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摘要　分析俄歇电子辐射对基因结构及成分的影响，探讨其基因损伤的机制。应用激光拉曼散射测定，以放射性

碘 １２５（１２５Ｉ）标记甲胎蛋白（ＡＦＰ）基因引物与ＡＦＰ基因杂交结合辐射后，不同时间内其俄歇电子对基因结构的变

化以及对碱基成分的损害程度。结果显示，ＤＮＡ的骨架构像及碱基的特征振动光谱发生偏移，谱线强度在２～

２４ｈ改变较大，而２４ｈ与７２ｈ变化较小。拉曼光谱显示俄歇电子近距离辐照可以引起ＤＮＡ的磷酸二酯骨架结构

损伤，基因中碱基暴露，基团损伤，甚至破坏，基因构像由Ｂ型转变为Ｃ型特征光谱。结果表明，俄歇电子辐照可改

变靶基因骨架结构和构像，损伤或破坏碱基，从而影响靶基因的生物功能。
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１　引　　言

靶向核素基因治疗中常用的核素是放射性碘

１２５（１２５Ｉ），１２５Ｉ发射称之为分子刀的俄歇电子作用于

靶基因，不但可以产生一定生物效应［１～３］，更具有辐

射距离短、作用精确且对周边组织辐射危险性低的

优点。但俄歇电子对基因损伤机制仍不完全清楚，

特别是缺乏俄歇电子对基因损伤的直接证据。鉴于

激光拉曼光谱技术在生物分子结构检测研究中，具

有信息最大、速度快和检测方便等优点［４～６］，通过对

ＤＮＡ拉曼光谱的分析，可以得到有关主链结构、局
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部构像、氢键和各碱基堆积情况的特定信息［４，５］。

