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淋巴细胞胞浆分裂阻滞微核技术及其应用前景
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审

提 要
:

淋巴细胞胞浆分裂阻滞微核法是检测人及动物细胞在 Cy t
一

B作用后形成的双核 B C细胞

中的微核
,

它克服了常规培养微核法在细胞动力学上存在的间题
,

确保检测第一次分裂后细胞中的

微核
。

该法比常规培养微核法准确
、

敏感
,

预计不久将有可能取代常规培养微核法
。

微核技术作为检测染色体损伤的遗传毒

理学短期测试法
,

已广泛用于对环境中理化

因子的监测
。

虽然方法简单
、

快速
、

可靠
,

但其敏感性和准确性相对较低
。

常规培养淋

巴细胞微核法是检测全 部转化 细胞中的微

核
,

其中也包括一部分未转化细胞
,

这样势

必降低方法的敏感性和结果的准确性
,

为解

决这一细胞动力学间题
,

人们在不断地探索

新技术
。

1 9 7 4年
,

iP
n c u

等将 5一澳脱氧尿嗜吮

核昔 ( B r d U ) 掺入到培养的人体外周血淋巴

细胞中
,

用 F P G染色鉴别分裂细胞 〔 1 〕
。

八十

年代中期
,

F e n e e h和M
o r l e y 首次使用细胞

松驰素 B ( C y t o e h a l s i n B
,

C y t一B )建立了人

淋巴细胞胞浆分裂阻滞微核法 ( C yt
o k in e s is

一b l o e
k m i c r o n u e l e u s m e t h o d ) 〔 “ 〕 ,

简称 C B

微核法
。

该方法克服了常规培养微核法的缺

陷
,

并且在研究不同剂量 X射线照射后 C B细

胞微核剂量效应关系
、

探讨在人外周血淋巴

细胞中建立生物剂量计
、

分析肿瘤病人放射

治疗前后 C B细胞微核的变化
,

以及评价理化

因子的遗传毒理效应等方 ll1r’ 己初步取得了一

些有意义的结果
。

口
一

前
,

C B微核技术越来越

受到人们的重视
。

一
、

C B微核法的原理
、

方法

及影响因素

C犷t一 B 为杂环化合物
,

分子式 C Z。 H 37

N O 。 ,

是 一 种 真 菌 ( H e lm i n t h o s p o r i u m

d e m at i io d e u m )的代谢产物
,

一般情况下比

较稳定
,

溶于二甲基亚讽 ( D M S o )
,
于
: ,

4℃

* 卫生部工业卫生实脸所

下可贮存三年
。

C yt
一 B具有一种特殊效应

,

低浓度的 C y t 一B有刺激核分裂而抑制细胞质

分裂的作用
,

超过一定剂量
,

则细胞膜破裂
。

此外
,

C yt
一B还能抑制细胞的运动

,

但用正

常培养液洗涤后仍能恢复正常
。

具体用法是

将C yt
一 B溶于一定浓度的D M S O 中

,

于
一 40 ℃

~
一 70 ℃保存

,

作为储存液
,

需用时融化
,

用

生理盐水稀释成所需浓度的工作液
。

实验研

究证实
,

C yt
一B不会诱发淋巴细胞微核〔 2 〕。

从染色体无着丝粒断片学说的传统观点

来看
,

这些断片由于没有着丝粒
,

不能被纺

锤体牵向两极
,

因而不能纳入子细胞中
,

成

为游离于胞浆中的微核
。

此时阻滞胞质分裂
,

则出现双核细胞
。

C B微核技术应用 C yt
一 B阻

止细胞质内微丝的聚合
,

从而阻滞胞质分裂
,

形成双核
。

于培养的细胞第一次分裂结束之

前加入 C y t一 B
,

细胞质分裂被阻滞
,

形成双

核细胞
,

如果二次胞质分裂阻滞
,

则形成 3

核或 4 核细胞
。

为保证检测第一次分裂后细

胞
,

只记数双核细胞中的微核
。

C B 微核法是将人体外 周血的全血或分

离淋巴细胞接种在含有小牛血清
、

适量植物

血凝素 ( P H A ) 的 R P 五111 6 4 0培养基中
,

于

37 ℃恒温培养至细胞进入 M l
期时

,

加入一定

浓度的C y t一B, 继续培养至 72 小时
,

终止培

养
。

经低渗
、

固定
、

制片
、

G ie m s a
