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前 言 
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1 

1. 导 言 

1.1. 背景 

生物剂量学检测建立在双着丝粒染色体固定染色分析之上，从上世纪 60 年代中期

进入使用。几十年来，这门技术已经取得了显著的进步，双着丝粒分析已经成为许多

成员国家辐射防护计划中的一项常规内容[1]。经过对数千例真实或疑似过量照射事件

的应用实践，不仅证明了这种方法的应用价值，同时也明确了它的局限性。用染色体

损伤作为生物标志物的生物剂量检测特别重要，是因为它不同于物理测量方法，考虑

到了个体间的辐射敏感性差异。 

应该强调的是，染色体畸变被作为一种剂量计加以应用，当对核或放射应急 1进行

调查，需要搜集和考虑信息时，染色体畸变往往提供非常重要的依据[2]。诊断信息源

还可以来自其他辐射生物标志物以及患者表现出来的临床症状和体征，也可以来自物

理测量，如个人剂量计、热释光剂量计和光激发光剂量计，或者对人的固体物质（如

牙釉质、指甲、提取的骨）及受照人员随身携带的物品（如手表和眼镜等）进行电子

自旋共振测量。通过询问病人和目击者而得到的基本情况，如接近放射源的时间和距

离位置等，也有助于剂量估算。所有这些信息源可以与生物剂量检测相结合，可以对

案例做出更确切的评估。 

多年来，外周血淋巴细胞双着丝粒检测一直是生物剂量检测中唯一可以利用的方

法，并且至今仍然是最常用的技术。虽然双着丝粒和其他类型的畸变也可以在别的细

胞中观察到，如皮肤成纤维细胞和口腔上皮细胞等，不过这超出了本出版物的范围，

本出版物仅限于外周血淋巴细胞的检测。还有一些也可以在淋巴细胞中检测的生物学

终点，如微核、相互易位和早熟凝聚染色体等（图 1 和表 1）也在本出版物中作了介

绍。 

__________________________ 
1 本文中的“辐射应急”意义同“核或辐射应急”。 
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图 1. 用于各种细胞遗传学染色体畸变分析的外周血淋巴细胞样品获取示意图，即早
熟染色体凝聚（PCC）、中期细胞分裂相双着丝粒（和环）染色体畸变检测（DCA）、
中 期 细 胞 分 裂 相 荧 光 原 位 杂 交 （ FISH ） 法 易 位 检 测 ， 胞 质 分 裂 阻 断 微 核 检 测

（CBMN）。 
 

表 1. 用于剂量估算的细胞遗传学畸变检测方法的比较 a 

 
细胞遗传学畸变检测 

早熟染色体凝聚

（PCC） 
双着丝粒 

（和环）（DCA） 
荧光原位杂交 
（FISH） 

胞质分裂阻断微核检测

（CBMN） 

为生物剂量估算计数

的典型畸变 
额外的染色体断

片； 

双着丝粒和环 b 

易位 b 

双着丝粒 b（和

环） 
双着丝粒 b 

（和环） 

易位 b 

微核 

核质桥 

典型辐射情景应用 急性 

近期照射 

急性 

迁延性近期照射 

急性 

迁延性早先照

射 

急性 

迁延性近期照射 

光子当量（Gy）， 

用于全身剂量评价的

急性剂量范围 

0.2~20 0.1~5 0.25~4 0.3~4 

适用于局部照射 适用 适用 不适用 不适用 

适用于分类剂量估算 适用 适用 不适用 可以 
检测标准化状况 不适用 ISO 标准 

[3，4] 

不适用 ISO 标准 —  

待发行和[5] 

a 此表在 TMT 手册[6]基础上进行了修改。 
b 用着丝粒或全染色体特异性 DNA 杂交探针检测的特异性染色体畸变。 
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其他检测方法，如 DNA 断裂分子终点、细胞或血清、血浆中基因调节的变化，和

蛋白生物标志物的存在的检测等不在本出版物范围内。这是一个快速兴起的技术领

域，多种检测技术尚处于发展和验证的不同阶段。目前可以利用的生物剂量检测范围

导致了用多参数方法对过量受照人员进行调查[7]，一个实验室在不得不应对一起涉及

大量伤亡的事件时，拥有多种可用的检测方法是特别有用的。 

在辐射应急事件的调查中，对不同原因的受照人员进行剂量估算是十分重要的。

对大剂量照射的病例（>1 Gy 的急性照射），剂量信息有助于治疗方案的制定，同时提

醒医生在接下来的几周和几个月内可能出现确定性健康效应（组织损伤）。 

对低于需要救治水平的照射，剂量学信息对于医生向受照人员提示关于发生随机

效应（如癌症）的风险非常重要。对受到极低剂量照射的人来说，如果发现染色体损

伤程度没有明显升高，则往往会使人放心。特别是在对事件的细节了解甚少，又得不

到物理剂量测量或计算的情况下。因之，生物剂量检测可能成为确定剂量的唯一手

段，尽管尚有一些定量问题受不均匀照射、放射性核素的摄入和采血延迟等因素影

响，这一点在本出版物中将要讨论。 

在辐射应急或恐怖袭击后的早期，可能许多人已经受到照射，生物剂量检测对此

也有宝贵的作用。在这种情况下，需要用生物学指标和临床指标对伤员进行分类诊

断，这样能够初步快速地识别出疑似受到威胁生命剂量的伤员，并提供分类诊断剂

量。 

1.2. 目标 

本出版物的主要目的是向用户提供技术信息，以便以标准方式选择和实施适当的

细胞遗传学技术，以保证在电离辐射照射后进行可比对的剂量估算。本出版物介绍生

物剂量学目前应用的四种细胞遗传学方法（图 1 和表 1）。将这些技术方便地应用于主

要地理区域是适当的，但是鉴于现有的国际合作和网络功能，要让所有这些技术应用

于每一个国家生物剂量学实验室是不必要的。 

1.3. 范围和发展历史 

本丛书的第一本手册[1]专门阐述双着丝粒检测。该书的及时出版为生物剂量学领

域提供了有价值的、经常引用的标志性参考工具。本出版物是为两个层次的读者编写

的。首先，作为一本实验室手册，在技术层次上提供方便的和全面的信息来源。其

次，是对本学科的技术背景提出简要的总结，或用于放射生物学教学，或用于保健物

理师、律师、政策制定者等可能需要对生物剂量学有某些专业认识的人员。 

十五年后出版了本手册的修订版[8]，其中包括荧光原位杂交（FISH）染色体涂

染、早熟染色体凝聚（PCC）和胞质分裂阻断微核（CBMN）检测技术。 

现在又过了十年，产生了本文件。原版本中关于中期细胞分裂相双着丝粒（和
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环）染色体畸变分析（DCA）的大部分内容仍然有效，保留了下来，但作了适当修

改。鉴于新的研究和实际应用的经验，FISH、PCC 和 CBMN 检测技术已经有了相当的

改进。不可避免的是，在这三个版本经历的二十五年里，细胞遗传生物剂量学有了显

著的发展，技术上变得更加复杂。然而，本次修订作了这样的安排：要使刚刚进入该

领域且仅有最低限度设备的实验室不至于感到本出版物望而生畏。从有关双着丝粒和

微核检测这两个最重要的应当建立的核心技术的相关章节中仍然能够提取到资料。本

出版物通过建立基本的剂量-效应曲线，解释过量照射病例的调查数据，从而对在实践

中如何应用这些技术提出了明确的建议。 

本次修订反映出近些年来新的重大进展，就是针对大规模辐射伤亡事件如何安排

实施分类诊断。考虑了一个生物剂量实验室如何应用分类诊断方式应对突发事件，如

何使用计算机辅助显微镜加快分析速度，以及如何与其他实验室进行网络联系。与此

同时，为了应急响应中的合作，已经提出了关于质量保证、质量控制和参与实验室比

对活动的国际导则。这些内容在本出版物中一并讨论 

在生物剂量估算中，应用多种细胞遗传学手段是必要的，因为没有一项单一的指

标足以应对所潜在的照射情景，包括早期急性照射、局部照射、回顾性或早先照射

（例如照后多年的生物样品），同时也包括大规模辐射伤亡事件中涉及伤员分类诊断的

细胞遗传学方法。 

1.4. 结构 

本出版物的编排是：第 1 章导言，第 2 章考虑由染色体损伤确定的“剂量”意义

是什么，如何与物理方法导出的剂量值联系起来，如何与国际放射防护委员会定义的

当量剂量概念联系起来。第 3 章介绍诱发染色体损伤的生物物理学和微剂量学背景。

接下来的第 4 章简要介绍人类淋巴细胞，其中的 T 细胞用于生物剂量估算。第 5 章介

绍染色体结构。第 6 章讨论与电离辐射相互作用后诱发的 DNA 损伤类型，以及照射后

在淋巴细胞中观察到的染色体改变的种类与分类。第 7 章介绍对血液采样的要求。第 8

章介绍建立剂量-效应曲线的物理学、生物学和统计学要求。第 9、10、11 和 12 等四

章分别介绍用双着丝粒、荧光原位杂交易位、早熟凝聚染色体和微核等四种细胞遗传

学终点进行生物剂量估算的技术。第 13 章介绍近年来在染色体检测自动分析技术上取

得的巨大进展。第 14 章考虑另一个最新发展，即染色体生物剂量学界如何最有效地响

应大规模辐射伤亡事件。第 15 章介绍质量保证的导则和程序。最后一章即第 16 章讨

论从事细胞遗传学分析的实验室工作人员的安全问题。提供了迄今最为全面的参考文

献清单，之后给出七个附件，前四个附件介绍 DCA、FISH 法易位、PCC 和 CBMN 检

测的可重复操作程序。附件Ⅴ介绍有丝分裂指数的测试标准。附件Ⅵ提供生物剂量数

据分析及其基础研究中常用的多种统计检验指南。最后，附件Ⅶ给出了关于双着丝粒

计数和剂量估算的实验室之间质量保障演练实例。本出版物的末尾提供了一份缩略语

表，一份重要技术术语表，及一份参与本出版物第三修订版的起草和同行审议人员的

名单。 
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2. 剂量概念在生物剂量学中的应用 

本章提供有关剂量学术语、吸收剂量的物理意义、不同类型电离辐射事故照射剂

量的生物学（细胞遗传学）评价的解释等方面的简单信息。 

淋巴细胞染色体畸变用于估算过量受照人员的吸收剂量。淋巴细胞中计数的畸变

可以参照参考剂量-效应刻度曲线解释为吸收剂量。这种曲线是用适当辐射品质的剂量

离体照射血液后制备而成。授与样品的剂量应该可以通过物理仪器（如电离室）溯源

到初级或次级标准。 

测量光子和中子的物理装置通常用空气比释动能进行刻度，因此，在考虑授与组

织（或血样）的剂量时需要用到修正因子。对于光子，这些修正因子是根据质能吸收

系数比导出的，其值可从标准表[5]中获取。对于中子，仪器可用组织等效材料制成，

用以表示组织剂量。或者按照中子注量进行初级或次级剂量学实验室刻度，注量可以

转换为组织剂量。 

既然被计数的生物学终点是染色体畸变，那么严格地讲，染色体畸变反映细胞核

的剂量。对于光子和中子来说，软组织的剂量与细胞核的剂量非常近似。这是因为与

光子和中子所产生的次级粒子的射程相比，淋巴细胞核的直径很小，大约 6 μm。因此

适用 Bragg-Gray 空腔理论[10]。 

不过也有少数例外。例如氚化水照射，β 粒子的穿行距离仅介于 0~7 μm 之间。因

此，细胞核的绝大部分剂量归因于细胞核内所含的氚的发射。在这种情况下，淋巴细

胞核的剂量构成了刻度依据，并且依赖于细胞核内水含量，相对于血液中含水量而言

[11]。另一个例子是 100 keV 以下的低能中子照射，其反冲质子的射程小于 2 μm。在

这种情况下，淋巴细胞核的剂量可能与其中的氢含量相关。然而，在一起事故中受到

主要是这个能量范围的中子照射，几乎不大可能。 

用检测到的畸变数，如双着丝粒数，查阅刻度曲线得到的剂量值表示淋巴细胞的

平均吸收剂量，这近似于全身的平均剂量，因为淋巴细胞不仅遍布于全身，而且是可

移动的。通过本出版物后面描述的几种方法，有时也可以为非均匀照射或局部照射情

况改进全身剂量估算值。 

大多数进入体内的放射性核素也会导致非均匀照射，但是这里关心的剂量并不是

淋巴细胞的剂量，而是放射性沉积的特定器官和组织的剂量。因此，染色体分析的有

效性往往受到一定程度的限制，因为摄入放射性碘后会诱发淋巴细胞染色体畸变，但

这并不能解释为甲状腺剂量。例外是那些体内广泛分布的核素如氚化水或放射性铯，

经验表明淋巴细胞染色体畸变分析能够提供有意义的剂量估算值。 
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对于照射后十年或更久的回顾性生物剂量测定，是用 FISH 方法检测易位，估算的

剂量代表的是活性骨髓平均剂量。这是因为最初受到照射的是被计数淋巴细胞的干细

胞前体，在较短的时间内，在长寿命淋巴细胞和受照骨髓干细胞后代的混合物中可观

察到易位。 

引出一项生物剂量调查的原因往往源自个人剂量计记录的常规测量结果。个人剂

量计经刻度后用来测量特定深度的个人剂量当量。这个运行实用量提供了实践中遇到

的大部分照射野中有效剂量或剂量当量的合理估算值。有效剂量和剂量当量用于放射

防护。它们不适用于确定高吸收剂量的效应。 

因此，建议从事生物剂量检测的实验室应该以吸收剂量（Gy）来刻度它们的程

序，适当规定足够的细节以表征辐射类型和辐射品质[12~15]。 
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3. 染色体损伤的生物物理学背景 

本章提供的信息旨在帮助理解和解释后面各章中出现的方法学原理。更多的信息

可以查阅参考文献[16，17]。 

当电离辐射通过物质时，排斥原子中的电子，留下带正电荷的离子。沿带电粒子

径迹上的初始事件分布、电离和激发，因辐射类型的不同而不同。这些初始事件的平

均间隔随粒子（中子或 α 粒子）电荷和质量的增加而减少。下面将要讨论到，必须用

单位径迹长度沉积的能量来定义一个特定的辐射，因为这种特性会改变特殊辐射类型

诱发各种生物效应的有效性。 

一个用来描述不同类型辐射能量沉积的有用的比较术语是传能线密度（LET）。对

于宽范围 LET 辐射，如中子，可以导出一个平均 LET。这是根据授与的能量（或剂

量）或根据穿过的径迹长度，对每一个 LET 区间进行权重而获得的。分别称为剂量平

均 LET 和径迹平均 LET。径迹平均 LET 似乎是描述染色体损伤相对生物效能（RBE）

变化的最好的量[18]。250 kV 的 X 射线的径迹平均 LET 大约是 2 KeV/μm，而重带电

粒子的径迹平均 LET 值是 100~2000 KeV/μm 或更大。值得注意的是，相同或不同类型

的辐射在每微米径迹上沉积的能量是显然不同的，可以明显改变不同类型辐射的生物

效应。 

不同 LET 辐射电离分布的一个后果是细胞之间染色体畸变率的分布。对于低 LET

辐射或疏电离辐射，任何剂量的电离在细胞之间都是随机分布的，特别是由于大量径

迹的存在。DNA 损伤在细胞之间也是随机分布的，并且假设任何损伤转化为畸变的概

率是相等的，那么畸变在细胞间的分布也是随机的。这种情况已经被证实：在 X 或 γ

射线照射后，诱发的染色体畸变符合泊松分布。对于高 LET 或密电离辐射，电离径迹

在细胞间的分布是非随机的，能量沉积在更多的“离散包”中。径迹数比同等剂量的

低 LET 辐射的少得多。与低 LET 辐射做同样的假设，结果是高 LET 辐射诱发的畸变

在细胞间是非随机分布的。在任何观察到的平均畸变率下，多畸变和零畸变的细胞比

由泊松分布预期的多。这个特点在生物剂量学中是有用的，将在第 9.7.4.3 节中讨论，

该节专门讨论非均匀照射或局部照射。 

对诱发某一特定生物终点的不同类型的辐射效应，通常用术语“相对生物效能”

（RBE）来表示。RBE 定义为参考辐射（通常为中等电压 X 射线）的剂量与被研究的

产生相同生物效应的特定辐射的剂量之比。即 

 

 

 

RBE = 
产生 Z 效应的 200~ 250 kVp 电压 X 射线的剂量 

产生 Z 效应的辐射剂量 
（1）
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值得注意的是，X 射线的效应比 γ 射线的高 2~3 倍，因此应当始终定义参考照射

[19]。 

图 2 示出高 LET 辐射和低 LET 辐射诱发的典型形状的线性和线性平方型的双着丝

粒剂量-效应曲线。 

 

图 2.  典型的线性和线性平方型剂量-效应曲线，表明 RBE 如何随畸变率变化[8]。 

 

对这些图形产生的原因将在本节后面讨论。高双着丝粒产额由高剂量照射所引

起，图中用上部水平虚线在 1.0 和 3.5 Gy 处横截两条曲线，表示高双着丝粒产额的

RBE，RBE 值是这两个剂量的比，即 3.5/1.0 = 3.5。用下部水平虚线在 1.0 和 3.5 Gy 处

横截两条曲线，得到较高的 RBE：1.0/0.1=10。最大 RBE 描述低剂量下的情况，通常

称为 RBEm，是两条曲线的产额方程式中线性系数的比。 

对于许多生物学终点（包括突变，细胞死亡和染色体畸变）来说，已经证明，

RBE 随 LET 而变化，以至得到驼峰形响应曲线（图 3）。 

剂量（Gy）

双
着

丝
粒

/
细

胞
 

高 LET 辐射 低 LET 辐射 
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图 3.  RBE 与 LET 的一般关系[8]。 

 

这条曲线显示，RBE 在到达大约 100 keV 的最佳值之前是增加的，然后随 LET 值

的增加而下降，这里，用这条曲线来解释染色体畸变的诱发是最好的。为说明问题，

以双着丝粒畸变为例，部分原因是它明显涉及两条染色体之间的相互作用（或互换），

同时也因为它是生物剂量学中最常用的畸变类型。 

要产生双着丝粒畸变，必须使两条未复制的正常染色体受到 DNA 损伤，进而使受

损的染色体能够互换。这种互换可以由辐射直接诱发的 DNA 双链断裂的错误修复所引

起，也可以由碱基损伤切除修复过程中的错误修复而引起。由此可知，两条染色体的

损伤一定要彼此靠近，在所谓“重接距离”内，才能产生错误修复。这个定义区可以

视为靶。两个损伤位点，包括每一条未复制染色体的 DNA 双螺旋结构，必须在这个靶

内。这个靶或相互作用区域很小，一般认为直径小于 1.0 μm。X 射线的 LET 较低，单

位径迹长度内的电离频度也很低，因而在靶内在单一径迹上发生两次电离事件的概率

也很低。至少需要两次电离才能产生涉及双着丝粒的两条染色体损伤。由两条独立的

径迹电离产生两个损伤的概率要高得多。一个径迹产生双着丝粒的频率与剂量的线性

函数成正比，而两条径迹诱发双着丝粒的频率与剂量的平方成正比。在低于 0.5 Gy 的

剂量下，两条径迹穿过一个靶的概率极低，所以双着丝粒几乎都是由一个径迹产生，

而且频率也很低。随着剂量的增加，两条径迹诱发双着丝粒的贡献也将增加。因此，低

LET 诱发双着丝粒的剂量-效应曲线（图 2）由一个和两个径迹的事件结合组成，前者

主要出现在低剂量，后者更多的出现在高剂量。剂量-效应曲线一般拟合为方程（2） 
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式中， 

Y 是双着丝粒畸变率， 

D 是剂量， 

C 是对照（本底畸变率）， 

α是线性系数， 

β是剂量的平方系数。 

α/β 的比称为交叉剂量，等于对形成双着丝粒具有同等贡献的线性部分和平方部分

的剂量。 

当辐射的 LET 值增加到最大时，由同一径迹内的两次电离引起靶内的两个损伤的

概率增大，这将产生两种结果。LET 约为 20 keV/μm 时，剂量-效应曲线为线性（图

2）。由于一个径迹产生两个损伤的可能性增加，诱发双着丝粒的高 LET 辐射的效能或

RBE 也随 LET 的增加而增加。一个径迹产生两个必要损伤的概率，远远超过在另一个

径迹已经产生损伤的附近由第二个径迹的产生一个损伤的随机过程，特别是在低剂

量，低迹密度的情况下。RBE 的最大值出现在当 LET 值使得后述情形发生时：电离以

不“浪费”能量的最佳间隔,在双着丝粒的形成所涉及的两个 DNA 双螺旋链中的每条

链中造成损伤，即沉积在靶内的电离多于所需要的。然而，当 LET 超过这个最佳值

时，沉积在靶内的能量将多于需要的能量，在这种情况下，RBE 将随 LET 的增加而下

降，如图 3 所示的 RBE 与 LET 关系图。 

综上所述，低 LET 辐射、高能质子和快中子的剂量-效应曲线（图 2）是非线性

的，更符合线性平方模型；高 LET 辐射（裂变中子和 α 粒子）的剂量-效应曲线呈线性

或接近线性；在 LET 小于大约 100 keV/μm 时，RBE 值随 LET 增加而增加，在 LET 大

于 100 keV/μm 时，RBE 值随着 LET 的增加而减小（图 3）。剂量率对细胞遗传学改变

有何影响？关于这个问题，最容易的是了解双着丝粒的形成过程，尽管其原理也适用

于微核和易位。已知形成双着丝粒的 DNA 损伤是可以修复的，修复的时间从几分钟到

数小时，取决于损伤的特性。如果诱发一个双着丝粒所需的两条染色体损伤是由不同

的径迹产生，并降低剂量率，那么第一个径迹产生的损伤有可能在第二个径迹穿过靶

形成第二个损伤之前修复。虽然这两个损伤都在靶内，但它们不能相互作用形成一个

双着丝粒体。两个损伤相互作用的概率随着剂量率的降低而降低，剂量率越低，单位

时间内电离径迹的频率就越低，这样，第一个损伤在第二个损伤形成前的修复时间就

越长。因此，在低 LET 辐射情况下，剂量率越低，每单位剂量诱发双着丝粒的频率就

越低。在剂量率非常低的情况下，两条径迹畸变的概率基本为零，在这种情况下双着

丝粒的剂量-效应曲线为线性，斜率等于急性照射线性平方曲线的线性部分。对于分次

照射或分割照射，同样的论点也成立。如果受到两次或多次照射，则第一次照射产生

的损伤可以与第二次或随后的照射产生的损伤相互作用，只要第一次照射和随后照射
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之间的时间间隔不超过第一次或之前照射的损伤修复所需的时间。因此，如果分次照

射的时间间隔足以允许分次照射之间的损伤修复，那么，总剂量（分次剂量的和）所

产生双着丝粒率将少于单次照射总剂量产生的双着丝粒率。 

高 LET 辐射的情况有所不同，因为高 LET 辐射诱发双着丝粒的两个损伤来自同一

个径迹。这样，降低剂量率不会改变双着丝粒，因为在较长时间的受照过程中，损伤

的修复已不是一个影响因素。同样的观点也适用于分次受照；由于产生双着丝粒的两

个损伤同时来自一个径迹，所以在两次照射之间的损伤修复对双着丝粒的形成并没有

太多的影响。 

本章讨论的是生物剂量检测实践中要考虑的问题。剂量-效应曲线的形状受辐射品

质（LET）的影响。因此，进行剂量估算时，拟用的标准曲线应该是这样的曲线：其

相关辐射品质应该与应急事件涉及的特定类型辐射的品质相同或相似。这个要求很重

要，因为即使为了辐射防护的目的，权重因子是相同的（WR = 1），但是不同低 LET

辐射诱发染色体损伤的 RBE 具有明显的不同[19]。对于低 LET 辐射，随着剂量率降

低，每单位剂量产生双着丝粒率也降低，导致在剂量率很低的情况下，剂量-效应曲线

呈线性，与急性照射的剂量-效应曲线的线性部分相同。一条线性曲线可以由 X 或 γ 射

线急性照射的标准曲线产生，经过受照时间和淋巴细胞寿命的适当修正，也可以作为

慢性照射的标准曲线。关于高 LET 辐射，由于剂量率的变化不影响双着丝粒率，所以

为急性照射得到的曲线也可以用于慢性照射或分次照射，当然也要考虑到受照的时间

和外周血淋巴细胞的寿命。 
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4. 人类淋巴细胞 

人类外周血淋巴细胞是主要处于细胞周期的 DNA 合成前期（即 G0 期）的一个细

胞群。仅有 0.2%或更少的外周血淋巴细胞处于自动合成细胞周期，而这些细胞可能来

自大淋巴样的细胞池，他们代表受刺激的淋巴细胞或未成熟的浆细胞。在这组细胞中

偶然可能会引起在外周血中偶尔看到的罕见有丝分裂。 

Nowell [20]首先提出，外周血“人类白细胞”在离体受到植物血球凝集素

（PHA）即一种来自豆子的植物蛋白的刺激后，可以进行有丝分裂。Carstairs [21]证实

“小淋巴细胞”是 PHA 诱导后启动有丝分裂的靶细胞。 

观察血液涂片可见，外周血小淋巴细胞具有大密度的核和周围较少的细胞浆（图 4

和图 5）。其直径约为 6 μm，体积估计大约 110 μm3。 

 

图4. 放大显示的典型血涂片：一个小淋巴细胞和一些红细胞。 

 

图5. 电子显微镜下看到的小淋巴细胞。 
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淋巴细胞可以分为两大部分，即 T 细胞和 B 细胞。这两种细胞起源于卵黄囊中没

有免疫力的干细胞，最后驻留在骨髓中。这些未分化的干细胞迁移到胸腺和其他主要

的淋巴器官中，在那里增殖，经历体细胞的突变，形成一个循环的长寿命淋巴细胞

池。以细胞表面标志物为基础，T 细胞和 B 细胞组成幼稚和记忆细胞的混合体，这些

细胞具有不同的寿命，在免疫过程中发挥不同的作用[22]。T 细胞，大多数为 CD4+ 和

CD8+ 亚型，在离体受到植物血球凝集素（PHA）刺激后而被用于生物剂量检测。 

外周血中淋巴细胞的浓度随着年龄、种族、病原体和环境因素（如吸烟，肥胖，

饮酒等）的不同而变化。比如，某些种族群（如东非）的淋巴细胞基线值低于人群总

体参考水平。观察发现，淋巴细胞数呈现出随年龄增加而减少的趋势。尤为明显的

是，在儿童时期淋巴细胞持续下降，在 15 岁下降至 2×109/L。对于成人，也观察到了

下降的趋势，只是下降较慢，在 75 岁或以上时，淋巴细胞数低于 2×109/L[23]。 

外周血中淋巴细胞浓度的正常范围是（1.5~4.0）×109/L [24]。然而，在机体的大

部分受到几 Gy 的大剂量照射时，早期的确定性反应之一是外周血淋巴细胞数快速下

降。在辐射伤亡的早期采集血液进行生物剂量估算时应注意这些因素[25]。 

一个健康年轻成人的淋巴细胞总数估计大约为 500×109 个，只有约 2%（10×

109）是在外周血中，其他一般存在于其全身他组织中，特别是集中于胸腺、淋巴结、

扁桃体、肠淋巴组织、脾脏和骨髓中。淋巴细胞的寿命不同，寿命的定义可以指细胞

死亡也可以指细胞分裂。根据 CD45 抗原不同种型的表达，CD4+ 和 CD8+ 亚型的 T 细

胞可以进一步分成不同的亚群。刚出生时，90%以上的 T 细胞表达为 CD45RA 种型，

称为未被激活的或幼稚的细胞。到了成年，下降到大约 50%，因为细胞向被抗原激活

或记忆细胞的 CD45RO 亚群转化。 

按照 PHA 刺激的 RA 型 T 细胞和 RO 型 T 细胞，研究了放射治疗诱发的染色体改

变[26]。从非稳定性损伤的持续时间可以看出，幼稚型 RA 细胞平均每 3.5 年分裂一

次，而记忆型 RO 细胞分裂更频繁，平均每 22 周分裂一次。记忆细胞也可以恢复为幼

稚表型，但这种情况只有在记忆类型平均约 3.5 年后才会发生。 

为了解释体内诱发的人类染色体畸变，很重要的一点是，大部分外周血淋巴细胞

位于“重新分布池”。也就是说，淋巴细胞能够离开外周血，通过脾脏、淋巴结和其他

组织重新进入循环系统。重新分布池中的一个特定淋巴细胞再次进入外周血的平均时

间大约为 30 分钟。据估计，人体约 80%即 400×109 个淋巴细胞处于重新分布池，全

部再循环的时间约 12 小时。这就意味着，在体内任何地方生成染色体畸变的淋巴细胞

最终都将出现在外周血中。因此，对于人淋巴细胞检测系统，不仅可以检测外周血淋

巴细胞自身诱发的染色体畸变，也可以检测全身不同器官分布的淋巴细胞的染色体畸

变[27]。 

大部分外周血淋巴细胞处于细胞周期的“静止期”（G0 期），为 DNA 含量约 5.6 

pg 的二倍体。这些细胞可以在 PHA 诱导下进行离体有丝分裂。PHA 是刺激所有 T 细

胞的极为全面的有丝分裂原。在 PHA 作用下，淋巴细胞转化为分裂细胞，胞核与整个



 

15 

细胞的体积随之增大。外周血淋巴细胞在刺激后 48 小时的体积大约为 500 μm3，而刺

激前的体积只有约 110 μm3。细胞质体积也由刺激前的约 50 μm3 增大到刺激后的 350 

μm3。细胞核体积则由约 50 μm3 增加到 170 μm3。 

用 PHA 刺激后淋巴细胞的细胞周期进程有很大差异，取决于培养条件，使用的不

同培养基，如 Ham’s F-10，（Roswell Park Memorial Institute，RPMI-1640），TC-199 或

极限必须培养基（MEM）。例如，在 Ham’s F-10 培养基中，在培养约 26 小时后开始

DNA 合成，再经过 10 小时开始第一次有丝分裂。用 H3 标记的胸腺嘧啶处理，测量到

两个 DNA 合成峰，一个在第 34 小时，第二个在第 40 小时，有丝分裂活性有两个峰

值，一个在第 44 小时，另一个在大约第 49 小时，这可能代表两个亚细胞群，表明在

使用 Ham’s F-10 和 PHA 的一个培养体系中存在不同的刺激方式[28]。然而，在 TC-

199 培养基中生长的淋巴细胞中，用氚标记间期细胞和有丝分裂指数，表现为不规则的

模式，由此很难得出有关细胞亚群的任何结论。 
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5. 染色体结构 

5.1. 染色质组装 

尽管非组蛋白与核小体组装之间的关系尚不十分清楚，但是在一个核小体结构中

DNA 与组蛋白的关系已经得到很详细的证实。另外，也清楚 DNA 位于核小体组蛋白

核心的外部。研究表明，在一个中期细胞的染色体上存在由非组蛋白或非组蛋白骨架

形成的轴心结构[29，30]。这种轴心结构是否参与染色体畸变的形成还不清楚。光显微

镜下观察，在有丝分裂不同阶段的染色体上可以见到代表轴心结构的银色染色区域。

虽然文献记载间期细胞中存在着有组织的核蛋白基质排列，但中期细胞染色体中骨架

结构的存在可能只是一个假说。图 6 给出一个中期细胞染色体结构的模型。 

 

图 6. 导致高度凝聚中期细胞染色体的许多不同顺序的染色质组装示意图（由美国
REAC/TS 提供）。 

图中文字从上到下，从左至右：Chromosome 染色体，Telomere 端粒，Centromere 着丝粒，Telomere 端

粒，Histone Proteins 组蛋白，Nucleus 核，Cytoplasm 细胞质，DNA Double Helix DNA 双链，Gene 基因 
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5.2. 人类染色体核型和 DNA 含量 

人类染色体核型（图 7）是人类特征染色体配伍，由 23 对不同大小的线形染色体

所组成，在每一个二倍体细胞总共有 46 条染色体。人类染色体正常分为七组，即从 A

组到 G 组，再加上一对性染色体 X 和 Y[31]。染色体组分为：A 组：1~3 号，B 组：4

号和 5 号，C 组：6~12 号，D 组：13~15 号，E 组：16~18 号，F 组：19 和 20 号，G

组：21 和 22 号。 

 
男性 
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女性 

图 7. 正常男性（46，XY）和正常女性（46，XX）的染色体分带核型图（由美国
Mayo Clinic 提供）。 

 

人类染色体两性相对 DNA 含量见表 2 和表 3。数据来自 Morton，1991 年[32]。 
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表 2. 人类男性基因组中每对常染色体和每个性染色体所占 DNA 含量的百分比 

染色体号 短臂 长臂 双臂 染色体号 短臂 长臂 双臂 

1 4.03 4.25 8.28 13 0.50 3.09 3.59 

2 3.12 4.92 8.04 14 0.50 2.97 3.43 

3 3.12 3.62 6.74 15 0.54 2.80 3.34 

4 1.76 4.63 6.39 16 1.23 1.86 3.09 

5 1.64 4.47 6.11 17 0.88 2.02 2.90 

6 2.05 3.72 5.77 18 0.63 2.05 2.68 

7 2.05 3.34 5.39 19 0.94 1.17 2.11 

8 1.57 3.31 4.88 20 0.98 1.29 2.27 

9 1.61 2.96 4.57 21 0.35 1.23 1.58 

10 1.38 3.15 4.53 22 0.41 1.35 1.76 

11 1.83 2.71 4.54 X 0.97 1.61 2.58 

12 1.23 3.27 4.50 Y 0.20 0.73 0.93 

      合计 100 

 

表 3. 人类女性基因组中每对染色体所占 DNA 含量的百分比 

染色体号 短臂 长臂 双臂 染色体号 短臂 长臂 双臂 

1 3.97 4.18 8.15 13 0.49 3.04 3.53 

2 3.07 4.83 7.90 14 0.50 2.88 3.38 

3 3.07 3.56 6.63 15 0.53 2.76 3.29 

4 1.74 4.55 6.29 16 1.21 1.83 3.04 

5 1.61 4.40 6.01 17 0.87 1.98 2.85 

6 2.02 3.66 5.68 18 0.62 2.01 2.63 

7 2.01 3.29 5.30 19 0.93 1.15 2.08 

8 1.55 3.25 4.80 20 0.96 1.27 2.23 

9 1.58 2.91 4.49 21 0.34 1.21 1.55 

10 1.36 3.10 4.46 22 0.40 1.34 1.74 

11 1.80 2.66 4.46 X 1.92 3.16 5.08 

12 1.21 3.22 4.43   合计 100 

 

5.3. 细胞周期 

物理或化学因素致染色体间期细胞断裂作用的重要信息，可以通过随后的细胞分

裂染色体检测点来获取，对于体细胞这个检测点就是有丝分裂期。细胞周期包括多个

阶段，这些阶段可以从其外观和功能上进行区分（图 8）。 
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图 8. 细胞周期（由美国 REAC/TS 提供）。 

图中文字从上到下，从左至右：Daughter Cells 子代细胞, MITOSIS 有丝分裂期，Prophase 前期，

Metaphase 中期，Anaphase 后期，Telophase 末期，4－6 HOURS 4~6 小时，6－8 HOURS 6~8 小时 8－10 

HOURS 8~10 小时 

 

有丝分裂期分为前期、中期、后期和末期。在细胞间期，染色体物质（即 DNA 和

相关蛋白）进行复制。这个时期称为“S”（合成）期，在此之前是 G1 期（合成前

期），S 期之后是 G2 期（合成后期），它们均属于细胞间期。在未进入细胞周期的细胞

中，如外周血淋巴细胞，细胞仍在 G0 期。 

对于周期细胞，间期是细胞周期中代谢最活跃的阶段，细胞核内的大部分能耗反

应均发生在这个阶段。细胞周期中每个阶段的持续时间会随细胞类型和生长条件的不

同而不同。通过使用放射性标记的 DNA 前体，如 3H 标记的胸腺嘧啶，能够确定各个

阶段的时间长度。在淋巴细胞中，受刺激后的第一个细胞周期几乎是同步的，这些细

胞特别便于放射生物学研究。当然，培养中的哺乳动物细胞周期是不同步的，但可以

用一些技术使其同步。细胞周期的不同阶段对化学行为或辐射的敏感性也各不相同，

产生的染色体畸变类型因细胞受到处理时所处的阶段不同而不同[33]。因此，在这种研

究中采用一个同步化的细胞群进行研究很重要，至少要对处理时处于不同阶段的细胞

比例有一个估计。 
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细胞周期的进程在不同的检查点受到控制，以最忠实地保证 DNA 的完整性和染色

体向子代细胞的适当分离。主要的检查点分别作用在 G1 期末、DNA 复制之前，G2 期

末、有丝分裂之前，及分裂中后期过渡时、染色体分离和细胞分裂之前。在这些检查

点上，如果发现 DNA 损伤、不完全复制、或纺锤体结构异常，细胞周期进程就会被阻

断。 
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6. 辐射诱发的染色体改变 

首先报道 X 射线能够诱发染色体畸变的证据来自 Müller 对果蝇的遗传学研究

[34]。这一发现被 Painter 和 Müller[35]的细胞学研究所证实。后来 Sax[36]在 X 射线诱

发染色体畸变起源的基础上发展了他的“先断“假说，后来 Revell[37]提出选择性互换

假说。Sax 提出，从本质上，在分离的染色体完全断裂发生后，损伤部位成为接触点，

断裂末端位移最终结合形成互换[36]。另一方面，Revell 推测，损伤位点并没有完全分

开，而是形成非稳定部位，可以与其他相似的位点相互作用而形成配对互换[37]。

Chadwick 和 Leenhouts[38]后来又提出第三种可能，即损伤与未损伤的相互作用，按照

Revell 的说法，是一个损伤位点可能与未受伤的染色体相互作用，形成交换。 

6.1. 辐射诱发的 DNA 损伤 

电离辐射的特点是在时间和空间上产生离散的能量沉积事件（如，点状、团块

状、径迹状），由于主要是水的辐解产生的活性组份，直接和间接地了损伤了

DNA[39]。径迹结构的生物物理学研究表明，低 LET 辐射可在单一电子径迹上产生局

部电离簇，高 LET 辐射则在邻近的空间范围内产生更多的电离[17]（图 9A）。电离辐

射可以引起广泛的 DNA 损伤，包括碱基损伤（BD）、单链断裂（SSB）、无碱基位点

（AS）、DNA-蛋白交联（DPC）以及双链断裂（DSB）等（图 9B）。 
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图 9.  低 LET 辐射和高 LET 辐射的电离方式（A）以及辐射诱发的 DNA 损伤（B）
[40，41]。 

 

水的辐解形成一个离子对（H2O
+ + e-）所需的能量约为 20 eV，而电离辐射在事件

中沉积的能量范围可达到数百 eV，平均为 60 eV。由于这个能量足以产生大约三个离

子对，从而形成的离子基团将在邻近的固定区域内产生作用。对于所有类型的辐射导

致的 DNA 损伤可以是单个的 DNA 损伤，包括 SSB，AS 和 BD，以及多重损伤位点

（MDS）或者集簇性 DNA 损伤[42]。DNA 中产生的多重损伤位点可能包含一个或多个

DSB、几个 SSB 和 BD。复杂的集簇性 DNA 损伤很难修复或者根本不可修复，因此会

导致致死性染色体畸变的发生[43]。 

细胞自身具有对 DNA 损伤作出反应的复杂信号传导通路、细胞周期检测点和修复

途径。BD、AS 和 SSB 可通过不同的过程进行修复，如碱基切除修复（BER），核酸

切除修复（NER）和单链断裂修复（SSBR）[44，45]。DPC 经过 NER 或者同源重组

（HRR）进行修复[46]。DSB 是关键的损伤，它的错误修复或者未修复可能形成像双着

丝粒或易位这样的染色体畸变[47]。HRR 和 DNA 非同源末端连接（NHEJ）是两个主

要的 DSB 修复机制[48，49]。这两种机制在细胞周期的不同阶段发挥作用。而 NHEJ

实质上在整个细胞周期都参与 DSB 修复，而 HRR 则只有在 G1 期和更多地在随后细胞

进入 G2 期的过程中发挥作用[50]。Sasaki [51]发表的一篇全面综述，阐述了染色体畸变

形成的生物物理学和分子过程。 

低 LET 辐射

高 LET 辐射

电离 
激发 

未损伤 DNA 
 

 
单链断裂（SSB） 
 
 
碱基损伤（BD） 
 
 
无碱基位点（AS） 
 
 
双链断裂（DSB） 
 
 
链内交联 
 
 
链间交联 
 
 
复杂单链断裂（SSB） 
 
 
复杂碱基损伤（BD） 
 
 

复杂双链断裂（DSB） 
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6.2. 染色体型畸变 

有人提出了染色体畸变的分类体系[52，53]。 

受有丝分裂原刺激的外周血淋巴细胞群，通常不进入细胞周期，而停留在细胞周

期的 G0 期。辐射诱发的染色体畸变最终是染色体型畸变，即畸变涉及染色体的两条染

色单体。众所周知，电离辐射是 S 期非依赖性断裂剂，与此不同，紫外线和化学剂是

S 期依赖性诱变剂。所以，细胞在 G0/G1 和 G2/S 期分别受到电离辐射照射后，诱发染

色体型和染色单体型畸变。然而，紫外线和化学剂在整个细胞周期的所有阶段主要诱

发染色单体型畸变。如果在受到电离辐射照射的 G0/G1 期细胞中观察到染色单体型畸

变，那么可以推测要么这些畸变不是辐射诱发的，要么就是细胞已经通过了第二个离

体细胞周期。 

染色单体型畸变之所以不作为生物剂量学的指标，是因为他们不是由 G0 期的淋巴

细胞照射诱发的。尽管如此，染色单体型畸变仍作为染色体损伤率总本底的一部分而

存在，而且可能过量存在，如果因疑似受照而接受调查的人员也有暴露于化学断裂剂

的历史的话。因此，要求显微镜计数者对染色单体型畸变有充分了解，不得与染色体

型畸变混淆。另外，随着对迟发染色体非稳定性和旁效应研究兴趣的增长，对染色单

体型畸变又有了新的兴趣。因之，本节讨论染色体型畸变，染色单体型畸变在第 6.4 节

介绍。 

6.2.1. 非稳定性畸变 

双着丝粒 

双着丝粒（图 10）是用于生物剂量估算的主要畸变类型。 

 

图 10.  一个双着丝粒染色体伴有无着丝粒断片（吉姆萨染色）。 
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双着丝粒畸变是两条断裂染色体的着丝粒之间的互换，就完整形态而言，伴有一

条无着丝粒断片，由这些染色体的无着丝粒组成。特别是在大剂量照射后，还会形成

多着丝粒构型。三着丝粒体伴随两对断片，四着丝粒体伴随三对断片，以此类推。双

着丝粒检测技术将在第九章详细介绍。 

着丝粒环 

人类淋巴细胞中，着丝粒环比双着丝粒罕见得多。一些研究者把它们与双着丝粒

结合起来进行剂量估算，而另一些研究者则选择忽略不计。染色体环是一条染色体的

两条臂断裂后重新相互连接互换所形成，同时也伴随一对无着丝粒断片（图 11）。 

 

图 11. 有两个着丝粒环（箭头所示）、1 个双着丝粒和无着丝粒断片的中期细胞分裂
相（吉姆萨染色）。 
 

无着丝粒断片 

无着丝粒畸变可独立于上述互换而形成，通常称作额外的无着丝粒。它们可以是

大小不同的染色体末端缺失或中间缺失，但也并不都能确定其生成来源，因此往往伴

随其他畸变存在。无着丝粒环通常在圆点中间可以看到清楚的空隙，来源于中间缺

失，而微小体是两个小点，大多数源于末端缺失[54，55]。 

流氓细胞 

流氓细胞定义为从培养的外周血淋巴细胞中制备的中期分裂细胞，在没有明显原
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因的情况下显示出极严重的染色体损伤。如图 12 所示，细胞中出现大量的染色体断裂

和重排，很难找到 1 个或 2 个以上的正常单着丝粒染色体。 

 

图 12. 在 500 个正常细胞中发现一个流氓细胞，来自一个健康的、不吸烟、没有辐射
照射职业或医疗史且生活在低氡地区的对照人员。中期细胞中可见多个多着丝粒染色
体和无着丝粒断片，并且包含大量的双微小体。 
 

相比之下，流氓细胞含有大量的多着丝粒染色体、无着丝粒断片和双微小体。双

微小体是包含几百万碱基 DNA 的染色质小体，可定义为 DNA 序列放大后的细胞遗传

学等同物[56]。 

在全世界所有的种族和族群中都观察到了这种独特的细胞。例如，1968 年，从生

活在委内瑞拉热带雨林中的雅诺马米部落的印第安人血液样本中首次观察到流氓细胞

[57]。后来在包括英国、日本、乌克兰、立陶宛和俄罗斯联邦在内的许多国家的居民中

都报道发现了这种细胞。术语“流氓”细胞是 Awa 和 Neel [58]命名的，他们介绍了广

岛原子弹爆炸受照和未受照对照人群后代中的这种细胞。与原爆幸存者的研究相类

似，针对生活在切尔诺贝利附近的受照和未受照人群的细胞遗传学研究证实，流氓细

胞与受照与否并无关联，因为在没有受照的对照组中也发现了这种细胞[59，60]。 

虽然，已经肯定流氓细胞在世界范围的广泛人群中都存在，但临床意义尚不清

楚。有些研究进行了系列取样，发现流氓细胞在不相关的群体的某些个体中是短暂出

现的，断断续续地、同时爆发地出现。值得注意的是，临床的细胞遗传学文献并没有

关于流氓细胞的报道，这可能是由于三天较长时间的培养使细胞分裂了 2 或 3 次，这

段时间内流氓细胞有可能已经丢失。另外，临床细胞遗传学家仅需分析相对较少的中

期细胞（如 15~20 个）就可以诊断患者核型的正常与否。相反，辐射细胞遗传学家则

常规分析一个人的几百个甚至一千个或更多的第一次分裂的中期细胞，这就大大增加

了发生率很低的流氓细胞的检出概率。总之，尽管一些证据提示，病毒（如 JC 人类多
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瘤病毒）在它们的表达中可能起一定作用，但是，人类淋巴细胞中的流氓细胞的病因

