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冰冻切片放射自显影技术在微剂量研究中的应用
戴光复 金月英 田源 苑淑渝 张良安

【摘要】 目的 用放射自显影技术观察放射性核素在细胞水平的分布
。

方法 采用放射自显

影和冰冻切片技术
,

建立银颗粒密度与放射性药物强度的刻度曲线
,

确定放射性药物
‘勺 和渐叭

,
的

微观分布
,

基于核素的微观分布数据
,

建立微剂量的剂量估算模式
。

结果 银颗粒密度与施入放射

性药物比活度的相关系数分别为 o
.

9 9 r5 和 0
.

9 96 3
,

刻度系数分别为 1
.

5 9 、 10 一Bq 和 6
.

45 x 10 ”Bq
o

结论
’slI 和侃r亡 在细胞水平的分布是不均匀的

,

银颗粒多数分布在细胞质中
,

因此在计算细胞水

平的剂量时应考虑到其分布的不均匀性
。

【关健词】辐射剂量 ; 冷冻超薄切片术 ; 放射自显影术 ; 碘放射性同位素 ; 碍
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核医 学中传统的医学 内照射剂量 (m ed ic al

in te rn al ra d iat io n d o s e ,

M IR n )估算方法是假设放射

性药物在器官内均匀分布
,

用器官的平均剂量描

述每个细胞及细胞核的剂量
。

然而
,

由于核素及

其载体
、

器官 / 细胞等各方面的因素
,

这一假设难

以满足
。

通过微剂量 (即在细胞及亚细胞水平的剂

量) 分布研究
,

不仅可以发现放射性药物在器官内

的非均匀分布
,

而且可发现亚细胞水平药物的非

均匀分布11;lo

微观放射自显影技术与通常的放射 自显影技

术不同
,

它是采用快速冰冻和超薄切片等特殊技

术之下的一种放射 自显影技术
。

微观放射 自显影

技术是实验核医学中研究微剂量分布的较好方法
,

其原因就在于它可 以提供分辨率小于 2 林m 的放射

性药物的分布信息
。
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.

e o m )

1 材料与方法

1
.

1 乳胶干板的制作

用 10 %重铬酸钾硫酸水溶液浸洗及去离子水

冲洗过的载玻片插入经 42 ℃水浴熔化的核 4 型液

体核乳胶 (中国原子能科学研究院物理研究所提

供 )中
,

缓慢提起倒置
,

室温下晾干
,

l h 后 于

4℃条件下储存备用
。

使用前先在
一
20 ℃冰箱内预

冷 3 一4 h
。

1
.

2 小鼠肝脏或肾脏匀质物自显影冰冻切片的制作

将剪碎的小鼠肝脏或肾脏放人匀浆器内
,

加人

10 倍体积生理盐水后混匀制成匀浆物
。

假设其密

度等同于正常小鼠肝脏的密度
,

取 6 份 1 血 混匀
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性方程
。

对
男叮C

和
‘
311 这 2 种核素的刻度曲线其相

关系数分别为 0. 9 9巧 和 0
.

9 9 6 3
,

刻度系数分别为

6
.

4 s x lo巧B q 和 1
.

5 9 x l0一B q (见图 1
,

图 2 )
。

(令乙曰x�象翼瞬联

7 8 9
胭叮c 活度 (MBq )

图 1 妈 “I
,
。
的自显影刻度曲线

n公n�

�令
。
己工x�

绷翼异彩

的匀浆物与一定体积
、

不同比活度的
明叼

, c
洗脱液

或
‘311 溶液混合

,

混匀后取样称重
,

用标定过的 ,

计数器测定活度
,

经液氮冷冻后
,

迅速用 Le ic a

CM 18 5 0 型 (德国 )冰冻切片机进行冰冻切片
,

切片

厚度为 2 协m
。

在暗室的安全红灯下
,

切 出的组织

切片用预冷过的乳胶干板贴附
,

放人暗盒内曝光

2 4 h
,

显影 2 一4 m i n
后在 K o d a k F

一

5 定影液中定影

8 一 ro m in
。

经过蒸馏水冲洗
、

干燥等步骤制成 自显

影切片
,

此种切片无需染色
。

另外
,

取无放射性的

匀浆物同时制成切片
,

贴附乳胶干板
,

在同样条件

下制成自显影切片作为对照
。

1
.

3 自显影本底
、

乳胶线性响应关系的确定

选取含有不同比活度放射性药物的匀浆自显影

切片
,

并在镜下随机选取观察视野进行银颗粒统

计
,

并对无放射性的自显影切片统计周围银颗粒密

度
,

以扣除本底
。

经衰变校正后
,

分析不同比活度

的自显影切片的银颗粒密度与施人比活度的关系
。

1
.

