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荧光原位杂交技术分析大剂量照射后
Ｃａｌｙｃｕｌｉｎ Ａ 诱导的早熟凝集染色体
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【摘要】 　 目的　 探索用荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术分析大剂量照射后 Ｃａｌｙｃｕｌｉｎ Ａ（ＣＡ）诱导的

早熟凝集染色体的可行性。 方法　 采用 Ｘ 射线照射离体外周血，吸收剂量为 ０、１、５、１０、１５ 和 ２０ Ｇｙ。
ＲＰＭＩ １６４０ 培养基培养，ＣＡ 诱导染色体早熟凝集，１、４ 号全染色体探针荧光原位杂交，荧光显微镜

下观察，计数畸变阳性细胞数及两条染色体断片数，拟合剂量效应曲线。 结果　 以阳性细胞作为观

察对象，剂量范围在 ０ ～ １５ Ｇｙ 时，阳性细胞数和照射剂量呈现良好的剂量⁃效应关系，Ｙ ＝ ０． ００８ ＋
０􀆰 ０６５Ｄ ＋ １． ８５８ × １０ － ５Ｄ２（Ｒ２ ＝ ０． ９９４）。 以断片数作为观察对象，剂量范围在 ０ ～ ２０ Ｇｙ 时，同样呈

现良好的剂量⁃效应关系：Ｙ ＝ － ０． ０３２ ＋ ０． ２１６Ｄ － ０． ０１Ｄ２ （Ｒ２ ＝ １． ０）。 结论　 用 ＦＩＳＨ 分析 ＣＡ 诱导

的早熟凝集染色体，可用于估算大剂量照射后的生物剂量。
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　 　 用双着丝粒染色体和着丝粒环作为生物剂量

估算的金标准，估算急性均匀照射情况下的生物剂

量非常准确，但在照射剂量超过 ５ Ｇｙ 的大剂量照射

事故时，由于受照人员外周血淋巴细胞急剧减少、
细胞周期阻滞、细胞凋亡和间期细胞死亡、取样时

间等因素很难获得足够的中期分裂相，用双着丝粒

等染色体畸变进行分析有很大局限性。 陈英等［１］

通过延长培养时间到 ７２ ｈ 建立了特大剂量照射后

的剂量⁃效应曲线，但是染色体畸变可能会随着培养

时间的延长而丢失，从而影响剂量估算的准确性。
近年来大剂量受照后，早熟凝集染色体（ＰＣＣ）成为

生物剂量估算的一种重要方法，目前国内外对电离

辐射诱导 ＰＣＣ 的研究中，观察指标主要有 ＰＣＣ 环和

ＰＣＣ 断片，但是由于 ＰＣＣ 染色体在 Ｇ１ 期以单体形

态存在，计数 ＰＣＣ 断片需要花费大量的时间精力；
此外，ＰＣＣ 环的形态各异，有实心环、肾形环、空心

环等，计数 ＰＣＣ 环同样比较繁琐。 荧光原位杂交技

术（ＦＩＳＨ）可以在荧光显微镜下直观地看到标记染
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色体的畸变情况，本实验拟用 Ｃａｌｙｃｕｌｉｎ Ａ（ＣＡ）联合

秋水仙素诱导大剂量照射后的早熟凝集染色体，收
获制片以后用荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）技术分析早熟

凝集染色体（ＰＣＣ），建立剂量⁃效应曲线，为大剂量

受照后生物剂量的估算提供一种新的方法。

材料与方法

１． 主要试剂：ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（美国 ＧＩＢＣＯ
公司），优质新生牛血清（中美合资民海生物工程有

限公司），Ｃａｌｙｃｕｌｉｎ Ａ（ＣＡ，美国 Ｓｉｇｍａ 公司），秋水

仙素（英国 Ｃａｍｂｉａ 公司），ｈｅｐｅｓ （北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公

司），植物血凝素（ＰＨＡ，广州市达辉生物技术有限

公司），１ 号、４ 号全染色体探针（德国 ＭｅｔａＳｙｓｔｅｍｓ
公司）。

２． 血样采集与照射：血样采自 ３ 名健康男性自

愿献血者（献血者知情同意），年龄 ２８ ～ ３２ 岁，平均

年龄（２８􀆰 ５ ± １􀆰 ５）岁，无烟酒嗜好，近期内未进行过

任何医学诊断或治疗，也未接触过有毒有害化学物

质，每人采集肘静脉血 １０ ｍｌ，平均分装在 ０􀆰 ５ ｍｌ 的
无菌 ＥＰ 管内，肝素抗凝，将抗凝血样放置于固体水

的插孔中，在照射样本下面放置 ５ ｃｍ 厚的固体水，
用直线加速器 Ｘ 射线照射，Ｘ 射线的能量为 ６ ＭＶ，
吸收剂量率为 ４００ ｃＧｙ ／ ｍｉｎ，源靶距为 １００ ｃｍ，照射

