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放射医学部分

早 熟 染 色 体 凝 聚 技 术 简 述

军事医 学科 学院放射医 学研究所 高沛永综述 郑斯英
禅

王知权 “ 审

早熟 染色 体凝 聚 ( P r。 , n : t u r 。
lC

l r o -

m o s o m e C o n d e n s a t i o 工: ,

p C C 。 现象 发 现

后
,

各国学者经过十多年 的努力
,

口前正在

形成一项专门的技术
,

它必将广泛地应用于

放射医学等领域中
。

为促进国内开展这方面

的研究
,

现将 P C C技术作一简要的介绍
。

一
、

基本原理

真核细胞中的染色体
,

只 有当细胞分裂

时才出现
,

中期时呈现最典型的形态特征
。

因此
,

能进行染色体研究的机体组织细胞
一

可

分为两类
,

一是在正常情况下不断增生的细

胞
,

如骨髓
、

翠丸等
;
二是经过刺激处理后

进行分裂的细胞
,

如常用 P H 八激 活 的外周

血淋巴细胞
,

外科手术切除部分肝的再生细

j泡等
。

1 9 7 0年
,

J o h n s o n不l lR : ; o
首次发现

,

H c -

L a
细胞在紫外线灭活的 仙 台病毒介导下融

合时
,

处于分裂期的细胞可诱导处于间期的

细胞染色质浓缩
,

呈现细
一

长的染色体形态的

P C C现象 〔 1 〕 。

若是处于 G
,

期 的间期细胞被

诱导
,

所观察到的 P C C为一 条 细
一

氏的染色

单体状 ; 若是 G
:

期细胞 被 诱 导
,

则 P C C可

分辨 出二条染色单体
,

但较中期染色体民
。

这是一种非典型的有丝分裂
,

染色体出现时

并没有纺锤体的形成
。

1 9 8 3年
,

P a n t e l i a s和 M a i l l i e 用分子量

为 1 0 0 0 单 位 的 聚 乙 二醇 ( P o l y e t h y l e n e

G l y c
ol

,
P E G ) 代替仙台病 毒 作促融剂

,

简化了 P C C的实验方法
,

成功地进行了人
、

大鼠外周血淋巴细胞
,

啮齿类脾脏细胞及新

生小鼠体细胞的 P C C诱导实验 〔` 。〕。

为 直接

.
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观察研究放射等理化因子对机体中各种处于

分裂间期的细胞组织
,

所产生的诱变致突作

用开辟了新的途径
。

进行 P C C实验的简要操作程序有以下五

点
:

1
.

作为诱导物的分裂细胞的准备
:

一

般常用生长分裂迅速的离体培养细胞株
,

如

H e L a 、

C H O
、

V 7 9
、

C H L等
,

使用前 4 ~

5 小时加入秋水仙素
,

积累分裂细胞并选择

性的收集之
。

2
.

被诱导的待检细胞的分离
: 1 份肝

素抗凝 的 人 外 周 血
,

加 5倍的 H “ n k, s
液

( H B S S )稀释
,

加入含淋 巴细胞分层液的

离心管
,

离心后取淋巴细胞
,

再用 H B S S洗

涤
,

悬浮于常用的培养液中
。

如果是其他组

织
,

则要用胰酶消化或机械方法分离
,

制备

单细胞悬液
。

3
.

促融剂的制备
:
取所需量的 F E G

,

溶于等体积的培养液
, p H调至 7

。

4
.

细胞融合
: 1 份分裂细胞加入 5 ~

7份间期细胞 , 离 心 沉淀 , 悬 浮 于 lZ ln 的

H B S S中并清洗一次、 加 P E G液 o
.

25 m l
,

作

用 1分争l
,` 在 3分钟 j勺滴加 2

.

s m l的 H B S S
,

并

摇动、 离心、 悬浮于 o
.

s m l含牛 血清的培养

液中
,

加入秋水仙素及 o
.

05 m l的 20 m m ol / L

的M g CI
:

, 3 7
“

C保温 1小时
。

5
.

