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二甲基黄诱发大白鼠肝癌癌变过程

中的核酸分子杂交竞争抑制试验

关惠连 罗超权 杨英浩 戴瑞英

( 生物化学教研室 )

二甲基黄 (D A B ) 诱发大白鼠肝癌癌变过程中食物因素对鼠肝核酸
、

磷脂的 含 量 有

影响
,

已见前述
二` 。

这可能是由于肝癌癌变过程中肝细胞核膜的通透性改变
、

基因表达

的调控机理异常
,

和混合功能氧化酶系统的功能改变
,

文献也 已陆续述及
〔卜 . ’ 。

为了进 一步探讨 D A B 诱发肝癌的大白鼠肝脏核酸的变化
,

我们建立 了肝细胞核 与

肝细胞质的分步分离
,

核酸的提取与纯化
,

核糖核酸 ( RN A ) 体外同位素碘标记及 固 相

核酸分子杂交等技术
,

并作了正常鼠与 D A B 诱发肝癌的鼠肝核酸杂交竞争抑制试 验
,

现报告如下
。

材 扦 与 方 法

实验动钧 大白鼠
,

雄性
,

体重 1 50 ~ 2 00 克
。

共分 5组
,

每组 20 ~ 30 只 : 1 组食入

一般饲料 ( 正常组 )
,

另 4 组分别食入含 D A B 0
.

06 % 的饲料 2
、

4
、

8
、

16 周
。

观察

肝癌癌变过程中肝脏核酸的变化
。

大白限肝细胞核的分步分离 大白鼠饥饿 24 小时
,

重击头部
,

剪颈
,

放血
,

剖开腹

部
,

用预冷的 O
.

15 M 氯化钠一 O
.

01 5M 柠檬酸三钠 ( 1 x SCS ) 从门静脉灌注
,

冲洗肝脏

内的血液
,

取出肝脏投入冷冻的 1 x SS C 中浸洗
,

汲干
,

剪碎
。

按 1 :
6 比例 加入冷冻的

l x 岛C
,

用 电动玻璃匀浆器把肝细胞适度弄破
,

用双层洁净纱布滤过
,

再用双层 尼 龙

布滤过
。

在 2
,

00 0转 /分
,

离心 10 分钟
,

吸取悬液的上 2 / 3作细胞质核糖核酸 ( RN A )提取 (在

显微镜下观察此悬液无完整的细胞和细胞核 )
,

其余下层的 1/ 3悬液弃去
。

沉淀 ( 含细

胞核 ) 用 10 倍体积冷冻的 1
.

5%柠檬酸液洗涤 3 次
,

离心
。

沉淀分散于 O
.

25 M 蔗糖一
1

.

5%柠檬酸一。
.

00 3 M c( ac l)z 溶液中
,

然后铺在 盛 有 o
.

88 M 蔗 糖一 1
.

5%柠 檬酸一

。
.

00 3 M ca cl :
溶液中

,

界面轻轻搅动
,

造成粗糙的梯度
,

再离心
,

弃去悬 液
,

沉 淀 用

o
.

0 5 M ( rT 送
一
H C I ) 一 o

.

z s M (N a C I)
, p H 7

.

5 溶液洗 2 次
.

以解除细胞核的酸性环境
。

得出的肝细胞核用显微镜染色观察是完整的
,

平均每 1 00 个细胞核中只有少于 5 个完整

细胞存在
。

ON A 提取 从大白鼠肝细胞核提取 D N A
,

根据 M ar m ur : 。 〕
法和张 玉 砚 等

〔 ’ 。 ,
的方

法
,

但略有修改
。

将纯化的细胞 核 悬 于 0
.

0 5 M rT ig
~

H C I
一
0

.

15 M aN CI
, p H 7

.

5 的溶
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液中 ( 按鲜肝 1克
,

缓冲液 1
.

2一 1
.

5毫升的比例 )
。

在搅拌下慢慢滴加 25 % 十二烷基磺

酸钠 (S D )S
,

使 SD S 最终浓度达 1
.