学和临床意义仍然是个谜[61]。 

鉴于流氓细胞的存在，因此建议，出于多数生物剂量学检测的目的，具有流氓细

胞形态的分离的中期细胞应当排除在剂量估算之外。但有一种例外是，在另有证据表

明存在高 LET 辐射照射的情况下，理想地讲，会出现具有连续损伤谱的多重损伤细

胞。 

6.2.2. 稳定性畸变 

相互易位 

相互易位是两条独立的染色体末端部分的互换。不同类型的易位起初是用 G-显带

技术和核型分析来识别的，但这种技术对于常规生物剂量检测来说过于费力。用固定

吉姆萨染色方法观察易位并不那么可靠。如今，使用 FISH 方法能够使易位用于剂量估

算（第 10 章）。采用 FISH 法，易位可以显现为双色单着丝粒染色体（图 13）。 

 

图 13. 用 FISH 染色体“涂染”法检测一个中期细胞的易位图示。1、2、4 号染色体
被染成红色，3、5、6 号染成绿色。两条双色染色体（2 号和 5 号）代表一个相互易
位，其长臂末端发生了互换。（由 Ramsey 和 Tucker 提供，LLNI，美国） 
 

非相互易位 

当只能看到一条双色的染色体时，非相互易位通常叫做末端、不完全或单向易

位。然而，通过全染色体探针、着丝粒和端粒探针的联合应用，许多被认为是末端或

者不完全的易位实际上是相互易位。这种情况极大可能是因为遗失的配对信号低于目

视分辨率，因此建议将这种模式叫做单向交换或易位。目前的观点认为，真正的末端
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易位确实存在，但占总体的比例很小，比如，4 Gy 照射下约占 5%[62]。 

中间易位（插入） 

这是一条双色染色体，显示一条染色体的一片无着丝粒插入到另一条染色体的一

个臂内。见图 14。 

 

图 14. 包含一个插入畸变的人类中期分裂相。第 1 对染色体染为黄色，其他所有染色
体被碘化丙啶（PI）染成红色。 
 

稳定性和非稳定性细胞 

FISH 回顾性生物剂量检测已经成为可能，因为稳定性畸变，如相互易位，可以成

功地通过有丝分裂进入子代细胞。然而为了获得成功，全基因组必须是稳定的。如果

在同一个细胞中存在一个无关的和非稳定的结构，如双着丝粒或额外的无着丝粒，那

么易位仍然不能达到分裂。这不仅需要考虑个别畸变类型的稳定性，同时也要考虑整

个细胞的稳定性。这个概念是许多年前由 Buckton 等人 1967 年提出的[63]，他们用 Cs

和 Cu 分别代表稳定性和非稳定性细胞。随着 FISH 回顾性生物剂量检测技术的发展，

这个概念再一次成为主流概念，证实了相互（双向）易位似乎比不完全（单向）易位

更加稳定[64，65]。 

6.3. 染色单体型畸变 

染色单体型畸变的分类与染色体型畸变的相同；大多数情况下，参与染色单体型

畸变的明显部位是在一条染色单体上，而不像染色体型畸变是在整条染色体上。 

末端缺失和中间缺失 

末端缺失是损伤的染色单体断片末端发生明显的位移损伤（图 15）。 
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图 15. 伴有染色单体断裂（b）和间隙（g）的中期分裂相。 
 

如果没有位移，那么在着丝粒区和无着丝粒区之间的不着色区的宽度，必须大于

染色单体的宽度，才可考虑为末端缺失。这个定义用来区别末端缺失（染色单体断

裂）和无着色损伤（间隙）。 

染色单体型中间缺失不像对应的染色体型缺失那样容易观察到，部分原因是由于

小的缺失碎片常常与发生缺失的染色体分离，因而观察不到。 

无着色损伤 

图 15 中的无着色损伤（或间隙）是染色体的不着色区或者着色非常浅的区，出现

于一条染色单体（单的）或者两条姊妹染色单体中，在相同的位点（双的）出现。如

果不着色区的宽度没有超过染色单体的宽度，则该事件记录为一个无着色损伤。很显

然，这只是一个工作定义。一般还是建议记录无着色损伤，但应该与染色单体缺失分

开。其发生率不应该包含在每个细胞畸变的总数内，因为它们的意义以及与其他“真

正”畸变类型的关系还不清楚。 

等位缺失 

等位缺失的出现是染色单体型畸变的一个例外，因为其涉及两条染色单体，在两

条染色单体的相同位置上有明显的断裂。然而，在适当的材料中可以发现，等位缺失

与其它单体型畸变的情况一样，是在细胞周期的 S 期和 G2 期由辐射诱发的。 
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有几种可能的类型，这与姊妹联合体发生的性质有关。假如出现一个姊妹联合

体，则可以区分染色单体型畸变和染色体型末端缺失。不过，在哺乳动物细胞内，姊

妹联合体事件非常少见，大部分等位缺失并是非联合体相临或末端类型的。无着丝粒

断片往往与缺失的染色体着丝粒部分无关。分析常规指出，因为 G0 期淋巴细胞中辐射

诱发的畸变属于染色体型的，所以所有的成对无着丝粒断片应当分类为染色体型末端

缺失。由于等位缺失率在任何情况下，在淋巴细胞内出现的频率较低，所以这个常规

是不合理的。 

非对称互换 

非对称互换（臂间互换和非对称单体互换）就是染色体型双着丝粒畸变中的染色

单体型畸。 

对称互换 

对称互换（对称性单体互换），见图 16，是染色体型相互易位中的单体型畸变。 

 
图 16. 伴有单体型对称互换的中期分裂相（吉姆萨染色）。 

 

在染色单体型对称互换中，体细胞配对两条染色体之间保持相互配对的相互联

系，因此缺少任何染色体分带技术也能够容易地观察到。 

非对称互换和对称互换 

非对称臂间互换和对称臂间互换各有两种形式，但分析中期细胞时，每一种形式

中只有一种可以识别。体细胞配对可以观察到对称互换。 

三射体 

三射体（三臂构型）可以描述为一条等位缺失的染色体与另一条染色单体缺失的

染色体之间的互换。 
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这个分类模式显然不够详尽，因为还有许多类型的复杂畸变可能产生，这里所介

绍的只是最常见的。更完整的分类可参见 Savage 的报道[52]。 

6.4. 早熟染色体凝聚 

当周期细胞进入有丝分裂期时，染色质凝聚为熟悉形状的染色体。有些技术也可

以使未进入有丝分裂期的染色质发生凝聚，这种技术称为早熟染色体凝聚（PCC）。用

仙台病毒或者聚乙二醇（PEG）作为融合剂，将间期细胞融合到有丝分裂期的中国仓

鼠卵巢（CHO）中或 Hela 细胞中，这样可以诱发早熟凝聚[66]。然而，采用仙台病毒

进行融合，要求细胞膜特别容易接受病毒颗粒，而且已经报道，使用仙台病毒并不能

对 G0 期的淋巴细胞获得满意的融合。为了生物剂量学目的，采用 PEG 诱导 PCC 的方

法克服了这一困难[67]。 

已经研发了化学诱导 PCC 的方法，使用 DNA 磷酸化抑制剂，如岗田酸（okadaic 

acid）或花萼海绵诱癌素 A（calyculin A）等。这些方法多数都要求细胞在培养液中循

环[68，69]。 

PCC 技术是一种非常有用的研究工具，用于探测照射后即刻过程及染色体断裂重

接，或错误修复形成畸变（如双着丝粒和易位）的动力学，这一技术将在第 11 章详细

介绍[70~72]。这些研究表明，在分裂中期最终看到的双着丝粒体、完全和不完全易

位、以及无着丝粒断片，都形成于 G0 期的不同时间，与照射剂量有关。人类淋巴细胞

受到低剂量的 X 射线照射（1~2 Gy），双着丝粒和易位迅速形成。然而，在 4~6 Gy 的

高剂量照射后，染色体互换的频率与染色体断裂重接（修复）成正比增加。 

 

图 17. PEG 诱导的未受照人类淋巴细胞与有丝分裂期的 CHO 细胞融合后诱发的早熟
染色体凝聚。可见 46 条明显的单条 PCC 染色单体。 
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6.4.1. PCC技术 

PCC 技术可分为以下几种： 

融合 PCC 检测是 1974 年文献首次报道的[73，74]。在此检测中，通常用 CHO 细

胞使淋巴细胞与有丝分裂细胞融合，以便诱导人类染色体早熟凝聚[67]。通过这种方法

可以计数人类染色体的条数，因此也可以计数辐射诱发的超出本底频率的染色体断片

的数目。这种方法也可以用于估算非均匀照射[75]。这种方法的主要优点是取血后不久

就可以观察到损伤结果。 

间期染色体快速检测（RICA）使用 FISH 探针可以观察到辐射诱发损伤的形态。

采用人工方法对染色体 DNA 进行凝聚，是为了识别染色体结构域，并检测两个不同结

构域之间的互换[76~78]。 

双着丝粒-PCC 检测可以观察到传统 M 期以外的其他细胞周期（主要是 G2 期）的

双着丝粒，因此可以看到传统双着丝粒检测中看不到的细胞[79]。当照射后淋巴细胞计

数下降，并且当难以获得典型的有丝分裂细胞时，这种方法非常有用。使用融合-PCC

技术可以缩短从采样到剂量估算之间的时间[79]，而使用化学技术诱导 PCC 的方法，

大部分实验室标本要培养 48 小时，因此没有缩短时间。 

PCC 环检测用以观察在细胞周期的不同时期辐射诱发的环状结构（图 18）。 

 

图 18. 东海村事故患者 A 淋巴细胞中的 PCC 环（箭头所指）（第 11.4 节）。 

 

这种方法的主要优点是，它所测量的剂量比用经典的双着丝粒检测得到的剂量要高

得多，因为只有在低 LET 辐射剂量大于 20 Gy 时，环的数目才达到饱和[70，80，81]。 

6.5. 微核 

微核（MN）由细胞分裂后期未进入子代细胞核的滞后染色体断片或整条染色体所

形成（图 19A，B）。因此看上去是完全分离的小球体，其形态和染色性质与细胞核相

同，存在于子代细胞的胞质内[82]。 
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微核形成 

 
核质桥形成 

A 

 

B 

 

C 

图 19. (A) 胞质分裂阻断微核检测中微核及核质桥起源机理示意图。(B) 双核细胞中
没有和伴有 1 或 2 个微核。(C) 双核细胞伴有 1 和 2 个核质桥，每个核质桥的细胞都
伴有一个微核。 
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上世纪 80 年代中期引入了一项重大技术创新。在培养体系中加入松胞素 B（Cyt-

B），阻断被培养淋巴细胞中的胞质分裂，而不抑制胞核分裂。胞质分裂阻断[83，84]

产生双核（BN）细胞，而并不允许两个子体细胞分离。因此用这种方法，可以区分正

在增殖的细胞（在第一次有丝分裂后）和非增殖的细胞，可以明确地计数双核细胞中

的微核数目。这种改进的方法可以对胞浆完整的双核细胞中的微核进行定性和定量分

析（图 19B）。 

用着丝粒探针可以进一步改进双核细胞中微核的测量，可以区别是来源于无着丝

粒断片的微核，还是来源于整条染色体的微核[85，86]。 

目前微核计数自动化的发展，为这项检测技术在大规模辐射伤亡检测和常规生物

监测中的应用提供了新的前景[87]（第 13.3.3 节）。 

胞质分裂阻断微核检测目前已经演变成为一种细胞学检测，可以评价一系列的染

色体损伤，包括断裂、非对称染色体重排、染色体丢失和不分离，以及坏死、凋亡和

生长抑制等[86]。这种方法也可以特别用于核质桥（NPB）检测，（图 19A，C）。核质

桥是双着丝粒体的一个代替标志物，是由端粒末端融合，或者 DNA 双链断裂错误修复

[86]而形成的。在胞质分裂阻断细胞检测中测量到的核质桥也适用于电离辐射照射的生

物剂量检测[88]。在核质桥和双着丝粒以及着丝粒环之间观察到了密切的关联和相似的

剂量-效应曲线[89]。 

微核分析以及细胞学检测的详细内容见第 12 章。 
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7. 血 样 采 集 

7.1. 时间 

全身辐射照射后，应在几个小时内抽取静脉血样，以 10 mL 为宜。不过，在局部

照射和不均匀照射情况下，循环的和血管外细胞池的淋巴细胞直到 24 小时左右才能达

到平衡[90]。这可能会导致血样中受照细胞的比例不具有代表性，因此建议采样至少延

迟到第二天。应当努力保证快速获得血样，因为即使照射后四周患者的血液参数仍在

正常限值内，但畸变产额已开始下降，引起辐射剂量估算的较大不确定性[91]。 

在严重过量照射情况下，白细胞计数可能会严重下降，血样采集的“时间窗口”

可能只有几小时或者几天，之后淋巴细胞数量会降至不能满足细胞遗传学分析的要

求。如果医学处理包括全血输学和成份输血，那么在治疗开始前采集患者的血样非常

重要。出于科学考虑，实验室应尽量按频繁的时间间隔采集血样。这样做在伦理上是

可以就接受的，因为采血本身是为了监测白细胞分类计数的变化。 

细胞培养并不总是能够快速进行，比如，如果采样发生在交通不便的偏远地区。

血样可以保存在冷藏状态，但淋巴细胞活性很快降低是一个大问题[92]。克服这一困难

的方法是，血样采集后马上用 PHA 刺激并保持在低温状态下（低于 20℃），以保证淋

巴细胞不转化和不进入细胞周期，直到 37℃使细胞升温为止。由 M. S. Sasaki（个人交

流）设计的以下方法可以使细胞在培养前至少保存两个星期。 

(1) 提前准备好 10 mL 无菌试管，内含 5 mL Leibovitz’s L-15 培养基，20%胎牛

血清和 4%脱水 PHA。（在长时间运输过程中，Leibovitz’s L-15 培养基是必须

的，因为它的氨基酸含量比其他普通培养基高 10 倍，pH 值长时间保持稳

定）。 

(2) 用常规肝素抗凝管采集血样。 

(3) 取 5 mL 肝素抗凝血，加入含 L-15 培养基的试管内，混匀。 

(4) 保持试管低温（<20℃）；在这种条件下保存血样或者快递到实验室，不会明

显降低细胞活力。 

(5) 然后将细胞用常规培养基清洗，按照后述第 9.1 节介绍的步骤处理，以便进

行常规培养。 

如果用 Leibovitz 培养基处理，应该用相同条件下制备的剂量-效应曲线来验证。 

7.2. 抗凝剂 

虽然可以使用肝素钠或者肝素铵作为抗凝剂，但不含防腐剂的肝素锂是淋巴细胞

培养的最常用抗凝剂。其他常见的抗凝剂，如乙二胺四乙酸（EDTA），常常导致细胞
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生长不良，因此不要使用。如果接收血样用了不当的抗凝剂，最好要求用新鲜血样。

然而，这并不总是可能的，在这种情况下可以通过清洗来“挽救”样本。步骤是取 4 

mL 血液，加 6 mL 平衡盐溶液（Hank’s 或者 Earle’s）或者培养基，600 g 离心 3~5 分

钟。去除上清，再加入 10 mL 新鲜的洗涤液，冲散细胞球，再次离心。在最后一次去

除上清后，洗过的细胞可以用含 10%胎牛血清的培养液恢复到开始的体积。用后面第

9.1 节的方法培养细胞，将洗过的样本同正常血样一样进行处理。 

7.3. 容器 

含适量肝素锂的一次性玻璃或塑料试管可从多家生产商购得。可使用老式的拧盖

试管或者真空管。这些试管必须是无菌的，很多厂家常规提供的试管是无菌的，但需

要确认。应当避免使用含有玻璃珠、或塑料珠或凝胶的试管。如果用干燥的肝素抗

凝，必须保证取血后颠倒几次试管与血液适当混匀。细胞遗传学实验室最好能够提供

自己储存的血样试管，顺便给医生提供一套详细的说明和地址书写正确的货包，以便

样本的返回。 

7.4. 运输 

运输过程中，血样的理想温度应保持在 18~24℃。如果可能遇到温度超出此范围

的情况，可以准备冷冻剂或室温包裹和温度记录仪。在任何情况下，运输过程中要避

免冷冻。 

样品的运输应遵守有关感染物品运输的国家或国际适用条例，如现行的 WHO 感

染品运输条例导则[93]。这个文件也向承运人解释了如何对感染品或潜在感染品，如诊

断用血样，进行分类、记录、标记、标签和包装。 

可以使用标准的玻璃或塑料肝素锂试管。应将试管置放于坚硬、不易破碎且防水

的第二容器内。容器也应含有缓冲材料和充分吸收的材料，以便能够吸收全部内容

物，但不能含有冷却袋。第二容器应放置在外包装内，如一个坚硬的纸盒，并贴上适

当的标签。为了诊断目的，在运送不知是否含有病原体的血样时，包裹上应标记 

“UN 3373. 生物物品，B 类”的字样。标签应该包括这句话，同时用一张白色的菱形

标签，在上面书写黑色字母‘UN 3373’。另外，包裹要标记与本次运输有关的寄件人

的姓名、地址和电话号码；收件人的姓名、地址和电话号码；及责人的电话号码[93]。 

如果需要冷藏或者室温包裹，这些东西应该放在第二容器的外面，外包装则用隔

热材料，如扩大的聚苯乙烯盒子。符合规定的包装盒可以从市场上买到。 

对于国际运输，发货人需要获得任何必要的进出口许可，并在发货前通知接收实

验室，以便根据需要办理进口许可。使用国际快递公司提供的‘门对门’快递服务较

为方便，他可以代理所有的海关手续等。 



 

39 

2~3 天的运输时间是可以允许的；然而，血样需要特殊的投递服务，以避免长期

延误，如节假日前后。 

在空运期间，血样在过安检时不应受到 X 射线照射。可能的话，可以在货包中放

置一张 X 光胶片或者标准热释光剂量计（TLD）或光激发光（OSL）剂量监测计。“避

免 X 射线”的标签应该贴在货包上。这些条件也要写在随行的文件上。 
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8. 离体剂量-效应曲线的制备 

8.1. 总体因素 

尽管取得了技术上的改进，不同工作人员采用了更为类似的数据分析统计软件，

但是各实验室之间的刻度曲线仍然存在差异。使用其他实验室拟合的刻度曲线解释剂

量，可能会引入额外的不确定性，因此建议，任何进行生物剂量检测的实验室都应该

建立自己的剂量-效应数据[94]。 

多数事故过量照射都由 γ 辐射源引起，但也有相当数量的事故涉及 X 射线。这两

种低 LET 辐射的刻度曲线是不同的，尤其是在低剂量时。因此，对于开展生物剂量检

测项目的实验室来说，首先应当为这两种辐射建立剂量-效应曲线。幸好涉及中子照射

的事件是罕见的，但是也应当考虑到一个实验室被要求响应临界事故的可能性。如果

这样，就需要建立裂变中子谱的刻度曲线。 

淋巴细胞离体照射应该尽可能与活体条件接近，这样可以获得相同的剂量-效应关

系[95]。应当使用采集在肝素锂抗凝管中的新鲜血样，在 37℃条件下全血照射。照射

后在 37℃静置 2 小时，然后用标准方法培养，与进行双着丝粒、易位和微核分析的疑

似过量受照患者的血样培养方法相同。 

8.2. 物理因素 

剂量-效应曲线的制备必须有可靠准确的物理剂量测量来支持，有几点需要注意。

血样放置的位置要容易推算剂量，并且要尽量离放射源远些，这样才可以认为是均匀

照射。例如，假设样品的厚度为 1 cm，那么需要离照射源至少 1 m，才能使样品前后

的剂量差异小于 2%。为了带电粒子的平衡，血样周围必须有足够的材料。对于 60Co γ

射线，有 4 mm 单位密度的材料就够了；对于 250 kVp X 射线，仅仅需要 1 mm 的材

料。对于中子，一般 1 mm 的材料也够了。 

应将周围材料减到最小，以避免射线散射的复杂性。选用材料的原子结构应尽量

与血样的相同，因为贴近血样容器壁的血液所受的剂量会由管壁内相互作用产生的电

子所引起。非常不匹配的原子成分将导致细胞受到不均匀照射。对于 X 和 γ 射线，电

子密度是不匹配的主要因素，而对于中子，原子组成则是重要因素，因为中子与靶原

子核产生相互作用。 

照射条件应该通过物理测量来校准，最常见是用电离室，但也可以选用其它方

法。如图 20 所示的丙氨酸测量。 
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图 20.  放置 15 mL 试管和 10 mL 真空采血管、用 γ 辐射源进行照射的装置。照射盒设
计有机玻璃壁厚为 6 mm，以确保带电粒子平衡。照射盒在两端还配有接口，允许循环
水浴（未显示）的水流动，以使照射过程样品保持在 37℃。在用于监测剂量的试管和
真空管内分别放置水或丙氨酸小瓶[97]（由美国 AFRRI 提供）。 
 

在物理剂量计的探测器周围，应该围有与血样周围材料等效的材料。可能的话，

物理剂量计的大小应该与血样的大小相同，这样才能代替血样达到剂量监测的目的。

物理剂量计通常用以 Gy 为单位的空气比释动能来校准，并能追溯到国家标准。软组织

中 Gy 的转换因子是质能吸收系数比。对于 250 kVp 的 X 射线，该值是将空气比释动

能值乘以 1.09；对于 60Co γ 射线则乘以 1.10。因此，转换因子是能量相关的，随能量

降低而降低。对于软组织和血液，转换因子之间也存在一个差异，但是对于低 LET 辐

射它可以小到忽略不计。对于中子，可能接近 5%。尽管刻度因子包括电离室墙壁的任

何吸收，但由于血液自吸收往往有必要对剂量率进行校正。 

确定剂量常用的方法是将测量的空气比释动能转换为组织或血液中的吸收剂量，

然后需要对距离（反平方定律）、血液界面上材料的吸收和不匹配进行转换。仪器的大

小和几何形状在这些因素中起折中作用，因为血样越小，吸收矫正就越小，不匹配矫

正就越大。无论怎样，应选择几何形状和材料，尽量减少必要的校正。 

为了制备适用于急性事故照射的离体刻度曲线，需要选择合适的剂量率，使所有

剂量所用的照射时间少于 15 分钟。如果不同剂量间照射时间的差异较小，那么畸变率

的β或剂量平方系数受到的影响将不超过 4%。另外，一些研究者选择制备非急性刻度

曲线，以便更好地理解，对于解释迁延照射事故时的畸变率，应如何修正 β 系数。更

为重要的是制备刻度曲线必须在 37℃下进行。如果在室温下进行，则照射期间将很少

或不发生修复，导致剂量-效应曲线将与急性照射的曲线一样。需要指出的是，迁延照

射刻度的关键因素是照射时间而不是剂量率。因此，每个数据点都应来自相同时间受

照的血样。这可以通过调整与源的距离来实现，这个过程需要更多的物理校正测量。

另一个比较容易的方法是，用一个固定的剂量率也就是一个照射位置，每个剂量照射

不同时间，得到的数据可能不太适合线性平方剂量效应方程[96]。 

考虑到一定程度的人体散射，有些实验室在刻度曲线时喜欢将血样放在一个体模

里（图 20，21）。 
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图 21. 位于 60Co γ 射线源前面的、加热到 37℃的水浴装置。为了实现电子平衡，血样
放在一个有机玻璃架里。 

 

然而，需要给予更多考虑的是上述剂量校正因子，以及电离室是否可以放在血样

旁边。通常用水作模拟，水温保持在 37℃。如果电离室放置在与血样相同的几何位

置，这就要考虑由散射引起的剂量。使用温水时需要施加明显的温度和压力校正，当

然，电离室还不能被弄湿。体模内中子刻度是一个特别困难的问题。体模最好不是水

而是组织等效材料。这样产生的辐射谱才类似于体内的、可能会对淋巴细胞明显增加

剂量的低 LET 成分。详细描述总吸收剂量的成分谱是件非常困难的事情。 

8.3. 统计因素 

第三章中已经讨论到，非常有力的证据表明，染色体畸变或微核产额（Y）与剂量

（D）之间的关系用线性平方方程表示： 

                       2DDCY                           （3） 

对于高 LET 辐射，α 项变大，最终 β 项在生物学上的相关性关变小，在统计学上被

“隐藏”，剂量效应关系用线性方程来近似： 

                       DCY                               （4） 

曲线拟合的目的是为了确定系数 C、α 和 β 的值，这些值能够很好地拟合数据点。

对于双着丝粒来说，X 或 γ 射线照射产生的损伤分布可以非常好地用泊松分布来表示

[98]。相反，中子和其他高 LET 辐射产生的分布则是过离散型的，其方差（σ2）大于

平均值（y）。方差与均值的比（σ2/y）是否是一个剂量函数，目前还是一个讨论的问

题。对于微核，在所有剂量下，甚至光子辐照下，数据都趋向于过离散分布。 

由于拟合曲线的方法是基于统计学的泊松分布，因此对于建立刻度曲线的每个剂

量点，都应检验双着丝粒细胞的分布是否符合泊松分布。如今，使用最广泛的检验方

法是 u 检验[99、100]。u 检验统计量是离散指数（σ2/y）的一个归一化单位，对于泊松
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分布它的值是 1。如果 u 值高于 1.96，表示过度离散（采用两侧显着性水平，α = 

0.025）。 

                   X

N
y

112

1
1/u 2




                     （5） 

其中 

N 代表分析细胞数； 

X 为检出的双着丝粒数（或双加环数）。 

u 值小于-1.96 表示欠离散分布。生物学上欠离散分布不太可能发生，因此 u 值低

于-1.96 可能意味着数据抽样有问题。 

合适的曲线拟合需要足够的自由度以减少误差。理想情况下，在 0.25~5.0 Gy 范围

内应该有 10 或 10 个以上剂量点。对于低 LET 辐照，没有必要高出 5 Gy 的数据，的

确，如果高出这一剂量，有证据表明畸变数会饱和，这将导致β系数的失真[101]。对

于高 LET 辐射，建议最大剂量为 2.0 Gy。 

鉴于大部分辐射事故涉及的剂量在 1.0 Gy 以下，曲线的低端对剂量估算非常重

要。因此，需要尽力减少与 α系数相关的统计不确定性。建议在 0.25~1.0 Gy 范围内刻

度曲线的剂量点不少于四个。如果实验室能够获得低于 0.25 Gy 的剂量数据，当然是非

常好的。在较高的剂量组中，每个剂量点分析细胞数应该以检出 100 个双着丝粒为

准。然而在较低剂量点这一要求很难达到，相反每个剂量点应当计数几千个细胞；建

议细胞数目在 3000~5000 个之间。任何情况下，在低剂量范围内分析细胞的实际数目

取决于剂量点的数，关键是减小曲线拟合的误差。表 4 给出建立低 LET γ 辐射和高

LET α辐射剂量效应-曲线的实例数据。 

表 4. 从 γ射线和 4He 粒子照射血样获得的细胞遗传学结果 

γ射线（60Co） 

剂量 
（Gy） 

N X 
双着丝粒细胞分布 

σ2/y u 
0 1 2 3 4 5 6 

0.000 5000 8 4992 8       1.00 -0.07 
0.100 5002 14 4988 14      1.00 -0.13 
0.250 2008 22 1987 20 1     1.08 2.61 
0.500 2002 55 1947 55      0.97 -0.86 
0.750 1832 100 1736 92 4     1.03 0.79 
1.000 1168 109 1064 99 5     1.00 -0.02 
1.500 562 100 1736 92 4     1.06 1.08 
2.000 332 103 251 63 17 2    1.14 1.82 
3.000 193 108 104 72 15 2    0.83 -1.64 
4.000 103 103 35 41 21 4 2   0.88 -0.84 
5.000 59 107 11 19 11 9 6 3  1.15 0.81 
平均          1.0  

 
20 MeV 4He 粒子 
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剂量 
（Gy） 

N X 
双着丝粒细胞分布 

σ2/y U 
0 1 2 3 4 5  6 

0.000 2000 3 1997 3       1.00 -0.04 
0.051 900 19 881 19       0.98 -0.44 
0.104 1029 27 1004 23 2      1.12 2.84 
0.511 1136 199 960 154 21 1     1.07 1.60 
1.010 304 108 217 69 15 3     1.09 1.15 
1.536 142 96 75 40 25 2     0.98 -0.20 
2.050 137 120 63 44 16 12 2    1.20 1.65 
2.526 144 148 66 34 25 14 3 2   1.40 3.40 
3.029 
平均 

98 108 47 16 17 14 0   1 1.56 
1.19 

3.93 

 

对于每一个被分析的剂量，分别列出计数细胞的总数（N）、观察到的双着丝粒总

数（X）、双着丝粒分布、离散指数（σ2/y）和 u 检验（u）。u 值高于 1.96 表示过离散

分布。 

为确定最佳拟合系数，建议使用最大似然法[104、105]。使用这种方法，通过假设

泊松分布，并采用反复重新权重最小二乘法，使观察值最大化，以获得每个系数的最

佳拟合值。对于过离散（非泊松）分布，像高 LET 辐射，必须要考虑对过离散进行权

重。如果 σ2/y 随剂量显示具有统计学显著性趋势，就应该利用这种趋势。否则，每个

数据点的泊松加权值应该除以 σ2/y 的平均值。 

随后要对曲线拟合的优度和 α、β 系数的意义进行检验，比如分别使用卡方（χ2）

检验和适当的 F 检验（如 F 检验、z 检验或 t 检验）。这些检验方法详见附件 VI。如

果证明拟合不足（例如 χ2 值比自由度（df）还大）， 2
12

)/( dfx 会导致标准误增加。许

多计算机软件计算的标准误（SE）是由平方和求得的，而不是方差的泊松估算，这就

可能造成不真实的低估泊松误差。正因如此，当用这种方法计算 SE 且 df 大于 χ2 时，

通过 2
12

)( / xdf 来增加 SE 是一种良好的实践。 

表 5 示出用表 4 数据值拟合的系数和按泊松假设计算的 SE。 

表 5 用表 4 中的双着丝粒数据拟合的结果 

γ射线（60Co）     

C ±SE α（Gy-1）±SE β（Gy-2）±SE χ2 df 

0.001280±00047 0.02103±0.00516 0.06307±0.00401 6.61 8 

 F=4.08，p<0.03 F=15.73，p<0.01 P=0.058 

20 MeV 4He 粒子           

C ±SE Α（Gy-1）±SE β（Gy-2）±SE χ2 df 

0.00143±0.00093 0.32790±0.02875 

F=11.41，p<0.03 

0.02932±0.01636 

F=15.73，p<0.01 

7.40 

P=0.39 

6 

0.00193±0.00097 0.37290±0.01787 

F=20.87，p1<0.01 

 10.91 

P=0.14 

7 

1 F.05 [7, 7] = 3.77 
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表 5 中 χ2 检验的 p 值表示拟合的数据点与观察的实际数据相比无显著差异，证明

拟合度好。另外，线性和平方系数的显著性也用 F 检验，即每个系数和标准误之间的

比来确认；对于每个系数，F 值高于 3.44（临界值 F.05[8，8]），z 值高于 1.96（正常分布

临界值；两值在统计表中可查到）。F 检验，详见附件 VI，是两卡方分布之比，F.05[8, 8] 

是 α = 0.05 的临界值，分子和分母的自由度均为 8。对于 4He 粒子，通过 σ2/y 的平均值

1.19 来减少权重。线性平方系数 β 无显著意义（临界值 F.05[6，6] = 4.28；z 检验 p = 

0.12），因此得到了一个线性拟合。 

在拟合剂量-效应数据时，关于如何处理畸变的本底值，观点不一。一般有三种方

法：在曲线拟合过程中包含一个 0 Gy 剂量点；忽略 0 Gy 剂量点；或者在每次拟合过

程中，用一个标准本底值代表 0 Gy 剂量点。如果用 0 Gy 剂量点检测到的畸变数作为

曲线拟合的一个数据点（正像上面给出的曲线拟合中所用的），那么本底值就是一个可

变参数。然而，由于在未照射细胞中畸变数通常是很低的，经常是观察不到的，所以 0

剂量点测定的畸变数为 0。如前所述，低剂量时各数据点的统计结果一般都比较低。这

样，包含 0 剂量在内的曲线拟合过程中有时会出现本底值（C）和线性系数（α）为负

数，这显然没有生物学依据。一些学者通过忽略 0 剂量点和使曲线通过原点来解决这

一问题。然而，关于仅仅受到本底辐射照射人员的调查已经发表了充分的数据，表明

畸变的阳性本底水平很低。因此，一些人采用选择可替代方法，用小的阳性本底值作

为一个数据点，将大比例的不确定度归因于它。理想的实验室应该有自己的本底数

据，尽管这需要分析数千个细胞。一致认为，双着丝粒的本底水平是 1000 个细胞中大

约 0.5~1.0 个[106]，而对于易位[107]和微核[108]来说，对照值较高。 

有一些软件可用于曲线拟合，如 Peterson [109]开发的泊松迭代加权最小二乘法计

算程序（PIRLS），可用于加法、乘法、幂次和非线性模型；或一般线性交互模型

（GLIM，www.nag.co.uk./stats/GDDGE-soft.asp）；或用 R 基础工具 2。这需要与本出版

物附件Ⅵ-3 中专门为曲线拟合所编程序相结合。此外，辐射细胞遗传学界近来开发了

多种专用的曲线拟合计算机程序[110]。CABAS[111]使用最大似然法将刻度数据拟合成

线性平方模型。“剂量估算”[112]是一个类似的工具，可以拟合线性平方和线性方程。

当情况并非近期急性和全身照射时，除了曲线拟合外，CABAS 和“剂量估算“两种软

件，具有帮助处理辐射事故病例中的数据的工具，以便导出剂量估算值。包括了后面

第 9.7 节中介绍的计算范围。 

不论是采用这些软件或是其他软件，都应给出使用方法的足够信息，并且提供与

拟合系数相关的方差与协方差的详细资料，因为这些都是计算剂量估算的不确定性所

需要的（第 9.7.3 节）。 

__________________________ 
2 R 是一个免费的统计学计算软件，可从网址 http://www.r-project.org/下载。 
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9. 双着丝粒分析 

下文讨论细胞培养、固定和染片，是针对双着丝粒分析编写的，但其中多数内容

也与本出版物中的其他分析方法有关。本章充分讨论双着丝粒的样品制备方法，而有

关其它分析方法的部分仅讨论与双着丝粒分析不同的过程。 

主要不同点如下： 

(a) 对于双着丝粒分析，细胞培养需要 2 天，而对于微核和/或核质桥分析（胞质

分裂阻断微核检测，（CBMN Cyt）），培养时间则需延长至 3 天。 

(b) 早熟染色体凝聚的有丝分裂原融合法无需细胞培养，而化学诱导法一般需要

细胞培养。 

(c) 双着丝粒和其它针对中期细胞的分析均需要用秋水仙素阻止有丝分裂，而

CBMN Cyt 分析不需要。 

(d) CBMN Cyt 微核分析需要用松胞素 B 进行胞质阻断。 

9.1. 培养 

收到的血样要做几个平行培养。 

9.1.1. 培养基的选择 

有几种定名的培养基可以使用。全部可从市场购得，并已证实适合淋巴细胞培

养。用于检测染色体脆性位点的、不含叶酸的培养基不适用于淋巴细胞培养。与 MEM

或 TC-199 培养基相比，某些培养基（F-10 和 RPMI-1640）促进更加快速的生长

[113]。虽然离体第二次分裂的中期细胞（M2）数可以通过荧光加吉姆萨（FPG）染色

来确定，但是较好的办法是用常规培养法，一般培养 48 h 时，M2 期细胞数最少。 

培养基中应添加 L-谷氨酰胺、肝素和抗生素。通常使用青霉素和链霉素（详见附

件 I）。根据厂家的不同，许多培养基已含有这些抗生素。不过，如果购买浓缩或粉状

的培养基，将培养基稀释到工作浓度时需要添加抗生素。一些实验室喜欢使用不含抗

生素的培养基，在这种情况下，必须是无菌操作，包括使用无菌的采血管。 

9.1.2. 血清的选择 

应当使用胎牛血清或人 AB 血清。血清批次间可能有明显的差异，新到货的血清

要测定其支持细胞生长的能力。应放在 56±1℃水浴中加热灭活 0.5~1 小时，这样有助

于减小批次差异。淋巴细胞也可以在不含血清的培养基中生长，这种培养基可以在市

场上买到。 
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9.1.3. 溴脱氧尿嘧啶 

为了进行 FPG 染色，培养基中应加入溴脱氧尿嘧啶（BrdU）[114]。DNA 复制过

程中优先利用这种胸腺嘧啶类似物。当 BrdU 不对称性掺入两条染色单体时，FPG 染

色会在中期细胞染色体中产生一种“花斑”效应，出现在第二次或后来的替代后分裂

中（图 22）。 

 

图 22. 用 FGP 法染色的二次分裂中期细胞，显示姊妹染色单体的不同着色；即“花
斑”效应。 

 

没有一个普遍确定的 BrdU 浓度可供使用。最佳浓度因各种因素而变化，如培养基

中胸腺嘧啶浓度等因素。实验室应该通过实验为自己确定一个满意的浓度水平。通常

情况下，在培养基中添加 BrdU 的终浓度不超过 50 μM（15.4 μg/mL）。高于这个水平

可能会引起过度的有丝分裂延迟[115]。新鲜血样（< 24 小时）终浓度为 15 μM 往往令

人满意。如果血样运送延迟已超过 24 小时，为了保证 PGF 染色，BrdU 浓度不得不增

加到 40 μM [116]。应当注意 BrdU 对光敏感，因此要在避光条件下制备（例如黄色的

安全光），然后在黑暗中培养。可以用铝箔纸包裹培养瓶。 

当采用 BrdU 法时，为了获得第一次分裂期的较多分析细胞，应该确定一个最佳培

养时间。遗憾的是，这个时间并不好预测。差别不仅是因为个体差异，也因为辐射对

细胞周期时相的影响不同。严重受损的细胞对于有丝分裂刺激可能会产生明显的停滞

反应。实际上，实验室培养一次的时间多为 48 h。另一种方法为接种多瓶培养物同时

培养，在不同培养时间重复收获，然后挑选包含第一次有丝分裂最多的细胞。然而，

这种方法既费时又昂贵，在实践上是不可行的，尤其是在许多病例需要快速估算的情

况下。因此提出一种稍微改进的培养方法。在中期培养中可以加入松胞素 B（Cyt 
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B），正常情况下它是用于微核制备的（第 12 章），这样可以区分不同分裂阶段的细

胞，只选择分析第一次有丝分裂的细胞。在培养 24 h 时加入 Cyt B，终浓度为 2 

μg/mL。Hayata 等[117]首先使用这种技术来识别第一细胞周期的细胞，依据的是染色

体数目，而不是 BrdU 对姊妹染色单体的分染。Cyt-B 技术并没有广泛应用于双着丝粒

分析，但已经成功应用于一些实验室间的剂量估算比对演习中[118、119]。 

9.1.4. 有丝分裂原 

有几种市售的有丝分裂原，多为植物血凝素。大多数情况下，并未精确定义有丝

分裂原刺激哪种淋巴细胞群。建议使用植物血球凝集素（PHA），它是应用最广泛的有

丝分裂原。一些厂家销售两种类型的 PHA，有时称为 M 型和 P 型。对于常规的全血培

养，没有必要使用更贵的高纯度 PHA（P 型）；不过一些实验室考虑将其用于培养分离

的淋巴细胞。 

还有其它一些有丝分裂原可以利用，如刀豆蛋白 A 或美洲商陆有丝分裂原，主要

刺激特定的淋巴细胞亚群。这些有丝分裂原已经应用于一些实验体系和非人类细胞。

都不像 PHA 那样作用广泛，也不适用于生物剂量检测。 

9.1.5. 培养方法 

可以采用高压灭菌玻璃容器或无菌一次性塑料容器进行培养。通常使用 10 mL 圆

底一次性管。应当放置在 37℃和 5% CO2 的培养箱中，管壁 45°度角倾斜，并松动管

帽。也可以在没有 CO2 培养箱的条件下培养，但要拧紧管帽。 

细胞应在 37±0.5℃的条件下培养。培养箱的温度稳定性十分重要，最好用一个温

度计和一个图表记录监测。温度过低，将会导致培养 48 小时后的中期细胞数目太少。

如果温度偏高（38℃或以上），细胞周期的循环进程会加速，导致 48 小时后出现过高

的第二分裂中期细胞数目[120]。在忙碌的实验室，公用的培养箱可能会被频繁的开

关，这会产生一种风险，即风机辅助的培养箱温度将在一段时间内降到最佳温度以

下。另一种方法是在恒温水浴箱中进行培养。与通过空气传热相比，水浴传热更快，

保证在 48 小时培养过程中提供更好的热稳定性。如果使用水浴，那么 5 mL 培养物上

方至少要留 10 mL 的传热空间，并使空气中充满 5%过滤的 CO2。然后封紧管盖。水浴

箱应该加盖，使含有 BrdU 的培养物保持黑暗。 

培养方法是根据 Moorhead 等[121]和 Hungerford [122]最初发表的技术方法改进

的。简单地说，就是一种可以对全血或分离的淋巴细胞进行培养的方法。该方法的优

缺点与提供的血量、培养用的时间以及结果中可计数细胞的数目（较高的分裂指数）

等有关。确定分裂指数的标准见附件 V。 

9.1.5.1. 全血培养 

这种方法所需血量较少（1~2 ml），必要时可以刺破手指采集血液。还有一个优点

是培养迅速而又简单。但是每张玻片上可计数的中期染色体数目一般要比用别的方法
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计数到的少。步骤是将 0.3 mL 全血和 0.1 mL 的 PHA 工作液加入到含 4 mL 培养液和 1 

mL 血清的培养管内，然后进行培养。 

9.1.5.2. 分离淋巴细胞培养 

这种方法是将浓集的淋巴细胞接种到培养基中。在血量大于 3 mL 的情况下适用。

有两种制备浓集接种物的方法： 

(a) 首先，将 0.15 mL PHA 加入到 2 mL 血液中，然后轻轻混匀。血液将凝集在管

壁上。然后，加入 2 mL 血清，轻轻混合后，50 g 离心 1 min。用注射器将大

约 3 mL 的上清抽出，其中包括血清、血浆和白膜，留在后面的大部分是凝集

的红细胞。用针头将白膜刺破，吸出上清。使用大孔的针头可以减小对细胞

的压力。3 mL 液体足够制备两份培养物，等分加入两个培养管中，每个含有

4 mL 培养液。 

(b) 第二，采用无菌的淋巴细胞分离管（Ficoll Hypaque column）从全血中分离淋

巴细胞。市场上可以买到这种淋巴细胞分离备用管。将分离管离心后，吸出

淋巴细胞富集层。用磷酸盐缓冲液清洗，然后接种到培养基中。可以用血细

胞计数板，通过少量未染色细胞的计数来计算活细胞浓度，从而调整培养液

中最佳的细胞浓度。不同实验室间接种细胞的浓度可能不同，各实验室应该

独立建立自己的值，但可能在 0.5~2×106/mL 范围内。Hayata 等和 McFee 等

已发表了该方法的详细步骤[123、124]，认为该方法特别适合制备含有大量分

裂细胞的干净片子。一些实验室发现，采用分离淋巴细胞培养，更适合进行

FISH 分析以及制备用于中期细胞寻找自动扫描的标本（第 10 章和 13.3.1

节）。对于用正常光学显微镜计数常规吉姆萨染色的标本，就没必要这么复

杂，用上述(a)方法或全血培养法就足够了。 

9.1.6. 有丝分裂阻断 

秋水仙素或其合成类似物秋水仙碱（Colcemid）可用做细胞分裂阻断剂，大部分

研究者喜欢用后者。通常用生理盐水配成浓度为 10 μg/mL 的秋碱储存液。如果是无菌

配制并储存于 4℃的话，可以保存 6 个月。每 5 mL 培养液中加入 25~50 μL 工作液

（终浓度 0.05~0.1 μg/mL），可以提供足够数量的中期细胞，从而避免浓度过高引起的

细胞毒性问题。通常在结束培养前 2~3 小时加入秋碱。少数研究者[125]喜欢在培养中

间加入秋碱，比如在培养 24 小时后或在培养开始时就加入[123]。这样可以防止细胞生

长超过 M1 期，也是避免分析 M2 期细胞的另一种方法。应该注意的是，培养早期加入

秋碱可能会造成染色体浓缩过度，除非将培养液中的秋碱终浓度大幅降至约 0.05 

μg/mL[123]。早期加入秋碱可以使培养时间超过 48 小时, 以便顾及到细胞周期时间较

长的个体，例如老人。 

9.2. 固定过程 

淋巴细胞常规培养时间为 48 小时，精确时间在各实验室之间是不同的，变化在



 

