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摘要!选用不同剂量
#

射线辐照枯草芽孢杆菌营养体!分别用细胞计数%黄嘌呤氧化及脉冲场凝胶电泳

法分析了辐照后的细胞存活率%胞内
7̀ a

活性及细胞
a(,

双链断裂水平$研究发现!随着
#

辐照吸收

剂量的增大!细胞存活率不断下降&

7̀ a

活性随剂量的变化无明显的规律&

a(,

双链断裂水平与细胞存

活率密切相关!

a(,

的释放百分比和断裂水平值随辐照剂量增加而不断增大$结果表明(

#

辐照对枯

草芽孢杆菌营养体有较高的灭活能力!其损伤效果可能与
7̀ a

活性及双链断裂相关$
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公司首次应用电

子直线加速器对外科缝线的灭菌成功后!电离

辐射灭菌技术迅速发展$电离辐射通过电离激

发作用!改变各种生物大分子的结构功能!从而

改变细胞功能%代谢%结构!以及机体组织%器

官%系统及其相互关系!最终导致机体的损

伤)

+

*

$枯草芽孢杆菌"

7%/#DD)'')K(#D#'

#是一种

革兰氏阳性菌!能产生对热%紫外线%电离辐射

和某些化学药品有很强抗性的芽孢!在医药卫

生中常被作为热力%高压%电离辐射灭菌的指示

菌$芽孢对电离辐射的耐受性较强!高剂量下

的存活率也较高)

)F>

*

!目前辐照灭菌主要集中

研究电离辐射对芽孢的损伤效应!对营养体

的相关研究较少$实际上枯草芽孢杆菌也常

以营养体的形式存在!因此考查电离辐射对

营养体的损伤效应具有十分重要的现实意

义$本实验通过对细胞存活率%超氧化物岐

化酶"

7̀ a

#活性及
a(,

双链断裂水平的研

究!考查
#

辐照对枯草芽孢杆菌营养体的损伤

效应!旨为辐射灭菌效应和机理的深入研究

奠定基础$

<

!

材料和方法
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材料

枯草芽孢杆菌黑色变种"

7%/#DD)'')K(#D#'

S84'2/

5

34

!

,:hhD>#)

#!购于中国普通微生

物菌种保藏中心$
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枯草芽孢杆菌营养体制备

营养琼脂培养基"

(,

培养基(蛋白胨
+*

5

!

牛肉膏
>

5

!氯化钠
"

5

!定容至
+***.H

#培养

菌体!

>#k

!

+@*4

,

./2

振荡培养
+@;

!按
+*E

比例接入新培养基!继续培养
+);

!离心收集

菌体!

X_7

"无水磷酸氢二钠
)'G>

5

!磷酸二氢

钾
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5

!蒸馏水
+***.H

#洗涤
+

次!

X_7

复

溶$分装于
).H

冻存管"
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材料#$
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辐照处理

本研究按
#

辐照吸收剂量设置
"*

%

)**

%

G**

%

+!**

%
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和空白对照共
@

个处理!

每个处理
>

个重复!吸收剂量率为
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,

./2

$

#

辐照在中国工程物理研究院核物理与化学研

究所的@*

h%

源上进行$辐照后样品分为
>

份!

分别进行细胞计数%胞内
7̀ a

活性测定和

a(,

双链断裂水平检测$

<=D

!

细胞存活率检测

采用平板计数的方法检测细胞存活率$取

+**

"

H

样品加入至
D**

"

HX_7

中进行倍比稀

释!振荡混匀后取
+**

"

H

到
(,

固体培养基上

涂板!于
>#k

恒温箱倒置培养
!G;

计数!以菌

落数在
>*

!

>**

之间为有效数据$细胞存活率

W

辐照后活菌数,辐照前菌数$
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!

胞内
0I!

