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G PA基因位点突变分析在辐射生物学中的应用潜势

中国医学科学院放射医学研究所 李艳红绿述 王知权 肖佩新
.
审

扭 耍
:
利用单克隆抗体和流式细胞仪检测血型糖蛋白人 ( gl y coP 茄ri

n
A ) 基因位点突变的新

方法
,

为人类体细胞突变的定量分析提供了一个快速
、

灵敏
、

可靠的实验体系
。

对接受过综 合 化

疗或放疗的肿瘤病患者和对 40 多年前广岛原爆幸存者的研究表明
:
G P人基因位点突变频 率 的增高

与线性剂量反应相一致
。

从而提示
,

G P A基因位点突变分析系统有可能作为对慢 性 小剂最照射累

积的生物剂量计
。

一
、

引 言

随着科学技术的进步
,

核能和核技术在

工业
、

农业
、

医学中的应用日益广泛
,

受到

附加低剂量辐射的人群则越来越多
,

如何有

效地评价慢性辐射的累积生物效应 已显 得 日

臻重要
。

由于通常采用的回顾性调查和物理

模拟方法在估算慢性辐射剂量 中的局 限性
,

人们一直在寻找一个较灵敏的生物剂量计
。

目前
,

有可能作为辐射生物剂量计的是
:

染

色体稳定性畸变的检测〔 1
,

幻和特殊基因位

点突变分析 〔 ”
,

4 〕 , 尤其是最近综合利用单

克隆杭体标记和流式细胞仪检测而建立起来

的血型糖蛋白 A位点 ( G P A ) 突变分析方法
,

突出地在这一方面显示了其应用潜势
。

二
、

G p A突变分析系统

1
.

G P A 的一般生物学特性

G P A 是人类红细胞表面上一种 最 主要

的
,

也是结构了解得最清楚的血型糖蛋 白
,

在每个人红细胞上 大 约 有 5 x 10
”

个 拷 贝

〔 6
、

6 〕
。

G P A 分子由一个共 显 性表达的多

态等位基因编码
,

此基因定位在人类第 4 号

染色体上的 4 q
“ 8一 q “ `区 〔 7 〕 。

除少数几个不常

见的变异体外〔 8 〕 ,
G P A分子主 要 以 G P A

(M )和 G P A ( N )两种等位形式存在
,

二者的

差别仅在于整个多肤链中N 端的第 1 和第 5

位上氨基酸不同
,

前者在第 1和第 5 位上分

别为丝氨酸和甘氨酸
,

而后者则分别为亮氨

酸和谷氨酸 〔 9
、 , “ 〕。

G P A 的这两种主要形式

决定着 M N血型系统
。

人类中
,

大约有 50 %

的人在此位点上是杂合的山 〕。

2
。

检测 G P A突变的 IW I和 2W 2系统

由 L a n g l o i s和 B i g b e e等〔 7 〕址近建 立起

来的G P A 突变分析方法
,

包 括 I W I和 2W 2

两个检测系统 ; 突出的特点之一是 G尸A 单

克隆抗体的使用
。

有关 G P A 单克隆抗体的

研究已有过 许 多 报 道 〔’ “一 `了〕。

表 1 列出了

I W I和 2W 2两系统所选用的单克隆抗体及检

出的变异体
。

其中 IW I检测系统选用一种对

G P A ( M )特异的M
o A b一6 A 7和另一种能 均

等地与G P A ( M )和 G P A ( N )结合的M
o A b -

l o F 7 , 2W 2系统中选用 T Z种分别
{
对 G P A

( M )和 G P A ( N )特异的单克隆抗 体 M
o A b -

N N 3和 M
o A b一 9A 3

。

由于所选用的抗 体 具

有不同的特异性
,

因此不同表型的红细胞经

固定后将会与相应的荧光抗体结合而具有不

同的标记特征
,

被标记的红细胞从流式细胞

仪喷嘴口喷出时与激光束相遇便释放出特征

性荧光和散射光讯号
,

根据细胞与激光相遇

所产生的光讯号的不同
,

流式细胞仪即可将

少数变异体从正常 M N细胞中分选开 来 〔 , “ 〕 。

. : 河北省放射卫生研究所
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依据以上原理
,

使用 IW I和2W 2系统可检出N O
、

N N
、

M O和M M 四种变异体
。

表
.