按常规法低渗
、

固定
、

制片及染色
。

计数标准
:

人的二倍体细胞有 46 条染色

体 ( Z n = 4 6 )
,

镜检 P C C 标 本 时
,

细胞中

凡染色体数超过 46 者
,

均视为额外的染色体

断片
,

以此表示染色体 的 损 伤 程度
。

由于

P C C细长
,

很难识别双着丝粒 ( d i
c
)畸变

,

但
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环 (
r

)可以辨认
。

二
、

P C C技术的生要优点

与常规中期染色体畸变分析相比
,
P C C

技术对检测放射等理化因子 所致 染 色体损

伤
,

有以下优点
。

1
.

快速
:

得到欲检测的血液等组织细

胞样品后
,

几小时内就能作出实验结果
。

这

在紧急的意外事故情况下是非常有用的
,

这

就可根据染色休放射损伤作出的判断
,

及时

采取相应的措施
,

而常规法要在 2 一 3天后

才能取得结果
。

2
.

灵敏度高
:
由于 P C C法可直接检查

间期细胞
,

避免了培养过程中发生的间期死

亡
,

及染色体损伤修复使畸变率下降的弊端
,

所以灵敏度高
,

可 以观察到更多的染色体损

伤
。

己有实验表明
,

离体人 血经 Z r a d X线

照射后就可观察到环状畸变
。

有作者认为
,

即使在低剂量水平上
,

只需分 析 计数 1 00 个

细胞就足够了〔 , ’ 〕
。

3
.

克服了核型分析的困难
:
有些实验

动物在放射医学等领域的多项研究中广泛应

用
,

但由于外周血培养较困难 ( 如啮齿类 )
,

或因染色体数目较多 ( 如狗
,

2n = 7 8 )
,

难

以进行核型分析
,

限制了常规细胞遗传学技

术的应用
。

P C C技术克服了上述难点
,

可对

实验室常用的各种动物进行细 胞 遗 传 学观

察
,

有利于综合使用各学科手段所得资料的

比对
。

4
.

易于标准化
: P C C技术所检查的是

间期细胞
,

这就减少 了因激活细胞培养物所

造成的实验室间误 差
,

因而所得的剂量效应

关系易于标准化
。

5
.

易于分析计数
:

P C C 技 术 无须分

析各种畸变类型
,

只要计数超过正常二倍体

的染色体数日
,

记为额外断片
,

比较简单
,

易干掌握
。

三
、

P C C技术的应用

.

作为生物剂量计将用于辐射防护

生物学指标要成为生物剂量计
,

必须具

备二个条件
,

一是与受照剂量有严格的定量

关系 , 二是用离体实验建立的剂量效应刻度

曲线
,

应能代表整体受照的情况
。

大鼠经 X

线 ( 5。
、

10 0
、

20 0和 3 0 0 r a d ) 照射后
,

当天

的每细胞断片数分别是 1
.

26
、

2
.

33
、

3
.

64 和

5
.

9 6 ,

与受照剂量呈直线相关 〔 , ” 〕。

整 体 与

离体实验所得到的剂量效应 回 归 方 程分别

是
,

Y = 0
.

2 4 + 0
.

0 1 9 D及 Y = 0
.

1 9 + 0
.

0 2 2

D
,

两者间无显著性差异 〔’ `〕 。

在早期W al d `

r e n
等 〔 3 〕用H e L a

细胞的研 究 中
,

照射剂

量高达 1 80 0 r a d
,

断片数仍 与剂量呈直线关

系
。

由这些初步的实验结果可以看到
,
P C C

完全具备作为生物剂量计的条件
。

P C C一旦

被当作生物剂量计应用
,

将会改变染色体畸

变剂量效应关系研究的全貌
,

势必引起根本

性的变革
。

P C C作为生物剂量计存 在 的 主要间题

是照后多长时间进行检查 最 为适 宜
,

但常

规染色体技术应用中也 有 这个 间题
,

只是

P C C随照后时间的延长降低更快
,

此间题更

突出而已
。

例如用 X 线照射离体人血的实验

中观察到
,

照后 8
、

48 小时的断片产额
,

比

照后即刻分别减少了 30 %及 5 0%
。

较为系统

的研究说明
,

断片数的减少在照后 1 小时内

最明显
, 6 小时后会逐渐达到相对稳定的水

平
。

这些实验结果
,

有利于照后取样时间的

统一标准化
。

2
.

