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荧光原位杂交技术与辐射生物剂量计

中国医 学科学院放射医学研究所 王知权综述

摘 要
:

一种快速检测染色体畴变
、

特别是相互易位和微小互换的新方法— 荧光

原位杂交 ( IF S H )技术
,

近年来在放射医学研究领域异常活跃
.

本文对其发展过程
、

探针来

源
、

分类
、

特性
、

操作程序
、

影响因素以及在放射医学领域中剂量
一

效应关系研究
、

早先受照

人群的剂量估算等方面都作了较为详细的描述
.

1 9 6 9 年
,

P a r d u e 和 G a l l [ ’ 〕首先建立 T 原

位杂交方法
.

该法源于这样一个 事实
,

即在适

当条件下
.

单股 D N A 和 R N A 序列可能与其

互补序列进行复制
,

这个过程就叫做杂交
。

他

们以同位素氛标记的探针开始了对两栖类卵

母细胞的研究
。

1 9 7 7 年
,

R u d k i n 和 S t a l l e r [ ,〕

是第一个用 55 核糖体探针作果蝇多线染色

体 定位的荧光原位杂交 ( F IS H )方法的先驱
。

一9 8 6 年
,

P i n k e l 等 l ’ 首先将 lF s H 交技术引

户
、
辐射领域

,

开 创了辐射生物剂 量计 的新篇

章
。

近年来
,

FI S H 技术在各个领域应用的报

道
,

正如雨后春笋
,

显示 出广阔的应用前景
。

1 概 况

F IS H 是用来检测 已固定在玻片上的特

有核酸序列的一种高度敏感方法
。

其原理是
,

用 已知标记的碱基序列的核酸作探针
,

按照

互补原则与靶细胞上的同源序列进行特异性

结合
,

然后通过第一抗体将荧光物质连接到

生物素上
,

再加入一层用生物素标记的第二

抗体将信号放大
,

最后通过荧光显微镜对 中

期染色体和问期核观察并定位
.

目前该技术
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的敏感性可检测到小于 I k b
.

L I D N A来源

①分离含有人类染色体的体细胞 杂交

系 `该杂交系中往往杂合有人的染色体
,

在培

养过程中会随机丢失
,

此时用流式细胞仪来

分离特定的染色体
.

②来 自已纯化的人类染色体文库
。

③将显微切割 ( m i e r o d i s s e e t i o n ) 片段进

行聚合酶链反应 ( P C R )后所得的产物
.

L Z 探针分类

①具有高度重复序列
,

其靶区集中在染

色体着丝粒附近异染区的
a 一

卫星探针
,

可检

测细胞中的着丝粒区
。

②具有广泛分布序列
,

其靶 区集中在一

个或多个整条染色体或染色体片段的 aP i n
-

t i n g 探针
。

③具有特殊基因组位点的
,

其靶区为缺

失和易位等
。

1
·

3 F I S H 特点

①与放射性同位素杂交比
,

减少了操作

人员与同位素接触的机会
,

没有放射性废物

的排出
,

大大缩短 了操作过程
,

在灵敏性
、

特

异性和安全性等方面都优于放射性探针
。

②既可从中期染色体和 间期核中观察

D N A 含 量
,

也可 在悬 液中显 示 间期核 内

D N A 三维结构
。

③多色 F IS H 可在同一中期相或间期核

上 显示多种颜色
,

从而可检测多种 D N A 序

列
。

④应用不同的探针可分别显示其相应基

因组
,

某一条染色体
,

甚至某一片段
,

以便于

定位
。

⑤与染色体 G
一

显带比
,

操作简便
、

分裂

相不要求那么严
,

分析速度快 (2 ~ 6 个 /m in
,

而 G
一

带 4 个中期 h/ )
、

客观
.

⑥特别适用于易位
、

微小缺失
、

插入等染

色体畸变的分析
。

⑦记录易于 自动化
.

⑧不足之处是对倒位不灵敏
。

1
.

4 操作程序

尽管各公司介绍的操作程序有所不同
,

但大致如下
:

①制备带有中期相或间期核的标本
.

