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Abstract:Objective暋ToinvestigatetheeffectsofE838onmousesurvivalafterlethaldoseirradiation
anddouble灢strandDNAbrokeninmouselymphocyteinducedbyradiation.Methods暋E838wasgiven
intraperitonealinjectionbeforeradiation.Thesurvivaltimeandmortalityofmousewereobserved.
Double灢strandDNAbrokenafter1Gy毭radiationwasdetectedbysinglecellgelelectrophoresisassay
technologyandtheresultswascomparedwithpositivedrug.Thecometimagewasanalyzedbyusing
CASPsoftwareandSPSS12.0wasusedforstatisticalanalysis.Results暋The30dsurvivaltimeof
E838groupsweresignificantlyincreasedcomparedwiththatofcontrolgroup.Comparedwiththe
controlgroup,survivalrateingroupofE838withhighdose,middledoseandlowdoseincreasesby55

percent,85percent,75percentrespectively,andithasasignificantdifferenceinthesurvivaltime(P<
0.001).Theprotectiveindexis1.99,2.56,2.46respectively.ComparedwithEthinylestradiol,mouse
ingroupofE838withmiddledoseandhighdosehaslongersurvivaltime(P<0.001).Thedouble灢
strandDNAbrokeninlymphocyteswasobviouslydecreasedwhenmicewerepreventivelygivenE838
beforeirradiation.ThegroupofE838withhighdose,middledoseandlowdose,thepercentageof
TDNA(11.68,6.24,9.05),TL(18.53,10.09,16.02),TM(2.13,0.64,1.21)andOTM(2.52,0.99,

1.59)haveadecreaseinresidualdamage(Pvalue<0.001).Ithasasignificantdifferenceamong
E838,EthinylestradiolandNylestriol.Conclusion暋E838hasremarkableprotectiveeffectsonDNA
damageafter毭灢irradiation.
Keywords:E838;Radiationdamage;DNAdouble灢strandbreak
摘暋要:目的暋探讨 E838对辐射导致小鼠淋巴细胞 DNA双链断裂的防护作用。方法暋小鼠照射前

给予E838,观察其存活率和动物平均存活时间;用中性单细胞凝胶电泳技术,检测1Gy毭射线照射后

小鼠淋 巴 细 胞 DNA 双 链 断 裂,并 与 给 予 同 类 药 物 小 鼠 进 行 比 较,用 CASP 软 件 分 析 彗 星 图 像,

SPSS12.0进行数据的统计学分析。结果暋E838预防用药能够明显提高损伤动物的30天存活率,

E838低、中、高剂量组存活率分别比对照组提高55%、85%、75%,平均生存天数与对照组比较,差异

有统计学意义(P<0.001),保护指数分别为1.99、2.56、2.46。E838与炔雌醇比较,中、高剂量组的

动物平均生存天数明显延长,差异有统计学意义(P<0.001)。E838能明显减轻淋巴细胞 DNA 双链

断裂损伤,E838低、中、高 组,TDNA 百 分 比(11.68、6.24、9.05)、TL(18.53、10.09、16.02)、TM
(2.13、0.64、1.21)和 OTM(2.52、0.99、

1.59)残余损伤逐渐减少,与对照组比较,

差异有统计学意义(P<0.001)。E838与

炔雌醇、尼尔雌醇比较差异有统计学意

义(P<0.05)。结论暋E838对辐射损伤

具有明显的保护作用。
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0暋引言

放射损伤是核事故和核爆炸时所发生的主要伤

类,伤情严重,救治困难,因此研究对此类损伤的有

效防治措施具有十分重要的意义。随着辐射分子生

物学研究的不断深入,越来越多的电离辐射研究转

向DNA的损伤和修复。单细胞凝胶电泳(singlecell
geleleetrophoresis,SCGE),又称彗星试验(cometas灢
say),能从单细胞水平检测 DNA 双链断裂(double
strandbreak,DSB)指标。E838是一种新型的雌激

素衍生物,初步实验表明,它有抑瘤[1]和抗放作用,
为进一步证实该药对辐射的防护作用,本实验选用

E838、炔雌醇、尼尔雌醇抗放射损伤药物进行对比,
通过动物实验研究它们对放射损伤的防治效果,为
该药的推广应用奠定基础。

1暋材料和方法

1.1暋药物与试剂

炔雌醇(EE2)由四川省放射卫生防护所供给,
尼尔雌醇(523)由军事医学科学院供给。正常熔点

琼脂糖凝胶购自Biowest公司,低熔点琼脂糖凝胶

为美国 Promega公司产品,Tris灢HCl、二甲基亚砜

(DMSO)和 TritonX灢100均为美国 Sigma公司产

品,中国医学科学院血液学研究所科技公司分装。水

平电泳仪为美国 BIO—RAD公司产品,RPMI1640
培养液购自美国InvitrogenCorporation。

1.2暋实验动物

我所培育的IRM灢2近交系小鼠160只,[合格

证号:SCXK(津)2005灢0001],6~7 周龄,雌雄各

半,体重(20~22)g。

1.3暋照射条件
137Cs毭射线一次性全身照射(辐射源购自加拿大

原子能有限公司),吸收剂量分别为8.0Gy和1.0Gy,
剂量率为0.87Gy/min。

1.4暋30天存活率观察

将小鼠随机分为对照组、阳性对照炔雌醇(EE2)
组和E838药物5、7.5、10mg/kg(低、中、高)5组,
每组各20 只,照射前 3、2、1d连续 3 次腹腔注射

