B S液改为

H a n k’ “ 液
,

以提高脾细胞的稳定性 , ②将原法中

超速离心 ( 2 9
,
0 0 0 x g ) 1 小时改为 高 速 离 心

( 1 7
,
0 0 0 r p m ) 4 5分钊

, 。

( 4 ) 细胞核转录活性的测定 (3)
:

反应总体积 1 0 0衅
,

内含
:

50 时细胞 核悬 液
,

5 0 m M T r i s
一

H C I ( p H 5
.

0一
、

i
.

s m M M g ( A e ) 2
、

一2
.

5 ;石甘油 ( V / V )
、

Z m M M n C 12
、

i o m M 日
一

琉基

乙醇
、

0
.

0 5 m M E D T A
、

Z o o m M ( N H . ) : 5 0 ` 、

A T P
、

G T P
、

C T P 各 1 m M
、
0

.

0 5 m M U T P
、 “ H

-

U T P Z协C i (为区别 R N A 聚合酶 1 与酶 I + 皿活

性
,

加 a 一

A m a n
i t i n 至 i 协g / m l后置 。 ℃ 1 5分钊

,
后

升温反应 ) 于 30 ℃恒温水浴振荡保 温 5 一 30 分 钟

后
,

加入 2 m l l0 % T C A ( 三氯醋酸 ) 一 20 m M

N a ` P : 0 7终止反应
,

冰浴放置 15 分钟后
,

酸不 溶

性物质经玻璃纤维滤膜过滤
,

相继用 10 % T C A
、

5 % T C A
、
9 5写乙醇各 5 m l抽洗三次

,

滤膜在 80 ℃

干燥 3 0分钟
,

浸于 s m l 0
.

4% P P O
一

P O P O P
一

甲苯

闪烁液内
,

于 F J
一
2 1O I G液闪计数器计数

。

( 5 ) 实验资料处理
:

① R N A聚合酶总活性指不加 a 一

A m an it in 所测

得的活性 ; 酶 I + 皿活性指加 a 一

A m a n
i t i n 为 l 件g /

m l浓度时所测得的活性 ; 酶 l 活性 = 总活性 一 酶 I

十 皿活性
。
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营所 { J’
少刊
洛全敛据丁

、

木校欲 井孜洲

机采用单因索或双因索方差 z冲}讨门

结 果 与 讨 论

了用电几计炸 谁色 J后( ” )

八
一

全岌龙显微镜
一

厂观察
,

均形态正常
,

处理
。

极少 jJ泣浆 和x完整全}{{!』泣矛万染 ( 图 z )
,
11

.

具很

高的转录活性 (图 2
、

3 )
。

二
、

丫 线 全 身照射对大成肝
、

脾细 胞核

一
、

大泉奸
、

脾细胞 核 的分 离及其体仆

转 录活性

本实验采用稍加修改的 P fl u g f e l d e r 法

和周建新法制备的大 鼠肝
、

脾细胞核经荧光

传录活性 的影 响

( 一 )

十生的坛知向
。

丫线全身照射对肝细胞核转录活

八
.

月下细胞核 B
.

脾细胞柱

冈 1
一

戈鼠肝
、

脾细胞核荧光
`

们州川 }

侧之口切日\
,.。ū又日,丫黛d妇̀口
l工.袱之口助日\

。.。1xllT牙嫩找山层口·工。

保温时间 (分 )

图 2 大鼠肝细胞核内 R N A 聚合酶活性

。一 。 R N A 聚合酶总活性 ; △一△ R N A聚

合酶 五活性 ; 口一 口 R N A聚合酶 I + 111 活性

保温时 l’rt] (分 )

图 3 大鼠脾细 a)tJ 核内 R N A聚合酶活性

。一 0 R N A聚合酶总活胜 ; △一△ RN A 聚

合酶 l 活性
; 口一 口 R N

一

八聚合酶 I + 班活性



照射后不同时间肝细胞核体外转录活性

如表 1
、

图 4
。

实验结果表明
,

除照射 1 小

时组与对照组比较转录活性差异不显著外
,

其余照射后各时间组的转录活性 与对照组比

较均 差 异 非 常显著
。

照射后 1 小时肝细胞

核内总转录活性有轻度增高
,

至照后 4 小时

活性增高了 2了%
,

此与 Yat v 王n `“

服导的小鼠

接受 10
, 0 0 0 r a d Y 一

线全身照射后 3 小时和 6

小时肝细胞核转录活性增高的结果相符
。

照

射后 18 小时转录活性明显下降
,

至照后 2 4小

时降低至对照组的 70 %
。

此与 J工二 x 。 江。 双 C` ,

的结果接近
。

肝 R N A合成的辐射效应文献报 告 的 结

果不尽相同
( “ ’ (“ ) , 而且对于照射后转录活性

的改变是否为射线直接作用于肝脏所致尚有

争论
` 5 )( ”

。

一些动物实验 (多数为大 白鼠 )表

明
,

在受致死剂量照射后 肾上腺 皮 质 功 能

发生时相性变化
。

照后数分钟至数小时
,

出

丫
一

_
_

_

,

_ _ _ _

_ 天
、 、 、 、

.

