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摘要!采用单细胞凝胶电泳技术"85.U%212%%U2%2%219-$M6$-2858%LJ?H#%又称彗星电泳%表征不同剂量,%#射线

照射诱导健康人体外周血淋巴细胞@’K和小鼠活体 与 离 体 外 周 血 淋 巴 细 胞@’K瞬 时 损 伤 的 剂 量 效 应 关 系%

建立了,%#射线辐照剂量刻度曲线%并对活体小鼠 的 辐 射 损 伤 进 行 了 吸 收 剂 量 估 算%对 辐 射 危 害 进 行 了 评 价&

结果表明%单细胞凝胶电泳技术能够精确表征射线所致生物体损伤的生物学效应%而且能 够 对 辐 照 后 生 物 体 的

吸收剂量’尤其是辐射事故后的生物体进行剂量离线评测%建立生物体辐射损伤事后评测机制&

关键词!单细胞凝胶电泳!@’K损伤!,射线!#射线!生物剂量

中图分类号!4>"B&!!!文献标志码!K
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!!@’K损伤是放射生物学的重要研究课题%尤
其是电离辐射所致@’K单链和双链断裂是决定

受照细胞结局的关键因素之一&早期建立的检测

@’K的损伤方法%如染色体畸变’细 胞 微 核 等 方



法灵敏度较低!操作条件不易控制"且获得的结果

仅反映群体 细 胞@’K的 损 伤 效 应"不 能 对 单 个

细胞进行分析#"$%近年来测定@’K损伤的单细

胞凝胶电泳 技 术&85.U%212%%U2%2%219-$M6$-2858"

LJ?H’已在国外有关领域得到广泛应 用#(FG$%单

细胞凝胶电泳技术是一种对辐射损伤进行定量测

定的新技术"该法灵敏度高"可检测)&)GC?:以

下的辐 射 损 伤#C$"并 可 检 测 各 种 类 型 的 辐 射 损

伤#B$%目前为止"尚没有用LJ?H作为辐射 生 物

剂量计研究的专门报道"但一些研究已经显示了

该方法在辐射生物损伤评价方面的应用潜力#=F*$%
除了核战 争!核 恐 怖 事 件 外"在 平 时 的 工 作

中"由于工作的需要和防护条件的限制"工作人员

会长期受到低剂量电离辐射的慢性作用%特别是

在没有物理剂量检测的条件下"如何精确反映人

员的剂量生物效应!准确地估算受照人员的吸收

剂量是一个必须解决的问题"但是仅由单一的物

理剂量估算是无法反映生物效应的%单细胞凝胶

电泳 技 术 能 够 对 生 物 大 分 子 @’K 直 接 进 行 测

量"通过表征 射 线 诱 导 的@’K损 伤 可 以 进 行 吸

收剂量的估算和辐射损伤的评价"这里的生物剂

量估算的生物学方法"通常称之为(生物剂量计)"
即通过对受照者的生物样品"比如血液或骨髓等

进行测定"依据剂量效应关系来估算受照量%
一次或分次受到"&)?:以下的射线或中子

流的外照射*经常受到低剂量率的慢性照射&长期

接触射线的职业性照射’"并超过剂量限值的照射

称为低剂量过量照射"这种照射对人和生物造成

的影响称 为 低 剂 量 过 量 照 射 效 应#")$%本 工 作 拟

在这个剂量范围内"研究不同剂量,"#射线照射

诱导健康人体外周血淋巴细胞@’K和小鼠活体

与离体外周血淋巴细胞@’K瞬时损伤的剂量效

应关系%

9!实验部分

9:9!试剂

正常熔点琼脂 糖&’NK’"上 海 东 海 制 药 厂"
电泳 用 琼 脂 糖*低 熔 点 琼 脂 糖&RNK’"@))"CF
(?"西班牙原装"上海世泽生物有限公司分装*二