②用 R N A 酶或蛋 白酶 K 处理
,

以去除

表层蛋白
。

③靶细胞和探针变性 ( 70 ℃水浴 )
.

④杂交使探针上 D N A 与靶细胞上的互

补序列特异性结合
.

⑤反复冲洗靶分子
,

以除去未杂交的和

非特异性杂交部分
。

⑥用免疫细胞化学法将荧光物质插入
,

进行标记
.

⑦信号扩增放大
.

⑧复染
.

⑨荧光镜检
。

1
.

5 影响杂交效果的因素

①最好在新鲜标本 ( 当天 ~ 三夭内)制成

片后勿用火或放干燥箱烤片
,

否则会减弱荧

光信号
。

②探针长度以 200 ~ 4。。b p 为最佳
.

探

针太长
,

背景脏
;
太短

,

特异性差
。

③片子不清洁
,

细胞碎片多
,

洗涤条件不

合适等易形成高本底
。

④探针浓度要合适
,

以 1闪左右为好
。

太

低
,

杂交时间需增长
,

使杂交率降低
;
反之

,

浓

度过高则非特异性结合增加
.

⑤信号强弱决定于探针用量
、

纯度
、

杂交

温度是否合适
、

洗涤程度是否彻底等
。

2 在放射医学研究中的应用

2
.

1 离体研究

L u e a s
等 [` 〕应用 z q z Z 和 l p 3 6 两个探针

做了两组实验
,

一是用 。
.

6 6M e v
’ 3 ,

c sy 射

线
,

剂量率为 4
.

05 G y / m in 条件下
,

离体照射

人血样品
,

剂量为 。
,

0
.

8
,

1
.

6
,

2
.

4 和 3
.

ZG y
,

对易位率来说
,

其方程为 f ( D
.

) = 0
.

0 0 2 5+

0
.

0 0 3 4 D + 0
.

0 0 5 7D
, ;
对 双着丝粒率

:
f ( D 。 。

)

~ 0
.

0 0 0 5 + 0
.

0 0 1 2D + 0
.

0 0 4 2D
全

.

另一实验
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是 用 1 40
.

6 T Bq
,

2
.

2 5M e V
`。

oC 7 射线
,

剂量

率为 0
.

gG y / m i n
,

剂量依次为 0 , 0
.

0 9
,

0
.

18
,

2
.

0
,

3
.

1和 4
.

I G y
,

其方程对易位率和双着

丝 粒率分别为
:
f ( D

:

) 一 0
.

0 0 1 0 + 0
.

0 0 6 4 D +

0
.

0 0 4 8 D
2

和 f ( D
d*

) = 0
.

0 0 0 1+ 0
.

0 0 0 8D +

0
.

。。 3 3 D
,

.

结果表明
:

畸变率均随剂量增高而

增加
.

符合线性平方模式
.

B a 、 , e h i n g e :
等 [ ,〕应用 l

,

4 和 1 2 全染色

体和全着丝粒探针
,

再用 0
.

6 6 2M e V
, , ,

C s 丫

射线 照射离体人血标本
,

观察到的易位和双

着丝粒率也是随照射剂量的增加而升高
,

符

合线性平方模式
.

同时
,

还发现易位率 比双着

丝粒率大 1
.

3 ~ 1
.

8 倍
。

最近
,

M 。 t s u o k a
等 [6〕分别以 1

,

s
,

4 及 l

和 4 组 合全染色体探针用 2 2k0 V X 线机照

射 人离体血样 品
,

同样 也发现易 位
,

在 48 和

72 h 收获时
,

畸变率均随剂量增加而升高
;
对

双着丝粒来说
,

在 48 h 收获时
,

随剂量增加而

升高
,

而 在 72 h 收获时
,

则随剂量增高而降

低
。

2
.

2 事故照射

L u c a s
等闭应用 1

,

3和 4号全染色体组 合

探针
,

对南斯拉夫 4名 Y
一

12 核事故受照者的

易位率测定
,

与用常规法测定的结果非常一

致
。

S t r a u m e 等
〔`〕报道 T 发生在巴西 G o i a

-

n i a 的一次
` 3 ,

C s
事故

,

约 1 0 0人受到不同剂量

照射
,

最大 为 7 G y
.

