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　　摘　要 :　利用彗星电泳检测出 UVB、UVC短时间照射会使肿瘤细胞的 DNA发生断裂 ,而长时间照射之后彗星电泳无法

检测到碎片 ,推测可能是由于 DNA分子交联的原因 [ 1 ] ,国内外尚无定论。为了更直观的研究这种现象 ,提取了 UVB, UVA照

射后 K562细胞的 DNA,并调节到合适的浓度在原子力显微镜下观测。实验结果表明 UVB对 K562肿瘤细胞 DNA损伤的影

响呈现时间 /剂量效应 ,较短时间照射主要产生 DNA的链断裂 ,较长时间辐射则主要产生 DNA链的交联。UVC对 K562肿瘤

细胞 DNA的损伤大于 UVB。UVC短时照射即可引起 DNA的断裂和交联 ,较长时间辐射主要产生交联和一些断裂 ;长时间照

射不但产生大量交联 ,同时有大量断裂产生 ,并发生凝缩和缠绕等结构破坏。
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　　Abs trac t: 　The partner of the laboratory that the author stayed use the comet assay detect UVB, UVC radiation cause the broken of

DNA in a short period. But after a long time the comet assay could not detect the phenomenon, we suppose that results was due to the

DNA molecules cross2linked. In order to exp lain this phenomenon much more directly, and also give a correct model of DNA observa2
tion, DNA from the K562 cells was extracted that exposed in the UVB, UVC. The result indicatd that DNA damage increase as the

dose of UVB, UVC increasing. In a short time, some of DNA of K562 cells exposed in UVB appeared to break to fracture. After a long

time, majority of DNA appeaed to be cross2linking. UVB affected on DNA was much greater than UVB. Majority of DNA of K562 cells

exposed in UVC for a short time appear to break and cross2link. Thus, it p roves that long time exposure cause DNA molecules appear to

winding and condensation, with other DNA damage.
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　　原子力显微镜 (AFM )问世以后在生物大分子

表面结构和功能的研究中得到了很大的应用 ,特别

是在 DNA的结构和功能研究方面 [ 2～9 ]。1992年 ,

Bustamante等 [ 10 ]用原子力显微镜在室温和干燥空

气条件下得到质粒 DNA的图像 ,所获得的 DNA图

像重复性好并且分辨率可达纳米水平 ,能够清晰地

观测到三维环状 DNA分子结构 ,并可估算分子的宽

度和高度。这是原子力显微镜研究生物大分子的一

个重要进展 ,使用 AFM可在多种条件下获得单链、

双链、三链的 DNA分子图像 [ 11～13 ]
,例如 , Peter等 [ 14 ]

就利用 AFM清晰地观察到了体外生理状态下各种

DNA分子的三维结构。
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DNA研究的关键问题是如何解决 DNA在基底

表面的聚集问题 ,及如何增加 DNA分子在基底表面

的粘附性。研究者们在如何利用原子力显微镜更好

的观测 DNA的方法学领域进行了大量研究。蔡民

辉等 [ 15 ]分别采用 APS2云母和纯云母作为衬底 ,通

过试验开发了两种对 DNA及其碎片进行长度测量

和统计分析的制样方法。这两种方法不仅丰富了

DNA样品制备方法 ,对推广 AFM在生物领域中的

应用也具有重要意义。何晓燕等 [ 16 ]观察了 DNA分

子在硅、云母及修饰过的云母表面的沉积与扩展 ,并

对 3种情况下 DNA的扩展情况进行了比较。试验

结果表明 , DNA分子在修饰过的云母上所得到的

AFM图像比在硅片、云母片上的扩展更容易 ,且图

像稳定性好 ,可重复性高。祭美菊等 [ 17 ]利用 AFM

观测了 DNA分子在化学修饰云母片上的图像 ,这种

化学修饰可使云母表面带有正电荷 ,使 DNA分子不

易从基底脱落。于利华等 [ 18 ]发展了一种新的 DNA

固定方法 ,即采用镍邻菲绕啉来修饰基底以便固定

DNA ,取得了较好的效果。

1　材料与方法
111　材料和仪器

11111　仪器　原子力显微镜 (日本岛津公司 ) ,型

号 : SPM 29500J3 (W ET CN II) , Si3N4 AFM探针 ,微悬

臂长 200μm,弹性系数为 0. 12 N /m;倒置显微镜

(N ikon公司 ) ,型号 : N ikon TE20002S;高速冷冻离心

机 :德国 Eppendorf公司 ( 5417C) ;直流稳压电源由

西北大学物理系提供 ; UV照射装置 :紫外消毒灯 ;