51 

46~52 小时之间。实验室应该具有正常获得较多 M1 期细胞的最适宜培养时间及常规操

作流程。也可以在常规培养时间只收获一部分平行培养物，剩余的部分再继续培养。

这样就允许一些来自不同供体的细胞有充足的时间到达分裂中期，同时，也为高剂量

引起有丝分裂延迟提供了计数滞后细胞的机会。 

一旦结束培养就不再需要无菌操作，除特殊情况外，剩下的步骤可在室温下进

行。但仍需要遵守安全操作规则，因为血样中可能含有人类病原体。首先将培养物离

心后去除上清，然后加入 5 mL 0.075 M 的氯化钾低渗液。如果采用吸取方法去除上

清，则离心速度为 200 g，离心 10 min。如果采用倾倒方法去除上清，则需要一个更坚

实的细胞团（600 g，离心 3 min），不过这可能会导致更多的细胞破碎。加入低渗液的

试管应该在 37℃放置大约 15 min，如果使用分离的淋巴细胞培养，放置 3~5 min 就够

了。可以向低渗液中加入约 1 mL 的固定液，固定 5~10 min，这样可以使离心时细胞破

损减少。然后再次离心，移去低渗液，加入 5~10 mL 新鲜配制的固定液（甲醇：冰醋

酸为 3:1）。应该以恒定的速率缓慢地加入固定液，用漩涡混合器混匀细胞。重复固定

3 次。如有需要，细胞可长期保存在固定液中，置于-20℃冰箱中冻存更为理想。细胞

固定后可以立即或隔天制备样片，固定后的细胞悬液可在 4℃短时间保存。 

除去最后的固定液，留下足量的液体（约 0.25 mL）用于细胞悬液滴片。而最终的

液体量取决于细胞浓度，必要时可以用固定液进行稀释。玻片必须洁净无油。虽然一

些厂商告诉他们提供的玻片是足够干净的，但是许多实验室还是愿意再次处理以确保

洁净，并将其保存于脱油的液体中。液体可以是 1:1 的甲醇：丙酮混合物、或 1:1 的乙

醇：乙醚混合物、或是含 1% HCl 的甲醇溶液。必要时，可将玻片晾干后用洁净纸擦

亮。要注意质量高的纸巾为使其变软添加了羊毛脂，并不适合擦拭玻片。冰凉潮湿的

玻片有利于染色体的分散。将玻片存于冰箱中，使用前将其取出，滴片前吹几下使冻

霜融化。或者可以将玻片浸泡在盛有蒸馏水和冰块的烧杯中几秒钟。如果在冰水上加

一些甲醇但不要搅动，可以增加玻片的湿度。在滴片前，应该摇晃一下玻片表面的液

体。经验表明，染色体的分散程度受到实验室的周围温度和相对湿度的明显影响。在

可控环境的小橱柜内滴片，可以排除由于这些因素导致的质量变化。这种特为细胞遗

传学实验室设计的柜子已有市售。 

用移液管反复吹打剩余的固定液，使细胞充分混匀，然后滴 2～3 滴细胞悬液到玻

片上。同一培养瓶的细胞悬液至少应制备两张玻片，许多人愿意制备多达 10 张的玻

片。在把所有细胞滴完之前，最好先滴一滴细胞悬液测试一下。这样可以判断细胞的

浓度，如果有必要的话，可以将剩余的细胞悬液进一步浓缩或用固定液进行稀释。如

果检测标本的细胞形态不好，如染色体分散不好或有过量的碎片，可以用固定液再次

洗涤，或者暂不滴片，将细胞置于冰箱过夜，然后沉降，第二天再滴片。玻片应空气

干燥，也可以置于加热板上微微加热，加速干燥，还可以在风扇吹动下进行风干，或

者将它们在酒精灯上文火烤干（避免点燃固定液）。 
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9.3. 染色 

这里推荐采用荧光加吉姆萨染色法（FPG），因为可以使分析限制在离体第一次分

裂的中期染色体（M1）[126]。尽管这一方法有一定弊端，但可以通过常规吉姆萨染色

及 FPG 加以克服。许多工作者已经注意到，不仅在平行的片子之间，而且在同一张片

子的不同位置之间，FPG 质量有相当大的差别。如果样片制好后放置几天（可至五

天），则 FPG 染色技术是最成功的。其余的样片在使用前可以放在一个盒子里，保存

在-20℃。如果用新制的片子，或是 2~3 周的旧片子，染色的质量会比较差。如果将

FPG 染色的样片放置几周后再计数，片子的质量可能会变差。存在着因为中期细胞的

图像不清楚而不能准确识别所有畸变的风险。不过，一般情况下，标本的质量足以确

定 M1 期细胞的相对比例，因为 M1 期细胞并不被差别染色，而 M2 期细胞显示花斑效

应。作为染色是否有效的阳性对照，在一批标本中也应该含有几张培养时间更长（72 

h）、已知含有 M2 期细胞的标本。 

因此，建议在制备每份培养物的多张片子中至少有一张以上的平行片用 FPG 染

色。如果染得好，这些样片可以用于计数 M1 期细胞的畸变。如果不好，可以用来检

测 M1/M2 的比，用经吉姆萨染法染色过的同一培养中的平行样片进行畸变分析，只要

通过 FPG 评估的 M2 期细胞少于 5%。假如 M2 期细胞较多，则需要校正畸变率，否则

会产生一些额外的偏差。其中需要某种相关的假设，比如，M2 期细胞中有部分伴有无

着丝粒断片的双着丝粒。前面已经强调过，较好的办法就是采用一种 M2 期细胞最少

的培养方法，当然，尽管这样也不能预测所有个体，因为每个人的淋巴细胞刺激和增

殖能力表现各不相同[127]。 

采用不同的培养方法，像用 Cty-B、秋水酰碱或提前加入秋碱培养等，可以提供比

FPG 更简单快速的方法[117~119、125]。这些方法对于需要快速估算剂量的分类情景是

特别有用的。 

9.3.1. 预处理 

染色前用 RNase A 对玻片进行预处理，可以除去残留细胞浆中的可染色杂质 

[128]。这是一个可选步骤，可以为固定染色、姊妹单体分染或分带制片提供更为清晰

的染色体图像。此外，也有助于自动图像分析系统识别样片。 

方法如下：将保存在 Tris EDTA 缓冲液中的浓度为 10 mg/mL 的 RNase A 液在

70℃加热 10 min，然后慢慢冷却。分装后可以在-20℃储存几年。用蒸馏水冲洗玻片，

然后放置在浓度为 0.5 mg/mL 的 RNase A 溶液中（原液：蒸馏水 = 1:20），在 37℃孵

育 10 min。这一步既可以在一个预热的染色缸中完成，或者更经济些，也可以用少量

稀释的保存液滴在玻片上然后封上盖玻片。用蒸馏水冲洗玻片，置于 3:1 的甲醇：冰醋

酸中固定 2 min，干燥后按下述方法进行染色。RNase A 去杂质过程也可以用于旧的标

本片脱色后或微核标本的制备。对于这些应用，可以根据情况对浓度和作用时间进行

调整[128]。 
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9.3.2. 荧光加吉姆萨（FPG）染色 

此方法是在 Perry 和 Wolff [114]报道的基础上改进的。将约 10 滴 Hoechst 33258 染

液（0.5 μg/mL，pH = 6.8 的磷酸缓冲液）滴在玻片上，盖上盖玻片，确保没有气泡。

这时如果愿意，可以根据 Latt 的方法[129]用荧光显微镜快速检测 M1/M2 的比，样片

会出现分染后的花斑效应，但很快就会消退。此外，也可以将样片用 20 W 的紫外灯照

射 0.5 h（>310 nm），或者 30 W 的荧光灯照射 1.5 h。然后，小心去除盖玻片，用 pH = 

6.8 的磷酸缓冲液洗净玻片。这一步，有些人是把玻片浸入 60℃的 2×SSC 液（0.3 M

氯化钠和 0.03 M 柠檬酸钠）大约 20~30 min。 

经验表明，假如浸入 2×SSC 会导致不希望的染色单体肿胀，使显微镜下分析更加

困难，那么这一步可以省略。然而，使用 2×SSC 可以除去一些细胞碎片，从而使制备

的标本更干净。之后，用蒸馏水冲洗，接着用吉姆萨染色（浓度为 5~10％，pH = 6.8

的磷酸缓冲液，Gurr R66）3~5 min。用缓冲液冲洗，然后蒸馏水冲洗后晾干。这时标

本片可以直接在显微镜下观察或清洁后封上盖玻片。 

9.3.3. 常规吉姆萨染色 

将样片浸于 pH = 6.8 的磷酸缓冲液稀释的 2％吉姆萨染液（改进的 Gurr R66）中

浸染 5 min 后，在缓冲液中漂洗，然后用蒸馏水稍微冲洗后晾干，最后用盖玻片封

片。图 10 和图 11 为吉姆萨染色后的中期分裂细胞。 

虽然可以通过改变染色方法，有意突出着丝粒染色，但是对经验丰富的计数者来

说，通常是不必要的[130]。观察着丝粒的方法可以采用着丝粒探针的 FISH 分析（图

27）或用 C-显带法吉姆萨染色（图 23）来实现。 

 

图 23.  显示着丝粒的 C-显带吉姆萨染色的中期细胞。 
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C-显带操作过程： 

(1) 室温下将波片置于 0.2 N HCl 中 30 min。 

(2) 蒸馏水漂洗三次。 

(3) 将波片置于 5% Ba(OH)2 中，在 60℃放置 1 min。 

(4) 0.2 N HCl 漂洗 2 min。 

(5) 蒸馏水漂洗 2 min。 

(6) 置于 2×SSC 液中，在 60℃放置 45 min。 

(7) 蒸馏水漂洗。 

(8) 空气干燥后，用 pH = 6.8 的磷酸缓冲液配制的 2%吉姆萨染液染色 10 min。 

(9) 如果染色不够，可以重新用吉姆萨再染 5~10 min。 

9.4. 样片分析 

9.4.1. 常规显微镜分析 

为防止计数时的主观偏差，应对染色体标本进行编号，而且有条不紊地进行全片

观察。先在低倍镜（约 100~200 倍）下观察。在这个水平上虽然不可能计数细胞中的

染色体是否够数，也不可能发现畸变，但是观察者可以辨别大约 40 条以上的染色体分

裂相以及满足在高倍镜下分析要求的形态。重要的是，开始观察的放大倍数要尽量

低，以防止有意选择含有畸变的细胞造成的偏差。发现一个满足分析要求的中期细胞

后，应切换到高倍镜下（1000~2000 倍），尽可能先不要考虑是否存在畸变，而是要根

据图像的形态和染色体扭曲和重叠的数量来快速判断染色体是否满足计数要求。对于

FPG 染色的标本，如果细胞显示出花斑，则表明不是 M1 期细胞，应放弃分析。 

确定了要分析的细胞后，应当计数染色体的数目和存在的畸变。建议只记录含有

46 条染色体的完整中期细胞。如果细胞里包含非稳定性畸变，那么应该考虑这个细胞

的平衡。例如，一个分裂相中含有一个双着丝粒，还应该伴有一个无着丝粒断片，但

仍计数为 46 条。相反，一个着丝粒环也会伴随一个断片，但是被分析细胞的染色体总

数要计为 47。每一个多余的无着丝粒断片，即不与双着丝粒或着丝粒环伴随的断片，

将导致染色体计数超出 46 条。记录畸变时，与双着丝粒或环伴随的断片不应包括多余

的无着丝粒。当高剂量辐射时，一个细胞里可能存在不止一个畸变，染色体计数仍然

需要平衡。三着丝粒畸变相当于两个双着丝粒，应该伴随两个断片，以此类推，四着

丝粒则应伴随三个断片，等等。尽管剂量估算只需要双着丝粒或双+环的数据，但是细

胞中所有的畸变都应当记录下来。包括无畸变在内的所有完整细胞在显微镜 x 和 y 轴

上的坐标都应该记录下来，以便可能进一步参考。 
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9.4.2. 计算机辅助显微镜分析 

许多实验室已经引进自动模式识别系统来寻找中期细胞，还有一些商业化的自动

系统也可使用。这些设备还包括帮助畸变染色体定位的数字化图像半自动分析。然

而，没有任何系统是完全自动化的，所有具体步骤都离不开操作人员的判断和决定。

这些设备的使用应该同上面列出的推荐标准保持一致，即选择计数待分析的中期细胞

不应该带有容易歪曲畸变率的主观偏差，而且只分析染色体数目完整的分裂相。染色

体自动寻找细胞和自动计数系统将在第 13 章中详细讨论。 

9.5. 数据记录 

好的实验室需要对样品、玻片和相关的文字记录建立独立的识别码或标签体系。

无论是实验研究还是超剂量调查，样本的接收与处理过程都应记录在日常实验记录本

上。数据储存和处理的电子学系统也是需要的（第 13.4 节）。然而，许多研究人员仍

然喜欢将显微镜观察结果写到记录纸上，而且大多数实验室都改进了自己习惯的数据

记录方式。电脑系统可以有多种方式存储并显示数据，以更好的适应实验需要。重要

的是，可以对每个细胞所做的观察等原始数据进行存取，以便后来进行各种编辑和资

料汇总。 

表 6 示出了一个畸变记录数据表的简单格式。 

表 6. 畸变记录数据表的格式 

样片编号： 

计数者： 

显微镜编号： 

分析日期： 

细胞 

编号 

坐标 
染色体数目 双着丝粒 着丝粒环 

额外的 

无着丝粒 
备注 

x y 

1 100.1 1.2 46     

2 103.4 1.5 47 1  1  

3 105.4 1.2 49 2 1 2  

4 112.4 1.6 46     

5 112.7 1.8 48   2  

6 120.1 1.2 46 1    

7 122.7 1.5 47  1   

8 124.1 1.4 45    单体互换 

9 126.8 1.7 46 2*   
* = 1 个三着

丝粒 
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根据这个记录表中的信息，任何细胞都可以在将来需要复查时重新被找到。采用

常规吉姆萨染色分析非稳定性畸变记录的数据，对生物剂量估算是最重要的，尽管没

有单独列出微小体、断片和无着丝粒环。这是因为有时并不好准确地区分这些畸变。

假如愿意的话，可以分别用 M、F 和 AR 来分别代替表中“额外的无着丝粒”。备注栏

可用来记录其它畸变，如：数目畸变、稳定性畸变损伤或单体畸变。任何其它的需要

数据，如带有损伤的细胞百分比，或者细胞中的畸变分布等都可以很容易地从表中获

取。 

9.6. 数据和样片的保存 

显然，研究资料必须存档保存，以供将来参考。值得强调的是，事故病例的有关

材料可能会在很久以后需要重新查阅。对于一个患有恶性肿瘤的患者，也许在数十年

后会提出赔偿要求。 

大多数实验室愿意或有义务储存显微镜标本，这样就会带来一些问题。常规吉姆

萨染色的片子有褪色的可能，而 FPG 染色往往在几个月后就褪色了，这类片子的保存

更困难。这里建议将染过的片子放在一个盒子里，置于室温干燥处保存。褪色后的片

子可以小心将盖玻片浸泡后取出，再用常规吉姆萨重新染色，但是 FPG 不能复染。储

存在-20℃的未染色的同批片子在数年后仍然可以进行常规吉姆萨染色。 

将来自过量照射调查的剩余固定细胞储存起来也是一种良好的实践。为了便于储

存，可以将其浓集到小的（2 mL）安瓿管里，-20℃保存。数年后如有需要，可以将这

些储存细胞再制片，用 FPG 法或 FISH 法进行常规染色。 

9.7. 剂量估算 

9.7.1. 曲线的选择 

使工作人员通常受到照射的辐射源有 γ 射线、X 射线，偶尔还有慢化中子。一般

认为，X 射线和 γ 射线的剂量-效应曲线的畸变数是有区别的，特别是在低剂量时

（<0.5 Gy）。因此，最好是有一个合适能量的 X 射线（如 200~250 kVp）及 60Co 或
137Cs 对应的刻度曲线。相对于 137Cs，总体上看，绝大多数科研实验室更容易制备 60Co 

γ 源的刻度曲线。中子的慢化能谱与裂变能谱相似。已有的证据表明，裂变中子谱的剂

量-效应曲线是线性的，并且随中子能量的变化不大。因此，用一个裂变谱产生的刻度

曲线就足够了。 

在工业放射探伤中常用 192Ir，其 γ 射线能量平均为 400 keV。几乎没有实验室用
192Ir 拟合刻度曲线，它应该位于 X 射线和 60Co 或 137Cs γ射线的曲线之间。而且通常认

为接近后者，因此建议用 γ射线的曲线进行剂量估算。 

9.7.2. 待分析细胞数 

为了产生一个剂量估算值，使其统计不确定性足够的小，通常需要计数大量的细
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胞。决定分析多少细胞，要根据事件的重要性、可付出的劳动以及标本的质量综合权

衡。例如在几 Gy 或更高剂量照射后，受照者的淋巴细胞数可能会急剧下降，反映在样

片上则是可分析的中期细胞数目减少。但是，由于每个细胞的畸变数目很高，分析几

十个细胞就可以达到合理的剂量估算要求。在大规模伤亡事件后，以双着丝粒检测作

为快速评价的分类诊断方法时，考虑剂量不确定性与计数细胞数的关系是重要的。这

一内容将在后面详细讨论（第 14 章）。 

在低剂量照射下，可用的细胞数并不是限制因素，可以分析 500 个细胞来进行剂

量估算。在常规显微镜下分析 500 个细胞可能需要一个人工作 2~3 天，尽管在紧急情

况下可以几个人同时分析平行样本。对于双着丝粒检出率较低或为零的情况，一般计

数 500 个细胞得到的置信限就足够了。是否需要扩大分析 500~1000 个细胞或者更多，

要根据是否有严重过量照射的证据、或者一名持续从事放射性工作的人员是否处于危

险环境来决定。显然，不可能推荐一个单一的细胞数目适用于所有情况。然而，为了

合理准确地估算剂量，作为一般规则，建议计数 500 个细胞或 100 个双着丝粒。 

表 7 示出了用这种方法对 1.0 Gy 以下的几个剂量估算值计算的限值。 

表 7. 增加分析细胞数对急性 γ射线照射的 4 个剂量估算值 

的 95%置信区间上下限的影响 

（根据图 24 所示曲线） 

剂量估算值 

mGy 
置信限 

分析细胞数 

500 1000 

100 
上限 320 245 

下限 <0 16 

250 
上限 448 380 

下限 111 141 

500 
上限 677 627 

下限 333 383 

1000 
上限 1178 1127 

下限 830 881 

 

在第 9.7.3 节中将对剂量估算值置信限的简单计算方法进行讨论。 

9.7.3. 剂量估算的不确定性 

尽管根据双着丝粒的计数估算受照剂量并不困难，但是有很多途径可以造成计数

的不确定性。为了表达不确定性，引入置信区间来表示，并且计算 95%置信限是一种

标准实践。95%置信限定义为至少在 95%的情况下包括真实剂量的区间。因为不确定

性来自两个方面，造成计算置信限的困难，一是从过量受照人员样本中检测到畸变数

的泊松分布特性，二是由近似正态分布的刻度曲线产生的不确定性。Savage 等[131]、
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Merkle [105]和最近的 Szluińska 等[132]在文献中已就这一问题进行了讨论。Merkle 提

出了一种最简单的解决方法，同时考虑了畸变数的泊松误差与刻度曲线的误差。 

图 24 说明了 Merkle 的方法，包含下列步骤： 

(1) 假设为泊松分布，根据观察到的畸变数计算与 95%置信上下限相对应的畸变

数（YU和 YL）。 

(2) 计算 YL与上部曲线相交处的剂量，即为置信下限（DL）。 

(3) 计算 YU与下部曲线相交处的剂量，即为置信上限（DU）。 

 
图 24. 用以估算不确定性的剂量-效应刻度曲线，置信限 95%。 

 

举例：分析 500 个细胞，其中 25 个细胞分别含有 1 个双着丝粒。由此得出畸变率

（Y）为 0.05 个双着丝粒/细胞，离散系数和 u 检验分别为 0.95 和-0.78。使用图 24 所示

的 60Co 剂量-效应曲线进行剂量估算，常数、方差和协方差列下： 

C = 1.28E-3 

Α = 2.10E-2 

β = 6.31E-2 

var C = 2.22E-07 

var α = 2.66E-05 

var β = 1.61E-05 

covar (C, α) =-9.95E-07 

剂量（Gy）

双
着
丝
粒

/
细
胞

 



 

59 

covar (C, β) = 4.38E-07 

covar (α, β) = -1.512E-07 

(1) 因为剂量-效应曲线是线性平方模型（Y= C + αD + βD2），通过解方程得到剂量估

算值为 0.73 Gy： 




2

42 ）（ CY
D


                    （6） 

(2) 从泊松变量期望的置信限标准统计表中得出 YL和 YU [133]。表 8 显示双着丝粒数

从 0 到 103 各自对应的 95%置信区间的上下限。本例观察到 25 个双着丝粒，YL

为 16.768/500 = 0.034，YU为 36.03/500 = 0.072。 

表 8. 双着丝粒检测数（X）的泊松分布的 95%置信上下限（来自文献[133]） 

X 下限 上限 X 下限 上限 X 下限 上限 X 下限 上限 

0 0 3.285 26 16.77 37.67 52 38.165 66.76 78 61.9 96.06 

1 0.051 5.232 27 17.63 38.165 53 39.76 68.1 79 62.81 97.545 

2 0.355 6.686 28 19.05 39.76 54 40.94 69.62 80 62.81 99.17 

3 0.818 8.102 29 19.05 40.94 55 40.94 71.09 81 63.49 99.17 

4 1.366 9.598 30 20.335 41.75 56 41.75 71.28 82 64.95 100.32 

5 1.97 11.177 31 21.36 43.45 57 43045 72.66 83 66.76 101.71 

6 2.613 12.817 32 21.36 44.26 58 44.26 74.22 84 66.76 103.315 

7 3.285 13.765 33 22.945 45.28 59 44.26 75.49 85 66.76 104.4 

8 3.285 14.921 34 23.76 47.025 60 45.28 75.785 86 68.1 104.58 

9 4.46 16.768 35 23.76 47.69 61 47.025 77.16 87 69.62 105.905 

10 5.323 17.633 36 25.4 48.74 62 47.69 78.73 88 71.02 107.32 

11 5.323 19.05 37 26.31 50.42 63 47.69 79.98 89 71.09 109.11 

12 6.686 20.335 38 26.31 51.29 64 48.74 80.25 90 71.28 109.61 

13 6.686 21.364 39 27.735 52.15 65 50.42 81.61 91 72.66 110.11 

14 8.102 22.945 40 28.97 53.72 66 51.29 83.14 92 74.22 111.44 

15 8.102 23.762 41 28.97 54.99 67 51.29 84.57 93 75.49 112.87 

16 9.598 25.4 42 30.02 55.51 68 52.15 84.67 94 75.49 114.84 

17 9.598 26.306 43 31.675 56.99 69 53.72 86.01 95 75.785 114.84 

18 11.177 27.735 44 31.765 58.72 70 54.99 87.48 96 77.16 115.605 

19 11.177 28.966 45 32.28 58.84 71 54.99 89.23 97 78.73 116.93 

20 12.817 30.017 46 34.05 60.24 72 55.51 89.23 98 79.98 118.35 

21 12.817 31.675 47 34.665 61.9 73 56.99 90.37 99 79.98 120.36 

22 13.765 32.277 48 34.665 62.81 74 58.72 91.78 100 80.25 120.36 

23 14.921 34.048 49 36.03 63.49 75 58.72 93.48 101 81.61 121.06 

24 14.921 34.665 50 37.67 64.95 76 58.84 94.23 102 83.14 122.57 

25 16.768 36.03 51 37.67 66.76 77 60.24 94.705 103 84.57 123.77 
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(3) 95%置信上下限用以下方程计算： 

32422 ),var(co2),(cov2),(cov2varvarvar DDCarDCarDDCRDDCY   （7） 

式中： 

R2 为置信回归系数，也是卡方分布的 95%置信限，χ2(df，95%)，自由度（df）为 2 或

3。 

对于一个线性平方模型（df = 3），R2 等于 7.81，而对于一个线性模型，R2 为

5.99。在方程（7）中，R2 为 2.79，对线性模型，R2 为 2.45。由于同时要考虑双着丝粒

检出率和刻度曲线的 95%置信限，一些作者建议用回归曲线的 83%置信限来代替

95%，以减少高估不确定性的可能[134、135]。在这种情况下，线性平方模型的 R2 为

5.02，线性模型为 3.54。 

(4) 可以用迭代法计算 YL 与上部置信曲线相截点的值，即剂量估算值的 95%置信下

限（DL）。可以使用 Excel 程序里的“solver”工具。用同样的方式，可以得到

YU 与下部置信曲线相截点的值（DU）。在本例中，DL 和 DU 分别为 0.51 和 0.97 

Gy。 

如果得不到协方差，可以利用方程（8）近似估计置信限。当协方差对不确定性的

贡献较小时，可以使用方程（8）。 

422 varvarvar DDCRDDCY                  （8） 

对于在计数大量细胞基础上建立的刻度曲线来说，与受检者畸变率的方差相比，

曲线的方差很小，可以忽略不计。在图 25 中，通过 YL 和 YU与实线的交点可以直接从

刻度曲线得到 DL和 DU的近似估计值。 
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图 25. 用于估算不确定性的的剂量-效应曲线，（忽略曲线误差）。 

 

本例中，0.73 Gy 的曲线相关误差为 0.002；这个值是将 0.73 Gy 代入方程（7）中

的 D 得到的。这个值比双着丝粒观察值的标准误 SE(25)1/2/500（等于 0.01）还要小。

用此方法得出的 DL和 DU分别为 0.57 和 0.91 Gy。 

如果 u 检验统计量大于 1.96，应考虑离散分布，分别将 YU 和 YL 乘以下面的因数

加以校正，其中 CL 是标准统计表中给出的泊松分布的置信限，X 是观察到的双着丝粒

数，σ2/y 为观察到的离散指数： 

               

y
2

)(


X

CL
Factor 

                 （9） 

用上面的例子，如果含有一个双着丝粒的细胞不是 25 个中，而是 19 个细胞中含

一个双着丝粒、三个细胞中含两个双着丝粒，那么 σ2/y 为 1.19，u 值为 3.19。这种情

况下，YU 和 YL分别为： 

              1074.0
25

03.36

500

03.36 19.1  ）（UY             （10） 

              0217.0
25

77.16

500

77.16 19.1  ）（LY             （11） 

对应的 DL 和 DU分别为 0.39 和 1.19 Gy。 

剂量（Gy）

双
着

丝
粒

/
细

胞
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9.7.4. 更复杂照射情景下的剂量估算扩展 

前一节适用的是，相对低 LET 辐射大规模急性事故过量照射全身均匀分布、并可

以快速得到血样的情况。按照适当的离体急性照射剂量-效应曲线评估的每细胞双着丝

粒率，可以给出可靠的全身平均吸收剂量估算值。然而，实践中这种理想的情况很少

发生，比较常见的是迁延照射或分次照射。更常见的是，事故照射多为非均匀照射，

可能只涉及身体的一部分。在采血进行染色体分析前，也可能会有较长时间的拖延。

这些因素将导致被采集淋巴细胞的不均匀分布，得到的双着丝粒数目与标准的离体剂

量-效应曲线相比，会产生不实际的剂量估算值。不均匀照射的双着丝粒数目不符合泊

松分布，一般是过离散的。对于局部照射，因为那些照射野之外组织中的淋巴细胞不

受到损伤，不均匀性更为明显。在极端不均匀局部照射情况下，细胞受到损伤的数目

比预期要少，但一个细胞可以包含多个畸变。即使在皮肤辐射剂量均匀分布的情况

下，剂量随组织深度的单调减少，也会导致淋巴细胞受照剂量的不同。这种效应对于

弱贯穿辐射尤为明显，而对于更强的贯穿辐射，如 250 kVp 的 X 射线或 60Co、192Ir 和
137Cs γ源，效应则小到足以使双着丝粒数近似服从泊松分布。 

高 LET 辐射事故照射，如中子辐射，也会由于剂量在细胞水平的沉积方式而导致

过离散分布，由于剂量沉积在细胞水平（第 3 章）。 

含有非稳定性畸变的细胞会从外周血中消失，而被新生成的不含双着丝粒的细胞

所取代，所以延迟采血时间会影响畸变数。 

本节讨论不均匀照射、延迟采血和迁延照射对染色体畸变率的影响，以及如何根

据检测数据进行有效的剂量估算。也考虑如何报告由于统计局限性而与低剂量难以区

分的极低剂量应急事件。 

下面针对每一种应急照射情况举例说明。 

9.7.4.1. 临界事故 

在一起临界事故中，机体同时受到中子和 γ 射线照射。如果中子对 γ 射线的剂量

比是已知的，而且这种信息是可以通过物理测量得到的，那么利用迭代法可以对中子

和 γ射线分别进行剂量估算。迭代步骤如下： 

(1) 假设所有畸变都是由中子造成的，则根据检测的双着丝粒数用中子曲线估算

剂量； 

(2) 用估算的中子剂量和提供的中子对 γ射线的比来估算 γ射线的剂量； 

(3) 用 γ射线的剂量来估算由 γ射线产生的双着丝粒数； 

(4) 从检测到的双着丝粒数中减去计算得到的 γ 射线所致双着丝粒数，得到一个

新的由中子产生的双着丝粒数值； 
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(5) 重复步骤 1~4，直到获得与双着丝粒数相同的估算值。 

在不能用物理方法估算中子对 γ 射线比的情况下，不能采用上述方法。一个办法

是借鉴日本东海村事故伤员中使用的 Gy-Eq 法来表示剂量。然而，Brame 和 Groer 

[136]介绍了一种 Bayesian 方法，这种方法可以在不知中子对γ射线比的情况下估算临

界事故的剂量。当模拟一个事故时，用 Bayesian 法可以给出与传统迭代法非常相似的

结果。 

9.7.4.2. 低剂量过量照射案例 

通常认为，双着丝粒对低 LET 辐射的剂量探测下限大约是 0.1~0.2 Gy。低剂量的

灵敏性受到双着丝粒的本底水平（对于普通人群大约是 0.5~1/1000 细胞）以及能够实

际计数的中期细胞分裂相数目的限制。因此，低剂量照射的剂量估算存在较大的统计

学不确定性。如前所述，这些统计不确定性主要来源于染色体畸变数的泊松误差，只

有小部分是来自剂量-效应曲线系数的标准误，曲线中的α系数在低剂量下是最重要

的。在实际应用中，后者可以忽略不计，除非刻度数据在低剂量范围是稀疏的。 

尽管在考虑照射的健康后果时，100~200 mGy 并不重要，但是与国际放射防护委

员会（ICRP）建议的 20 mSv 年职业剂量限值相比，在法律上是一种高剂量。试图解

决疑似低剂量过量照射，往往对于遗传学是有压力的，使得方法超出了它本身的能

力。 

在报告结果时，经验表明外行人士对不确定性的概念了解极少。有许多方法可以

帮助解释结果。首先，虽然在统计学上并不十分准确，但可以解释为剂量大于 95％置

信上限的机会只有 2.5％。此外，置信下限可定义为检测的“探测限”：以表 9 数据为

例，只有当 1000 细胞中有 4 个或更多双着丝粒时，才表示在统计学上剂量大于 0 Gy，

即置信下限大于 0 Gy。 

表 9.  每 1000 个细胞中双着丝粒的不同低检出率所对应的 95%剂量置信限 

以及表示 0 剂量或 0.25 Gy 剂量似然性的概率比。 

（用 20492.00164.00010.0 DDY  计算的剂量） 

观察值 

（双着丝粒） 

剂量（Gy） 概率比 

置信下限 均值 置信上限 p(0 Gy):p(0.25 Gy) 

0 — 0 0.12 1306:1 

1 0 0 0.18 160:1 

2 0 0.05 0.23 20:1 

3 0 0.09 0.26 2:1 

4 0.01 0.13 0.3 1:3 

5 0.03 0.16 0.33 1:28 

6 0.06 0.19 0.36 1:229 

7 0.09 0.22 0.38 1:1868 
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另外，如果只考虑两种可能情形：0 剂量或者疑似（如佩章剂量计）剂量，那么可

以用每个剂量的相对概率来计算两个剂量的概率比。这种机会源于下面的泊松分布。

如果剂量为 0，那么根据剂量-效应曲线推算，预计双着丝粒本底水平为 1 个/1000 细

胞。对于 0.25 Gy 剂量，预计双着丝粒为 8.2 个/1000 细胞。根据泊松分布，当预计双

着丝粒为 1 个和 8.2 个时，预期观测不到双着丝粒的相对机会为 e-1/e-8.2，即

0.36788/0.00027，大约等于 1300。表 9 最上一行列出了剂量平均值、剂量置信区间上

下限、及 0 Gy 对佩章剂量计剂量的概率比，下面几行是 1000 个细胞中看到的不同数

目双着丝粒的相关值。 

实验室在报告分析结果时，可以根据具体情况采用上述一种或两种方法出据检测

报告。 

9.7.4.3. 局部照射 

局部受照的细胞遗传学分析显示，患者的计数中期细胞中的双着丝粒是非泊松分

布。因此首先要计算方差和均值的比（ y/2 ），然后用 u 检验来确定是否该比值明显

偏离总体（第 8.3 节）。如果数据与泊松分布一致，建议报告全身剂量估算平均值。如

果数据不符合泊松分布，可以通过下面介绍的两种方法估算局部受照剂量，而不是简

单地采用全身平均剂量。对于局部照射的剂量估算也可以根据过量照射事件的资料而

定。一般推荐 u 检验法来估算数据的泊松分布，但是许多人认为这种方法并不十分有

力，特别是在计数中期细胞分裂相数目较少的情况下。因此，许多实验室在日常实践

中，选用下面两种方法之一对全身照射和局部照射的剂量估算值进行比较。如果全身

照射和局部照射剂量估算值显著不同，那么实验室就应该考虑这种情况可能是局部照

射。在不确定全身照射和局部照射剂量估算结果是否有显著性差异的情况下（第 9.7.3

节），只有当数据明显是非泊松分布的时候，才建议采用这里介绍的两种方法。 

方法 1 

该方法是由 Dolphin [138]首先提出的，命名为“不纯泊松法”。考虑的是所有计数

细胞中双着丝粒的过离散分布。所观察的双着丝粒分布代表  (a) 机体受照部分和

(b)  其余未受照部分的泊松分布总和。含畸变的细胞显然是在机体的受照部分。而未

损伤细胞则包含两个亚群：一部位来自未受照部分，另一部分来自受照部分的未损伤

细胞（代表泊松分布公式的用第一项 e-Y表示）。方程 12 描述细胞中损伤的分布。 
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X

e
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                   （12） 

式中： 

Y F
为受照部分双着丝粒数的平均值， 

e
Y 代表受照部分未损伤的细胞数， 
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X 为观察到的双着丝粒数， 

N 为细胞总数， 

n0 为不含双着丝粒的细胞数。 

可以用迭代法求解方程（12）找出畸变数的最大似然估计值，然后通过方程

（13）用 YF 计算受照计数细胞的比份数（f）： 

                
N

X
fY F
                        （13） 

然后用 YF 和适当的刻度曲线计算受照部分的剂量。在校正间期死亡和有丝分裂延

迟影响后，受照部分的大小可以由 f 导出。这些因素可能会使 48 小时培养后到达分裂

中期的受照细胞、甚至受照后未发生畸变的细胞，比未受照细胞要少。假如到达中期

的受照细胞部分为 p，机体局部受照的部分为 F， 

              
pff-1

f




p
F                       （14） 

通过方程（15）可以估算出 p 值 

              P = exp(-D/D0)                      （15） 

式中： 

D 为估算的剂量， 

实验证明 D0 值在 2.7~3.5 之间[139、140]。 

但是，这种方法也有一些局限性： 

(1) 该方法假设受照部分的照射是均匀的。 

(2) 简单地假设淋巴细胞均匀分布于全身，由此得出受照的淋巴细胞只与机体的

受照部分有关。 

(3) 这需要一个相当高的局部剂量，以便能够观察到大量的含有两个或更多双着

丝粒的细胞。这对于最好地计算受照而未损伤细胞的估算是必要的。 

(4) 该方法假定受照和取血之间的时间间隔很短，所以不会因为新生成的未损伤

细胞进入血液循环，而使双着丝粒数目明显稀释。如果已经稀释，那么由该

方法导出的受照比例就会被低估[141]。 

方法 2 

该方法由 Sasaki 和 Miyata[142]提出，并命名为 Qdr 法。考虑的是仅仅来自含有非

稳定性畸变的细胞的双着丝粒和环，并且假设这些细胞是在事故时产生的。因此，该
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方法就避开了由机体未受照部分的未受损伤的细胞、或照射后从干细胞池补充的未受

损伤细胞造成的细胞稀释问题。该方法也不需要含有两个或两个以上畸变的严重损伤

细胞的存在。Qdr 是损伤细胞（NU）中双着丝粒和环的预期产额，由此得出： 
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                  （16） 

式中： 

X 为双着丝粒和环的数目， 

Y1 和 Y2 分别为双着丝粒+环和额外无着丝粒断片的数目。 

由于 Y1 和 Y2 为已知的剂量函数，可以从离体剂量-效应曲线推出，而 Qdr 是一个

单独的剂量函数，因此可对机体的受照部分进行剂量估算。 

这种方法也有一些局限性： 

(1) 同方法 1 一样，也是假设受照部分的照射是均匀的，而按照 Sasaki 和 Miyata[142]

的报道，这种方法没有提供受照部位大小的信息。不过，采用与方法 1 相同的步

骤，通过将剂量转换为畸变数，然后用方程（13）和（14）可以推导出这一数

据。 

(2) 假定额外的无着丝粒畸变也服从泊松分布，但并没有得到离体实验数据的证实。

如果认为这一限制是重要的，则可以只计数那些含有双着丝粒和环的受损细胞中

的双+环的数目，可以避免这一问题。方程（16）就简化为： 
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                 （17） 

这个方程等同于方程（12）。这一简化形式得出的剂量估算值与上述方法 1 得出的

相同。 

(3) 该方法假设含有非稳定畸变的所有细胞是照射时出现的，还假设没有包括由干细

胞中染色单体损伤引起的染色体畸变细胞。 

9.7.4.4. 延迟采血 

文献记载表明，在一次照射后，含有畸变的一些淋巴细胞可以在外周血循环中持

续存在多年。但是已经证明，照射后延迟几周以上采血，样品的畸变数会减少。在受

到足以引起白细胞数降低的早期确定性效应的大剂量照射后，这种情况尤其明显。对

于低于确定性效应阈值的较低剂量照射，过量照射迟发效应的可能性较大。因此，为

了获得更真实的剂量估算值，需要做一些调整。遗憾的是，几乎没有能够导出一个可

信的校正系数的数据。的确，由于存在明显的个体差异，如感染等因素影响，畸变数

目的减少不可能简单的仅以一个时间函数来表达。尽管如此，已有研究提出染色体畸
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变的指数消减半衰期大约为三年[106]。作为大体上的近似，这可能适用于取样时间延

长的事件，如五年或五年以上。然而，当处理简单的事故照射时，很少会延误这么长

时间。一般间隔时间是几天到几个星期。如果在对个人剂量计进行常规处理时发现受

照，且照射发生在这个阶段的早期，可能会有几周的延迟。最可能遇到的采样时间延

迟长达一年，超过这个时间段，大约三年的指数衰减半衰期就不适合了。 

Buckton 等[63、143、144]发表的数据可能是最为全面的。他们 30 多年来对一组

经 X 线分次照射治疗强直性脊柱炎的病人反复采集血样。经研究发现，染色体畸变数

目有一个较长的初始平台期，大约持续 20 周，随后伴随一个迅速下降期，持续四年以

上。他们还计算出在前四年里，双着丝粒数每年以大约 43%的速率下降，之后大约为

每年 14%。考虑到有限数据的显著变化，不可能给出确切的指导，特别是对超过几周

的延迟。因此，未经修正的双着丝粒数目可能会低估受照剂量，而低估的程度通常取

决于每一个体特有的不可量化的因素。 

在讨论机体局部照射时（第 9.7.4.3 节）已经指出，Qdr 法只考虑损伤细胞中的双

着丝粒和环的数目。因此，采用这种方法延迟采血，也能规避进入血循环的未损伤细

胞造成染色体畸变随时间稀释的问题，只要可以观察到足够数量的含非稳定性畸变的

细胞。这种方法对于太长时间的延迟显然不适合。然而，在这种情况下可以考虑稳定

性畸变细胞的持续存在。多年来，唯一可能的方法是通过核型许多块状染色和后来的

分带制片。用这些方法对强直性脊柱炎的研究表明，在 30 多年的随访过程中，这些细

胞或多或少地保持在恒定水平。Awa [145]也报道了在原子弹爆炸幸存者中稳定畸变率

和 DS86 剂量估算之间的良好相关性。含有非稳定性畸变的分裂细胞在有丝分裂过程中

因不分离而被选择性的排除掉。稳定性畸变随着时间而增加，这是因为稳定性和非稳

定性畸变的细胞以相同的速率消失，但稳定性畸变细胞的丢失被来自干细胞池的正常

分裂所抵消。对于回顾性生物剂量，费力的显带核型分析技术已经被 FISH 方法所取

代，后者作为一种最好的方法，用来筛查大量细胞中存在的罕见的、随机的、非组成

成分的稳定性易位畸变。这一内容将在第 10 章中介绍。 

9.7.4.5. 迁延照射与分次照射 

迁延照射或分次照射与相同剂量的急性照射相比，产生的染色体畸变数也可能较

少。对于高 LET 辐射，剂量-效应关系接近线性，不会产生剂量率效应或分次照射效

应。但对于低 LET 辐射，剂量迁延的效应会减小方程（2）中的剂量平方系数 β。这一

项代表的畸变数可能来源于两条径迹，在迁延照射过程中或在间断性急性照射期间，

有时间通过修复机制来改变。许多研究都表明，畸变率的减少服从平均约两小时的单

一指数函数规律。在这个时间内转化为染色体畸变的多数损伤已经修复，或在照后 5~6

个小时内不再能相互作用。 

Lea 和 Catcheside[146]提出一个称作 G 函数的时间相关因子，用来修正剂量平方系

数，因此而顾及到剂量迁延效应。由此线性平方方程（2）被修改为方程（18）： 

2)( DxGDCY                             （18） 
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式中 
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式中 

t 为照射持续的时间， 

t0 为平均间隔时间，已经证明约为 2 h [96、147]。 

因此，在连续照射情况下，有必要知道照射持续的时间长度，并简单地假设照射

期间剂量率大致是恒定的。这一过程只有在涉及的总剂量足够大，且照射时间持续数

小时到数日的情况下才值得尝试。显然，对于低 LET 小剂量照射（<0.3 Gy），哪怕是

急性的，多数畸变是通过单电离经迹产生的，所以畸变数无论怎样都近似为 Y = αD。

当长时间照射时，G(x)实际上减少到 0。因此，即使是涉及到高剂量照射（> 1.0 

Gy），畸变数仍是 Y = αD。对于短暂的间歇性照射，如果间歇期超过 6 小时，可以认

为是多次独立的急性照射，而每次诱发的畸变数量是叠加的。对于较短的间歇时间，

方程（18）中的 G(x) 可以被 exp(-t1/t0) 替换，其中 t1 为分次照射之间的时间。Lloyd

等[96]和 Bauchinger 等[147]已经给出了支持 G 函数假说的实验证据。 

9.7.4.6. 放射性核素内污染 

放射性核素进入体内构成一种特殊类型的迁延性照射，具有更多的复杂性，通常

是极不均匀的照射。这是因为核素在体内的沉积位置和滞留时间取决于多种因素。包

括进入身体的途径、物理化学形态、辐射品质、核素可能被结合的代谢途径以及机体

的生理状态等。 

在放射性核素内污染患者的淋巴细胞中，可以观察到高出本底水平的染色体畸

变。但是由于多种因素干扰，不大可能利用畸变数推导出全身或特定器官的、合理的

辐射剂量估算值。利用离体淋巴细胞受到特定核素照射的剂量-效应曲线可以获得相应

的畸变产额，用以对患者体内循环淋巴细胞的剂量进行估算。一个例子是 DuFrain 等

[148]报告的一例受到 241Am 严重污染男子的事故病例。然而，对于淋巴细胞的剂量，

特别是在 α核素照射情况下，可能会使体内其它细胞和组织的剂量严重失真。 

因此一般来说，对于体内摄入的放射性核素，细胞遗传学研究的价值是有限的，

放射性核素在体内分布非常均匀的情况例外。铯同位素和氚化水就是两个这样的例

子。铯趋向于聚集在肌肉中，在体内是相对普遍分布的，而且具有二次清除作用，清

除 10%的半排期为 2 天，清除 90%的半排期为 100 天。137Cs 是格鲁吉亚事故[149、

150]中释放到环境中的核素，也是切尔诺贝利事故[151]中环境污染的主要核素之一。

氚以氚化水或气体的形式进入体内并被结合到身体的水分中，由此产生大致均匀的照
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射。它的生物半排期大约为 10 天，同铯一样，实际上相当于慢性照射，剂量-效应关