活性测定

辐照样品离心弃上清!加入等量溶菌酶液

"
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,
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#!于
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下温育
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!超声处理
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离心取上清

即为粗酶液$胞内
7̀ a

活性测定采用黄嘌呤

氧化法"南京建成试剂盒#$用酶标仪"
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#测定
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处吸光

值$规定每毫升反应液中
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抑制率达
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时所对应的
7̀ a

量为
+

个
7̀ a

活力单位"

b

#$

总
7̀ a

活力
W

对照管吸光度
C

测定管吸光度
对照管吸光度

,

"*E^

反应体系稀释倍数
^

样本测试前的稀释倍数

"
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#
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!
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双链断裂分析

a(,

双链断裂水平"

a7_

#检测选用脉冲

场凝胶电泳"

XY\1

#法$脉冲场电泳样品的制

备及电泳条件参照文献 )
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用
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的酵母染色体
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"
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公司产品#$用
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软件分析各

泳道
a(,

荧光强度!

a(,

的释放百分比值

"

XI

#定义为各泳道中已移出加样孔的
a(,

荧光强度所占该泳道中总
a(,

荧光强度比

值$采用平均分子量法)

"

*计算
a(,

断裂产额
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式中(
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为细胞中线状双链
a(,

分子的条数&

L

为
a(,

分子的总长!
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&

XI

为辐照后产

生的
a(,

片段释放百分比与对照的差值&

H

为
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片段平均大小!
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结果与分析
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辐照对枯草芽孢杆菌营养体的灭菌效果

枯草芽孢杆菌营养体受到吸收剂量为
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!
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的
#

辐照后!细胞存活率随剂量不断

下降"图
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分析!得到方程
3

WC*5@>"C*5**+8

!
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为存活率的对数值&

8

为
#

辐照吸收

剂量!

\

6

#$根据方程求出
@

+*

W>@"\

6

"

@

+*

为

被辐照物中的细菌总数降低到原始值
+

,

+*

时

所需的吸收剂量!它反映了细菌对电离辐射的

耐受能力#$从图
+

可看出!在低剂量辐照

"

(

G**\

6

#时!存活率随着辐照剂量急剧下

降!在
G**\

6

剂量时!存活率为
*')"E

!当剂

量大于
G**\

6

时!存活率下降趋势较为平缓$

本研究之前采用
#

辐照枯草芽孢杆菌芽孢

样品!得到辐照吸收剂量与细胞存活分数之间

的关系满足方程
3
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为
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$对
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水平比较!

#

辐照营养体的灭菌效果约是芽孢样品的
#'!

倍$

图
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辐照对枯草芽孢杆菌的灭菌效果
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辐照对枯草芽孢杆菌营养体胞内
0I!

活性的影响

不同剂量
#

辐照对枯草芽孢杆菌胞内

7̀ a

活性影响显著"图
)

#$枯草芽孢杆菌经
#

辐照后!胞内
7̀ a

活性均显著低于对照"

O

)

*'*+

#$由图
)

可见!当辐照剂量为
"*\

6

时!

胞内
7̀ a

活性最低!仅为对照的
"!'DE

!而

)**\

6

辐照下酶活性明显上升!随着剂量的继

续增大!酶活性先降低后升高$辐照剂量大于

G**\

6

时!

7̀ a

活性随剂量持续升高"

O

)

*'*+

#$对于
7̀ a

活性随剂量的这种奇怪变化

现象!推测可能与
#

辐照对胞内
7̀ a

活性的影

响受到多种因素的调节有关$首先!

7̀ a

作为

抗氧化体系中的成员!其活性受到其他抗氧化

酶表达的影响&另外!高剂量下
7̀ a

酶活性随

辐照剂量的增大而升高的现象可表明
7̀ a

活

性还可能受到自由基的影响!随剂量增大累积

较多自由基!诱导细胞
7̀ a

的表达功能增强!

使胞内
7̀ a

活性不断上升$对于上述推测有

待进一步研究确认$

图
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辐照对枯草芽孢杆菌胞内
7̀ a

活性的影响
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辐照诱导的枯草芽孢杆菌
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水平

分析辐照后
a(,

单双链断裂情况具有很

大价值)

@
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$图
>

所示为辐照样品脉冲场凝胶电

泳图$由图
>

可看出!随着辐照剂量的增大!加

样孔附近的荧光条带逐渐减弱并最终消失!同

时条带末端小分子量的荧光逐渐加强!即随着

#

剂量的增大!大分子片段不断减少而小分子

片段逐渐增加$

图
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辐照后枯草芽孢杆菌脉冲场电泳图
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与
E

随
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剂量的变化关系$由图
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可看出!
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和
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均随剂量不断增大并逐渐趋于饱和$这

与
h3934S8&&
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*的结果一致$对
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及
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分

别进行回归分析!
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辐射灭活细菌营养体和芽孢的效应差异

有研究得到
#

辐照灭活枯草芽孢杆菌芽孢

样品的剂量为
+'#

!