其中 5人分别用 1
,

3和 4号

以及 1
.

2和 4号两组组合探针对易位率进行 了

测定
,

进而估算了剂量
,

结果与用红细胞膜血

型糖蛋 白 A ( G P A ) 和事故后立 即用双着丝

粒或双着丝粒 + 环状染色体所估算的剂量 比

较接近
。

2
.

3 原爆幸存者

N a k a
on 等应用 1

,

2和 4号全染色体及全

着丝 粒探 针检 测 了 36 例原 爆幸 存者
.

根 据

D S 8 6
,

骨 髓剂量为 0 ~ 4 G y
,

同时 采用 F I S H

和 G
一

显带测定其易位频率
,

除个别外
,

其 它

绝大 多数用两种方法都得到一致 的结 果
,

且

剂量
一

效应模式也相似
。

两种方法之间的线性

回归斜率为 0
.

8 4
,

其回归系数为
: r =

0
.

9 5 1
.

L u ca s
等 11[ 应用 1

,

2和 4号全染色体探针

和 G
一

显带同时检测了 2 0例原爆幸存者
,

发现

随着剂量的增加
,

其易位率也随之升高
,

且两

种方法测定的结果也非常一致
.

2
.

4 职业性受照人员

tS ar
u m e

等 .3[ 报道
,

在某核工厂工作的

一名长期慢性小剂量受照者
,

是一位 59 岁白

人
,

1 9 5 3年开始参加工作
,

连续工作 36 年
,

物

理剂量记载为 0
.

5 6 S v ,

早年 ( 1 9 5 3 ~ 2 9 6 5年

间 )剂量计性能远不如现在
,

他个人认为过低

地估算了他的剂量
。

此人既不吸烟
,

也没有接

受过 医疗或其它 非职 业性照 射
。

为此
,

用

G P A 突变基因位点
、

染色体易位
、

微核和双

着丝粒畸变四项生物指标来估算其生物剂

量
.

结果表明
,

微核和双着丝粒畸变在受照者

与对照样品间无统计学意义
,

而 G P A 位点

和染色体易位在两组间却有非常显著的差

异
.

测定易位方法
,

同时采用了 IF S H 和 G
-

显带技术
,

易位率在两组间分别为。
.

0 1 7 /细

胞和 。
.

。。2 6 /细胞
.

为此该作者根据 G P A 位

点和染色体易位两个指标
,

同时考虑了一些

不确定因素
,

推算出该职业受照人员长期低

水平照射的剂量当量范围为 0
.

4~ 2
.

os v
之

间
.

荧光原位杂交技术在放射医学领域不仅

显示其明显的剂量
一

效应关系
,

同时对早先受

照人群又可用来估算过去受照剂量
;它不仅

可作为染色体 G
一

显带分析易位的验证
,

同时

还是一种更有效 的发展
.

深信它若与 G P A
,

H P R T 等位点相结合
,

必将显示出是一种快

速的
、

准确的
、

客观 的
、

很有前途 的辐射生物

剂量计
.

参 考 文 献

P
a r

d
u e

M L a n
d G a

l l JG
.

P
r o e N a

lt A
e a

d S
e i

U S A
.

1 9 6 9 , 6 4
:
6 0 0



·

25 4
.

国外医学
·

放射医学核医学分册 1 9 9 4年第 1 8卷第 6期

2R u
k dinG T

n as dt o】】 ar
BD

.

N
at u r e,

1 9 7 7 ; 2 6 5 :

4 7 2

3 P i n k e
l D

e t a l
.

r r o e
N

a lt A
e a d cs i U S A

,

1 9 8 6 ;

8 3
:
2 9 3 4

4 L u e a s J N e t a
!

.

I
n t J R

a
d i a t B io l

,

1 9 8 9 , 5 6 ( 1 )
:
3 5

5 aB
u e h i n g e r

M
e t a l

.

I
n t J R

a d ia t B io l
,

1 9 9 3 . 6 4

( 2 )
:
1 7 9

M
a t s u o k a

A
e t a

l
.

