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放射线工作者的生物学监测新技术

M
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ML

摘 耍
:

本文简要综述了①有关 4个基因 (坤t r
、

111卜a 、

血型糖蛋白 A和日球蛋白 )的 体 细胞

基因突变监测技术及其在放射线工作者生物剂量学研究中的应用 ;②利用N D A原位杂交的 一 项染

色体分析新技术
。

这两类技术的发展为放射线工作者生物剂量学开辟了崭新的研究途径
。

近年来
,

人类体细胞突变和染色体畸变

( C A ) 的监测技术获得了长足进展
,

为放

射线工作者的生物剂量学研究提供了许多重

要的新途径
。

使用不同的监测技术可以①对

短期或终生受照者进行独立的全身累积剂量

的估算 , ②甄别由于对损伤的先天敏感性差

异而造成危险度固有升高或降低的个体 ; ③

证明或排除辐射与疾患发生的相关性 , 甚至

④预测受照个体未来的健康状况
。

迄今
,

多以记数 C A 和微核 ( M N ) 进

行生物剂量学的细胞遗传学研究
。

有关体细

胞基因突变和 C A检测技术的新进展
,

不仅

拓宽了辐射生物效应的研究范围
,

同时也提

高了结果的灵敏度 及其检测效率
。

本文着重

讨论了有关的几项最新进展
,

并预示未来的

发展将偏向躯体效应
。

体细胞基因突变监测技术

近十年来
,

有四个基因
: h p r 士

、

hl a 一 a 、

血型糖蛋白 A 和日球蛋白基因可用 于 人类体

细胞突变的研究
,

它们分别存在于 外周 L C

( 淋巴细胞 )
、

R B C中
。

许多其它基因也有

一定的应用潜势
,

涉及的细胞类型也很多
。

但检查新基因
、

新细胞类型时
,

都需有可靠

的检测手段
,

即突变细胞中受损 D N A 或功

能易于检测且能明确指示 出突变的来源
。

可

是目前成功的例子却很少
。

次黄嚓吟转磷酸核糖基酶 ( H P R T )

体细胞突变研究中常用的基因首推 h p -

r t
。

此项技术的基础在于缺乏 H P R T的细胞

具有 6 一琉基鸟嗦吟 ( 6 一 T G ) 抗性
。

H P R T

是一种嗓吟合成酶
,

其编码基因位于 X 染色

体
。

h p r t技术有两种方法
:
第一种方法较为

简便
,

采用放射自显影检测 6 一 T G存在时仍

能结合
“ H标记 T d R的 L C频率 , 第二种方法

是分离在 6 一 T G环境中生长的克隆细胞
。

人类 L C的 h p r t突变频率与剂 量 有一定

的相关
。

在离体培养条件下
,
1 0k0 V p X射线

照射时
,

基本上没有闽值
,

且与。
.

6 G y 的倍

增剂量呈线性关系
;
原爆幸存者在照后 4 3年

仍有显著的剂量效应关系
。

h p r t技术也有一些限制和不足
,

对于X

染色体
,

由大片段缺失造成的 h p r t突变计数

偏低
,

因为缺失很可能波及到临近的对细胞

生存非常重要的杂合基因
,

使得 h p r t缺陷的

细胞在体内处于选择劣势
。

随着 时间的推

移
,

h p r t突变频率就会降低
。

这也部分解释

了原爆幸存者的剂量效应 关 系 不 明显的现

象
。

最后
,

由于在男性 ( 女性也有可能 ) 中

不能检测到涉及有丝分裂重组的突变
,

因此

该位点法也就漏检了这类在致癌过程中非常

重要的突变
。

h p r t统计结果中另一个问题是检测到的

突变有时 ( 甚至经常 ) 源自一个克隆
,

因此

这种方法所得的结果可能偏高
。

是 否 所 有

的体细胞突变监测技术都有这种情况
,

或是

L C对环境刺激反应具有特定的克隆倾 向
,

目前尚不清楚
。

总之
,

人体细胞突变监测技术中 h p r t最

为完善
,

特别是检测半年内的受照情况时
,

这一方法备受推崇
,

但对长时间复杂职业性

受照情况却不能很好地予以监测
。
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人类白细胞抗原A (HL A 一A )