IW I和 2w 2两系统所选用抗体及检出的变异体

系 统 抗 体 杭体特异性 荧光标记 荧光讯号 检 出的变异休 及荧光讯号的强度

IW I

。A 7 对 G p人 ( M ) B
一

A亏T R

2o F 7 对 G P A ( M N ) F IT C

失去 > 90 %

正常的 1 / 2 ( 士 30 %

失 去 > 9。%

正常 ( 士 3 0% )

红绿

N N 3’
2W 2

9 A 3

对 G P A ( N )

对 G P A ( M )

B
一

人 V T R

F IT C

失去 > 90 %

正常 ( 士 50% )

失去 > 90 %

正 常的 2 倍 士 ( 30 % )

0一r划N一M

红绿

选择 G P A位点作为 检 测体细胞突变的

指标
,

有其独到的优点
:

① G P A 基 因位于

常染色体上
,

是共显性表达的
,

因此每个等

位基因的表达缺失都能够独立地进行检测
,

并使我们能够分辨那些将会 同时对两个等位

基因产生影响的非G P A 位点突变 ( 蛋 白质

转运或转运前修饰等 ) 和一些非遗传性影响
〔 7 〕

。

②发生在 G P A位点上的突变在选择上

可能是中性突变 (
n e u t r a l m u t a t i。 n

)
,

因

为
,

这个蛋白质似乎没有必不可少的功能
,

那些被确认在红细胞膜上完全缺乏 G P A 的

个体
,

其红细胞的寿命和功能并不受到明显

的影响〔 7 又
。

由于选择上的中性
,

所测得的突

变频率可 以较真实地反映过去所 发 生 的突

变 ` ③G P A 基因的表达 在正 常个体以及同

一个体的不同细胞中非常稳定
,

其间的差别

小于 10 % 〔 7 〕。

此外
,

由于正常M N血型红细

胞上 G P A ( M )和 G P A ( N )几乎均等地 各占

50 %
,

因而可以很方便地使用正常 N N
、

M -

M和M N血型人的红细胞作为检测变异 体的

参照标准
。

三
、
G p A突变分析系统在医学和

放射生物学研究中的应用

L : n g l。 15等 〔 7 〕应用G P A 突 变 分 析 系

统
,

对二组肿瘤病患者进行了研究
,

一组是

在未接受任何治疗之前进行检测 ; 另一组则

在接受了至少 9 周 ( 平均 20 周 ) 的综合化疗

或放疗之后进行
。

研究结果表明
:

未接受治

疗的患者其 G P A位点的突变 频率与 正常者

无甚差异
,

但接受治疗后
,

患者 G P A 位点

的突变频率增高 2 ~ 4 倍
,

并且差异显著
,

作 M a n n 一 w h i t n e r y测试 P < 0
.

0 0 1
。

以 上结

果也与从次黄嗓吟转磷酸核糖基酶分析系统

所得的结果相吻合 〔 ”
、

4 〕 。

另外
,

在治疗过

程中或治疗后立即取样以及在治疗完成后 12

一 16 周取样都观察到患者血液中红细胞变异

体发生的频率出现增高 , 在治疗过程中因接

受致突性化学药物和放射线作用 而 增 加 的

G P A位点突变频率能够
一

长期保存
。

事实上
,

许多报道表明
:
接受过综合化疗或放疗的肿

瘤病患者
,

发生继发性癌症的危 险 度 增 高
〔’ “ 、 ’ 9〕 ,

其中最明显的是白血病的发生
。

据

C
u r it s

等〔 2 “ 〕大规模的研究表明
:

因 治 疗因

素诱发白血病的危险度增高 2 ~ 5 倍
,

这个

数值与G P A位点突变频率的 增高 相一致
。

可见
,
G P A突变频率的增 高与 患癌症危险

度的增高也有相关性
。

鼓近
,

「l本的N a k a r n o r a 和 A k i y a m a

等 〔“ `〕利用G 尸A 位点突变分析系统
,

对广岛

原爆幸存者作了分析
。

实验对象分为两组
:

受照组 43 人
,

根据 T 65 D R辛受照剂量为 14 ~

8 8 4 e G y ( l e G y = l r a d ) , 对照组为 2 0人
,

受照剂量小于 cI G y
。

研究表明
:

对 照 组中

N O
、

M O
、

M M变异体的频率都较低
,

平均

变化范围 为 ( 7 一 1 5 ) x 1 0 一 6 ,

此值与以前

. 指广岛和长畸原子弹受害幸存者 1。。 5年估算 的哲定照射荆 t .
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在正常人中测得的G P A突变频率 VF 二 ( 9”

2 1 )x l o
一 6
相符 , 在受照组 中

,
于4 0

、

M O
、

M M变异体的频率 从 正 常 水 平 到 1 3 12 x

1 0
~ . ,

变化幅度很宽
。

用悠个受照者的 T 6 5 -

D R剂量估算值来确定辐射剂量与所 观察到

的G P A 突变频率 ( V F ) 之间的关系
,

按照

B r o w n和 M 。 。 d 所提出的中值检验表明
,

随

着剂量的增加
,

V F的中值也增加
。

大多数供

血者的V F与线性剂量反应相一致
,

并 符 合

V
s = a + b D 的模式方程

。

N a k a m u r a
等还进

一步将供试对象分为 1 4~ 6 2
, 6 9~ 1 7 4 , 1 8 0

~ 3 5 9和 3 6 7~ s s 4 e G y 四个不同的剂量组
,

依

据各组的平均 V F和剂量区间分析
,

线性回归

给出的适宜参数是
a = 15 x 1 0

一 。 ,
b = 0

.

2 2 义

1扩叮
C
启y ,

相关系数
r 二 0

.

”
,

分 组的资料

与线性回归高度吻合
。

利用动物模拟实验
,

N a k a m u : a
等还研究了急性照射对干细胞池

大小的影响
,

并圆满地解释了少数大剂量受

照者的V F明显偏离线性回归是由于大 剂 量

急性辐射使干细胞池中存活细胞数目剧减而

引起的统计波动所致
。

四
、
G P A突变分析系统的应用前 .

尽管广岛原子弹爆炸距今已 40 余年
,

但

在原爆幸存者中仍然观察到 G P A位 点 突变

频率的增高与线性剂量反应相一致
。

这进一

步证明了辐射引起红细胞样前体细 胞 G P A

位点的突变
,

并通过遗传机制而长期保存
。

另外
,

在肿瘤病患者和广岛原爆幸存者中所

观察到的 G P A位点突变频率 的增高与 表 示

机体遗传损伤效应和健康危险度增加的其它

指标 ( 如染色体畸变等 ) 的结果也是相互印

证的
。

有理由认为
,
G P A位点突 变 是一个

能较真实地反映机体遭受辐射损伤程度的指

标
,

而且这一分析系统将有希望作为一种新

的生物剂量计
。

作为一个辐射生物剂量 计
,
G P A 突变

分析系统具有许多优点
:

1
.

灵敏
。

对 I W I和 2W 2检测系统中选用

的儿种单克隆抗体的 S
c a t 。 h a r d分析表明

,

抗体与红细胞表面 G P A抗原的结合常 数 儿

乎达 1。。五1
一 ` ,

而且结合量呈线性关系 〔 6
、

6 〕 。

单克隆抗体的高度特异性
、

亲和性以及杭原

决定基位置各异的单克隆抗体的结合使用
,

使 G P A突变分析系统的检测范围相当宽
,

不

仅能检出单个碱基变换
,

小的嵌入或缺失
,

甚至能检出大片段或整个基因的丢失等
。

如
IW I检测系统中M

o A b一 5 A 7的抗原决定基在

G P A 分子 的 N 末端
,

而 M o A b一 1 0 F 7的抗原

决定基位于 G P A 分子的中部
,

可以肯定
,

在 IW I系统 中所检出的N O 变异 体 缺 失 了

G P A 分子的大部分
,

甚至是全部〔 7 〕
。

2
.

快速
。

应用M
o A b和流式 细胞仪分

析G F A 位点突变是一种十分快速的 方 法
。

根据 J en
s e n 〔22 〕的估计

,

M位 点 的 自发突变

频率为 8 x 10
“ 。 ,

对每一个体 检测 10
”
个 红

细胞即足以用于定量分析
,

而流式细胞仪每

秒钟一般能分析 1 0 0 0一 2 0 0 0个 细胞
,

因此每

分析一个样品只需要约 15 一 30 分钟
。

3
.

