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体外受精技术在辐射细胞遗传学中的应用

白求恩医科大学环医 系 蔡露绿述 金 玉坷 杨宝晨 郑斯英
骨

审

提 要
: R u

da k ( 1 978 ) 建立的直接分析人精子染色体的技术
,

也为辐射细胞遗传学开辟了

新局面
。

本文简要介绍了体外受精技术
,

重点总结了小鼠精子和人类精子辐射诱变的研究结果
。

最后讨论了辐射细胞遗传学今后的发展方向
。

洲惫

众所周知
,

雄性生殖细胞经过两次减数

分裂后
,

染色体以单倍体数浓缩 于 精 子 头

部
,

呈均匀一致的染色质结构
,

此时要确定

精子染色质是否损伤和畸变是非常困难的
。

为此
,

要了解各种有害因素的影响是否有可

能通过配子传递给子代
,

只能从羊水
、

绒毛

膜或胎儿中所获得的细胞染色体畸变进行推

测
,

所以
,

多年来学者们一直在探讨如何对

配子染色体进行直接分析
。

体外受精技术的

建立
,

使之成为可能
。

但人类卵子来源受到限

制
,

所以人们又成功地建立了人精子穿透仓

鼠卵试验〔 1 〕 ( S P e
r m P

`

e n e t r a t i o n A s ` a y 简

称 S P A ) 或称人一仓鼠试 验 系 统 ( H
u m a n

一 H a m s t e r s y s t e m ) 或无透 明带仓鼠卵试验

系统 ( Io n a 一 f r e e H a m s t e r )
。

一
、

配子染色休宜接分析技术简介

在体外受精技术的基础上
,

R
u
d
a k〔幻

,

M ar it n 〔 3 一 “ 〕建立了分析人类精子 染 色 体

技术
,

同时 Y a m a d a 〔 8
、
9 〕和M a t s u d a 〔 ’ “ ~ ’ 3〕

建立了直接分析小鼠雌雄配子染色体技术
。

人精子与仓鼠卵的异种体外受精技术原理是

除去仓鼠卵的透明带后
,

不再具有种属特异

性
,

可接受异种精子
。

当两性配子结合后
,

经一段时间
,

精子头部的染色质浓缩逐渐形

成雄性原核 , 卵细胞因受精而激活
,

经第二

次减数分裂后染色质形成雌性原核
,

二者再

形成染色体完成第一次卵裂
,

使两配子染色

体停止在中期
。

在人
一
仓鼠卵中可以借 助 不

同形态和染色体数来识别人类精子或仓鼠卵

的染色体
。

在小鼠与小鼠的体外受精卵中则

可借助雌
、

雄原核染色质浓缩的速度
,

导致

两性配于染色体长度差异而加以识别〔 8 〕 。

上

述两类受精卵的差异在于同种受精和异种受

精
。

两类受精技术有相似处
,

故本文只介绍

人
一
仓鼠卵受精及人类精子染色体的制备

。

(一 )人精子的处理
:
收集精液后` 液化

( 3 7℃ ) , 获能 ( 5 % C O
Z

温箱 3 7℃ )
。

(二 )成熟卵的处理
:
雌性金黄地鼠用孕

马血清 ( 40 uI ) 和人绒毛膜促性腺激素 ( 40

ih )诱发超排卵 , 收集卵后用透明质酸酶
、

胰酶消化透明带
,

备用
。

(三 )体外受精及染色体制备
:
精卵混合

、 受精卵培养 , 秋水仙素处理 , 1 %柠檬酸

钠低渗
,

甲醇 :冰醋酸 ( 3 : 1 ) 固定、 染色
。

二
、

小鼠配子染色体分析及辐射诱变研

究

M
a t s u d a Y ( 1 9 8 3 ) 〔

’ “ 〕用 X射线照射成

熟精子和卵 (即体外照射受精前的卵和精子 )

以及受精后 4 小时的原核期受精卵 ( Z y g
。一

t e s或 E g g s a t e a r l y p r o n u e l e a r s t a g e )
,

观察受照后三组受精卵第一次卵裂染色体中

期相 ( F i
r s t一 e l e a v a g e m e t h a p h a s e )

。

X

射线剂量 为 o
.

4 G y 时
,

受精卵的染色体畸变

率最高 ( 2 0
.

