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Abstract: Studies related to stimulativ e effects o f low do se radiation began in the la te 1970s. In r ecent y ears, these

studies have focused on the mechanism o f the stimulation th rough low -do se-radia tion induced pro teins and gene

r egula tion. This r ev iew consists two pa rts: epidemio lo gica l studies and radiobio logical studies o f stimula tiv e effects

of low dose radia tion and their mechanism.
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摘　要: 单细胞凝胶电泳是一种在单细胞水平检测哺乳类有核细胞 DN A断裂的新技术。 本文着重介绍了该技术

在 DN A辐射损伤、辐射致突致癌分子机制、自由基清除与辐射效应阻断药物、辐射剂量估算、肿瘤放射敏感性的预

测、辐射诱发细胞凋亡的研究中的应用进展。

关键词: 单细胞凝胶电泳 ;　 DN A损伤 ;　电离辐射

中图分类号: R818. 03　　　　文献标识码: A

　 　 单 细 胞 凝 胶 电 泳 ( sing le cell g el

elect ropho resis, SCGE)技术 ,又称慧星试验 ( comet

assay )或微凝胶电泳 ( microg el elect ropho resis,

MGE ) , 它 是 在 核 酸 沉 淀 法 ( nucleoid

sedimentation)和晕圈分析 ( holo assay )及弱碱性条

件下的单细胞凝胶电泳等检测技术基础上逐步发展
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起来的一种在单细胞水平检测哺乳类有核细胞