E838,每只0.2ml,EE21.25mg/kg。对照组给予

同体积的茶油。最后一次给药后24h进行照射,照
射剂量8.0Gy。观察30d存活率和死亡动物的平均

存活时间及保护指数。

1.5暋单细胞凝胶电泳(SCGE)实验

将小鼠随机分为对照组、阳性对照炔雌醇(EE2)
组、尼尔雌醇(523)组和E838药物低、中、高6组,每
组各10只,照射前3、2、1d连续3次腹腔注射E838,

每只0.2ml,阳性对照组给予 EE225毺g/0.2ml。
在照射前7d、3d分2次给予5235mg/kg。最后一

次给药后24h进行照射,照射剂量1.0Gy。2h之

内用单细胞凝胶电泳(SCGE)实验,检测小鼠淋巴

细胞照射后的 DNA双链断裂,观察彗星尾部 DNA
百分比(tailDNA%,TDNA%)、彗星尾长(taillength,

TL)、彗星尾矩(tailmoment,TM)和 Olive尾矩(ol灢
ivetailmoment,OTM)指标。

1.6暋淋巴细胞分离

取各组鼠外周血0.2ml,肝素抗凝,加入等体积

淋巴细胞,3500r/min离心4min。取中间层淋巴

细胞并加入PBS至2ml,1500r/min离心6min。
重复洗涤细胞两次。再将细胞悬于PBS,调整细胞

浓度为2暳104/ml置于4曟冰箱备用。

1.7暋中性单细胞凝胶电泳实验

参考Banath等[2]单细胞凝胶电泳(SCGE)方

法,并稍加改良。(1)铺胶:取100正常熔点琼脂糖

凝胶均匀铺于自制微电泳槽内,置4曟冰箱固化,采
用淋巴细胞悬液配置75% 低熔点琼脂糖凝胶,混匀

后均匀铺于第1层凝胶上面,置于4曟冰箱固化;
(2)裂解和电泳:胶板置于新鲜配制的中性裂解液,

4曟冰箱中裂解1.5h;用双蒸水漂洗去掉多余的盐

分,于4曟 电泳液中静置20min,然后在20V、200mA
条件下电泳20min;(3)染色和观察:溴化乙锭(EB)
染色,双蒸水漂洗,荧光显微镜下观察彗星,用 Ni灢
kon相机随机摄取彗星图像,每个剂量点拍摄100
个彗星图像。

1.8暋彗星图像分析

彗星图像采用波兰弗罗茨瓦夫大学(University
ofWroclaw)提供的CASP[3]系统自动分析,分析结

果用 SPSS12.0 统计软件直接读取。选取 TD灢
NA%、TL、TM 和 OTM 作为分析指标。

1.9暋统计学方法

30天存活率实验数据为煀x暲s,两组比较用t检

验。P<0.05为差异有统计学意义。慧星图像分析

用SPSS12.0统计软件进行单因素方差分析和组间

两两对比。

2暋结果

2.1暋E838对大剂量辐射致死损伤的预防作用结果

E838低、中、高三个剂量组存活率分别比对照组

提高55%、85%、75%,EE2组为30%,动物存活数分

别为11、17、15只,EE2组存活6只,平均生存天数分

别为(21.60暲9.40)、(27.75暲5.47)、(26.75暲6.16)
天与对照组(10.85暲3.61)天比较,差异有统计学意
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义(P<0.001),保护指数分别为1.99、2.56、2.46。