甲基 亚 砜 &@NLX’!P-59$. WF"))!溴 化 乙 锭

&HQ’"兰州 佰 澳 生 物 公 司 分 装*其 他 试 剂 均 为 分

析纯%正 常 人 体 离 体 血 淋 巴 细 胞&6,7/.%:7F
M6$1:928"SR’"实验人员体检后捐献*小鼠 离 体

血淋巴细胞&7$,82%:7M6$1:928"NR’及小鼠活

体&照射后取血分离淋巴细胞"KNR’"兰州大学

第一附属医院提供*(G"K7源"中国工程物理研究

院核物理与化学研究所特种材料中心%

9:;!主要仪器

X%:7M,8QWB)型荧光显微镜"日本XRfNF
AVL公司*@ffF’型FBQ型 电 泳 仪"@ffF’型

电泳 槽"北 京 六 一 仪 器 厂*@LJFS!LX’fJfF
QH4LSXP数码 相 机"日 本LX’f公 司*荧 光 分

析软件"北京 唯 恩 公 司*;1:FC)S 回 旋 式B)J$治

疗机"兰州大学第一附属医院提供%

9:>!单细胞凝胶电泳实验

9:>:9!辐照!用B)J$治疗机!(G"K7源按照)&""

)&!")&C")&>""&)"(&)?:和空白照射样品%

9&>&;!外周血淋巴细胞的分离与制片!将辐照

后样品分别缓慢加入有"7R淋巴细胞分离液的

离心管 中"离 心()75."吸 取 中 间 层 的 淋 巴 细 胞

于 离 心 管 中"纯 化 后"加)&C7R 磷 酸 缓 冲 液

&AQL’将细 胞 悬 浮%正 常 熔 点 琼 脂 糖&"D’铺 在

磨砂载玻片上"固化后形成第一层胶%取细胞悬

浮液在!=c下 按 体 积 比"g!与 低 熔 点 琼 脂 糖

&"D’充 分 混 合"铺 到 第 一 层 胶 上"G c固 化G
75.后"即第(层胶%

9&>&>!裂解!将载玻片放入大培养皿中"加入裂

解液&’/J%(&C7$%+R"H@PKF(’/"))77$%+

R"肌 氨 酸 钠 J"CS(>’’/X!"D"") 77$%+R"

MSO")"用前加!O"D P-59$.和!O")D@NF
LX’裂解"6%

9&>&A!电泳!把载玻片放入电泳槽中"加电泳缓

冲 液 &H@PKF(’/ " 77$%+R" ’/XS !))
77$%+R’漫过玻片"17"静 置C75."开 始 电 泳"
调节电压约为B)#"电流!))7K"温度Gc"避

光电泳!)75.%

9&>&H!染色观察!将电泳后的载玻片放入中和

液&P-58FSJ%)&G7$%+R"MSO=&C’")75."取出

晾干%()*RHQ染色()75.%染色后的载玻片

置于荧光显微镜下观察"用数码相机同步照相"像
素"(>)a*B)&(O*’"每 片 随 机 观 察!)!G)个

@’K图像"用荧光分析软件进行分析%

9&>&I!数据分析处理!使用X-5U5.=&)进行数

据处理和效应曲线拟合%数据用&均值h单次量

标准差’表示"使用单因素方差分析 &K’X#K’"
组间比较采用最小显著性差异&检验 &RL@&’分

析统计学差异%
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;!实验结果

;:9!彗星图像

不同辐照剂量下的@’K彗星图像示于图"!
由图"可知"彗星图像分布均匀"随着辐照剂量的

增加"彗星图像的尾长增加"尾部荧光强度增强!
由于纯化淋巴细胞实验过程中的非生理环境也会

对细胞产生一定的损伤"所以在空白实验中"彗星

图像有一定的拖尾现象!

;:;!淋巴细胞OU!损伤的剂量效应关系

彗星荧光参数中最重要的参数是尾 长#彗 尾

@’K含量#X%5Z2矩!尾 长 与 @’K损 伤 直 接 相

关"在低剂量 范 围 内 尾 长 与@’K损 伤 程 度 呈 线

性关系"但当照射剂量超出某一范围"尾长并不随

@’K损伤程度 的 增 加 而 增 长!此 时"彗 尾@’K
含量和X%5Z2矩与@’K损伤 程 度 相 关 性 更 为 密

切!X%5Z2矩是个复合指标"能够满足多种情况下

的LJ?H分 析!在 分 析 软 件 广 泛 普 及 后"X%5Z2
矩是被普遍 采 信 的 一 个 表 征@’K损 伤 的 参 数!
本工 作 在 数 据 分 析 时 采 用 了 彗 尾 @’K 含 量 和

X%5Z2矩这(个指标"彗星图像经荧光分析软件统

计分析结果列入表""("并依 据@’K双 链 断 裂

模型"拟合剂量效应关系式列入表!"关系式中E
值代表吸收剂量"G值代表生物效应量"拟合效应

曲线示于图(!