野为 １０ ｃｍ × １０ ｃｍ，吸收剂量为 ０、１、５、１０、１５ 和

２０ Ｇｙ，照后血样立即置 ３７℃培养箱中静置 １􀆰 ５ ｈ 以

后培养。
３． 细胞培养和收集 ＰＣＣ：将静置后的血样混

匀，加入含有 ２０％新生牛血清的 ５ ｍｌ ＲＰＭＩ １６４０ 培

养基中（含 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍｌ ＰＨＡ、２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｈｅｐｅｓ，培养

基预先在 ３７℃培养箱中预热 １ ～ ２ ｈ）充分摇匀，放
于 ３７℃、５％ＣＯ２ 恒温二氧化碳培养箱内培养 ５２ ｈ，
培养 ２４ ｈ 后加入秋水仙素，终浓度为 ０􀆰 ０３ μｇ ／ ｍｌ，
继续 培 养 至 收 获 前 ２ ｈ 加 入 ＣＡ， 终 浓 度 为

４０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，每个剂量点培养细胞 ２ ～ ３ 瓶。 培养后

收获细胞，常规低渗、固定、制备细胞悬液。
４． 荧光原位杂交实验：细胞悬液混匀滴片，避

光取 １、４ 号探针各 ５ μｌ，充分混匀后加到玻片上，封
片，７５℃变性 ２ ｍｉｎ，３７℃水浴过夜，７２℃ ｐＨ ７􀆰 １ 的

０􀆰 ４ × ＳＳＣ 洗片 ２ ｍｉｎ，室温 ｐＨ ７􀆰 ０６ 的 ２ × ＳＳＣ，
０􀆰 ０５％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 洗片 ３０ ｓ，７０％ 的乙醇脱水、晾干，
加 １５ μｌ ＤＡＰＩ 复染，１０ ｍｉｎ 以后荧光显微镜下

观察。
５． 镜检：日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ ６０ 荧光显微镜镜下

观察。 选用 １、４ 号组合全染色体探针。 １ 号全染色

体探针由异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记，绿色荧光，
４ 号全染色体探针由罗丹明（ＲＨＯＤ）标记，红色荧