从理论上研究各种类型染色体畸变

的形成和恢复

以往的中期染色体畸变分析法
,

不能及

时了解辐射诱发染色体初始断裂与重接的过

程
,

用 P C C技术则可做到这一点
。

P a nt e卜

i as 和M ia ll ia 用 X 线照射人外周血的实验结

果表明
,

照后 3小时以内染色体断裂能很快

重接
,

断片和环的形成约在照后 6 小时内完

成 〔` 5〕。

他们以每细胞断片数 为指标
,

对不

同照射剂量 ( 高达 80 Or a d ) 的效应关系进行

了比较研究
。

照后即刻的剂量效应关系呈直

线
,

说明辐射能量沉积诱发的断片与剂量成
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正比
。

照后1
、

2 及2 4 小时的剂量效应关系

也呈直线
,

也就是说
,

虽然照后在各个剂量

水平上都会有一定比例的断片重接
,

但这种

修复并不影响剂量效应关系的直线性
,

这些

观察与以往的一些观点不同
。

新近还研究了

辐射诱发的细胞遗传学损伤
,

与间期染色体

形态变化的关系 l7[
〕。

H i t t e l m a n 和 P o l l a r d用 X 线照射 C H O

细胞后
,

为了使染色体损伤得以修复
,

受照

样品进行细胞融合前
,

在 37 ℃条件下温育 1

小时
,

而后用 P C C技术 和常 规 法
,

观察 G
:

期的染色体畸变
,

前者的异常系数明显高于

后者
。

并且他们根据所得实验结果
,

对经典

畸变形成的二个假说
,

即
“
互换

”

假说及
“
断

裂第一
”
假说

,

提出了不同的看法
。

他们认

为互换和断裂的修复在动力学上是不同的
,

反映了这 2 个过程的机制不同〔 “ 〕 。

有 人 比

较了 D N A修复与染色体修 复 的关系
,

发现

照后 2 分钟内就可以观察到 明显的 D N A 修

复
,

较慢的一部分 D N A 修复发生在照后 15 一

1 6分钟
,

而照后 4 5分钟之 前检查不出染色体

修复 〔 s 〕 。

3
.

化学物质 的诱变活性检测

以往观察诱变活性物质对染色体损伤的

方法
,

都要干扰细胞所处的分裂周期
,

这会

影响损伤的表达及所得结果的最后评价
。

由

于 P C C技术所显示的染色 体 断 裂
,

不妨碍

细胞的存活和繁殖
,

所以 C or n f or ht 和 B e d
-

f o r d认为
,

从突变和致癌的观点来看是很重

要的 〔 9 〕
。

阿糖胞昔 (
a r a 一 C ) 是一种 D N A

含成代谢的抑制物
,

从理论上分析它应是一

种断裂剂
,

文献中也有其诱发染色体断裂的

报道
。

但近来对它本身有无致突作用有不同

的看法
,

P a n t e l i a s和W
o l f f利 用 P C C技术

观察到
,

ar
a 一 C 确实能有效地诱发人血淋巴

细胞染色体断裂
,

肯定了它是一种有诱变活

性的断裂剂〔` 6〕 。

在对 博莱 霉素 ( lB
e o m y -

。 in )诱发 P C C的研究中已得到了一些新的认

识
。

有人提出染色体修复可分快慢两种组份
,

快修复存在于处理后 2 小时内
,

在 30 分钟内

最明显 〔`“ 〕 。

还有人提出染色单 体互换并不

象以往认为的那样
,

只是染色单体断裂修复

或重组的简单产物
,

因为用放线菌酮等抑制

染色单体断裂的修复
,

没有影响染色单体互

换的频率〔 “ 〕 。

4
.