)'"V\
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&我们也曾得到

同样条件下的
#

辐照对枯草芽孢杆菌芽孢样品

的
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为
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&另外!在考查紫外线的损伤

效应时!得到枯草芽孢杆菌营养体和芽孢样品

的
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分别为
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和
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,

0.

)

)

>

*

$这些结

果表明!枯草芽孢杆菌的不同存在状态对电离

辐射的耐受性差异很大!芽孢状态的辐射抗性

远大于营养体$电离辐射的种类%细胞存在状

态%细胞载体%干燥程度等均会影响电离辐射的

生物损伤效果)

DF+*

*

$

?=>

!"

辐照对细菌胞内抗氧化酶活性和
!K9

的影响

电离辐射的生物损伤效应是电离辐射的直

接电离激发%自由基的氧化损伤以及细胞自身

修复协同作用的结果$在本研究体系中!由于

菌体存在于水溶液中!

#

辐照会诱发水产生大

量的氧自由基!因此对生物体的伤害以间接作

用为主!主要包括自由基等对生物酶活性及对

a(,

的损伤$

7̀ a

是一种清除体内超氧阴离

子自由基的金属酶类!其结合的金属种类不同!

可将
7̀ a

分为
>

类(

h=

,

f2F7̀ a

%

?2F7̀ a

和

Y3F7̀ a

$而枯草芽孢杆菌主要含有
?2

和
Y3F

7̀ a

同工酶$枯草芽孢杆菌营养体的
7̀ a

活

性随辐照剂量变化的结果显示!

7̀ a

活性与剂

量无明显的相关性!尤其在低剂量辐照下!随剂

量的变化无明显规律$这可能是因为
7̀ a

主

要是使超氧阴离子自由基发生歧化反应!生成

氧气和过氧化氢!但它并非生物体清除氧损害

的最终酶类!生成的过氧化氢要由体内的过氧

化氢酶等来最终清除$过氧化氢作为机体内的

信号分子!会刺激其他一些抗氧化酶的表达!同

时也会对酶的活性造成损伤$因此!电离辐射

对
7̀ a

活性的效应受到多种因素调节!各种抗

氧化酶之间的相互影响!抗氧化酶体系与自由

基之间的动态效应均会影响其活性!因此欲研

究电离辐射抗氧化酶的效应!应综合考虑其他

几种抗氧化酶的活性!进行深入研究$

电离辐射可引起
a(,

多种形式的改变!

a7_

是损伤中常见和重要的形式!其中非修复

性的
a7_

被认为是辐照损伤细胞最重要的原

发事件$

a8;.

等)

++

*认为!随着辐照剂量的增

大!

a(,

双链断裂加剧!其修复所需的时间也

增长&但细胞修复在照后
+";

便基本完成!照

后
)!;

剩余的
a7_

即可认为是不可修复的

a7_

$多数研究者认为非修复性的
a7_

可能

与细胞致死有极其密切的关系$形成不可修复

的
a7_

可能是因为细胞本身的性质和入射粒

子的电离特性)

+)

*

$自
+DD@

年美国
h%%

O

34

实

验室首先报道了
a7_

非随机分布的现象后!国

内外相继发现
a7_

非随机分布现象)

+>F+!

*

$本

研究中!枯草芽孢杆菌
a(,

双链断裂水平随
#

G#G
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第
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射线剂量增大而不断上升$另外!当剂量为

"*

!

G**\

6

时!细胞
a7_

明显增加!同时细胞存

活率急剧下降!这进一步验证
a7_

与细胞存活

率相关$

a(,

作为遗传信息的载体!其损伤会

导致生物大分子结构功能的改变!虽然
a7_

可

能不是造成生物损伤的唯一途径!但深入研究辐

射对
a(,

的损伤具有十分重要的意义$

D

!

结论

#

射线穿透力强%射程远!剂量较为均匀!

具较强的杀菌力!是常用的电离辐射灭菌手段$

本研究采用
"*

!

)***\

6

的
#

射线辐照枯草

芽孢杆菌!从细胞水平%蛋白水平%分子水平系

统考查了
#

辐照对枯草芽孢杆菌营养体的损伤

效应$在剂量率为
+"\

6

,

./2

时!得到
@

+*

为

>@" \

6

!当 剂 量 达
G** \

6

时!灭 菌 率 达

DD'#"E

!表明
#

辐照对枯草芽孢杆菌营养体有

较强的损伤效应$
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