系为线性。在没有针对氚的离体剂量-效应曲线情况下，用 200~300 kVp 的 X 射线曲线

也可以。Prosser 等[152]证明，在低剂量或低剂量率下，氚对 250 kVp X 射线的 RBE 值

为 1.13。 

9.7.5. 剂量估算实例 

9.7.5.1. 全身急性照射 

Brewen 等[91]和 Preston 等[153]报道了一起 60Co 源照射事故，受照者身体正面受

到完全均匀的大剂量照射。因为男子转身并离开放射源，所以背部也受到较低剂量的

照射。总的照射时间不到 1 分钟。事故后 6 小时到 3 年内多次采集血样。在事故后 6

小时到 32 天时间里，分 7 次采血，每次分析 300 个中期细胞，染色体畸变率基本保持

恒定。汇总 7 次检测数据，在 2100 个细胞中观察到 478 个双着丝粒和着丝粒环。他们

用以下离体 γ 射线的剂量-效应曲线方程进行剂量估算，其中剂量 D 用伦琴（R）表

示： 

           Y = 3.93×10-4D+8.16×10-6D2                      （21） 

全身平均受照剂量估算为 144 R（1 R = 0.0095 Gy）。这与受照者随身佩戴的热释

光剂量计和用一个体模进行事故剂量重建获得的物理剂量 127 R 非常吻合。一般血液

学改变也指示受照剂量大约为 150 R。 

9.7.5.2. 临界事故 

以一次临界事故为例，分析 100 个细胞，观察到 120 个双着丝粒，即每个细胞含

1.2 个双着丝粒。物理测量提供吸收剂量中的中子与 γ 比为 2:3。使用 0.7 MeV 的裂变

中子谱和 60Co γ射线的刻度曲线进行细胞遗传学剂量估算。曲线方程如下： 

           中子： DY 11032.80005.0                        （22） 

γ射线： 222 1092.41064.10005.0 DDY            （23） 

按照第 9.7.4.1 节所列的步骤进行剂量估算： 

(1) 每个细胞含 1.2 个双着丝粒相当于 1.44 Gy 的中子照射； 

(2) 1.44×3/2= 2.16 Gy 的 γ射线照射； 

(3) 2.16 Gy 的 γ射线照射相当于每个细胞含 0.226 个双着丝粒； 

(4) 1.20－0.266 = 0.934，即中子所产生的双着丝粒数； 

(5) 每个细胞含 0.934 个双着丝粒相当于受到 1.12 Gy 的中子照射； 
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重复步骤 2，1.12×3/2=1.683 Gy 的 γ 射线照射，等等，经过几次迭代，最终得到

中子剂量为 1.21 Gy，γ射线剂量为 1.82 Gy。表 10 列出了完整的剂量估算过程。 

有人报道了对这种方法的离体验证，在比对临界事故剂量估算的国际演练中，对

实际的中子剂量和 γ射线剂量获得了非常好的估算结果[137、154]。 

表 10.  γ和中子混合照射剂量估算步骤 

步骤 1 和 5 步骤 2 步骤 3 步骤 4 

中子剂量 γ射线剂量 γ射线畸变率 中子畸变率 

(Gy) (Gy) 
（每个细胞的 

双着丝粒数） 

（每个细胞的 

双着丝粒数） 

1.44 2.16 0.266 0.934 

1.12 1.68 0.167 1.032 

1.24 1.86 0.201 0.999 

1.20 1.80 0.189 1.011 

1.21 1.82 0.194 1.006 

 

9.7.5.3. 低剂量过量照射 

一名操作 192Ir 放射源进行无损伤检测的放射师，送回了每月的热释光剂量计，记

录的贯穿辐照剂量为 250 mSv。与其一起工作的同事的热释光剂量计均没有剂量记

录，也没有证据显示任何系统故障或关于过量记录的任何其他解释。对其进行细胞遗

传学分析，共计数 1000 个中期细胞均未发现损伤。最佳估算剂量为 0，但是，用曲线

Y= 0.0010+0.164D + 0.0492D2 估算，0 Gy 的 95%置信上限为 0.12 Gy。调查人员不能确

定该男子是否的确受到照射，所以在这种情况下，证明了用一种不同方式给出结果是

有用的。用第 9.7.4.2 节描述的概率比方法，0 Gy 的概率比大约为 1300：1。 

9.7.5.4. 急性非均匀照射 

一名非辐射工作人员捡到一枚 250 GBq（6.7 Ci）的 192Ir 放射源，放在口袋里，发

生了非均匀照射，导致大剂量局部照射，引起皮肤烧伤[155]。之后迅速采集血样，分

析 1000 个淋巴细胞的分裂相；其中 99 个细胞含有下列非稳定性畸变：86 个双着丝

粒，2 个着丝粒环和 60 个额外的无着丝粒。双着丝粒分布如表 11 所示。 

表 11.  急性非均匀照射后的双着丝粒分布 

 每细胞中的双着丝粒 

 0 1 2 3 4 5 

细胞数 932 56 9 1 1 1 
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研究实验室的离体剂量-效应曲线为： 

  222 1000.51057.1 DDY  双着丝粒               （24） 

  222 1090.31030.2 DDY  无着丝粒               （25） 

使用不纯泊松法（第 9.7.4.3 节，方法 1），将此例中的数据代入方程（12），可以

得出受照细胞中双着丝粒数 YF 的最大似然估计值。通过迭代，YF = 0.489，即每个受

照细胞含 0.489 个双着丝粒，在剂量效应曲线中对应的剂量为 2.97 Gy。 

求解方程（13）可以得出受照份额大小 f，此例中 f = 0.176。由于该值代表了那些

受照后存活下来的细胞群，因此需要用方程（14）进行校正，以便排除间期死亡和分

裂延迟等因素，重新选择未受照的细胞。一些实验证据表明[147]，这个选择是剂量的

指数函数，这里 D0 = 2.70 Gy。在此例中，剂量估算值约为 3.0 Gy，意味着仅有大约

0.33 份额的受照细胞存活下来（方程 14 中的 p 值），可用于分析。用方程 14 计算得到

初始受照份额 F 等于 0.393。因此，最终结果是，机体受照份额约为 40%，平均剂量约

为 3.0 Gy。 

在 Qdr 法中（第 9.7.4.3 节），应该指出的是，该研究实验室通常不使用双加环

数，而只使用双着丝粒数 Qd 来进行剂量估算。由于相对于双着丝粒和额外的无着丝粒

而言，环的畸变极少观察到的，所以这一改变影响甚微。因此，将值代入方程（16），

忽略着丝粒环，得到： 

222 1090.81087.3

222

1

1000.51057.1

99

86
DDe

DD
Qd  






           （26） 

方程中的 D 可以用迭代法求出，得到剂量估算值为 3.19 Gy。这与由不纯泊松法得

出的 2.97 Gy 的剂量估算值非常一致。 

9.7.5.5. 延迟采血 

下面给出延迟采血情况下的两个剂量估算实例。 

调整双着丝粒数 

Stephan 等[156]报道了一起事故，有 2 个男人受到 60Co γ源 5 分钟均匀照射。他们

佩戴胶片剂量计，记录指示剂量为 470 和 170 mSv，与物理方法估算的剂量非常一

致。遗憾的是，受较高剂量照射的人血样采集延迟 215 天，另外一名同事延迟 103

天。每人大约分析 1500 个中期细胞分裂相，观察到的双着丝粒数几乎相同，分别为每

100 个细胞 0.47 个和 0.46 个双着丝粒。在剂量-效应曲线上相应的剂量为 0.13 Gy： 

26-4- 1000.51000.3 DDY              （27） 

考虑到采样延迟，作者分别选择乘以 3 和 2，对两人的双着丝粒数进行调整。这是

根据第 9.7.5.1 节中 Brewen 等[91]和 Preston 等[153]介绍的全身事故照射数据确定的。
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调整后用双着丝粒数求出的估算剂量分别为 0.31 Gy 和 0.22 Gy。这样，尽管受照较严

重人的生物剂量更接近于物理估算值，但仍然有一些偏差。如果作者选择用强直性脊

柱炎研究的延迟数据[143]，则最多乘以 1.4 倍的校正，这样第一个人的生物剂量和物

理剂量估算值之间的偏差会更大。考虑到脊柱炎的效应可以维持至 20 周，延迟 103 天

将不需要校正。 

使用 Qdr 法 

Ishihara 等[157]报道了一起严重事故，一枚 192Ir 工业探伤源被带回家中，致使六

人受到照射。受照最严重的两人受到局部照射，皮肤烧伤明显。在畸变数据中得到进

一步反映，用 Qdr 法估算的剂量分别为 1.95 Gy 和 1.50 Gy，均明显高于由每细胞所含

双加环数估算的全身剂量 1.52 Gy 和 0.54 Gy。在受照后头两个月，每细胞的双加环数

略有变化，到六个月时趋于稳定。与此不同，当停止进一步研究停后，Qdr 值从受照

开始分别到 400 天和 200 天里，一直保持相对恒定。 

9.7.5.6. 迁延性照射和分次照射 

1998 年 12 月在伊斯坦布尔发生一起严重事故，在一家废旧金属回收站，一枚使用

过的放射治疗用 60Co 源被打开[158]。几乎在一天内 10 人受到照射，受照时间在 2~7

小时内[159]。这里以其中一名受照者为例。该人受照时间为 7 小时，四个实验室汇总

的双着丝粒畸变率为 668 个细胞中有 157 个双着丝粒，即每个细胞中有 157/688 = 

0.228 ± 0.18 个双着丝粒。根据急性照射剂量-效应曲线 

2060.0003.0001.0 DDY              （28） 

急性剂量估算值（±SE）=1.7±0.1 Gy。忽略剂量-效应曲线的任何误差，不确定性被

稍微简化。应用 G 函数，即 

2
7

0
 t

tx = 3.5                     （29） 

所以 G(x) = 0.413，剂量-效应曲线变为 

2025.0003.0001.0 DDY               （30） 

现在，从这一双着丝粒率得出受照 7 小时的剂量为 2.5±0.1 Gy。 

9.7.5.7. 放射性核素内污染 

Lloyd 等报道了一例工厂工人意外吸入约 35 GBq（~1 Ci）氚化水滴的事故[160]。

通过强迫利尿，加速排除她体内的氚。根据测量尿液中排除氚的浓度和速率获得软组

织的待积剂量。在事故后不同时间采集血样，检测双着丝粒畸变数。采用 40~50 天的

数据进行生物剂量估算，因为那时机体已经接受了所有的待积剂量。将双着丝粒数代

入到一个离体线性剂量-效应刻度曲线 5.37×10-2D 中，得到淋巴细胞的平均估算剂量

为 0.58 Gy。该值需要再乘以一个 0.66 的校正因子，这是考虑了全身、软组织和淋巴细
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胞中的不同水含量而得出的。剂量-效应曲线是根据淋巴细胞的畸变率刻度的，而氚化

水产生的剂量主要是对机体的软组织。校正后的估算生物剂量为 0.38 Gy，其 95%置信

限为 0.48 和 0.28 Gy，更接近尿液测量中所得的 0.47 Gy±20%的实际值。将尿液中的

氚浓度转换为软组织的剂量也考虑到软组织中的水含量[160]。 
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10. 易 位 分 析 

双着丝粒检测和胞质分裂阻断微核（CBMN）检测的一个公认缺点是，损伤是非

稳定性的，因而会以细胞更新的速率从外周血淋巴细胞池中消失（第 4 章）。长期以来

一直认为，需要分析更持久类型的损伤，如稳定性染色体易位，以解决早先照射或长

期照射的生物剂量估算问题。通过核型分析虽然可以检测易位，但是这种方法太费

力，以致不能在生物剂量估算中常规使用。FISH [16]的引进开启了用替代手段检测易

位的希望之门。 

该技术采用特异性的 DNA 序列作为基因组特定部分的探针，然后通过不同的荧光

染剂突出显示或“涂染”不同颜色的区域。在荧光显微镜下分析彩色区域的重排，即

可识别易位（图 26 和 27）。 

 

图 26. 不同颜色涂染的人类中期分裂细胞，其中 2 号染色体（FITC，绿色），4 号染
色体（德克萨斯红），8 号染色体（FITC + 德克萨斯红，黄色），其余染色体用 DAPI
复染。可见 2 号染色体有一个明显的简单易位或双向易位[t(Ba)，t(Ab)]。 
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图 27. 单色涂染的人类中期分裂细胞，1、4 和 11 号染色体用 Cy3（红色）标记，着
丝粒用标记有 FITC（绿色）的泛着丝粒探针突出显示，其余染色体用 DAPI 复染。1
号染色体可见一个明显的简单易位或双向易位[t(Ba)，t(Ab)]。 

 

FISH 在医学和基础细胞遗传学领域有着广泛的应用。然而，本出版物仅涉及其在

生物剂量学领域的应用。目前有多种类型的探针可以使用，因此可以选择性地对整条

人类染色体或其指定部分进行染色。以不同比例对特定部位进行荧光染色，可以同时

用各种颜色突出显示不同区域。使用多种颜色如多色荧光原位杂交（mFISH）的一个

缺点是，用人眼分辨色彩的深浅差异可能过于敏感。因此，需要用电子系统来捕捉图

像，以可用的假色来显示图像（图 28 和 29）。 

 

图 28.  用 mFISH 染色的中期分裂细胞。A：用相机拍摄的 RGB 颜色。 
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图 29. 用 mFISH 染色的中期分裂细胞，B：同一中期细胞，但每对染色体都有假色。 
 

10.1. 细胞培养与固定 

血样采集、淋巴细胞培养和收获固定细胞的步骤与双着丝粒分析（第 9.1 和 9.2

节）的步骤类似。尽管通过有丝分裂，易位是稳定的，但是对 M1 期细胞进行分析仍

然是一种良好的实践。因为含非稳定性畸变的细胞在有丝分裂时会丢失，可能会使平

均易位率失真，因此分析 M1 期细胞尤为重要。而且可能有这样的情况: 从同一血样中

既要获得稳定性易位率，也要获得非稳定性双着丝粒率。对于 FISH 分析，最好是保存

冷冻的固定细胞悬液。滴在显微镜片上的细胞可以保存。应该保存在-20℃，即便如

此，有时还是会出现退化。固定的细胞悬液更便于运送到其他实验室。 

对于生物剂量估算，一般仅对部分基因组（如三对染色体）染色。这就要求对中

期细胞的计数应多于双着丝粒的计数。因此，制备样片时使每一片上有大量可计数的

优质中期细胞，是有帮助的，是可以降低成本的。 

10.2. 染色体涂染 

现在各种探针和荧光结合物已经商业化，使用多色荧光原位杂交（mFISH）法

[162]可以对所有的染色体进行明显着色。这样，不仅可以进行完整的核型分析，也可

以计数染色体间的所有易位。所有染色体的着丝粒和端粒也能被分别突显出来。 

染色体内交换，如臂间倒位，可以用不同颜色选择性地涂染一条染色体的长短臂

得以鉴别[163]，臂内重组可以通过一条染色体呈现出多彩带纹的 mBAND 进行检测

[164、165]。相对于染色体间的变化而言，染色体内的变化频率增加已经被作为高 LET

辐射效应的一个“指纹”标记[166]，因此这些方法对研究不同辐射品质的效应具有特

殊的作用。 



 

78 

就大多数回顾性生物剂量检测技术的应用而言，只检测染色体间的易位就可以满

足需要，mFISH 能够理想地提供每个中期细胞的最大信息。这种方法也可以扩展为用

不同颜色突出单条染色体的臂（pq-mFISH）[167]，但这是一种昂贵费时的方法，更需

要精细的图像捕捉和熟练的操作系统。因此，实践已经进化为用相同的或不同的颜色

涂染有限的染色体对，同时复染其余的染色体。建议同时使用泛着丝粒探针[168]和全

染色体涂染，更准确地区分双着丝粒和易位（图 30）。 

 

图 30  用单色涂染的人类中期细胞：1、4 和 11 号染色体用 Cy3（红色）标记，着丝
粒用标记有 FITC（绿色）的泛着丝粒探针突出染色，其余染色体用 DAPI 复染。1 号
染色体可见明显的双着丝粒[dic(BA), ace(ab)]。复染的染色体上也有一个双着丝粒加一
个无着丝粒断片。 

 

一般来说，涂染三对较大的染色体（即 1 到 12 号，图 7）代表了大约 20%的基因

组（表 2 和 3），在使用单色探针时大约可检出全部易位的 33%。每种配伍染色的组合

染色体所占全基因组的百分比，是根据染色体的自然长度来估算的[169]。全基因组的

易位率可以根据 Lucas 等人[170]推荐的标准公式来估算，这个公式应用的是简单的配

对互换的假设。这里建议，选择探针配伍时不要包含 7 或 14 号染色体，因为在体内免

疫发育过程中，这两条染色体容易出现易位和其他畸变，这可能会混淆辐射效应的定

量分析[171、172]。 

对于回顾性生物剂量检测来说，用三条配伍染色体的单色 FISH 检测就足够了。三

条染色体的多彩染色可以增加检出率（如果 1、4 和 12 号染色体着色，检出率可以从

31%增加到 34%），并且可以更好地发现因为近期受到大剂量照射而导致的复杂易位。

下面第 10.5 节中给出对应全基因组的换算公式，可以用于单色和多重染色。 
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10.3. 计数标准 

10.3.1. 可计数细胞的选择 

尽管什么样的中期细胞可以计数并无确切共识，但是如果细胞看上去完整，所有

着丝粒形态可见并存在于被涂染的染色体中，荧光标记的亮度足以检测出不同颜色标

记的染色体之间的交换，则考虑分散良好的中期分裂相适合于计数[107]。 

通常情况下，不必考虑复染的染色体数目完整性，但如果明显丢失了一些染色

体，比如少于 40 条，多数研究人员就会舍弃这个中期分裂细胞。 

一些研究人员认为，对所有出现的着色物质都应该计数，虽然在一定程度上这涉

及到染色体与其他物质的鉴别，因为目前 FISH 技术的分辨率限值大约是 11~15 

Mbp[173]。实际上，一些对称性易位看上去像不完全交换，而端粒探针的研究已经证

明，大部分表面看上去不完全的易位其实都是完全的[62]。对那些明显缺乏大部分染色

物质或标记着丝粒的细胞应不予计数。 

对于回顾性剂量检测，已经证明在稳定细胞中，即在没有双着丝粒、着丝粒环或

无着丝粒的细胞中，易位率是长期恒定的[64、174]。因此，建议记录每一个易位是出

现在稳定性细胞中，还是非稳定性细胞中。 

10.3.2. 命名和数据记录 

为了描述用涂染法检测的染色体畸变，建立了两套独立的特殊命名体系，对问题

的叙述依据的也是常规细胞遗传学计数的传统术语[173、175~178]。引进这两种命名系

统，是因为对部分基因组进行分析时，由 FISH 揭示的许多图形似乎比预期的复杂，传

统术语不足以表达。 

(i) 建立了一个以缩写字母“PAINT”为首的系统，用来完整地描述中期细胞中

每一个异常染色体[175]。该系统对每一条染色体都进行单独描述，不牵涉细

胞中的其他异常交叉。一种颜色由一个字母代表，复染按字母顺序排列开

始。大写字母代表具有一个着丝粒的染色体部分。这样，单色涂染时，t(Ab)

指一条含有双色的染色体，其中包括一条复染染色体的着丝粒片段和一条标

记染色体的无着丝粒片段。相反，t(Ba)表示着丝粒是在标记染色体的部分。

多重染色可以在命名体系中包含更多的字母。读者可以参考 Tucker 等[175]的

文章，该文对该体系中的所有缩写给予了完整叙述。文章还建议，把颜色连

接作为辐射诱发损伤的一个指标，在回顾性剂量估算上并没有实际应用。 

(ii) Savage 和 Simpson (S&S) [176，177]提出一个数字和字母的命名体系，用来从

整体上描述每一种互换。数字指包含标记物的染色体数目，按字母顺序排列

是反映希望这个图形有多常见。这个所谓的 S&S 体系只用于单色标记的模

式。不过，也可以用于双重或三种颜色的染色模式，但不管有几种颜色模

式，每一种标记颜色的染色体不得不分开计数[131]。这个命名体系在机理研

究上有重要作用，特别是对于复杂重排的理解。 
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可以采用一种更传统的的命名方式，它将“易位”命名为相互易位、末端易位或

中间易位[179]。相互易位也称作完全易位或双向易位，末端易位则称作不完全或单向

易位。中间易位包括倒位和插入。完全易位和不完全易位，或相互易位和末端易位，

均涉及到机理概念，从生物剂量学目的考虑，最好称作双向易位或单向易位，这纯粹

是考虑视觉形象而不涉及机理含义。事实上，机理研究已经表明，单向易位并不能提

供不完全互换的可靠剂量估算值[180]。插入是许多复杂重排类型的一种，正式定义为

两个以上的染色体发生三个以上的断裂而形成[177]。 

上面介绍的命名不是相互排斥而是互补的，这些命名之间的比较已经用于常见的

数据系统[175]。 

当今使用最广泛的数据记录方法是，用 PAINT 命名法把每个异常中期细胞作为一

个独立单元来叙述[175]，但考虑到畸变形成的基本机理，叙述的方法略有改进[178]。

使用 PAINT 体系的同时，注意到中期细胞染色体之间的联系，因此也结合了传统的命

名法的一些方面。染色体畸变分为简单畸变和复杂畸变，后者是指在两个或两个以上

染色体上产生三个或三个以上的断裂，出现可观察到的畸变。当所有的断裂部分重接

时称为完全畸变，而当一个或更多的断裂部分不能重接时则是不完全畸变。 

例如，当看到 t(Ba)伴有 t(Ab)时，这是一个简单的完全易位或双向易位，当在一个

细胞中单独看到其中一种模式，则是一个简单的不完全易位或单向易位，有时还会伴

有一个染色的无着丝粒体， t(Ba)+ace(b)。复杂易位记录同上，可以是插入，例如

ins(Aba)，也可以是更复杂的重排，如一个 t(Ba)伴 ace(ab)，或 dic(BA)伴一个 t(Ab)。 

值得注意的是，发生在涂染探针的一套具体的染色体之间的互换畸变，如一个

t(Ba)+t(Ab)，被认为是“明显的”简单畸变，因为它们可能来自未被发现的复杂畸变，

而这些只能用 mFISH 才能检测到[182、182]。 

10.4. 数据处理 

Lucas 等人[170]推出了全基因组的计算公式，后来 Lucas 和 Deng 对这些公式做了

进一步的概括[183]。 

基因组的易位率，通常用计算基因组中被染色部分的公式来计算[32]： 

 
（31） 

 

式中： 

FG表示全基因组畸变率， 

FP表示 FISH 技术检测到的易位率， 

fp 表示基因组中杂交的份额[170]，需要考虑检测对象的性别。 
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下面在第 10.5.1 节中将给予更详细的说明。 

当对使用不同组合的全染色体探针研究结果，进行数据整合或实验室间比对时，

推荐用全基因组公式进行数据转换。这种假设有时称作 Lucas 公式，就是一条特殊涂

染的染色体发生畸变的概率与该染色体的 DNA 含量成正比。这个问题已经得到深入研

究[184~186]并且已被实际接受，因为这个假设可以给出合理的近似。然而一致认为，

运用 Lucas 公式（DNA 含量）时，在简单的互换畸变中大的染色体可能会比小的染色

体高估[[187、188]。因此，用 Lucas 公式（DNA 含量）2/3 比直接用（DNA 含量）更为

准确。一些学者对此有争议，认为这种比例可能涉及靠近染色体区域的染色质的互换

[186、188]。Morton[32]给出了人类染色体相对 DNA 含量的最佳数据，表 2 和表 3 显

示的数值是从他的表 4 第 2 列数据中计算出来的。 

10.4.1. 单色涂染 

f 是基因组中被涂染的份额（绿色）；1-f 是基因组中被复染的其余部分（蓝色）。 

注：为了简单起见，这里将上述公式（31）中的 fp 简写为 f。 

有            f2         绿—绿互换 

 (1-f)2      蓝—蓝互换 

 2f(1-f)     蓝—绿互换 

 总和 1.00 

不过，这个总和也包含同一条染色体上的互换，例如倒位。用相同的 DNA 比例假

说来计算，染色体之间互换的总数是 0.974（见 Lucas 等人[170]的计算结果）。因此，

所有易位即蓝-绿色易位的份额由公式（32）给出： 

 

式中： 

Fp 和 FG分别指通过 FISH 检测到的易位率和全基因组的易位率。 

同样的公式也适用于蓝—绿色双着丝粒。 

举例 

假设 1、2 和 4 号染色体被染色，从表 2 中得到它们的 DNA 含量（男性）分别是

0.0828，0.0804 和 0.0639。 

因此，f = 0.2271，所以 Fp/FG = 0.360。 

（32） 
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这种组合检测双色易位的有效率是 36%，因此，要获得全基因组的易位率，观察

到的易位率要除以 0.36。 

10.4.2. 双色涂染 

假设染成红色的份额为 f1，染成绿色的份额是 f2，则复染成蓝色的份额是（1－f1

－f2）= f3 是。 

将有            f1
2         红—红互换 

f2
2             绿—绿互换 

f3
2         蓝—蓝互换 

2f1f2       红—绿互换 

2f1f3       红—蓝互换 

2f2f3       绿—蓝互换 

同样，总的染色体间的互换是 0.974，因此所有双色易位的份额由下式得出： 

 

（33）                                                                              

 

举例 

假设 1、2 和 4 对染色体染成红色，3、5 和 6 对染色体染成绿色，其余的复染为蓝

色。从表 2 中得到份额 f1 = 0.227，f2 = 0.186 

 

 

这种组合检测易位的有效率是 58%。但要注意的是，在两个不同颜色涂染的染色

体之间发生双向互换时，仍然只能作为一个单一事件计数。 

10.4.3. 两种以上颜色涂染 

可以将计算扩展到多色 FISH 涂染。对于多种颜色，方程变为 

                                                                                    

（35）                                                                     

 

本节中介绍的所有计算可以作为第 8.3 节中提到的剂量估算软件的一部分。 

（34） 
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10.5. 易位的对照水平 

易位的对照水平比双着丝粒的要高，在某种程度上是因为前者是一种持久型畸

变。因此，如果要进行回顾性生物剂量估算，必须考虑易位的本底水平，尤其是在低

剂量照射的情况下。 

当然，从事故受照者或被调查人群组获得照射前的对照血样是不现实的，因此只

得采用基于普通调查数据获得的假设值。理想情况下，实验室应该建立自己的对照数

据库，但这是一内容广泛的工作，必然会涉及多种复杂因素，特别是要有一个大跨度

的年龄组。Sigurdson 等[107]发表的综合性 meta 分析提供了最好的国际数据库，分别

按年龄、性别、种族和吸烟习惯等进行了划分。该数据库包括了一项早期研究的数

据，其中包括了一些欧洲实验室的成果[189]。 

两项研究清楚表明，年龄是决定本底易位率的主要因素，60 岁以上的本底易位率

大幅上升（图 31）。 

 

图 31.  不同年龄段的染色体易位数[107] 

 

值得指出的是，应当考虑本底水平，并从个体淋巴细胞中观察到的易位数中减去

他或她的年龄段预期的易位率。除了确认的实验室影响外，Sigurdson 等人[107]的研究

表明，在四个主要地理区域间存在明显的差异。另一方面，没有观察到种族和性别因

素的影响。由此看来，在研究易位率的影响因素时，必须只比较同一实验室的数据。 

在关于性别对易位率影响的为数不多的报道中[107、189、190]，只有 Whitehouse

等人的报道[189]表明，在 20~29 岁年龄组中，男性的易位率高于女性，在 30~39 岁年

龄组中存在显著差异（P < 0.05）。其他的年龄组中，女性的易位率要比男性高，但差

异并不显著。其他关于性别影响的研究，甚至按年龄组的研究，均未发现有任何差异

的证据[107、190、191]。 

年龄（岁）

10
00

个
细
胞
的
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尽管研究一致认为易位率随年龄而增加，但是该文献综述的结果表明，这种趋势

并不像其他一些因素那么明显（表 12）。 

表 12  对产生易位和双着丝粒有影响的因素汇总 

影响因素 重要研究和相关参考文献 其他参考文献 

酒精 
Badr 和 Hussain[192] 

Burim 等[193] 

 

烟草 

Ramsey 等[191] 

Bothwell 等[194] 

Sigurdson 等[107] 

Tawn 和 Cartmel[195] 

Van Diemen 等[196] 

Pressl 等[190] 

Tucker 等[197] 

Whitehouse 等[189] 

Maeng 等[198] 

Beskid 等[199] 

Pluth 等[200] 

农药 Steenland 等（使用者）[201] Tucker[197] 

苯 

Smith 等（＞31 ppm）[203] Kim 等[202] 

Smith 等（＜31 ppm）[203] 

Zhang 等[204] 

工业污染 
Beskid 等[199] 

Sram 等[206] 

Beskid 等[205] 

 

重金属 
Maeng 等（铬，吸烟者）[198] 

Doherty 等（铬）[207] 

Dulout 等（砷）[208] 

Maeng 等（铬，不吸烟者）[198] 

 

在该文献所考虑的研究中，两项关于酒精的研究认为，只有酒精会产生过量易

位。而对吸烟（11 项中的 8 项）和农药（2 项中的 1 项）的研究并未发现这种趋势。

苯的情况比较特殊，因为染色体分析是针对与照射特别相关的疾病进行的。这意味着

在有些研究[202~204]中只记录两条染色体（8 和 12 号或 14 和 18 号）之间的互换。当

只研究 t(8，21)和 t(14，18)的易位率时，三篇报道均认为有明显影响。然而，当检查

这些染色体与其他所有染色体之间的易位时，三篇报道均未发现有意义的结果。 

选择性使用和滥用的物质，如香烟、药物和酒精，只有长期大量使用时才会影响

易位水平。但是，当这些物质与其他类型的物质（金属和致突性化学物）联合使用

时，往往会诱发易位率显著增加[192]。一些研究报道了有关滥用物质的协同作用，提

示吸烟会增加职业照射产生的易位率。这是指人暴露于电离辐射[194]、农药[197]和铬

[198]的情况。大多数研究表明，单独吸烟对易位率的影响并不明显，但是吸烟的协同

作用非常明显。另一方面，酗酒的协同作用更难显现，因为酗酒者极少只有这一种嗜

好，或至少没有其他嗜好的人数太少，难以与对照组进行比较。关于酗酒对易位率影

响的研究是会有启示的。 

工作场所使用的有毒物质（农药、苯和金属）对易位数的影响往往与剂量和暴露

时间成正比。已经表明，暴露于这些产品的混合物要比暴露于单一的化学元素更有
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害。最终，个人的防护效果（手套、面具、连体衣或外套），由于暴露于这些类型的致

突物的人群的易位率的减少而得到证明。 

图 32 示出了影响易位率的各种因素，包括因素的类型、照射方式和相关研究。 

 
酒精           烟草               农药        苯和污染物   重金属  电离辐射 

 

LDB：生物剂量实验室由已知辐射剂量（钴源照射，剂量率为 0.5 Gy/min）得到的易位率。 

*  照射组与对照组之间存在显著性差异的研究 

图 32.  不同因素引起的易位率和离体照射产生的易位率之间的比较。 

 

图中示出每项研究中对照人群和暴露人群每 1000 个细胞的易位率。另外，图中还

示出了血样离体照射 0.2、0.5 和 0.7 Gy 后的易位率，用以进行易位率比较。然而，需

要指出的是，照射是在很短的时间内完成的，属于急性照射，而暴露于酒精、烟草、

农药或苯则是慢性的。当个体在其一生或某一特定阶段暴露于遗传毒物（生活方式或

职业暴露）时，这种暴露被定义为是慢性的。 

从图 32 也可以看出，人群暴露于酒精、烟草和农药后的易位率，比暴露于苯特别

是铬产生的易位率低得多。而且，对照组的数值与暴露于酒精、烟草和农药组的数值

比较相似。与受到 0.5 Gy 电离辐射照射组相比，暴率于酒精、烟草和农药人群的易位

率是低的。因此可以认为，如果在人群中观察到高的易位率，可以归因于辐射照射。

另一方面，在对大量暴露于铬和苯的人群进行电离辐射照射的回顾性研究中，不可能

从环境因素引起的易位率中区分出放射性所致的易位率。不过，接触苯或铬并不常

见，可以通过调查问卷加以鉴别，内容包括过去和现在的职业活动。 

10.6. 易位的持久性 

双着丝粒法的最大缺点是，受照人员的畸变率会随着照射后的时间而减少。外周

对照组的易位率 
照射组的易位率 
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循环淋巴细胞池中的双着丝粒会随着细胞死亡而消除，随着血细胞的更新而稀释。在

有丝分裂过程中，不稳定的双着丝粒畸变不能通过反复的细胞分裂传递到子细胞中。

相反，易位在有丝分裂过程中一般是稳定的，假如细胞整体是稳定的（Cs），在干细胞

中诱发的易位就能够顺利地通过成熟的循环淋巴细胞。照射后早期，易位诱发的频率

与双着丝粒的相似，但是易位的辐照后稳定性使其更适合于回顾性生物剂量估算。 

易位率的持久性长期以来一直都讨论的问题。在巴西戈亚尼亚事故后几年，发现

易位率低于刚照射后观测到的双着丝粒率[209、210]。但是，这两项研究都没有给出最

初的易位数。在马亚克（南乌拉尔）核工业人员的回顾性研究中，估算的剂量大部分

都低于由明显易见的简单易位拟合的刻度曲线所预测的剂量[211]。对其他事故受照人

员的随访研究表明，随着时间的推移，易位率保持相对恒定。在切尔诺贝利事故发生

后 5~8 年，事故受照者的易位率没有发现实质性变化[212]。在爱沙尼亚事故全身受照

人员中，除了一例受到全身迁延照射、而且是非均匀照射的人员外，其他人的易位率

在两年之内非常稳定[213]。然而，事故发生 4 年后，在只含有简单重排的细胞中，所

有易位率平均下降到初始值的 65%，而双向易位比总的易位稍微更持久一些[214]。易

位率随时间的减少可归因于局部照射，并且在这种照射情况下，符合双着丝粒和易位

的一致分布观点[215，216]。由此可知，在局部照射后较长时间，全身剂量估算值将随

剂量的增加而减少[215]。 

在其他有管人类事故照射的案例中，报道了当剂量增加时易位率随受照后时间更

明显减少的情况；照射剂量在 1~3 Gy 以下的易位率不随时间而减少，但较高剂量的易

位率则随时间而减少[217、218]。在接受放疗的癌症患者身上，明确可见易位数随照射

后时间而减少，这一现象在照射前易位率较高的患者身上更为明显[219~222]。对于放

疗患者的这些观察，一种可能的解释是，照射对干细胞达到致死剂量，来自机体受照

部位以外的正常细胞在这个区域再生。综上所述，这些结果表明，在高剂量照射时，

随着照后时间的推移初始易位数可能并不总是恒定不变的。 

完整性和复杂性可能是易位随照后时间消失的影响因素。大多数复杂的畸变是不

会传递下去的，结果是携带这些畸变的细胞将随照后时间的推移而消失[213、215、

223~226]。 

在同一个细胞中，易位和非稳定性畸变的共存是影响易位持久性的另一个因素。

因此，对于回顾性剂量估算，已经提出了考虑用稳定性细胞而不用全部细胞的方法。

在爱沙尼亚事故受害者的随访研究中，当考虑所有细胞时，2 年后初始易位率大约减少

到 70%[214]。而对同一组人群进一步研究，只选择那些不含非稳定性畸变的细胞，重

新分析损伤细胞的数字图像，结果是 7 年后与最初 2 年的易位率基本相似。然而，这

种研究受到了限制，因为必须依赖于因涂染的染色体中含有损伤而被保留的细胞图

像。因为没有数字化处理，有关染色物质起初被认为是“正常”的那些细胞有可能并

不正确。尽管如此，这种研究在理论上存在可能性，因为经过很长一段时间后，剩下

的只有稳定性细胞，所以建议只考虑稳定性细胞的易位率比考虑所有细胞的易位率更
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为合适。这个问题最终只有通过很好的随访研究来解决，在事故后立即对受照者实施

FISH 和非稳定性畸变分析。 

10.7. 刻度曲线 

为了用 FISH 方法检测的易位，进行剂量估算，每个实验室都需要建立自己的曲

线。曲线拟合的数学过程与之前描述的双着丝粒计算过程相同（第 8.3 节）。制备曲线

使用的 FISH 组合探针应该与病例研究通常使用的探针相一致。这样做可以避免需要对

基因组进行同等转换，由此可能带来一些额外的不确定性。 

对于低 LET 辐射，当易位刻度曲线是在考虑到稳定性细胞或者所有细胞建立的

时，如果只考虑明显的简单易位，那么拟合的系数没有差别[227、228]。但是在显微镜

分析过程中，建议对整个染色体细胞中发现的所有畸变记数，而不仅仅是计数那些影

响标记染色体的畸变[64]。这样做可以有机会确切知道，只考虑稳定性细胞是否给出更

实际的估算剂量。 

FISH 剂量估算一般是对于高剂量但又是迁延性照射、或早先受过长期低剂量照射

而没有表现出临床症状的那些病例。相反，对于采用线性平方曲线估算的急性照射剂

量，剂量-效应曲线的 α 线性项至关重要。第 8.3 节中给出的 F 检验能够用来确定线性

系数的可靠性。几乎很少有已经公开的刻度曲线，在低剂量范围能够计数足够多的细

胞，从而获得较小置信区间的十分可靠的线性系数[64]。为了建立一个线性的剂量关

系，需要在 1 Gy 以下设立一些剂量点，而每个剂量点都需要分析大量细胞，这意味着

相当大的工作量。暂时可以用许多合理的假设来解决这个问题。假设双着丝粒和易位

形成的比例大约是 1:1[229、230]，因此可以预测类似的剂量-效应系数。已经发表的双

着丝粒数据表明，线性刻度曲线的系数是每 Gy 高能 γ 射线照射，在每 1000 个等位基

因组细胞中大约有 15~20 个易位[51]。进一步研究表明，剂量-效应曲线的线性项主要

是受辐射品质的传能线密度影响，而曲线的β系数的曲率是由剂量率决定的（见第

9.7.4.5 节中关于 G 函数的校正）。有证据表明，在体温条件下由离体慢性照射得到的

线性系数与已报道的急性剂量效应曲线的线性项没有差别[233]。因此，除非 FISH 检

测易位的可靠线性系数是通过离体低剂量-效应刻度实验获得的，否则，使用由急性双

着丝粒刻度曲线的相同辐射品质获得的线性项应该是合理的。 

当照射后很长一段时间才进行剂量重建时，剂量估算是建立在这种假设之上的：

离体照射的淋巴细胞和体内照射的造血干细胞显示出相似的易位率。并不能确定干细

胞放射敏感性和成熟淋巴细胞的放射敏感性是否相同，或是否会对细胞分裂有影响，

引起含非稳定性畸变的细胞消失。回顾性剂量估算假设这些都不是主要的混淆因素，

而且最近的文献也提示这没有实际的重要性[64]。 

总之，根据稳定性细胞的易位进行剂量重建是一种已经确定的方法[174]，但也存

在局限性。在刻度曲线的线性项起主导作用的迁延性照射和低剂量照射后，这似乎是

一种好方法。作为一个临时措施，可以根据双着丝粒的剂量-效应曲线来推测线性项。
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在高剂量特别是急性照射后，限制只分析稳定性细胞的结果可能会低估受照剂量，因

为含有易位的不稳定性细胞数将与复杂畸变数一起增加。此外还有剂量上限，达到刻

度上限时从不稳定性损伤中存活的细胞会变得越来越少。 

10.8. FISH 用于回顾性生物剂量估算的举例 

这些研究试图探讨 FISH 易位分析在下列人群回顾性剂量估算中的可行性：(1) 早

先没有做过生物和物理剂量估算的人群；(2) 物理剂量估算值已知的人群；(3) 照射后

立即采用常规双着丝粒分析得到生物剂量估算值的人群。为了明确易位的稳定性，第

三组人群的数据是便于同易位率比较的最可靠数据。 

选择四个调查组，包括 (1) 核电厂工作人员；(2) 生活在核污染区的人群；(3) 切

尔诺贝利事故清洁工人；(4) 事故受照人员中的人员或人员组。 

10.8.1. 对早先没有个人剂量的人群组进行回顾性生物剂量估算 

为了进行回顾性辐射剂量估算，对切尔诺贝利事故中受严重照射的 15 人进行了染

色体畸变率检测，这些人都因后期的放射皮肤综合征接受治疗。 

这些研究开始于 1991 年，随访持续到 1994 年[212、233、234]。1991 年，或采用

Qdr 法对染色体双着丝粒和环畸变率进行检测，或通过 FISH 组合全基因组特异性

DNA 文库和泛着丝粒 DNA 探针对稳定性易位率进行分析，测定了生物剂量当量估算

值。用这两种方法，15 人中有 12 人的个人剂量估算值在 1.1 和 5.8 Gy 之间，有相当的

可比性，而另外 3 人则未显示出畸变率升高[234]。从 1991 年 9 月到 1994 年 7 月的三

年期间，对同样的受检者进行了染色体易位率的随访研究，12 例中有 11 例相当稳定。

这说明在不同的采样时间可以进行剂量估算的比较[212]。 

从这些研究还不能直接做出易位稳定性的结论，这是因为没有照射后立即得到的

参考数据（如生物和物理剂量）。然而，随访研究表明，在照后 5 年时间里，在不同剂

量水平上，易位保持恒定。 

10.8.2. 对已有物理剂量估算值的人群或职业照射组进行回顾性生物剂量估算 

一些主要用来估算吸收剂量的研究，已经用来研究日本广岛和长崎原子弹爆炸幸

存者或切尔诺贝利事故清洁工人的淋巴细胞染色体畸变率分析。在原子弹爆炸幸存者

中记载的易位率，似乎都接近于从个人 DS86（1986 年剂量体系）剂量估算值导出的预

期值，DS86 是用离体剂量-效应曲线比较得出的估算剂量[145]。因此，这些研究都支

持易位的长期持续存在的观点。然而，与此相反，对 1959 年美国橡树岭 Y-12 事故中

受到照射的 4 名工作人员的研究发现明显不同，一些年后他们的易位率明显低于预期

值[170]。 

1994 年进行了一项试验研究，大约有 60 名从爱沙尼亚招募的、在 1986 到 1987 年

间曾经参加切尔诺贝利事故清理的工作人员，他们登记的剂量从 0 到 300 mSv 不等，
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对这些人进行双着丝粒和易位分析，以确定是否可以验证他们的记录剂量[235]。在另

一组研究中，对 52 名清洁工作人员进行 FISH 涂染法研究[236]。对于受到更高剂量照

射的人员，双着丝粒估算已不再有效，而易位可以用来验证早先的剂量。对于绝大多

数较低剂量的受照者而言，发现用 FISH 作为个人剂量计是不切实际的。不过，在区别

不同剂量的受照组上 FISH 具有一定价值[235]，这一点得到对爱沙尼亚清洁工作人员

研究的支持[92、237]。 

另一组数据是关于 75 名马亚克工作人员，这些人的物理剂量是可知的，他们接受

的主要照射是在 1948 到 1963 年之间[238]。累积外照射剂量在 0.02~9.91 Sv 之间，钚

负荷在 0.26~18.5 kBq 之间。在迁延照射后的 35~40 年，采用 1、4 和 12 号全染色体探

针结合泛着丝粒探针检测了易位率。结果表明，这些工作人员的易位率比相应对照组

的要高。但是，易位数的范围总体上比根据个人剂量记录和刻度曲线预期的要低

[235、238]。 

对 73 名来自 Techa 河流域的受照居民进行 FISH 涂染中期细胞检测。调查组包含

两个亚组，分别生活在工厂下游 7~60 km 和 78~148 km 处。研究发现这两组人群的平

均易位率显著高于对照组[239]。 

1991~1994 年间曾经对谢拉费尔德（Sellafield）核设施的放射工作人员进行生物剂

量学研究，他们的终生累积全身剂量分布在 173~1180 mSv 之间，除了三人以外其他所

有人的剂量均大于 500 mSv。将这些工作人员按照剂量范围排列成队列组，可见平均

易位率随着剂量的增加而显著增加。与此不同的是，终生累积剂量与双着丝粒畸变率

之间并没有相关性[240]。 

在广岛原子弹爆炸幸存者中，对 40 名生活在爆心附近（大约 2 km）并且爆炸时年

龄至少 10 岁的幸存者进行检测，发现电子自旋共振的剂量和淋巴细胞易位率的细胞遗

传学剂量之间存在良好的相关性[241]。广岛原子弹爆炸幸存者的研究证明了稳定性易

位的持久性。但是，从上面提到的其他一些研究也能得出结论，部分易位好像随着照

后时间的推移而减少。 

10.8.3. 对事故后不久用常规双着丝粒分析获得生物剂量估算值的人员进行回顾

性剂量估算 

氚水事故 

前面所述的氚化水过量照射事故（第 9.7.5.7 节）也用 FISH 方法进行了回顾性检

查[242]。最初双着丝粒给出的平均剂量为 0.38 Gy，与在尿检测到的氚剂量 0.47 Gy 比

较接近。因为氚与机体水分相混合，导致全身软组织或多或少的不均匀照射，所以这

些值是机体软组织的平均剂量。后来的血样分析显示，双着丝粒数的预期减少与氚 3.3

年的半消失期相吻合。 
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事故后第 6 年和 11 年，通过单向和双向易位的结合尝试进行 FISH 剂量估算。首

