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《荧光原位杂交分析染色体易位估算辐射生物剂量

技术方法》解读

刘青杰陆雪陈德清赵骅

【摘要】 国家职业卫生标准一《荧光原位杂交分析染色体易位估算辐射生物剂量技术方法》
是在收集整理、全面阅读了与该标准有关的国内外文献资料和我国现行有效的放射性疾病诊断标

准，将资料汇总分析后经实验室反复验证的基础上制定的。此标准主要用于早先事故受照人员的

生物荆量估算，为临床放射损伤的诊断提供科学依据。为了使放射性疾病临床工作者更好地理解、

贯彻执行该标准，该文对标准的相关内容进行了解读。
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【A嘲嗽t】 National occupational health standard--Method ofDose Estimation Us啦g Chromosome
Translocation with Fluorescence m Situ Hybridization has been developed．which based on comprehensive

coHecfion．reading and analysis of relevant literature both abroad and domestic and the existing diagnostic

criteria for radiation diseases of the China,and the repeated experimental verification．This standard is

mainly applied for dose estimation for individuals who previously exposed tO irradiation by accident,∞d

provide the scientific diagnosis of radiation sickness．To better understand and implement it，the contents of

this standard Were interpreted in this article．
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1目的和背景

随着核能与核技术的开发和应用，放射工作人

员和公众受到照射的潜在危险性也在逐年增高。在
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放射性实践和工作中，事故性受照的情况时有发

生，可以用常规染色体分析非稳定性染色体畸变

(双着丝粒+着丝粒环)来估算剂量，国家对此已

制定了有关标准I”。但更多的早先事故受照人员的

剂量重建、慢性受照人员的剂量估算就受到很多的

限制，无法用非稳定性染色体畸变进行估算。2001

年颁布的卫生行业标准《用稳定性染色体畸变估算

职业受照者剂量的方法》中采用G显带技术进行

剂量估算闼。但由于该技术分析的主观性比较强，
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需要分析者具有非常丰富的分析经验，且显带标本

