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微 核 的 自 化 动 检 测
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`

实验 所 白玉书审校

摘 要
:

微核分析已成为继染色体畸变分析之后又一使用最广泛的辐射细胞遗传学方法
.

微核自动化检测 已成为人们关注的焦点和 发展趋势
,

目前主要试图用流式细胞术和图像分析

仪来对微核进行 自动化检测
.

前 言

微核实验作为一种检测遗传毒物的短期

测试法
,

已在细胞遗传学中得到广泛应用
。

长

期以来
,

微核检测一直是靠人工完成
,

这就给

检测者增加 了很大的劳动强度
,

而且在微核

判断上受主观 因素影响很大
,

因此人们迫切

希望微核能 自动化检测
。

如果微核 自动化检

测获得成功
,

那么 比目前人工检测有如 下 明

显优点
:

第一
,

由于大量细胞能被没有疲劳地

检测
,

改善了计数统计
;
第二

,

提供了 比人为

观察更客观和更一致的微核识别标准
;
第三

,

能得到 核大小
、

形 态
、

结构
、

D A N 含量 等信

息
,

对了解微核生命周期更有帮助
;
第四

,

对

弱致变剂
,

因能检测大量细胞
,

增加了对其评

价 的准确性
;
第五

,

对大样本人群检测
,

既省

时又省力
。

2 方 法

目前主要试图用流式细胞术和图像分析

仪来对微核进行 自动化检测
,

国外不少学者

都在探索把这两种 技术用 于哺乳动物 骨髓

P C E 微核检测
,

经过这些年的不断努力
,

已在

这两种方法上取得了初步成果
。

2
.

1 流式细胞术

流式 细胞术是根据染色体 D N A 含量来

确定微核大小
,

微核含 有 的 D N A 含量应超

过 最 小染 色体
,

但要 小于最大染色体 D N A

含量的两倍
〔 , ’ 。

由于每个样本分析 5 0 00 个细

胞
,

使这种 方法极大地增 加 了微核实验的可

信性
〔 , , 。

H ut et r 和 s t o e h r
最先实验 自动化检

测小 鼠全部骨髓的微核分析
,

使用 D A IP (染

D N A )和 S R l o 1( 染蛋 白质 )两种荧光染料相

结 合 来 检 测 微 核
,

但 它 不 能 区 分 P C E 和

N C E 〔 , , 。

L e a r y 和 T o m e s t s k o
也曾采用过类

似的方法
〔们 。

H a ay s ih 等用小 鼠骨髓实验
,

用

流式细 胞术 得到 的结 果表明最大的 M N E s

(有 微核 红细胞 ) D N A 含量 是 G
:

期核细胞

D N A 含 量 的 10 %
,

绝大部 分骨髓红 细胞 中

微核的 D N A 含量以前的实验结果也是在这

一区域
〔 2 , 。

比较流式细胞术和人工方法
,

两者

有好的线性关系
。

L u d w ik o w 等报道流式 细
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胞术 对于估算 CH O 细胞微核频率似乎是 个

好工具
,

剂 量范 围可达 4G y
,

剂量再高
,

则 细

胞 周 期紊乱 和 细 胞 死 亡的 出现 将影 响 结

果
〔` ’ .

M a
cg

r
eg or 等认为用两 种简单的荧光

染料 H o e e h s t 3 3 2 5 8 (染 D N A
,

蓝色 )
、

P y r o n i n

Y (染 D N A
,

R N A
,

桔红色 )染 骨髓细 胞中的

R N A 和微核
,

更适应 于流式细胞术
,

但它 的

缺点是不 可能确 定 P C E 和 N C E 的 比率
,

而

这种 比率是化合物与细胞毒理有关的一种重

要指标
。 〔5 ,
自动化方法与常规 阅片方法相 比

,

细胞计数速度提高了 25 一 10 0 倍
,

由于每个

样本分析的 细胞数 目增加
,

从而也使敏感性

增加
。

在未来
,

采用这种方法应该可检测 弱致

变剂和 低剂量断裂剂
,

目前 由于研究还在初

步阶段
,

用流 式细胞术还不可能达到完全 自

动化分析微核的 目的
.

2
.

2 图像分析仪

由 T V 屏幕摄像机
、

视频 图像转换器和

两台图像接收和处理的微机组成
〔` , 。

A dn er s e

等最先采用 半 自动化进行骨 髓玻 片微核分

析
〔 7 , ,

此后
,

不少学者都试图发展微核分析的

计算机软件
,

但由于细胞标本不过关和传统

的骨髓涂片产生大量人工假象的存在
,

这些

努力都没有成功
。

直到 1 9 8 9 年 R o m a g n a 和

S t a n i f o r t h 经过研究才获得成功
,

他们的方法

特别强调分离技术
,

用纤维柱把有 核细胞从

骨髓中清理出来
,

并使用 P e r c ol l 梯度离心排

除 人工产生 的碎片
,

丰富外周 血 的 P C E 部

分
,

解决 了 L ie t z M I A M E D 系统的 主要 问

题
:

区分 P C E 和 N C E
。

经这种技术处理
,

胞浆

表现为异质性的蓝色或黄色
,

微核染成暗色
,

很容易用图像分析仪识别
,

对于 P C E 和 N C E

的分类标准
,

根据它 们不 同的灰度水平也很

容易编进计算机软件
,

他们用 BI A Z o o 。 ( K o n -

tr o n / Z ie s s )图像分析仪 自动化检测的结果同

一专家人工分析的结果类似
,

充分说明了它

的可靠性
。

另外
,

采用丰富 P C E 部分的微核

分析也清楚地表 明对小 鼠外周血 P C E 也是

很敏感的
,

使用外周血微 核分析可以对 同一

动物重复性检测
.