l h a一 a
位于6 号染色体

,

其检 测 方法出

现较晚
,

目前只有一个实 验 室 采 用这项技

术
。

本法也 以外周 L C为实验材料
,

分 为直

接放射自显影法和克隆法
。

突变细胞的检出

通过两个常见的等位基因编码的H L A 一 A Z、

H L A一 A 3
的抗体进行

,

它们在人群中各约占

5 0%
。

对 1 0 0 k V p X射线的效应关系基本上没

有闽值
,

与 1 G y 的倍增剂量成线 性 关系
。

用 s o ut h e r n
印迹法研究有关 突变基因结构

的损伤
,

结果发现很多辐射 诱 发 的 突变为

D N A损失或有丝分裂重组
。

另外 h l a 一 a
技术

在许多环境检测领域和流行病学研究中也有

一定的应用潜势
,

但目前仍需 进 一 步 的验

证
。

血型糖蛋白 A ( G P A )

这一方法采用荧光标记的单克隆抗体
、

和红细胞流式细胞测定方法
,

检测两种来自

同源等位形式G P A 基因产物的丢失
。

G P A 分

布于红细胞膜上
,

含量丰富
,

其编码基因位于

4 号染色体
。

G P A分子除作为M
、

N血 型 抗

原外
,

似乎并无其它功能
。

失去一个或两个

基因拷贝
,

似乎没有选择或生理劣势
。

由于

所需的流式细胞术要求非常精细
,

目前只有

两个实验室进行这方面的研究
。

另外
,

本法

只适用于检测M / N杂合子个体
,

他 们 约占

人群的50 %
。

其中正常红细胞具有 M
.