6% ;
此时细胞核膜破裂

,

溶液由混浊变为清亮粘稠
;

再加入固体 N aC I
,

使 N aC I 的最终浓度达 I M
; 电动连续慢慢地搅拌 1小时

。

加入等体

积氯仿
一

异 戌 醇 ( 2 4 : 1
、

V / V ) 混液
,

轻度摇动 2 0分钟
, 7

,

0 00 转 /分
,

离心 20 分钟
。

蛋

白质形成一混浊层分布在水相与氯仿相之界面处
,

小心地吸取上层水相
,

用氯 仿
一

异 戌

醇重复去蛋 白质 1 次
,

然后吸取上层水相
,

加 2 倍体积的冷冻无水乙醇
,

捞 取 D N A 纤

维
。

将 D N A 纤维溶于 1厂1 0 x S SC 中 ( 一般在室温下 2 天以上才能完全溶解 )
,

再 加入

1/ 2体积氯仿
一

异 戌 醇
,

重复抽提约 3 一 4 次
,

加 2 倍体积冷冻无水 乙醇
,

再捞取 D N A

纤维
。

按上述过程制得的正常大白鼠肝细胞核 D N A
,

其 A
* 2 6。 / A 2 80 比值为 1

.

91 一 1
.

9 4
,

A 2 6 o /A 2 30 比值为 2
.

10 一 2
.

18
,

蛋 白质污染 < 1 %
。

将提纯的 D N A 冷冻干燥
,

一部

分用 1 火 ss C 制成悬液
,

全部存放在低温冰箱内保存
。

R N A提取 用热酚
、

SD S法
f ’ 。 ” ” 提取肝细胞核 R N A ( SD S 的最终浓度为 0

.

1%
,

提取

细胞质 RN A 时为 0
.

3% )
。

市售酵母 RN A 亦经上述方法提纯
,

DS S 的最终浓度为。
.

3%
。

制得的大白鼠肝细胞核 RN A
,

A 2 6 0 /A 2 80 比值为 1
.

98 ~ 2
.

18
,

A 2 6 。 /A 2 30 比值

为 2
.

9 4~ 2
.

2 2
。

大白鼠肝细胞质 RN A
,

A 2 6 o / A Zs o 比值 为 2
.

0 2~ 2
.

1 5 ,

A 2 6 o / A 2 3 o

比值 1
.

98 ~ 2
.

36
。

RN A 的 蛋白质污染
,

一般 < 1
.

5旦百
。

蛋白质测定用 L o w yr 等的 F ol in

酚试剂法
。

测定时所用的蛋白质标准为上海东风厂出产的牛血清 白蛋白
,

经过水分含量

测定和用凯 氏定氮法校正其确实含氮量
。

肝细胞核 RN A 体外 (
` 25 1) 标记 根据 G et z

和张玉砚等的方 法
`

,

二
,
` 3 。

体 外 同 位

素碘标记所使用的三氯化铂 (IT 1C
3

) 是实验者用 IT CI ( 上海试剂厂 ) 制成
* 。

同 位 素 碘

源由北京中国科学院原子核研究所提供 ( 2。一 40 毫居里 /毫升
,

p H 7
.

5 )
。

经上述制备的
` 2 5

1一 RN A 的比放射活性为 1
.

3 ~ 4
.

0 x l护 脉冲数 /分 钟 /微克 NR A ;

在核酸杂交实验中
,

硝酸纤维滤膜上的非特异性吸附物质为。
.

04 一 。
.

1 4%
。

表 1 与图 1

列出
` “ “ I一 RN A 经过 eS p h a d e x 一 G 5 0柱层析结果

。

表 1 ` 2 5
1标记 RN A 经 eS ph a de x 一G 5 0层析分离

管 号 ! , ` : 3 } 4
…

5 … 6 {
一

:
一

{ 。 9
{

,。 : 1 1 2

脉冲数
*

A 2 6 0

6 7 6 1 4 0 5

” · ” ”。

…
0

· “ 0”

1 6 5 1 5 0 7 2 1 2 1 6 9 2了

0
。

1 3 5

5 5 8 2 6 }1 1 2 9 7 7 2 1 2 1 9 9 4了4 2 4 5了 2 9 6 6

0
。

0 0 0

2 9 8 4

0
。

6 8 0
0

.

0 5 1 0
.

0 3 5 , o
.

o z 5
J
o

.

0 0 0 0
.

0 0 0
0

。

0 0 0

备 注 收集脉冲数 和 A 2 6 0均高的管号
,

混合
,

作核酸杂交试验用

条件
:

N al 2 5 I 1
.