不用同时再设对照组
〔 , , .

C a ill se
n 用图像处理 系统研 究淋 巴细胞

中发现
,

肉眼看到 微核的 50 %
,

而 他们 的结

果 显示 出几乎有 70 纬的微核被发现
,

在这些

微核 中 90 %能被很好地识别
〔` , .

F e
en

o h 报道

的 自动化检测淋 巴细胞微核
,

以核的完整光

密度 l( O D )和面积变化为基础
,

与 Br d U 掺入

法 相 结合
,

根据 子 细 胞 核 Br d U 含量减少

5 0%会引起核的 IO D /面积降低
,

由此可以检

测到仅分裂一次的细胞
。

然而
,

这种方法不适

用胞浆阻滞法 ( C B 法 )
,

因双核细胞 (B N C )不

能被检测到
,

也不 能识别胞浆即
.

B N C 中的

微核检测更加 困难
,

主要是由于①淋 巴细胞

是有核细胞
,

这意味着要分析更加复杂的模

式
; ②要把双核细胞 同单 核

、

三核
、

四核细胞

区分开
〔, 。 , 。

但是
,

通过肉眼分析得到单 /双核

细 胞的 比率
,

再结合光密度直方图就能得到

正 确的微核频率
,

用这种方法得到的结果与

肉眼分析结果没有什么差异
。

由于使用 F eu l
-

g e n
染色

,

核与微核 D N A 的 IO D 含量 是成

一 定 比例 的
,

最低的 I O D 峰为微核的 D N A

含量
,

最高的 I O D 峰作为 G :

期核的 D N A 含

量
,

用 ZG y 照射淋 巴细胞
,

微核 I O D 的均值

是 G
:

期核的 1 1
.

2% 士 1
.

0%
,

并发现有几个

微核 D N A 含 量大于 最大染色体的 D N A 含

量
,

说明某些微核可能含有整 条染 色体
〔 , , 。

T a t e s 和 V a n w e l i e 采用 L e y t a s s y s t e m 成功

地进行了 B N C 检测
,

它主要通过染色技术的

改进
,

用对核
、

微核和胞浆具有不连续吸收光

谱的两种染色
,

使 自动检测 B N C 和 B N C 中

的微核成为可能
。

结果表 明
,

使用本仪器发现

6 3 % B N C
,

B N C 中 5 7%的微核
,

但同时发现

2 4 % B N C 是假 阳性
,

10 纬的 B N C 中有假阳

性微核
,

假阳性微核产生 的原 因主要是因为

核内对 比度的不均匀
〔 , 。 , .

此系统还有待于进

一步改善
。

尽管只有 57 %的微核被检测出

来
,

但不能不说微核的自动化检 测还是 向前

迈进了一步
。
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3结 论

为了更 好地发现微核和 定量计算
,

还 有

待于在空间灰度测量的精确性和计算机存储

使用及程序运算时间等方面进一步提高
。

近

年来
,

国外在微核 自动化检测软件方面取 得

了很大进展
,

国 内也已 开始着 手这方面的工

作
,

理想的微核自动化检测一定会成为现实
。
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摘 要
:
1 9 3 4 年

,

CI R P 和 N c R P 分别提出 了第一个放射防护标准
.

近 60 年来放射防护标

准经过多次修改和完善
,

主要剂量限值不断降低
,

涉及防护 内容 日愈详细
.

本文回顾了国际放

射防护标准修改变化的历史过程
.

随着 X 射线 ( 1 8 9 5 )和 镭 ( 1 8 9 8 ) 的发现
,

早在本世纪初人们对射线的损伤作用就有所

认识
,

并开始了放射 防护工作
。

在 1 9 34 年 国

际上首次提 出了剂量防护标准后
,

半个多 世

纪以来
,

防护标准几 经变迁
,

不断得到修改和

完善
。

I C R P 在 1 9 9 1年 第 60 号 出版物 中又

建议了最新防护标准
。

本文对国际放射防护

委员会 (I C R P )和美国国家放射防护 与测量

委员会 ( N C R P )在不同时期提出的防护标准

作一综述
,

以便更好地学 习理 解最新防护标

准
。

职业工作人员的外照射防护标准

在 1 9 7 7 年引进有效剂量之前
,

外照射和

内照射通常是分别进行控制的
。

本节按发展

年代
,

分以下 阶段对外照射 防护标准进行叙

述
。

1
.

I X 射线的耐受剂量 ( 1 9 3 4 )

早在 1 9 1 5 年 X 线机投入 使用 的时候
,

就开始了有组织地进行放射防护工作
,

但是

直到放射剂量单位及其测量标准化之后
,

放

射 防护 的剂 量 限制标准才 得 以提 出
。

1 9 3 1

年
,

伦琴被国际放射单位与测量委员会采用

为 X 射线的空气辐射单位
。

IC R P 和 N C R P

随后在 1 9 34 年分别首次提 出了关于放射职

业工人对 X 射线耐受剂量的建义
:
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