图"!不同辐照剂量下的@’K彗星图像

;5U&"!A6$9$751-$U-/M68$09:M51/%1$729@’K2\M$8239$Z/-5$,8-/35/95$.8
%"?:$%/&’’’)&)"%<&’’’)&""%1&’’’)&!"%3&’’’)&C"%2&’’’"&)"%0&’’’(&)

表"!,"#射线照射后淋巴细胞@’K链断裂的彗尾@’K含量参数变化情况

P/<%2"!@’K1$.92.9-28M$.82$06,7/./.37$,82%:7M6$1:9289$Y/-38(G"K7,/.3B)J$#-/35/95$. D!

%(?:

#F人体血液

%SR5--/35/923<:
B)J$#&

#F老鼠血液

%NR5--/35/923<:
B)J$#&

#F老鼠活体

%KNR5--/35/923<:
B)J$#&

,F人体血液

%SR5--/35/923<:
(G"K7,&

,F老鼠血液

%NR5--/35/923<:
(G"K7,&

)&) !&"!=h(&)!B C&))Ch(&B*" (&=*)h"&>G) (&*>)h(&)() !&)C=h(&!>)

)&" !&)GCh"&*G) B&(GGh!&"C* "!&C=>h!&CG) "C&>!GhB&)*) "B&*B=hB&*")

)&! ">&"CGh=&!>G !!&""*h=&*G! (*&!(!h"G&)!" "(&B=!hC&!=) (G&BB=hB&!>)

)&C (>&>)BhC&*)( !>&(*(h")&!)G C>&GCGh>&>=) (*&)=Ch""&(=> ’

)&> =!&>)(h""&=!" =)&**(h*&B=) ’ G*&(!*h")&)!! B*&=)GhB&=()

"&) B!&CBGhC&!>> BB&BCGhG&C*) >(&"!=hC&!*) =(&"(!hB&CB) BC&(G(h=&(B)

(&) >*&!=)h=&("( C*&""BhC&*() >!&((Gh=&(G) =*&"GGh*&))) BC&)))hB&GB)

>! 核化学与放射化学!!!!!!!!!!!!!!!!!!第!"卷



表(!,!#射线照射后淋巴细胞@’K链断裂的X%5Z2矩参数变化情况

P/<%2(!X%5Z27$72.9-28M$.82$06,7/./.37$,82%:7M6$1:928

9$Y/-38(G"K7,/.3B)J$#-/35/95$. D!

%"?:

#F人体血液

#SR5--/35/923<:
B)J$#$

#F老鼠血液

#NR5--/35/923<:
B)J$#$

#F老鼠活体

#KNR5--/35/923<:
B)J$#$

,F人体血液

#SR5--/35/923<:
(G"K7,$

,F老鼠血液

#NR5--/35/923<:
(G"K7,$

)&) )&!C=h)&(() )&=((h)&!>! )&!!!h)&(") )&GB(h)&!"! )&CG=h)&G!)

)&" )&!*>h)&(C) "&)*)h)&C*= !&=G)h"&)!* G&BG(h(&B>( G&B>Gh(&GB)

)&! !&!>*h"&CC! *&C"(h(&C!( =&B>(h!&*"" G&!B"h(&=*> ")&*"(hB&C()

)&C *&)((h(&"C) ")&C="h!&)G) G(&!!>h""&=C( "*&=!(h"!&)>C %

)&> !C&C("hB&B>) !G&""!h=&B") % GG&!*BhC&>*) CB&!BCh"B&)!*

"&) !"&!!GhC&>"" C)&G>Gh=&(*) *C&GG*h"B&G") >G&!C(h(B&B=G B>&C">h("&=(G

(&) !!&)*GhB&G!) GB&!(GhB&=C) "G"&G(!h("&>)( ""*&"=*h!C&G(! B"&G!Bh"C&"(C

表!!实验数据拟合剂量效应关系式

P/<%2!!@$82F2002191,-Z28

实验项目

#I9278$

彗尾@’K含量

#P/5%1$.92.9$
X%5Z2矩

#N$72.9$

#F人体离体血液

#SR5--/35/923<:B)J$#$
GO b!*AC>E(d"")A*!EbCA()

)(O)A*)!G

GO b"BAGCE(dC(A!CEbGA*"

)(O)A>B=B

#F小鼠离体血液

#NR5--/35/923<:B)J$#$
GO b!*A*>E(d")*A"BEd)A>G

)(O)A*C>(

GO b">A>CE(dBGA!BEbCA(C

)(O)A>*G>

#F小鼠活体

#KNR5--/35/923<:B)J$#$
GO bG"A"CE(d"(!A)GEd"ABG

)(O)A*>*(

GO b"*A((E(d""GAG)Eb>A=G

)(O)A*=GG

,F人体离体血液

#SR5--/35/923<:(G"K7,$
GO b()A)=E(d>)A!GEd)AC!