染色后

显微镜下观察
,

每份标本至少观察 1 0 0 0个胞

浆完整的双核 C B细胞
,

记录双核 C B细胞中

的微核数
。

近来亦有报道小鼠外周全血
、

分

离淋巴细胞及动物细 )}包株夕11 C I J I`细 )j包
、

Y
7。



·

1 1户

细胞等用于CB 微核检测
,
C yt

一
B加入时间及

处理时间由受检细胞而定
,

制片过程与上述

大 致 相 似〔 “ ~ 6 〕
。

记 录微 核的标 准 参考

C o u n t r y m a n P l和 H e d d l e J A ( 1 9 7 6 ) 〔 6 〕

及 H e d d l e J A ( 1 9 7 8 ) 的方法 〔 7 〕 ,
C B细胞

微核的出现率属泊松分布帕 〕 ,

可用相应的统

计学方法处理
。

C B微核法成败的关键在 于要有尽可能

多的第一次分裂双核 C B细胞 ( M
,
双核 C B细

胞 )
,

记录分析 M L
双核 C B细胞中的微核

。

由于 C y t一 B具有特殊效应
,

在微核实验
,
卜

,

C y t一 B的浓度对观察 C B细胞微核具有一

定影响
。

C
a r t o r于 1 9 6 7年发现 C y t一 B的浓度

为 0
.

5件g / m l时即可阻止胞浆分裂
,

1 协g /m l

I哮作用更完全
。

W
r i g h t于 1 9 7 2年报道完全抑

制胞浆分裂的浓度为 2 ~ 4 卜 g / m l
,
F e n e c h

采用全血分离淋 巴细胞 培养
,

使用 浓度为

3
.

0件g / m l的C y t 一B得到满意结果 〔 2 〕 。

蒋本

荣等 〔的对全血培养C B微核方法学进行探讨

时提出
,

在全血及 1 m l培养体系的条件下
,

当C y t一 B浓度低于 6 件 g / m l时
,

双核 C B细胞

很少 ( 0 ~ 4
.

0 % ) , 浓度达到 6 林 g /m l时
,

双核 C B细胞上升到 45 ~ 5 1
.

3% ,而高于此浓

度
,

未见双核 C B细胞相应增加
,

从而确立 6

卜g / m l 浓度是获得大量双核 C B 细胞的最适

浓度
。

这一浓度比 F e n e c h报道的浓度高
,

作

者认为
,

可能是全血培养淋巴细胞间杂有红

细胞
、

粒细胞等
,

减少了淋巴细胞与 C yt
一B

接触的频度
,

所以要获得大贯 的双核 C B 细

胞
, C y t一B浓度要适当增加

。

M i t c h e l l和 N o r m a n 〔 , o〕指之J;
,

对于微核

分析必须考虑细胞动力学的影响
。

实验研究

证实
,

处于 G
。
期的淋巴细胞经植物血凝素

( P H A ) 刺激后
,

进入不 同时相 〔 , `〕 ,

培养

至 40 小时时
,

淋巴细胞处于第一细胞周期 ;

4 8小时时
,

第一次分裂周期细胞与第二次分

裂周期细胞各占 50 % ; 66 小时时
,

80 % 的淋

巴细胞处于第三分裂周期 〔’ “〕 。

由寸
二

培养条件

及个体差异等因素影响
,

细胞进入 M
,
期的时

问不同
,

因此要获得M ,
双核 C B细胞

,

加C八

一B的时间必须在培养的淋巴细胞进入 M
,
)刃

之前
。

l阿k o k s a l等 〔` 3〕的研究结果表明
,

C B

细胞微核率不受加 C yt
一B时间的影响

M i g l i o r c
等 〔 , 4〕对全 血培养和全血分离

淋巴细胞培养进行了比较
,

提出全血培养是

检测化学药物诱发离体血淋巴细胞 C B 微核

的较好方法
。

微量全血培养操作简单
,

且获

得的双核细胞多
、

形态好〔 8 〕
。

我们在实验中

也发现
,

全血分离淋巴细胞培养制片后
,

有的

细胞成堆
,

胞浆界限不清
,

带来识别
_

L的困

难
,

以至影响结果的准确性
,

而采用全血培

养制片后
,

细胞胞浆丰富
,

形态完整
,

分散

良好
。

F e n e e h等父」4 0例年龄 2 1~ 8 4 岁 j ,f]健康

人群 C B细胞自发微核率进行检测
,

发现随年

龄的增加
,

C B细胞自发微核率呈近似指数增

加
。

回归曲线表明
,

以每年 4
.

