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微核分析法在放射损伤研究中的应用
`

苏州医 学院 杜泽吉综述 李延义 郑斯英 肖佩新
.
审

提要
:
微核试验作为染色体损伤的快速测定法正受到人们的重视

。

由于该法操 作 简便迅速
、

实验周期短
、

技术要求不高等优点
,

是一个行之有效的细胞损伤的检测 方法
,

因而在放射损伤的

诊断
、

辐射防护剂和增敏剂的筛选
、

理化因子损伤效应研究及肿瘤防 治等 方面得 到 了 广 泛的应

用
。

一
、

微核形成的机理

1
.

染色体无着丝粒断片学说

五十年代末
,

E v a
sn 就指出

,

照射增殖

的细胞所产生的大多数染色体畸变
,

都伴有

无着丝粒断片的产生
。

这些断片由于没有着

丝粒
,

在有丝分裂的后期
,

不受纺锤丝的牵

引
,

不能被纳入子细胞核内
,

逐在子细胞浆

中演变成微核
。

2
.

纺锤体功能缺陷学说

iP n c u 〔” 等在实验中观 察 到 一些 “
大

微核
” ,

作者认为是辐射抑制了纺锤体的形

成或损伤纺锤体
,

使完整的染色体在细胞分

裂时也不能进入子细胞核内
,

在胞浆中形成

微核
。

因其内含有整条染色体
,

所以比一般

断片产生的微 核 大 一 些
。

H o g s t e d t〔 2 〕和

K io
c ih 〔 ” 〕的实验结果也证实了较人的微 核

是来 自一个或儿个完整的染色体
。

3
.

微核形成的融合机制

在照射后的淋巴细胞中
,

存在着主核的

1/ 3乃至主核一半大小的微核
。

有 的 学者认

为
,

这些微核是由于畸变的染色体部分在不

同条件下融合的结果
,

这种融合过程是受细

胞膜膜性结构的直接作用和生化动力学调控

量不 同形态的微核
,

进一步说明了核膜受损

产生微核的机制
。

辐射作用于核膜某一部位
,

使之变薄
、

穿孔
,

由于张力作用
,

使核内容

物向外突出
,

再通过核膜修 复 等一系 列 变

化
,

在胞浆中形成了与主核 完 全分 离 的微

核
。

4
.

细胞核膜损伤机制

R o g i: ( 1 9 5 6 ) 早期的研究结果 己 阐明

了这一观点
。

最近
,

黄进中等人通过分析大

.
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二
、

微核的检洲方法

目前
,

根据取材的不 同和研究 目的不同
,

微核的测定方法很多
,

现简述如下
。

1
.

动物骨髓细胞的微核检测法

动物经一定剂量照射
,

在适当时间内
,

处死后取其骨髓作涂片
,

染色后计数嗜多色

性红细胞的微核
、

有核细胞微核以及正成红

细胞的微核
。

其中
,

嗜多色性红细胞微核分

析法
,

己被认为是一个标准的常规方法 〔 4 〕
。

2
.

外周血淋巴细胞微核检测法

包括甲基纤维素 ( M
.

C
.

) 法
、

明 胶浓

集法
、

培养法和浓集低渗法
。

前两种方法计

数是总淋巴细胞的微核率
,

而培 养 法 是 用

P H A刺激淋巴细胞后进行 的微 核计数
,

所

得结果是 T 淋巴细胞的微核率
,

可避免不分

裂细胞的干扰
。

浓集低公从二
l
` .

: M
、

C
、

法基

础上
,

加低渗处理
,
使淋巴细胞核浆分明

,

便于微核的观察和计数 〔 5 〕
。

3
.

一些改进的微核检测法

人体淋巴细胞微核分析的应用常受到培

养时细胞分裂增殖程度的限制
。

为此
,

iP n -

丫.̀.. ..r...̀.. t才l多̀., ...,.1
1

~ 的
。



e u〔 “ 〕 等 J退 { 11了一种斑彩染色程序 ( H
a r

l e -

q u i n S t a i n i n g l
),

·

o e e d u r e
)

。

M
o r l e y 和

F e n e c l l〔 7
,

8 〕 建 衍了淋巴 细胞浆分裂阻断

法
,

进行微核分析
,

可避免这种限制
。

为了

更有效地区分微核和;一些类似微核的胞浆颗

粒
,

i l a y : : s ! 1 1 勺于}、 〔 9 〕用叮绽橙 ( A e r i d i n e

O r 。 , 1 9
。

、 ,

内
.