采样方便
。

利用外周血作为检测样

品
,

既方便又易获得
,

很适宜做群体分析
。

4
.

稳定性好
,

重复性高
。

这 是 G P A

突变分析系统的另一个优点
。

当然
,

G P A突变分析系统也 有 其局限

性
,

因为G P A是在红细胞样前 体细胞上 表

达的
,

一个突变损伤必须在早期前体细胞上

被固定
,

最后变异体还必须能够增殖和分化
,

这就使这一分析系统只能检测有稳定表型变

化的变异体
,

并且只实用于 M N血型 者
。

另

外
,

在确定各供血者的受照史和健康危险度

时
,

其有效性还有赖于在数 目有限的干细胞

池中极少数突变被记载的精确性 ( 即受统计

波动的影响 )
。

但尽管有以上限制
,
G P A突

变分析系统仍不失为一种有希望的生物剂量

计
。
N a k a m u r a

等 〔2 `〕认为
,

此方 法尤其实

用于检测由慢性低剂量照射所引起的突变
。

因为此类辐射对正常干细胞池大小的干扰程

( 下 转封 三 )



几乎不成间题
。

t朱份璐摘 林汉校〕

06 0 ’ . , T。
一

离` 映盆 ( 拼变 ” M。发生登 产品 ) 翻

荆中放射性核杂质对不同年龄组的辐射荆 t 〔英〕 /

N a g a r a t n a m A… / / E
u r N u e

l M e d一 19 8 8
, 1 4 ( 7 /

8 )
。

一 3 3 1~ 6

放射性药物中的放射性核杂质不能提供任何诊

断信息
,

却可增加对病人的辐射剂量
。

本文列出了

来 11N o
日k

e
和 E l

s a s s e r

与来自 Ic R p工作组报告草案关

于
. g m

T
e 一

高铃酸盐对不同年龄组 ( 1
、

5
、

1 0
、

1 5

岁及成人 ) 的剂量表和不同核杂质对不同年龄组的

作用麦
。

这些核杂质又是根据欧洲 药 典 上 规定的
, , M 。 、 : , , I

、 ` , , R u
、 , ,

sr 和
’ 。
S
r
的最大 允 许量进

行选择的
,

此外在最大规定水平上还选择了山 , A g

作为卜丫发射体
、

”
’
P u作为 a发射体

。

由于 IC R p工作组针对人进行研究
,

i厄N
o
日k

e

大部

分研究对象是动物
,

故前者更可靠
。

结果表明
,
最大允许量条件下的放射性核杂质

的总作用相当于” m
T
c 一

高碍酸欲剂讯的 3 0%左右
,

这个位随着年岭的增大略微增加
。

此外
,

特殊器官如肝脏
、

肾脏 可接受
. , m T 。

剂址

的 3 一 4措和 1 一 3 倍
,

骨表面剂量从 1 岁的 25 %

增加到成人的 20 0 %
,

肾上腺 60 %
,

肺
、

大肠和胰腺

40 %左右
,
甲状腺与胸腺各 30 %

、

攀丸 25 % ~ 40 %
、

卵巢和 红骨髓各25 %
且 3 立

I主要集中在甲状腺
,

其它

器官主要为
卫, o m

A g
、

” M o
和

’ 3 ’
p
。 。

文章最后指出
,

应该考虑将杂质的有效当员剂

量限制在二
m
T
c 一

高褥酸盐本身的 10 %
。

〔胡可可摘 夏振 民校〕

六诊

扮

( 上接第1 1 6页 )

度低
,

因而统计波动的影响不大
。

G P A位点突变分析系统除了有希 望 作

为慢性照射的生物剂量计应用于评价医用 X

线工作者
、

放射性厂矿的工人
、

核医学及放

射诊断病人的健康危险度外
,

还可以广泛用

于检出和分析发生在G P A位点上的 各 种不

同的变异
,

对探讨突变机理有一定的意义
。

此外
,

其工作原理还可
.

推广应用于检测发生

了化学或酶学改变的变异细胞
。
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