N两种

荧光
,

变异细胞分为两类
: ①一种荧光正常

,

另一种缺如 ( 杂合子 ) ; ②一种荧光增加 l

倍
,

另一种缺如 ( 纯合子 )
。

由于 细 胞无

核
,

因此有关 D N A 损伤的信息尚缺
。

关于辐射效应
,

从 63 名原爆幸存者照后

4 2年的研究结果来看
,

虽然所得数据较为离

散
,

但效应关系却非常显著
,

基本上符合线

性模型
。

切尔诺贝利核事故中消防人员照后

6 个月的检查亦得到类似的结果
。

而对于经

局部高度集中放疗 ( 约 4 0 G y ) 的60 例 H
o d -

g k in s病和前列腺癌患者的研究结果 表 明
,

G P人突变频率并不增加
。

在乳 腺癌患者
,

当用诱变剂辅助化疗时
,

G P A 突变 频率增

加
,

但停止治疗 4个月后
,

却恢复至正常水

平
,

恢复时间相当于红细胞的寿命
。

总之
,

放疗
、

化疗时G P A效应 差 异很

大
,

这也许反映了幸存干细胞的突变情况
。

如辅助化疗时
,

化学药物很可能仅使分裂旺

盛的定型细胞发生突变却不影响干细胞
。

辐

射效应虽无这样的选择性
,

但在放疗时
,

局

部受照的干细胞很可能因为受照剂量太大而

不能存活
。

就现有的资料来看
,

经可耐受的

任何剂量的全身照射
、

一次或多次小剂量的

局部照射时
,

都可诱发造血干细胞突变而使

G P A发生改变
,

突变频率与受照 骨 髓 的面

积以及受照剂量的大小有关
。

日球蛋白

本法可检测含有大量突变血红蛋白的红

细胞
。

最初仅用于检查镰形血红蛋白
,

荧光

抗体结合后在显微镜下即可鉴别这类细胞
。

随着扫描显微镜的应用
,

已能 进 行 自动分

析
。

由于突变是因单个碱基改变所致
,

故而

突变频率很低
,

仅约 3 又 1 0
“ 8 。

有报道 表明
,

大剂量事故全身受照者 的 突变 细胞增加了

10 0倍
。

目前
,

本法只有一个实验 室 使用且

技术要求较高
。

因此尽管其应用潜势很大
,

但仍需验证
。

突变监测方法小结

在四种体细胞突变监测技术中
,

最适合

研究放射线工作者的为 G P A法
。

目前 h l a 一 a

和日球蛋白法尚不成熟 ; 而 h rP t 法则适用于

受照后的短期研究
。

对于受到累积剂量照射

的核工作者
,

只可选择 G P A法
。

但 G P A法

亦有一定的限 制
,

目前尚无证据表明 G P A

与长期慢性小剂量照射有剂量效应关系
,

对

其灵敏度所知不多
。

细胞遗传学研 究方法

在人类辐射研究中
,

C A 为一 传 统
、

可

靠的生物剂量计
。

X
、
丫射线与C A 的剂量效

应关系符合二次线性模毯 而 高 L E T 的辐
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射剂量效应为线性关系
,

其斜率反映了射线

的 R B E
。

对于照后短期研究
,

非稳 定性 C A

( C
u ) 最为合适

,

其主要形式 为 双着丝粒

染色体 ( d i c )
。

理论上易位与 d ic 频率相同
,

但易位的检测困难
,

并且不同实验室的结果

差别很大
。

}材有丝分裂过程中染色体的不均

等分配
,

含有 C u
如 d ic 的 L C 数 月 后会 自行

消亡
,

而含有易位的 L C却能保持 恒 定
。

因

此
,

对于长期受照者最好采用有效可靠的技

术检测其易位频率
。

以 C A 为检测指标的困

难是劳动强度大
,

而在流行病学调研中
,

选

择的方法应快速有效
。

微核 ( M N ) 的检测要容易得多
。

但过

去
,

由于不能区分分裂细胞 ( 不稳定
,

为风

险细胞 ) 和不分裂细胞
,

M N技术 的应用曾

受到限制
。

最近
,

采用细胞松驰素 B ( C B )

阻断胞质分裂
,

可将分裂细胞表现为双核细

胞
,

从而 易于检测风险细胞中的 M N 频率
,

但该项技术也有其局限性
,

只能检测 C u ,

用

于照后短期的研究
。

染色体彩染技术 ( C h r o m o s o m e p a i -

n t i n g )

最近
,

L i v e r m or
e
实验室建 立 的 这项

新技术似可弥补传统 C A 分析的不足
。

彩染

技术即为荧光原位 杂 交 技 术 ( F IS H T )
,

通过特异性 D N A 探针使选定的染色体着色
。

其基本过程为
:

对所用探针进行化学修饰
,

使生物素标记的U替代 T ; 将常规制片 得到

的染色体标本热变性 ; 加入 D N A 探针 使之

与其同源序列杂交
;
冷却后冲洗

,

再与荧光

素标记的抗生物素蛋自结合即出现特征性荧

光 , 加入碘化丙陡与所有剩余的 D N A结合
,

进行背景染色体荧光染色
。

这样结合了探针

的染色体或核的区域就会呈现绿色而其他部

分呈现红色
。

目前
,
F IS H T 已成功地用于分

裂相或间期核中非整倍体的检查
、

特定 D N A

序列定位
、

染色体在间期核中的位置确定
、

人类精子的性染色体组成检 测 以 及 结构性

C A
,

特别是相互易位等许多研究中
。

F IS H T涉及两类探针
,

一为高度 重复序

列 D N A探针
,

可对 2邝人类染色体进行研究
。

如在研究易位时所用的一对 1号染色体探针
,

其中 1 个识别 l p 3 6处端粒附近的重复序列
,

另 l个识别 1 q 21 处的重复序列
,

发生在 l p的

断裂所造成的易位 ( 或其他 C A )
,

将 使这

一对探针结合位点分开到不同的染色体上
,

因此非常易于识别
、

计数
。

L u e a s
等 ( 1 9 5 9

年 ) 采用这一方法研究了离体L C 经
” 。
C 。
或

` 87 C s照射后易位和 d ic 的频率
,

发现 这两类

C A的剂量效应关系与二次线性模 型 非常吻

合
。

标本分析也很快速
,

平均每分钟分析两

个分裂相
。

这一方法的不足在于分析覆盖的

染色体不够多
,

而其它染色体目前尚缺成对

合适的重复序列探针
。

第二类探针包括整条或部分染色体特异

克隆序列组成的探针集合
,

这 些 探 针可从

L a w r e n e e L i v e r m o r e 和 L o s A l a m o s国家

实验室基因文库项 目组制备的人类特定染色

体重组 D N A 文库中获得
。

因每条染 色 体不

仅包含许许多多单一的特异 D N A序 列
,

}
: !

J

时也含有与其它染色体相同的重复序列
。

因

此在进行 F IS H T特殊染色时
,

必须抑制这些

重复序列
,

抑制过程可通过加入适量的从因

组 D N A 予 以完成
。

基 因组中重复序 列 含 最

丰富
,

可竞争性地抑制那些标记重复序列的

结合
,

结果可清晰
、

有选择 地彩 染 靶染色

体
。

如果彩染的染色体和未彩染的染色体问

发生互换
,

则交换的染色体在断裂点一端呈

现绿色而 另一端呈现红色
,

这样畸变的染色

体就非常易于识别
。

有关 F巧 H T方法学的研究清妙地表明
:

①易位的检出率提高了两个数量级 , ②以易

位作为细胞学终点
,

很容易估算照后儿十年

的生物剂量
。

结 语

随着方法学的发展
,

大规模群体流行病
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学以及其它剂量效应关系的研究
,

人体细胞

基因突变监测技术的应用不断得 以加强
。

可

以设想基因突变将成为有效的生物剂量计
,

并有可能做为一项很好的预测迟发效应的指

标和一类相应的生物学终点
。

F ls H T 的 应用是常规染色体分析技术

的进一步发展
,

其分析成本较低
、

易于统计

且很敏感
。

此项技术的应用将大大加强生物

剂量学的分析能力
,

并有可能为辐射防护中

许多现有棘手问题的解决提供足够的帮助
。

〔H e

越t卜 P卜y s 1 99 0 , 5 9 ( 1 )
, 2 3~ 2 8 ( 英文 )

陈振军节译 穆传杰校〕

介趁卜
曰

理卜 .

今 个`卜
`

性卜
`

今

旨文 〕 {摘 l
白

.心, 、 ,心 台
气。 、 。 心

08 6 2
一 100 对放射治疗引起白细抽减少的临床治疗

效果一
一用乡设施双盲法与肌普的比较研究 〔日〕

/福本省三 …刀 日本医放会豁
.

一 1 9 9。
,

50 ( 8 )
·

一 97 7~ 9 92

Z一 10 。是人型结核杆菌青山B株的菌体提取物
,

其主要成分是阿拉伯甘露聚糖等多糖类
。

本文报道

了 Z一 10 0对胸腹部恶性肿瘤患者放疗所致白细 胞 减

少的治疗效果
,

并与肌普组多设施双盲法试验进行

了比较
。

对象为进行放疗的胸腹部恶性肿瘤患者
,

16 ~

80岁
,

治疗前白细胞总数在 4 00 0~ 8 0 0 0 / m二
3 。

但

肝肾
、

骨碗功能严重障碍者等及其他主治医师认为

不合适的患者除外
。

照射 野 IO o cm ’ ( 1 0 x l o cm )

以上
,

总剂量 4 0G y 以上
。

分 30卜g组 ( 简称Z
一
3 0组 )

