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　　摘要:目的　在辐射诱发Wistar大鼠肺细胞转化过程中 , 检测了 DNA-P的活性变化 , 以探讨细胞转化与 DNA-P

的关系。方法　60Co-γ射线一次照射 4 Gy , 利用 DNA-P检测盒制备 DNA-P , FT-625125I放免测量仪测定沉淀物放

射性 , 同时半固体琼脂培养。结果　Wistar 大鼠肺细胞在照后第 20代 DNA-P活性增加 , 而肿瘤细胞 DNA-P相对活

性基本保持不变;在半固体琼脂培养中也观察到Wistar 大鼠肺成纤维细胞在照后第 30 代获得非锚着依赖性生长能

力 , 发生了恶性转化。结论　DNA-P活性测定可用于良 、恶性细胞的对比分析以及用于细胞转化的早期观察指标。
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　　DNA聚合酶(polyimerase ,简称 DNA-P)是 DNA合成中的

关键酶 ,它与细胞的生长 、繁殖及分化密切相关[ 1] 。我们用γ
-射线诱发Wistar 大鼠肺细胞转化过程中 ,检测了 DNA-P的

活性变化 ,以研究 DNA-P与细胞转化的关系。
1　材料与方法
1.1　125I标记检测 DNA-P药盒(上海海军医学研究所提供)。
1.2　实验分组
1.2.1　对照组:正常Wistar大鼠肺成纤维细胞

1.2.2　照射组:Wistar大鼠肺成纤维细胞经60Co-γ射线照射 ,
剂量为 4.0 Gy(剂量率为 1.819 Gy/min)
1.2.3　肿瘤细胞组:Wistar 大鼠肝癌细胞(HTC), 作为阳性对
照组。
1.3　方法
1.3.1　选用原代Wistar 大鼠肺细胞 , 60Co-γ射线一次照射 4

Gy ,细胞常规传代培养至 10、20、30 代时 , 按 DNA-P药盒检测

程序制备 DNA-P粗酶(DNA-P 的混合物),用 FT-625125 I放

免测量仪测定沉淀物放射性(检测条件的控制按药盒说明)。
1.3.2　各组细胞 DNA-P 活性以沉淀物中125 I 放射性测量计

数(CPM)表示 。DNA-P相对活性等于各组沉淀物中
125

I 放射

性测量结果(CPM)除以 0.1 μl 工作液中125 I 放射性测量结果

(CPM)。
1.3.3　半固体琼脂培养:底层琼脂浓度为 0.5%, 顶层琼脂浓
度为 0.3%, 每组 5 皿 , 每皿接种细胞 1 000 个。 37 ℃, 0.5%
CO2 恒温培养 20d观察结果 ,计数集落形成率。

2　结果
2.1　DNA-活性的变化

从表 1的结果可以看到 , 照后第 10代 , 照射组细胞 DNA-
P活性与对照组比较没有明显的增加;而肿瘤细胞组 DNA-P

活性明显高于对照组和照射组 , 经 t 检验差异有非常显著性

(P <0.01);照后第 20 代 , 照射组细胞 DNA-P活性增高 , 与
对照组比较差异有非常显著性(P <0.01), 但仍明显低于肿
瘤细胞阳性对照组 , 为肿瘤细胞组的 30.4%;照后第 30代 ,照
射组细胞 DNA-P活性进一步增高(P <0.01),为肿瘤细胞组
的 64.8%。

表 1　照后不同时间各组细胞 DNA-P活性(x ±s)

分组　　
　　　　　　　DNA-P活性(CPM)　　　　　　

10代　　 20代　　 30代　　

对照组 289.00±31.76 218.80±32.86 147.20±27.78

照射组 293.20±35.00 393.00±59.72＊ 598.00±68.33＊

肿瘤细胞组 1 850.80±195.72＊　　 　1 291.20±267.06＊　 　922.40±97.54＊

＊与对照组比较 P <0.01 , n =5 ,本底 92.8±9.04

分析照射后不同时间各组细胞 DNA-P 的相对活性计算

结果可以看到 ,照射后的第 10、20和 30 代的Wistar大鼠对照组

细胞和肿瘤细胞组 DNA-P相对活性没有明显改变 , 而照射组
细胞 DNA-P相对活性则随着照后时间的延长呈现逐渐增加

的变化趋势
[ 2]
。

2.2　集落形成率
半固体琼脂培养是当前检测转化细胞最为常用和较可靠

的方法 , 我们在此与 DNA-P 量的变化进行了比较 , 结果见表
2。在照后第 20 代 , 照射组细胞集落形成率与对照组相似 , 缺
乏形成集落能力 , 而肿瘤细胞阳性对照组则高达 181%;照后
第 30 代 , 照射组细胞集落形成率为 1.5%, 与对照组比较差异
有非常显著性(P <0.01);照后第40代 , 照射组细胞集落形成
率进一步增高为 18.3%(P <0.01), 表明照射组细胞具有恶
性转化特征。
表 2　Wistar 大鼠肺成纤维细胞半固体琼脂集落形成率(‰)

分组　　 20代 30代 40代

对照组 0 0 0

照射组 0 1.50±0.83＊ 18.30±4.88＊

肿瘤细胞组 181.47±8.55 182.75±12.38＊ 191.80±14.23＊

＊与对照组比较 P <0.01 , n =5

3　讨论
DNA-P是 DNA 合成的关键酶[ 3] , DNA-P的活性变化反

映细胞的增殖能力 ,其活性随着细胞生长速度的增加而升高。
本实验观察到 ,接受 4 Gyγ射线照射的Wistar 大鼠肺细胞 , 随
着照射后时间的延长 , DNA-P 活性不断增加 , 表明细胞的增
殖能力不断增加 , 而肿瘤细胞组 DNA-P 活性明显高于正常

Wistar大鼠肺细胞 , 且经过一定时间传代处置后 , HTC 细胞

DNA-P 相对活性基本保持不变 , 说明 DNA-P活性测定可以

用于良 、恶性细胞的对比分析 , 且本实验方法稳定性较好。
我们在实验中观察了受 4 Gyγ射线照射后的Wistar 大鼠

肺成纤维细胞形态学转化和非锚着依赖性生长能力的获得结

果表明 , 4 Gyγ射线照射后的第 10 代和 20 代 ,Wistar 大鼠肺细

胞形态无明显改变 ,半固体琼脂集落形成能力没有明显增高;
照后第 30 代细胞形态发生改变 ,细胞排列紊乱 , 复层生长 , 形
成克隆;照后第 40 代克隆形成率进一步增高 ,表明细胞获得非
锚着依赖性生长能力 , 说明正常细胞发生了向恶性细胞的转
化。而 DNA-P活性在细胞发生形态学转化和获得非锚着依

赖性生长能力之前的第 20代即已出现升高 , 这一实验说明 ,细
胞转化与 DNA-P活性密切相关 , 提示 DNA-P 活性的测定可

被用于细胞转化的早期观察指标。
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