光，ＰＣＣ 中各个细胞周期的染色体形态不一，Ｇ１ 期

的染色体为单线状，Ｓ 期为粉末状，Ｇ２ ／ Ｍ 期染色体

为双线状。 单线状染色体正常分裂相含 ４ 条红色

（４ 号）和 ４ 条绿色（１ 号）染色体，双线状染色体正

常分裂相含 ２ 条红色和 ２ 条绿色染色体，荧光显微

镜下观察 Ｓ 期细胞无法分辨是否有畸变，因此，仅计

数 Ｇ１、Ｇ２ ／ Ｍ 期阳性细胞和断片数。 Ｇ１ 期细胞橙色

或绿色荧光信号多于 ４ 个记为阳性细胞，多余的荧

光信号记为断片，Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞橙色或绿色荧光信

号多于２ 个记为阳性细胞，多余的荧光信号记为断

片，计算阳性细胞率和染色体断片率，阳性细胞率

（％ ） ＝阳性细胞数 ／观察细胞数 × １００％ ，断片率为

每个细胞所含有的断片数。

图 １　 １、４ 号荧光标记的全染色体探针与早熟凝集染色体荧光原

位杂交 × １００ 　 Ａ． Ｇ２ ／ Ｍ 期阳性细胞，１ 号染色体有一个断片；

Ｂ． Ｇ１ 期阳性细胞，１、４ 号染色体各有一个断片

结　 　 果

１． 染色体畸变阳性细胞数：Ｘ 射线照射后，ＣＡ
联合秋水仙素培养收获，１ 和 ４ 号全染色体探针杂

交，荧光显微镜下观察，Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞的染色体呈双

线状存在，２ 个红色信号，４ 个绿色信号，表示 ４ 号染

色体无畸变，１ 号染色体有畸变，记为阳性细胞（图
１Ａ）；Ｇ１ 期细胞，染色体呈单线状存在，着丝粒不能

分辨。 红色和绿色信号均为 ５ 个，表示 １ 和 ４ 号染

色体均有畸变，记为阳性细胞（图 １Ｂ）。 Ｘ 射线照射

后，随着照射剂量的增加，１ 和 ４ 号染色体畸变的阳

性细胞数和阳性细胞率也随之增加，当照射剂量达

到 １５ Ｇｙ 时，畸变的阳性细胞率为 ９８％ ，阳性细胞已

经达到饱和，照射剂量大于 １５ Ｇｙ 时就不能准确反

映畸变情况，因此，剂量范围在 ０ ～ １５ Ｇｙ 时，阳性细
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图 ２　 Ｘ 射线照射后荧光显微镜下观察到的染色体断片与照射剂量拟合的剂量⁃效应曲线　 Ａ． １、４ 号染色体总断片拟合曲线；
Ｂ． ４ 号染色体断片拟合曲线； Ｃ． １ 号染色体断片拟合曲线

表 １　 不同剂量 Ｘ 射线照射后 １、４ 号染色体断片数和断片率

吸收剂量（Ｇｙ） 分析细胞数 断片总数 总断片率（ ／ 细胞） ４ 号断片数 １ 号断片数

０ １００ ０ ０ ０ ０
１ １００ １６ ０􀆰 １６ １２ ４
５ １００ １３２ １􀆰 ３２ ５８ ７４

１０ １００ ３０７ ３􀆰 ０７ １７５ １３２
１５ １００ ５５６ ５􀆰 ５６ ３７０ １８６
２０ ７９ ６５６ ８􀆰 ３０ ４８２ １７４

胞和照射剂量呈现良好的剂量⁃效应关系， Ｙ ＝
０􀆰 ００８ ＋ ０􀆰 ０６５Ｄ ＋ １􀆰 ８５８ × １０ － ５Ｄ２（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９４）。