4 小鼠组织切片的制作

采用了
i玩T c 和

‘

slI 二种核素 ( 由天津医科大学

第二附属医院核医学科提供 )
。 卯叮c

的给药方式为

小鼠尾静脉注射
, ’

slI 给药方式为 口服
。

所用的小

鼠为昆明种小鼠 (中国医学科学院放射医学研究所

动物室提供) 共 12 0 只
,

雌雄各半 ; 根据药代动力

学特性甲氧基异丁基异睛 ( 外叮
C 一 S es ta m ibi

, 卯叫
,

C -

M IB I) 给药后 Z h 处死
,

取肝脏组织厂
刃叮c 一

二亚乙

基三胺五乙酸 俨
.

叮c 一

d i e thyle n e tr ia m in e p e n ta a e e ti e

ac 记
,
男叮c 一

D TP A )给药后 2. 5 m in 处死
,

取肾脏组

织
, ‘slI 给药后 24 h 处死

,

取甲状腺组织
,

进行冰

冻切片
。

切 出的组织切片用预冷过的乳胶干板贴

附
,

放入暗盒内曝光 24 h
。

曝光后首先用 4 % 甲醛

溶液固定 一0 m in ,

经显影 2一 4 m in
后

,

在 K o d a k F
-

5 定影液中定影 8一10 m in
,

再经过蒸馏水冲洗
、

干

燥和用苏木素
一

伊红染液染色等步骤制成 自显影切

片
。

在显微镜下观察其银颗粒的分布
。

, “‘工活度 ( MB q )

图 2 131 1 的自显影刻度曲线

2 结果

2
.

1 自显影刻度曲线

通过 自显影可以观察放射性药物在细胞内外的

分布情况
。

但若要对分布进行定量测定
,

必须建立

一条刻度曲线
。

在显微镜下观察并分析不同比活度

的自显影切片的银颗粒密度与施人比活度的关系
。

扣除本底后建立一条刻度曲线
,

一般来说它满足线

2. 2 放射性核素在细胞内分布的观察

通过观察小鼠肝脏
、

肾脏和甲状腺组织的自显

影切片中银颗粒密度的变化情况
,

就能推测出放射

性核素在小鼠肝脏
、

肾脏和甲状腺组织内细胞水平

分布的变化情况
。

观察了 40 只小鼠肾脏 自显影切

片的 10 3 个视野
,

在细胞核中的放射性药物分布在

30 % 至 40 %之间最多
,

而在细胞质中放射性药物

分布最多的是在 60 %至 80 %范围内
。

由以上的观

察和统计结果来看放射性药物 翰叮c 一

D TPA 在肾脏

细胞内的分布是不均匀的
。

同样
卯叮c 一

M I BI 在肝脏

细胞内的分布也是不均匀的
。

研究同时观察了 40

只小鼠甲状腺 自显影切片的 14 8 个视野
,

观察结果

可见
’

slI 在细胞内分布也是不均匀的 (见图 3
,

4 )
。

结果显示
,

银颗粒在细胞质中的分布高于在细胞核

中的分布
。

按银颗粒在细胞核与细胞质中分布的百

分率统计
,

超过 60 % 的细胞质占 67 %而细胞核仅

占 3 3 %
。
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图 4 ’alI 放射 自显影银颗粒在甲状腺细胞

核及细胞质内的分布频率

3 讨论

对于特定的靶源组合
,

靶区的吸收剂量等于源

区中累计活度与源区中单位累计活度对靶区平均吸

收剂量(S 因子 )的乘积
。

根据实验所得的放射性药

物在细胞中的分布信息
,

我们可以计算出核素在细

胞水平非均匀分布的 S值
,

进而能准确地计算出细

胞水平的吸收剂量
,

进行微剂量学研究 lsI
。

为准确

地得到放射性药物在细胞水平的分布信息
,

利用冰

冻切片放射自显影技术时有一些问题应特别注意
,

以保证能获得准确的信息
。

(l) 应注意本底的影响
。

本底的存在会导致自

显影切片中银颗粒分布的疏密变化不明显
,

计数不

精确
,

不能反映药物的真实分布情况
,

这就必须增

加施人放射性药物的量及比活度来提高信息与本底

的比例
,

而这又有可能造成乳胶内银颗粒的饱和以

及不必要的药物浪费
,

因此在实验中应设置对照

组
,

以排除此因素的影响
。

本底的扣除方法
,

除利

用实验中的对照组外
,

还可用切片自身周围乳胶中

的银颗粒作为对照
,

因为在自显影制作的整个过

程
,

每一张自显影切片上的组织与其周围的乳胶
,

都处于相同的曝光
、

显影
、

定影条件下
.