EE2平均生存天数为(15.80暲10.53)天,E838与EE2
比较,中、高两个剂量组的动物平均生存天数明显延

长,差异有统计学意义(P<0.001),见图1。

图1暋8.0Gy毭射线照射后小鼠30d存活率的比较

Figure1暋30dsurvivalrateofmouseafter8.0Gy毭radiation

2.2暋E838对受照小鼠淋巴细胞 DNA 损伤修复的

影响

E838三个剂量组与对照组相比,受照小鼠淋巴

细胞 DNA 双链断裂的彗星各项指标 TDNA%、

TL、TM 和 OTM 残余损伤逐渐减少,给药组 DNA
损伤修复增加,各项指标经统计学分析,与对照组之

间的差别均有统计学意义(P<0.001)。与 EE2、

523之间的差别均有统计学意义(P<0.05),提示

E838具有保护和减轻辐射对淋巴细胞的损伤,其中

中剂量对DNA损伤的修复作用最好,对DNA的损

伤能发挥最佳保护作用,见表1。

2.3暋辐照后的彗星图像结果

照射后的淋巴细胞均出现明显拖尾现象,彗星

图像经CASP软件分析后,得到尾清晰可辨的新图

像,更加直观地显示出彗星的尾部,反映细胞核

DNA在彗星中的分布情况。肉眼观察对照组 DNA
片段的迁移长度明显增加,彗星尾长明显大于各给

药组的彗星尾长,而E838各组彗星尾长明显降低。
右侧为辐照后各组彗星图像;左侧为对应各组彗星

经CASP软件分析后的图像,见图2。

图2暋1Gy照射后各组彗星图像

Figure2暋Cometimageofeachgroupafter1Gyradiation

3暋讨论

尽量减轻射线对造血细胞的损伤和加快造血损

伤后的恢复是放射性造血损伤防治药物研究的两个

重要方面[4],实验结果显示,E838预防用药能显著

提高受照射小鼠30天存活率及平均存活时间和保

护指数,表明E838对放射损伤具有预防效果。

SCGE是 20 世 纪 80 年 代 建 立 的 用 于 检 测

DNA断裂的新技术[5],此方法能从单细胞水平上检

测DNA双链断裂,并根据DNA双链断裂的量化指

标,分析DNA残余损伤的量,来揭示DNA的修复

表1暋E838对137Cs毭1Gy射线照射小鼠淋巴细胞DNA双链断裂的各项指标(煀x暲s,n=10)

Table1暋IndicatorsofdsDNAbrokeninmouselymphocyteinducedby137Cs毭1GyaftergivenE838(煀x暲s,n=10)

Groups Cellnumber TDNA% TL(pix) TM OTM

Control 100 36.05暲5.86 78.69暲9.65 27.31暲5.61 21.13暲3.88
E838(low) 100 11.68暲2.391)4) 18.53暲3.641) 2.13暲0.551)3)4) 2.52暲0.461)

E838(middle) 100 6.24暲0.972)3)5) 10.09暲2.152)3)5) 0.64暲0.112)3)5) 0.99暲0.142)3)5)

E838(high) 100 9.05暲1.472)3)5) 16.02暲2.572)3)5) 1.21暲0.322)3)5) 1.59暲0.332)3)5)

EE2 100 12.01暲1.381) 18.94暲2.891) 2.81暲0.442) 2.91暲0.502)

523 100 11.23暲1.541) 19.29暲3.581) 2.39暲0.521) 2.66暲0.382)

Note:comparedwithcontrol,1):P<0.01;2):P<0.001;comparewith523:3):P<0.05;comparewithEE2:4):P<
0.05,5):P<0.01

(下转第762页)
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增加,呈剂量依赖性。与文献报道[5灢6]维甲酸能上调

人类宫颈癌细胞和人神经母细胞瘤p21的表达水

平,使细胞周期发生 G1 期阻滞的实验结果相一致,
提示 ATRA抑制甲状腺鳞癌SW579细胞增殖的作

用与上调p21的表达水平有关。有研究表明[7],在

p21的启动子上存在维甲酸的反应元件,因此本研

究提示:ATRA可能通过高表达的RAR毬与p21启

动子上的维甲酸反应元件结合,促进p21基因的表

达,使细胞阻滞在 G1 期,从而抑制SW579细胞增

殖和 诱 导 细 胞 向 良 性 分 化。关 于 ATRA 抑 制

SW579细胞增殖和诱导分化的作用机制仍在进一

步研究之中。
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过程。该方法简便、经济、快速、敏感度高,近几年来

在国内生物学、毒理学、肿瘤学等领域得到广泛应

用,但未见该方法应用于药物对辐射损伤 DNA 修

复的研究报道。目前绝大多数 SCGE 研究均是通

过在显微镜下目测彗星长度或尾长分析剂量效应关

系,其不足之处是在较大剂量时曲线平台的出现[6],
而且目测彗星尾长或彗星全长,主观因素较多,人为

误差较大,而矩类指标(尾矩,Olive尾矩)更灵敏和

准确[7]。本实验结果显示,实验各组小鼠全身经1.0
Gy辐照后,细胞的 DNA 残余损伤水平不同,E838
三个剂量组细胞的DNA残余损伤各项指标的数值

均明显低于对照组和阳性对照组,与对照组之间的

差别均有统计学意义(P<0.01),与523、EE2之间

的差别均有统计学意义(P<0.05),提示E838对小

鼠全身1.0Gy辐照后的 DNA 损伤有良好的修复

作用,E838预防用药具有保护和减轻辐射对淋巴细

胞损伤的作用。
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