２． 染色体断片数：在荧光显微镜下计数荧光信

号的个数，正常的 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞的标记染色体的荧

光信号为两个，Ｇ１ 期细胞的标记染色体荧光信号为

４ 个，超过的信号数记为断片数。 把染色体断片数

作为观察对象，由表 １ 可以看出，随着照射剂量的增

加，断片数呈增加趋势，分别计数两条染色体的断

片数及总断片数，拟合剂量⁃效应曲线，见图 ２，可以

看出，３ 项观察指标拟合的剂量⁃效应曲线均符合二

次多项式模式，剂量⁃效应关系良好。 从表 １ 可以看

出，染色体含量高于 ４ 号的 １ 号染色体断片数反而

比 ４ 号染色体要少，对于这一结果尚需进一步研究。

讨　 　 论

ＰＣＣ 技术是近年来不断完善发展的一项技

术［２⁃４］，化学诱导剂 ＣＡ 和 ＯＡ 的出现能够使外周血

淋巴细胞在 Ｇ１、Ｇ２ ／ Ｍ 期发生 ＰＣＣ，即便是在大剂量

照射的情况下仍然能够获得足够分析的早熟凝集

染色体。 因此，可以用于大剂量照射后的染色体畸

变分析，弥补常规染色体培养方法在大剂量照射后

因为外周血淋巴细胞急剧减少、细胞周期阻滞、细
胞死亡等原因所造成的不能获得足够分析的中期

分裂相的不足。 ＣＡ 和 ＯＡ 相比较，其诱导活性是

ＯＡ 的 ２０ 倍［５］。 目前，国内外对电离辐射诱导 ＰＣＣ

的研究中，观察指标主要有 ＰＣＣ 环和 ＰＣＣ 断片。
Ｂａｌａｋｒｉｓｈｎａｎ 等［６］用 ＯＡ 诱导 ＰＣＣ，在培养 ４８ ｈ 后获

得 ＰＣＣ，并建立剂量⁃效应曲线，在 ０ ～ ２４􀆰 ５ Ｇｙ 剂量

范围内，ＰＣＣ 环和 ＰＣＣ 断片与照射剂量均呈线性关

系。 Ｐｕｉｇ 等［７］ 用 ＣＡ ＋ 秋水仙素诱导 ＰＣＣ，在２０ Ｇｙ
范围内照射 ９ 个剂量点，ＰＣＣ 环和 ＰＣＣ 断片与照射

剂量呈线性关系。 Ｒｏｍｅｒｏ 等［８］ 用 ＰＣＣ 环估算大剂

量局部照射。 Ｌａｍａｄｒｉｄ 等［９］ 用 ＰＣＣ 环估算了中子

照射后的生物剂量。 但显微镜下观察 ＰＣＣ 实心环

和肾形环不易与染色体断片区分，因此，分析时存

在一定的困难，另外，因为化学诱导剂诱导的 ＰＣＣ
大部分都呈单体形式存在，因此，在计数 ＰＣＣ 断片

数的时候也存在一定的难度。 全染色体涂染 ＦＩＳＨ
技术能直接、清楚地在荧光显微镜下显示被观察染

色体是否存在异常，对于畸变能够快速清楚地识

别。 本研究把 ＦＩＳＨ 和 ＰＣＣ 技术结合，观察大剂量

照射后染色体畸变情况，既利用了早熟染色体凝集

技术能够诱导足够多的染色体的优点，又克服了普

通显微镜下分析困难的不足。 本实验选择了在整

组染色体中 ＤＮＡ 含量较高的 １ 号和 ４ 号染色体作

为观察对象，以畸变细胞数、断片数作为观察指标，
一组染色体中如果观察到多余的荧光信号则视为

畸变细胞，在 ０ ～ １５ Ｇｙ 剂量范围内，畸变细胞数和

剂量呈良好的剂量⁃效应关系，但是在剂量达到

１５ Ｇｙ的时候，畸变细胞数已经接近 １００％ ，所以，用
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阳性细胞作为观察指标的时候，不适用于照射剂量

大于 １５ Ｇｙ。 而用 １、４ 号染色体断片数作为观察指

标的时候则不存在这个问题，本研究分别分析了 １、
４ 号染色体断片总数和 １、４ 号染色体断片数与照射

剂量之间的关系，１ 号断片数、４ 号断片数及断片总

数与照射剂量均呈现良好的剂量⁃效应关系，拟合剂

量⁃效应曲线均符合二次多项式模式，相关系数接近

１。 男性 １ 号染色体整条染色体的基因组含量百分

比为 ８􀆰 ２８％ ［１０］，比 ４ 号染色体的 ６􀆰 ３９％ 要高，有研

究表明辐射诱发的染色体断裂在染色体上的分布

是随机的，即每条染色体上发生的染色体断裂的概

率与该染色体的 ＤＮＡ 含量或物理长度成正比，而本

研究发现染色体含量高于 ４ 号的 １ 号染色体断片数

反而比 ４ 号染色体要少，这一问题尚需进一步观察

研究。 总之，认为 ＦＩＳＨ 技术和 ＰＣＣ 相结合，能够直

观、快速、准确地观察大剂量照射后染色体畸变情

况，为大剂量照射后的剂量估算提供一种新的估算

手段。
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本刊对论文中化学元素与核素符号书写的要求

根据国家标准 ＧＢ ３１００ ～ ３１０２⁃１９９３《量和单位》，本刊对论文中化学元素与核素符号的书写规定如下：
１． 化学元素符号应当用罗马（正）体排印，首字母大写，在符号后不加圆点。
２． 核素的核子数（质量数）标注在元素符号的左上角。 例如：１４Ｎ，６０Ｃｏ，不写成１４氮或 Ｎ１４，６０钴或 Ｃｏ６０。
３． 分子中核素的原子数标注在核素符号的右下角。 例如：１４Ｎ２。
４． 质子数（原子序数）标注在元素符号的左下角。 例如：８２Ｐｂ，２６Ｆｅ。
５． 离子价和表明阴、阳离子的符号“ ＋ ”或“ － ”标注于元素符号的右上角，离子价数写在符号前。 例如：正 ２ 价的镁离子，

应写成 Ｍｇ２ ＋ ，不宜写成 Ｍｇ ＋ ＋ 。
６． 激发态标注在元素符号的右上角。 例如：９９Ｔｃｍ，不写成９９ｍ锝、Ｔｃ９９ｍ或９９ｍＴｃ。

（本刊编辑部） 　 　
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