先，一个实验室通过 1、2 和 4 号染色体单色涂染进行分析，第二项检测由另一个实验

室承担，涂染 2、3 和 5 号染色体。剂量估算参考其中一个实验室用氚离体照射建立的

刻度曲线，剂量-效应曲线呈线性关系，源于全基因组校正的总易位数 Y = C + (5.26 ± 

0.49)×10–2D。从所有 FISH 计数合并的数据得到剂量估算值为 0.48 Gy。 

戈亚尼亚事故 

在戈亚尼亚事故（巴西，1987 年）中，一个乏 137Cs 放射治疗源被砸开，大量人

员受到照射[149、150]。这些人员为随访研究提供了一个良好的队列。在发现事故后立

即对 129 名相关者进行检测，分析淋巴细胞双着丝粒和着丝粒环的畸变率。其中 29 名

受照者的估算剂量在 0.3 到 5.9 Gy 之间[243]。虽然局部皮肤损伤提示大多数人受到不

均匀照射，但是除了 6 人以外，所有病例的染色体畸变均呈泊松分布。对其中一些受

照者进行多年随访，检查双着丝粒畸变率（受照后立即开始）以及用 FISH 检测易位

（受照后 5 年开始），进行回顾性剂量重建[209]。 

可以将 FISH 检测获得的易位率数据（用不同的探针组合，覆盖大约 80%的基因

组）直接与相同人员的早期双着丝粒畸变率基准水平进行比较[209]。在受到较高剂量

（>1 Gy）照射后多年（从 1992 年起），观察的易位率比 1987 年最初确定的双着丝粒率

要低 2~3 倍。对于估算受照剂量<0.9 Gy 的人，易位率和早期双着丝粒畸变率之间仅有

佷小的差别。计数更多的细胞可以提高这些剂量估算值的准确性。但是，有易位的淋

巴细胞的持久性、与染色体大小不成比例的易位水平、以及个体差异等，这些因素都

会降低这些估算值的精确性。随访研究发现，单向和双向易位并未减少[209]，这与切

尔诺贝利的研究相似。Straume 等[244]也在事故后 1 年对戈亚尼亚事故的二名受照者用

FISH 方法进行了评价。当将数据与事故后立即获得的双着丝粒频率相比时，发现易位

频率要低。 

德国与爱沙尼亚事故 

与之不同，另一项研究[245]是在事故发生后 11 年，用 2、4 和 8 号染色体和泛着

丝粒探针对 3 名受照工人进行 FISH 分析。结果发现，稳定性易位率与事故发生后不久

用常规 FPG 染色获得的双着丝粒平均畸变率没有显著差别。大约 75%的易位为双向型

易位。在 1994 年爱沙尼亚辐射事故后，从照后 1 个月直到随后的 2、6、10、12、17、

22 和 24 个月对 5 名剂量估算值在 1~3 Gy 的人员进行了染色体分析[213、246]。随访

研究发现，双向易位在全部 5 名受照者中均保持相对稳定，而其中 1 人的单向易位出

现明显下降。照射后 12 个月，所有受检者的双着丝粒率均降至初始程度的 50%左右

[246]。事故后长达 7 年的进一步随访研究表明，对稳定性细胞中易位的计数似乎说明

所有细胞中观察到的易位均不再下降。在随访的前几年里，稳定性细胞的易位数与时

间无关[174]。 

伊斯坦布尔事故 

在第 9.7.5.6 节中介绍了一起事故，有几人受到与废金属混合在一起未屏蔽的 60Co
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源照射。事故过去 1 个月后，主管部门才认识到发生了辐射照射事件。患者的血细胞

计数非常低。对 5 名受照最严重的人员进行了双着丝粒分析，表明剂量在 2.2~3.1 Gy

之间。考虑到这些人的照射迁延时间超过了若干小时，剂量估算时对剂量-效应曲线进

行了 G 函数调整。在第 9.7.4.4 节中提到，当照射剂量大到引起确定性效应（如血细胞

计数降低）时，双着丝粒数超过几周时间后会稍微下降。 

也进行了 FISH 剂量估算，所血样与双着丝粒分析用的同血样相同。这项检测在三

个实验室进行[158]，汇集各实验室的单向和双向易位综合数得出剂量估算结果。FISH

剂量估算也经过 G 函数调整，结果比双着丝粒估算值高 20~30%。 

FISH 通常被考虑用作回顾性剂量计，适用于照射后数年采血或发生长期照射的情

况，如放射性核素引起的环境污染。然而，这种情况已经很好地说明，在较低剂量照

射下通常认为双着丝粒分析就足够的时间段内，在受到高剂量照射、采血当延迟的情

况下，FISH 也是有用的。 

格鲁吉亚事故 

11 名年轻边防士兵在里鲁（Lilo）军事训练中心意外受到活度不超过 150 GBq 的

1 个或几个 137Cs 源的照射，这些源是用于训练和仪器标定用途的。受照射时间从 1996

年中期至 1997 年 4 月，接近 1 年[247]。 

四个受照最严重的人在法国住院接受治疗，1997 年 11 月在那里进行了细胞遗传学

检测[248]（表 13）。 

表 13.  非稳定性染色体畸变数目和每细胞畸变率（括号内）a 

患者 
分析 

细胞 
双着丝粒 环 无着丝粒 

U 

检验 

双着丝粒剂量 FISH 剂量 

Gy[95%置信限] Gy[95%置信限] 

1 500 14(0.03) 0(0.000) 11(0.022) -0.43 0.4[0.2~0.6] 0.7[0.4~1.0] 

2 500 19(0.04) 1(0.002) 15(0.030) -0.59 0.5[0.4~0.7] 0.4[0.1~0.7] 

3 502 55(0.11) 4(0.008) 24(0.048) 4.68 1.1[0.9~1.3] 0.8[0.6~1.1] 

4 518 80(0.15) 4(0.008) 25(0.048) 3.61 1.3[1.1~1.5] 1.7[1.4~1.9] 

a : u>1.96，u 检验表明显著过离散分布；或 u<1.96，欠离散分布。剂量估算值由双着丝粒和双向易位

得出。 

 

用一个 60Co 离体急性照射（0.5 Gy/min-1）诱发双着丝粒和环的刻度曲线来估算剂

量。对于 1 号和 2 号患者，物理剂量重建提示严重局部照射，但从每细胞的双着丝粒

分布却没有得到证实（u<1.96，表 13）。因此，假设按急性均匀照射估算的剂量远远低

于 3 号和 4 号患者，后二者的畸变分布是过离散的（u>1.96），提示其为局部照射。这

与物理剂量重建的照射情况是一致的。 

所有 4 名患者在到达法国之前可能淋巴细胞均已下降，因此，用非稳定性畸变进

行剂量估算（第 9.7.7.4 节）可能低估全身平均剂量。所以同时也进行 FISH 易位检
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测，对所有细胞而不仅限于稳定性细胞进行分析。用三对染色体（2、4 和 12 号）涂染

探针和一个泛着丝粒探针一起杂交。对于 2 号患者，用双着丝粒数和易位数估算的剂

量基本一致（表 13）。对于 1 号和 4 号患者，用 FISH 估算的剂量比用双着丝粒估算的

要高，但差别无统计学意义。而对于 3 号患者，用双着丝粒估算的剂量较高。这些差

别或许可以解释为不均匀照射和分次照射，造成人与人之间的明显差异，从而改变了

不稳定细胞中易位的分布，结果导致双着丝粒相对于易位的消失。 

尽管未能获得每个患者每次检测的全部样本，但还是进行了进一步的细胞遗传学

随访观察（图 33 和 34）。 

 

图 33.  由双着丝粒估算的剂量随照后时间的变化。 

 

 

图 34.  由双向易位估算的剂量随照后时间推移的变化。 

患者

剂量（Gy）

剂量（Gy）

97 年 10 月 

+2 个月 

+2 年 

+3 年 

患者

97 年 10 月 

+2 个月 

+2 年 

+3 年 
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正如所料，随着时间的推移，在整个观察期内所有患者的双着丝粒数均下降。相

比之下，4 名患者中有 3 名的双向型易位率并未降低。1 号患者在第一次采血后两个月

的易位率减少，考虑是不确定性原因，并无统计学意义。后来的易位数据总体稳定，

可能反映了伴随淋巴细胞减少和非稳定性畸变的迅速消失，淋巴细胞快速的更新。后

期的 FISH 数据可能表示骨髓干细胞接受的剂量。 
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11. 早熟染色体凝聚（PCC）分析 

通常情况下，生物剂量估算是通过分析经离体 PHA 刺激转化后第一次有丝分裂产

生的双着丝粒或易位来完成的。这些分析方法存在某些公认的问题，即所谓在两天的

培养过程中，辐射诱发的有丝分裂延迟和细胞死亡，特别是在高剂量照射后更为明

显，可能会导致对辐射照射剂量的明显低估[250]。本章将介绍诱导染色体早熟凝聚的

技术，即在第一次有丝分裂前的一定时间诱导染色体早熟，以减少或取消培养时间来

减少有丝分裂延迟或细胞死亡的发生机会。 

11.1. 有丝分裂融合法诱导 PCC 

利用聚乙二醇（PEG）作为融合剂，将人淋巴细胞与中国仓鼠卵巢（CHO）分裂

细胞进行融合诱导 PCC，可以不需要任何分裂原刺激和培养，在照射后立即进行染色

体畸变检测[66]。应用这种 PCC 技术与传统的方法如 C 显带、伴有或不伴有泛着丝粒

探针的染色体特异性 DNA 文库的 FISH 相结合，可以检测染色体断裂、双着丝粒、环

及易位等畸变。这种检测方法已被提议作为分析染色体畸变率（如断片、双着丝粒和

易位）的生物剂量工具[67、72、75、250]。这种方法可用于确定低剂量照射，也可以

检测低 LET 辐射和高 LET 辐射引起的危及生命的急性大剂量照射，而且还可以精确地

区分全身和局部照射[75]。因为用这种 PCC 检测，正常细胞的数目更准确地反映了未

受照射的淋巴细胞比例，甚至对低至 5%的剩余细胞都能检测出来。同样，PCC 方法也

适用于确定局部照射的小范围烧伤。 

11.1.1. 细胞培养和细胞融合条件 

11.1.1.1. 利用 CHO 有丝分裂细胞 

在进行 PCC 分析前，需要准备中国仓鼠卵巢（CHO）有丝分裂细胞。CHO 细胞

培养通常是用保存的细胞系建立的。这些过程简单，非常容易操作，而且细胞周期较

短，大约为 12 小时。将 CHO 细胞置于含有完全培养基（由 F-10 培养基，15%新生牛

血清及抗生素组成）的 750 mL 组织培养瓶或圆形瓶中进行培养。当细胞密度达到 50%

时，加入终浓度为 0.1 μg/mL 的秋水仙素作用 4~6 h，经震荡分离，收获有丝分裂细

胞。每只培养瓶中的分裂细胞每天可以分离几次；因此，每次分离后，必须将新鲜的

含有秋水仙素的培养液补充替换到含有剩余细胞的培养瓶中。可以提前将有丝分裂细

胞大量制备好，使用前在-80°C 至-110°C 冻存备用。 

11.1.1.2. 分离淋巴细胞 

如前面第 9.1.5.2 节的介绍，一般采用 Ficoll Hypaque 液分离淋巴细胞。这种方法

的优点是，如果分离的淋巴细胞足够多，一部分细胞可以立即用于实验，剩余部分在-

80°C 至-120°C 冻存，将来一旦发现需要可以使用。 
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11.1.1.3. 融合剂 

常用分子量为 1450 的聚乙二醇（PEG），理想的融合浓度为 40%~50% w/v（用无

血清的 F-10 培养基和 PBS 或者无血清含 HEPES 的 RPMI-1640 培养液配制）。 

11.1.1.4. 细胞融合及染色体凝聚过程 

为了诱导早熟凝聚染色体，需要在 PEG 存在的条件下，使淋巴细胞与含有丝分裂

促进因子的 CHO 细胞以 5:1 的比例融合。融合过程仅需 4 min（PEG 单独作用 1 min，

然后逐渐加入 F-10 培养基进行清洗）。随后，在含秋水仙素的完全培养液中在 37°C 培

养 1 h[67、72、251]。 

11.1.1.5. 固定过程 

原则上，固定过程与中期细胞的固定方法类似（第 9.2 节），但固定的最佳时间和

浓度略有差异。淋巴细胞需用 0.075 M 的 KCl 低渗液处理，并在 37°C 预热的水浴中静

置 3~4 min。然后离心，用醋酸：甲醇（1:3）混合液固定细胞。 

玻片制备同之前介绍的其它标准方法相似（第 9.2 节）。 

11.1.1.6. 染色过程 

染色方法的选择取决于要观察的生物学终点，具体如下： 

(1) 标准的染色体断裂分析 

以分析辐射诱发的染色体断裂为目的，可采用常规吉姆萨（Gurr 改良的 R66）或

第 9.3.2 节（图 35）介绍的 FPG 法对玻片进行染色[67、252]。FPG 法用于 PCC

是针对两套融合的染色体完全混合在一起的细胞。对这里介绍的淋巴细胞而言可

能没有必要，因为两套染色体基本保持在两组，这里能够清楚地辨别出单条人类

染色体，如图 35 所示。FPG 染色还有一个缺点是染色体发生肿胀，由于小的相

邻肿胀的染色体相互接触看上去像是一个结构，这会妨碍准确的计数 PCC 断片。 
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图 35.  有丝分裂融合法产生的带有一些断片（箭头指示）的人 G0 期细胞 PCC。 
 

(2) C 显带法双着丝粒分析 

除了染色体断裂之外，也能观察双着丝粒。为此，要用氢氧化钡和盐溶液对玻片

进行预处理（第 9.3.3 节），然后用吉姆萨染色，突出显示所有染色体的着丝粒区

域，以便可以容易地区别双着丝粒和单着丝粒染色体（图 36）[70、79]。 

 

图 36.  C-显带法 PCC 显示两个双着丝粒体（d）。 
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(3) 染色体涂染法易位和双着丝粒分析 

用 FISH 技术制备 PCC 标本也可以检测辐射诱发的易位及双着丝粒，FISH 可单

独使用染色体涂染探针，也可以结合泛着丝粒探针（图 37）。后者可以更准确地

区分易位和双着丝粒[72]。 

 

图 37.  双色 FISH 法 PCC，8 号染色体涂染探针和全基因组泛着丝粒探针相结合。
（A）未照射的对照组正常 PCC；（B）照射细胞，箭头指示 PCC 中的断片，ace (b)；
（C）双着丝粒，dic(BA)，双色断片，ace(ba)；（D）环，r(B)；（E）和（F）末端易

位，t(BA)和 t(AB)[8]。 
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11.1.2. 分析 

样片的分析标准与第 9.4 节中介绍的方法相似（如玻片编号、扫描参数等）。PCC

分裂相可以用手工定位，也可以通过中期细胞自动寻找系统定位，后者更常用一些

（第 13.3 节）[75]。建议使用能对 PCC 细胞图像或影像中的每条染色体进行标记的记

录系统来帮助计数分析。显微镜的附件（清晰照像机）可以将 PCC 分裂相成倍放大后

进行观察，同时将图像记录下来。有些中期细胞寻找系统配备了专门的应用软件，能

对数字图像进行注解。需要记录玻片上的 PCC 细胞在显微镜载物台上的坐标，而且

PCC 分裂相的选择方法不应当引入偏差，以免使畸变数失真。 

PCC 分析涉及对染色体条数的计数，是作为单个染色单体计数，这在吉姆萨染色

后人的间期 PCC 细胞中很容易与 CHO 分裂细胞的染色体相区别。应用 FPG 染色时，

人类染色体呈深染，而 CHO 细胞在含有 BrdU 的培养基中生长超过两个细胞周期，染

色后呈“花斑”效应，且着色非常浅（图 22）。FISH 分析时，用 cot-1 仓鼠 DNA 可以

覆盖 CHO 染色体的所有信号，这样正好使人类 PCC 单独显示出来（图 37）。 

11.1.3. 计数标准 

根据 PCC 的形态很容易确定处理此时淋巴细胞所处的细胞周期位置。G1 期为单个

染色单体、S 期的染色体呈粉末状、G2 期为两条染色单体。用吉姆萨染色标本进行生

物剂量估算时，只需记录含有单个染色单体的细胞，即处于 G0/G1 期的人淋巴细胞，

每条染色单体代表一条人类染色体（图 35）。 

因此，在未照射的淋巴细胞中染色体计数为 46 条。用计数照射样本中的染色体数

减去未照射样本中的染色体数，即可估算出辐射诱发的染色体畸变率。在疑似局部照

射时，可选择另一种分析方法：Qpcc 法，即已经介绍过的分析含 PCC 断片的损伤细胞

中多余 PCC 断片数的方法[75]。这种方法在原理上等同于 Sasaki 和 Miyata 介绍的 Qdr

法[142]（第 9.7.4.3 节）。通过采用 C 显带或泛着丝粒探针和染色体特异性 DNA 文库

的 FISH 技术，可以像第 9.4 和 10.4 节介绍的一样，分别计数、记录和分析样片上的双

着丝粒和易位（图 37）。 

11.2. 化学法诱导 PCC 

11.2.1. 间期细胞快速染色体分析（RICA） 

这种分析方法不需要延长培养时间。用 Ficoll Hypaque 法从血液中分离淋巴细胞

（第 9.1.5.2 节），然后将淋巴细胞接种到含磷酸酶抑制剂（如：冈田酸、花萼海绵诱癌

素 A、三磷酸腺苷、p34cdc2/细胞周期性蛋白激酶 B）的培养基中，在 37℃孵育 3 小

时。Prasanna 等[76]对该方法有完整的介绍。固定及制片（KCl 低渗；3：1 的甲醇：冰

醋酸固定；在洁净玻片上滴片）应遵循中期细胞正常操作步骤。 

然后，经原位杂交和染色体涂染后即可用荧光显微镜对辐射诱发的染色体损伤进

行分析（图 38）。 
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图 38.  RICA 法显微照相显示 60Co 照射后 FISH 涂染的人类间期淋巴细胞 1 号（红
色）和 2 号（绿色）染色体[78]。正常细胞含有两个红点和两个绿点（a 和 b）；畸变的
1 号染色体出现 2 个以上的红点（c）；畸变的 2 号染色体出现 2 个以上的绿点（d）；带
有两个以上红点和绿点的细胞（e 和 f）（由 Pathak 和 Prasanna 提供，AFRRI，美国）。 
 

正常细胞每条染色体呈现两个荧光点，而带有结构畸变（断裂或互换）的细胞涉

及与涂染探针相应的特异染色体，可显示两个以上的荧光点。对于生物剂量估算，用

一个大号染色体探针就足够了[76]，而一种以上的染色体探针更能提高检出敏感性

[78]。 

11.2.2. PCC环分析 

在化学法诱导 PCC 的生物剂量估算中，吉姆萨染色后对染色体环进行计数是其中

一种简单有效的方法。这种方法仍然需要淋巴细胞培养，Kanda 等[68]推荐 48 小时的

培养方法。因此这种方法并不节省时间，但特别适用于常规双着丝粒检测的剂量效应

已经显示饱和迹象的大剂量照射。这种方法已经被刻度，并被用于 20 Gy 当量以下的

X 射线照射。在这样的剂量下，诱发的双着丝粒和断片太多，很难准确计数。但是淋

巴细胞中诱发环的频率要低得多，一般约为双着丝粒的~10%，这使得环的计数成为极

高剂量照射后的一个可能的终点。 

11.2.2.1. 细胞培养、化学处理和制片 

该方法详细实验步骤见附件 III。 

化学试剂的制备 

应当制备 DNA 磷酸化抑制剂，如冈田酸或花萼海绵诱癌素 A。这些化学物具有致



 

101 

癌作用，操作时应当注意适当的安全防护。尽管 PCC 诱导机制可能相似，均具有剂量

依赖性并导致染色体形成，但 calyculin A 诱导 PCC 的效率较冈田酸高 20 倍。用二甲

基亚砜（DMSO）将上述试剂溶解后，用培养液稀释并以储存液形式（5~10 μM）在–

20°C 保存。 

培养 

化学法诱导淋巴细胞中的 PCC 一般需要细胞进入周期循环。因此，实验步骤是用

PHA 刺激细胞并培养 48 h，方法与第 9.1 节中介绍的中期细胞培养方法类似。虽然

PCC 可以用全血培养来诱导，但分离淋巴细胞能够得到更多细胞的更清洁的片子（第

9.1.5.2 节）。这样，尤其在非常大的剂量照射时，强烈推荐采用分离淋巴细胞的方法。 

PCC 诱导标准方案是：细胞培养至最后 1 h 时，向培养液中加入冈田酸（500 

nM）或花萼海绵诱癌素 A（20~50 nM），这样将会产生 M1 期所有阶段细胞的 PCC 混

合物。不过，化学诱导的效率还有赖于培养条件和药物质量。每个实验室的药物最佳

浓度和作用时间取决于 PCC 细胞的发生率及染色体的形态质量。作用不充分可导致可

供分析的细胞不足；而作用过度则会使染色体形态模糊和过度短缩。固定、制片和吉

姆萨染色过程与中期细胞制备方法相同。 

11.2.2.2. 计数标准 

经大剂量照射后的淋巴细胞培养 48 h，大部分可分析细胞处于 G2 后期与 M 期之

间。若为低剂量照射，则还可能有分裂后期细胞污染。与 M 期分裂细胞环状染色体的

形态（图 11）相比，G2 后期及分裂后期细胞的 PCC 环较细（图 39A），很容易被识

别。因此，最好选择这些细胞来计数 PCC 环。对处于 G2 后期和分裂后期的细胞，可

以分别通过附带的或分离的姊妹染色单体来区分（图 39B）。 

 

图 39.  受照淋巴细胞在细胞周期不同阶段由冈田酸诱导的 PCC 示例。（A）G2/M-PCC
细胞，（B）M/A-PCC 细胞，显示分离的姊妹染色单体。箭头指示环状染色体[68]。 
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在 G2 后期和分裂后期细胞之间 PCC 环率没有明显差别，可以将数据合并。 

一个环状染色体记为一个 PCC 环。只用吉姆萨染色的 PCC 细胞无法看清着丝粒，

所以 PCC 环没有“着丝粒”或“无着丝粒”之分。 

正像双着丝粒一样（第 9.7.4.3 节），与泊松分布相比，PCC 环的细胞间分布情况

的分析，提供了一些关于低 LET 辐射照射均匀性和事故所涉辐射品质的信息。有些情

况下，如在延迟发现的事故中，照射与采血之间有一定的时间间隔，这时可能要通过

计算半寿期来校正结果，以获得原始 PCC 环率的准确估算。目前还没有明确的数据来

支持这一观点。而根据日本东海村事故一名幸存者的细胞遗传学随访研究的报道，

PCC 环的半寿期大约为 8.7 个月[253]。 

11.3. 用 PCC 环法调查辐射事故 

在 200 kV X 射线刻度的 PCC 环技术公布不久[68]，采用冈田酸诱导 PCC 环技术

检测一起严重辐射事故的机会出现了。1999 年在日本东海村临界事故中，用该方法对

三名受到严重照射的病例进行了生物剂量估算[254]。 

事故后 9 h，三个样本中每 100 个细胞的 PCC 环检出率分别为 150、77 和 24，估

算剂量分别为>20 Gy、7.4 Gy（95%置信区间为 6.5~8.2 Gy）和 2.3 Gy（1.8~2.8 Gy）。

需要注意的是，这次事故是 γ 和中子混合辐射野照射，而以 Sv 为单位测量的剂量当量

（第 2 章）不适用于这种高剂量照射，因为它依据的是低剂量随机效应的危险度判断。

RBE 加权器官剂量作为器官吸收剂量和 RBE 的乘积，专门用来表征高剂量照射，用以

评价确定性健康效应的危害[15]。200 kV X 射线的 RBE 为 1。RBE 加权剂量的单位是

J/kg，在文献[15]中称为戈瑞当量（Gy-Eq）[15]。对于受照剂量最大的人员，剂量近

似 > 20 Gy-Eq，因为已发表的离体刻度曲线[68]证明，在 200 kV X 射线照射全身 RBE

加权剂量达到 20 Gy-Eq（或 RBE 为 1，全身吸收剂量为 20 Gy）时，线性平方模型的

剂量-效应曲线已趋向平稳（饱和）。 

采用常规计数中期细胞的双着丝粒和环（dic + rc）也可以对血样进行平行分析。

由于受到如此大剂量的照射，会导致外周血淋巴细胞计数迅速减少，因此用一种培养

方法尽可能多的获得中期细胞[123]。这种方法就是用 Ficoll Hypaque 分离管浓集淋巴

细胞，与第 9.1.5.2 节介绍的方法相似。结果是，对于最严重的受照者，在 78 个细胞中

每个中期细胞都受到损伤，双着丝粒为 715 个，着丝粒与无着丝粒环为 188 个。其他

两名受照者的畸变情况分别是：一人在 175 个细胞中双着丝粒 479 个，环 55 个；另一

人在 300 个细胞中双+环 191 个。表 14[255]概括了用细胞遗传学方法和钠活化物理测

量法得到的剂量估算结果。 
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表 14.  用不同指标估算的剂量比较 

患者 
用以下指标估算的 RBE 加权全身剂量（Gy-Eq）a 

PCC-环           Dic           Dic+R/Rc              24Nab 

A          >20            22.6             24.5                 17~24 

B       7.4 (6.5~8.2)         8.3              8.3                  8.7~13 

C       2.3 (1.8~2.8)          -            3.0 (2.8~3.2)             2.5~3.6 

a 对于 X 射线（患者 A 和 B）和 γ射线（患者 C）RBE 为 1。 
b 来自 Ishigure 等[255]，中子 RBE 估计值为 1.5~2.0。 
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12. 胞质分裂阻断微核检测 

12.1. 背景 

电离辐射诱发形成染色体无着丝粒断片，同时也造成少量的整条染色体错误分离。

不能与纺锤体发生作用的无着丝粒断片和整条染色体在细胞分裂后期滞留在后，因而

不能进入子细胞的主核内。滞后的染色体断片或整条染色体则形成一个单独的小核，

因此叫做微核。 

外周血淋巴细胞微核检测是基于淋巴细胞经短期培养后出现微核的现象，首先是由

Countryman 和 Heddle 报道的[82]。但是，最初应用这种方法时，由于没有尝试去确定

计数的细胞在离体培养过程中是否实际上完成了核分裂，因此使分析结果不可信，因

为细胞中损伤的染色体只有在细胞分裂时才会形成微核。基于胞质分裂阻断剂松胞素

B 的使用，后来发展出一种更可靠的方法。1985 年，Fenech 和 Morley [83、84]证明，

使用松胞素 B 后，已经完成一次核分裂的细胞会在胞内累积，表现为双核（BN）细

胞。然后可以特异和有效地计数这些双核细胞中的微核，而排除未分裂的单核细胞，

因为未分裂的单核细胞在离体培养时不会出现微核（图 19）。这样，用微核检测获得

的结果在分裂细胞率上不受个体间和实验室间差异的影响，表明在观察微核率方面具

有非常重要的作用[84、256、258]。胞质分裂阻断微核检测（CBMN）法因此成为测量

培养淋巴细胞微核的标准方法。 

血样中收集的淋巴细胞是自身在体内发生细胞分裂的结果，因此可以推测，其中一

些细胞已经含有微核。由于这个原因，已经表明计数常规血涂片上单核淋巴细胞的微

核，对慢性受照人群的遗传损伤监测非常有用[259~263]。而且，在 CBMN 检测中，单

核细胞中的微核计数也可以作为一个有意义的附加参数[262、263]。 

上世纪 90 年代又发展了 CBMN-着丝粒检测法，应用 FISH 和泛着丝粒探针来观察

微核中的着丝粒。这种方法可以区分是由无着丝粒断片形成的微核，还是由整条染色

体形成的微核[69、85、263~267]。应用这种方法，可以大大提高 CBMN 检测在低剂量

范围的敏感性[85、266、267]（第 12.4.2 节）。 

最近，又一种更加全面的 CBMN 检测法，称为胞质分裂阻断微核细胞（CBMN 

Cyt）检测法得到了发展和验证。这种方法除了分析双核与单核细胞中的微核外，还对

核质桥（NPB，图 19C）和双核细胞中的核芽进行检测，二者分别为双着丝粒染色体

[89]和基因扩增[86]的生物标志物。而且在 CBMN Cyt 检测中，可以计数单核细胞、双

核细胞、多核细胞以及坏死和凋亡细胞的比例，测量细胞增殖及死亡情况，这也可以

为生物剂量估算提供信息[88、268]。 

此外，计数红细胞中的微核也可以作为染色体损伤的一项指标，注意这种方法的检

测上限是 1 Gy，由于红细胞生成受到抑制，照射后越早采血越好。近来，采用流式细

胞术通过限制转移受体阳性的网织红细胞（Tf-Ret；CD71）[269]的微核计数来检测小
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鼠体内幼稚红细胞微核的方法已经用于人类。对放射性碘治疗甲状腺癌患者的网织红

细胞检测评价提示，这种方法可用于监测疑似事故照射的个体[270、271]。 

12.2. CBMN 检测的淋巴细胞培养 

淋巴细胞培养方法与第 9.1 节中介绍的中期细胞培养方法类似，主要存在以下几点

区别：(i) 培养至 24 或 44 小时加入 Cty-B（用于辐射生物剂量估算最好选择 24 h，这

样可以确保收获的细胞为 M1 期）；(ii) 不用溴脱氧尿嘧啶和秋水仙素；(iii) 培养时间

延长至 72 h，低渗处理、固定和离心均要轻柔，以保持胞浆完好，便于识别双核细

胞。可以经吉姆萨常规染色后用光学显微镜观察，也可以用荧光染料（如吖啶橙）标

记后用荧光显微镜观察。标本还可以进一步用 FISH 加泛着丝粒探针标记着丝粒。具体

步骤见附件 IV。 

12.3. CBMN 检测的计数标准 

CBMN Cty 检测中所有指标的详细计数标准已有文献报道[86]。本节仅提供双核细

胞中微核和核质桥的计数标准，因为这是用于电离辐射生物剂量估算的最有效指标。 

12.3.1. 计数微核率的双核细胞选择标准 

计数微核率的胞质分裂阻断细胞应该具有以下特点（图 19）： 

(a) 细胞具有双核。 

(b) 双核细胞中的两个核应有完整的核膜，位于同一胞浆内。 

(c) 双核细胞中的两个核应该大小形态及染色深浅相近。 

(d) 双核细胞中的两个核可以分离，也可以通过一条或多条纤细的核质桥相连

接，核质桥的宽度不超过核直径的 1/4。 

(e) 双核细胞中的两个主核可以相互接触，但理论上不能相互重叠。对于两个核

重叠的双核细胞，只有每个核边界都清晰可辨时才能计数。 

(f) 双核细胞的胞浆边界（细胞膜）必须完整，与邻近细胞的胞膜清晰可辨。 

12.3.2. 微核的计数标准 

微核形态上与主核相同，但较主核小（图 19）。微核具有以下特点： 

(a) 人类淋巴细胞中的微核直径通常为主核平均直径的 1/16~1/3，相当于一个双

核细胞主核面积的 1/256~1/9。 

(b) 微核不具有折光性，因此容易与染色颗粒这样的杂质相区别。 

(c) 微核与主核不连接。 
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(d) 微核可以与主核接触但二者不重叠，同时微核的界限与主核界限有明显的区

分。 

(e) 微核与主核染色深浅相同，但偶尔可能染色更深。 

表 15 为记录微核的表格示例。 

表 15.  单分血样平行培养（1 和 2 号）微核结果记录表 

样本号： 

计数者： 

日期： 

片号 
双核细胞中的微核分布 双核细胞      微核 

   总数       总数 0      1      2      3      4      5      > 5 

1                                                                500 

2                                                                500 

1+2                                                             1000 

备注 

 

12.3.3. 核质桥的计数标准 

核质桥（NPB）是双核细胞中连接细胞核的含 DNA 的连续结构。核质桥来源于双

着丝粒染色体（由 DNA 断裂错误修复或端粒末端融合形成），在细胞分裂后期，着丝

粒被拉向两极而形成（图 19A 和 C）。核质桥具有以下特点： 

(a) 核质桥的宽度可能有较大差异，但通常不会超过细胞核直径的 1/4。 

(b) 核质桥的染色性质与主核相同。 

(c) 偶尔一个双核细胞中可以观察到两个以上的核质桥。 

(d) 含有核质桥的双核细胞可能同时含一个或多个微核。 

(e) 也有可能含有一个或多个核质桥的双核细胞不含微核。 

表 16 示出了核质桥数据记录表格的简单结构。 
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表 16.  单份血样平行培养（1 和 2 号）核质桥计数结果记录表 

样本号： 

计数者： 

日期： 

片号 
双核细胞中的核质桥分布 双核细胞     核质桥 

 总数        总数 0      1      2      3      4      5      > 5 

1                                                               500 

2                                                               500 

1+2                                                            1000 

备注 

 

在与细胞核相互接触的双核细胞中，计数核质桥的难度更大一些，因此，有必要

明确说明：是否对所有双核细胞中的核质桥进行计数，而不考虑是否有细胞核的接

触；或是否对核明显分离的双核细胞中的核质桥和与核有接触的双核核细胞中的核质

桥分别计数。尚没有足够的证据来推荐只计数核没有相互接触的双核细胞中的核质

桥。 

12.4. CBMN 检测的数据处理 

12.4.1. 剂量-效应关系 

制备离体辐射剂量-效应刻度曲线的步骤已在第 8 章作了介绍。很多研究表明，辐

射诱发的微核数与辐射剂量和辐射品质密切相关[87、272~275]。但是，由于实验室间

采用的实验方法、计数标准等不同，得到的微核剂量-效应关系有一定的差异，正像本

出版物中介绍的其它检测方法一样，任何打算进行生物剂量估算的实验室都应制备自

己的离体剂量-效应刻度曲线。理想的要求，在 5 Gy 范围内至少应有 8 个剂量点。按

第 8 章介绍的方法，用线性（高 LET）和线性平方（低 LET）模型进行曲线拟合。图

40 示出了低 LET 辐射（60Co γ射线，剂量率 0.5 Gy/min）微核剂量-效应曲线的典型例

子。 
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图 40.  60Co γ 射线照射后微核的典型剂量-效应线性平方模型。实线为 47 名志愿者的
合并数据；虚线为 95%置信区间的上下限。 

 

12.4.2. 本底水平 

文献报道，微核率的本底差别很大；每 1000 个双核细胞中的微核数分布在 0~40

之间[257~286]。除了饮食因素和暴露于大范围的环境断裂剂和致突剂因素以外，影响

微核率本底的两个最重要因素是年龄和性别。 

大规模的生物监测研究显示，微核自发率随着年龄的增加而增加是普遍存在的现

象。在一项针对核电厂和医院工作人员的调查中，男性对照人群的微核率分别为 0.35

微核 /1000 双核细胞 /年和 0.44 微核 /1000 双核细胞 /年 [278~280]。这些数据与

Fenech [108]对影响微核本底值因素的大规模调查的结果基本一致：0.31 微核/1000/

年。女性对照人群的微核率增加更明显，为 0.58 微核/1000/年[279]，也与 Fenech[108]

的结果一致：0.52 微核/1000/年。应用泛着丝粒 FISH 探针（图 41）对有着丝粒的微核

进行分析，表明由年龄因素引起的本底微核率增加可全部归因于着丝粒阳性的微核，

反映出随着年龄的增加，染色体的丢失增加[266、279、280]。 

剂量（Gy）

微
核

数
/1

00
细
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(a)                              (b) 

图 41.  显示无着丝粒微核（a）和有着丝粒微核（b）的双核细胞。着丝粒用泛着丝粒
探针（橘红色光谱）染色，细胞核及微核用 DAPI 复染。 

 

X 染色体几乎是这种自发性染色体丢失的主要原因[281、282]。这也解释自发性微

核率确实存在性别差异：对平均年龄 41.4~41.8 岁的人群调查研究结果显示，平均自发

性微核率为每 1000 个双核细胞中男性 16.4 个微核，女性 23.5 个；相反，无着丝粒的

微核数男性为 6.7 个，女性为 7.7 个，两性之间无显著性差异[279]。 

因为受照前个体的微核本底水平并不清楚，微核的本底差异明显限制了用它来作

为低剂量照射的生物剂量计。经过估计，建议对 X 射线活体照射 CBMN 检测的下限在

0.2~0.3 Gy 以上[87、266、283]。 

已经证明，大部分辐射诱发的微核主要来自无着丝粒断片，而自发的微核主要含

有整个染色体[85、264~267]，应用 CBMN-着丝粒分析大大增加了 CBMN 在低剂量范

围的检出灵敏性[85、266]。两项研究[85、266]均发现，使用泛着丝粒探针，大部分自

发性微核为着丝粒阳性（MNCM+ve）（分别为 73%和 71%），而大部分辐射诱发的微核

为着丝粒阴性（MNCM-ve）。MNCM+ve 数随剂量的增加非常小，（分别为 3.7 和 5.3 

MNCM+ve/1000 双核细胞/Gy）。通过人工计数 2000 个双核细胞，在 95%置信限内，

MNCM-ve 的检出限为 0.1 Gy[266、267]。 

12.4.3. 核分裂指数（NDI） 

当计数胞质分裂阻断（CB）法制备的淋巴细胞样片时，会看到含有 1、2、3……

个主核的细胞。根据这些细胞的相对频率，可以确定淋巴细胞在有丝分裂原刺激后所

处的细胞周期进程。 

这种频率称为核分裂指数[284]。核分裂指数本身并不能直接作为生物剂量计来应

用。然而，它常被用作了解培养物的细胞周期动力学的有用研究工具。核分裂指数能
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够表示诱变剂（如辐射）引起的干扰。数据直接从 CBMN 检测中得到，不需要进行任

何附加的实验室努力，因此本出版物对该方法予以介绍。 

12.4.3.1. 计数单核、双核与多核细胞的标准 

各类细胞特点如下： 

 单核、双核及多核细胞具有完整的细胞浆和正常的细胞核形态，分别含有 1

个、2 个或多个细胞核。 

 这些细胞可能含有或不含有 1 个或多个微核或核芽（NBUD）。在双核或多核

细胞中，可能含有或不含 1 个或多个核质桥。 

在计数的活细胞中不应该包括坏死细胞和凋亡细胞。 

极少情况下，假如细胞周期时间比正常情况短得多，或胞质分裂阻断时间过长

时，可能会看到具有不止 4 个核的多核细胞。 

12.4.3.2. 计算核分裂指数 

确定含 1、2、3 或 4 个核的细胞率需要计数 500 个细胞，用公式（36）计算核分

裂指数： 

N

MMMM
NDI 4321 432 

                     （36） 

式中： 

M1~M4 代表含相应数目细胞核的细胞数量，N 为计数细胞的总数。 

已报道的核分裂指数计算方法[284]并未考虑它的不确定性。实际上，似乎还没有

报道能够计算核分裂指数不确定性的方法。因此，这里对这一方法加以介绍。由于比

较复杂，在附件 IV-4 中有一个完整的运用举例。 

因为 M1~M4 的值是相互关联的，核分裂指数的不确定性不能用标准误分析来计

算。而必须考虑协方差分析，它能够检测各变量之间的相关度。可以假设核分裂指数

的 M1~M4 值符合多项式分布，这意味着一个细胞中核的数目可能有一个固定数（3 或

者更多）— 即 1、2、3 或 4。M1~M4 中每一个变量的方差（var）和协方差（covar）可

用方程（37）到（39）进行计算： 

                 var（Mi`）= npi（1-pi）                      （37） 

                     covar（Mi`，Mj`）=-npipj                      （38） 

i 和 j 分别等于 1、2、3 或 4。 
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式中： 

M1`、M2`、M3`和 M4`分别代表 1×M1、2×M2、3×M3和 4×M4的值；n 为细胞总数与

相应的微核数乘积之和（即 NDI 公式中的分子）；pi和 pj为 Mi`和 Mj`的概率，等于 Mi`

和 Mj`除以 n。 

利用协方差的定义，可发现核分裂指数的方差取决于用方程（37）和（38）计算

的方差和协方差： 

       （39） 

这个计算比较复杂，通过一个常用的统计学软件或者第 8.3 节提到的“剂量估算”

程序很容易进行。 

12.5. CBMN 检测在生物剂量估算中的应用 

12.5.1. 病例研究 

为了证明 CBMN 在生物剂量中的应用，对以下病例的外周血淋巴细胞微核数进行

测量：(1) 接受分次局部机体放疗的不同组癌症患者，如前列腺癌、宫颈癌、何杰金氏

病[285~288]，(2) 接受放射性碘治疗的甲状腺癌患者[289~291]。 

这些研究表明，用微核估算的剂量与根据放疗方案+累积剂量-体积柱状图计算的

平均全身剂量非常一致[285~287、292]。 

对甲状腺癌患者的 meta 分析表明[289]，放疗后的微核率比放疗前增加了 3 倍以

上，说明 CBMN 检测对发现体内放射源引起的全身平均低剂量照射造成循环淋巴细胞

的遗传损伤具有足够的敏感性。 

12.5.1.1. 放射性碘病例研究 

对一名甲状腺完全切除术后接受 131I 摘除性放射治疗的 34 岁男性甲状腺癌患者进

行 CBMN 测试，研究淋巴细胞的辐射反应[291]。幸运的是，在甲状腺癌确诊前几个

月，患者为一项不同剂量 X 射线离体照射（198 mGy/min）诱发微核的研究捐献过血

样。未照射的培养细胞本底微核率（处理前的基础值）平均为 6.0‰；而在剂量为 50、

100、150、200 和 250 mGy X 线照射后平均微核率分别为 18.5‰、29.0‰、41.0‰、

61.0‰和 75.5‰。数据满足线性无阈剂量-效应方程（Y=3.714+2.783D；r=0.99），如

图 42 所示。 
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图 42.  诊断前及 131I 治疗后，患者淋巴细胞微核 X 射线低剂量离体照射的剂量-效应
关系（由 Livingston 提供，REAC/TS，美国）。 

 

首次用 48 mCi（1.78 GBq）131I 体内治疗后 11 天采血，随后每月间隔采血一次，

直到每季度采血一次，直至 5 年。第一次治疗后标本微核率为 35.5‰，比治疗前的基

础值增加了 6 倍，提示外周血的剂量大约为 110 mGy。首次 131I 治疗后 26 个月第二次

治疗，剂量为 390 mCi（14.46 GBq），导致微核率进一步增加。微核计数随时间波动很

大，在 5 年后的随访中，微核率较放疗前的基础值高出 10 倍（图 43）。 

 

图 43.  患者 131I 治疗前、治疗中及治疗后的 5 年微核随访结果（由 Livingston 提供，
REAC/TS，美国）。 
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第二次治疗后 15 年以上的时间，患者处于无癌且健康的状态。这项研究结果支持

CBMN 检测是一项快速、灵敏和定量的辐射照射生物学指标的结论。但是，这种研究

不能确定靶组织的局部剂量，这里指任何残留甲状腺细胞+甲状腺癌转移。 

12.5.2. 生物监测研究 

作为一项活体生物监测指标，经若干患者研究验证后，CBMN 及 CBMN-着丝粒分

析已被大规模应用于职业受照放射工作者的生物监测，如核电厂和医院工作人员的生

物监测[266、278~280、293~295]。这些生物监测研究表明，微核的高低取决于采血之

前多年接受的累积剂量。在 Thierens 等[280]的研究中，对年龄因素进行校正后（第

12.4.2 节），个体微核率的线性回归分析显示，微核增加率为 0.0175 微核/1000/mSv，

Pearson 相关系数为 0.10。此外，Thierens 等[295]还在另一项研究中用 CBMN-着丝粒

法对放射工作人员进行了分析，得到微核随剂量的增加率几乎与前一结果相同，为

0.025/1000/mGy，并且证明这种剂量依赖性完全归因于电离辐射断裂作用产生的

MNCM-ve。Vaglenov 等[296]的研究也发现在一个职业照射人群中微核的剂量依赖性。

他们报道微核增加率为 0.03/1000/mGy。大量生物监测研究表明，微核检测能够证实在

群体水平上职业性照射累积剂量超过 50 mGy 引起的遗传损伤。 

12.5.3. 事故研究 

12.5.3.1. 切尔诺贝利事故 

CBMN 检测已成功用于评估切尔诺贝利核电厂附近的居民由于摄入长寿命放射性

核素造成的迁延性照射。1986 年核事故时居住在切尔诺贝利 100~200 km 范围内的 80

位居民，在 1989~1991 年间接受了双核淋巴细胞微核率检测[297]。该研究对受检者进

行了 134Cs 和 137Cs 全身计数，以便了解微核率与全身剂量的关系。从 80 名受检者的数

据多项回归分析得出：(a) 微核率与放射性铯的活度水平显著相关（p = 0.004）；

(b)  估算的体内吸收剂量（在 0.6~9.2 mGy 之间）与微核率呈明显正相关（R = 

0.71）。 

12.5.3.2. 伊斯坦布尔事故 

当事故涉及到的受照者较少，而且获得结果的速度并非至关重要时，大部分实验

室选择用双着丝粒法进行剂量估算。因此，几乎没有关于微核计数作为事故后快速生

物剂量计的报道。但有一个例子，就是第 9.7.5.6 和 10.9.3 节中介绍的伊斯坦布尔事故

[158，159]。10 名清除废金属的工人受到未屏蔽的早先用于放射治疗的 60Co 源照射。

受照后大约一个月对淋巴细胞血样进行了 CBMN 检测以及双着丝粒和 FISH 易位分

析。将两个实验室的数据合并，其中 8 名受照者用微核进行剂量估算，结果为 0.7~2.7 

Gy，与双着丝粒估算的剂量非常一致。第 10.9.3 节提到，用 FISH 估算的剂量比用双

着丝粒畸变率估算的剂量要高 20~30%，这可能是由于受照后患者的血细胞数量严重减
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少所致。在这种情况下同样低估剂量的倾向也存在于微核分析中，因为这也是一种损

伤类型，不会在体内长期存在，尤其是高剂量照射后。 

12.5.3.3. 塞米巴拉金斯克核试验场 

塞米巴拉金斯克（Semipalatinsk）核试验场区在 40 年（1949~1989）的连续核武器

试验期间，已经被放射性落下灰严重污染，生活在场区附近的人们既受到内照射也受

到外照射。对受不同程度污染的几个村庄和一个对照村庄的居民进行了双着丝粒与微

核分析。结果发现，污染区居民的双着丝粒及微核均比对照组要高，这种高的发生率

看来主要是由体内摄入放射性核素所引起[298]。 

12.5.3.4. 一起 50 kV 接触式 X 射线放疗装置辐射事故 

2003 年，采用 CBMN 法对一名维修时意外受到 50 kV 接触式 X 射线放疗装置照

射的医院工作人员进行了回顾性剂量估算[299]。得到的估算剂量为 0.73 Gy，95%置信

限为 0.54~0.96 Gy。用双着丝粒计数得到的估算剂量为 0.62 Gy（0.45~0.90 Gy），与

CBMN 检测剂量非常一致。这名工作人员的背部皮肤损伤显示，其过量照射为躯体局

部照射。根据过离散分布的双着丝粒数据推断，患者躯体 49%的部分受到照射。由于

微核始终存在过离散分布，不可能用微核数据进行这类分析，即使在全身照射情况

下。一年后对该患者进行第二次采血，结果显示微核率随着照后时间的推移而减少，

半消失期为 342 天，与双着丝粒 377 天的半消失期非常接近。这一结果与在放疗患者

中观察到的治疗后 1 年微核率随着照后时间减少至 60%一致[292]。 

12.5.3.5. 大规模辐射事故 

在大规模辐射事故情况下，可能会有数百人受到照射，这时最重要的是将需要早

期救治的严重受照者（≥1 Gy）与较轻的受照者区分开来。为此目的，需要一种快速

的生物剂量检测手段。在最近一项研究中[87]，用自动微核计数对人群快速分类诊断的

有效性已经在一个多中心装置中得到确认。详细资料见第 13.3.3 节。 
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13. 染色体分析的自动化 