M
u t a g e n e s is

,

1 9 9 4 . 9 ( 2 ) : 1 5 1

L u e a s JN e t a l
.

I
n t J R a d i a t B io l

,
1 9 9 2 , 6 2 ( 1 ) : 5 3

S t r a u m e
T

e t a l
.

H e a
l t h P h邓

,
i , 9 1 ; 6 0 ( i )

:
7 1

S t r a u m e T e t a
l

.

H e a
l t h P hsy

,
1 9 9 2

:
6 2 ( 2 )

:
1 2 2

毛发细胞计数作为生物剂量计的可能性

中国 医学科学院放射医学研 究所 刘旭平 王知权综述

摘 要
:

对 毛囊死 细胞裂解 断片
、

毛发宽度
、

毛发髓质细胞计数 ( HM C C )
、

毛发皮质细胞计数

( H C C C ) 四个指标作为辐射生物剂量计的原理
、

优缺点进行了讨论
,

并详细指出 1肠 IC C 和 H C C C 作为

有价值的生物剂量计的应用前景
。

电离辐射可引起机体 的很多反应
,

准确

估算受照者的吸收剂量
,

对于推算辐射致癌

危险度
,

放射损伤诊断等至关重要
.

估算剂量

时
,

除物理估算系统外
,

近年来人们发展了很

多 生 物 检测 方 法
。

如稳 定性 染色 体 畸变

( C s ) 仁
’ 一

,二
,

细胞膜上血型械蛋白 A ( G p A ) 〔̀
一

, J
,

次 黄 嗦 吟 鸟 嗦 吟 转 磷 酸 核 糖 基 酶位 点

( H P R T ) [`二和淋巴细胞微核法 (M N
,

C B M N )

等 「扛 。

这 些指标作为 生物剂量计 已得到证实

和应用
。

本文利用毛囊和毛发的辐射敏感性
,

对作为生物剂量计的可能性进行讨论
。

l 原理

大多数哺乳动物包括人的身体表面覆盖

大量的毛囊
,

并产生毛发
。

毛囊的生长呈周期
J

性
.

从毛发生长到脱落为一个周期
,

包括生长

期
、

衰退期
、

终末期
。

处在生长期的毛囊
,

其胚

基质区的细胞迅速增殖
,

进一步分化成 内根

梢细胞
、

髓质细胞
、

皮质细胞
、

毛小皮
。

这些细

胞逐渐角质化形成 毛发
.

在毛囊生发角质化

的区域
,

髓质和皮质的细胞核逐渐退化
.

胚基质中快速增殖的细胞对辐射非常敏

感
.

并且胚基质的损伤能预期反应在毛发中
。

辐射对毛囊的影响包括细胞 的固缩和裂 解
.

死细胞的出现和细胞周期的紊乱进而导致形

成毛发的细胞减少
,

毛发变细
,

甚至出现异常

毛发
.

如剂量足够大
,

则会导致毛发脱落闭
。

P ot et n
等

〔 ,」证明了胚基质中细胞快速增生区

与形成毛发区之间
,

毛发的髓质细胞数和皮

质细胞数均是剂量
一

效应关系敏感的终点
,

它

们随着剂量的增加而减少
。

毛囊及其毛发的这些变化能检测到的剂

量依赖关系范围为 。~ S G y闭
,

每种方法都有

其特征的短暂关系
,
且毛囊和毛发又 易得到

,

它 们不仅能测定剂 量
,

而且是唯一能够鉴别

体表剂量分布 的生物系 统 l0[ 〕
.

为此
,

P o tt en

等提出了毛囊及毛发作 为有价值的生物剂量

计的可能性
。

2 剂盆效应关系

小 鼠毛囊的生长周期短
,

容易控制
。

选择

7一 8周龄的小 鼠 , 一 ’ 。」 ,

此时其背部毛囊处在

终末期
,

易拔
。

经拔去小 鼠背部毛发
,

10 天后

照射动物
,

经处理制成所需标本
,

分析毛囊死

细胞的断片数
、

毛发宽度
、

毛发髓质细胞数和

毛发皮质细胞数
。


