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《单细胞凝胶电泳用于受照人员剂量估算技术规范》
解读

刘强 王彦 杜利清 曹嘉 徐畅 姜恩海 姜立平 王晓光 樊飞跃

【摘要】 《单细胞凝胶电泳用于受照人员剂量估算技术规范》的起草人收集整理并全面阅读了

与本标准有关的国内外技术资料和现行有效的我国放射性疾病诊断标准，并在明确了制定依据和

原则的基础上制定了本标准。此标准适用于低线性能量传递射线比较均匀的全身急性外照射受照

人员的早期 DNA 损伤定量分析。为更好地贯彻执行这一标准，该文对该标准的编制内容进行说明

和解读。
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【Abstract】 Based on the extensive research of literature, systematic study of the relevant laws and
regulations related to the specification, the Specification of Dose Estimation for the Radiation Victims in the
Early Stage Using Single Cell Gel Electrophoresis was enacted according to the principles about it. It can be
used for the quantitative assay of DNA damage induced by whole body uniform irradiation in case of low lin鄄
ear energy transfer. To correctly implement this specification, contents in it were interpreted in this article.
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1 目的和背景

战时核武器的使用以及平时核与辐射事故的发

生，可能会在短时间内产生大量核辐射伤员。了解

伤员受辐射的生物剂量是对这些伤员进行有效救治

的前提条件[1]，应尽早合理而可靠地估算出伤员所

受的辐射剂量。国内外学者为解决辐射事故应急及

辐射防护中所遇到的各种医学问题作了大量研究工

作，建立了成熟的估算受照剂量的生物剂量学方

法，如染色体畸变法、微核测定法等[2]。多年的实

践证明，淋巴细胞染色体畸变分析是一种可靠的生

物剂量计[2]，但此方法受一定条件的制约，而单细

胞凝胶电泳方法因其具有简便、低耗、灵敏度高、

快速和适应高通量分析等优点[3]，引起了学者们的

普遍重视。前期动物实验研究结果表明，用单细胞

凝胶电泳技术分析离体和整体照射诱导淋巴细胞DNA

双链断裂的各项指标，它们之间的差异无统计学意

义，可以用离体血照射来反应整体照射所致的

DNA 损伤[4-5]。进一步拟合剂量效应曲线，有望用

于受照人员 DNA 损伤的定量分析。

2 基础和根据

单细胞凝胶电泳试验（single cell gel electrophore鄄
sis, SCGE）方法刚刚建立时就被证实了其检测指标

具有剂量鄄效应关系。后来，随着研究的不断深

入，在中国仓鼠卵巢细胞[6]、肿瘤细胞[7-8]和生殖

细胞[9]中均发现显著的剂量鄄效应关系。Singh[10]用

0～0.25 Gy X 射线照射离体人淋巴细胞，分别检测

DNA 单链、双链断裂，结果发现 DNA 迁移长度

与辐射剂量均呈直线模式（R2=0.77 和 0.51，P均<
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0.05），但其研究所用的辐射剂量范围较小。SCGE