为了有效地响应大规模伤亡事件，必须实现细胞遗传学剂量估算方法自动化，增

加检测通量，因为这些方法既费时又费力。而且，自动化也可以改进质量控制和质量

保证。此外，由于操作涉及血液处理，是有职业性生物危害的，所以自动化也增强了

实验室人员的安全。细胞遗传学实验室自动化包括：(i) 样品制备自动化，(ii) 分析自

动化，(iii) 用于样品跟踪和数据处理的实验室信息管理系统[300]。 

13.1. 样品处理自动化 

细胞遗传学实验室样品自动处理过程可能由下列任何或全部设备组成：(i) 血液处

理机器人，(ii) 生物安全罩，(iii) 培养箱，(iv) 中期细胞收获装置，(v) 中期细胞分散

装置，(vi) 染片机。 

13.1.1. 血液处理机器人 

为了高通量处理血样并从外周全血中分离淋巴细胞，定制自动化液体处理机器

人，可以消除细胞遗传学剂量估算样本处理过程中的重要的限速瓶颈[300]。市售液体

自动处理器能够分配、稀释和抽取血样，尤其是血库的应用[301]，可以针对所需目的

专门定制和使用。该系统是精确的，准确的，不会引起交叉污染[302]。定制的机器人

血液处理工作站可以配备一个定制的大工作台、一个保持样品链式监管的条形读码

器、一只处理液体和运输采血管的机械手臂、离心管和一个移液管吸头清洗站。机器

人也可以结合细胞活力分析仪，用于培养时调整淋巴细胞的密度；也可以结合高速自

动离心机，用于淋巴细胞培养的密度梯度分离。不过，所有设备必须封闭在一个二级

生物安全工程环境中，确保样品无菌和实验人员的职业安全。这套系统必须提供一个

有效的监管链[301]。 

13.1.2. 中期细胞收获装置 

为了持续可靠地获得高质量的中期细胞分裂相，可以用定制的市售中期细胞收获

机收获血液培养物的分裂细胞。这些设备可以消除劳动密集型过程，可以完成中期细

胞收获所涉及的重复性工作，如细胞悬液的离心、上清液的吸取及安全丢弃、细胞的

低渗液处理以及甲醇：冰乙酸的固定等。这些步骤是在受控的环境条件下一步完成

的，不需要使用者的合作，从而提高了操作过程的质量和过程的可重复性[300]。 

13.1.3. 中期细胞分散装置 

分散到玻片上的中期细胞受温度和湿度的影响[303]。自动装置对细胞分散的过程

提供最佳的温度和湿度环境条件，检测通量大于人工滴片的数目。该分散装置可以与

一个微处理器配套，以精确地平衡和控制温度、湿度及干燥时间。这些控制器及其与

功能相适应的形状，可使不同的使用者都能获得一致的结果，无论是对人体细胞还是

动物细胞。内置的密封导管提供细胞的连续分散，并且有助于防止细胞重叠。 
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13.1.4. 玻片自动染色 

该装置提供一种用吉姆萨法快速一致涂染玻片的方法，只需最少的人工参与。现

行的自动染片机可以智能灵活地排列 1~520 张玻片，在无人看管的情况下以相同的或

不同的步骤进行染色和冲洗。样品的优先安排性能允许特定的一批样品在没有使用者

参与的情况下先于其它样品排队和处理。内置的备用电池在停电的情况下可以提供长

达 40 分钟的运行时间，以确保正在进行的染色过程可以继续。 

13.2. 图像自动分析 

虽然许多生物剂量学实验室尚未使用自动分析功能对显微镜拍摄的图像进行常规

分析，但随着系统的改进这种可能性会增加。对于本出版物中介绍的所有四种检测方

法，目前已经尝试实现自动计数。 

13.2.1. 中期细胞寻找和图像捕获 

虽然用以细胞遗传学损伤计数的、具有无人可靠性的、自动分析系统还在开发阶

段，但是用以计算机辅助人工分析的高通量中期细胞寻找装置和卫星计数站可以显著

提高技术人员的分析效率。中期细胞寻找装置帮助对玻片上的中期细胞分裂相进行定

位、聚焦和放大拍照，为分析做好准备[304、305]。 

以中期细胞寻找装置为基础的传统的图像分析系统包括一个计算机、一个高分辨

率数码相机、一个高质量显微镜、一个自动聚焦平台和一个自动进片装置。计算机装载

有中期细胞自动寻找软件和染色体畸变分析的交互式自动计数和标注软件。这种中期

细胞寻找装置每次运行可以扫描多达 150 张玻片上的中期细胞分裂相[300]。当扫描

时，结果（图像和备选的分裂相定位）被储存于中央处理器，用于后续的染色体分析

在多个辅助计数系统的自动重定位。另外，由中期细胞寻找装置捕获的中期细胞分裂相

的虚拟高分辨率图像可以进行数字加密，并通过一个虚拟私人网络进行转移，实现下游

远程分析和评估。这种“远程计数”需要建立统一的计数标准，以保证结果的可比性。 

13.2.2. 双着丝粒检测自动化 

显微镜下分析双着丝粒染色体是一个耗时过程，在生物剂量实验室，受过良好训

练和经验丰富的计数者通常每天只能分析几百个细胞。在低剂量照射情况下，必须分

析大量的细胞，因此改善方法的首要环节是双着丝粒计数自动化，以节省时间，特别

是对于低剂量照射的评估。 

上世纪 80 年代开始进行自动计数系统的一些尝试[306~308]。同时，一些商业化的

系统开始应用，相应的中期细胞寻找和核型分析软件模块现在已在许多细胞遗传学实

验室建立起来。这种计算机辅助显微镜分析大大地促进了这项工作。首先，在低倍放

大下扫描玻片，发现的中期细胞及其坐标被储存在一个虚拟的操作系统中。这一过程

形成一个中期细胞图库。当这些细胞被重新定位和进行人工分析时，个人的电子记录

表作为文件很容易保存，打印和存档。在辐射事故的快速应急响应中，观察到的畸变
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细胞也可以立即用手动拍照、数字记录和归档。总之，使用中期细胞寻找装置，计数

时间可以缩短一半[304]。 

很早就认识到，中期细胞自动寻找、图像捕获和其他过程应伴随电子图像分析以

实现包括双着丝粒计数在内的染色体自动分析。完成双着丝粒自动分析有以下几步：

首先，通过中期细胞寻找装置扫描玻片。第二步，对发现的中期细胞自动捕获，获取

高分辨率的数字化图像。第三步，图像分割，以鉴别染色体和可能的双着丝粒。在上

世纪 90 年代，只储存疑似双着丝粒的图像和坐标。如今，随着数字化图像的发展，这

一过程变得更加快速有效。此外，随着硬盘技术的进步，现在可以将一张玻片上的所

有细胞以高分辨率模式加以储存。 

双着丝粒计数软件的使用经验表明，开发能够将一个完整细胞分割为 46 条染色体

的分级多步计算程序是相当困难的[308、309]。一般情况下，由于染色体重叠或聚集在

一起，造成某些染色体不能被发现，结果使某些双着丝粒被遗漏（假阴性）。也有某些

比 X 染色体小的双着丝粒可能会被系统性地忽略，这种情况可能低于 8%。虽然自动

发现的疑似双着丝粒还需经过受过培训的计数人员来确认，但是这个过程要比人工分

析快得多，容易得多。疑似的双着丝粒被标记显示在屏幕上（图 44a），可以快速进行

判断。大部分假阳性（杂质、染色体重叠，见图 44b）易于排除。 

（a） 

(b) 

图 44.  (a) 识别自动发现的疑似双着丝粒，使诊断更加容易和快速。(b）假阳性的疑
似双着丝粒（如染色体重叠、染色单体绞腿、或染色体未分割）很容易辨认并被排除。 

 

由于分析细胞的不完整（人工标准只计数有 46 个着丝粒的完整细胞）和结果的不

确定性，双着丝粒自动分析尚未被作为常规建立的方法。此外，还需要决定是否发现
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的双着丝粒率与发现的染色体数目相关，或者是否可以计数为每细胞的双着丝粒数，

要记住在每个细胞中的染色体数目并不是恒定的。这就提出关于使用双着丝粒过离散

指数（第 9.7.4.3 节）的问题，以及这种方法检测局部照射的可能性问题。另一个感兴

趣的方面可能是制片质量的影响。好的中期细胞分裂相可以增加检测染色体的数目，

这需要更多的研究并通过双着丝粒分类的软件培训来优化。 

双着丝粒自动检测给出非常好的重复结果。比较人工和半自动计数建立的剂量-效

应曲线，证明两种方法有很好的相关性。文献报道，双着丝粒的自动检出效率大约为

50~70%[310、311]。 

双着丝粒自动计数能够改善双着丝粒法作为辅助工具，在大规模辐射应急时对大

量血样进行筛查。一个工作站可以有数个下属卫星站来补充，卫星站同时检测细胞和

双着丝粒，以增强检测系统的能力和效率。对于分类诊断，双着丝粒自动计数可以显

著减少分析时间，结果与人工计数有很好的一致性[300、310、311]。 

13.2.3. 微核自动计数 

20 世纪 90 年代开发了几种用于 CBMN 检测的自动图像分析计算程序[312、

313]。但是这些系统都具有一定局限性，如在双核细胞分类上误差较高。最近，已经

开发了新的和更好的 CBMN 自动图像分析系统。Metasystems 公司（显微镜图像分析

系统制造商）将微核软件模块整合到中期细胞寻找系统中，实现了商业化，该软件通

过双核细胞的形态学标准，即出现两个邻近的形态相似的 DAPI 染色的细胞核来实现

自动鉴别。第二步，围绕在双核细胞的两个核周围的一个圆形区域自动计数微核

[314、315]（图 45，可见带有微核的双核细胞图库）。计数者不必进一步鉴定发现的微

核数目。需要特别指出的是，与 CBMN 检测的肉眼计数标准不同，Metasystems 软件

不用胞浆边界鉴定双核细胞，而是简单假设只要两个核紧靠（满足软件模式识别分类

的特定参数），就足以准确判别为双核细胞；如果需要，可以用 Eastmond 和 Tucker

（1989）[284]推荐的相差显微镜，通过看到胞浆边界来核实双核细胞检出的准确性。 
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图 45.  自动系统拍摄的含和不含微核的双核细胞图库。 

 

Decordier 等[316]开发了一个用于活体照射诱变剂的生物监测系统，使用一个图像

采集站和两个微核分析工作站。该系统首先识别吉姆萨染色细胞的胞浆，然后检测细

胞中核的数目，以此识别双核细胞，第三步计数微核。 

Willems 等[87]进行的一项研究表明，在大规模辐射应急情况下，十分重要的是迅

速将受照严重（≥1 Gy）、需要尽早医学随访和治疗的人员从受照较轻的人员中区分出

来，微核自动计数对人群分类诊断具有一定的适用性和优势。 

该项研究表明，微核完全自动计数与人工计数具有高度相关性（r2=0.917），不需

要进行肉眼确认[87]。根据 10 个人的微核数，据通过微核自动计数获得的剂量-效应参

考曲线显示，1 Gy 剂量的不确定性达 0.2 Gy。0 Gy 和 1 Gy 剂量的 95%置信区间并不

重叠。在 2~3 Gy 较高剂量时也得到准确的剂量估算值。因此，微核计数系统可以区分

1、2 或 3 Gy 的照射。在该项研究中还估计，二名计数人员 12 小时轮班可以至少完成

60 份血样（120 张样片）。 

总之，通过使用更多的自动操作设备可以大大提高血样的分析数目。这里，一个

由经过培训的实验室组成的网络，配备类似的设备和微核分类软件，使用标准化的固

定的操作程序，就能够给出可比的结果。通过这种手段，可以提高微核自动计数的工

作效力，以便快速应对大规模辐射应急事件。 
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13.2.4. 早熟染色体凝聚检测 

该方法与采用吉姆萨染色制片的自动寻找中期细胞的双着丝粒分析方法基本一致

[75]。然后由操作者对图像进行肉眼计数。分析速度比完全用人工分析大约快 3 倍。 

13.2.5. 基于易位的 FISH 分析 

用 FISH 染色法对 3~4 对染色体进行染色已经取得了很大的成功[75]。开发了由一

个 PC 机和一个冷 CCD 相机组成的系统。该系统基于两步方法：首先寻找荧光复染的

中期细胞，随后检测全染色体涂染标记的染色体中的易位。与吉姆萨染片中疑似双着

丝粒的报道一样[317]，在荧光染色的淋巴细胞标本上，从疑似易位的列表中，已经测

量了类似的假阳性和假阴性率（大约 10%左右）。与普通光学显微镜筛选每张样片需要

几分钟相比，荧光筛选时间需要更长：每张样片需要 25 分钟的自动聚焦，总时长要 1

小时。因此，为了增加分析速度，CCD 相机正在使用更大的集成电路块。为了检测染

色体涂染，一个基于灰度值直方图结合一些形态学操作的相对简单的阈值，就可以发

现标记了全染色体探针的染色体或染色体成分[318]。这一系统对于计数易位的适用

性，在一个 X 射线探测导致 4 号染色体易位的研究中得到验证。自动分析和人工分析

比较发现，自动分析的效率接近人工分析的 90%。 

增加用一种颜色杂交的染色体数目，可以提高方法的灵敏性。不过，当涂染更多

的染色体时，最终接触和/或重叠的染色体的分离过程十分重要[319]。Piper 等[320]报

道了配有市售硬件和标准 Unix 工作站的荧光中期细胞寻找装置的结构。选用 1 号、2

号和 4 号三对染色体的组合探针，与人工分析进行了比较。结果表明，分析所需的时

间量减少了 1/3。此外，中期细胞寻找比肉眼扫描可以发现更多的可计数细胞。计算机

辅助分析还有另一个明显的好处：中期细胞的数字化图像有时可以帮助进行染色体重

组分析，因为很容易再次对细胞进行复查和进一步分析。运用二元决策树进一步改善

系统，用于对观察到的中期细胞进行分类，提高扫描的准确度[321]。计算机中数字化

彩色图像查找的另一个优点是，可以从电子学上强化图像，以便能够比肉眼更好地识

别非常小的染色体易位片段。 

目前正在考虑，扩展到将染色体和着丝粒特异 DNA 库相结合，分析多色 FISH 标

本，同时自动分析易位和双着丝粒。 

13.3. 实验室信息管理系统（LIMS） 

一个定制的市售 LIMS，对于应对由样本制备和分析数增加所带来的挑战，是一个

不可缺少的工具。另外，LIMS 可以帮助保存总的实验室记录，包括人员培训、仪器校

准和化学品清单等。通过 LIMS 进行电子数据管理，还可以提供一些便利，包括连接、

搜寻和检索资料，并在辐射事故后迅速报告结果等。下面简要介绍几个可用的模块： 

 样品识别 — 指定专一的样品条形码识别器 

 样品运输 — 结构模板，用以输入运输期间和到达时的样品条件（例如温度

记录仪的数据）。 
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 实验设置 — 对任何给定样品指定的适当流程和细胞遗传学实验（例如全血

培养或淋巴细胞分离；双着丝粒或 CBMN 检测）。 

 样品次序安排 — 根据事件的紧急程度和特定实验室人员的记录情况，决定

样品分析的优先次序。 

 安全性 — 需要通过密码进行用户身份验证，用户可能在亚系统中被赋予不

同的权限。 

 审核 — 跟踪记录和修改。 

 归档 — 保持数据库的有效运行，帮助维持纪录的完整性，确保科研数据的

安全储存。 

 报告 — 产生格式化的个人案例报告，可以转达主治医生。 

 设备整合 — 可以直接从组成模块中自动收集和校对数据，减少抄写错误的

风险。这有助于改善数据的准确性和一致性，对于应对大规模伤亡事件非常

重要。 

图 46 是一个可扩展高通量自动化细胞遗传学实验室的示意图[301、302]。 

                  分析                          制备 

 

图 46.  是一个高通量细胞遗传实验室和和具有信息管理系统（LIMS）网络的自动化
处理系统示意图。在中心实验室制备的样片可以人工运送到计数站/实验室，或将拍摄
的图像通过电子通讯安全传送到接受的实验室进行分析（由 Ramakuma 和 Prasanna 提
供，AFRRI，美国）。 

图例从左到右，从上到下 

方框左侧：分析，远程分析站 1，样品，通过 LIMS 进行分析信息的提取与备份，中期细胞分裂相图

像，互联网，虚拟专用网络加密电信量，远程分析站 2，样片的物理传输 

方框右侧（内外）：样品制备，血样处理装置，培养装置，收获装置，LIMS 服务器，样片，中期细胞寻

找装置，自动染色装置 
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14. 大规模伤亡事件 

大规模伤亡事件是指损伤人数超过当地响应能力的事件[322、323]。当这类事件涉

及到辐射时，其结果可能是一个大的群体受到照射，受照剂量可以从本底水平到足以

引起临床后果的范围。这时需要快速估计这些人员的受照水平，以决定是否需要医学

干预[4、322、324~326]。 

涉及辐射的事件可能是由事故或蓄意行为所导致，二者一旦发生，都可能对公众

造成伤亡。如通常的物理损伤等干扰淆因素也可能存在，在进行剂量估算和其他行动

之前，要优先处理威胁生命的损伤[327]。 

计划和准备对于有效应对大规模伤亡事件至是关重要的。在辐射应急情况下，一

般公认的原则包括：a) 建立和培训地方和国家级应急队伍，配备必要的设备和物资，

b) 了解并应用估算辐射损伤和剂量的适当可行的诊断方法，c) 访问回溯参考实验室，

包括剂量估算的细胞遗传学生物剂量专业实验室[322、328、329]。生物剂量学“操作

理念”的一个重要部分是优先筛选快速细胞遗传学分类-剂量估算的样品，这需要在医

学应急人员和参考细胞遗传学生物剂量实验室之间保持动态沟通。 

14.1. 潜在辐射照射事件 

14.1.1. 蓄意事件 

已经确定了很多可能发生的蓄意辐射事件的情景，这里分为三大类[322、324、

326]。 

(a) 放射照射装置（RED）是指散布在环境中但不会造成污染威胁的密封源。靠

近这类源的人可能会受到明显的局部照射，但估计受大剂量照射的人数较

少。 

(b) 放射性散布装置（RDD）是用爆炸或机械装置散布放射性物质，造成放射污

染。受到影响的区域相对较小，照射可能同时产生体內污染和体外污染，但

辐射影响预期没有医学意义。 

(c) 简易核装置（IND）含有能够产生核爆炸的核材料。能够产生大范围的辐射

和热烧伤，由大剂量照射引起大量伤亡。该类事件将会造成灾难性后果。 

14.1.2. 意外事件 

辐射照射可能包括但不局限于下列几种情况[326]： 

(a) 在失去冷却剂的情况下，辐照过的燃料元件破损，导致反应堆应急。这类事

故可能导致反应堆工作人员以及邻近的普通公民受到大剂量照射，污染会引

起附近地区的公民受到低剂量照射（如切尔诺贝利事故）。 
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(b) 当足够量的特殊核材料意外发生裂变，可能会导致临界事故。将导致周围人

员受到高水平照射（如东海村事故）。 

(c) “孤儿源”丢失或被盗的应急事件可导致严重照射情景，其严重程度取决于

放射源的活度、照射持续时间以及源的分布。这类事故会导致全身或局部大

剂量照射，同样也会引起体内污染和体外污染（如戈亚尼亚事故）。 

14.2. 历史经验 

在最近的过去，已经有数起涉及多人伤亡的意外事故，事故发生后用细胞遗传学

方法估算了生物剂量（表 17）。 

表 17.  细胞遗传学生物剂量估算法在多人伤亡辐射事中的应用实例 

事故 
时间 

事故 
地点 

涉及 
人数 

细胞遗传学检测病例数 
参考文献 

Dic PCC FISH CBMN 
 

切尔诺贝利， 
乌克兰 

>100 000 436    [342、343、
344] 

1986  1755     
    97  [235、236、

347] 
     140a [259、260、

297] 
1986~1987 利洛，格鲁吉

亚 
11 11    [247] 

    4  [248] 

1995 伊斯坦布尔， 
土耳其 

21 21 10   [349] 
    5 10 [158] 

1997 戈亚尼亚, 
巴西 

250 129    [350] 

1998  Matkhoji， 
格鲁吉亚 

多人 85    [333] 

  43 43    [351] 
1999  东海村， 

日本 
  3   [253] 

[254] 

        
2000   曼谷， 

泰国 
多人 28 28   [352] 

2005 康塞普西翁， 
智利 

233 45  1  [353] 

2006 达喀尔， 
塞内加尔 

63 33    [354] 

a 回顾性 

 

事故可以具有不同特点，如短时间内突然发生的确认许多伤亡人员的事件（如切

尔诺贝利事故），或者延迟发现受照人员的缓慢发展情况（如戈亚尼亚事故）。一起事

故也可能只有少数几个人真正受照，甚至几乎没有体检证据支持，但是由于巨大的公

众压力而将生物剂量估算扩展到周围的社会群体（例如东海村事故）。在这次事故中，

国立放射线综合医学研究所（NIRS）的细胞遗传学生物剂量实验室通过对 265 位相关



 

127 

人员在事故期间所在位置的调查，保证他们没有受到明显的剂量[330]。通过染色体畸

变分析，还对一个铀处理厂曾通过测量 24Na 全身计数而被确认受到轻微照射的一个 43

人队列进行了剂量评价。 

从历史上看，用双着丝粒分析进行细胞遗传学生物剂量估算，结合常规白细胞计

数，在多人伤亡事故照射事件后可作为一种基本的剂量估算方法（表 17）。其他的细

胞遗传学方法（FISH，PCC 和 CBMN）已经被用来进一步证实剂量估算，不过这些检

测往往在事故发生后数月到数年才进行。 

14.3. 生物剂量学的作用 

14.3.1. 辐射照射评价方法 

在大规模伤亡辐射事件发生后，医生主要关心的是保护生命，评估医学症状和体

征，以便提供早期治疗决策。经国际专家共识评估，一些辐射照射评价是适用于早期

急性辐射事件的[6、25、322、325~327、329]。在大规模伤亡辐射应急时，应该根据受

辐射情景及可用的资源，实施适当的辐射评价方法。 

14.3.2. 生物剂量学的操作理念 

IAEA 为大规模伤亡辐射事件第一响应者的“操作概念”提供了通用导则[322、

323、331]。然而，在没有专家小组进入的情况下，在大规模伤亡辐射应急中实施多参

数生物剂量评价方法会造成明显混乱[322、333]。图 47 说明 REAC/TS 和 AFRRI 的处

置策略和应用多参数生物剂量估算方法的操作理念[329]。 

 

图 47.  引起创伤或疾病的辐射应急管理中的生物剂量学操作概念。示意图给出对于
“放射患者处置”流程中 REAC/TS 和 AFRRI 个体化行动方案的生物剂量学作用[329]。 
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当前的剂量评价方法和新兴技术，提供了进行辐射损伤和剂量评价的可能。需要

通过研发活动建立分类诊断的理念，推动生物剂量学操作理念在大规模伤亡事件中的

应用[329]。早期筛选辐射检测必须是快速的（每分钟或更短时间内完成一次检测），

必须使用手持式装置，更理想的是进行自行测试。第二级和第三级的辐射检测可能需

要更专业的方法和较长的时间（＞1 天），但有更高的辐射明确性。 

一旦确认为可能受照，建议对患者进行生物剂量检测，证实其是否受照并确定剂

量水平。在辐射应急的早期响应阶段，细胞遗传学分类的最初目的是，为每个指定患

者进行快速剂量估算，为早期临床评价提供支持。尽管这些初期的剂量估算可能不十

分准确，但目的是将患者迅速分为 4 个剂量范围（1~2 Gy，2~4 Gy，4~6 Gy 和>6 

Gy），为医疗机构及时提供可以利用的信息，以便对患者进行处置[4]。在这一阶段，

也可以排除由于呕吐等症状造成的假阳性病例。同时也可以找出局部照射病例。 

一旦经过需要快速分类剂量检测的初始紧急期后，就可以对那些被确定为受到显

著剂量的患者做进一步分析，以提供更为准确的剂量估算。 

在应急情况过去之后，在对受照人员更为准确剂量估算完成后，将继续对那些受

到极低剂量或未受照射但仍需再次确认的人群做进一步随访。此外，还需要应用 FISH

等其它技术进行流行病学随访研究。 

14.3.3. 与医疗机构的交流 

医疗机构和生物剂量实验室之间的交流是必不可少的。对医疗信息的保密应当给

予应有的注意[3、4]。来自医疗机构的任何信息都是非常有用的，有助于生物剂量学家

选择样品。同样重要的是，生物剂量实验室要将信息及时反馈回医疗机构，这将有助

于他们对患者的治疗方案做出决定。这种保持不断交流的要求，突出地反映了在应急

事件响应期间进行样本跟踪的重要性。必须要有一个独特的、建立完好的、文字记录

的样品编码系统（如第 13.4 节介绍的 LIMS），这样可以采集、处理、分析和报告等各

环节对样品进行跟踪，并反馈给医疗机构。细胞遗传学实验室用盲法对血样进行检

测，而医学专家则按姓名进行相关工作。实验室需要确定人员，负责从 LIMS 或类似

文件中提取信息，与医疗专业人员交流。这些人必须对样品解码，以便能够与医生进

行交流，因此可能不参与样品计数。 

14.4. 应对大规模伤亡的现有策略 

14.4.1. 分类诊断计数 

快速分类诊断计数适用于生物剂量学所用的几种细胞遗传学检测方法。已经确

定，双着丝粒分析只需计数 50 个细胞（或 30 个双着丝粒体），足以获得为医疗机构提

供有用剂量估算的准确结果。该计数方法将提供 1 Gy 以内的剂量估算[332、333]。与

计数 500 或 1000 个细胞的全部双着丝粒相比，这种分类方法将检测数目提高达 20

倍。为了进一步提高分析速度，Flegal 等介绍了一种快速扫描法，只要细胞看上去是完
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整的，即对其中的染色体畸变进行计数，而不需要保证是 46 条染色体。这一计数方法

将显微镜分析时间减少到原来的 1/6 [334]。 

对于大规模伤亡事件，PCC 尤其适用于大剂量照射。已经证明，PCC-环法适用于

6 Gy 以上剂量的分类诊断剂量检测，可检测 300 个 PCC 细胞或 50 个环[335]。但是该

方法在低剂量范围有一定的局限性。 

分类诊断计数也可用于 CBMN 检测。对于标准的生物剂量检测，建议计数 1000

个双核细胞。不过，最近已经证实，计数 200 个双核细胞就可以识别 1 Gy 以上的剂量

[335]。计数 200 个双核细胞大约需要 15 分钟的时间，明显比分类诊断双着丝粒计数要

快，而且还略快于快速扫描法。该法的另一个优点是，计数所需的专业知识和培训要

比双着丝粒分析所需要的少得多，所以在大规模伤亡情况下可以快速培训出计数人

员。 

14.4.2. 自动化 

在第 13 章中已经详细讨论了自动化。显然，自动化可以提高检出通量，释放人力

资源去完成大规模伤亡事件中的其他任务。自动化过程包括血样处理、中期细 胞收

获、中期细胞寻找和双着丝粒或微核计数等。 

14.4.3. 网络 

许多国家已经建立了参考专业细胞遗传学生物剂量实验室。最近，其中一些实验

室已经建立了国家和地区的网络，以增强它们的检测能力[118、337、338]。其他实验

室已经综合了各自国家的资源和能力，旨在形成一个地区网络[339]。在生物剂量学领

域提供国际合作的联合国机构（IAEA，WHO）也已经建立了细胞遗传学实验室网络

[340、341]（表 18）。极少数国家拥有一个以上的细胞遗传学实验室，能够承担生物剂

量学的主要功能。不过在其他研究院所，特别是在医院的临床遗传学部门，可能具有

许多细胞遗传学专业技能。国家网络（例如法国，韩国，日本，加拿大）已经实施了

包括培训在内的安排，通过这种安排，在专业的参考生物剂量学实验室领导下，这专

业技能可以被迅速调动起来。无论是国家网络还是国际网络，都需要后勤基础设施、

数据管理和通信的协调。这些网络也为演练和比对研究提供了极好的平台，确保了各

实验室和细胞遗传学生物剂量检测网络的适当运行。通过细胞遗传学网络，可以提高

在大规模伤亡辐射事件中应用细胞遗传学分析，进行分类诊断剂量评价和参考剂量评

价的能力。 
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15. 质量管理和 ISO 标准 

15.1. 质量保证和质量控制体系的基本理论 

本出版物已经证实，对于生物剂量估算没有统一采用的细胞遗传学检测步骤。实

验室采用的方法大体上相似，但从细节上考虑，会有方法上的差别，可能会影响到分

析结果。所以，希望每一个服务实验室都能制定质量大纲，确保检测步骤的可靠性、

准确性和重复性。 

为了在较长时期内确保生物剂量学实验室的产品质量，实验室的生产过程必须牢

固地建立在科学原则、方法验证和结果检验之上。一套完整的质量大纲可以为实验室

产品的质量提供保障策略，无论是检测还是服务。此外，这些能力还需要与其他已经

认证的、或有适当资质的、细胞遗传生物剂量学实验室的能力进行定期比对、包括实

验过程的持续稳定性、以及对于最终产品定其评估，以确认是否符合预期标准。 

根据内部质量保证大纲，在标准文件的指导下操作，定期同行评估和质量记录程

序可保证正式的能力评估之间的稳定操作。 

内部质量保障大纲必须对项目评估、适当的操作环境、人员资质、操作手册、仪

器仪表、刻度校准、数据简化、记录系统和数据报告等做出规定。对于能力评估之间

的细胞遗传学过程进行控制，可以再次保障最终产品有可靠的质量。采用全面的质量

管理方法将会保证操作过程的不断改善。 

能力测试可定期评估与其他认证的、或有适当资质的、细胞遗传学生物剂量学实

验室之间的检测一致性，（参见附件 VII），并对实验室及其能力进行测试，以证实这

些实验室是否有能力提供高质量产品和服务，即剂量估算。一个基本要素是在规定的

准确度范围内成功完成测试。此外，这种检测过程能过用于验证实验室的服务或产品

的质量。具体到生物剂量领域，可以采用下面两种方法对检测能力进行测试：1) 在照

射剂量、剂量率和辐射品质已知的情况下对样品进行离体照射，再将样品送到服务实

验室进行分析；2) 样品送到其它认证的或有适当资质的实验室进行分析，并在多个实

验室之间进行比对。在这两种情况下，要进行样品分析，将本实验室得到的数据与服

务验室得到的数据进行比对。之后，报告会给出实验室之间结果差异的百分比。直接

测试是针对实验室检测能力进行的测试。另一方面，当实验室检测自己的产品，同时

将一份相同样品送至测试实验室进行确认性和明确的回溯性测量时，两个实验室的分

析过程和检测能力均得到了测试。 

将所有这些质量保证措施相结合，可以保证实验室检测和服务的质量和完整性。

在这些措施中，必须着重强调有力的内部质量保障大纲，积极的、深入现场的专家评

估，严格遵守操作文件标准，和实验室“盲测”评估。这些方面的结合可以确保分析
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过程控制在规定的精确目标内。虽然最终产品的定期评估是必不可少的（如 1~3 年之

间），但是如果能够将分析过程保持在可控范围内，则评估频度可以减到最小。 

承担生物剂量学服务的实验室的质量保证计划应包括以下内容： 

 样品确认和制备 

 程序或方法的有效性确认 

 检测 

 数据简化 

 文件编制 

质量保证计划应当包括系统的行动，以便可以充分相信检测和程序可以得到满意

的实施。 

国际标准化组织（ISO）是制定与编写这样一套共同规则的合适环境。ISO 制定标

准所依据的一般原则是自愿的、一致同意的和涵盖全行业的。此外，每一个标准草案

都要接受专家工作组的同行审议，然后由参与国通过派往 ISO 的国家代表予以审议。

标准出版后可以直接使用，也可以照搬为国家标准实施。生物剂量学标准化工作组的

创建是于 1998 年提出的，后于 1999 年被 ISO 接受，下设于第 85 委员会（核能委员

会）第 2 分委员会（辐射防护分会）。工作组成员包括来自 11 个国家的 13 名专家和 1

名 IAEA 代表。2004 年发布的 ISO 19238 号文件为服务实验室用细胞遗传学进行生物

剂量测定提供了标准文件[3]。 

15.2. ISO 19238 号文件结构[3] 

在现行的版本中，该文件分为 11 章及 4 个信息附件。 

该文件的主要特点如下： 

(a) 有关下述内容的个人信息保密性： 

(i) 有关患者或过量照射情况的保密资料从代表患者的医生（或患者本人）

到实验室之间的传递。 

(ii) 血液样品的匿名性及结果和报告的保密性。 

(iii) 实验室内部的保密协议。 

(b) 实验室工作人员在处理可能感染的血样时诱发的潜在风险。虽然这个问题并

不是生物剂量学所特有的，但是必须强调微生物、化学及光学的最低安全要

求。 
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(c) 在服务实验室内至少建立一条合适的刻度曲线，这是进行剂量估算的必备条

件。特别是，建立这条曲线所用的方法必须与该实验室进行全部剂量估算所

用的方法相同。报告必须包括刻度曲线拟合的条件，例如，源的特性、源的

物理刻度、剂量范围和最小探测限。 

(d) 尽管服务实验室并不控制某些条件，比如所取血样的质量及运送，但是服务

实验室在收到样品后必须对样品和剂量估算值进行充分处理，最后，还要对

有资质的专家审核和签署的报告进行充分处理。 

(e) 通常情况下，实验室的报告应该再现委托人提供的所有相关信息，因为它可

以影响结果的解释。必须列出所有观察到的畸变，并根据辐射诱发染色体畸

变形成的机理进行解释。 

(f) 服务实验室的质量保证计划应该包括内部程序，确保操作的长期准确性和稳

定性、定期的同行评估、及与外部参考程序的交叉刻度。强调包括下列多种

要素：样品的识别和制备、程序或方法的验证、测量与仪表、数据解释、记

录保存和文件制备。 

15.3. 在人群分类诊断中的应用 

在第 14 章中已经讨论过，事故和蓄意行为导致大规模伤亡的核与辐射应急的可能

性是随时存在的。这种事件发生后，要根据人员过量照射的前驱症状和体征以及他们

参与应急活动的信息，对受照人员进行临床评估和分类。在辐射应急的早期响应阶

段，为了对人员伤亡的早期临床分类进行补充，还需要进行细胞遗传学分类诊断，即

利用染色体损伤快速近似地估算个体所受的辐射剂量。 

然而随着时间推移，临床医生需要更准确的剂量估算，无论是在诱发晚期随机效

应风险的低剂量区，还是在预测严重组织反应的高剂量区。细胞遗传学的二次检查应

该实现更为精确的定量的剂量估算，并查找不均匀照射的任何证据。 

然而，事件可能会超出事故当地生物剂量学实验室的资源，需要网络内其他实验

室的参与（第 14.5.3 节）。一些生物剂量学实验室已经独立成功完成了在大规伤亡应急

或演练中的快速剂量估算。他们的方法主要基于双着丝粒分析，包括前期准备、试剂

储存、简化的样品处理、自动分析、计数标准以及与其他专业实验室的网络合作。根

据 ISO 19238 号文件的原则[3]，为了满足快速响应和剂量估算的需求，在某种程度上

偏离精确操作方法是可以的。 

基于这种经验，2008 年出版的新标准 ISO 21243 规定了“用于核与辐射应急中大

规模伤亡评价的细胞遗传分类诊断实验室的操作准则：一般原则及在双着丝粒分析中

的应用”[4]。 

该标准是按照生物剂量学分类诊断操作步骤编写的。其中，检测的标准通常取决

于结果的应用：适当的医学管理、辐射防护管理、记录保存、及医学和法律要求。例
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如，应当分析选定的病例，以便更准确地估算大剂量局部照射；其次，应当采用 ISO 

19238 标准对低于确定性效应阈值的受照人员进行剂量估算。 

ISO 21243 标准的内容概括如下： 

(1) 事件发生前，每个实验室负责： 

(a) 保持所需试剂及其他实验消耗品的储备，或者能够立即从地方、州

（省）或国家储备中或供应商处获得。 

(b) 保持与地方、州、联邦医疗机沟的既定通讯联系。 

(c) 明确并记录每个对应急生物剂量响应质量有影响的实验室人员的责任、

作用及相互之间的关系。 

(d) 了解处理标本的最大能力（时间与数量）。 

(e) 维护实验室内部的质量控制和质量保证大纲。 

(f) 适当参加相关的教育、培训和演练活动。 

(g) 参加实验室间的定期比对研究。 

(2) 事件过程中： 

(a) 当待检病例数超过实验室自身检测能力时，负责剂量估算的参考实验室

请求网络实验室协作。 

(b) 一旦作出启动实验室网络的决定，参考实验室就成为网络之间联系的核

心。参考实验室向合作伙伴通报事件情况，一同确定合作内容。 

(c) 按照医生要求，进行细胞遗传学检查和剂量估算。受检病例的选择应由

细胞遗传学剂量估算专家、现场管理人员和医生讨论后决定。 

(d) 参考实验室和网络实验室讨论生物剂量测定的分工细节。 

(e) 采集血样之前，每个受检者或治疗医师必须提交知情同意书。整个过程

中要注意保护个人隐私。 

(f) 参考实验室组织血样采集，并将血样分配给合作实验室，或者指定其他

合适的机构接管。 

(g) 计数结果（有时为剂量估算结果）需要由一个以上的实验室核对，根据

核对后的结果对每个人进行剂量估算。 
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(h) 合作实验室应将原始数据送往参考实验室，其中包括染色体畸变分数

据。并将本实验室的、根据最适宜于给定射类型辐的刻度曲线得到的、

剂量估算值送往参考实验室，对于迁延照射和不均匀照射做适当调整。 

(i) 参考实验室接受来自网络合作实验室的结果，担当与医生交流和联络的

中心点。 

(j) 经过与医疗人员审核后，可挑选出一些病例，增加细胞计数，以改善剂

量估算值的统计不确定度，更好地区分不均匀过量照射。进一步的检查

应该按照 ISO 19238 标准所述操作规则进行。 

根据这些不同的配置，下面流程图（图 48）描绘述了参考实验室、网络和医疗机

构之间的相互关系。 

 

图 48.  参考生物剂量学实验室、网络和医疗机构之间的相互关系流程图。分别表示少
数人员剂量估算过程（ISO 19238 标准，蓝色[3]）和大量人员剂量评价过程（ISO 
21243 标准，红色[4]）。（经 AFNOR 代表 ISO 许可，本图复制于 ISO 21243：2008 标
准，版权归 ISO 所有）。 
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16. 实验室工作人员安全 

“实验室生物安全”是一个用来描述为了防止意外暴露于病原体、毒物或其事故释

放而实施的包封原则、技术和实践的术语。近期发生的全球事件，已经凸显保护实验

室及室内物质不受故意损害，避免危害人、牲畜、农业和环境的必要性。因此，有必

要引进实验室生物安保措施，加强生物安全。 

“实验室生物安保”描述的是对实验室内有价值的生物物质实施防护、控制和责任

追究，防止未经许可获得，丢失，盗窃，滥用，转移或故意释放这些物质[355]。 

关于细胞遗传学实验室，《世界卫生组织实验室生物安全手册》及其附属文件《生

物危险管理：实验室生物安保导则》中提出了实验室生物安全和生物安保，比如，实

验室设计和设施、设备（如生物安全柜）、安全工作实践、职业卫生和医疗监督、消毒

和灭菌、废物处置、化学品暴露、防火、及电气、辐射和设备安全等。这些信息完全

适用于，而且特别有用于细胞遗传学实验室的运行[355，356]。 

除了指导文件外，工作人员还应该遵守国家和组织机构关于实验室安全可靠工作

实践的法律和规定。 

下面是一些需要强调的与细胞遗传学实验室安全相关的特别措施。 

16.1. 感染 

处理人类血样时，始终应该应用和采用一般的预防措施，所有的样品都应该认为

是有可能感染的。样品应在使用维护得当、经过认证的生物安全柜中打开和操作。 

应该限制使用注射器针头等尖锐物，减少被刺伤的危险。污染的尖锐物应放置在

防刺穿的带盖容器内，作为废物处理。在样品处理后，应该用适当的消毒剂处理洒出

的液滴，对操作面和设备进行去污。所有的生物废弃物和使用过的一次性塑料制品都

应该在废物处理前进行消毒处理，比如，高压灭菌。如果要将感染性废物从实验室送

去去污和处置，必须按照适用的国家或国际法规，用密封和防漏的容器进行运输

[356]。 

如果一种特定的疫苗或类毒素在当地获准使用，那么在对可能的照射进行适当的

风险评估和个人临床健康评价后，可以提供[356]。 

16.2. 光照 

对于某些操作环节，必须用到紫外线灯。 

生物安全柜中不需要使用紫外线灯。如果要用，必须经常清洁，去除灰尘和污

垢，保证灯的杀菌效果。在使用紫外线灯的地方，如果室内有人，则应该关闭紫外

灯，防止眼睛和皮肤受到意外照射[356]。 
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在 FPG 染色过程中使用紫外灯照射玻片时，屏蔽措施和工作程序应当到位，避免

对实验室工作人员眼睛和皮肤的直接照射。 

荧光显微镜正常使用期间，在设计上是自身安全的。 

16.3. 化学药品 

在本出版物包括的操作程序中，常规使用一些精制化学品和药物。关于有害化学

品和化学安全性的更多信息，可见 WHO《实验室生物安全手册》第 VI 部分[356，第

VI 部分]，其中列出了化学品的详细清单，详述了它们的危害和使用注意事项。 

细胞培养和染色过程中使用的化学品和药物，绝大多数用量很小并经过稀释，一

般不存在健康危害。但是，这些化学药物质是以浓缩贮存液存在和储存的。关心的主

要试剂及其国际认可风险值（R 值）列于表 19。 

实验室中的化学品保存量应该限制在每日必需用量。大量的贮存液应该放在专门

设计的房间或建筑物中。 

化学品不能按照字母顺序存放！[356] 

表 19.  生物剂量学实验室主要相关试剂及其国际认可风险值 

试剂 风险值（R 值 a） 

醋酸 10；25 

吖啶橙 36；37；38 

氢氧化钡 20；22；34 

氨苄青霉素 42；43 

溴脱氧尿嘧啶（BrdU） 20；21；22；46；61 

花萼海绵诱癌素 A 23；24；25；38 

秋水仙胺 25；63 

松胞素 B 26；27；28；63 

DAPI 36；37；38 

二甲基亚枫（DMSO） 36；37；38 

福尔马林 23；24；25；34；40；43 

甲酰胺 37；38；47；61 

吉姆萨染液 20；21；22；40；41 

肝素 36；37；38 

Hoechst 染液 23；24；25；36；37；38 

盐酸 34；37 

泛影葡胺 42；43 

甲醇 11；23；24；25；39 

冈田酸 23；24；25；38 

胃蛋白酶 36；37；38；42 
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试剂 风险值（R 值 a） 

植物血凝素（PHA） 20；21；22；38 

RNA 酶 A 20；21；22；38 

氢氧化纳 35 

硫酸链霉素 20；21；22；61 

二甲苯 10；20；21；38 
 

a  R10：易燃 

 R11：高度易燃 

 R20：吸入有害 

 R21：皮肤接触有害 

 R22：吞食有害 

 R23：吸入毒性 

 R24：皮肤接触毒性 

 R25：吞食毒性 

 R26：吸入极毒 

 R27：皮肤接触极毒 

 R28：吞食极毒 

 R34：引起烧伤 

 R35：引起严重烧伤 

 R36：刺激眼睛 

 R37：刺激呼吸系统 

 R38：刺激皮肤 

 R39：非常严重的不可逆损伤的危险 

 R40：可能引起不可逆效应的危险 

 R41：严重眼损伤的风险 

 R42：吸入可能引起过敏反应 

 R43：皮肤接触可能引起过敏反应 

 R46：可能引起遗传基因损伤 

 R61：可能引起胎儿伤害 

 R63：对胎儿可能造成伤害的风险 
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附 件Ⅰ 

双着丝粒检测 

对于世界范围的实验室在淋巴细胞培养过程中普遍使用的各种材料和方法已经给

予介绍和讨论，可能没有任何两个实验室采用的技术方法完全相同。本附件将详细分

步介绍一种可靠的方法，可能对一些实验室有所帮助。 

I-1. 淋巴细胞培养 

I-1.1. 材料 

(1) 肝素抗凝全血。 

(2) PHA，市售。假如是冻干品，用无菌分析级水重新溶解。 

(3) Eagle 最低基本培养基（MEM），市售；10 倍浓度或粉末备用。用无菌分析级水

配制成工作浓度。根据厂家说明书添加 L-谷氨酰胺。用无菌 NaHCO3 调节 pH

值。 

(i) 可以从浓缩液制备抗生素添加到培养基中，每 100 mL 培养基中加入 1 mL 生

理盐水溶解的抗生素储存液。储存液含有 100 IU/mL 氨苄青霉素和 100 μg/mL

硫酸链霉素，冻存。 

(4) 溴脱氧尿苷（BrdU）。每 100 mL 培养基中加入 1 mL 储存液。储存液配制：6.4 

mg 的 BrdU 溶解在 10 mL 培养基中，滤膜过滤。终浓度为 15 μM。储存液 4℃避

光可保存 1 个月，-20℃可保存数月。 

(5) 热灭活（56℃，30 min）的胎牛血清，市售，冻存。 

(6) 秋水仙素：用无菌生理盐水配制成 10 μg/mL 的储存液，4℃可保存 6 个月。 

(7) 无菌培养管。有多种选择，如玻璃细菌培养瓶、一次性塑料瓶，体积 10~20 mL。 

(8) 培养应该在柔和灯光下二级微生物安全柜中进行。可用一次性无菌吸管或枪头转

移培养管的液体。如果血样需要通过皮下注射器针头，可用大口（19 号）针头慢

慢推出，尽量减小对细胞的损伤。 

I-1.2. 方法 

(1) 在培养瓶中加入 0.3 mL 肝素抗凝血。 

(2) 加入 4 mL 含有抗生素和 BrdU 的培养液。 
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(3) 加入 0.1 mL 重配的 PHA。 