5 毫居里
,

正常大白鼠肝细胞核 R N A 1
.

5 毫克
。

反应介质中含有
:

碘 化 钾 (K l)

1
.

25 x 1 0
一 `

M
,

T IC I
3 4

.

4 x l o
一 3

M
。

反应总容积 i 毫升
。

p H S
.

o
,

6 0℃温育 2 0分钟
。

冷却
,

加入新鲜

配制 N a ,
5 0 : o

.

o 5 M
,

调至 p H S
。

经 S e p h a d以一 G 5 0 柱 层 析
,

蒸馏水洗脱
,

收集 1毫升 /分
,

5 毫

升 /管
。

分别测定脉冲数和 A 26 0
,

作图
。

. 丫一射线计数器
,

井上测定 10 秒的脉冲数
。

* “ A ”
代表吸光率

,

下同
。

*
制备 IT CI

, 的方法
,

为上 海细胞生物学研究所张玉砚等同志提供
。
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泣孩固相核酸分子杂交 D N A 滤膜制备根据 hC ur ch
二’ 毛习和张玉砚等

〔弓’
的 方法

。

滤

膜是 S c b l e i eh e r & S e h u e l l -j 的硝酸纤维素滤膜 (滤膜 )
,

直径 2 5 毫米
,

孔径 0
.

4 5 微米
。

实验用小滤膜直径为 6 毫米
,

每小片吸附单链 D N A 1
.

5微克
。

滤膜固相核酸分子杂交根据 G i l l e s p i e 和 S p i e g e lm a n 〔 ’ 5〕
张玉 砚

仁̀ 〕 及 B o n n e r 〔 ’日 〕

等的

方法
。

每个实验重复 2 一 3 次
。

实 验 结 果

一
、

杂交反应动力学和杂交特异 性实验

( 一 ) 反应温度 表 2 和图 2 显示出标记 RN A 与 D N A 在不同反应温度下的 杂 交

率
。

当反应温度从室温升至 35 ℃时
, ’ ” I一R N A

一
D N A 杂交率最大 , 45 ℃ 开 始 下 降

;
在

45 ~ 55 ℃之间
,

杂交率下降趋缓慢 ; 在 65 ℃杂交率最小
。

据文献报 道
〔` ” 2 ’

在 35 ℃ ’ “石卜

R N A 与 D N A 杂交的杂交率大大升高
,

是由于非特异分子杂交引 起 的
,

故 本 文 选 择

45 ℃作为核酸杂交的最适温度
。

表 2

沮度℃

D N A 与 丑N A 杂交反应温度

匕二生一
-

{一一竺
-一二一兰l 一典一二1 一华一竺一一

-

脉冲数 /分
’

33 3 5 9 3 4 5 7 9 2 1 9 5 7 1 55 02 2 8 5 2

条件
: 6 毫米的滤膜片中

,

含有从正常大白鼠肝细胞核抽提的单链 D N A 1
.

5 微 克
, 1 ,吐 标记 的

大白鼠肝细胞核 R N A S 微克
,

反应总容积 0
.

2毫升中
,

含有甲酞胶 30 %
,

S D S 0
.

1%
,

盐浓度为 Z X

S S q 分别置于 25 ℃
、

3 5℃
、

4 5 ℃
、

5 5℃
、

6 5℃
,

温育 24 小时
。
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图 2 D N A 与 R N A 杂交温度曲线

( 二 ) 反应时间 按上述杂交反应条件
,

反应管温育的时间
、

核酸杂交与反应时间

的关系
,

如表 3 与图 3 所示
。

核酸杂交反应开始后
,

随着时间延长
,

核酸杂交率不断增

加
,

但温育至 16 小时以上时
,

杂交率曲线 已趋平缓
,

即核酸杂交反应趋于饱和
,

故选择

加 ~ 2 4小时为杂交反应的最适时间
。

表 3 D N A 与 RN A 杂交反应时间

反应时间(小时 ) { 0

一牛
- 一王二一

4 4 6 ,
’

5 7 5 7

4 8 1 6 2 4
一 J

脉冲数 /分 8 0 7 6 1 3 0 0 6 2 0 9 5 1 2 1 5 3 7

条件
:

反应条件同表 2
,

在 4 5℃分别温育
,

2
,

4
,

8
,

16
,

20
,

2 4小时
。

ù

0一e

翻ù一匕盖
ù

王人叻,一

1 2 1 6 2 0

,.J 时

图 3 D N A 与 R N A 杂交的时 间曲线
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( 三 ) 杂交饱和试验上述杂交反应条件下
,

当 D N A 的量为一定时
,

核 酸的 杂 交

率将随
`” I

.