)(O)A*!C*

GO b=AG)E(d=*ACGEb=AG*

)(O)A*!*C

,F小鼠离体血液

#NR5--/35/923<:(G"K7,$
GO b!CA=!E(d")(A()Ed!AG(

)(O)A*B**

GO b!CA!"E(d")GA>)EbCA>G

)(O)A*C*>

;:>!生物剂量估算

;:>:9!小鼠活体K的生物剂量估算!在剂量效

应刻度曲线建立以后!使用)&C?:#射线外照射

小鼠活体K!按照实验步骤!小鼠活体K的@’K
链断 裂 的 参 数 分 析 结 果 列 入 表G&按 照 彗 尾

@’K含量的剂量效 应 关 系 式G O bG"A"CE(d
"(!A)GEd"ABG!)(O)A*>*(计 算!小 鼠 活 体

K的吸收 剂 量 为EO)&C!?:&按 照 X%5Z2矩 的

剂量效 应 关 系 式G O b"*A((E(d""GAG)E b
>E=G!)(O)A*=GG计算!小鼠活 体 K的 吸 收 剂

量为EO)&GG?:&小鼠活体K的吸收剂量估算

值与设定值基本一致&这种一致性大体上证明了

剂量效应式 的 正 确 性&小 鼠 活 体 K与 拟 合 曲 线

的实验小鼠状态一致!曲线拟合时与剂量估算时

实验操作条件严格保持一致是吸收剂量估算准确

性的保证&

;&>&;!生物剂量估算的不确定性!一般而论!用
生物剂量学方法估算的剂量不确定性较大&生物

剂量学方法估算的剂量不确定性的来源大致分为

!方面’一是 来 自 检 测 者!即 检 测 人 员 的 素 质!检

测技术方法的稳定性!检测设备和条件的可靠性

及数据分析处理的合理性等(二是照射方面!即是

局部照射还是全身照射)照射的均匀性)照射的剂

量和剂量率)射线的品质和能量)屏蔽条件及与其

它因素复合作用等(三是来自受照物!即个体内和

个体 间 辐 射 敏 感 性 的 变 异 性!这 是 客 观 存 在 的&
探讨不确定性的来源和降低不确定性措施!可以

提高检测的可靠性和可比性&
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图(!彗尾@’K含量!/"#X%5Z2矩!<"与剂量的效应关系

;5U&(!@’K1$.92.9-28M$.82!/"/.3X%5Z27$72.9-28M$.82!<"9$Y/-38-/35/95$.
1$$$#辐照人体离体血液!SR5--/35/923<:B)J$#"#2$$$#辐照小鼠离体血液!NR5--/35/923<:B)J$#"#

/$$$#辐照活体小鼠血液!KNR5--/35/923<:B)J$#"##$$$,辐照人体离体血液!SR5--/35/923<:(G"K7,"#

.$$$,辐照小鼠离体血液!NR5--/35/923<:(G"K7,"

表G!#射线照射后小鼠活体K的淋巴细胞@’K链断裂的参数变化情况

P/<%2G!@$82-28M$.82$0/%5Z27$,82K%:7M6$1:9289$Y/-38B)J$#-/35/95$.

’$&
彗尾长度

!P/5%%2.U96"%*7

X%5Z2矩

!N$72.9"

彗尾@’K含量

!@’K1$.92.9$09/5%"%D

彗头@’K含量

!@’K1$.92.9$062/3"%D

彗星面积

!J$729/-2/"%*7(

" "() G=&!! C>&)= G"&*! B!G!

( *) !"&GC GC&(C CG&=C C"=!