为此，本文利用激光拉曼光谱检测技术，测定分析俄

歇电子直接辐射的靶基因结构及碱基受到的影响，

以提供俄歇电子对基因损伤的直接证据，并探讨俄

歇电子靶向治疗基因疾病的分子机理。

２　材料与方法

２．１　材料与仪器

放射性碘 １２５（原子高科股份有限公司），５碘

脱氧尿嘧啶（ＩｄＵ）（中国Ｓｉｇｍａ股份有限公司），甲

胎蛋白（ＡＦＰ）引物和ＡＦＰ基因（深圳欣海凌生物科

技有限公司），端粒转移酶（北京纽英伦生物技术有

限公司），拉曼激光显微镜（法国ＨｏｒｉｂａＪＹ公司，型

号ＬａｂＲａｍＩＮＶ）。

２．２　研究方法

２．２．１　ＡＦＰ引物的碘－１２５标记方法

参照Ｓｃｈａｆｆｌａｎｄ等
［３］报道方法进行碘 １２５标

记ＩｄＵ，简要步骤：先用三丁锡置换脱氧尿嘧啶的５

位甲基，再用Ｉｏｄｏｇｅｎ方法，使碘 １２５置换到甲基

上，ＳＥＰＰａｃＲＰ１８柱纯化得碘 １２５标记的脱氧尿

嘧啶（１２５ＩＩｄＵ）。然后，应用末端转移酶使１２５ＩＩｄＵ

与ＡＦＰ引物５’端，经小片段ＤＮＡ纯化柱纯化，获

得碘 １２５标记 ＡＦＰ基因引物（１２５ＩＡＦＰｐｒｉｍｅｒ），

ＨＰＬＣ分析显示标记率为９６％以上。

２．２．２　携带碘 １２５的引物与ＡＦＰ基因结合

把２００μＬ３．７ｍｍｏｌ／ＬＡＦＰ基因溶液分成１０

分，分别加入１０个离心（ＥＰ）管中，每２管为１组，

其中第１组为对照组（不加核素辐照），第２～４组分

别加入放射性浓度为２９６ｋＢｑ／μＬ的
１２５ＩＵＡＦＰ引

物，混合后在聚合酶链反应（ＰＣＲ）仪器里模拟ＰＣＲ

反应：９５℃，４ｍｉｎ，（９５℃，２０ｓ，６０℃，３０ｓ）×３次，

４℃，１０ｍｉｎ，使引物与ＡＦＰ模板结合。第２～４组

依次在结合作用２ｈ，１２ｈ，２４ｈ，７２ｈ后分别进行激

光共焦拉曼散射扫描测定，对照组在每个时间段均

同时进行拉曼扫描测定。

２．３　激光拉曼检测方法

应用ＬａｂＲａｍＩＮＶ倒置拉曼激光显微镜，配置

的激 光 器 为 Ａｒ＋ 离 子 激 光 器，其 激 发 波 长 为

５１４．５ｎｍ。该系统使用奥林巴斯倒置显微镜，实验

使用６０倍物镜。激光焦点处光斑直径约为２μｍ，

功率为２５ｍＷ，狭缝设置为１００μｍ，共焦孔径设置

为 ２００ μｍ， 实 验 采 集 的 波 谱 范 围 为

４００～１８００ｃｍ
－１，谱分辨率约为１ｃｍ－１，曝光积分

时间为１５ｓ。

依次取上述１０管内纳米粒溶液分别滴加在专

用载玻片上，调整焦距，按上述条件对样品进行拉曼

检测，重复３次。检测前利用硅片位于５２０．７ｃｍ－１

的谱带进行日常系统校正，对于接收的拉曼谱线中

出现的宇宙射线利用该系统提供的功能进行宇宙射

线的去除。与正常指纹图谱比较，分析各样品对

ＤＮＡ结构、局部三维构像、氢键和各碱基的变化。

谱线相对强度计算公式为 △犐狀＝犐狀－犐０ ，即各谱线

位点强度相对于该谱线基线的强度，其中，犐０ 代表

ＤＮＡ谱线基线强度值，犐狀 代表ＤＮＡ谱线上显示强

度值。谱线强度相对变化率改变说明它所属的基团

或化学键受到了损伤，谱线的位移则意味着相应的

基因或化学键发生了变化［４～８］。

３　结果与讨论

在发射俄歇电子的核素碘 １２５近距离辐照甲

胎蛋白基因ＤＮＡ２ｈ，１２ｈ，２４ｈ，７２ｈ后以及未辐

照对照ＤＮＡ的拉曼光谱如图１所示。它们的拉曼

特征频率和指认［７，８］如表１所示。

表１ 俄歇电子辐照ＡＦＰＤＮＡ２ｈ，１２ｈ，２４ｈ及７２ｈ后的光谱频率及归属

Ｔａｂｌｅ１ ＲａｍａｎｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓａｎｄａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓｏｆＡＦＰＤＮＡａｎｄａｆｔｅｒＡｕｇｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｒａｄｉａｔｉｏｎ

Ｉｎａｑｕｅｏｕｓ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ／ｃｍ－１

２ｈＡｕｇｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／ｃｍ－１

１２ｈＡｕｇｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／ｃｍ－１

２４ｈＡｕｇｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／ｃｍ－１

７２ｈＡｕｇｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／ｃｍ－１

Ｔｅｎｔａｔｉｖｅ

ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

４４４ｗ ４４８ ４４４ ４４５ ４４６ Ｃｙｔｏｓｉｎｅ，＆ＣＨ２

４７１ｍ ４７２ ４７３ ４７６ ４７６ Ｔｈｙｍｉｎｅ

６５９ｓ ６６０ ６６０ ６５７ ６５７ Ｇｕａｎｉｎｅ

７０１ｍ ７００ ７０１ ７００ ７０８ Ａｄｅｎｉｎｅ

７８４ｍ ７８１ ７８６ ７８８ ７８７ Ｔｈｙｍｉｎｅ，ＰＯ２

８３１ｗ ８３１ ８３２ ８３３ ８３３ ＰＯ２，Ｂｔｙｐｅ

８８１ｗ ８８１ ８８０ ８８１ ８８１ Ｃｔｙｐｅ（ｄｐ，ｂｋ）

９２６ｗ ９２７ ９２８ ９３０ ９２９ Ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｓｅ

１０４７ｗ １０４９ １０４５ １０４５ １０４７ Ｇｕａｎｉｎｅ
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（续表）

Ｉｎａｑｕｅｏｕｓ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ／ｃｍ－１

２ｈＡｕｇｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／ｃｍ－１

１２ｈＡｕｇｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／ｃｍ－１

２４ｈＡｕｇｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／ｃｍ－１

７２ｈＡｕｇｅｒ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ／ｃｍ－１

Ｔｅｎｔａｔｉｖｅ

ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔｓ

１０７２ｗ １０７５ １０７７ １０８０ １０８１ Ｇｌｙｃｉｎｅ

１０８９ｍ １０９２ １０９３ １０９５ １０９５ ＰＯ２，ｂｋ

１１９１ｗ １１９４ １１９１ １１８８ １１８８ Ｃ＝Ｎ，Ｇｕａｎｉｎｅ

１２２７ｍ １２２９ １２２７ １２１５ １２１７ Ａｄｅｎｉｎｅ

１３０８ｗ １３１４ １３０８ １３１０ １２９９ Ａｄｅｎｉｎｅ

１４５５ｗ １４５３ １４５５ １４５９ １４５８ Ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｓｅ＆ＣＨ２