RN A 投入量的递增而递增
,

但当
` “
叮

.

RN A 的量增加至滤膜上能与它互 补 的

D N A 单链的核贰酸顺序已全部被加入的
’ 2“ I

一

RN A 互补杂交时
,

则虽继续添加
’ 2 “ I

一

RN A
,

而 RN A 与 D N A 的杂交率亦不再增加
,

此即表示核酸分子杂交 已达到饱和
。

见 表 4 图

4
o

表 4 正常大 白鼠肝细胞核 D N A 与同源的
` 2 51标记的肝细胞核 RN A 杂交饱和试验

12 5
1
一
R N A / D N A

( 微克 )

杂交率 ( % )

条件
:

反应管总容积 0
.

2毫升中
,

含有 30 % 甲 酞胺
, 0

.

1% S D S
,

盐浓度为 2 x S S C
。

6 毫米直径

的庐膜
,

含正常大白鼠肝细胞核抽提的单链 D N A Z 微克
,

逐步增加
’ 2 51 标记的正常大白鼠屏 细胞 核

R N A 的浓度
,

增加的
1 2 5

1一 R N A /D N A 的比值分别为 i
、

2
、
连

、
6

、
s

、
1 2

。
4 5℃

,

温育 2 4小时
。

次识果

牡 R N A D 、 A 比值

图 4 正常大白鼠肝 细胞核 D N A 与同源
1 2 51 标记的肝 细胞核 R N A 杂交饱和曲线

( 四 ) 杂交特异性试验— 杂交竞争抑制试验 在上述的条件下
,

使参与杂交反应

的各营中
,

D N A 与
` 2 5 1

一

RN A 的量为一定
,

分别加入不同数量的未标记的 同 源 或异 源

RN A 进行核酸杂交
。

如图 5表 5 中
,

加入的未标记的大白鼠肝细胞核 RN A 是同源 RN人
,

未标记的肝细胞质 RN A 和酵母 RN A 是异源 RN A
。

试验结束时
,

以不 加 入 竞 争 RN A

的
’ 肠 I

一

RN A
一
D N A 杂交体的杂交率为 1 00 %

,

加入竞争 RN A 的
` 2 “ I

一

R N A
一
D N A 杂交体作

为剩余杂交百分率
。

因为在加入的竞争 RN A 分子中
,

可能有一些核贰酸顺 序能 与 固

定在滤膜上的D N A单链的某些核贰酸顺序进行互补
; 这样

,

它就会排斥或竞争
’ 2 5

1
一

RN A

与 D N A 杂交体的形成
;
但是

,

那些吸附在滤膜上 尚未形成杂交体的 D N A 碱基顺 序
,

仍然可以和
’ 2“ I

一

RN A 构成杂交体
。

这样所形成的杂交体与对照相 比
,

便称为剩 余 杂 交

百分率
。

同源 RN A
,

由于它的核贰酸排列顺序与参与杂交反应的 ” 5
1

~

RN A 的核贰酸顺

序有一定程度的相似性
,

竞争能力较强
,

故杂交抑制试验的结果
,

剩余杂交百分率一般
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较小
; 反之

,

异源 RN A 的剩余杂交百分率就较大或完全不显示杂交竞争作用
。

表 5 杂交反应的特异性
、 、

炭衍一
竞争 R N

矛
来

二_ 竞争 R N A量 一

钾
、

条
、 ~

菊采一
_ ’

。

源
\ \ \

~ %

1 0 0

(微克 )

2 0 0

(微克 )

4 0 0

(微克 )

8 0 0

(微克 )

正常大白鼠肝细胞核 100 1 8
.

1 1 0
.

8 5
.

0 4
.

丁

正常大自鼠肝细胞质 1的 8 4
.

0 81
.

0 7 7
.