(4) 加入 0.5 mL 胎牛血清。 

(5) 盖上瓶盖。 

(6) 轻轻摇晃混匀瓶内液体。 

(7) 在 37℃ ± 0.5℃，避光培养 45 h。 

(8) 加入 50 μL 秋水仙素储存液，轻轻摇匀。 

(9) 放回培养箱继续培养 3 h。 

I-2. 固定和制片 

I-2.1. 方法 

(1) 将培养物转移到离心管中。 

(2) 200 g 离心 10 min（把 g 转换为 rev/min，g = rω2/981，其中 r 为离心半径，单位

cm，ω =（2π×rev/min)/60）。 

(3) 吸去上清，用 5~10 mL 0.075 M 的 KCl 溶液将沉淀物重新混匀。 

(4) 在室温下放置 15~20 min。 

(5) 再 200 g 离心 10 min。 

(6) 去除上清，用 5~10 mL 新鲜配制的固定液（甲醇：冰醋酸 = 3:1）混合细胞。必

须缓慢加入固定液，但要保持不断有力的搅动，使用漩涡混合器较为理想，可以

避免细胞底部形成固块。另一个办法是在加入固定液之前用一个乳胶球在巴斯德

管上轻轻混合底层细胞。 

(7) 再次离心。 

(8) 去除上清，再加入 5~10 mL 固定液混合细胞。 

(9) 再次离心。 

(10) 去除上清，再加入 5~10 mL 固定液混合细胞。 

(11) 再次离心。 

(12) 去除所有仅剩的 0.25 mL 上清液，打匀细胞。 

(13) 将细胞悬液吸到巴斯德管内。 
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(14) 取一个事先保存在冰箱里的清洁、脱脂的玻片，轻轻吹去玻片上的霜。 

(15) 在至少 10 cm 的高度将 1~2 滴细胞悬液滴在玻片上。 

(16) 每份培养物至少制备 2 张相同的样片。 

(17) 将玻片放到电炉上方微热烤干。 

I-3. 染色 

I-3.1. 材料 

(1) Hoechst 33258 染料。用 pH = 6.8 的磷酸盐缓冲液将 1000 倍的浓缩储存液配制成

50 μg/mL，4℃避光保存。 

(2) 吉姆萨染料。 

(3) 磷酸盐缓冲液，pH = 6.8，用市售药片；配置。 

(4) 2 × SSC（氯化钠和枸橼酸钠）：17.53 g 氯化钠，8.82 g 枸橼酸钠，蒸馏水加至 1 

L。 

(5) 二甲苯和 DPX 封片剂。 

(6) 一个紫外灯（> 310 nm）或荧光长条灯。 

I-3.2. 方法 

片子制好后，在开始 FPG 染色前在室温下放置几天（可达 5 天），而常规吉姆萨

染色可以在玻片干燥后立即开始。也可以选择在 37℃条件下使玻片干燥后，次日进行

FPG 染色。 

荧光加吉姆萨染色（FPG） 

(1) 将大约 10 滴 Hoechst 染液（将储存液稀释到 0.5 μg/mL）滴到玻片上，盖上盖玻

片。 

(2) 将玻片放在一张铝箔纸上，在紫外灯下方照射 0.5 h。 

(3) 小心移去盖玻片。 

(4) 用 pH = 6.8 的缓冲液清洗。 

(5) 在 60℃的 2×SSC 液中放 20~30 min。 

(6) 用蒸馏水清洗。 
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(7) 将玻片在 5~10%的吉姆萨染液（PH = 6.8 缓冲液配制）中放 3 min。 

(8) 用缓冲液简单淋洗。 

(9) 用蒸馏水简单淋洗。 

(10) 空气干燥。 

(11) 干净后，盖玻片封片。 

常规吉姆萨染色 

(1) 将玻片在 2%的吉姆萨染液（PH = 6.8 缓冲液配制）中放 5 min。 

(2) 缓冲液清洗。 

(3) 蒸馏水简单淋洗。 

(4) 空气干燥。 

(5) 干净后，盖玻片封片。 
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附 件 II 

FISH 法易位检测 

这里给出的方法是用直接和间接标记的（市售）探针，以不同颜色涂染三对染色

体，所有着丝粒用第四种颜色涂染，剩余染色体进行复染。厂家提供了操作指南，读

者可以结合以下方法阅读。 

II-1.1. 预处理 

室温下将玻片在 PBS 中清洗 5 min，然后依次在 70%、90%和 100%的乙醇中梯度

脱水，每次 2~5 min，空气晾干。 

II-1.2. RNase和胃蛋白酶处理 

将 445 μL 水、50 μL 20×SSC 液和 5 μL RNase A（10 μg /μL）混合均匀（混合液可

以提前配置，–20℃保存备用）。每张玻片滴 100 μL RNase A，盖上盖玻片。置于湿盒

中在 37℃孵育 60 min。 

在室温下用 2×SSC 液清洗 3 次，每次 5 min，第一次清洗时移去盖玻片。之后，

在室温下用 PBS 清洗 5 min。对于胃蛋白酶处理（0.005%的胃蛋白酶溶解在 10 mM 

HCl 中），提前制备含有 50 μL（10%）胃蛋白酶、99 mL 水和 1 mL 1N HCl 的混合

液，在–20℃保存备用。用时先将混合液置于 37 水浴中预热，每张玻片加 100 μL，

作用 1~2 min。在室温下用 PBS 清洗 5 min。 

将玻片用 50 mM 的 MgCl2–PBS 溶液（5 mL MgCl2 和 95 mL PBS）在室温下清洗 5 

min，然后用含 1%甲醛的 MgCl2–PBS 溶液在室温下清洗 10 min，再用 PBS 在室温下

淋洗 5 min。依次分别在 70%、90%、100%的乙醇中脱水处理 2~5 min，在室温下干

燥。 

II-1.3. 染色体涂染探针结合泛着丝粒探针的FISH步骤 

使用前将染色体涂染探针置于 42℃加热并摇匀，在含有杂交液的 Eppendorf 管中

加入足量的每条染色体探针，摇匀后离心。 

(a) 变性 

将探针置于 65℃水浴中孵育 10 min 进行变性，接着置于冰上 2~3 min，再转移至

37 水浴中孵育 60 min。 

当染色体涂染探针与泛着丝粒探针（CP）结合使用时，在探针竞争性结合前先将

CP 和杂交液在 37℃预热 30 min，然后在 85℃水浴中孵育 10 min 进行变性，立即置于

冰上 2~3 min。 
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使用三色 FISH 与泛着丝粒探针时，每张玻片要用 18~20 μL 杂交液（即三种浓缩

的涂染探针各 3 μL，加 1.6 μL 适当的缓冲液，再加 2~3 μL 浓缩的 CP）。 

以 1、4、8 号三对染色体涂染为例：1 号染色体用生物素、4 号染色体用生物素或

FITC（异硫氰酸荧光素）、8 号染色体用 FITC 和 CP FITC 标记，结果分别显示红色、

黄色、绿色和绿色的颜色信号。 

(b) 预杂交 

在探针竞争结束前大约 30 min 开始玻片的预杂交。每张玻片加溶解在 2 × SSC 和

50 mM PBS 溶液中的 70%甲酰胺 100 μL，覆盖盖玻片（350 μL 去离子的 100%甲酰胺

（–20℃保存）、50 μL 0.5M PBS（–20℃保存）、及 50 μL 20 × SSC 液）。甲酰胺应在使

用前不久去离子。 

将玻片置于 70℃加热板上 2.5 min 变性，在室温下依次置于梯度乙醇（–20℃保

存）中脱水：70%乙醇作用 5 min；90%和 100%乙醇分别作用 2~5 min，空气干燥。 

(c) 杂交 

将全部染色体涂染探针和 CP 在一个 Eppendorf 管中混匀，离心几秒钟，每张玻片

加 20 μL 探针混合液，盖玻片覆盖，用胶水封片后气干。然后将玻片置于 42℃湿盒内

孵育过夜，这段时间可延长至 2 天。 

检测： 

(1) 准备含 0.05%吐温 20 的 4 × SSC 清洗液（WS）。 

(2) 用 WS 将封闭蛋白（BP）稀释至 15%（v/v）浓度。 

(3) 用稀释的 BP 稀释抗体如下： 

3.1.1  第一层 B3（1:500），德克萨斯红抗生物素蛋白； 

3.1.2  第二层 B4（1:250），生物素化山羊抗生物素蛋白； 

3.1.3  F1（1:200），兔抗 FITC； 

3.1.4  第三层 B3（1:500）F2~FITC，山羊抗兔 IgG； 

3.1.5  F2（1:100）。 

(4) 在室温下避光孵育 10 min，11 000 g 微型离心机离心 10 min，取上清液使用。 

(5) 将以下试剂预热到 42℃： 

i) 清洗液； 
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ii) 适量 2 × SSC 液； 

iii) 50%甲酰胺（2 × SSC 配制）； 

iv) 0.1% × SSC 液。 

(6) 在预热的 2 × SSC 罐子里小心移去盖玻片。 

(7) 在下列预热的溶液中清洗玻片： 

i) 清洗液； 

ii) 适量 2 × SSC 液； 

iii) 50%甲酰胺（2 × SSC 配制）。 

(8) 每张载玻片加 100 μL 稀释的封闭蛋白，盖玻片覆盖，在 37℃湿盒中孵育 15~20 

min。 

(9) 用 0.05%吐温 20（4 × SSC 配制）在 42℃清洗玻片 2~5 min。 

(10) 在每张玻片上滴加 100 μL 第一层抗体，盖玻片覆盖。将载玻片置于 37℃湿盒中

孵育 20~30 min。 

(11) 42℃条件下用 0.05%吐温 20（4 × SSC 配制）清洗 3 次，每次 5 min。 

(12) 在每张玻片上滴加 100 μL 第二层抗体，盖玻片覆盖。将玻片置于 37℃湿盒中孵

育 20~30 min。 

(13) 在 42℃下，0.05%吐温 20（4 × SSC 配制）清洗 3 次，每次 5 min。 

(14) 在每张玻片上滴加 100 μL 第三层抗体，盖玻片覆盖。将玻片置于 37℃湿盒中孵

育 20~30 min。 

(15) 在 42℃下用 0.05%吐温 20（4 × SSC 配制）清洗 3 次，每次 5 min。 

(16) 重复步骤 11~14。 

(17) 在室温下将玻片依次置于 70%、90%、100%的乙醇中梯度脱水，各 2~5 min。 

(18) 在室温下干燥。 

(19) 每张玻片加 25 μL DAPI（0.15μg/ml 于 Vectashield 封固剂中）进行复染，盖玻片

覆盖。 

如果所有探针信号不是足够亮，可以在步骤 14 后再插入一轮第二和第三层抗体处

理。另一种情况是，若只有一种颜色信号较弱，可以重复步骤 B3/清洗/B4 处理后，德

克萨斯红染色；或重复 F1/清洗/F2 处理后 FITC 染色。 
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附 件 III 

早熟染色体凝聚（PCC） 

III-1. 有丝分裂细胞融合法 PCC 

在聚乙二醇（PEG）作用下，人类外周血单核细胞与分裂期的中国仓鼠卵巢

（CHO）细胞发生融合。细胞融合仅 1 h，外周血单核细胞发生染色质凝聚，之后核膜

迅速溶解，染色质进一步凝聚成为 46（2n = 46）条单体形状的染色体。 

III-1.1. 人外周血淋巴细胞的分离 

为了从抗凝全血中分离淋巴细胞，可以采用 LeucoPREP 或 Ficoll-Hypaque 细胞分

离管进行分离。 

A. LeucoPREP 管分离 

LeucoPREP 管系列产品内含一种分离液，如 Ficoll-Hypaque，能将低浓度的单核细

胞和血小板从抗凝全血的其他成分中分离出来。将血液加入分离管的凝胶层上，按特

定的离心力和离心时间进行离心，可以将单核细胞和血小板分离出来。随后通过清洗

和离心减少血小板的量，得到的一定数量的单核细胞，可用于 PCC。 

(1) 将 LeucoPREP 管（10 mL）在室温（18~25℃）下竖立保存。 

(2) 静脉取血，置于肝素抗凝管内。 

(3) 肝素抗凝血应在取血后 2 h 内进行分离。 

(4) 每个 LeucoPREP 管加入未经稀释的血样 8~10 mL，然后在室温下 400~600 g 离心

15 min。 

(5) 离心后，单核细胞和血小板刚好在血浆层下形成一层松散的白膜。尽量吸掉上层

血浆而不损失细胞。用巴斯德吸管将细胞转移至 10 mL 带帽的锥形离心管中。 

(6) 轻轻混悬细胞沉淀。加入 10 mL F10 培养基，颠倒离心管 3~4 次混匀细胞，100 g

离心 10 min。 

(7) 重复步骤(5)一次。 

B. Ficoll-Hypaque 梯度分离 

Ficoll-Paque 是浓度为 1.077 ± 0.001 g/mL 的水溶液，每 100 mL 含 5.7 g 水溶性聚

蔗糖 400，9 g 泛影酸钠钙二钠 EDTA。 

(1) 静脉取血，置于肝素抗凝管内。 
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(2) 用等体积的平衡盐溶液稀释血样。 

(3) 取 5 mL 稀释血样一滴，滴加在 3 mL Ficoll–Hypaque 上面，勿混合。 

(4) 管子在 8~10℃下 400 g 离心 30 min。 

(5) 收集中间层的淋巴细胞，用 5 mL F-10 培养基加 5%胎牛血清洗三次，每次 100 g

离心 10 min。 

分离的淋巴细胞可以立即接用于 PCC 实验，也可以冻存，为将来使用。 

III-1.2. 冻存分离的淋巴细胞 

在用 F10 洗涤离心二次后，轻轻混悬细胞沉淀，按 1:1 配制 F10 + 40%胎牛血清

（FCS）：40% FCS + 20% DMSO 的细胞混悬液。将细胞悬液移至 1.5 mL 安瓿瓶中，使

每瓶含有 8 × 106 个分离的淋巴细胞。冻存淋巴细胞最好使用能够逐级降温的设备，最

后将安瓿瓶冻存在-110℃或液氮中。 

III-1.3. 复苏分离的淋巴细胞 

从冰箱（或液氮）中取出冻存淋巴细胞的安瓿瓶，直接置于 37℃水浴中解冻。细

胞稍微融化后，把所有的细胞悬液转移至 10 mL 离心管中。缓慢逐滴（约 30 分钟）加

入 10 mL 冷的 RPMI（4℃）+ 40% FCS，然后 100 g 离心 10 min。加入 5 mL 含 5% 

FCS 的 RPMI，重新混匀细胞球，得到的单核淋巴细胞可用于 PCC 实验。 

III-1.4. 收集及制备分裂期中国仓鼠卵巢细胞 

用含有完全培养基（含 15%新生牛血清、100 IU/mL 抗生素及 100 μg/mL 链霉素的

F10 培养基）的圆形或长形培养瓶（750 mL）培养中国仓鼠卵巢（CHO）细胞。细胞

培养至指数生长期时加入 0.1 μg/mL 的秋水仙素，4~5 h 后可按标准的选择性分离（振

荡脱落）步骤收获分裂细胞。CHO 细胞也可以在加有 BrdU（终浓度为 5 μM）的完全

培养基中生长两个以上细胞周期（约 32 h）。获得的有丝分裂期的 CHO 细胞在 FPG

染色后全部被分染呈浅色。这样，淋巴细胞 PCC 与有丝分裂期的 CHO 细胞能够很好

地加以区分。 

(1) 冻存分裂期 CHO 细胞 

有丝分裂期的 CHO 细胞既可以制备后立即用于融合，也可以从含 8% DMSO 的完

全培养基的冻存中复苏后使用。将细胞分装在小安瓿瓶中（每个安瓿瓶 1.5 mL，约含

2.5 × 106 个细胞），在–110℃保存。 
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(2) 复苏分裂期 CHO 细胞 

从冰箱中取出冻存的有丝分裂期 CHO 细胞安瓿瓶，置于 37℃水浴中融化，然后

把细胞悬液转移至离心管中，加入 10 mL 培养液，100 g 离心 10 min。弃上清，加入 5 

mL 培养液，冰浴备用。 

III-1.5. 制备聚乙二醇（PEG）溶液 

在 10 mL 的圆底小离心管中加入 400 mg PEG（M.W.1450，Sigma，40% w/v），再

加入 600 μL Hank’s 平衡盐溶液（HBSS）或磷酸缓冲液（PBS）或 F10 培养液，将离

心管置于 37℃水浴中 15 min。可先在烤箱内将 PEG 融化，然后再与 HBSS 或 PBS 或

F10 混合。 

III-1.6. 细胞融合 

(1) 用 5 mL HBSS 或 F10 将间期淋巴细胞和分裂期 CHO 细胞分别清洗 1 次。100 g 离

心 5 min,弃上清。在含 10 mL F10 培养液的圆底培养管中，将间期淋巴细胞与分裂

期 CHO 细胞按 5:1 的比例混合，100 g 离心 5 min（离心速度过高可能致细胞块过

于结实）。 

(2) 弃上清，将试管倒置。在试管架上把管子倒置在滤纸上，将残留的液体吸掉。 

(3) 若底部沉淀物上面有气泡形成，用巴斯德吸管吸出气泡。 

(4) 用 200 μl 微量加样器取 0.15 mL PEG 直接加入细胞沉淀中，于试管架上静置 1.5 

min。每 30 s 轻摇试管一次，共摇 3 次。这时沉淀物应从试管底部分离，在 PEG

溶液中形成较大的细胞簇。 

(5) 用 3 min 以上时间非常缓慢地加入 1.5~2 mL F10 培养液或 PBS（每分钟 0.5 

mL），轻敲试管使细胞悬液混匀。 

(6) 100 g 离心 5 min。 

(7) 将上清完全倒净，加入 0.5 mL 含 15%胎牛血清的 F10 培养液。加入 50 μl 终浓度

为 1 μg/mL 的秋水仙胺，轻敲试管形成小细胞团，然后在 37℃下孵育 1 h。这时的

细胞融合和 PCC 诱导就完成了。 

III-1.7. 固定步骤 

(1) 每管加入 7~8 mL 预热的低渗液（KCl，5.6 g/L），在 37℃下孵育 10 分钟。 

(2) 100 g 离心 5 min。 

(3) 弃掉多余的上清，留下 0.5 mL 上清液。加入 5 mL 甲醇：冰醋酸（3:1）固定细

胞。 
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(4) 100 g 离心 5 min。 

(5) 重复步骤 3~4，二次以上。 

(6) 最后一次离心后，弃多余上清，留大约 0.3 mL 固定液，轻敲试管打开细胞团块，

再加入 0.5~1 mL 固定液。 

III-1.8. 制片 

用拉长的巴斯德滴管将细胞悬液滴在清洁的玻片上，在红外灯下观察 Newton 环的

变化，轻轻吹开细胞。 

III-1.9. 染色步骤 

若分裂期 CHO 细胞没有预先用 BrdU 标记，玻片可以用 3%的吉姆萨水合溶液

（Gurr Improved R660）直接染色 5 min。 

若分裂期 CHO 细胞预先已经用 BrdU 标记，可以按 FPG 法进行染色（第 9.3

节）。最后，用蒸馏水冲洗玻片，晾干，用 24 × 60 mm 盖玻片覆盖。但是，要附加说

明的是，第 11.2.1.6 节中介绍的染色法并不是经常首选的方法，而简单的吉姆萨染色就

足够了。 

对于 PCCs 的 C 显带（用于双着丝粒分析），先将新鲜制备的玻片用 1N HCl 处理

5 min，然后再用 0.2N HCl 漂洗 5 分钟。用纸巾吸干玻片上残留的液体，用 5% 

Ba(OH)2 溶液在室温下处理 3 min。接着重新用 0.2N HCl 漂洗 5 min。之后，将玻片置

于 60℃的 2×SSC 中孵育 30 min。用 Gurr’s 缓冲液（pH = 6.8）清洗后，再用 6%吉姆

萨染色 30 min。最后，用自来水冲洗玻片，晾干后盖上盖玻片。注意这种方法与第

9.3.3 节中介绍的方法略有不同，但二者都可行。 

对于检测染色体易位，可用全染色体特异性探针结合泛着丝粒探针，按中期细胞

相同的步骤进行操作（参见附件 II 和图 37）。然后可以同时检测双着丝粒和染色体易

位。 

III-2. 化学诱导法 PCC 

III-2.1 使用分离淋巴细胞的处理过程 

(1) 取 3 mL 抗凝全血，加入 LeukoPREP 或 Ficol-Hypque 管中。 

(2) 在室温下 700 g 离心 15 min。 

(3) 在 15 mL 试管中加入 5 mL 含 20%胎牛血清的细胞培养液，将分离的淋巴细胞移

至试管中进行清洗。 

(4) 在 4℃下，200~400 g 离心 10 min。 
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(5) 用 6 mL 含 20%胎牛血清及 PHA 的培养液重新混匀淋巴细胞。 

(6) 在 37℃孵育 47 h（另一可选步骤为培养至 24 h 时加入 40 ng/mL 的秋水仙胺）。 

(7) 在培养液中加入终浓度为 50 nM 的 calyculin A，在 37℃下孵育 1 h。 

(8) 准备预热（37℃）的 0.075 M KCl 低渗液。 

(9) 200~400 g 离心 5~10 min，弃上清。 

(10) 将 2 mL 0.075 M KCl 加入细胞沉淀中，混匀，在 37℃孵育 20 min。 

(11) 加入 30 μl 甲醇/冰醋酸固定液（3:1），轻弹管壁。 

(12) 在室温下，200~400g 离心 5~10 min。 

(13) 弃上清后加入 1.8 mL 甲醇：醋酸，移至 2 mL 管内。 

(14) -20℃保存，备用。 

III-2.2. 使用全血的处理过程 

(1) 将 0.75 mL 肝素钠抗凝全血加入 15 mL 试管内。 

(2) 添加含 20%胎牛血清及 PHA 的培养液，至 10 mL 总体积。 

(3) 在 37℃孵育 47 h（另一可选步骤为培养至 24 h 时加入 40 ng/mL 的秋水仙胺）。 

(4) 在培养液中加入终浓度为 30 nM 的 calyculinA，在 37℃孵育 1 h。 

(5) 在室温下，200~400g 离心 5~10 min。 

(6) 弃上清后加入 5 mL 0.075 M 的 KCl，在 37℃孵育 25 min。 

(7) 加入 30 μl 甲醇：醋酸，轻弹混匀。 

(8) 在室温下，200~400g 离心 5~10 min。 

(9) 加 2 mL 3:1 的甲醇：醋酸。 

(10) 重复步骤 8 和 9，直至沉淀物干净。 

(11) 将细胞悬液移至 2 mL 试管中。 

(12) -20℃保存试管，备用。 
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附 件 IV 

胞质分裂阻断微核检测 

简单的标准操作步骤如下所述。还有其他包括更多操作步骤和使用分离淋巴细胞

培养的方法[1]，但就常规生物剂量学的目的而言，全血培养就足够了。 

IV-1. 标准的胞质分裂阻断微核操作步骤 

(1) 用肝素锂抗凝剂采集血样。 

(2) 典型的方法是将 0.5 mL 全血加入 4.5 mL 含 10~15%灭活胎牛血清、L-谷氨酰胺及

抗生素的 RPMI~1640 培养基中。培养物中加入 100 μl 的植物血球凝集素（即

PHA-M，Sigma，25 mg/25mL 水），终浓度为 20 μg/mL。 

(3) 将血样加入组织培养瓶内，在 37°C 含 5% CO2 的潮湿空气中培养。 

(4) PHA 刺激 24 h 后，加入 20 μl Cyt-B，终浓度为 6 μg/mL。这个浓度是促进全血中

双核细胞积累的最佳浓度。由于 Cyt-B 难溶于水，所以用 DMSO 预先配制 Cyt-B

储存液（5 mg Cyt-B 溶于 3.3 mL DMSO 中）。等量分装后在–20°C 保存备用。 

(5) PHA 刺激后 68~72 h 终止培养。所选择的收获时间以双核细胞的数量最大化、单

核及多核细胞数量最小化为准。 

(6) 细胞在 180 g 轻轻离心 10 min，弃去上层培养液。 

(7) 细胞经 7 mL 4°C 预冷的 0.075 M 的 KCl 低渗处理，裂解红细胞，立即 180 g 离心

10 min。 

(8) 弃上清，加入 5 mL 新配制的甲醇：冰醋酸（10:1）固定液。固定液用林格氏液

（4.5 g NaCl, 0.21 g KCl, 0.12 g CaCl2，溶于 500 mL H2O 中）按 1:1 稀释。加入固

定液同时混匀细胞，防止细胞团块形成。再次 180 g 离心 10 min。 

(9) 用新配制的甲醇：冰醋酸（10:1）固定液清洗细胞 2~3 次，这时不含林格氏液，

直到细胞悬液变干净。 

(10) 吸出上清液，留高于细胞沉淀 1 cm 左右（视沉淀多少而定）的液体。轻轻混匀细

胞，取悬液滴在洁净的玻片上，晾干。 

(11) 用光学显微镜分析细胞，可以用含 2~6%吉姆萨染液（即 Giemsa’s Azur-Eosin-

Methylene blue solution，Merck）的 HEPES 缓冲液（0.03 M，pH 6.5）避光染色

10~20 min，然后用蒸馏水快速冲洗，晾干。用荧光显微镜分析时，可选用吖啶橙

（10 μg/mL 的磷酸盐缓冲液，pH = 6.9）染色 2~3 s。 
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IV-2. 微核-着丝粒染色步骤 

分析微核中的着丝粒时，需要使用商用泛着丝粒 FISH 探针。也可以通过 PCR 扩

增制备泛着丝粒探针（正义链引物：5’-GAA GCT TAA CTC ACA GAG TTG AA-3’；

反义链引物：5’-GCT GCA GAT CAC AAA GAA GTT TC-3’）[2]。 

以下是商用探针的原位杂交步骤： 

(1) 按上述标准的 CBMN 操作步骤制片（至步骤 10）。 

(2) 将玻片依次置于 70%、90%、100%系列乙醇中脱水处理，每次 2 min，晾干。 

(3) 玻片变性： 

(i) 将染色质玻片置于 70%甲酰胺（2 × SSC 配制）中，在 70°C 下变性 2 min； 

(ii) 将玻片浸在冰冷的 70%乙醇中，经 70%、90%、100%乙醇依次脱水，晃动 5 

min。 

(4) 使用前探针变性： 

(i) 将探针置于 37°C，加热 5 min； 

(ii) 将探针置于 85°C，变性 10 min（每张玻片 10 μl 探针）； 

(iii) 用漩涡器快速旋转混合。 

(iv) 立即置于冰上避光保存。 

(5) 杂交： 

(i) 每张玻片加 10 μl 探针，盖玻片覆盖后用胶水封口； 

(ii) 置于湿盒中避光，在 37°C 杂交过夜。 

(6) 杂交后清洗： 

(i) 除去封口胶，将载玻片短暂浸泡在 50%甲酰胺中，抖掉盖玻片； 

(ii) 将玻片在 37°C 的 2 × SSC 液中清洗。 

iii) 将玻片用 50%甲酰胺在 37°C 下清洗两次，每次 5 min。 

(iv) 将玻片在 37°C 的 2 × SSC 中清洗 5 min。 

(v) 用吐温清洗液（0.05% 2 × SSC）在 37°C 清洗 5 min。 

(vi) 滴一滴 DAPI/抗褪色剂于盖玻片上，覆盖标本。 

(7) 玻片可在室温下避光保存，或立即在荧光显微镜下计数。 
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IV-3. 单独的淋巴细胞胞质分裂阻断微核细胞学（CBMN Cyt）测定法 

CBMN Cyt 检测的详细操作步骤近期已经发表[1]。用 CBMN Cyt 法计数不同细胞

类型的综合图像记录参见 Fenech 等[3]。 

IV-4. CBMN 测定中核分裂指数（NDI）的计算误差 

在第 12.4.3 节中给出的 NDI 计算公式及方差（对于 MN 测定）如下： 

N

MMMM
NDI 4321 432 

                         （IV-1） 

    （IV-2） 

以表 IV-1 为例，说明 NDI 及方差的计算过程。 

表 IV-1.  微核的分布 

含有 1~4 个微核的细胞数目 

N 1 2 3 4 NDI 

500 169±111.878 239±124.758 48±43.392 44±40.128 1.934 

 

表 IV-1 给出总数 500 个细胞中含有 1、2、3 或 4 个微核的细胞数目。根据上述公

式（IV-1）进行计算 NDI： 

NDI=（169+2×239+3×48+4×44）/ 500 = 1.934 

每个值的方差用二项式方程（IV-3）计算： 

Var(M1)=N(Mi / N)(1- (Mi / N))                （IV-3） 

所以对于 M1： 

var（M1）= 500 (169 / 500) (1 - (169 / 500)) = 111.878 

注：此处给出的所有数字均由 Microsoft Excel 软件计算获得，每个值校正到小数

点前的最大值。但为了方便，本书中给出的数据保留到小数点后三位数，所以用计算

器计算给出数据时结果可能会有小的差异。 

为了计算 var（NDI），必须首先计算 Mi
、的每个值的平方乘以它的方差所得的

和： 



4

1

2 )var(
i ii MM 、、                         （IV-4） 

、
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但是，由于只有得到 M = 1、2、3、4 的细胞总数才能正确计算协方差，故用下列

M’代替方程式中的 M： 

表 IV-2.  计算 Mi
、及 VAR (Mi

、)值 

方程（IV-2）的 Mi
、值 

N 1 2 3 4 

967 169±139.464 478±241.719 144±122.556 176±143.967 

 

M 值经重新计算得：M1
、= 1×169；M2

、= 2×239；M3
、= 3×48；M4

、= 4 × 44。n 值

为这些值之和，计算如下： 

N =（169+2×239+3×48+4×44）= 967 

方差值按照方程（IV-3）重新计算，但利用新的 Mi
、及 n 值，例如： 

Var(M2
、) = 967 × (478/967) × (1－(478/500)) = 241.719 

表 IV-2 中的 Mi和 var（Mi）值可以用来计算 var (NDI) 的第一部分，由方程（IV-

4）给出： 

630.66212947

967.143176556.122144719.241478)464.139169(

)Mvar(M)Mvar(M)Mvar(M)Mvar(M

)var(

2222

1
2

11
2

11
2

11
2

1

4

1i

2

i








）（）（）（

、、

iMM

 

然后，根据方程（IV-1），必须找到每组数据的协方差。用以下公式计算： 

Cov(Mi
、，Mj

、) =﹣npipj                  （IV-5） 

上式中，pi和 pj为双核细胞中观察到每个微核数的概率，因此 M1 到 M4 的概率计

算如下： 

P1 = 169/967 = 0.175 

P2 = (2×239)/967 = 0.494 

P3 = (3×48)/967 = 0.149 

P4 = (4×44)/967 = 0.182 

因此，M1
、和 M2

、的协方差按方程（IV-5）计算： 

cov (M1
、, M2

、) = -967×0.175×0.494 = -83.539 

用类似的方法计算每组 Mi
、，Mj

、的协方差： 

cov(M1
、, M3

、) = - 967×0.175×0.149 = - 25.166 

cov(M1
、, M4

、) = - 967×0.175×0.182 = - 30.759 
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cov(M2
、, M3

、) = - 967×0.494×0.149 = - 71.181 

cov(M2
、, M4

、) = - 967×0.494×0.182 = - 86.999 

cov(M3
、, M4

、) = -967×0.149×0.182 = - 26.209 

接着，计算方程（IV-2）中第二部分的每个组成。例如 i = 1，j = 2 时： 

M1
、M2

、cov(M1
、, M2

、) = 169×478× (- 83.539) = - 6 748 429.704 

同样，从 i=1 到 4；j = i+1 到 4 的总和为： 

M1
、M3

、cov(M1
、, M3

、) = 169×144× (- 25.166) = - 612 451.806 

M1
、M4

、cov(M1
、, M4

、) = 169×176× (- 30.759) = - 914 897.142 

M2
、M3

、cov(M2
、, M4

、) = 478×144× (- 71.181) = - 4 899 528.670 

M2
、M4

、cov(M2
、, M4

、) = 478×176× (- 86.999) = - 7 319 049.001 

M3
、M4

、cov(M3
、, M4

、) = 144×176× (- 26.209) = - 664 238.196 

一旦每项数据都计算出来后，将方程（IV-2）第二部分的全部数据相加得到总和

为-21 158 594.519。按照方程（IV-2），NDI 的方差为： 

var(NDI) = 66 212 947.630 + 2 × (- 21 158 594.519) = 23 895 758.592 

为了将方差转化为标准误的归一值，用 NDI 值表示，用以下方程： 

SE(NDI)=
2

3

)var(
)var(

n

NDI

n
n

NDI

           （IV-6） 

利用上述计算值，给出标准误： 

SE(NDI) = (23 895 758.592(1/2)/967(3/2) = 0.163 

因此，用表 IV-1 中给出的数据计算得到 NDI 值为 1.934 ± 0.163。 

 



 

186  



 

187 

 

附 件 V 

有丝分裂指数的确定标准 

双着丝粒分析中确定有丝分裂指数的方法是： 

 排除分叶细胞核、未分裂细胞（小核）、已经死亡或正在死亡的细胞及微核。 

 计数有丝分裂细胞及刺激转化细胞（核较大的转化细胞）的核数目，通过公

式（V-1）计算刺激细胞的有丝分裂指数。 

根据被刺激细胞的核大小排列，在受刺激的小细胞核和未受刺激的细胞核之间人

为建立一个分割。“中期分裂相”应该包括分裂前期和分裂后期。 

 
有丝分裂指数 =                                    （V-1） 

 

图 V-1 中，有丝分裂指数为（3/（3 + 12））× 100 = 20%，但是对于完整的有丝分

裂指数分析，典型计数要求 500 个细胞。 

 

图V-1.  典型的淋巴细胞培养样片低倍放大视图。白色圈住的是要计数的转化细胞胞
核，红色圈住的是不计数的细胞，方框围住的是中期分裂相。 

 

（#中期分裂相）×100

#中期分裂相＋转化细
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附 件 VI 

统 计 分 析 

本出版物在前面，主要是在第八章和第九章中，介绍了应用统计学方法分析和解

释细胞遗传学生物剂量数据的计算举例。可供选择的统计学教科书很多，有些专门针

对生物学和生物医学的应用，因此，本出版物并不详尽地讲述统计学。但本附件简单

介绍在细胞遗传生物剂量学方面常常遇到的分布。本附件第三部分给出了剂量-效应曲

线拟合的软件程序。 

VI-1. 细胞遗传学的基本统计方法 

VI-1.1. 标准误和标准差 

一组数据的标准差（SD）只表示这组数与其均值的平均离散度（距离）。它表示

数据组的数值分散程度有多大。 

均数的标准误（SEM）用于测量样本均数可能与实际总体均数的偏离程度。SEM

是统计学中反映抽样误差的度量。SEM 可以定量评价已知实际总体均数的准确性。

SEM 随样本量的增大而减小，因为大样本均数比小样本均数更接近于实际的总体均

数。 

VI-1.2. p 值 

假设数据点是一次独立事件结果，p 值就是得到给定数据点极端值的概率。例如，

设定一个原假设，即两个总体均值相同，p 值为 0.03，表示如果原假设为真，观察的差

异与测量差异相同的概率为 3%。来自相同总体的随机样本会导致在 97%的实验中差异

比测量的小，在 3%的实验中差异比测量值要大。 

统计检验中，若 p 大于显著性水平（常取 0.05），则数据没有明显偏离预期模型，

因而不能拒绝原假设。需要特别注意的是，在上述情况中不能得出原假设为真的结

论，要么“拒绝原假设”（p < 0.05），要么“原假设不是显著性不为真”（p≥0.05）。 

多样本间比较时，p 值必须按后述方法修正：对大量独立的原假设 N 而言，得到

一个或多个低于阈值的 p 值，t = 0.05，概率是 100（1.00-0.95N）。要确保真实的原假

设被错误拒绝的总体风险 ≤ 0.05 所需要阈值是 1.00-0.95(1/N)。 

VI-1.3. χ2检验 

卡方检验（离均差或离均差的平方和（Pearson χ2））用于评估正态分布结果的各

部分之间是否具有统计学显著性差异。χ2 检验中，p 值（及相关的自由度）表示所得结

果抽样误差的概率。通常把显著性标准设为 95%，表示一组正态分布数据中，预期的

抽样误差只有 5%。 
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卡方齐性检验通过比较大量测量结果，对观察事件的相对频率服从卡方分布的无

效假设进行检验。在细胞遗传学中，卡方齐性检验用于多组数据之间的差异检验。例

如通过观察计数细胞中双着丝粒的数目，以此确定数据组内不同总体的数量。 

一般说来，只有当样本容量大于~5 时卡方检验才是可靠的。对于小样本来说，

Yates 校正法可以用来减小将数据近似成卡方分布而引起的误差。校正后能有效减小卡

方统计量，因此增大了相应的 p 值。但是，校正法的适用条件并非恒定不变，且校正

因素可能太多，因此建议谨慎应用。 

在对两样本进行比较的特殊情况下，数据期望服从二项式分布。在此情况下，用

二项式分布的正态近似值来计算 χ2，是对一个自由度进行卡方检验。二项式版本的卡

方检验可用于比较一组观察的计数和期望的计数，例如一个未受照的对照血样中的与

一个受照射的血样中的双着丝粒数目的比较。 

VI-1.4. t 检验 

t 检验是一种统计学假设检验，如果统计量 t 服从 t 分布，则原假设为真。t 检验适

用于因总体标准差不确定而不能作为正态分布处理的小样本。考虑到 t 检验受到随机抽

样的影响，必须包含样本数的信息。在细胞遗传学中，t 检验常被用来检测两组泊松分

布数据间差异的统计学意义，通过比较均数来判断两组数据是否来自同一总体。同

样，p 值用于判定样本间差异是否具有统计学意义，通常设置显著性水平为 95%或

0.05。 

t 检验有多种不同的形式，分别适用于不同的情况。配对 t 检验用于直接相关的样

本的分析。如两名计数人员计数同一组样片得到的双着丝粒数目。配对 t 检验中两样本

容量（如计数的细胞数）必须始终相等。非配对比较的 t 检验用于独立样本的数据分

析，如两名不同的计数人员计数两组不同的样片得到的双着丝粒数目。在此情况下，

样本容量可以相同，也可以不同。t 检验可以是单侧也可以是双侧。单侧检验用于判断

一个样本是否显著大于另一样本，双侧检验用于判断两组数据间任一方向的差异是否

具有显著意义，如样本 1 是否大于或小于样本 2。 

VI-1.5. F 检验 

F 分布是一种连续概率分布，相当于两组卡方分布之比。基于该分布的 F 检验可

以用来比较数据，看它们是否来自同一分布。F 检验或 z 检验可用于检测极大似然法拟

合曲线产生的系数是否具有统计学意义。当证据表明不能满足拟合时（例如通过 χ2 检

验），应该用 t 检验来检验系数的统计学意义。t 检验是对均值进行比较，与此相反，F

检验是对数据组的方差进行比较。F 检验最常用于方差的检验分析。 

VI-1.6. 方差分析 

方差分析涉及到检验均值相等的一些方法的汇总。方差分析用 F 分布来检验独立

的、正态分布的、具有方差齐性的三组以上数据之间的，或重复测量的数据之间的差
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异。方差分析可以通过比较不同因素水平的变量均值，来评价一个或多个因素的重要

性。 

每个因素的 p 值表示组间方差大于组内方差的概率。p 值可以认为是随机抽样导致

的均值远离实验观察值的概率。 

在细胞遗传学中，方差分析可用于需要比较三组以上数据、或两个以上因素的任

何情况。例如，可以用来检验辐射剂量水平和分次剂量的复合效应，或辐射照射与化

学暴露的复合效应。关于方差分析的教科书数量多，种类广，但大多数市售数据处理

软件包能进行方差分析，统计学教材可以提供更多的指导。 

尽管原则上方差分析是一个参数分析方法，通常只用于正态分布数据，但是细胞

遗传学最常遇到的数据类型（如泊松分布）近似正态分布，足以保证进行方差分析。

另一种就是大量的非参数分析方法，介绍如下。 

VI-1.7. 非参数检验 

在数据不能满足正态分布的情况下，就要用非参数检验。Wilcoxon 检验是一种与

配对 t 检验相似的非参数检验方法，可用于比较一组或两组数据。Wilcoxon 检验是一

种符号排列检验，要求按重复间隔测量数据。检验统计寻找的是总体中位数。对于独

立样本，可以应用 Mann Whitney 检验。这是 t 检验的非参数检验法，用于检验两组未

配对数据是否来自于相同分布。对于多组数据的比较，Kruskal Wallis 检验是 Mann 

Whitney 检验的一种延伸，类似于方差分析。 

VI-2. 统计分布 

有几种形式和类型的分布可用来模拟事件发生的概率。分布类型的选择对数据的

准确分析十分重要，在细胞遗传学数据估算中已经提出并使用了几种模型。下面讨论

几种最常用的模型及其在辐射细胞遗传学中的应用。 

VI-2.1. 泊松分布 

泊松分布是一种离散型概率分布，表示罕见的机事件发生的概率。泊松分布是细

胞遗传学数据分析中最广泛认可和最常使用的分布类型。染色体畸变的数据通常在数

量上非常小，Edwards 等人证明，染色体畸变服更加真实地服从泊松分布，而不是正态

分布[4]。Merkle 证实，服从泊松分布的拟合度检验，包括本出版物中讨论的 χ2 检验、

方差分析和 u-检验，已被证明是适合于细胞遗传学数据分析的，特别是在大样本容量

情况下[5]。对于曲线拟合，已经证明回归分析适用于泊松分布数据。导致的极大似然

形式[6]和（或）加权最小平方[7]拟合，现在被最普遍地应用于建立双着丝粒或微核等

染色体畸变剂量刻度曲线。 
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VI-2.2. 二项分布 

二项分布是一种离散型概率分布，用于描述一系列独立实验中成功结果数的概

率，每个只有两种可能结果之一。在每一种情况下，若结果 1 的概率为 p，则结果 2 的

概率为 1-p。细胞遗传学中，用二项分布模拟一组数据的最好例子是计数损伤细胞的数

目，其中两种可能结果是细胞要么损伤，要么完好。实际上，二项分布还经常用来计

算损伤细胞的标准误。 

VI-2.3. 混合泊松分布模型 

Sasaki[8]提出了一种分析染色体畸变数据的方法，试图解决不均一性导致的平均剂

量估算不当的问题。细胞群是由多个细胞亚群的混合体组成，每个细胞亚群受到不同

剂量照射，引起不同数目的损伤。因此细胞中染色体损伤的分布可以表现为一种混合

泊松分布，将其展开可得到一个剂量分布模型。这个模型被证实对于模拟数据或真实

数据的线性平方剂量效应能提供足够的拟合。 

VI-2.4. 负二项分布 

像泊松分布一样，负二项分布也是离散型概率分布，但是负二项分布还有另外一

个参数用于表示过离散分布。当过离散参数趋近 0 时，负二项分布接近于泊松分布

[9]。已有一些学者用负二项分布代替泊松分布，例如在 2008 年一项对航天员的染色体

易位率的研究中[10]。 

VI-2.5. 奈曼 A 型分布 

奈曼分布最早由 Neyman 于 1939 年提出，他用这种新的分布法来检验两个方差不

同的样本均值之间的差异。这种方法与其它标准检验方法如 z 检验和 t 检验不同，例

如，z 检验和 t 检验是基于正态分布的数据，分别具有已知或未知的总体标准差，还要

求方差如果不同必须相近。奈曼 A 型分布随样本量的增加趋近于广义泊松分布[11]。

2008 年 Morand 等人发表了一篇技术报告，介绍 NETA 计算计程序可用于计算奈曼 A

型分布事件的 95%置信限[12]。Morand 及其同事发现，用奈曼分布计算得到的置信限

比用传统的泊松分布法（用于小样本容量（细胞数））计算到的要小[12]。 

VI-2.6. 其它分布 

β 分布定义为一组连续概率分布，定义在 0－1 区间，由两个形状参数确定，通常

称为 α 和 β。对于多个（两个以上）参数，Dirichlet 分布是 β 分布的一种扩展形式。

Stiratelli 等[13]对于化学诱导染色体损伤的泊松分布与二项分布和 β-二项、负二项及相

关二项的分布进行了比较。与 Poisson 分布和简单二项分布明显不同的是，这些模型都

不依赖于细胞反应的独立性。作者发现，所有基于 β 分布的模型都较泊松分布和二项

分布模型显示出更好的拟合（用 χ2 检验）。β-二项分布模型对作者给出的数据提供了最

好的拟合[13]。 
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对数正态分布由 Aitchison 和 Shen 于 1980 年正式提出。二维正态分布的逻辑转换

可以在简单的二维正态分布基础上产生一个对数正态分布。当基础病例分类不明确时

（如染色体畸变数据），可以用这种分布进行统计学诊断。作者对其应用给予举例说

明，如复合概率数据的直接统计学描述和分析，以及在多项式和偶然性列表数据分析

[14]中作为 Dirichlet 共轭先验类的替代。 

VI-3. 拟合剂量效应曲线的程序 

有关曲线拟合软件的介绍见第 8.3 节。本附件给出了一个使用软件 R-based 工具的

实例，用于表 4 中 60CO 数据的拟合。尽管 CABAS 和“剂量估算”可用作现成的软件

包，但 R 程序需要数学专业人员来编写。需要的程序已经（由 H. Braselamann）编写

完成，全部展现在框 1 中，未在别处发表。 

该程序由四部分组成。第一部分用于输入观察数据，如剂量、畸变数目、计数的

细胞数及分布指数（disp）等。这个指数有两种选择：或者把每个剂量点作为恒定的

值，或者把每个剂量视为独立的值。在实例中恒定值用 1.0，另一种选择是用表 4 给出

的单个 σ2/y 值。（注意程序中所有以#号开头的行只是信息提示而不运行）。接下来部

分是输入最理想的条件：i) δ 相关系数，推荐用 1 或者也可以估算这一系数；ii) 必要

的权重；iii) 希望拟合的函数。对这一点，线性拟合输入“l”，线性平方输入“lq”。

剩余两部分只需要程序的研发者加以修改。若要将数据拟合成线性剂量效应函数，则

必须用表 4 中的 3He 数据来输入（见框 1 下方），之后程序与框 1 显示的相同。 

要运行该程序，需要从互联网站下载 R 程序（第 8.3 节），用本出版物的 PDF 版

本，将框 1 中的程序直接复制粘贴到 Word 处理软件中。取代 60CO 实例数据输入自己

的数据，选择预定选项“l”或“lq”，使用屏幕上的 R 程序，将编程贴到符号>后面。 

输出结果显示于框 2，其中 x0、x1 和 x2 分别是方程（2）的系数 C、α和 β，及相

应的标准误。z 值是对每个系数各自概率（Pr）的显著性检验。同时给出的还有每个系

数的方差和协方差。请注意这些系数的值与表 5 所示的相同，相应的方差和协方差值

见第 9.7.3 节。R 程序输出结果也以曲线图方式展示了数据点和拟合的曲线（图 VI-

I）。 
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框 1.  举例说明 60Co 数据的曲线拟合程序 
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框 2  60Co 数据的拟合结果 
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图 VI-I.  60CO 数据曲线图：显示观察的数据点和拟合的线性平方曲线。 

 

 

剂量 

畸
变

/细
胞

 



 

197 

 

附 件 VII 

实验室间质量保证比对演练实例 

本附件提供一个在 14 个生物剂量学实验室之间进行国际比对的实例。比对演练包

括血样接受 0.75 Gy 和 2.5 Gy 的 60Co γ射线离体照射后中期细胞样本的制备和分析。

要求参与比对的实验室分析 50 或 100 个细胞（分类诊断模式），常规计数 500 个细胞

或达到 100 个双着丝粒时终止计数，然后报告双着丝粒率和估算的剂量。对于这次实

验室间的比对，用 ISO 5725-5 与 ISO 13528:2005 标准[15、16]描述的稳健统计法（A

和 S 算法）对各实验室的绩效及演练的可重复性进行评估。 

这里介绍的实例只是实验室间比对结果的一部分，是 0.75 Gy 照射后 500 个细胞的

分析结果。详见文献[17]。 

用 z 检验来判定实验室的绩效： 

22*

i

)(

x
z

x

ref

us

x






）（
                       （VII-1） 

z 检验考虑的是每个实验室报告的双着丝粒观察值，或参照双着丝粒率或各自实验

室预先制备的剂量-效应曲线（xi）估算的剂量值。对于畸变率分析，xref 是一个认可值

（用算法 A 获得的稳健平均值，x*），对于剂量估算分析，xref 代表授与的物理剂量。z

检验也考虑了通过算法 A 得到稳健标准差（s*），以及认可值或参考值的标准不确定性

（μx）。估计畸变率时，μx 的计算如下： 

P
suref

*25.1                         （VII-2） 

式中，p 代表比对的参与实验室数。 

关于剂量估算，授与血样的实际剂量的物理测量值的不确定性用 μx 表示，按照方

程Ⅶ-3 的标准，可忽略不计。在剂量估算方面，μx 是授与的物理剂量的不确定性，根

据以下方程，在每次分析中 μx 可忽略不计： 

1
)(

96.0
22*

*





xus

s
                   （VII-3） 
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为了评估实验室的绩效，适用以下标准： 

 2z  满意 

32  z   有问题 

 3z    不满意 

对于双着丝粒率，各实验室的 z 值如图 VII-1 所示。这里，稳健平均值 xref 是

0.05，s*是 0.01。所有 z 值均落在-1.66~1.21 之间。根据接受标准，均为“满意”。 

 

图 VII-1. 各参与实验室双着丝粒率的 Z 值。 

 

图 VII-2 示出各实验室报告的剂量估算值及 95%置信区间。水平实线代表授与的

物理剂量，虚线表示 1.96 s* 置信区间。结果显示，只有 L11 实验室报告的估算剂量为

0.98 Gy，z 值（2.12）为“有问题”。 

 

图 VII-2. 各参与实验室的估算剂量。 
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比对演练的重复性用可重复性标准差（SR）来评价： 

)11()( 22*

nSsS rR                  （VII-4） 

这个公式用算法 A 得到的稳健标准差（s*）考虑实验室之间的变异程度，用算法 S

得到的可重复性标准差 Sr考虑实验室内的变异程度。在公式 VII-4 中，n 代表对每个参

与实验室进行的重复测量次数，在这次演练中为 2。在分析 500 个 0.75 Gy 照射的细胞

后，双着丝粒率的 SR 值为 0.013，剂量的 SR 值为 0.116。为了比较双着丝粒和剂量这

两个测量值的可重复性，引入变异系数（CV）。 

CV 表示结果的整体离散程度，计算为 SR/x* 的比。本例中得到双着丝粒率的 CV

值为 24.4%，剂量的 CV 值为 15.6%。这个结果表明，剂量估算的可重复性比双着丝粒

率的好。 

未来相同实验室之间的比对将确定是否能够改进实验的可重复性。若不能，则获

得的数值将被视为与方法的随机误差有关的变异性而被接受。 

 
 



 

200  



 

201 

 

附件参考文献 

[1] FENECH, M., Cytokinesis-block micronucleus cytome assay, Nat. Protoc. 2 (2007) 1084–

1104. 