3%的比率增加
,

从 2 编上丁!
·

至 10 0编 〔 2 〕
。

而 P r o s s e r
等 〔 8 〕对

i 选例年龄 2 1 ~ 4 5岁健康人群的自发 C B 细 j泡

微核率的检测发现
,

个体间无明显差异
,

自

发 C B细胞微核率的范围在 10 ~ 18 编
,

乡卜认为

年龄对 C B细胞微核率无影响
。

二
、

C B细胞微核的荆皿效应关系

为了正确评价淋巴细胞微核测定在辐射

防护中的应川价位
,

首先要了解微核率的剂

量效应关系
。

对于细胞中微核产生的剂量效

应关系已进行了大量研究
,

并取得一定结果
〔 , 5一 , 7〕 ,

但仍不甚满意
。

p r o s s e r ( 8 〕提出
一

J
’

常规培养微核在细胞动力学上的不确定性
。

C B微核方法的建立
,

解决
’

r 上述间题
。

19 8 5年
,
F e n e e h等应用仁B微核法刘

·

C B

细胞微核产生的剂量效应关系 进行
一

r 研究
〔 2

,

1“
,

’ ”〕 。

人离体血淋巴细胞经 0
、

1
、

2
、

3
、

4 G y X 射线一次性照射后诱发的 C B 细

胞微核数与受照剂量呈直线关系
,

剂量效应

直线回归方程 Y = 0
.

s i D一 0
.

1 1 ( Y
: 5 0 0个

C B细胞中的微核数 , D
:

X射线剂量 )
。

随



后又研究了不同剂量率 (0
.

S Gy / m in,
4G y

/ m i n ) 的小剂量 。
、

5
、

1 0
、

2 0
、

4 o e G y X

射线照射人离体血琳巴细胞诱发的 C B微核
,

4 G y /m i n
照射组

,

最少记录 5 0 0个 C B细胞中

的微核
,

结果表明
,

C B法能探测到 1 0 o
G y X

射线照射 ( P = 0
.

0 1 )
,

且所致的微核剂量

效应关系呈明显的线性关系 ; 0
.

SG y /m in 照

射组
,

于 C B细胞中最少记录 45 个微核
,

结果

表明
,

C B微核法能探测到 sc G y X射线照 射

( P = 0
.

02 8 )
,

且所致的微核剂量效应关系

亦呈线性
。

局部分次放射治疗的肿瘤患者外

周血淋巴细胞 C B 微核率随照射累积剂量的

增加而增大
,

C B微核率 ( Y )与等效全身累积

剂量 ( X )间呈线性正比关系
,

直线回归方程

Y = 7 5
.

8 X + 4 9
.

5 ( r 二 0
.

7 8
,

P < 0
.

0 0 0 1 )

〔 2 0〕
。

K a r m a s
等〔 2 `〕研究了剂量为 0

.

0 5~ 4

G y X射线照射时 C B 微核的剂量效应关系
,

得出 C B微核率与剂量间呈线性平方关系
。

三
、

C B徽核技术的应用前最

1
.

为辐射防护提供一个稳定
、

可靠的

生物剂量计

利用生物学指标作为生物剂量计
,

必须

具备二个条件
,

一是与受照剂量有严格的定

量关系
,

二是整体效应与离体效应的一致性
。

大量的研究已证实
,

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计
,

但

小剂量照射后染色体畸变率低
,

检查数百甚

至上千个细胞才有可能获得有统计意义的结

果
。

P o h l
一P u l i n g 等〔“ “ 〕实验研究表明

,

产生

末端缺失明显增加的最低剂量为 0
.

I G y
。

淋

巴细胞微核用于电离辐射生物剂 量 计 的研

究
,

具有简便
、

快速的特点
,

已受到人们的重

视
,

并积累了许多关于辐射诱发淋巴细胞微

核的剂量效应关系资料 0 “一 , 7〕 ,

但常规培养

微核由于受到 ( 1) 剂量效应关系不稳定 ; ( 2 )

低剂量照射时
,

白发率相对高 j ( 3 )缺乏获

得最大效应的标准化时间等因素的限制
,

作

为生物剂量 计还存在一 些间题 〔2 ”〕
。

H u
be

r

〔 2。 提出
,

常规淋巴细胞培养微核分析
,

测定

X 射线剂量下限为 0
.