6% ) , 成熟精子畸变 率 最 低

( 2
.

9% ) , 成熟卵居 中 ( } 1
.

0% )
。

1 9 8 5

年〔 `’
、 ’ 2〕 又用 X射线对同样三组作了不同剂

量照射后的剂量
一
效应关系研究

,

结果
: ①成

.
苏洲医学院放医系
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熟精子受照组中侮个受精卵细胞中断裂数与

X射线的剂最之间为二次多项式相关
:

Y二 0
.

0 2+ 5
.

1 1x 0 1一 今
D+ 1

.

s sx l o
一 S

D么 ,

②原核期受精卵受照后
,

仃个受精卵细胞中

染色体畸变数与剂量呈直线相关
: Y = 。

.

阳

x l o 一 ’ + o
·

9 6 X l o 一 Z
D ; ③成熟卵受照后

,

每

个受精卵细胞中染色体畸变与剂量为二次多

项式关系
:
Y = o

.

z s x l o 一 , + 1
.

8 8 火 1 0
一 s
D +

1
·

95 x l o “ ”
D 么。

三组比较
,

以原核期受精卵

的敏感性最高
,

成熟卵次之
,

成熟精子最低
。

K
a t o h等 ( 1 9 5 3 ) 〔 , 4〕用 X射线 照 射 雄

性小鼠
, 1 ~ 2 天后与雌性鼠交配

,

从雌性

鼠中取 出受精卵分析染色体畸变率
,
5

.

OG y

组畸变率 ( 0
.

35 % ) 明显低于上面的体外受

精卵中4
.

OG y照射成熟精子组 ( 0
.

47 % )
。

木

实验中受照射的是未获能精子 , 而上实验是

受精前一刻受照
,

即已获能精子
,

二者畸变率

的差异在于获能精子代谢活力强
,

敏感性高
。

这是应用体外受精技术所揭示的新间题
. 。

另

外
,

上面提到的辐射对三组不同对象染色体

畸变敏感性的顺序与Y a m a d a 研究辐射诱发

胚泡形成障碍的结果完全一致
,

证明X射线

诱发胚胎死亡和诱发胚胎中染色体畸变密切

相关 , 也证明在第一次卵裂中见到的各类染

色体畸变均能导致植入前期的胚胎丢失 〔” 〕 。

M a t s u d a ( x g s 6 ) 还对
。 。
C o 一丫射线和氖

水对受精卵染色体影响作了研究
,

结果表明
:

原核期体外受精卵受丫射线 ( 。 ~ o
.

29 5 G y )

照射后
,

每个受精卵中染色体畸变率与剂量

呈直线相关
:

Y == i
.

8 2 x i o
一 , + o

.

7 8 x l o
一 Z
D

受氛水照射 ( 0 ~ O
.

34 G y ) 的剂 量效应为

二次多项式
: Y ” 1

.

1 9 x 1 0一 2 + 1
.

1 4 x 1 0
一 :

D + 0
.

7 5 又 1 0一 4
D 2 。

经与
“ 。 C o 一丫线和 X 线比

较
,

氮水日粒子 R B E 分别是 2
.

0和 1
.

6。

三
、

人类精子染色休分析及辐射诱变

(一 )人类精子染色体的自然畸变率

目前世界上对这方面的研究主要集中在

几个实验室
,
R u d a k第一次分析了一例23 岁

健康男子的 60 个精子染色体 组
,

继 而 M ar
-

t i n 临
、

6 〕
、

B r a n d r i f f 〔` 5
, , 6〕和 上 口 勇次

郎〔” 也作了一些研究 ( 见表 1 )
。

一

书尸

表 1 各实验室关于正常人精子染色体崎变分析结果

作 者

受检的

个体数

分析的

精子数

性 比

Y X Y /X P值

染 色 体 异 常 ( % )

结构

异常

趁单
借体

亚单

借体

总染色
休异常

- 一 -
,

-
-

一一-
-

一一
一

~

一
~

-
一

~

- - 一
-

~
- - 一

-

一
2

、.声、 J,、 ,
ù

.js内b。JO甘.自J. n山.
nJÒ口

了.、了.、了.、

Ru da k〔 2 〕

M a r t i
n 〔 5

、
6 〕 5 1 12` o

B r a n d r气f f〔 15
、 飞G〕 1 5 2魂6 5

上口 勇次郎〔 7 〕 1 0 2 6 6 8

2 6 3 4 0 。 7 8 < 0 。 0 5

5 5 8 6 8 2 0 。 9 2 < 0。 0 5

. 1 2 5 1 1 2 5 6 0
。
9。 > O。 0 5

1 2 1 0 1 3 9 1 0。 87 < 0 。 0 5

( 1
。 7 )