１５２８ｍ １５２６ １５２４ １５３３ １５３３ Ｃｙｔｏｓｉｎｅ，Ｇｕａｎｉｎｅ

１６１２ｍ １６１１ １６１２ １６１３ １６１０ Ａｄｅｎｉｎｅ

１６３７ｍ １６３７ １６３８ １６３０ １６２８ Ｇｕａｎｉｎｅ

１６５９ｍ １６７２ １６６９ １６６７ １６６９ Ｃ＝Ｏ，ｂｋ

１７４３ｗ １７４４ １７５０ １７４３ １７４３ Ｃ－Ｃｔｗｉｓｔ

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓ：ｓ：ｓｔｒｏｎｇ，ｍ：ｍｅｄｉｕｍ，ｗ：ｗｅａｋ．ｂｋ：ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｖｉｂｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＤＮＡｂａｃｋｂｏｎｅ．ｄｐ：ｉｎｄｉｃａｔｅｓａｖｉｂｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｏｉｅｔｙ．

图１ 俄歇电子体外辐照ＡＦＰＤＮＡ２ｈ，１２ｈ，２４ｈ及７２ｈ后的拉曼光谱图

Ｆｉｇ．１ ＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｕｍｉｍａｇｅｓｏｆＡＦＰＤＮＡａｆｔｅｒＡｕｇｅｒｅｌｅｃｔｒｏｎｒａｄｉａｔｉｏｎｉｎ２ｈ，１２ｈ，２４ｈａｎｄ７２ｈ

　　谱线８３０ｃｍ
－１是Ｂ型ＤＮＡ核酸骨架的特征谱

线［７，９］，从图１可见，俄歇电子辐照后谱线轻微偏移，

强度轻度降低。然而，属于磷酸根离子（ＰＯ２－）对

称伸缩振动在１０８９ｃｍ－１的谱线位移到１０９５ｃｍ－１，

标志 Ｂ 型 ＤＮＡ 骨 架 和 胞 嘧 啶 的 磷 酸 二 酯

（ＰＯ２）
［７，８］的对应伸缩振动的７８４ｃｍ－１谱线位移到

７８７ｃｍ－１，强度随辐照时间延长减弱４０％以上；标

志核苷Ｃ－Ｃ构像
［１０］的振动谱１７４３ｃｍ－１也发生偏

移及强度降低。这些变化说明了Ｂ型ＤＮＡ的骨架

结构受到一定程度损伤。然而标志Ｃ型ＤＮＡ骨架

脱氧 核 糖 上 的 磷 酸 根 （ＰＯ２）的 振 动 谱
［７，１０］

８８１ｃｍ－１，辐照２ｈ后就有明显增强，并随时间延长

而进一步增强。这些谱线的变化说明俄歇电子辐照

可引起ＤＮＡ的骨架结构损伤及构像变化
［９～１１］。尤

图２ 俄歇电子辐照不同时间的ＤＮＡ结构的

拉曼谱线强度变化

Ｆｉｇ．２ ＲａｍａｎｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＤＮＡｓｐｅｃｔｒｕｍａｆｔｅｒＡｕｇｅｒ

ｅｌｅｃｔｒｏｎｒａｄｉａｔｉｏｎ

其是８８１ｃｍ－１，１０４７ｃｍ－１，１４５５ｃｍ－１谱线的变化，

说明ＤＮＡ中脱氧核糖体暴露，超螺旋结果部分解

４４６２
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旋；它们的峰值明显增强，且出现部分碱基堆积，说