[2] WEIER, H.G., et al., Two colour hybridization with high complexity chromosome-specific 

probes and a degenerate alpha satellite probe DNA allows unambiguous discrimination 

between symmetrical and asymmetrical translocations, Chromosoma 100 (1991) 371–376. 

[3] FENECH, M., et al., HUMN project: detailed description of the scoring criteria 4686 for the 

cytokinesis-block micronucleus assay using isolated human lymphocyte 4687 cultures, 

Mutat. Res. 534 (2003) 65–75. 

[4] EDWARDS, A.A., LLOYD, D.C., PURROT, R.J., Radiation induced 

chromosomeaberrations and the Poisson distribution, Radiat. Environ. Biophys. 16 (1979) 

89–100. 

[5] MERKLE, W., Poisson goodness-of-fit tests for radiation-induced chromosome aberrations, 

Int. J. Radiat. Biol. 40 (1981) 685–692. 

[6] FROME, E.L., DUFRAIN, R.J., Maximum likelihood estimation for cytogenetic 

doseresponse curves, Biometrics 42 (1986) 73–84. 

[7] PAPWORTH, D.G., SAVAGE, J.R.K., “Curve fitting by maximum likelihood”, Radiation-

Induced Chromosomal Aberrations in Tradescantia: Dose Response Curves, Radiat. Bot. 15 

(1975) 87–140. 

[8] SASAKI, M.S., Chromosomal biodosimetry by unfolding a mixed Poisson distribution: a 

generalized model, Int. J. Radiat. Biol. 79 (2003) 83–97. 

[9] BRAME, R. S., and GROER, P. G., Bayesian methods for chromosome dosimetry 

following a criticality accident. Radiat. Prot. Dosim. 104 (2003) 61–63. 

[10] YONG, L.C., et al., Increased frequency of chromosome translocations in airline pilots with 

long-term flying experience, Occ. Environ. Med. 66 (2008) 56–62. 

[11] NEYMAN, J., On a new class of “contagious” distribution, applicable in entomology and 

bacteriology, Am. Math. Stat. 10 (1939) 35–55. 

[12] MORAND, J., et al., Confidence limits for Neyman type A-distributed events, Radiat. Prot. 

Dosim. 128 (2008) 437–443. 

[13] STIRATELLI, R.G., MCCARTHY, K.L., SCRIBNER, H.E., Parametric approaches to the 

analysis of in vivo cytogenetics studies, Environ. Mutagen. 7 Suppl. 4 (1985) S43–S54. 



 

202 

[14] AITCHISON, J., SHEN, S.M., Logistic-normal distributions: some properties and uses, 

Biometrika 67 (1980) 261–272. 

[15] INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, “Alternative 

methods for the determination of the precision of a standard measurement method”, 

International Standard. Accuracy (Trueness and Precision) of Measurement Methods and 

Results, ISO 5725-5, ISO, Geneva (1998). 

[16] INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, International 

Standard. Statistical Methods for Use in Proficiency Testing by Interlaboratory 

Comparisons, ISO 13528, ISO, Geneva (2005). 

[17] DI GIORGIO, M., BARQUINERO, J.F., VALLERGA, M.B., RADL, A., TAJA, M.R., 

SEOANE, A., DE LUCA, J., STUCK OLIVEIRA, M., VALDIVIA, P., GARCIA LIMA, 

O., LAMADRID, A., GONZALEZ MESA, J., ROMERO AGUILERA, I., MANDINA 

CARDOSO, T., GUERRERO CARBAJAL, Y.C., ARCEO MALDONADO, C., 

ESPINOZA, M.E., MARTINEZ-LOPEZ, W., MENDEZ-ACUÑA, L., DI TOMASO, M., 

ROY, L., LINDHOLM, C., ROMM, H., GÜÇLÜ, I., LLOYD, D.C., Biological dosimetry 

intercomparison exercise: an evaluation through triage and routine mode results by robust 

methods. Radiation Research (2011, in press). 

 

 



 

203 

 

缩 写 词 表 

ace acentric fragment 无着丝粒断片 

AFRRI Armed Forces Radiobiology Research 

Institute 

美军放射生物研究所 

ANOVA analysis of variance 方差分析 

ARS acute radiation syndrome 急性放射综合征 

AS abasic sites 碱基位点 

ATP adenosine triphosphate 三磷酸腺苷 

BD Base damage 碱基损伤 

BER Base excision repair 碱基切除修复 

BN binucleated 双核 

BrdU bromodeoxyuridine 溴脱氧尿嘧啶核苷 

BSS Basic Safety Standards 基本安全标准 

CABAS Chromosomal aberration calculation 

software 

染色体畸变计算软件 

CBMN Cytokinesis-block micronucleus assay 胞质分裂阻断微核检测 

CBMN Cyt Cytokinesis-block micronucleus cytome 

assay 

胞质分裂阻断微核细胞学

检测 

CCD Charge-coupled device 电耦设备 

CHO Chinese hamster ovary 中国仓鼠卵巢 

CP Cetromeric probe 着丝粒探针 

CRP Co-ordinated Research Programme 协调研究项目 

Cyt-B Cytochalasin-B 细胞松弛素 B 

DAPI 4’,6’diamidino-2-phenylindole 4',6-二脒基-2-苯基吲哚 

DCA Dicentric chromosome assay 双着丝粒染色体检测 

df Degrees of freedom 自由度 

dic Dicentric chromosome 双着丝粒染色体 

DMSO dimethylsuphoxide 二甲基亚砜 

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

DPC DNA-protein cross-links DNA 蛋白交联 

DSB Double strand break 双链断裂 

EDTA Ethylene diamine tetra acetic acid 乙二胺四乙酸 

ESR Electron spin resonance 电子自旋共振 

FISH Fluorescence in situ hybridization 荧光原位杂交 

FPG Fluorescence plus Giemsa 荧光加姬姆萨染色 

HBSS Hank’s balanced salt solution Hank's 平衡盐液 

HIV Human immunodeficiency virus 人类免疫缺陷病毒 
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HPBL Human peripheral blood lymphocytes 人外周血淋巴细胞 

HRR Homologous recombination repair 同源重组修复 

HUMN Human micronucleus 人类微核 

IAEA International Atomic Energy Agency 国际原子能机构 

ICRP International Commission on Radiological 

Protection 

国际放射防护委员会 

ICRU International Commission on Radiation 

Unites and Measurements 

国际辐射单位与测量委员

会 

IND Improvised nuclear devices 简易核装置 

IRSN Institute de Radioprotection et de Sûreté 

Nucléaire (France) 

辐射防护和核安全研究所

（法国） 

ISO International Organization for 

Standardisation 

国际标准化组织 

IU International unit 国际单位 

LCL Lower confidence limit 置信下限 

LET Linear energy transfer 传能线密度 

LIMS Laboratory information management 

system 

实验室信息管理系统 

M1, M2 First, second, in vitro division metaphase 体外第 1 次、第 2 次，分

裂中期 

MDS Multiple damage sites 多损伤位点 

MEM Minimum essential medium 最低必需培养基 

mFISH Multicolour fluorescence in situ 

hybridization 

多色荧光原位杂交 

MN Micronucleus(micronuclei) 微核 

MNCM-ve/+ve Micronucleus centromere negative/positive 

cell 

微核着丝粒阴性/阳性细胞 

NBUD Nuclear bud 核芽 

NDI Nuclear division index 核分裂指数 

NHEJ Non-homologous end-joining 非同源末端连接 

NER Nucleotide excision repair 核酸切除修复 

NIRS National Institute of Radiological Sciences 

(Japan) 

国立放射线综合医学研究所

（日本） 

NPB Nucleoplasmic bridge 核质桥 

NPP Nuclear power plant 核电厂 

OA Okadic acid 冈田酸 

PAINT Protocol for Aberration Identification and 

Nomenclature Terminology 

畸变识别和术语命名方案 

PBS Phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 
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PCC Premature chromosome condensation 早熟染色体凝聚 

PCR Polymerase chain reactin 聚合酶链式反应 

PEG Polyethylene glycol 聚乙二醇 

PHA Phytohaemagglutinin 植物血球凝集聚 

QA Quality assurance 质量保证 

QC Quality control 质量控制 

RBE Relative biological effectiveness 相对生物效能 

RDD Radiological dispersal device 放射性弥散装置 

REAC/TS Radiation Emergency Assistance 

Center/Training Site (USA) 

辐射应急救援中心/培训 

基地（美国） 

RED Radiological exposure devices 放射性照射装置 

RICA Rapid interphase chromosome assay 间期细胞快速染色体检测 

RNase ribonuclease 核糖核酸酶（RNA 酶） 

SD Standard deviation 标准差 

SE Standard error 标准误 

SEM Standard error of the mean 均数标准误 

SI International System of Units 国际单位制 

SSB Single strand break 单链断裂 

SSBR Single strand break repair 单链断裂修复 

SSC Saline sodium citrate 柠檬酸纳 

TLD Thermoluminescence dosimeter 热释光剂量计 

UCL Upper confidence limit 置信上限 

UN United Nations 联合国 

UV ultraviolet 紫外线 

WHO World Health Organization 世界卫生组织 
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定 义 3 

吸收剂量（absorbed dose (D)）* 基本剂量学量 D，定义为： 

dm

 dε
D  

式中， 

dε 表示电离辐射授与某一体积元内物质的平均能量，dm 表示该体积元内物质的质

量。 

 能量可以按任何给定义的体积平均，平均剂量等于授与该体积的总能量除以

该体积的质量。 

 吸收剂量定义在一个点上；对于某组织或器官中的平均剂量，见器官剂量。 

 单位：戈瑞（Gy），等于 1 J/kg（曾用单位：拉德，rad）。 

事故（accident）* 从防护或安全的观点来看，后果或潜在后果不容忽视的任何意外

事件，包括操作失误、设备故障及其它意外等。 

临界事故（criticality accident） 涉及临界反应的事故。 

 典型的核燃料设施内。 

无着丝粒体（acentric (ace)） 没有着丝粒的、大小不同的染色体末端或中间的断

片。通常独立于双着丝粒、三着丝粒或着丝粒环畸变而形成的无着丝粒称作额外

无着丝粒体。 

α辐射（alpha radiation） 某些放射性核素在核衰变时发射的粒子辐射。α粒子由两

个中子和两个质子组成，与氦原子核相同。α 粒子容易被几厘米厚的空气所吸

收，因此其主要危害来自摄入体内的 α核素。 

非整倍体诱变剂（aneugen） 一种间接诱变剂，能影响细胞分裂和有丝分裂期的纺

锤体形成，导致整条染色体的减少或增加，形成非整倍体。 

强直性脊柱炎（ankylosing spondylitis） 影响脊柱和骨盆骶髂关节的慢性关节炎。

数十年前，曾采用大面积离体照射来治疗这些患者的脊柱炎。 

抗凝剂（anticoagulant） 一种防止血液凝固的药物。 
__________________________ 
3 本定义适用于本出版物的用途。标注星号的内容引自参考文献[357]。 
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本底畸变率/水平/值（background frequency/level/value） 在一般人群中记录到的染

色体畸变或微核发生率（或数目）。 

贝可（becquerel (Bq)）* 放射性活度的国际单位，等于每秒钟一次核转变。 

 取代非国际制单位居里（Ci），1 Bq≈27 pCi（2.7×10-11 Ci），1 Ci = 3.7×1010 

Bq。 

β 辐射（beta radiation） 粒子辐射，包括某些放射性核素在核衰变时释放出的带正

电荷或负电荷的电子。β 粒子在空气中的穿透力是几厘米到几米，在软组织或塑

料中仅有几毫米到几厘米。 

偏差（bias） 结果或推测结果与真实情况或过程的偏离。 

双核（binucleated） 具有两个细胞核。双核细胞发生于核分裂末期，可以用胞质分

裂阻断抑制剂如松胞素 B 来积累。在胞质分裂阻断微核检测中，检测微核及核质

桥均计数双核细胞。 

生物剂量学（biological dosimetry/biodosimetry） 用生物标志物验证辐射照射并估

算吸收剂量。 

生物效应（biological effects） 对生命物质、有机体、组织或细胞可能产生的后果范

围，与暴露于外部因素如电离辐射而引起的细胞损伤的类型和程度有关。 

生物标志物（biomarker） 正常生物学或病理学过程的一个指标。在生物剂量学领

域，他们被用于区别辐射诱发的生物损伤与其他因素导致的损伤。 

Bragg-Gray 空腔理论（Bragg-Gray cavity theory） 把介质中的充气空腔内产生的电

离与对周围介质吸收能量联系起来。在染色体畸变形成上，应用这一理论的意义

是，由于细胞核十分小，以致吸收的所有能量只是由穿过核的电子所造成，因此

次级粒子可以被忽略。 

5-溴脱氧尿嘧啶（5-Bromodeoxyuridine (BrdU)） 胸腺嘧啶的类似物，在胸腺嘧啶

6’端的甲基团被溴取代。BrdU 在生物剂量学中用来判别标记的新合成 DNA，以

识别已经历不止一次有丝分裂的细胞。 

白衣膜（buffy coat） 抗凝血样离心后得到的含有大部分白细胞的细胞层。 

刻度曲线（calibration curve） 在生物剂量学中，是对已知剂量血样离体照射后得到

的剂量-效应关系的一种图形或数学描述。该曲线通过内插法来确定潜在受照个体

的吸收剂量。 

C-显带（C-banding） 见“染色体分带”。 
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着丝粒（centromere） 染色体的主缢痕区，在有丝分裂过程及染色单体对连接时可

以看到。 

监管链（chain-of-custody） 从血样的采集、接收、最终处理，跟踪样品的处理和保

存，完整记录血样的过程。 

带电粒子平衡（charged particle equilibrium） 离开给定体积的每一种类型的带电粒

子数与进入其中的带电粒子数相等时即为带电粒子电平衡。 

染色体分带（chromosome banding） 一种用于染色体差别染色的技术，最常用的是

吉姆萨染色。依靠这种方法，可以使对染色体某些区域，如着丝粒（C-显带）或

染色体臂的特征图形（G-显带）的选择性染色可视化。每对染色体特有的深浅带

图形可用来识别染色体并评价其结构。 

断裂剂（clastogen）  造成染色体 DNA 断裂的物理或化学因素，可以导致染色体重

排，如在分裂中期观察到的染色体畸变。 

DNA 集簇性损伤（clustered DNA lesions）  电离辐射引起同一分子在 20 个碱基以内

出现两个以上的 DNA 损伤位点。 

秋水仙素/秋水仙胺（colchicine/Colcemid）  细胞分裂过程中抑制纺锤体形成的生物

碱化合物。可通过阻止细胞进入分裂后期来收集大量的中期细胞。秋水仙胺是植

物来源的秋水仙素的天然合成类似物。 

复杂重排（complex rearrangement）  指两条以上染色体发生三处以上断裂的畸变，

是密电离辐射或大剂量疏电离辐射诱发的特征。 

置信区间（confidence interval） 根据选择的分布（如泊松分布）对某个感兴趣的变

量（如：速率）确定的区间估算值，使得该区间具有包含变量真值的特定概率。

这样，置信区间（用置信上限和下限来表述）用以表示估算值的可信度。区间内

是否可能包含参数是由置信水平或置信系数决定的，提高理想的置信水平可扩大

置信区间的范围。 

混淆（confound）  在一项研究中，其他变量（混淆因素，如年龄、吸烟）对某个主

要变量（如电离辐射照射）与效应研究（如诱发的畸变）之间的相关关系造成干

扰。若不考虑这些混淆因素，可能会得出实际并不存在的相关性或使真实的关系

变得模糊。 

不纯泊松分布法（contaminated poisson method）  着丝粒环及双着丝粒染色体畸变

率的一种数学分析方法，用于疑似局部照射时的剂量估算。这种方法通过考虑双

着丝粒在所有计数细胞中的分布进行剂量估算，并给出机体受照体积的附加信

息。参见 Qdr 方法。 
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放射性污染（contamination）*  物体表面的、或固体、液体和气体（包括人体）中

的放射性物质，或导致放射性物质在这些部位出现的过程。 

对照组（control group）  暴露于与受照个体尽可能相同条件的一组细胞、动物或受

试人员，所不同的是待研究的效应是不受管理的。 

协方差（covariance）  用于测量两个（或更多）非独立数据集间变化的相关性，换

言之，各数据集是如何相互变化的。协方差有可能是正数，也可能是负数，表示

各数据集间的正或负的线性关系。如果数据是独立的，那么协方差为 0。 

曲线参数协方差（covariance of curve parameters）  参数（C、α、β）不会单独

偏离其理想的真值（见标准差、方差），但是会整体偏向某一特定量的相关

数，因为它们是由相同数据集同时计算的。因此，与单独用方差计算相比，

像公式（7）一样的结合计算会使误差减小。方差和协方差也能用于一致关

系的计算（协方差除以两个方差乘积的平方根，即协方差除以标准差的乘

积）。 

曲线拟合（curve fitting）  确认一个方程是否与一系列数据点很好地符合，可能有许

多另外的约束，其中包括用每个数据点的可信度（通过各点的标准误来确定）或

限制其符合某个测量本底值来权重方程的适合度。 

松胞素 B（cytochalasin B）  一种源于真菌的天然化合物，具有抑制哺乳动物和人类

细胞胞质分裂的独特性质，用于胞质分裂阻断微核检测。 

细胞遗传学（cytogenetics）  遗传学的一门分支，主要研究染色体。 

胞质分裂阻断微核细胞检测（cytokinesis-block micronucleus cytome assay (CBMN 

Cyt)）  CBMN Cyt 是较 CBMN 更为先进的一种检测方法，包含对更大范围的染

色体损伤生物指标（双核细胞中的微核、核质桥、核芽等）以及细胞死亡（坏死

和凋亡细胞）及细胞生长抑制（基于单核、双核及多核细胞比例的核分裂指数）

的检测。在此体系中，微核及核质桥是被证实的、用于电离辐射照射生物剂量学

检测的最好生物标志物。 

密电离辐射/高 LET 辐射（densely-ionizing/high-LET radiation）  沿其径迹在密集的

相互作用中沉积能量的辐射（如 α 粒子与中子），这种空间分布反映在相对生物

效能上。参见“传能线密度，LET”。 

探测限（detection limit）  用给定的生物剂量学标志物的最低发生率表示的剂量，高

于本底发生率，置信水平通常为 95%。 

确定性效应（deterministic effect）  辐射的一种健康效应，一般存在剂量阈值，超过

阈值时效应的严重程度随剂量的增加而增大。假如效应是致死性的或严重威胁生
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命的、或引起持久性损伤而降低生存质量的，这种效应称为“严重确定性效

应”。 

双着丝粒体（dicentric (dic)）  两条断裂的染色体错误修复，形成有两个着丝粒的畸

变染色体。 

二倍体（diploid）  物种体细胞内特定数目的染色体；在人类为 46 条染色体（22 对

常染色体和两条性染色体）。 

脱氧核糖核酸（DNA）（deoxyribonucleic acid (DNA)）  染色体内包含的分子，编码

的基因决定着机体的结构和功能，并将遗传信息从亲代传递给子代。 

剂量率（dose rate） 能量从辐射转移至靶的速率；每单位时间授与的剂量。尽管原

则上剂量率可以用任意时间单位来定义（如：年剂量在技术上是一种剂量率），

但通常所用术语剂量率的时间单位很短，如：剂量/秒或剂量/小时。 

辐射剂量计（dosimeter, radiation）  测量电离辐射照射的物理装置。 

双链断裂（double strand break（DSB））  DNA 损伤类型，指 DNA 双股螺旋结构中

的两条链在相同位点或邻近位点的磷酸二脂键被切断而导致的 DNA 完全断裂。 

电子自旋共振电子顺磁共振（electron spin resonance（ESR）/electron paramagnetic 

resonance）  研究有一个或多个未配对电子的化学种态的一门技术，如有机和无

机自由基或具有一个转换金属离子的无机复合物。该技术可以作为辐射剂量计。 

应急（emergency）*  一种必须快速行动的非常规情况，首先是缓减对人身健康和安

全、生活质量、财产或环境的有害或不良后果。包括核与放射应急和常规应急，

如火灾、危险化学品泄漏、风暴或地震等。应急包括授权采取快速行动以减小可

觉察危害、核或放射应急后果的情况。由于下述原因而存在或察觉存在危害时启

动应急： 

(a) 链式核反应或链式反应产物衰变释放能量； 

(b) 辐射照射。 

 (a)和(b)条分别表示核应急和放射应急，但这并不是严格的区分。 

 在某些情况下，如果并不需要明确区分危害的性质（如国家辐射应急计

划），可以用辐射应急来代表，在本质上意义是相同的。 

酶（enzyme）  对其它物质的化学反应产生催化作用一的种蛋白质分子，在反应过程

中自身结构不被破坏或改变。 

流行病学（epidemiology）  研究特定人群健康相关状态和事件的分布和决定因素，

并将该研究用于健康问题的管理。 
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照射（exposure）*  被辐照的行为或条件。 

照射不应作为剂量的同义词，剂量是照射效应的一种度量。 

 根据照射的性质和持续时间（见“照射情况”），或根据照射源、受照人群，

和受照环境，可将照射分为不同类型（见“照射类型”）。 

外照射（external exposure）  来自体外源的辐射照射。 

 相对于内照射。 

内照射（internal exposure）  来自体内源的辐射照射。 

 相对于外照射。 

照射情况（exposure situations）* 

急性照射（acute exposure）  短时间内受到的照射。通常用于指持续时间足够短

的照射，产生的剂量可作为瞬时剂量来处理（例如小于 1 h）。 

慢性照射（chronic exposure）  持续一定时间的照射。“慢性”只是形容照射的

持续时间，并不意味涉及的剂量有多大。通常用来描述环境中长寿命放射性

核素引起的持续多年的照射。国际放射防护委员会用“长期照射”代表“慢

性照射”，这两个名词都是相对于急性照射而言的。 

假阴性（false negative）  个体实际上受到影响而显示未受影响的检测结果；即受影

响的个体显示阴性的测试结果。 

假阳性（false positive）  个体实际上未受影响而显示受到影响的检测结果；即在未

受影响的个体中显示阳性检测结果。 

快中子（fast neutrons）  能量超出某给定水平的中子，通常约为 1 MeV。 

第一响应者（first responders） 在应急现场作出响应的第一批应急服务人员。 

裂变中子（fission neutrons）*  自由中子，通常产生于核裂变反应过程。核反应中一

个原子的重核分裂为两个大小近似相等的部分（更轻元素的核），伴随释放较大

量的能量。 

荧光原位杂交（fluorescent in situ hybridization (FISH)）  通过荧光标记的 DNA 探

针附着在变性的染色体 DNA 分子上，用来识别特异性染色体或染色体区域的一

种技术。 

间期 FISH（interphase FISH）  直接将探针引入间期细胞内，可以看到染色质

结构域水平的变化。 
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中期 FISH（metaphase FISH） 将探针引入分裂中期的染色体内，可以看到染

色体畸变。 

FISH 技术（FISH techniques）： 

多色 FISH（multicolour FISH（mFISH)）  mFISH 利用“全染色体涂染”

DNA 探针，这些探针对人类每条染色体用唯一结合的荧光颜色来标

记。 

pq-mFISH（pq-mFISH）  mFISH 的一种变体，用以区分每条染色体的

臂。 

荧光染料（fluorochrome）  当适当激发时能发出荧光的分子。用于 FISH 细胞遗传

学中对特定染色体区域的标记。 

γ 辐射（gamma radiation）  由核或者粒子衰变或湮没事件发出的高频（波长非常

短）电磁辐射（光子）。γ 射线对组织的穿透力大于 β 或 α 粒子的，但是传能线

密度较低。必须用重材料如铅或混凝土才能屏蔽 γ辐射。 

G-显带（G-banding）  见“染色体分带”。 

基因毒（genotoxin）  引起遗传物质损伤或突变的任何化学因素或物理因素。 

G-函数（G-function）  一个时间相关因子，用于修正线性平方剂量效应关系的剂量

平方项系数，以计及迁延照射的效应。 

戈瑞（Gy）（gray (Gy)）*  比释动能 K 和吸收剂量的国际制单位，相当于 1 J/kg。取

代拉德（rad），1 Gy = 100 rad。 

造血（haematopoiesis）  血细胞成分的形成过程。 

半衰期（T1/2）（half-life (T1/2)）* 

(1) 对一种放射性核素而言，其放射性活度衰减需要一定的时间，即在放射性衰

减过程中其放射活度减至原来一半所需要的时间。 

 在需要与下述（2）条中介绍的其它类型的半衰期加以区别时，应当使

用术语“放射性半衰期”。 

 半衰期与衰减常数 λ有关，计算公式如下： 


2ln

2/1 T  

(2) 特定场所中特定物质（如放射性核素）的量，由于任何特定过程或由于服从

类似的放射性衰变指数规律的过程减少至一半所花费的时间。 
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生物半排期 biological half-life  一种物质在身体的某个特定组织、器官或局部

（或任何其它特定的动植物）中作为生物过程质量减少一半所花费的时间。 

有效半衰期（Teff）effective half-life（Teff）  放射性核素在某一特定部位完成所

有相关过程后，其放射活度减少至原来一半所花费的时间。 


i ieff

11

TT
 

式中：Ti 是过程 i 的半衰期。 

放射性半衰期（radioactive half-life）  放射性核素在放射衰变过程中活度减少

至一半所需要的时间。 

 术语“物理半衰期”也用于这一概念。 

半寿期（half-time）  指某一参数降至其原值的 50%所需要的时间。对于生物剂量学

应用而言，该术语用于描述外周血淋巴细胞转化所需要的时间。 

差染染色体（harlequin chromosome）  细胞经两个周期复制在 BrdU 掺入后呈现差

别标记和染色的染色体，在适当染色后，姊妹染色单体其中一条呈深色，另一条

呈浅色。 

摄入（incorporation）  放射性核素通过吸入、食入或经完整或损伤皮肤进入体内的

过程。 

插入（insertion）  一条染色体的无着丝粒片段插入另一条染色体的臂内形成的染色

体异常。 

比对演练（inter-comparison exercise）  用于质量保证和质量控制的一个步骤。在生

物剂量学领域，实验室之间通过交换样品材料进行比对分析。 

间期（interphase）  细胞周期介于两次有丝分裂之间的一段时期。细胞消耗的大部

分时间都在此期间，这时的主要功能是为细胞分裂做准备。 

倒位（inversion） 一种染色体的重排，染色体断片从一端倒转到另一端，并在同一

断裂点重新插入该染色体而形成。根据插入断片是否包含着丝粒分为臂间倒位和

臂内倒位。 

离体（in vitro）  在试管内进行观察或操作。 

活体（in vivo）  在活生物体内进行观察或操作。 

电离（ionization）  指一个或多个轨道电子脱离原子或分子，转变成带电荷状态（离

子）的物理过程。这个过程会导致局部释放大量能量，每一电离事件释放的能量

接近 33 eV，足以破坏牢固的化学键。 
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同位素（isotope）  质子数（原子序数相同但原子核数不同）和电子数相同但中子数

不同的同一化学元素的原子。同位素的化学性质相同但核特性不同。 

核型（karyotype） 按照标准分类法将一个细胞中每对同源染色体按大小、着丝粒位

置和染色体带型进行系统的排列。 

空气比释动能（kerma, air (kinetic energy released per unit mass)）*  量 K 定义为： 

 
dm

d trE
K   

式中： 

dEtr 是质量为 dm 的物质中由不带电电离粒子释放的所有带电电离粒子的初始动

能之和。 

 单位：戈瑞（Gy）。 

 最初是“物质中释放动能”的缩写，但现在已被接受为一个词。 

白细胞（leukocyte）  所有类型白细胞的总称（如淋巴细胞、中性粒细胞、嗜酸性粒

细胞、嗜碱性粒细胞、浆细胞和单核细胞）。 

传能线密度（LET）(LΔ)（linear energy transfer (LET) (LΔ)）*  一般定义为： 


 







d

dE
L  

式中： 

dE 是在穿行距离 d 中损失的能量， 

Δ是任何一次单一碰撞中能量传递的上界。 

 表示能量作为距离的函数是如何从辐射转移到被照射物体的。高 LET 指能量

沉集在很短的距离内。 

 L∞ (Δ=∞) 在定义品质因子数时表示“非定限传能线密度”。 

 LΔ也可以叫做“定限线碰撞阻止本领”。 

线性模型（linear model）  用于描述辐射生物效应的常见数学模型，其中效应 Y 是

剂量 D 的线性函数： 

 DY   
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线性平方模型（linear quadratic model）  用于描述辐射生物效应的常见数学模型，

其中效应 Y 是剂量 D 的线性平方函数： 

 .2DDY    

淋巴细胞（lymphocyte） 主要在血液、淋巴及形成机体免疫细胞和免疫前体细胞的

淋巴组织中发现的一类白细胞。 

Meta-分析（meta-analysis） 按照特定的课题将相似、独立的调查结果按特定参数进

行合并、总结与评价的研究。 

分裂中期（metaphase） 真核细胞周期中的有丝分裂阶段，此时的染色体长度浓缩

为最短，并在进入两个子细胞之前排列在细胞中部。 

微核（micronucleus (MN)）  微核是在具有染色体损伤的细胞中发现的细胞核之外的

小核。经典的微核是由分裂后期滞后的整条染色体或无着丝粒断片形成。微核的

直径一般为单核或双多核细胞中主核的 1/16~1/3。微核与主核的结构和染色相

同。 

有丝分裂原（mitogen）  诱导细胞增殖的试剂。 

有丝分裂（mitosis） 细胞分裂过程的一部分，此过程中真核细胞将它的染色体等分

至两个子细胞中。 

有丝分裂指数（mitotic index）  在一个给定时刻处于有丝分裂期的细胞百分比。 

致突剂（mutagen）  任何能导致 DNA 分子碱基序列或机体染色体水平遗传性突变的

化学或物理因素。 

突变（mutation） 一个基因由原来的自然状态发生的任何改变，这种改变可以引起

疾病，也可以是有益的、正常变异。 

中子辐射（neutron radiation）  中子是原子核的成分之一，是不带电的中性粒子。

中子是在核裂变过程中释放的，具有很强的穿透力。 

核芽（nuclear bud）  通过很细的核质连接附着于细胞核的微核样小体，属于核的异

常。 

核分裂指数（nuclear division index (NDI)）  是细胞周期平均速度的一项测量指标，

由到达每一个连续分裂阶段的某一细胞群中的相对细胞数得到，正常情况到第四

次分裂。 

核质桥（nucleoplasmic bridge (NPB)）  在分裂后期因双着丝粒染色体或染色单体的

着丝粒被拉向细胞两极而形成。在 CBMN 检测中，因为胞质分裂受阻，妨碍了

分裂后期已形成的核质桥的断裂，因此可以看到带有 NPB 的双核细胞。 
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核小体（nucleosome） 在染色体内部真核细胞染色质的组装过程中，这些构造形成

基本的复制单元。 

核素（nuclide） 以质子数（原子序数）和核质量数为特征的原子类型。 

概率比（odds ratio）  两个概率之比，计算显示为零剂量与疑似剂量（如佩章剂量

计）或物理测量剂量比的可能性。 

光激发光剂量计（OSL dosimeter (optically stimulated luminescence)） 用于测量电

离辐射照射的一类物理剂量计。 

PAINT（畸变的识别及命名方案）（PAINT (Protocol for Aberration Identification and

（Nomenclature Terminology） 用于 FISH 分析中描述染色体畸变的术语。 

泛着丝粒探针（pan-centromeric probe）  标记每条染色体的着丝粒区域的 DNA 探

针。 

体模（phantom）  与机体组织大致一样吸收和散射 γ 及 X 射线的一种装置。（例

如：用于建立剂量-效应刻度曲线所需要的剂量学测量或血样照射）。 

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction (PCR)）  利用 DNA 聚合酶对一个 DNA

序列通过重复复制进行酶式扩增的过程。 

Qdr 法（Qdr method） 着丝粒环和双着丝粒染色体畸变率的一种数学分析方法，用

于疑似局部照射的剂量估算。这种方法估算剂量只考虑受损细胞中的双着丝粒和

环的分布。见不纯泊松分布法。 

Qpcc 法（Qpcc method） 与上述 Qdr 法相同的一种数学分析法，依据的是早熟凝集

染色体断片的分布。 

相对生物效能（RBE）*（relative biological effectiveness (RBE)）  不同辐射类型诱

发某一特定健康效应的相对表示，表示为两种不同辐射类型产生相同程度的规定

生物学终点所需吸收剂量的反比。 

着丝粒环/无着丝粒环（ring, centric/acentric）  由一条染色体的两处断裂后重新连接

形成的带或不带着丝粒的环状染色体畸变。 

伦琴（R）（röntgen (R)）* 照射量单位，1 R=2.58×10-4 C/kg 

 已被国际制单位 C/kg 所取代。 

服务实验室（service laboratory）  本书中代表一种专门从事生物剂量检测的实验

室。 

希沃特（Sv）（sievert(Sv)）*  剂量当量和有效剂量的国际制单位，等于 1 J/kg。 
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统计显著性（significance, statistical）  如果一个特定的实验或研究结果明显偏离了

预期结果，则说有统计显著性。统计显著性是对真实程度的一个预测，即除了只

是偶然性以外的其它因素所致。一般，当误差概率小于 5%时，观察结果与预期

结果之间的偏差被认为是有显著意义的。 

单链断裂（single strand break (SSB)）  DNA 损伤类型，指 DNA 双螺旋中仅有一条

链被打断。 

疏电离辐射/低 LET 电离辐射（sparsely-ionizing/low-LET ionizing radiation）  见

“密电离辐射/高 LET 电离辐射”及“传能线密度”。 

稳定性畸变（stable aberration）  在有丝分裂过程中未丢失遗传物质的染色体之间或

染色体内的非致死性染色体重排或互换。 

稳定性细胞（stable cell）  不含非稳定性畸变的细胞。这些细胞可以完全未受损伤或

者仅包含稳定型的畸变。 

标准差（standard deviation (SD)）  对一个总体的测量样本中变数的一个定量度量，

表示一组数据中数值的分散程度有多大。对近似正态分布的数据而言，曲线参数

的标准差表示检测结果与真值间的差异可能有多大，可以理想地认为这个值是由

一个大群体的刻度捐赠者（或实验）的大量细胞为基础的平均值给出的。参见

“协方差”。 

均数的标准误（standard error of the mean (SEM)）  在一个近似正态分布的样本检

测中，对变量总数的一个定量测量指标，表示样本均数可能偏离总体的真实均数

有多大，以此来准确地定量总体的真实均数。 

辐射随机效应（stochastic effect (of radiation)） 辐射诱发的一种健康效应，辐射剂

量越大，效应发生的几率越大，而严重程度（假如发生）与剂量无关。随机性效

应可以表现为躯体效应或遗传效应，通常没有剂量阈值。如辐射诱发甲状腺癌和

白血病。 

同步化（synchronization） 当用于细胞培养时，是指人为控制细胞使其进入细胞周

期的相同阶段的过程。 

端粒（telomere） 每条染色体臂的末端都含有重复串联的 TTAGGG 序列，可以防止

染色体融合或双着丝粒形成。随着 DNA 每个周期的复制，端粒序列可以丢失或

在序列上发生微缺失。 

热释光剂量计（TLD dosimeter (thermoluminescent)）  用于测量电离辐射照射的物

理剂量计类型。 

易位（translocation） 一种染色体改变，其中一条染色体或染色体断片与另一条染

色体或染色体断片发生连接或互换，在减数分裂时形成同时分离的杂合体。 
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相互易位（双向或完全易位）（reciprocal translocation（2-way or complete 

translocation）  两条独立的染色体末端部位发生互换。 

非相互易位（单向或不完全易位）（non-reciprocal translocation (1-way or 

incomplete translocation)）  仅一条染色体断片的易位，不发生互换。 

分类诊断（triage）  根据病情的严重程度选择优先救治患者的过程。细胞遗传学分

类诊断是利用生物剂量检测结果来支持医学判断。 

三着丝粒体（tricentric）  由三条断裂染色体连接形成的带有三个着丝粒的畸变染色

体。计数时三着丝粒染色体相当于两个双着丝粒体，并且伴随两个无着丝粒断

片。 

氚化水（tritiated water）  水的一种形式，其中通常的氢原子被氢的放射性同位素氚

所取代。 

非稳定性畸变（unstable aberration）  对细胞本身或其子代可以是致死性的一种染

色体重排，因为其在有丝分裂过程中会导致遗传物质的缺失或不平衡传递。 

非稳定性细胞（unstable cell）  带有双着丝粒、环或无着丝粒断片等非稳定性畸变的

细胞。 

方差（variance）  在统计学上用来度量测量值偏离中心值的距离，计算为标准差的

平方。 

X 辐射（X-radiation）  由原子核外轨道电子或加速产生的韧致辐射所释放的短波电

磁辐射（光子）。其波长比紫外线的短，但比 γ 射线的长。必须用铅等重物质才

能屏蔽 X 射线。 
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国际原子能机构安全标准和相关出版物 

国际原子能机构安全标准 

根据《国际原子能机构规约》第三条的规定，国际原子能机构受权制定或采取旨在

保护健康及尽量减少对生命与财产之危险的安全标准，并规定适用这些标准。 

国际原子能机构借以制定标准的出版物以国际原子能机构《安全标准丛书》的形式

印发。该丛书涵盖核安全、辐射安全、运输安全和废物安全。该丛书出版物的分类是安

全基本法则、安全要求和安全导则。 

有关国际原子能机构安全标准计划的资料可访问以下国际原子能机构因特网网站： 

http://www-ns.iaea.org/standards/ 

该网站提供已出版安全标准和安全标准草案的英文文本。以阿拉伯文、中文、法

文、俄文和西班牙文印发的安全标准文本；国际原子能机构安全术语以及正在制订中的

安全标准状况报告也在该网站提供使用。欲求进一步的信息，请与国际原子能机构联系

（Vienna International Centre, PO Box 100, 1400 Vienna, Austria）。 

敬请国际原子能机构安全标准的所有用户将使用这些安全标准的经验（例如作为国

家监管、安全评审和培训班课程的依据）通知国际原子能机构，以确保这些安全标准继

续满足用户需求。资料可以通过国际原子能机构因特网网站提供或按上述地址邮寄或通

过电子邮件发至 Official.Mail@iaea.org。 

相关出版物 

国际原子能机构规定适用这些标准，并按照《国际原子能机构规约》第三条和第八

条 C 款之规定，提供和促进有关和平核活动的信息交流并为此目的充任成员国的居间人。 

核活动的安全报告以《安全报告》的形式印发，《安全报告》提供能够用以支持安全

标准的实例和详细方法。 

国际原子能机构其他安全相关出版物以《放射防护评价报告》、国际核安全组的《核

安全组报告》、《技术报告》和《技术文件》的形式印发。国际原子能机构还印发放射性

事故报告、培训手册和实用手册以及其他特别安全相关出版物。 

安保相关出版物以国际原子能机构《核安保丛书》的形式印发。 

国际原子能机构《核能丛书》由旨在鼓励和援助和平利用核能的研究、发展和实际

应用的报告组成。相关资料载于各项导则、技术和进步状况报告以及和平利用核能的最

佳实践。该丛书是对原子能机构安全标准所作的补充，并提供核电、核燃料循环、放射

性废物管理和退役领域的详细导则、经验、良好实践和实例。
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细胞遗传剂量学： 
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