勿
.

) 荧光染料代替 G i e m s a ,

使

含有 D N
`

、的微核发绿色荧光
,

而 其 它颗粒

发红色荧光 ( 含 l之N
二

飞 ) 或 不 发荧光
。

孔志

明等〔’ 。〕的实验 证明了荧光法和 G i 。 m s a
法所

得结果一致
。

断增殖
,

有微核的细胞会被
“
稀释

” ,

微核

也可能丢失
。

一般来讲
,

整体照射的动物
,

其骨髓 P C E 中微核率峰值 出 现在 照后 2 4小

时〔 `“
·

` ” 〕 ,

而照射离体外周血
,

培养后淋巴

细胞微核峰值出现 时 间 一 般在 7艺一 96 小时

〔 ’ “ , `了〕 ,

即照后经历 3 一 4个细胞周期 〔` “〕 。

W i l l i a m 〔2 0〕对 C H O 细胞辐射所致微核的研

究表明
,

微核出现的峰值时间是在第一次和

第二次分裂之间
,

即照后 2 4小时左右
。

总之
,

细胞的敏感性不同
,

照射剂量不同
,

微核峰

值时间不是固定不变的
。

三
、

微核产生的剂且
一
效应关系

对 J
“

细胞
,

}
,
微核产生的剂量

一
效 应 关系

的研究
,

己作
一

J
’

大 量工作
,

其结果虽有差异
,

但总的趋势 {
.

: 垅
一

的
,

即不 !
`

刁组织细胞
,

微

核发生率在一定范 illl 内均随剂量的增加而 增

加〔 ` ,一 `。〕 。

E v a n s
在利用微核测走快中子的相对生

物效应 l讨
,

就件出微核率和照射剂量间存在

着直线关系
。

作者认为
,

染色体的断裂是一

击畸变和二认折畸变混合作用所致
,

因此所产

生的微核率应呈现出非线性的剂量
一
效 应 关

系
。

入l a , S zl a i i〔 , 4〕用 。 ~ 6 G y 丫线作研究
,

也

认为微核和剂量问是线性平方关系
,

并在实

验中得到证明
。

关于微核的剂量
一
效 应表 达

式E = b D
“

+ C脸 C o u n t r y m a n
( 1 9 7 6 ) 等在

研究 X线效应中提出的
,

他们的结果
n
值 为

1
.

2士 0
.

1 ,

和 E
v a n s

的结果 ( n = 1
.

3~ 1
.

5 )

较为一致
。

作者认为
,

大多数染色体畸变都
_

` ,

一击畸变
,

都伴有无着丝粒断片的产生
,

所以产生的微核能很好 地反 映 二 击畸变
。

G 。 r r i ot 抓 , “ 〕等人用全身照射后的 小 鼠骨髓

做实验
,

结果中子和丫线都呈现 出 线性平方

的剂量
一
效应关 系

。

然 而
,

A g h “ m ” h “ m -

m a id 〔 `了〕等人和国内一些学者的研究表 明
,

微核的产生和荆量之间的关系是线性的
。

在微核实验中
,

观察微核的时间对剂量
-

效应的 ll{ 确判断也有一定影响
, 因为细胞不

四
、

徽核和染色体琦变的关系

辐射可引起多种染色体畸变
,

这些畸变

的大部分又是微核产生的基础
,

所以两者的

关系很密切
。

H e d de l〔 4 〕认为
,

在分裂的细

胞群体中
,

只要产生染色体畸变
,

就一定产

生微核
。

N o ar y ( 1 9 5 8 ) 观察井 比较了相同

条件下微核和染色体断片率
,

发现微核率约

为断片发生率的60 %
。

作者认为
,

辐射产生

的断片
,

有的几个组成一个微核 , 有的停留

在不分裂的细胞中而不表现出来
。

这就使微

核率低于断 片 发 生 率
。

H e d d e l ( 2 9 7了)和

P in 。证 ” 分别用扫描细胞分光光度计和染色

体随机断裂模型
,

测定了微核的D N A含量
,

其结果和从染色体断片间 接 推 算的结论相

符
,

也定量地说明了微核和断片间的关系
。

C ou nt r y m an 等从染色体畸变形成机理的角

度
,

结合染色体畸变和微核产生 的剂量
一

效

应模型
、

分割照射实验
、

染色体数目高于正

常病人的微核分析
,

对染色体畸变和微核产

生的关系作了理论上的深入研究
,

结果证明
:

①两者间的剂量一
效应表达式是基本一致的 ,

②两者均有相似的剂量分割效应 ; ③染色体

数目高于正常的细胞群
,

其微核产生也高于

正常
。

这些结论都从不同侧面
,

阐明了两者

的密切相关性
。

另外
,

G oe 比等人 的结果证

明了骨髓中有微核的 P C E 和 什髓细胞染色

体畸变也存在一定的相关性
。

自玉书等人认



为这种相关有两种可能性
:①微核产生通过

断片与染色体畸变相关
; ②微核产生通过照

射剂量间接地与染色体畸变相关
,

而本身不

一定与染色体畸变有关
。

对于两者的关系问题
,

H o g s t c d t 〔 ,了 , 2 ; 〕

等人提出了不同看法
,

他 们 认 为
,

微核和

染色体畸变间的定量关系是不可能存在的
。

因为不是所有的染色体畸变都产生微核
,

所

看到 的微核又有 20 %不是染 色 体 畸 变产生

的
,

而是来自整条染色体
,

和染色体畸变无

关
。

所以
,

A g h a m o h a m m d i 认为
,

微核试验

只能粗略地估计那些 可 引起细 胞 死亡的损

伤
。

对于 S C E和微核的关系
,

R aj 〔 22〕和 L a -

s n e 〔 , ” 〕各做了一些实验
,

虽然结果是 S C E随

微核率的增高而增加
,

但它们产生的机理和

细胞学意义是不同的
,

只是 各自独立地反映

出诱变因子的效应
。

五
、

徽核分析在放射搔伤研究中的应用

微核分析呈快速测定 染色 体 损 伤的方

法
,

虽然它不如染色体畸变分析敏感
,

但由

于此法具有较多的优点
,

目前在放射损伤及

辐射细胞遗传学研究中仍被广泛应用
。

1
.

作为生物剂量计代替染色体分析

辐射引起的染色体损伤
,

作为生物剂量

计是得到承认的
,

在职业照射和事故照射的

荆量估算方面起着重要作用
。

微核的产生是

基于染色体畸变
,

理论上是否可以和染色体

畸变一样作为生物剂量剂
。

为了证实这一点
,

必须要满足
:

①微核发生率随剂量增加而增

高
,
两者间有定量关系的表达式 , ②整体效

应和离体效应的一致性 , ③掌握微核形成动

力学特点及时间参数
。

如上所述
,

对于①
、

③点的研究结果表明
,

基本上得到满足
。

而

对于第②点
,

国外尚无报道
,

国内有的学者

用狗做了在整体和离体条件下
, Y线诱发淋巴

细胞微核的比较
,

证明了整体和离体效应相

当一致
。

最近
,

杨家宽等利用微核试验
,

对

我国事故照射 5
.

2 2 G y 的急性放 射 病病人作

剂量估算
,

结果和测得的物理剂量几乎相等
。

综上所述
,

用微核作为生物剂量计是可行的
,

也是大有希望的
。

但基于下面三种原因
: ①

剂量
一
效应不稳定 , ②缺乏获得最 大效应的

标准化培养时间 , ③低剂量时
,

自发率相对

默 不 易看出微核与剂量的关系
,

微核作为

生物剂量计尚有一定限制〔 23 〕 。

2
.