明ＤＮＡ主链局部被打断
［７，１０］。以上谱线强度随时

间变化的规律见图２，显示谱线相对强度在辐照

２～２４ｈ内改变较大，而在２４ｈ与７２ｈ之间的谱线

相对强度变化不多。这可能是由于俄歇电子近距离

辐射ＤＮＡ，在２４ｈ内已经对靶基因产生足够损伤

并与ＤＮＡ脱离，俄歇电子不能再近距离发挥有效

作用。

属于脱氧核糖的谱线及其甲基基团伸缩振动谱

的谱线［５］为１４５５ｃｍ－１，其谱峰在辐照２４ｈ后发生

３～４ｃｍ
－１偏移，且谱峰强度明显增强，而属于脱氧

核糖环的９２６ｃｍ－１谱峰在辐射１２ｈ内谱峰增强，但

辐射２４ｈ后谱峰又消失，说明辐照后ＤＮＡ构像发

生了改变，其脱氧核糖环暴露并损伤。俄歇电子辐

射对不同的碱基也有不同程度的损伤，属于腺嘌呤

环的谱线［８，９］７０１ｃｍ－１，１２２７ｃｍ－１，１３０８ｃｍ－１，

１６１２ｃｍ－１均发生偏移，且辐照后谱线强度均明显减

弱，甚至消失。属于鸟嘌呤环的谱线［８，１０］６５９ｃｍ－１，

１０４７ｃｍ－１，１６３７ ｃｍ－１ 均 发 生 偏 移，辐 照 后

６５９ｃｍ－１，１６３７ｃｍ－１谱线强度均明显减弱，甚至消

失，这 说 明 辐 射 对 鸟 嘌 呤 基 团 造 成 损 伤，而

１０４７ｃｍ－１谱线强度则明显增强，这说明鸟嘌呤碱基

发 生 脱 落 而 堆 积。属 于 鸟 嘌 呤 和 胞 嘧 啶 的

１５２８ｃｍ－１谱线在辐照２ｈ后几乎消失；属于胞嘧啶

环［８］的１６３７ｃｍ－１和４４４ｃｍ－１辐照后谱线均发生偏

移和谱峰降低。俄歇电子对胸腺嘧啶环的损伤也相

当严重，例如属于胸腺嘧啶环的７８４ｃｍ－１谱线
［７］在

辐照２ｈ后就几乎消失。这些变化说明俄歇电子辐

照ＤＮＡ可引起严重的碱基损伤，以及碱基的功能

基团破坏。

核素基因治疗中常用的治疗核素是发射俄歇电

子的核素，如１２５Ｉ，１２３Ｉ和７７Ｂｒ等
［１］。多数俄歇电子的

能量为 ２０～５００ｅＶ，在生物组织内的射程为

１～１０ｎｍ，线 性 能 量 转 换 （ＬＥＴ）为 １０ ～

２５ｋｅＶ／μｍ，属高ＬＥＴ，与α粒子的ＬＥＴ接近
［３］。

体外和体内、动物和人体实验已经证实，发射俄歇电

子核素标记载体参入Ｓ期细胞的ＤＮＡ，核素衰变发

出的俄歇电子靠其高ＬＥＴ可打断ＤＮＡ链，破坏细

胞 的 遗 传 物 质。由 于 俄 歇 电 子 的 射 程 极 短

（＜１０ｎｍ），仅相当于６个碱基对的距离，所以只有

把这种核素带到靶基因附近，核素衰变才能作用于

靶基因特定的位置，对靶基因发挥最佳辐射效

应［２，３］。但是，俄歇电子作用于ＤＮＡ靶点后，是否

仅仅对ＤＮＡ主链产生局部作用，或是对ＤＮＡ其他

部分具有损伤作用，还需要有直接的实验证据。我

们的实验结果提示，俄歇电子近距离作用于ＤＮＡ，

可引起核糖环损伤，基团暴露，对核糖上的磷酸二酯

健及 ＤＮＡ 骨架结构均有一定损伤。这是由于碘

１２５是轨道电子俘获衰变核素，电子俘获后９３％的

能量发生内转换给俄歇电子，仅７％以低能γ射线

的方式释放，并且低能γ射线属于低ＬＥＴ
［１，１２］，所

以，其低能γ射线对基因结构的影响相对较小。此

外，拉曼分析发现俄歇电子对ＤＮＡ中嘌呤碱及嘧

啶碱基及其功能基团均也产生明显损伤作用，其中

一些嘌呤碱及基因骨架结构的谱线峰值强度增加，

说明ＤＮＡ主链局部断裂，出现碱基的脱落与堆积。

所以，俄歇电子近距离辐照ＤＮＡ，不仅仅是简单地

对基因链的破坏，而是通过改变基因构像，损伤基因

中碱基及功能基团，破坏ＤＮＡ结构及主链，从而影

响基因生物功能。

４　结　　论

俄歇电子对ＤＮＡ的辐射作用，辐照２ｈ后就可

出现靶基因结构及构像变化，同时对碱基上的功能

基团也会产生严重损伤。辐照１２ｈ左右就可引起

ＤＮＡ结构破坏，ＤＮＡ链局部断裂及碱基脱离堆积。

所以，俄歇电子对靶基因ＤＮＡ的作用可能主要是

通过破坏局部基因结构与功能基团，影响靶基因的

生物功能，达到基因治疗作用。激光拉曼光谱技术

可通过对ＤＮＡ的拉曼光谱分析，得到有关ＤＮＡ主

链结构、局部构像、功能键变化和各碱基堆积情况的

特定信息，为俄歇电子辐射引起的靶基因ＤＮＡ损

伤提供直接而充分的证据。
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