DNA断裂的新技术。 它主要包括 Olive PL等在

1984年建立的测定 DNA双链断裂 ( dsb)的中性微

凝胶电泳技术和 Singh N P等在 1988年建立的测定

DNA单链断裂 ( ssb)的碱性微凝电泳技术。

SCGE的确切检测机制目前尚不清楚。 一般认

为 ,细胞核中的 DNA为负超螺旋结构 ,如果有去污

剂进入细胞 , DN A双股链结构打开 ,单股链上断裂

碎片即可释放出来 ,在电泳时 DNA碎片移向阳极 ,

荧光染色之后可在荧光显微镜下观察到尾部朝向阳

极有慧星样影像 ,慧尾的长度、面积、 DNA含量 (荧

光强度 )等与 DNA断裂的频率有关。

该方法简便、快速和灵敏 ,与以往的 DNA断裂

检测技术相比 ,具有明显的优势:所需样品细胞数目

少 ( < 10 000个 ) ,无需放射性核素 ,操作较为简单 ,

数小时即可出结果 ,费用甚少 ;适用范围广 ,凡能制

成单细胞悬液的哺乳类细胞 (包括静止状态的细

胞 ) ,均可进行 DNA损伤的实验研究 ,尤其对 T淋

巴细胞和 B淋巴细胞均很敏感 ,不像姐妹染色单体

交换 ( SCE)试验仅限于 T细胞 ,微核试验仅限于 B

细胞 [ 1] ;它能够对单个细胞进行 DNA损伤研究 ,从

而避免了只能对细胞群体的 DNA改变进行检测的

不足 [2 ] ;比 SCE和非程序性 DNA合成 ( UDS)试验

具有更高的敏感性 ,它可检出 0. 1个 DNA断裂 /10
9

分子 ,甚至可检测到自然光照射体外淋巴细胞 1h所

引起的 DNA损伤 , SCGE与 32 P后标记 DNA加合物

检测法的灵敏度一致 ,并被认为是检测低水平辐射

( 0. 05Gy )所致损害的快速敏感方法 [1 ]。 近来 ,该技

术已广泛用于放射生物学、遗传毒理学、生物监测、

癌症化疗和放疗敏感性的预测、衰老学及细胞凋亡

等领域的研究。本文着重介绍该技术在放射医学领

域中的应用进展。

1　 SCGE在 DNA辐射损伤研究中的应用

DNA链断裂特别是双链断裂的检测方法是研

究 DNA辐射损伤的一个关键技术。 SCGE不仅能

检测 DNA链断裂损伤 ,分析 DNA断链的重接

( rejoining o f breaks)或修复 ,而且如能结合核酸酶

(或荧光 -姬姆萨染色 ,长、中、短波紫外线 )的运用还

可以测定 DNA嘧啶 (或嘌呤等 )位置的氧化损

伤
[3 ]
。另外 , SCGE能够对单个细胞的 DNA损伤进

行检测 ,从而解决了细胞在辐射反应中的异型性

( hetero geneity)问题。 近年来由于科学家对电离辐

射引起的细胞致死的分子机制日益重视 ,越来越多

的研究将转向 DNA的损伤 ,尤其是 DNA dsb及与

终点效应的关系 ,随着分子辐射生物学研究的不断

深入 ,有关 DN A的辐射损伤与修复、低剂量照射刺

激性效应和适应性反应的分子学机制的研究已成为

当前研究热点之一。用 SCGE分析不同细胞周期亚

群的修复发现 , G1期细胞能较快地修复 DNA ssb, S

期细胞 DNA ssb的修复则比较缓慢。 Wojew odzka

等
[4 ]
应用 SCGE研究发现 , CD-38抗体能阻止 X射

线诱导的人淋巴细胞的适应性反应。 Wojcik等
[ 5]应

用 SCGE研究适应性反应的分子学机制发现 , X射

线诱导的人淋巴细胞的适应性反应可能由染色体损

伤的修复引导。其次 ,由于 DNA双链断裂与辐射敏

感性密切相关 , SCGE已在或将在当前的通过修饰

DNA修复过程而改变辐射敏感性的研究中得到广

泛应用。

2　 SCGE在辐射致突致癌分子机制中的应用

DNA损伤导致的诱变、致癌效应是遗传毒性的

长期效应。 SCGE是一种评价遗传毒性损害的非常

敏感的方法 ,可在组织培养细胞及悬浮培养的原代

细胞中进行 DNA损伤诱导 ,在体内外均可用此法

进行遗传毒性检测 ,以探讨照射剂量与辐射诱发的

遗传效应的关系。辐射诱发的遗传效应主要包括体

细胞的遗传效应和生殖细胞的遗传效应 ,诱发突变

的程度及类型取决于 DNA链断裂的修复情况。 许

多学者应用 SCGE技术检测了犬全身照射后骨髓

细胞的 DNA损伤 , Hughes等
[6 ]应用 SCGE观察了

辐射对雄性犬睾丸不同发育阶段的生殖细胞 DNA

损伤的情况 , W ojcik等
[5 ]还应用 SCGE研究了辐射

诱发 DNA损伤与染色体畸变的关系。近来 , SCGE

在辐射致癌“始动-促进-发展”多阶段发生实验及其

生物学机制的研究中也得到广泛应用 ,并有可能成

为检出辐射高敏感人群的方法之一。

3　 SCGE在自由基清除与辐射效应阻断药物研究

中的应用

　　 DNA是射线作用的靶 , DN A链断裂则是电离

辐射直接损伤和间接作用中产生的自由基损伤的综
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合。SCGE技术可以测定自由基清除剂 (或辐射效应

阻断药物 )使用后 DNA链断裂情况 ,并为对药效的

评价提供了可行的方法 [7 ]。 与传统的电子自旋顺磁

共振谱 ( ESR)和脉冲辐解技术相比 ,简单、经济 ,易

在国内推广使用。

4　 SCGE在辐射剂量估算中的应用

准确估算受照者的吸收剂量 ,对于放射损伤的

诊断和事故处理等至关重要。估算剂量除应用物理

检测系统外 ,生物剂量测定也是一个重要方面。染色

体畸变分析、胞质分裂阻滞法微核分析为传统可靠

的生物剂量计 ,但不足之处是畸变分析需要丰富的

经验和熟练的技巧 ,也较费时间 ,剂量超过 5Gy时 ,

只有少数的淋巴细胞进入有丝分裂期 ,剂量大于

8Gy时 ,剂量效应曲线往往趋于饱和 ;胞质分裂阻滞

法微核分析时 ,微核不像双着丝粒体对电离辐射那

么敏感、特异 ,且自发率较高 ,约 1% ～ 2% ,估算剂

量的下限值的不确定度较高。 但是 DNA损伤和可

见的染色体畸变之间存在着密切的联系: 凡是增加

染色体畸变率的因素均具有损伤 DNA和干扰

DNA合成能力的倾向 ;错误的或不完全的 DNA损

伤的修复是染色体畸变的主要原因。 Kent等 [ 8]用

SCGE检测了 CHO-K1细胞的 DNA损伤 ,发现慧

星的长度与照射剂量之间有良好的线性关系。 离体

照射实验表明 ,应用 SCGE检测淋巴细胞在 0. 05～

5. 0Gy范围内慧星的长度随照射剂量加大而增加 ,

符合线性平方方程
[9～ 11 ]