ZSZ～20型石英紫外线杀菌灯 , 20 W ,购自天津市紫

晶特种灯源有限公司。

11112　细胞　K562细胞培养在 RPM I 1640 + 10%

小牛血清 (体积分数 ) + 100 IU双抗 (青、链霉素 )的

培养基中培养 ;小鼠肝癌细胞 Hepa126在 DMEM +

10%小牛血清 (体积分数 ) + 100 IU双抗 (青、链霉

素 )的培养基中培养 ;小鼠原代肝细胞在 80%W il2
liam’s E + 20%胎牛血清 (体积分数 ) + 100 IU双抗

(青、链霉素 ) +胰岛素 (2. 5μg /m l) +地塞米松 (0.

4μg /m l) + 2 mmol/L L2谷氨酰氨的培养基中培养 ,

置 5% CO2、37℃、饱和水蒸气条件下培养。细胞生

长至对数期时用于试验 ;原代细胞生长至 3～5代时

用于试验。

11113　试剂 　DNA提取试剂盒 ,北京天为时代科

技有限公司。

112　方法

11211　细胞 DNA提取方法 　K562细胞离心收集

后 ,利用 DNA提取试剂盒提取 DNA,紫外分光光度

法测量其浓度。细胞 DNA来源于陕西师范大学生

命科学学院细胞教研室。

11212　细胞 DNA样品的观测方法 　将 DNA溶液

依次稀释至浓度 : 10、0. 33和 0. 03μg/m l,用移液器

取出 10μl稀释后的 DNA溶液 ,缓缓地滴于新解离

的云母衬底上 ,将样品置于阴凉干燥处 ,使残留在衬

底上的水分自然晾干 ,然后将云母片粘贴于载物片

上 ,并固定在原子力显微镜的观测台上 ,大气下用原

子力显微镜进行观测。 contact模式观察 ,扫描频率

1. 0～1. 5 Hz。

11213　UVB、UVC处理 K562细胞的试验方法及分

组　分别选用 UVB , UVC作为紫外照射源进行处

理 ,照射功率均为 40μW / cm2 ,照射时间分别为 25

s, 100 s, 5 m in,对照组细胞不进行照射。照射完成

后立刻收集细胞 ,利用 DNA提取试剂盒提取 DNA,

紫外分光光度法测定 DNA浓度后将其制成 30 ng/

m l溶液 ,滴加于云母片上进行观测。

2　结果
211　不同浓度 DNA的 AFM观测结果

图 12A、图 12B和图 12C分别是浓度为 10μg/

m l, 0. 33μg/m l, 0. 03μg/m l的 DNA滴加在云母表

面的 AFM图像。图像上的 DNA呈现 3种不同的状

态 :当浓度为 10μg/m l时 , DNA聚集在一起呈现一

种膜片状结构 , AFM图像中出现高亮区域 (图 12
A) ;当浓度为 0. 33μg/m l时 , DNA呈现网状结构

(图 12B ) ;当浓度为 0. 03μg /m l时 , DNA呈现独立

的链状结构 (图 12C)。

212　AFM观察 UV损伤的细胞 DNA

21211　不同剂量 UVB处理 K562细胞后的 DNA结

构变化结果　图 2和图 3显示 K562细胞经 UVB照

射 25 s后 ,其 DNA结构与对照组相比 ,未发生明显

变化 (图 22B ,图 22C) ;经 UVB照射 100 s后 ,细胞

DNA出现大量断裂和交联 (图 22C) ,放大后观察发

现 DNA呈网络状结构并有大量的 DNA碎片存在

(图 32C) ;经 UVB照射 5 m in后 ,大范围扫描时 ,可
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见长度较短的 DNA片段 (图 22D ) ,同时 DNA的链

间发生严重交联 (图 32D)。

21212　不同剂量 UVC处理 K562细胞后 ,其 DNA结

构变化情况　图 4和图 5显示 K562细胞经 UVC照

射 25 s后 ,其 DNA结构与对照组相比 ,发生少量的断

裂和交联 (图 42B,图 52B ) ;经 UVC照射 100 s后 ,细

胞 DNA出现明显的链间交联 ,同时可见 DNA链变粗

(图 42C,图 52C) ,链上出现大的结点 ,呈现类似串珠

状的结构 (图 52C) ; UVC照射 5 m in后 ,大范围扫描

时 ,DNA发生严重断裂 ,部分断片互相交联 (图 42D) ,

图像放大后可见 DNA链变得较细 ,链之间的交联呈

现团块状结构 (图 52D) ,疑似断裂 DNA的聚集。

A. DNA浓度为 10μg/m l; B. DNA浓度为 0. 33μg/m l; C. DNA浓度为 0. 03μg/m l

图 1　不同浓度 D NA滴加在云母表面的 AFM图像 (扫描范围 : 5μm ×5μm )