法观察淋巴细胞 DNA 损伤的影响因素较多，包括

吸烟习惯、感染、空气污染及饮食习惯等，但这些

因素引起的 DNA 损伤绝大多数是以 DNA 碱基损伤

和丢失以及 DNA 单链断裂的形式出现[11]，而双链

断裂相对较少见，说明 DNA 双链断裂较单链断裂

更具有辐射损伤特异性。有研究表明，DNA 双链

损伤的错配修复是构成不同品质电离辐射诱发的

以稳定性畸变为特征的关键因素[12]。电离辐射所

致的 DNA 损伤导致的各种类型的突变 （如大片段

缺失和重排等较大的改变） 可能是由于 DNA 双链

断裂引起的[13]。一般认为，DNA 双链断裂是可用

体细胞和生殖细胞突变来证明的细胞核临界损伤最

恰当的指标。

目前绝大多数 SCGE 研究均是通过在显微镜下

目测彗星长度或尾长来分析剂量效应关系，其不足

之处是在较大剂量时会出现曲线平台[14]。在一定的

辐射剂量范围内，随着照射剂量的增大，DNA 双

链断裂点增多，DNA 片段变小，尾长增长。如果

辐射剂量超过此剂量范围，即使剂量增大，DNA

片段也不再减小，只是表现为片段增多，电泳后，

尾长不再增加，因而长度指标（如尾长）的剂量鄄效
应曲线出现平台。而且目测彗星尾长或彗星全长，

主观因素较多，人为误差较大。而矩类指标（尾矩、

Olive 尾矩）较长度指标更灵敏和准确，即使剂量较

大时也不会出现平台[15]，而且符合辐射生物剂量学

指标应具备的条件。 我们用 CASP 软件（一种彗星

分析软件）[16]自动分析实验所得的彗星图像，使实

验结果更加客观准确，避免了人为误差。而且着重

观察了尾矩和 Olive 尾矩两个比较灵敏的指标，并

与其他指标进行对比分析，进一步提高了 SCGE 技

术作为辐射生物剂量计的准确率和灵敏度。

在染色体畸变分析、微核试验与SCGE的对比研

究中，对于放射性工作人员DNA损伤的评价，SCGE

的结果与前两者的结果基本一致，而 SCGE 的灵敏

度更高，速度更快[17-19]。Garaj鄄Vrhovac 等[20]用 SCGE

方法观察了一次辐射事故（吸收剂量为 0.221 Sv） 后，

受照患者不同时间点的淋巴细胞 DNA 修复情况，

发现辐照后 1 年内患者淋巴细胞彗星尾长和尾矩随

时间的延长而下降，但仍大于正常对照者。由此可

知，SCGE 技术能够检测辐照后远期残存的微量

DNA 损伤，说明此技术具有较高的灵敏度，用来

评价受照人员的 DNA 损伤将大有潜力。

刘强等[21]采用中性 SCGE 技术，检测 0~5 Gy
137Cs γ 射线照射后的淋巴细胞 DNA 双链断裂情

况，结果发现，随照射剂量的增大，受损细胞数量

增加，损伤程度加重，呈现明显剂量鄄效应关系。综

合考虑所得曲线的形态、方程的简易程度和拟合优

度判定系数 R2，筛选符合要求的曲线方程。尾长得

到的最佳方程符合 Y=a+bD 模式：YTL=24.9228+

20.1896D （R2=0.896，P<0.01），而尾矩和 Olive 尾

矩得到的方程符合 Y=a+bD+cD2 模式，YTM=3.8305+

2.8903D+2.5736D2（R2=0.880，P<0.01），YOTM=3.0292+

1.8163D+1.0007D2 （R2=0.895，P<0.01）（方程中，Y

为各指标的实测值；D 为剂量，单位为 Gy；TL 为

尾长；TM 为尾矩；OTM 为 Olive 尾矩）。在所有指

标中，彗星 Olive 尾矩综合了彗星荧光强度和头尾

部长度，在所有分析指标中是最科学可靠的[21]，说

明这个指标在实验选择的剂量范围内，最能灵敏、

准确地反映辐射后的 DNA 损伤程度。

辐射事故具有不可预见性，事故发生时，医疗

救治人员不一定能够及时取得患者的血样进行生物

剂量估算[22-23]。人体是一个复杂的有机体，细胞

DNA 损伤后，修复机制很快启动。受照后不同时

间采取的血样，细胞的 DNA 残余损伤水平也不同，

所以，在辐射事故后的生物剂量估算中，很难测得

机体细胞受照后的原发损伤，从而影响估算结果。

因此，在辐照后的不同时间检测细胞 DNA 残余损

伤水平，用于辐射生物剂量估算的参考显得非常

必要[24]。为了解决这一问题，进一步提高剂量鄄效
应曲线在核事故临床应急中的实用性，我们在观察

了动物淋巴细胞 DNA 体内修复规律的基础上，观

察了人血照射后的晚期修复过程，拟合修复曲线：

YTL=78.501-1.932T+0.016T2 （R2=0.909， P<0.05），
YTM=29.115-1.146T+0.011T2 （R2=0.855， P<0.05），
YOTM＝17.393-0.577T+0.005T2（R2＝0.879，P<0.05）
（方程中，Y 为各指标的实测值；T 为照后时间，

单位为 h；TL 为尾长；TM 为尾矩；OTM 为 Olive

尾矩）。

3 内容解读

3.1 本标准的适用范围

本标准适用于低线性能量传递射线比较均匀的

全身急性外照射受照人员的早期 DNA 损伤定量分
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析，不适用于高线性能量传递和慢性职业受照人

群、非均匀照射和内照射受照人群、早先事故受照

者的剂量估算和事故性受照者远期生物剂量估算和

远期随访。

3.2 剂量鄄效应曲线与时间鄄效应曲线的建立

在建立剂量鄄效应曲线时，先进行淋巴细胞分

离，并把细胞预先包埋在凝胶中，采用双层铺胶

法，第一层为正常熔点凝胶，第二层为低熔点凝胶

与细胞悬液的混合物，低熔点凝胶要预先煮沸并置

于 37 ℃水浴内备用。照射时把包埋有淋巴细胞的

凝胶置于冰上照射，照后立即把凝胶置于裂解液中

进行裂解，以尽量防止细胞 DNA 的修复。

在建立时间鄄效应曲线时，检测的是不同时间

点 DNA 的残留损伤，所以要全血照射并控制照射

时温度为（37±0.5）℃，以尽量不影响细胞的 DNA

修复。照后把细胞置于（37±0.5）℃环境中进行体

外培养，培养到相应时间点后取出进行裂解。

在建立剂量鄄效应曲线和时间鄄效应曲线的实验

中，经中国医学科学院放射医学研究所和中国医学

科学院血液病研究所的 3 个实验室采用相同的实验

方法重复验证得知，各个剂量点照射后的尾长、尾

矩和 Olive 尾矩均未见统计学差异。

4 小结

本文对《单细胞凝胶电泳用于受照人员剂量估

算技术规范》研制的目的和背景、基础和依据、适用

范围和剂量鄄效应曲线拟合等方面进行了解读，对放

射生物学相关人员正确认识和理解这一标准，并在

辐射损伤应急响应中正确贯彻执行将发挥指导作用。
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