了 了.5 7

J

酵 母 1 0 0 9 7 9 9 1 0 1 1 0 6

条件
:

正常大白鼠肝细胞核抽提的单链 D N A 1
.

5微克
,

与
玉2 51 标记 的正常大 白鼠肝细胞 核 R N A

5 微克的杂交反应中
,

分别加入不同量 的未标记的同源肝细胞核 R N A
,

正常大白鼠肝细胞质 R N A
,

以及酵母 R N A 进行竟争杂交试验
。

1 0 0抢一
.

飞

nR

ē次

汉共落共

2 0 0 屯0 0 6 0 0 8 0 0

犯争 R N A

图 5 杂交反应 的特异性曲线

竞争 R N A
:

。一。 正常大白鼠肝细胞核 R N A

冷 一气正常大白鼠肝细胞质 R N A

△ , 。 酵母 R N A

反应 条件见 表 5

表 5 图 5 说明核酸杂交实验具有严格的特异性
。

二
、

O A B 诱发大白限肝店腐变过程中的核酸杂交竞争抑制试脸

D A B 诱发肝癌的大白鼠的核酸 ( RN A
一

P
,

D N A
一

)P 和磷脂的含量与正常组 不 同
,

已

见前述
〔 ” ,

在此基础上
,

我们重复用含 D A B 0
.

06 % 的饲料喂 鼠 2
、

4
、

8 和 16 周
,

并按

期杀鼠
、

取肝
、

分离提纯其细胞质和细胞核 R N A
。

进行核酸分子杂交竞争抑制 试 验
。

结果显示鼠肝的细胞核与细胞质 RN A 在大白鼠食入 D A B Z 与 4 周时
,

竞争抑 制 能 力

比较大
。

见表 6
、

7 ,

图 6
、

7 。
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正常大白鼠肝细胞核 D N A 与
` 2
叹 标记

的同源肝细胞核 RN A 杂交竞争抑制试验

期63表

一 剩 余 杂 交 %

竞 争 R N A 来 源 竞 争 R N A 量 (微克 )

1 0 0 2 0 0 4 0 0 8 0 0

1 0 0 1 8
。

1 1 0
。

8 5
.

0

1 0 0 2
。

5

…
J任六匕Q份1111

1.1

正常大白鼠肝细胞核 R N A

摄食 D A B Z周大白鼠肝细胞核 R N A

摄食 D A B 4周大白鼠肝细胞核 R N A

摄食 D A B S周大白鼠肝细胞核 R N A

摄食 D A B 41 周大白鼠肝细胞核 R N A

1 0 0

1 0 0

1 0 0

条件
:

反应总容积 0
.

2毫升中
,

含甲酸胺30 %
,

S D S 0
.

1%
,

盐浓度为 2 火 S S C
,
6 毫米 的滤 膜 片

含正常大白鼠肝细胞核抽提的单链 D N A 1
.

5微克
, ` 2 51一标记正常大白鼠肝细胞核 R N A S 微克 ( 4

.

2~

3
.

o x 10
`
cP m /微克 R N A )

,

同时加入未标记的
、

不同量的正常大白鼠肝细胞核 R N A 和大白 鼠 摄 食

D A B 不同时期的肝细胞核恤 N A 进行竞争抑制试验
,

45 ℃
,

温育 24 小时
。

今

欲à不今布喇

2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0

竞 争 RN 人

图 6 正常大白鼠肝细胞核 D N A 与
’ , sl 标记的 同源肝细胞核 RN A 杂交竞争抑制曲线

竞争 R N A :

。叫。 正常大白鼠肝细胞核 R N A

仓一心大白鼠摄食 D A B Z 周的肝细胞核 R N A

. -
心大白鼠摄食 D A B 4 周的肝细胞核 R N A

山一谧大白鼠摄食 D A B S周的肝细胞核 R N A

口一们大白鼠摄食 D A B 16 周的肝细胞核R N A
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正常大白鼠肝细胞核 D N A 与
’ “ “工标记的

正常大白鼠肝细胞核 RN A 杂交竞争抑制试验

}

}
l

_ _ 一

—
一 _

—
_

一_
一

竞 争 R N A 来 源 竞 争 R N A 量 ( 微 克 )

1 0 0 2 0 0 4 0 0 8 0 0

正常大 白鼠肝细胞质 R N A

摄食 D A B Z 周大白鼠肝细胞质 R N A

摄食 D A B 4 周大白鼠肝细胞质 R N A

摄食 D A B S 周大白鼠肝细胞质 R N A

摄食 D A B 16 周大白鼠肝细胞质 R N A

8 1
.