4 6

( s
一
7 )

1 9 1

( 7
. 7 )

36 3

( x s
。
` )

( x
。 7 )

4 1

( 3
。 0 )

1 8

( O
。 7 )

1 6

( o
一
6 )

2 2

( o
。 a )

4

( 6
。 7 )

1 17

( s
。 7 )

2 3 1

( 。
。 ` )

刁d z

( 15
。 0 )

. 作染色体组异常分析 的细胞数
,

有 些细胞又作带X
,

带Y染色体分析未进行其它分析
。

未计人总数内
,

故作性比分

析的细胞数为 2 5 0 7
。

从带 X 和带 Y 精子染色体组的比例看
,

R u
d
a k和 M ar it n

及上 口勇次郎的结 果 以 带

X的精子染色体组为多
,

但 B r a n d r i f f的结

果不同
,

几乎是 1 : 1
,

与理论值一致
,

但综

合他们的整个结果分析
,

仍以带 X的精子占

多数
,

是否减数分裂不产生相等数量的 X或

Y精子还有待于探讨
。

另外
,
R u d

a k和M a r t i。

的材料中精子染色体组中多一条染色体的分

别占异常精子染色体组 中 的 3 3
.

3% ( 1 / 3 )

和 35
.

0% ( 41 / 1 17 )
,

这与自然流产物中50 写
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、 份
,

染色体异常是三休型非常取!似
,
但在 B r a n -

d r i ff 的材料中其发生 率 较 低
,

仅为 7
.

8%

( 1 8 / 2 3 1 )
。

M
a r t i n 〔 ” 〕和 B r a n d r i f f〔 ’ “ 〕还

证明这些三体涉及 G 组染色体的明显高于其

它组常染色体
,

这与人类发生的三体中以 21

三体最常见一致
。

自然流产物中常染色体单

体型是罕见的
,

但异常的精子染色体组中约

有 1 0
·

9 ( 8 2 / 7 5 3 ) 是丢失了一条常染色体
,

从整个数据看
,

它与三体在异常染色体组中

所占的比例是相等的 ( 7 6 / 7 5 3 1 0
.

1% ) (见

表 1 )
。

他们还证明
,

见到的非整倍体染色

体中具有各组染色体变化甚至是自然流产物

中罕见的 1 号染色体三体 〔 “
、 `的

。

自然流产

物中常有单体 X
,

并且认为 75 % 起 源 于 父

方的不分离〔 , 7〕 ,

但人类精子染色体 分 析中

极少出现 X染色体丢失
,

在 B r : n d r i ff 分析的

2 46 8个精子染色体组中仅见一个 〔 , “ 〕
。

精子染色体结构畸变的波 动 较 大
,

从

1
.

7至 1 3
.

6%
,

其中数量最多的是染色体 断

裂
,

其次是无着丝粒断片
,

染色单体交换
,

单体断裂
,

染色体缺失
,

双着丝粒体
,

易位

和重复
。

染色体断裂发生率高
,

是否与培养

基中含有易诱发染色体断裂物有关
,

有人作

了同样条件的培养〔 , “ 、 , ` 〕 ,

分析仓鼠卵细胞

( 即雌性原核 ) 的染色体断裂
,

证实培养基

不是人类精子染色体断裂频率高为其特征
。

B r a n d r if f〔 , “ 〕作了有父子关系的染色体断裂

点的比较性分析
,

结果有共同断裂点的发生

率不高
,

发生率高的都是无共同断裂点的
,

说明断裂发生率高并不是人类精子染色体的

特性
。

在上 口勇次郎的实验数据中
,

结构畸

变率是目前报道中最高的
,

而数目异常是最

低的
,

其原因原作者认为主要是实验方法不

同所致
,

他们用改进的方法制备的标本中
,

细胞膜不破
,

减少了染色体丢失
,

故减少了

人为造成的数目异常
,

同时断片也不丢失
,

提高了检出率
。

(二 )辐射诱发人类精子染色体畸变的研

究 ( ’ , 〕

M a : t i n l之1 1( 1 9 8 6 )对一3例来丸肿瘤患

者放疗前后的精子染色体组进行分析
,

攀丸

吸收剂量为 0
.