咬

七曰4份口八乙

/二即注\
。o曰é八彭吕尺渔乌昌口

—
~ ~ ,

一一

— 刀 、 , ,

阮
, 1 ,. , r f ~ 咖 侧 . , 环

18 2 4

照时后时 illJ ( 小 l] J
一

)

图 泣 全身照射后 不同时间大鼠U卜细胞核

R N A 聚合酶活性

0一。 橄蔺人 架合酶总石针生
; 么一 占 R N A聚

合酶 I 活性 ; 口一 :1[ N R A 聚合酶 工 + 皿活性

衣 1 照射后不 同时 间大 成奸细 胞核 的体外转 录活性 (
c p m / 卜g D N A ) 义士 S E

. 曰 . . 叭 . . . 臼 . . .甲 . 沙. 尸 . , 曰. . . . . . , . , . , 月 . 卜 r . 叭 , . . ,

一

-
~ . ~ , . ” .

一一
r , . . . . 喇 . 月 , . . , , r , . . . 阳 , . . . . , .

we
. . 爪. . . . . . . . . , ,口 . . . . . , . . r . 口 . ” . . 内 . . . . . .

,

一 . 用口 , . . . . , r . . 助. 叭

性一P著一间 (小日J
·

)时
一

后一射一
对照组

RN A聚合酶
总 活 性

RN A聚合酶
1 {乃 性

5 8 9
。
5 6

士理9
.

3科幻带

3 5 4
。
0 5

士 3 7
。
9 0 ( 8 )

2 3 5
.

6 5

士6 5
.

8 0 ( 8 )

6 3 7

士 5 7

。
6谨

。

9 1 ( 8 )

3 6 9
。
8 3

士 吐6
。
5 9 ( 8 )

2 6 8
。
5 8

士 7 6
.

6 3 ( , )

7 6 2
。

3 0

士 8 4
.

2 2 (日)

.1 0 1
。
9 9

士 6 2
。

1 9 ( 6 )

1 1
。

6 5 < 0
。

0 0 0 1

RN A聚合酶
I + 皿性活

找6 0
。
1 2

士 2 0
。
9 ] ( 8 )

2 4 0
。
9 8

士4 0
。

在艺 ( 6 )

2 2 0
。
2 3

士 5 3
。

1 1 ( 6 )

4 2 1
。
7 2

士 2 3
。

S C ( 6 )

2 4 5
。

9己

士 2 3
。

g Q ( 6 )

3 6 4
。
8 3

士 6 5
。
5 0 ( 6 )

1 7 5
。
9 0

士 8
。
3二 ( 6 )

2 0
。

8谨 < 0
。
0 0 0 1

7
。

8 1 < 0
。
0 0 0 1

. 括号内数
`

;
二为实验次数

现肾上腺皮质功能增强的第一个高峰
,

这个

高峰一般认为是机体对照射作用 的 应 激 反

应
,

其持续时间和增高幅度与照射剂量呈正

比关系
。

第二个皮质功能增强的高峰发生于

照后第 2 ~ 4 天
,

即在死前数天出现
,

而活

存动物一般不出现这一现象 ( “ ’
。

Y at vi n ` 5 ’ `
沙

证明辐射使小鼠肝细胞核转录活性增高在很

大程度上是通过肾上腺起作 用
。

F le m rn in g

` , ’
亦报导过大鼠接受 7 5 0或 10 0 o r a d全身照射

后 2
.

5小时和 7 2小 u寸
, ’

{矛上肠毛不}1血中皮质类

固醇浓度出现双相性增加
。

本文照射后 4 小

时内肝细胞核转录活性的增高是 否 与 此 有

关
,

尚有待进一步的研究
。

而照射后 18 小时

和 2 4小时肝细胞核转录活性的抑制可能是射

线对肝脏直接作用的结果
。

(二 ) Y 线全身照射对脾细胞核体外转

录活性的影响

照射后不同时间分 离的脾细胞核体外转

录活性见表 2
、

图 5
。

照射后不同时间组脾

细胞核的总转录活性
、

酶 亚和酶 I
一

卜 皿所催



表 2

性一 P

照射后不 同时间大鼠脾细 胞核的体汁转录活 性 c ( pm / 件 9 D NA ) x士 S E

照 射 后 时 间 (小时 )显 著

对照组

5
刀性,臼q口lnl口1十一士R N A聚合酶

总 活 酶

R N A聚
I 活

合酶
’

比

R N A 聚合酶
I 十 l 活性

1 7 4
。
3 0

士 1 1
.