作为放射损伤评价和诊断指际

资料表明
,

微核发生率和辐射剂量有很

好的相关性
。

所以
,

受照机体细胞中微核率

的高低
,

可以反映损伤效应的严重程度
。

受

照剂量愈大
,

损伤愈重
,

微核率也就愈高
。

对于某一受照个体
,

照后不同时间
,

微核率

也有变化
。

对急性受照病人的随访观察表明
,

照后初期淋巴细胞微核率最高
,

后期降低
。

反映了初期的严重损伤到后期得到一定的修

复
。

因此
,

外周血中淋巴细胞微核的检测
,

对于了解机体损伤情况及照后恢复过程有实

际意义
。

在放射损伤诊断方面
,

微核也起着

一定的作用
。

R u g h在 1 9 6 4年就 提出 了微核

可作为照射的辅助诊断指标
。

作者认为微核

是核碎片
,

在正常人和动物外周血中很少见

到
,

当受照后
,

敏感的淋巴细胞遭到破坏
,

使血中淋巴细胞的微核明显高于正常
,

剂量

愈大
,

微核就愈多
。

因此
,

作者提出
,

微核

的出现可作为是否受到照射的依据及剂量大

小的判定标准
。

我国在 1 9 8 0年发布的 《放射

病诊断标准及处理原则》 中
,

将外周血淋巴

细胞微核显著增加
,

作为诊断指标
,

自执行

以来
,

令人满意
。

所以
,

在 1 9 8 6年及 1 9 8 8年

颁发的放射病诊断标准中
,

仍将其列入
。

3
.

作为人群放射敏感性的检测指标及

射线工作者健康普查指标

H o b e r 〔“ ` 〕认为
,

用染色体畸变分析
,

很

难对较大人群作出放射敏感性的评价
,

因需

大量人力和时间
。

而用微核方法可避免这些

麻烦
。

敏感性高的人群
,

微核发生率也高
,

这对放射线工作者就业前检查 是 很 有 意义



的
。

通过洞查和 比较不同地区
、

不同民族
、

年龄
、

性别的人群微核率
,

可为该地区提供

微核背景值
。

另外
,

在对 J“ 大放射线工作者健

康普查中
,

由于工作量很大
,

微核分析法就

更显得重要了
。

4
.

评价辐射防护剂和增敏剂的作用

骨髓或血细胞的微铁率可以检测诱变因

子的遗传毒理效应
,

也可以用于辐射增敏剂

和防护药的筛选
。

H e d d l e
等人 ( 1 9了5 ) 曾

利用小鼠骨髓嗜多色性红细胞 微核 实 验 系

统
,

对辐射防护剂作了研究
,

得出防护剂组

的微核率比 1司一刘量 的 照 射对照组明显降

低
。

O l i n i e i ( 1 9了8 ) 等人通过 E h r l i e h腹水

细胞的辐射效应
,

评价了辐射增敏剂R 。 一。7 -

。5 8 2的增敏效果
。

结果表明
,

同一剂量下
,

增敏 hlJ 大大地提高了微核率
。

上述提示
,

可

用微核实验筛选辐射防护剂和增敏 .hlJ
。

5
.

检测放疗后肿瘤反应及预后

日前对人体肿瘤放疗效果的预测
,

主要

是根据肿瘤位置
、

大小
、

临床分型及分级
、

病人年龄等
,

但这不够准确
。

W ill ia m 等人

〔2 6〕用微核分析测定了高L E T和低 L E T对人

原发肿瘤培养系统的R B E
,

从而直接评估肿

瘤细胞的放射敏感性
,

顶测肿瘤的放疗效果
。

这和 M i d a n e r 〔“ 5〕的实验结果一致
,
认项id a n e r

通过实验建立了根据微核率估计的辐射存活

和根据细胞克隆生成能力估计的存活之间的

定量关系
,

用细胞的微核率代替繁琐的克隆

生成
,

测定辐射存活效应
,

进而确定细胞的

放射敏感性
。

今后
,

微核分析法随着研究的深入
,

技

术的改进
,

将会发挥更大的作用
。

参 考 女 做
f

六
、

徽核试脸存在的问肠

微核试验虽己广泛应用
,

但仍存在一些

尚未彻底解决的问题
。

诸如
:
微核形成机理

、

准确定量的刘量一效应关系
、

整体和离体效应

的一致性 以及检测微核方法的统一化等
。

这

典问题的解决
,

有待进一步的动物实验
。
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