的质量与分析结果的可靠性存在很大关系，因此限

制了该标准在全国的推广应用。

经过20多年的发展，分子细胞遗传学中的主要

技术——荧光原位杂交(fluorescence in situ hybri．

dization，FISH)技术已逐步完善M，在分析稳定性

染色体畸变方面比C显带技术有着显著的优势，

具体表现为结果直观，分析者不需要非常丰富的分

析经验，稍加培训就可以准确判定结果。国际原子

能机构405号报告中推荐将l、2和4号染色体的

全染色体探针的FISH技术用于回顾性剂量重建，

该方法町用于早先受照人员和慢性受照人员的剂量

估算嘲。国际上从20世纪90年代已开始探索用

FISH技术进行回顾性剂量重建16-81，我国科技人员

几乎同时开始探索此领域，目前已有多家研究单位

对此进行了探索。中围疾病预防控制中心辐射防护

与核安全医学所实验窜建立了两种FISH方法，建

立了相应的剂量．效应曲线，并对早先事故受照者

和慢性受照者的剂量估算进行了尝试，取得非常好

的结果[9-101，同时还对此方法进行了全面和深入的

研究，取得了一些新的进展，例如对照后时间和估

算剂量准确性等影响因素的研究。

为了更好地规范用FISH技术进行生物剂量估

算的方法，使FISH技术在全国得以推广，有必要

编制《荧光原位杂交分析染色体易位估算辐射生物

剂量技术方法》。制定本标准将有助于完善放射性

损伤判定体系，规范对早先受照人员和慢性受照人

员的生物剂量估算，以便更有效地为放射性疾病的

临床诊治提供科学的依据。

2基础和依据

国际上从20世纪90年代已开始探索将FISH

技术用于回顾性剂量重建。欧盟国家建立了生物剂

量参比实验室网络，已经开始对用FISH技术进行

回顾性剂量重建进行了参比，获得了一定的经验[71，

但仍未搜索到具体的标准。《荧光原位杂交分析染

色体易位估算辐射生物剂量技术方法》的制订主要

依据《中华人民共和国职业病防治法》⋯l、《国家职业

卫生标准管理办法》【121、《电离辐射防护与辐射源安

全基本标准》嗍、《染色体畸变估算生物剂量方法111l

和《用稳定性染色体畸变估算职业受照者剂量的

方法》12J等标准，结合国际原子能机构的405号报

告，综合国内外有关用FISH技术对电离辐射所致

外周血淋巴细胞染色体易位畸变进行剂量估算的研

究资料，并对FISH技术分析染色体易位的试验方

法进行实验室验证、完善，同时还结合了我围的实

际情况，广泛征求意见，最后确定标准的实验方法

和分析记录规范，形成了《荧光原位杂交分析染色体

易位估算辐射生物剂量技术方法》征求意见稿。经过

国内同行专家和卫生部放射性疾病诊断标准专业委

员会专家的多次审修，形成了国家职业卫生标准《荧

光原位杂交分析染色体易位估算辐射生物剂量技术

方法》送审稿，于201 1年7月获得标准委员会通过。

3内容解读

《荧光原位杂交分析染色体易位估算辐射生物

剂量技术方法》编制了采用FISH分析染色体易位

对受电离辐射照射人员生物剂量进行估算的方法，

主要内容包括标本制备、荧光分析、易位判定标准

和剂量估算，附录中还包括主要仪器设备、试剂、

操作规范和结果记录等。本标准属于推荐性标准。

3．1适用范围

本标准规定了用FISH技术分析外周血淋巴细

胞染色体易位对电离辐射外照射人员的生物剂量进

行估算的技术规范，所用FISH方法和国际原子能

机构405号报告中推荐的方法一致，为单色荧光素

直接标记探针的染色体涂染chromosome painting)

方法四，本标准不适用于生物素、地高辛等间接标

记探针的FISH方法。另外，本标准适用于发生在

10年内、受照剂量在0．2～5 Gy、急性全身均匀或近

似均匀照射的事故受照人员的回顾性剂量估算，也

可用于受过量外照射人员的生物剂量估算；而不适

用于慢性职业受照人员、非均匀照射、内照射、剂

量大于5 Gy或事故发生时间大于10年的急性受照人

员的剂量估算。对于慢性职业性受照人员的生物剂量

回顾性估算，采用本标准虽然不能提供准确的剂量水

平，但是能为临床的诊治提肛些科学依据。
3．2 FISH标本制备

国家标准《染色体畸变估算生物剂量方法》中

采用的是在细胞培养开始时加入微量秋水仙碱的方

法，培养48 h后收获以获得较多的处于第一次有

丝分裂中期分裂象的细胞，可用于电离辐射诱发的

非稳定性染色体畸变(双着丝粒+着丝粒环)的分

析【l，141。对早先事故受照人员的染色体易位畸变分
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析，同样需要分析成百上千个处于第一次有丝分裂