A. 对照组 ; B. UVB照射 25 s;

C. UVB照射 100 s; D. UVB照射 5 m in

图 2　不同剂量 UVB处理 K562细胞后 D NA结构变

化的 AFM图像 (扫描范围 : 15μm ×15μm )

A. 对照组 ; B. UVB照射 25 s;

C. UVB照射 100 s; D. UVB照射 5 m in

图 3　不同剂量 UVB处理 K562细胞 D NA结构变化

AFM图像 (扫描范围 : 3. 75μm ×3. 75μm )
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A.对照组 ; B. UVC照射 25 s; C. UVC照射 100 s; D. UVC照射 5 m in

图 4　不同剂量 UVC处理 K562细胞 D NA结构变化

AFM图像 (扫描范围 : 15μm ×15μm )

A.对照组 ; B. UVC照射 25 s; C. UVC照射 100 s; D. UVC照射 5 m in

图 5　不同剂量 UVC处理 K562细胞 D NA结构变化 AFM

图像 (扫描范围 : 3. 75μm ×3. 75μm )

3　讨论
若用 AFM观察 DNA的结构 ,应将溶液中的

DNA浓度调整到 0. 03μg/m l左右 (图 12C)才能得

到 DNA分散良好的图像 ,才可清晰地观察 DNA结

构的变化。试验结果表明细胞 DNA的损伤以及损

伤类型与 UVB的辐射剂量相关。低剂量的损伤较

弱 ,而中等剂量 (100 s连续辐射 )则主要发生的是

断裂和交联。在长时间照射积累了相当大的辐射剂

量后 ,细胞 DNA的损伤主要是交联的发展 ,表现为

增多的 DNA链间的交联 ,同时伴随有 DNA链的加

粗和断裂。从 AFM观察到的 DNA损伤随照射时间

延长的破坏趋势提示 , UVB对 K562细胞 DNA的损

伤有时间 /剂量依赖效应 ,长时间的照射主要造成

DNA链的交联。UVB是能够穿越臭氧层到达地面

的日光辐射伤害因子之一 ,通常可引起所谓的日照

损伤 ,引发皮肤癌的产生。使用 AFM观察 UVB对

细胞 DNA的损伤 ,可以了解 UVB辐射对细胞 DNA

损伤的剂量 /时间效应。

细胞应答 UVC辐射的模式类似于 UVB,都是随

着照射时间的延长而 DNA结构的破坏增强。但从

实验结果来看 , UVC对细胞 DNA的损伤要大于

UVB。当 UVC照射细胞 100 s后 , AFM观察到细胞

DNA出现大量的片段和一些交联 ,放大后的图像显

示 100 s的辐射使细胞 DNA链增粗并有交联。如

果细胞接受了 5 m in的 UVC照射 , AFM可观察到细

胞 DNA大都形成碎片 ,也有大量交联产生。图像进

一步放大后可见损伤的 DNA凝缩缠绕形成放射状

的结构 ,与图 52C相比 , DNA链变细 ,且发生断链的

交联和凝缩。

虽然 DNA损伤随辐射时间的延长而加剧 ,但是

不同波段的 UV对细胞 DNA造成的破坏不同。短时

间照射时 ,UVB主要产生 DNA的断裂 ,长时间辐射则

在 DNA的链间产生交联 ; UVC则在短时间辐射时即

有损伤 ,稍长时间辐射主要产生细胞 DNA链间的交

联 ,长时间辐射则出现交联、断裂和缠绕凝缩。试验

结果提示 ,UVC的辐射破坏性要远远大于 UVB,这一

现象与两种类型 UV的辐射能量是正相关的。

4　结论
原子力显微镜观测 DNA结构时 ,需要将溶液中

DNA浓度调节至合适浓度 ,推荐的观察浓度为 0. 03

μg/m l。在稀释 DNA样品时 ,注意避免操作不当而

导致的 DNA断裂。

UVB对 K562细胞 DNA损伤的影响呈现时间 /
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剂量效应 ,较短时间照射主要产生 DNA的链断裂 ,

较长时间辐射则主要产生 DNA链的交联。

UVC对 K562细胞 DNA 的损伤大于 UVB。

UVC短时照射即可引起 DNA的断裂和交联 ,较长

时间辐射主要产生交联和一些断裂 ;长时间照射不

但产生大量交联 ,同时有大量断裂产生 ,并发生凝缩

和缠绕等结构破坏。
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