,

使用 Z一 100 3 0略 针剂和安慰剂片剂 ; 2 0林`组 ( 简称

z
一 2 0组 ) ,

使用Z一 100 20 0 9针剂和安慰剂片剂
。

对

照组为肌普组 ( 简称 NI 组 )
,

使用Z
一
10 0生 理盐水

注射剂和 3郊 g肌普片剂
。

针剂一次一安瓶 ( 含 20 或

3郊 : 结核菌提取物 )
,

每周二次
,

皮下 注射
。

片剂

一次两片
,

一天三次
,

饭后服
。

针剂从放疗后三天

内开始注射
,

片剂则从放疗开始当天服用
,

两者均

给予至放疗结束
。

疗程超过八周者
,

给药时间到;、

周为止
。

治疗期间禁用影响药效评价的药物
。

疗效

评价项 目和方法有
: 1

.

由主治医生对 白细胞减少的

疗效
、

总安全性和有用性作出评价 , 2
.

由评定委员

会按白细胞减少率和白细胞维持在 3 。。。 /m m ’
的情

况作出评价
。

在累积剂量达 40 G y时或照射终了时
,

照前白细胞总数不足 6 0 00/ m。 ’
的病例

,

如 白细胞

减少率在 35 % 以内者为有效
,

超过 35 %时为无效 ,

照前白细胞总数高于 6 0 0 0/ m二 ’

的病例
,

如白细胞

减少率 < 45 %有效
,

> 45 %时无效
。

照后如白细胞

总数维持在 3 0。。 /二 m ’
以上时有效

,

低于 3 00。 /二二
’

时无效
。

总病例数为 17 1例
,

用作分析的病例 分 别是
:

治疗效果 134 例
,

总安全性 161 例
,

有用 性 1 42 例
。

结果 Z一 30 组
、

Z
一

20 组和NI 组的有效率分别为 6 7
.

4冤
、

79
.

1%和 48
.

9%
,

Z
一
2 0组明显优于 IN组

,

Z
一
30组有

优于 NI 组的趋势
。

按白细胞减少率评价时
,

当累积齐d量达40 G邓寸

的有效率
,

三组间无显 著性 差 异
,

但在 放 疗
一

结

束时
,

z
一
20 组明显优于 NI 组

。

用白细胞总数维持在

3 00 0/ m m ’
来评价时

,

三组问的有效率无显 著性差

异
。

Z
一
30 组

、

Z
一
20 组和NI 组副作用 出现 率 分别为

14
.

3%
、

3
.

9% 和 5
.

6 %
,

以 Z一 30 组 出现率最高
,

但

三组间无显著性差异
。

作者指出
, Z一 10。对放射治疗时的白 细 胞减少

具有比肌普优越的治疗效果
,

是一种十分安全的药

物
,

将其推广应用到放射学科领域是有意义的
。

最

佳用药量为一次2 0“ g
,

每周两次
,

皮下给予
。

〔杨秀梅摘 张景源校〕

08 了 z
一 L00 对放射治疗引起白细胞减少的临床治泞

效果— 用多设施双盲法与 L
一

半胶胶雌的比较

〔日〕
, / 糯本省三…刀 日本医放会法一

1 99。 ,

50

( 8 )
.

一 9 9 3~ 1 0 0 6

作者曾在另一篇文章中报道了 Z一 10 。对放 疗 所

致白细胞减少的临床效果
,

并与肌普进行了 比较
。

本文报道了 Z
一 1 00 与半胧胺酸进行比较的结果

。

观察对象与方法同与肌普进行比较一文
。

Z一 10 0

针剂 ( 或其安慰剂 )
,

简称 Z组
,

照射前 一 日或照

射当日给子
,

每次一安瓶 ( 2。昭 )
,

侮周二次
,

皮

下注射
。

对照药为L
一
半胧胺酸片剂80 m g ( 或 其安

慰剂 )
,

简称 L组
,

照射前一 日或照射当日 给予
,

每次二片
,

每日三次
,

饭后服
。

两组给药总时间为

八周
。

总病例数 220 例
,

用作疗效分析的资料完整的病