以及它们

由切片刀造成交叉污染的机会也是相同的
,

所以组

织切片周围的银颗粒密度可以作为同一切片的本底

密度而予 以扣除
。

这种本底扣除法既方便又准确
,

而且
,

即使在本底稍微高的情况下
,

也不会影响银

颗粒计数的准确度
。

当然
,

本实验中的本底都较

低
,

可以忽略
。

(2 ) 应注意冰冻切片条件的确定
。

基于所使用

的放射性药物的化学特性及放射性核素的半衰期
,

针对此类药物应首先将样本迅速冰冻以降低放射性

药物重新分布的可能性
,

并在冰冻切片机上制成切

片
,

以确保所做的切片能满足自显影需要
。

为得到

好的组织冰冻切片
,

对不同组织进行冰冻切片时应

按照所取组织选用不同的最佳冰冻温度
。

如甲状腺

需在
一2 0℃下切片

,

而肝脏和肾脏则需在一30 ℃下切

片才能获得理想的组织切片
。

值得注意的是
,

由于

肾脏内有较多的水分
,

在冰冻过程中会有冰晶的形

成从而破坏了组织形态
,

冰冻的速度越慢冰晶就越

大
。

为消除冰晶的影响
,

在选取肾脏进行冰冻切片

时必须先用液氮迅速冰冻
,

然后再放人冰冻切片机

内进行切片
。

同时
,

还应注意每更换一次组织块

须更换一次切片刀片
,

以减少交叉污染对自显影结

果的影响
。

(3) 最佳显影时间的确定
。

这也是一个影响自

显影切片质量的重要因素
,

过度显影会使切片不清

晰同时本底信号增加
。

因此要选择出最佳的显影时

间以获得较高质量的自显影切片
。

自显影技术的缺点和改进
:
虽然光镜放射自显

影是一种能够对器官内放射性药物进行准确定位

(可在 1林m 以下范围内) 的方法
,

但存在的一个缺

陷是不能同时获得组织内药物的时间
、

空间分布信

息
,

在运用到剂量估算时
,

只能获得某一时点的剂

量率
。

因此
,

要把剂量率分布转变成吸收剂量分

布
,

必须掌握药物的时间
一

活度分布曲线
。

有人试

图把热释光剂量计 (th
e

rm al lu m in es c
en t d os汕et e r ,

TL D )植人组织
,

以获得随时间变化的累积剂量
。

但由于孔D 元件尺寸一般都较大
,

不能反映核素

点源与细胞结构的空间分布关系及细胞水平的剂量

分布信息
,

此过程本身又是一种破坏性过程而影响

药物的实际分布情况
,

以及TLD 性能易受组织生理

环境位口温度
、

pH)
、

植人时间
、

总剂量等因素影响
,

其校正过程较为复杂
。

也就是说
,

尽管 TLD 可作

为自显影的一种互补技术
,

但也难弥补光镜自显影
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在微剂量学研究中的这种不足
。

因而
,

需探索新的

方法解决这一问题
。

另外
,

光镜下银颗粒肉眼分析

过程不仅耗时
,

而且准确度受主观因素的影响
,

这

需要自动的分析处理过程
。

综上所述
,

通过微观放射自显影分析银颗粒与

细胞核的位置关系建立放射性点源与细胞核的平面

坐标关系
,

不仅可 以进行准确估算细胞核的剂量
,

而且可 以建立起细胞核的剂量
一
概率分布曲线

,

从

而能够了解零剂量和 (或 )低剂量细胞核在整个细

胞/细胞核群体内的比例
,

这对于评估肿瘤放疗效

果是非常有价值的l4,N
。

微剂量分布研究不仅揭示了传统 MIR D 估算

模式在微剂量估算方面的缺陷
,

而且能够建立和选

择恰当的数学模型准确地微剂量估算
。

目前
,

关于

肿瘤治疗的报道较多
,

所欠缺的是无准确的剂量数

据作指导
。

用放射 自显影技术进行剂量估算的重要

用途就在于为肿瘤的放射药物治疗提供准确的剂量

数据
,

从而在尽量杀伤肿瘤细胞的同时
,

减少对瘤

组织周围正常细胞的辐射损伤
。
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物质
,

既可促进各组织器管损伤的修复
,

又是一种

辅助促癌剂
。

本实验提示
,

肺癌患者术前 E G F 水

平较肺良性疾病者和正常人高
,

可能与肺癌的发生

发展有关
。

E G FR 表达阳性的肺癌患者术前 E GF

的水平较 E G FR 表达阴性者高
,

术后下降可能系切

除肿瘤及癌旁组织的结果
,

术后 12 d 左右最低
,

30 d 后开始恢复 ; 一旦肺癌复发
,

又上升到术前

水平
。

回顾性调查分析发现
,

E G F 术后升高与

E GFR 表达阳性的肺癌患者术后复发关系密切
。

这

一切现象可为 E G FR 表达阳性的肺癌患者术后复发

的早期诊断提供帮助
。

而 ECFR 表达阴性的肺癌患

者书后 E G F变化不明显
。

3
.

3 E G F
、

E G FR 与肺癌术后生存
,

复发的关系

随访结果显示
,

E G FR 阳性组术后 6
、

12
、

18

个月等复发率明显高于 E G FR 阴性组
,

而且 E G FR

阳性的肺癌患者其 E G F 在术前
、

术后
、

术后复发

变化明显
。

E GFR 主要在肺癌及癌旁组织表达
,

E G F 与之结合
,

形成 自/旁分泌增殖环
,

使肿瘤生

长 [6]
,

因此 E GFR 与肺癌预后关系密切
,

也表明手

术治疗肺癌最好切除一定范围的癌旁组织
。
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