7 6 ( 6 )朱

1 3 0
。

6 0

士 1 8
.

7 5 ( 6 )

4 3
.

7 0

士 9
.

2。 (。 )

1 2 2
。
7 5

士 1 2
.

7 0 (。 )

9 1
。

2 2

士 1 2
.

8 5 ( 6 )

3 2
。
4 7

士 2
.

8 1 ( . )

9 4
。
3 0

士 6
。
2 3 (。 )

7 1
。
5 3

士 7
。
3 2 ( . )

2 2
。
7 7

士 2
。
7 3 ( e )

。
1 5

。

9 6 ( e )
[ 5

。

9 6 < 0
。
0 0 0 1

。

0 7
。
2 2 ( 6 )

2 2
。

士 5
。

2 5
,

_ _

7 7 `
O J

1 2 8
。

0 0

士 1 6
.

3 0 ( 4 )

1 0 1
。

5 0

士 1 3
。
1 9 ( 4 )

2 6
。
5 0

士 3
.

3 9 ( 4 )

1 8
。

7 7 < 0
。

0 0 0 1

1 5
。

2注 丈 O
。

0 0 0 1

带括
一

号内数字为实验次数

血亡̀,品̀0.几
.上.二,̀

权

~

一
。

一
妇~ 喇灿一一山一- 一一- - ~ 一

川之Q切二\
t
·

。1xuld。代热d署口,国.

化的转录活性与对照组 比较均有非常显著的

变化
。

照后 24 小时内
,

照射对脾细胞核转录

均表现 强烈的抑制作用
。

照后 1小时大鼠脾

细胞核内R N A合成速率降低近 30 %
,

至照后

4 小时表现最大抑制效应
,

被抑制 45
.

9 %
。

照后 18小时和 2 4小时转录活性虽较照射后 4

小时略有回升
,

但较对照组仍降低显著
,

抑

制率分别为 3 3
.

9%和 2 6
。

6%
。

脾脏属于淋 巴组织
,

对 电离辐射十分敏

感
。

C ol e
等

( ’ 。 ’
报导过小鼠全身照射后脾脏中

的D N A 被严重破坏
,

含量剧减
。

N i k o n o v a

等 “ ” 证明照射后胸腺细胞 中的 D N as e 活 性

剧增
,

导致D N A的解聚
。

D N A 是 转 录的模

扳
,

辐射对 D N A的损伤无凝是辐射诱导的核

转录活性抑制的重要原因之一
。

表 3 为 R N A聚合酶 l 在总活性 中 的 比

值
。

可见照射没有明显改 变 R N A 聚合酶 亚

在肝
、

脾细胞核的总转录活性 中的 比值
。

说

明 R N A 聚合酶 I 及酶 I + l 受射线抑 制 的

程度接近
。

已知真核细胞中 R N A 聚 合酶 五

催化 m R N A前体的转录
,

而 R N A聚合酶 I 的

反应产物为
r R N A

。

表 3 的结果亦表明
,

辐

照射后时间 (小时 )

图 5 全身照射后不同时间大鼠脾细胞核

R N A聚合酶活性

。一。 R N A 聚合酶总活性 ; 么一△ R N A 聚

合酶 I 活性 ; 口一 口 R N A 聚合酶 I + 皿活性

射对肝
、

脾细胞核内m R N A和 : R N A合成的

影响程度接近
。



洲

表3 照射后不同时间大鼠奸
、

脾细胞核 内R N A朵合酶 五占 洛活性的比例 (% ) x 士 S E

只砚 后 时 间 (小时 ) 显

对照组 l 1 8 2
`

1 F

著 性

P

射

细 胞 核 内
I 活性比例

5 5
。

7 4

士 9
.

6 9 ( . )辛

7 6
。

3 0

士 5
.

8 0 (日)

6 3
。
7 0

士 8
.

8 4 ( 8 )

连9

土 1

9 5
_

1 6 `
o ,

5 8

士 2

2 5
.

了8 ` o J
3

。

0 5 > 0
。
0 5

细 胞 核 内
i 活性比例

7 3
。

4 0

士 3
.

8 0 (日)

7 5
。
7 0

5 8
。

0 2

士 9
.

9 8 (旧)

8 0
。

8 0

士通
.

注。 (6 )

7 9
。

士 3
。
7 0 ( . ) 士 3

。

9 。

6 0 ` . J

2
。

8 5 > 0
.

0 5

肝酶脾酶

. 括
一

号内数字为实验次数
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