中期的细胞，因此，本标准中采用在培养开始。寸力t1

人秋水仙碱，可以确保得到的第一次有丝分裂中期

的细胞核型达到99％以上。

用于FISH的染色体标本的制片过程和常规非

稳定性染色体畸变分析标本的要求不同，FISH标

本的理想中期分裂象应该是：染色体分散良好、无

或很少有染色体臂的交叉。这使得染色体变性非常

容易实现，探针容易达到相应的染色体位置，实现

理想的杂交效果。本标准推荐选择湿热的环境，让

染色体慢速、均匀散开，使得到的中期分裂象能够

达到上述标准，更适于FISH和易位染色体畸变的

判定【151。本标准还规定了检定染色体标本质量的标

准(在相差显微镜下，中期分裂象的染色体应是中

等灰色、轮廓清楚、分散良好、很少或没有肉眼可

见的细胞质)，使围内使用单位有据可查，容易达

到标本质量检定的标准化。

染色体标本在杂交前用RNA酶和，或胰蛋白

酶进行预处理，可以去除染色体上影响探针与染色

体DNA片段进行杂交的RNA、蛋白质，不仅使杂

交效率大大提高，而且降低了背景信号，容易得到

理想的结果131。杂交前进行的预杂交步骤，即在

80℃的混合溶液(70％甲酰胺、2倍柠檬酸盐缓冲溶

液、50mmol／L平衡盐溶液)中作用3min，可以使

染色体标本上的DNA链更易打开，为杂交提供更

为合适的环境。

3．3染色体易位畸变分析标准

目前，国际上用FISH分析染色体易位畸变有

3种判定方法陋’71：第一是传统畸变技术标准

(Conventional Nomenclature)，第二是PAINT畸变

判定命名系统(Protocol for Aberration Identiffcation

and Nomenclature Terminology)，第三种是S&S命名

系统(Nomenclature of the Number of Chromosomes。

Arms and Breaks)。本标准采用传统的畸变分析方

法，主要是借鉴世界卫生组织对易位畸变的定义旧，

考虑到相互易位和非相互易位的情况，使易位畸变

的分析更易为国内基层T作人员理解和接受。本标

准在附录B中给出了染色体易位畸变的示例，利

于标准使用者进行直观的参考，能尽快掌握畸变的

判定方法。同时，考虑到国内相关单位的荧光显微

镜及配套系统参差不齐的现状，本标准建议使用同

一荧光素标记的l、2和4号染色体探针，这样容

易实现标准化，使用和推广的可行性提高。

本标准在附录C中还对FISH方法分析染色体

易位畸变在分析记录表和监测报告单中的应用进行

了详细介绍，利于本标准使用者在剂量估算实践中

借鉴。

3．4剂量．效应曲线的建立

剂量．效应曲线的建立最重要的因素是正常供

血者的选择，因此，本标准对供血者年龄、性别、

健康状态、射线和化学毒物接触史、病毒感染史等

进行了详细的描述。对于建立剂量．效应曲线的照

射剂量点数、剂量范围、剂量率和剂量准确度等进

行了详细规定，以便于在实际中的应用。

剂量．效应曲线是描述电离辐射诱导的全基因

组染色体易位率与受照剂量之间的剂量效应关系。

易位畸变分析后获得检测到的涉及l、2和4号3

对染色体的染色体易位率，根据检测到的染色体易

位率和荧光标记的染色体DNA占整个基因组DNA

的比例，利用公式就可以换算出全基因组的易位

率。有些实验室建议采用某一染色体探针来进行分

析，本标准中不建议采用，原冈是探针组合不同，

染色体易位畸变分析的效率有所不同，需要慎重选

择；选择不同的探针组合．还需要在生物剂量估算

实践中进行验证。

3．5剂茸估算

标准剂量．效应曲线是用急性照射诱导的离体

血染色体易位畸变建立的，早先事故受照的方式一

般也是急性照射，因此，标准剂量一效应曲线用于

早先事故受照者的回顾性剂量估箅是可行的。目

前，国际放射生物学界中对于辐射诱导的染色体易

位是否稳定存在仍有一些分歧，但是大多数研究表

明：由于易位畸变率在10年内降低不明显，因此，

事故受照后10年内，早先受照者的剂量估算是准

确的1191。但对事故受照超过lO年以上的早先受照

者的剂置估算是不准确的，如何提高估算的准确

率，目前尚无结论。因此，本标准适用于10年内

的早先事故照射。

本标准中提供了如何从检测到的染色体易位数

开始，对检测到的染色体易位率及其95％可信区

间、全基因组易位率及其可信区间、估算剂量等进

行推算的详细步骤，并在附录E中详细列举了男

性早先受照人员的剂鼍估算的全过程，利于使用者

很快掌握统计学处理的过程，获得可靠的结果。
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本文通过对国家职业卫生标准《荧光原位杂交

分析染色体易位估算辐射生物剂量技术方法》的目

的和背景、基础和依据、标准的相关内容(适用范

围、FISH标本制备、染色体易位畸变分析标准、

剂量．效应曲线的建立、剂量估算)等方面进行解

读，为临床上早先事故受照人员的疾病诊断提供了

较为准确、可靠的生物剂量资料，解决了一些放射

性疾病诊断中的实际问题，有助于提高放射性疾病

诊治工作的质量。
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·消息·

第八届杭州国际分子影像研讨会定于2012年9月14日至15日在浙江杭州召开。本次会议是由浙江大学、浙江大学医

学院附属第二医院主办的分子影像领域综合性、前瞻性的国际研讨会。会议主题为：脑科学与神经分子影像。会议邀请了诸

多来自美国、欧洲、日本、韩国、中国、中国台湾等国家和地区的世界顶级专家。组成强大的专家阵容，就脑科学与神经分

子影像进行多角度对话和探索，届时将为国内临床医学、医学影像、化学和药学、医疗仪器与信息等领域广大与会同行带来

一场国际最前沿、最高水平的科研盛宴，进一步推动我国分子影像的研究发展，加强国内外分子影像学术交流。建立一个国

内外分子影像领域最新科研成果交流的高效半台。本次会议授予国家I类继续教育学分10分。

会议专用网址：http：／1wH,w．moleenhrimaging．ae．∞，联系人(组委会秘书长)：王菁《电话：0571—87767158，传真：0571—

87767188，Email：zjupeteenter@gmail．com o