。鉴于 SCGE可探测低水平

辐射 ( 0. 05Gy)所致损害 ,因此 SCGE有望成为新一

代生物剂量计。

5　肿瘤辐射敏感性的预测

早在 1968年 , Alexander就提出了细胞辐射敏

感性取决于其 DNA断裂修复能力的概念。近年来 ,

快速发展的分子生物学则越来越证明 , DN A损伤

(包括 dsb, ssb,碱基损伤和蛋白交联 ) ,尤其是 dsb

的损伤和修复与辐射敏感性密切相关。多数辐射敏

感细胞株具有 dsb修复缺陷 ,许多人肿瘤细胞株的

辐射敏感性更与 dsb修复有关。 SCGE通过对细胞

照射后在 37℃的环境下孵育一段时间和不孵育的

结果进行比较来检测细胞系的修复功能 ,便可以对

肿瘤细胞株的辐射敏感性作出预测。 Muller等
[12 ]
应

用慧星试验发现 ,肿瘤细胞株 PECA4197与 MeWo

辐射敏感性的差异主要来源于前者的修复快于后

者。Oliv e等也应用慧星试验比较了不同辐射敏感性

肿瘤细胞株的损伤和修复情况 ,还观察到六株人肿

瘤细胞株的辐射敏感性与 dsb的损伤和修复无

关
[13 ]
。所以 ,辐射敏感性的问题相当复杂 ,有待于进

一步探讨。另外 ,慧星试验可用于肿瘤敏感或抵抗细

胞亚群的检测 ,为放疗方案的制定、放疗疗效的评估

提供依据。 Olive等
[ 14, 15]
已成功地建立了通过照射

或 RB-6145处理测定乏氧细胞的方法。

6　辐射诱发的细胞凋亡的研究

细胞凋亡的过程是先出现 DNA较大分子量的

链断裂 ,继而导致限制性内切酶的活化 ,引起 DNA

在核小体间断裂和核小体的碎裂。 慧星试验则以核

小体碎裂形成的 DNA断片的大小为终点来评估细

胞凋亡 ,因为凋亡细胞的 DNA断片是 DNA链断裂

的特征性产物。 电泳时 , DN A的广泛降解使大部分

DNA断片从慧星头部移出 ,从而很容易从损伤细胞

中将其鉴别出 [ 16]。 Humar等 [17 ]采用慧星试验观察

了运动失调性毛细血管扩张症患者的原始淋巴细胞

的 p53非依赖性凋亡与其辐射敏感性和免疫缺陷的

关系。 Hu等
[1 8]则采用此法研究了不同剂量率照射

后中国仓鼠卵巢细胞的辐射敏感性、凋亡及 dsb的

修复 ,他们均发现这种试验比标准流动计数方法能

更快地探测出凋亡细胞的高断片。

7　小结

单细胞凝胶电泳在辐射研究领域中具有极高的

实用价值和十分广阔的应用前景 ,但该方法仍有待

完善之处:①该检测方法的确切理论基础、生物学机

制尚不很清楚 ;②该方法用台盼兰染色测定细胞的

存活率 ,此法虽然简单 ,但不能指出细胞的代谢状

况 ,需寻找新的方法替代 ;③ SCGE测试程序有待于

标准化 ;④如能发展适于光学显微镜分析的 SCGE,

将使该方法的普及成为现实。
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Applications of single cell gel electrophoresis

assay in radiation research

HONG Cheng-jiao , ZHANG Jun-ning

( School of medicine, Suzhou universi ty , Suzhou 215007,Ch ina )

Abstract: The sing le cell g el electr ophor esis( SCGE) , also ca lled comet a ssay , is a sensitiv e and rapid m ethod fo r

DN A damage detection in individual mamma lian cell. Its use has increa sed significantly in th e pa st few yea rs.

Applications in the field of radiation medicine ar e review ed and possible future dir ections o f the technique a re

briefly explor ed.

Key words: single cell gel elec tropho resis;　 DNA st rand break;　 io nizing radiation

284 国外医学· 放射医学核医学分册　　 2000年 第 24卷 第 6期