4~ 5
.

OG y ,

分别在照射前和照

射后 1 2
、

14 和 36 个月观察其精子染色体畸变

情况
。

结果
:
放疗后 1 2

、
艺4和 36 个月的异常率

分别为 1 3% ( 1 / 8 )
、

一3% ( 7 / 5 5 )和 2 1% ( 1 8

/ 8 0 )
,

照射后总平均异常率为 1 5% ( 2 6八 4 7 )
。

与正常人群中精子染色体异常率比
,

照射后

总平均异常率和照射后 36 个月的异常率明显

增高
。

分析照射后 36 个月的个体之间精子染

色体异常率变动为
:

6 ~ 67 %
,

与辜丸组织

吸收剂量明显相关 (
r == 0

.

8 8 4 ; P < 0
.

0 2 )
。

说明放疗可诱发人类精子染色体数 目
、

结构

异常率增加
,

并说明诱发的各类生殖细胞染

色体异常均可传递给成熟精子及子代个体
。

上 口勇次郎〔 7 〕用 5 名健康男子 精 掖 作

体外X 射线照射
,

其染色体结构异常的精子

发生率
: 0

、
o

`

2 5
、

0
.

5 0 、 1
.

0和 2
.

OG y 组分

别为 2 4
.

2%
、

1 5
.

9%
、

2 5%
、

4 2
.

7%
、

6 5
.

2

%
,

说明异常精子发生率随照射剂量呈直线

增加
,

其方程
: Y 二 1 3

.

89 + o
.

28 D
,

照射诱发

的畸变
,

大部分是断裂和断片
,

少数是易位
。

(三 )放射性诱发精子染色体畸变敏感性

的种系差异

人类精子染色体辐射诱变的结果与其他

哺乳动物精子的研究结果相比较表明
:
人精

子的辐射敏感性最高
。

过去的研究
,

有的是

用显性致死为指标
,

已证明
:
显性致死率与

1 细胞胚时出现的染色体结构畸变率几乎相

等
,

所 以可与精子染色体畸变结果比较
,

其

结果
:
人精子的辐射敏感性分别是豚鼠

、

兔

子
、

中国仓鼠
、

小 鼠和金黄地鼠的约 6 倍
、

5
.

5倍
、

3 倍
、

3倍和 1
.

5倍
。

这对于评价男

性受照后对下一代的影响具有重要意义
。

四
、

砚子染色体分析在辐射细胞遗传学

中应用的前最

多年来
,

在辐射诱发人类生殖细胞染色

体崎变的研究中
,

主要是根据哺乳动物的研
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究材料推算人类生殖细胞的损伤 程 度 〔 2。〕 。

目前还未能在同一实验中作辐射诱 发 人 类

配子染色体畸变与小鼠配子染色体畸变的比

较性研究
。

但从自发畸变率看
,

人类配子染

色体畸变率为 9
.

3%
,

三体 率 为 1
.

2% ( 见

表 2 ) ; 小鼠受精卵 中染 色 体 畸 变率 为

1
.

3%
,

三体率为 0
.

3% ( 见表 1 ) , 1
.

OG y

和 2
.

o G y X射线照射后
,

小鼠染色体畸变率

为 8
.

3%和 1 4
.

8%
,

而人的配子染色体 畸 变

率分别为 3 3
.

2%和 6 2
.