! ""! G!&!= C>&B" G"&!* C(B*

G >( !(&)B C!&>> GB&"( !=BB

C *( !=&() B)&G> !*&C( !C!G

!**h"G" !!>&(>hC&BB" !CC&(BhG&CB" !GG&=GhG&CB" !G>">h*!G"

!!!注!’$92"&括号内数值为平均值!P623/9/5.M/-2.962828/-2962/Z2-/U2"

>!讨!论

>:9!"!#射线生物效应的比较

由表!和图(可 知#正 常 人 体 离 体 血 液 和 小

鼠离体血液受到,##射线辐照#在研究的剂量范

围内#,射线的生物效应大于#射线的生物效应#"
?:吸收剂量的相对生物效能为(&=’

>:;!损伤效应和低剂量效应

由 图(所 知#随 着 吸 收 剂 量 的 增 加#彗 尾

@’K含量增加和X%5Z2矩也增 大#表 现 出 很 好 的

剂量效应响应关系’同时#由图(!/"和表!可知#
关系式中的 二 项 系 数 为 负 值#表 明 在 研 究 剂 量 范

围内#低剂量 下 单 位 剂 量 的 生 物 效 应 要 大 于 高 剂

量下单位剂量的生物效应’

>:>!活体实验与离体实验的比较

从#射线辐照小鼠活体与离体血液(种不同

的照射方式 得 出 的 剂 量 效 应 关 系 来 看#小 鼠 活 体

照射的生物 效 应 大 于 离 体 血 液 照 射 的 生 物 效 应’

活体照射时#动物体作为一个系统稳态#对外来刺

激做出应答#加剧了外周血液细胞的损伤程度#使

活体的生物效应增大’

>:A!小鼠与人的辐射敏感性的比较

影响电离辐射生物效应与机体有关的因素主

要是生物机体的放射敏感性’因为人和小鼠细胞

@’K的(临界靶的大小)!每单位容积 的@’K含

量"相 同#以 同 样 的 射 线 照 射(个 不 同 种 系 的 样

品#以(?:照射时彗尾@’K含量作为考察辐射

敏感性的指 标#小 白 鼠 与 人 的 辐 射 敏 感 性 的 比 较

列入表C’由表C可知#人的辐射敏感性大于小白

鼠的辐射敏感性’这种不同种系的辐射敏感性的

差别#可能是 由 于 辐 射 后 的 损 伤 修 复 能 力 差 异 性

造成的’

>:H!辐射危害程度评价

依据彗 尾@’K含 量 对@’K损 伤 的 分 级 评

估方法#损伤被分为C级&)级!无损伤#彗尾@’K
含量小于CD"*"级!轻 度 损 伤#彗 尾 @’K 含 量

)G 核化学与放射化学!!!!!!!!!!!!!!!!!!第!"卷



CD!()D!"(级#中 度 损 伤$彗 尾 @’K 含 量 为

()D!G)D!"!级#高 度 损 伤$彗 尾@’K含 量 为

G)D!*CD!"G级#重 度 损 伤$彗 尾@’K含 量 大

于*CD!%依据这个分级评估方法$#射线照射人

体离体血液 实 验 中$空 白 实 验 操 作")&"?:辐 射

造成的@’K损伤为)级&)&!$)&C?:效 应 为"
级&)&>$"&)$(&)?:效应为(级%彗尾@’K含

量的分级评 估 方 法 虽 然 缺 乏 精 确 性$但 具 有 实 用

价值%

表C!小白鼠与人的辐射敏感性的比较

P/<%2C!J$7M/-58$.$0962-/35/95$.82.8595Z59:$0

6,7/.Y5967$,82

射线种类

##/-5$,8

-/35/95$.8!

种 系

#?2.,8!

(?:照射时彗尾

@’K含量#@’K1$.92.9$0

9/5%5--/35/923<:(?:!’D

, SR =*&"G

NR BC&))

# SR =*&!=

NR C*&"(

A!结!论

单细胞凝胶电泳技术能够准确定量地检测细

胞@’K损伤的程度$在)!(?:,$#射线照射的

剂量范围内$彗尾@’K含量和X%5Z2矩都与吸收

剂量呈现良好的线性平方关系$这表明$使用单细

胞凝胶电泳 技 术 来 推 导 生 物 体 的 吸 收 剂 量"对 辐

照后生物体进行辐射损伤评价是可行的%
在细胞中$电离辐射诱发的@’K损伤是一个

复杂的过 程$充 分 研 究 其 作 用 机 理$将 对 辐 射 防

护"辐射危害 评 估 和 急 性 放 射 事 故 的 医 学 处 置 提

供有力的理论基础%
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