0 8 1
.

0 丁了
。

了 7 5
。

了

8 3
。

9 7 8
。

1

丁2
。

5 6 6
。

7

6 8
。

6 3
。

5 6
。

6

5 3
。

丁

7 0
。

6 7 0
。

7 8
。
5 7 1

。:
月生八hO曰QU

:
t1-上00QU

八曰ó日nCU八曰
ùn曰ēU八11八Uné

ù

1
ō

ee
ù卫二, .L一.1

条件
:

反应总容积。 .

2毫升
,

含甲酞脓 30 %
,

S D S 0
.

1%
,

盐浓度为 2 x S S C
,

6 毫米的滤膜片 含正

常大白 鼠肝细胞核抽提的单链 D N A 1
.

5微克
, ` 2叹 标记正常大 白鼠肝细胞核 R N A S 微克

。

同时加入

未标记的不同量的正常大白鼠肝细胞质 R N A 和 大白鼠摄食 D A B 不 同时期的肝细胞质 R N A 进行 竞

争抑制 试验
。

4 5℃
,

温育别 小时
。

.

8060钓

ǎ岁)尽殊奈辱

26)
一

` 0 0 6 0 0 8 0 0

竞争 R 、 A

图 7 正常大 白鼠肝细咆 核 D N A 与
’ 25 1 标记的同源肝细 胞核 R N A 杂交竞争抑制 曲线

竟争 R N A :

。 . 劝 正常大 白鼠肝 细胞质 R N A
.

△~ 公大白鼠摄食 D A B Z 周肝细胞质 R N A

. 一. 大白鼠摄食 D A B 4 周肝细胞质 R N A

查一 , 大白鼠摄食 D A B S周肝细胞质 R N A

。一。大白鼠摄食 D A B 16 周肝细胞质 R N A

.
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讨 论 与 总 结

1
.

从上述一系列技术试验结果看来
,

我们分离提纯的核酸的纯度
,

和文献上报道的

约略接近
仁̀ ,

,

: . 〕。

A : 。。
/A : s 。

A
之。。

/ A
: , 。

蛋 白质污染

D N A 1
.

9 1一 1
.

9 4 2
。

1 0一 2
.

1 8 ( l %

肝细胞核 NR A 1
.

9 5一 2
.

1 5 2
.

9 4一 2
.

1 2 < 1
.

5 %

肝细胞质 NR A 2
.

02 ~ 2
.

18 1
.

91 一 2
.

36 < 1
.

5 %

NR A 体外同位素碘标记
, ’ 2 5

1
~

RN A 的比放射活性 为 1
.

3一 4
.

0 x 1 0 5

脉 冲 数 /分钟 /微克

( cP m /微克 》 ,

这个数值和张玉砚等所报道的接近 、
’

; ’ , 5
1很N A 在通过硝酸纤维滤膜时

,

其非特异性吸附物质为 0
.

04 ~ 0
.

14 %
,

符合文献上 的要求
〔 ’ , ” 。 〕

2
.

我们在本文中进行了 D A B 诱发肝癌的大白鼠肝脏核酸杂交竞争抑制试 验
。

从试

验结果看来
,

食入含 D A B 0
.

06 % 的饲料 2~ 4 周的大白鼠的未标记的肝细胞核与细胞质

RN A 的杂交竟争抑制能力
,

均较正常组强 , 食入 D A B S 周和超过 8 周 以上的大白鼠肝

的未标记细胞核 RN A 的杂交竞争抑制能力较弱
,

但其细胞质 RN A 的 杂交竞争抑制 能

的则仍较强
。

这些现象可能提示
:

在 D A B 诱发肝癌的早期
,

鼠肝的 RN A 已 发生 质 方

力的变化
。

在致癌过程中
,

在细胞核膜选择性运输细胞核内 RN A 到细胞质中去 的 机理

方面也可能改变
。

但是
,

致癌剂诱发肝癌的机理是复杂的
:

致癌剂可能引起鼠肝的 D N A

转录水平基因调控失调
〔吕 , ,

可能引起肝细胞核膜对细胞核内 R N A 选择运 输 的功 能 改

变
`

2
’

3 ’ ,

也可能影响肝的棍合功能氧化酶系统的生物转化功能紊乱
〔“ ’ “ ’ ,

以及在致 癌 的

肝细胞质中
,

也可能有某些特异 的能 干 扰 细胞 核 D N A 转录 的 大分 子 蛋 白 质 存

在 〔20
’

: , ’ 2 : 〕 。

上述几种因素可能同时起作用
,

或者在不同阶段作用的侧重点有所 不 同
。

而且核酸分子杂交竞争抑制试验也仅仅是肿瘤研究的一个指标
,

其本身还需要其它有关

指标来加以说明
￡“

’
: ,

’

2` ’ 。

在这样繁多的因素中
,

我们将作进一步的探讨和研究
。

( 在建立方法的过程中
.

蒙中国科学院上海细胞生物学研究所张玉砚等同志和本院放射医学教研

室有关同志热情指导与帮助
,

仅致谢忱
。
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a n d

a e id m o le e u l a r

T七e p uz i t y o f t址 n uc l e i is o la t ed 贻

h y b r id返a t io n , e t e
.

o b se vr e d un d e r ht e v isua l m ie r o 亏e o孙 an d it

w a s fo un d t h a t th e r e 15 les s t h a n 5 in et e t ce l l : ep r 1 0 0 n uc l e i
.

几
。 a b s o r比n t ar t i o s 。 f兰坚丝

.

A 2 8 0
`

A 2 6 0

A Z 3 0
an d P or et in co n at 口 in a t i o n o f ht e n u e l e i e

a c id s iOS l a t ed a er a , of l l o w s :

A 2 6 0

A 2 8 0

A 2 6 0

A 2 3 0
p or et i n 一 e o n ta m ian

t io n (% )

D N A I
。

9 1一 1
。

9 4 2
。

1 0一 2
.

1 8 1

又N A (n cu lae r
) 1

。

9 8一 2
.

18 1
。

9 4一 2
.

1 2 < 1
。

5

又N A (yC t o P las m i e ) 2
一

0 2一 2
。

1 8 1
。

9 1一 2
.

3 6 < 1
。

5

T七e s

卿江i e ar d i o a e t i 7 i t y o f ht e ` 2 5

-I RN A p哪
a er d 15 1

。

3一 4
。

0 x 1 0 6

印m eP r

m ic or g ar m
.

T址
n o i se a bos r悦 d o n the n i t r。戈 l lul ose f i let r 贻 0

。

0 4一 0
。

1 4 % o f t址

RN A in p ut
.

2
。

RN --A D N A h y b r id运 t i o n t eC h n iq业 h as 悦 e n u

dse
t o id e n t i f y ht

e d让介enr ce s

be t w e e n t h e q au l i t i es o f t h e RN A s ios l a tde f or m n o mr a l ar t s an d ofr m ht e D A B
~

h e p a t o m汝 d ar t s
.

T h e er s u l t s o b t a i n e d s五o w t五a t t h e c o功邵 t i t ive ca p a e i t ies
o f th e

n o n 一 l a b e l l e d n u e l e a r RN A a n d e y t o Pl a sm i e RN A o f ar t , 脚 2 w e e k s w i t卜 D A卜
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eo n t ain ing de it ar e hig hr e t恤n t ho e sof t heno

r n t al
,

w五i l e t h e ca P a e i t ie s o f th e

n u e l e a r RN A o f ar t s fe d 8 w ee ks o r m o 犯 a er l o

we
r t h a n th o s e o f t五e n o

mr
a l

.

H o -

w e v e r th e c a r a e i t i e s o f t h e p l a sm ie RN A o f 一五e se ar t s a r e b igh e r t b a n t h o s e e f l h e

n o r m a l
.

3
.

S i n c e t h e m e e h a n is m s o f th e e h e m i e a l ca r e i n o g e n s i s a r e 5 0 c o m P l ic a t e d a n d

o u r r o s e a r c h w o r k 15 iu s t a t t h e be g i n n i n g
,

悦fo r e a n y de f i n i te c o n e lu s io n e a n b e

r e a c h ed
, a l o t o f w o r k h a v e t o b e d o n e

.

.

.

,