9%
。

后者明显高于前

者
。

因此
,

有必要对辐射诱发人类和小鼠配

子染色体畸变率进行系统比较
,

验证以往用

体细胞研究所得的种系差异代替生殖细胞之

间规律的合理性
。

另外一个途径是研究辐射诱发生殖细胞

与体细胞染色体畸变之间的关系
,

以便从体

细胞染色体畸变研究了解生殖细胞的损伤程

度〔 2。〕
。

大量研究表明
,

辐射诱发小鼠体细胞

染色体畸变 ( 双着丝粒体或易位 ) 是小鼠精

原细胞染色体畸变 ( 易位 ) 的 4 倍
,

人类的

材料也基本与其一致 〔“ “ 〕 ,

并且间接证明受照

个体中精原细胞易位率以 1 / 4 的比例传 给

子代
。

所以人们利用这样一个模式
:
人体细

胞染色体畸变率外推一 , 人生殖细胞染色体

畸变率外推一~ 子代个体染色体畸变率 (也

就是配子染色体畸变率 ) 进行探讨
。

现在能

直接分析配子染色体畸变
,

上模式应改为
:

人体细胞染色体畸变率外推一 , 配子染色体

畸变率
,

直接找出二者之间的规律性
。

直接分

析受照个体的体细胞染色体畸变后
,

就能掌

握子代中染色体畸变的发生率
,

对优生
、

优

育尤为重要
。

目前尚无辐射诱发体细胞和生殖细胞染

色体畸变规律性的研究
。

B r a n d r i f f〔 , 6〕作了

正常男性外周血淋巴细胞染色体畸变率与配

子染色体畸变率的比较
,

结果表明
,

精子中

染色体畸变率明显高于淋巴细胞中的染色体

畸变 ( P < 0
.

01 )
。

这与以往的研究结果 ( 以

体细胞敏感性高 ) 正相反
,

所以需要进行深入

系统研究
。

总之
,

配子染色体分析是一个新领域
,

无论在遗传学还是在辐射细胞遗传学中都有

许多问题有待于解决
。

参 考 文 献

1
.

Y a n a g i m a e h R , e t a t : B io l R e p r记 19 76
,

15 : 4 7 1

艺
.

R
u
d
a k E

, e t a
l
:

N
a ; u r a l 19 7 5

,
2 7 4 :

9 1 1
。

3
.

M a r 士i n R l { , e t a l : F
e r士11 S t e r i l 1 9 5 3

,
3 9

: 37 9
。

4
.

M a r t i n R H
, c t a

l
:
C y 全

o ge en ti e e e ll G e n e t

1 9 8 3 , 3 5 : 25 2
。

5
.

M a r t i n RH
, e t a l : A m J H

u m a n
G
e o e t

1 9 8 2 , 3 4 : 4 5 9
。

6
.

M a r t i n RH , 。 t a
l、 书

u m a n
G

o n o t 19 8 3
,
6 3

: 3 0 5
。

7
.

上 口勇次郎
,

他
:
遗传 1 9 8 6

,
4 0 : 3 6

。

8
.

Y a m ad
a
T

, e t a
l
:

J R
a
d i

a t i o n R
e s 1 98 2

-

2 3 : 4 5 0
。

9
。

Y a m a
da T

, e t a
l
: R a d ia tio n R e s 1 98 2 ,

9 2 : 3 5 9
。

10
.

M a t s u da Y , e t a l l M u t a t i o n R
e s 1 9 83

-

12 1 : 1 25
。

11
.

M a t s u d a Y
, e t a

l
r M u t a t io n R

e s 1 9 85
,

1 4 9 : 1 1 3
。

12
.

M a t s u d
a Y , e t a

l
: M u t a t i

o n

eR
s j 98 5

-

1 5 1 : 2 75
。

23
。

M a t , u da y , e t a l* M u t a t i o n R
e s 1 956

-

1 60 : 87
。

14
.

aK
t o h

、

M , e t al :

PJ
a n

J G
e n e t 19 83

,
5 8

: 3 37

15
。

B ar n d r i f f B , e t a l: H u m a n G e
加 t 19 84

,

6 6 : ! 9 3
。

16
.

Bt an dr i f f B , e t a l: H u m a n

eG en t 19 85 -

7 0 : J S
。

一7
。

OH f f m a

皿 G K , e t a
l
: E盯 i or

n m e n ta l M u -

t a萨 5
1
5
! 98 6

,

8 : 6 43
。

1 5
。

M 舀r t i n R H , e t a
l
:

C y 之ose
n e t i e C

e
l l G

e n e t

少98 3一 3 5 : 4 1
。

19
。

M a r ti n R H , 。 t al : M u t a t i o n R e s 2 9 5 6 ,

1 7 3 : 2 19
。

2 0
.

蔡露等
:
国外医学放射医学分册 19 8 6,

j o ; 13 3
,

口

门尸