3G y
。

F e
ne

o h 等应用

C B微核法与常规培养微核比较
,

研究不同年

龄健康人的C B微核改变
,

确认 C B微核法比

常规培养法敏感
,

且容易探测到 O
.

I G y X射

线照射诱发的微核
,

剂量效应间呈良好的线

性关系
。

因此
,

灵敏的 C B微核技术有希望成

为一种稳定
、

可靠的生物剂量计
,

但仍需进

一步深入研究
。

2
.

用于肿瘤患者放疗前
、

后的监测

淋巴细胞微核用于评估肿瘤细胞的放射

敏感性
、

预测肿瘤的放射治疗效果已取得了

可喜的结果 〔 , “ 〕
。

观察单纯放射治疗的中段食

管癌病人
,

发现肿瘤患者在放射治疗过程中
,

外周血淋巴细胞微核率和累积剂量间呈线性

正比关系
,

直线回归经址小二乘法处理
,

具

有显著意义 〔” “ 〕 。

由于 C B微核法比常规培养

微核法灵敏
、

准确
,

更适合肿瘤患者放疗前
、

后的监测
。

经局部分次放射治疗的肿瘤患者
,

外周血淋巴细胞 C B 微核率随照射累积剂量

的增加而增大
,

放疗结束后
,

C B微核率逐渐

下降
,
3 个月后下降至放疗结束时的 91 % ( 士

1 1 ) , 6个月后下降至 7 2% (士 1 3 ) , 1 2个 ) J后

下降至 5 7% (士 1 0 ) 〔
2 0〕

。

因此
,

C B微核技术

为指导肿瘤治疗提供了有益的信息
,

对病程

的评估有一定的价值
。

3
.

评价检测因子的遗传毒理效应

M i g l i o r e
等研究了不同抗肿瘤药物长春

花碱 ( V C R )
、

丝裂霉素 C (M M C ) 和环磷酸
一

胺 ( C P A )加 S 。活化时诱 发 C B 细 a)tJ 微核率
,

结果表明
,

对于三种药物
,

C B细胞微核率均

呈剂量依赖性增 加
。

小 鼠腹 腔注射 抗癌药

D i a z i q u o n e
( D IQ )诱发外周血淋巴细胞 C B

微核
,

结果表明
,

在给子 D IQ 2
.

5 ~ l o m g / k g

体重范围内
,

C B细胞微核率亦呈剂量依赖性

增加〔 4 〕
。

C B 微核技术 在评价电离辐射的损伤效

应
,

监测长期接触有害理化因子的高危人排

等方面起了很大的作用
,

尤其是址近对受检



因子细胞动力学效应的研究引起了人们的重

视〔 3 , 2 1〕
。

四
、

结 语

综上所述
,

淋巴细胞胞浆分裂阻滞微核

技术在辐射防护研究中 显示 了极 大的 优越

性
。

1
.

C B微核法与常规培养微核法相比
,

同样具有方法简单
、

快速
、

技术要求不高的

优点
。

2
.

C B微核法只记录双核 C B细胞中的

微核
,

它克服了常规培养微核法由于受淋巴

细胞转化程度的限制
,

不能识别一次核分裂

后的细胞
,

而造成结果不准确的缺点
,

使实

验结果的重复性得到明显提高
,

为自动化分

析提供了有利条件
。

3
.

避免了各实验室由于实验条件不尽

相同
,

造成测定结果的差异
,

提高了各实验

室微核测定结果的可比性
,

易于实现检测微

核方法的统一化
。

4
.

C B 微核法比 常规培养微核法更敏

感
。

但由于该方法建立时间短
,

仍有许多间

题需要进一步的研究
,

如年龄对 C B细胞微核

率的影响
,

微核形成的机理等
。

由于 C B微核

法的本底值较高
,

不利于研究低 L E T 小剂量

电离辐射效应
。

另外
,

C B微核法的影响因素

较多
,

C y 卜B价格较贵
,

一

可能限制了它的推

广应用
。
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