白血病的诊断及预后

H itt
e

lm
a n
等使用 P C C技术对白血病人

的研究
,

已取得了一些有意义的结果
。

他们

观察到急性白血病患者的 P PI 平均值是正常

人的 3 倍
,

不同类型白血病的 P PI 值各不相

同
。

他们推测 P P I值可能是骨髓恶性变程 度

的一种生物学反映〔 6 〕 。

因而 P P I 值 高 时预

后不好
,

在发病期这 可能是进行性病变的征

兆
,

女几在缓解 期 这 可 能 预 示 有 复发的危

险〔 4 〕。

化疗病人骨髓再生期的 P F I 观 察 特

别有意义
,

因为用经典方法区别是正常再生
,

还是白血病再生是困难的〔 7 〕 。

他们 的 工作

说明
,

P P I值的观察可用来对病情进 行预测
,

为
一

「一步采取治疗措施提供根据
。

他们把完

全缓解的急性 白血病人
,

以 P P I值高低分为

2 组
,

P P I值 > 35 者为第一组
,

< 35 者为第

2 组
。

完全缓解后 2 一 4 周第一组病人 16 名

中有 14 人复发
,

而在 P P I 值低 的第二组 44 名

病人中
,

只有 19 人复发
。

9 ~ 1 5周的观察也

得到了相似的结果
, 3 8名病人中 P P工值高的

1 0人有 9 人复发
,

P P I值低的 2 8人中 只有 1 6

人复发 〔` 3〕
。

从以上简单的介绍中可以看出
,

P C C这

种新技术原理清楚
,

操作简便迅速
,

能更加

真实地反映放射等理化因子对染 色 体 的 损

伤
,

而且在各方面都已得到了一些有意义的

初步结果
,

应 当引起我们的重视
。
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应用早熟染色体凝聚方法研究电离辐

射对细胞的损伤及修复

上海市放升医学研究所 冯嘉林 邵松生珠述 郑斯英
* 王知权 ** 审

大量的实验已证明电离辐射诱发的淋巴

细胞染色体畸变可作为可靠的生物剂量仪
。

然而常规细胞遗传学方法
,

只能分析分裂中

期细胞中的染色体
,

间期的淋巴细胞要进入

有丝分裂期
,

必须在植物血凝素刺激下培养

二天才能达到
。

这 种 方 法 受到各种物理或

生物因素的影响
,

例如细胞培养的条件
、

生

长周期
、

修复和死亡等均可影 响 畸 变 量
。

1 9 7 0年
,

J o h n s o n 和 R a o 〔 i 〕首先发 现 分裂

中期的细胞与另一间期细胞融合
,

该中期细

胞能诱导间期细胞的染色质提前凝聚
,

这种

染色体称为早熟染色体凝聚 (简称 P C C )
。

在融合时根据细胞周期的不同
,

诱发的早熟

染色体凝聚的形态各不相同〔 “ 一 3 〕
。

该方法

的建立
,

使间期细 )etJ 在受到射线或化学诱变

剂等损伤后
,

就可直接观察染色体损伤
,

为

研究染色体的损伤及修复提供了一个有用的

工具
。

它 已应用于人类的白血病诊断〔 4 ~ 7 〕 ,

以及测定辐射或化学诱变剂所造成的间期染

色体的致突变作用 〔 8 一 “ 〕
。

近年来
,

由于应

用化学融合剂 P o l y e t il y l e n G l y e o l ( P E G )

〔 `“一 ’ 3〕代替了仙台病毒
,

简化了操作
,

使这

一方法更易推广
。

本文综述了 P C C 技术在

电离辐射诱发的细胞损伤及修复研究中的应

用
。

P C C技术在电离辐射研究中的应用

射线或其它诱变因素对哺乳动物细胞的

损伤经常用染色体畸变来表示
,

但细胞受损

到见到损伤必须有一时间间隔
,
P C C技术可

大大缩减这一时向
,

不管 细 胞 处 于 G
;

还是

G
Z

期
,

在细胞受伤后约 2 小时左右就可分析

染色体损伤
。

( 一 ) G
, 一
P C C的研究

1 9 7 4年
,

W
a l d r e n

等用 X线和紫外线照

射G
:

期的 H e L a
细胞

,

发现 X线照射引起G
: -

P C C中的断裂数增加
,

并与剂量有线性关系
,

剂量可高达 i 8 0 0 r a d
,

每 l o o r a d剂 量 平 均

增加 10 ~ 15 个断片
。

在 G
: 一
P C C中所观察到

.

苏州医学院放射医学系 二 中国医学科学院放射医学研究所

I J 2


